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Praca obejmuje wyniki dotychczas nieopublikowane oraz zawarte w 
nast�puj�cych publikacjach: 

Oryginalne prace eksperymentalne: 

Król-Kogus B., Głód D., Krauze-Baranowska M., Matławska I. (2014) Application of 
one- and two-dimensional high-performance liquid chromatography methodologies for 
the analysis of C-glycosylflavones from fenugreek seeds, Journal of Chromatography A 

1367, 48-56.  

Prace przegl�dowe: 

Król-Kogus B., Krauze-Baranowska M. Kozieradka pospolita - �ródło zwi�zków o 
aktywno�ci hormonalnej? 2012. Farmacja Polska  68, (1), 39-41 

Król-Kogus B., Krauze-Baranowska M. (2011) Kozieradka pospolita (Trigonella 
foenum-graecum L.) - tradycja stosowania na tle wyników bada� naukowych. 2011.
Post�py fitoterapii   12 (3),185-190 

Król-Kogus B., Krauze-Baranowska M. (2011) Greckie sianko, Bo�a trawka – o 
wła�ciwo�ciach leczniczych kozieradki pospolitej. Panacea, 4, 20-21 

Praca została cz��ciowo wykonana w ramach grantu NN405669140 finansowanego 
przez Narodowe Centrum Nauki w latach 2013-2015 oraz projektu MN 0-0024/08 
finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wy�szego. 
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Wykaz skrótów stosowanych  pracy 

% RSD wzgl�dne odchylenie standardowe wyra�one w % 
AChE acetylocholinoesteraza 
ACN acetonitryl 
ADC2 automatyczna komora chromatograficzna (ang. automatic development chamber)

ANOVA analiza wariancji 
ApoB apolipoproteina b 
ASE przyspieszona ekstrakcja za pomoc� rozpuszczalnika (ang.  accelerated solvent extraction)

ATP adenozyno-5�-trifosforan 
BMI wska�nik masy ciała (ang. body mass index)

CO2 dwutlenek w�gla 
COX-1 cyklooksygenaza-1 
COX-2 cyklooksygenaza-2  
CV współczynnik zmienno�ci 
DAD detektor z matryc� diodow� (ang. diode array detector) 
DMEM po�ywka do hodowli linii komórkowych 
DNA kwas deoksyrybonukleinowy 
EC50 minimalne st��enie efektywne, które indukuje okre�lony efekt u 50% badanych 

komórek/organizmów (ang.  half maximal effective concentration) 

ELSD laserowy detektor �wiatła rozproszonego (ang. evaporative light scattering detector) 

ER receptory estrogenowe 
ESI elektrorozpylanie w polu elektrycznym,, metoda jonizacji w spektrometrii mas, (ang. 

electrospray ionization)

GABA receptory błonowe wi���ce kwas �-aminomasłowy 
GABA kwas γ-aminomasłowy 
GC chromatografia gazowa (ang. gas chromatography) 

GC-O chromatografia gazowa z olfaktometri� (ang. gas chromatography-olfactometry)

GFAP kwa�ne białko włókienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein)  
HDL lipoproteiny wysokiej g�sto�ci  (ang. very low density lipoproteins) 
HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang.  high performance liquid chromatography) 

HPTLC wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (ang. high performance thin layer 

chromatography)

HSCCC wysokosprawna chromatografia przeciwpr�dowa (ang. high-speed countercurrent 

chromatography)

IC50 st��enie czynnika, przy którym proliferacja komorek zostaje zahamowana o 50% 
IL interleukina  
LC chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography) 

LCAT acylotransferaza lecytyna:cholesterol 
LC-LC dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa technika heart-cutting 

LCxLC dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa technika comprehensive

LDL lipoproteiny niskiej g�sto�ci (ang. low density lipoproteins)  
LH hormon luteinizuj�cy 
LOD granica wykrywalno�ci, (ang. limit of detection) 

LOQ granica oznaczalno�ci (ang. limit of quantification)

MAE ekstrakcja wspomagana mikrofalami (ang. microwave extraction) 

MAO-A monoaminooksydaza a  
MAO-B monoaminooksydaza b 
MBC minimalne st��enie bakteriobójcze (ang. minimal bactericidal concentration)

MDA dialdehyd malonowy 
MD-LC wielowymiarowa chromatografia cieczowa (ang. multidimensional liquid chromatography)

MIC minimalne st��enie hamuj�ce (ang. minimal inhibitory concentration) 

mRNA matrycowy kwas rybonukleinowy 
MS spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MTT bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy 
NAD dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 
NADP fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego 
NGF czynnik wzrostu nerwów (ang. nerve growth factor) 
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NLPZ niesteroidowe leki przeciwzapalne 
NP normalny układ faz 
PCR ła�cuchowa reakcja polimerazy 
PK kinaza pirogronianowa (ang. pyruvate kinase) 

PPARγ receptory aktywowane proliferatorami peroksysomów (ang. peroxisome proliferator-activated 

receptors), 
QTOF analiza czasu przelotu (ang. quadrupole – time-off-fligh) 

Rf współczynnik zatrzymania 
ROS reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygenspecies) 
RP odwrócony układ faz 
Rs współczynnik separacji (rozdzielenia) 
RTCA system RealTime xCELLigence 
SD odchylenie standardowe 
SIM monitorowanie wybranych jonów (ang. selected ion monitoring) 

SREBP-1 białko wi���ce si� z elementem odpowiedzi na sterole) (ang. sterol regulatory element 

binding proteins) 
TBARS produkty peroksydacji reaguj�cych z kwasem tiobarbiturowym (ang. (thiobarbituric acid 

reactive substances) 

TCM tradycyjne surowce medycyny chi�skiej 
TFA kwas trifluorooctowy 
TG triglicerydy 
TLC chromatografia cienkowarstwowa 
UE ekstrakcja wspomagana ultrad�wi�kami (sonikacja; ang. ultrasound extraction) 

UPLC ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang.  ultra high performance liquid chromatography)

UV promieniowanie ultrafioletowe 
VIS �wiatło widzialne 
VLDL lipoproteiny bardzo niskiej g�sto�ci  (ang. very low density lipoproteins) 
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CEL PRACY 

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) wyst�puje w 

stanie naturalnym na terenie Azji i basenu Morza 	ródziemnego [229, 368, 585]. 

Opisana w hinduskiej Ayurwedzie pod nazw� methi,  kozieradka pospolita od wieków 

stosowana jest w medycynie azjatyckiej. Jest równie� popularnym surowcem 

leczniczym w krajach europejskich. Wysuszone nasiona kozieradki w formie wyci�gu 

wodnego oraz preparatów galenowych podawane s� doustnie jako �rodek od�ywczy i 

wspomagaj�cy trawienie oraz leczniczy w schorzeniach przewodu pokarmowego, 

stanach zapalnych oraz chorobie wrzodowej �oł�dka i ponadto jako obni�aj�cy poziom 

cukru we krwi w przebiegu cukrzycy. Nasiona kozieradki tradycyjnie stosowane s� w 

postaci kataplazmów na trudno goj�ce si� rany oraz stany zapalne skóry i tkanki 

podskórnej [256, 373, 585]. 

Nasiona kozieradki zawieraj� szereg grup metabolitów wtórnych, w�ród których, 

obok polisacharydów, dominuj�cymi s� C-glikozydy flawonowe oraz saponiny 

steroidowe, identyfikowane przede wszystkim w surowcach pochodzenia azjatyckiego 

[253, 418, 456, 493, 574] i afryka�skiego [66, 113, 143, 202, 387]. Wymienione zwi�zki 

czynne warunkuj� wielokierunkow� aktywno�
 biologiczn� surowca - m.in. 

przeciwzapaln�, przeciwcukrzycow�, przeciwdrobnoustrojow� oraz 

przeciwnowotworow� w modelach in vitro  [270, 276, 486, 491] i in vivo [34, 42, 532]. 

Nasienie kozieradki (Foenugraeci Semen) posiada monografi� w Farmakopei 

Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej i jest klasyfikowane jako surowiec �luzowy. 

Obecnie Foenugraeci Semen jest składnikiem coraz wi�kszej liczby suplementów diety 

ze wskazaniem jako pomocnicze w terapii cukrzycy, tr�dziku oraz jako wzmacniaj�ce 

organizm. 

Pomimo wzrastaj�cej popularno�ci nasion kozieradki na krajowym rynku 

produktów ro�linnych jako składnika głównie suplementów diety, skład chemiczny 

Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego pozostaje nierozpoznany, z wyj�tkiem 

doniesienia Adamskiej i wsp. [15], którzy w 1971 roku wyizolowali z surowca polskiego 

4 C-glikozyloflawony.  

Uwzgl�dniaj�c wykazane znaczne ró�nice w składzie jako�ciowym i zawarto�ci 

zwi�zków czynnych w zale�no�ci od warunków wzrostu kozieradki [54, 108, 153, 185, 

356, 422, 627] oraz wielokierunkow�, zró�nicowan� aktywno�
 biologiczn�, w tym 

sygnalizowany w literaturze niewyja�niony w pełni wpływ surowca na układ hormonalny 

człowieka [110, 248, 299, 367, 588], uznano za konieczne badania nad zwi�zkami 

czynnymi surowca krajowego oraz jago aktywno�ci� biologiczn�. 
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 Podstawowy cel pracy stanowiła analiza jako�ciowa i ilo�ciowa  nasion T. 

foenum-graecum pochodzenia krajowego w zakresie 2 grup dominuj�cych zwi�zków 

czynnych: C-glikozydów flawonowych i saponin steroidowych oraz ocena aktywno�ci 

biologicznej surowca w zakresie przeciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej, na 

tle wyst�puj�cych w nim metabolitów wtórnych. 

 Realizacja celu podstawowego obejmowała nast�puj�ce cele cz�stkowe: 

• optymalizacj� warunków ekstrakcji C-glikozydów flawonowych z nasienia kozieradki 

z u�yciem ró�nych technik ekstrakcyjnych (ekstrakcja w klasycznym i 

automatycznym aparacie Soxhleta, ekstrakcja z u�yciem mieszadła 

magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami, przyspieszona 

ekstrakcja rozpuszczalnikiem) 

• opracowanie metod analizy jako�ciowej i ilo�ciowej zespołu C-glikozydów 

flawonowych z u�yciem jednowymiarowej i dwuwymiarowej wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (1D i 2D HPLC) oraz technik: heart-cutting (LC-LC) i 

comprehensive (LCxLC) w trybach off-line i on-line, w sprz��eniu z detektorem z 

matryc� diodow� (DAD) oraz spektrometrem mas (MS). 

• przeprowadzenie analizy izoflawonów metod� wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej w sprz��eniu z detektorem z matryc� diodow� (DAD) 

• opracowanie metod analizy zespołu saponin steroidowych z u�yciem ró�nych 

technik chromatograficznych: 

− opracowanie metody TLC analizy diosgeniny po hydrolizie kwasowej, wraz z 

optymalizacj� warunków ekstrakcji i hydrolizy 

− opracowanie metody HPLC analizy jako�ciowej i ilo�ciowej zespołu saponin 

steroidowych w sprz��eniu z laserowym detektorem �wiatła rozproszonego 

(ELSD) oraz detektorem mas (MS) 

• ocen� aktywno�ci przeciwnowotworowej wyci�gów, frakcji i pojedynczych zwi�zków 

czynnych z Foenugraeci Semen oraz badania mechanizmów działania 

proapoptotycznego 

• ocen� aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej wyci�gów i pojedynczych zwi�zków 

czynnych z Foenugraeci Semen wobec wybranych patogenów.  
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CZ��� TEORETYCZNA

1. Charakterystyka botaniczna i stanowisko systematyczne 

Trigonella foenum-graecum L.

1.1. Stanowisko systematyczne  

Nadkrólestwo: Eukaryota 

Ryc.1.  Kozieradka pospolita  

(Trigonella foenum-graecum) [2] 

Królestwo: Planta

Podkrólestwo: Viridaeplantae 

Gromada: Tracheophyta

Podgromada: Spermatophytina 

Klasa: Magnoliopsida (Dicotyledones)

Podklasa: Rosidae

Nadrz�d: Rosanae 

Rz�d: Fabales

Rodzina: Fabaceae  

 (Leguminosae, Papilionaceae) 

Podrodzina: Trifoliae 

Rodzaj: Trigonella L.

Gatunek: Trigonella foenum-graecum L.

[13, 368, 431, 468] 



14 

1.2. Wyst�powanie Trigonella foenum-graecum L.

Kozieradka pospolita (Trigonella foenum-graeum) pochodzi z rejonu Morza 

	ródziemnego [229, 368, 585] lub według innych �ródeł z Azji [115, 368]. W krajach 

europejskich T. foenum-graecum spotykana jest jako efemerofit. W stanie naturalnym 

wyst�puje m.in. w Pakistanie, Turcji, Sudanie oraz Indiach i Chinach [229, 256, 585] 

Gatunek jest powszechnie uprawiany w Azji i Europie oraz Ameryce Północnej jako 

ro�lina lecznicza oraz pastewna [13, 229, 431].  

Nazwa rodzaju Trigonella, nadana prawdopodobnie przez staro�ytnych Rzymian, 

wywodzi si� z j�zyka łaci�skiego  i oznacza „mały trójk�t” w nawi�zaniu do kształtu 

kwiatów, natomiast nazwa gatunkowa kozieradki pospolitej jest zwi�zana z jej 

intensywnym zapachem i sposobem u�ycia i  pochodzi z j�zyka greckiego – „foenum-

graecum” oznacza ‘greckie siano’ [368, 431]. O znaczeniu T. foenum-graecum  jako 

ro�liny leczniczej oraz u�ytkowej �wiadczy m.in. wyst�powanie nazwy gatunku w 

ponad 30 j�zykach �wiata [431, 585].   

1.3. Charakterystyka botaniczna gatunku Trigonella foenum-

graecum L.

T. foenum-graecum (kozieradka pospolita) jest jednoroczn� ro�lina zieln� o 

wysoko�ci 20 – 160 cm. P�dy s� wzniesione, rozgał�zione, słabo owłosione, puste, 

zazwyczaj u nasady (lub na całej długo�ci) podbarwione fioletowo. Dolne li�cie s�

owalne lub okr�głe, długoogonkowe, nieznacznie trójlistkowe. Przylistki do�
 du�e, 

mi�kko owłosione. Górne li�cie s� pierzaste, trójlistkowe, poszczególne listki kształtu 

jajowatego, podłu�nego lub lancetowatego, 1-4 cm długo�ci, pokryte drobnymi 

włoskami. Blaszka li�ciowa o brzegach z�bkowanych, jest lekko wyci�ta  na szczycie, 

wyra�nie unerwiona (nerwy zazwyczaj zako�czone w z�bkach blaszki li�ciowej). 

Ogonki li�ciowe s� krótkie, lekko owłosione, o chrz�stkowej konsystencji, nieznacznie 

fioletowo nabiegłe.  

Kwiaty pojedyncze, zebrane w k�tach li�ci, po dwa lub rzadziej pojedynczo. Kielich 

o z�bkach mi�kko owłosionych, tej samej długo�ci co rurka kielicha, w połowie tak 

długich jak płatki korony. Korona jasno�ółta (przebarwiaj�ca si� na biało pod koniec 

kwitnienia), u nasady zabarwiona lekko fioletowo. �agielek w tylnej cz��ci podłu�nie 

wyci�ty, z niebieskawymi plamkami na wierzchołku (plamki s� nieobecne u niektórych 
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genotypów). Skrzydełka w połowie tak długie jak �agielek, łódeczka t�po zako�czona, 

rozwarta, podzielona u nasady. 

Owocem jest równow�ski str�k, zako�czony dzióbkiem, zazwyczaj lekko 

zakrzywiony, zawieraj�cy od 10 do 20 nasion. Nasiona twarde, długo�ci 3,5 – 6 mm i 

szeroko�ci 2,5 – 4 mm o zró�nicowanym kształcie – od romboidalnego do trójk�tnego, 

lekko zaokr�glonego w zarysie, z wyra�nym, gł�bokim rowkiem na powierzchni, 

oddzielaj�cym korzonek od li�cieni. Nasiona barwy od jasnoszarej, przez 

pomara�czow� lub zielonkaw�, do br�zowej, o powierzchni  nieznacznie 

dołeczkowatej, lekko błyszcz�cej [222, 362, 431, 465, 468, 559]. 

Korze� palowy, słabo rozgał�ziony. 

Ryc.2. Kozieradka pospolita (Trigonella foenum-graecum) [1] 
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2. Skład chemiczny nasion Trigonella foenum-graecum L. – 

aktualny stan bada�

Nasienie kozieradki pospolitej (Foenugraeci Semen) jest bogatym �ródłem 

zwi�zków aktywnych biologicznie o zró�nicowanej budowie chemicznej. Skład 

chemiczny Foenugraeci Semen jest w du�ym stopniu rozpoznany, szczególnie 

surowców pochodz�cych z Azji lub Afryki. Dane literaturowe wskazuj� na znaczne 

ró�nice w składzie jako�ciowym i zawarto�ci zwi�zków czynnych w zale�no�ci od 

warunków wzrostu kozieradki [54, 108, 153, 185, 356, 422, 627]. 

2.1. Flawonoidy 

C-glikozydy flawonów 

W nasionach kozieradki pospolitej stwierdzono wyst�powanie bogatego zespołu 

C-glikozydów flawonowych, głównie pochodnych apigeniny i luteoliny [15, 144, 435, 

456, 490, 493, 494, 511, 570, 574].  W�ród C-glikozyloflawonów zidentyfikowano: 

mono-C-glikozydy (zawieraj�ce reszt� cukrow� w pozycji C-6 lub C-8) oraz di-C-

glikozydy (zawieraj�ce reszty cukrowe w pozycjach C-6 i C-8 cz�steczki flawonu), jak 

równie� estry C-glikozydów, ich pochodne O-glukozydowe  oraz etery metylowe [15, 

143, 144, 435, 456, 490, 493, 494, 511, 570, 574]. 
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Ryc.3. Struktury chemiczne aglikonów flawonowych w nasieniu kozieradki pospolitej 
(T. foenum-graecum): A – apigenina, B – luteolina. 

Pierwszym i dotychczas jedynym doniesieniem o obecno�ci C-glikozydów 

flawonowych  dotycz�cym surowca pochodzenia krajowego jest praca Adamskiej i 
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Lutomskiego [15]. W toku dalszych bada� analizowano głównie materiał ro�linny 

pochodz�cy z Azji [456, 490, 493, 494, 510, 574] lub Afryki [66, 143, 144].  

Zespół mono-C-glikozydów obejmuje pochodne apigeniny: witeksyn� (8-C-

glukopiranozyd apigeniny) [15, 144, 419, 435, 456, 490, 570] i izowiteksyn� (6-C-

glukopiranozyd apigeniny) [144, 419, 456, 490, 570] oraz pochodne luteoliny: orientyn�

(8-C-glukopiranozyd luteoliny [144, 435, 456] i izoorientyn� (6-C-glukopiranozyd 

luteoliny) [144, 419, 435, 456, 570].   

W obr�bie zespołu di-C-glikozydów rozpoznano pochodne apigeniny: wicenin�-

1 (6-C-ksylopiranozylo-8-C-glukozyd apigeniny) [143, 570], wicenin�-2 (6,8-di-C-

glukopiranozyd apigeniny) [143, 144, 493, 570], 6-C-�-D-glukopiranozylo-8-C-�-D-

galaktopiranozyd apigeniny [493], szaftozyd (6-C-�-D-glukopiranozylo-8-C--L-

arabinozyd apigeniny) [493], 6-C-galaktopiranozylo-8-C--L-arabinozyd apigeniny [493] 

oraz 8-C-ramnozylo-6-C-glukopiranozyd apigeniny obok dwóch niezidentyfikowanych 

6,8-di-C-heksozydów apigeniny [143]. Ponadto analiza HPLC-DAD-MS surowca 

azjatyckiego ujawniła obecno�
 6,8-C-di-galaktopiranozydu apigeniny, 6-C-�-

arabinopiranozylo-8-C-�-galaktopiranozydu apigeniny oraz 6-C- �-ksylopiranozylo-8-C-

�-galaktopiranozydu apigeniny [456]. Prati i wsp. [435] analizuj�c profil zwi�zków 

flawonoidowych w Foenugraeci Semen metod� HPLC-UV-MS, stwierdzili obecno�
 C-

ramnozydów orientyny/izoorientyny lub witeksyny. Natomiast najjnowsze badania z 

u�yciem UPLC/UV/QTOF-MS ujawniły obecno�
 6,8-di-C-heksozydu chryzyny [144] 

Struktury chemiczne wybranych C-glikozyloflawonów, obecnych w nasieniu 

kozieradki pospolitej przedstawiono na ryc.4.  
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Ryc.4. Struktury niektórych  C-glikozyloflawonów, obecnych w nasieniu kozieradki pospolitej (T. 
foenum-graecum): A – pochodne apigeniny, B – pochodne luteoliny. 
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Adamska i Lutomski [15] metod� jedno- i dwuwymiarowej chromatografii 

cienkowarstwowej zidentyfikowali w nasionach kozieradki dwie O-glikozydowe 

pochodne mono-C-glikozyloflawonów: 7-O-glukozyd witeksyny (saponaretyn�, 

potwierdzon� równie� przez Wagnera [570]) oraz O-arabinozyd orientyny lub 

izoorientyny. W 2007 roku Prati i wsp. [435] dodatkowo ujawnili metod� HPLC-UV-MS 

obecno�
 dwóch O-ksylozydów witeksyny w oparciu o warto�
 m/z 565 [M+H]+  jonu 

pseudomolekularnego w ich widmach MS. 

W toku bada� nad zespołem C-glikozydów flawonowych w nasieniu kozieradki 

wykazano wyst�powanie ich poł�cze� estrowych. W 1976 roku Sood [511] wyizolował 

z surowca pochodzenia indyjskiego ester p-kumarowy witeksyny (2”-O-p-

kumaroilowiteksyna). Jednocze�nie Rayyan i wsp. [456] oraz Wang i wsp. [574] 

ujawnili obecno�
 estru p-kumarowego orientyny (2”-O-p-kumaroiloorientyny) [456, 

574]. Ponadto Rayyan i wsp. [456] jako pierwsi wykryli w badanym surowcu i równie�

po raz pierwszy w �wiecie ro�linnym estrowe pochodne di-C-glikozydów apigeniny, 

zawieraj�ce reszty kwasów chinowego oraz hydroksymetyloglutarowego: 6-C-�-

chinowopiranozylo-8-C-�-galaktopiranozydu oraz 6-C-�-D-ksylopiranozylo-8-C-(6-O-(3-

hydroksy-3-metyloglutaroilo)-�-D-glukopiranozydu.  

W ostatnich latach badania afryka�skich nasion kozieradki pospolitej dowiodły 

wyst�powania zespołu acylowanych pochodnych C-glikozyloflawonów apigeniny i 

luteoliny, zawieraj�cych reszty kwasów: dihydroferulowego, galusowego, 

dihydrogalusowego, metoksyglutarowego, hydroksyglutarowego oraz malonylowego 

[143]. W oparciu o otrzymane metod� HPLC-UV-ESI-MS dane chromatograficzne (tR), 

oraz spektralne ([M-H]-, UV �max) wykazano obecno�
 nast�puj�cych zwi�zków: 

• pochodnych apigeniny: 6-C-glukozylo-8-C-(2”-O-dihydroferuloilo)-glukozydu, 6-C-

glukozylo-8-C-(6”-O-metoksygaloilo)-glukozydu, 6-C-glukozylo-8-C(2”-O-

hydroksyferuloilo)-pentozydu, 7-O-(2”-dihydrogaloilo)-ramnozylo-6-C-(2”’-pentozylo)-

glukozydu, 7-O-(6”-dihydrogaloilo)-ramnozylo-6-C-(2”’-pentozylo)-glukozydu, 7-O-

(6”-dihydrogaloilo)-glukozylo-8-C-(2”’-pentozylo)-ramnozydu, 7-O-(2”-

dihydrogaloilo)-glukozylo-8-C-(2”’-pentozylo)-ramnozydu  

• pochodnych luteoliny: 7-O-[6”-dihydrogaloilo]-glukozylo-8-C-pentozylo(1�6)-

glukozydu, 7-O-[6”-dihydrogaloilo]-glukozylo-8-C-pentozylo(1�2)-glukozydu, 7-O-

(2”-galoilo)-glukozylo-6-C-(2”’-pentozylo)-ramnozydu,  7-O-(6”-chinoilo)-ramnozylo-

6-C-pentozylo-8-C,O-(6”’-acetylo)-glukozydu, 8-C-(2”-malonylo)-glukozydu oraz 7-

O-(2”-dihydrogaloilo)-pentozylo-4’-O-(2”’,6”’-malonylo-pentozylo)-ramnozydu [143] 
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Metoksylowane flawony 

Obok C-glikozyloflawonów w nasionach kozieradki stwierdzono równie�

wyst�powanie metoksylowanych pochodnych flawonów:  trycyny  oraz jej 7-O-�-D-

glukopiranozydu [494, 574]. 

O

OH

OH

OH O

O

O

CH3

CH3

  

Ryc.5. Struktura chemiczna trycyny.

O-glikozydy flawonów  

Z u�yciem technik chromatograficznych potwierdzono wyst�powanie w surowcu 

7-O-glikozydów flawonów: luteoliny i apigeniny oraz wolnej luteoliny [268]. 

Flawonole  

Flawonole (kwercetyna i kemferol oraz ich 3-O-glukozydy i 7-O-glukozydy) 

wyst�puj� głównie w li�ciach i p�dach T. foenum-graecum [162, 194]. W nasionach 

stwierdzono dotychczas obecno�
 kwercetyny [494], mirycetyny [268] i dwóch 

pochodnych kemferolu: 7-O-ramnozylo(1�2)glukozydu oraz 7-O-(2”’,6”’,2”-malonylo)-

ramnozylo-diglukozylo-3-O-(6”’-ramnozylo)-ramnozydu [143].  

Ryc.6. Struktury chemiczne flawonoli: A – kwercetyna, B – kemferol. 



20 

Flawanony 

  

 Shang i wsp. [494] ujawnili wyst�powanie naryngeniny w nasionach T. foenum-

graecum, uprawianej w Chinach. Natomiast Kenny i wsp. [268], analizuj�c materiał 

pochodz�cy z Wysp Brytyjskich, stwierdzili wyst�powanie 7-O-glukozydu naryngeniny 

metod� ultrasprawnej chromatografii cieczowej w sprz��eniu z detektorem mas 

(UPLC-MS). 

Izoflawony 

Badania potwierdziły wyst�powanie w nasionach  T. foenum-graecum 

izoflawonów – metabolitów wtórnych o charakterze fitoestrogenów [574]. Wang i wsp. 

[574] jako pierwsi wyizolowali z surowca chi�skiego zespół izoflawonów, w którym 

zidentyfikowali: biochanin� A, formononetyn�, daidzein�, kalikozyn�, irylon oraz 5,7,3’-

trihydroksy-5’-metoksyizoflawon (ryc. 7). Natomiast według innych �ródeł [240, 364] w 

nasionach kozieradki wyst�puj� daidzeina i genisteina (10,2 - 18,2 µg/ 100g oraz 9,8 - 

11,8 µg/ 100 g, odpowiednio). 

Ryc.7.  Struktury chemiczne izoflawonów zidentyfikowanych w nasieniu kozieradki 
pospolitej (T. foenum-graecum): A – formonentyna, B – biochanina A, C – 5,7,3’-
trihydroksy-5’-metoksyizoflawon, D – kalikozyna, E – irylon. 
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 Wykazano, �e T. foenum-graecum w odpowiedzi na stres biotyczny (np. atak 

patogenów) i abiotyczny (np. wzrost st��enia niektórych jonów metali w podło�u), 

wydziela fitoaleksyny – ro�linne metabolity wtórne o działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym [109, 226, 227, 431]. W odpowiedzi na zaka�enie 

Rhizobium mellilotus,  w korzeniach kozieradki pospolitej jest syntezowana 

medykarpina – fitoaleksyna, pochodna pterokarpanu [54]. Elicytacja 6-dniowych siewek 

T. foenum-graecum dodatkiem do podło�a hodowlanego soli miedzi (CuCl2) 

powodowała wzrost st��enia medykarpiny wskutek redukcji jej 3-O-glukozylo-6’-O-

malonianu lub syntezy de novo, przy czym st��enie wolnego aglikonu było odwrotnie 

proporcjonalne do st��enia jonów miedzi w korzeniach, natomiast wprost 

proporcjonalne – w p�dach [556, 557].  Podobnie elicytacja solami selenu, glinu lub 

kadmu skutkowała nasileniem ekspresji genów odpowiedzialnych za syntez�

medykarpiny, zwi�kszeniem jej st��enia w tkankach ro�linnych, a nast�pnie 

wydzieleniem do podło�a hodowlanego [360]. 

O

O

OH

O CH3

Ryc.8. Struktura chemiczna medykarpiny. 

Inne zwi�zki flawonoidowe  

 Spo�ród innych zwi�zków flawonoidowych, w badanym surowcu 

zidentyfikowano dihydrochalkon floryzyn� (2’-O-glukozyd floretyny) [268]. 
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2.2. Saponiny.  

Nasienie kozieradki pospolitej stanowi bogate �ródło saponin steroidowych, 

zarówno typu spirostanu, jak i furostanu . Badania nad saponinami nasion kozieradki 

podj�to ju� w latach 70-tych XX wieku [146, 198-200, 202, 458, 498], jakkolwiek 

pierwsze doniesienia o ich obecno�ci pochodz� z 1943 roku [352, 509]. Saponozydy 

typu furostanu s� charakterystyczne dla surowców ro�linnych analizowanych 

bezpo�rednio po zbiorze, natomiast w trakcie suszenia ich hydroliza mo�e prowadzi


do powstania pochodnych typu spirostanu poprzez cyklizacj� ła�cucha alifatycznego 

przy C-22 i powstania układu piranu, w którym atom w�gla C-22 ma charakter spiro 

[124, 362].  
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Ryc.9. Struktura chemiczna saponin steroidowych: A - szkielet spirostanu, B - szkielet 

furostanu. 

2.2.1.1. Saponozydy  

 Na przestrzeni ostatnich czterech dekad stwierdzono wyst�powanie szeregu 

saponozydów furostanolowych: trigofenozydów A – G [176-178] oraz trigoneozydów I – 

XVIII [387, 418, 605, 606]. W obu grupach wyst�puj� bidesmozydowe pochodne �5-

nienasycone (wi�zanie podwójne mi�dzy atomami w�gla C-5 i C-6) oraz 5-nasycone 

(brak wi�zania podwójnego mi�dzy C-5 i C-6), ró�ni�ce si� przede wszystkim 

rodzajem. Zarówno trigoneozydy, jak i trigofenozydy posiadaj� w pozycji C-3 prosty lub 

rozgał�ziony ła�cuch cukrowy, zawieraj�cy od dwóch do sze�ciu cz�steczek 

monosacharydów. W�ród cukrów prostych, buduj�cych ła�cuch cukrowy saponin w 

nasieniu kozieradki rozpoznano �-D-glukopiranoz�, �-D-ksylopiranoz� i -L-

ramnopiranoz�. W pozycji C-22 znajduje si� grupa hydroksylowa, natomiast do atomu 
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w�gla w pozycji C-26 przył�czona jest cz�steczka �-D-glukopiranozy. Niektóre 

glikozydy posiadaj� dodatkowe wi�zanie nienasycone  pomi�dzy atomami w�gla C-4 i 

C-5  (np. trigoneozydy XIIa i XIIb) lub C-25 i C-27 (np. trigoneozydy VIa i VIb). W 

cz�steczkach trigofenozydów B i C oraz trigoneozydów Ia,Ib,Xa, Xb, XIa, XIb w pozycji 

C-2 wyst�puje dodatkowa grupa hydroksylowa.  

 Podstawow� ró�nic� w strukturach obu wymienionych powy�ej grup saponin 

steroidowych jest obecno�
 grupy metylowej przy w�glu C-25 w trigofenozydach. 

Zwi�zki te rozpoznano wraz z ich 22-eterami metylowymi (trigofenozydy A1-G1). 

Trigoneozydy nie posiadaj� grupy metylowej (CH3) w pozycji C-25 i w zale�no�ci od 

konfiguracji atomu w�gla wyst�puj� w postaci dwóch epimerów oznaczonych 

odpowiednio literami „a” (25S) oraz „b” (25R).  Struktury chemiczne zidentyfikowanych 

trigofenozydów i trigoneozydów przedstawiaj� tabele 1 i 2.  

Hardman i wsp. [202] wydzielili ze �wie�ych nasion 22-O-eter metylowy (25S)-

3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-[�-D-glukopiranozylo(1�3)]-�-D-glukopiranozylo-26-

O-�-D-glukopiranozydu 5-furostan-3�,22,26-triolu. Natomiast Hibasami i wsp. [205] 

wyizolowali z surowca protodioscyn� - (3�,22R,25R)-26-�-D-glukopiranozylo-22-

hydroksyfurost-5-eno-3-[-L-ramnopiranozylo-(1�2)]-[-L-ramnopiranozylo(1�4)]-�-D-

glukopiranozyd, a  Yang i wsp. [602] - metylo-protodioscyn� oraz metylo-protodeltoin�. 

Uwa�a si�, �e protodioscyna odpowiada za gorzki smak surowca, a jej hydroliza 

enzymatyczna prowadzi do uwolnienia dioscyny, a nast�pnie diosgeniny, 

pozbawionych goryczy [388, 537]. 

Inne glikozydy furostanowe, wyizolowane z nasion kozieradki stanowi�: zwi�zek 

C i dwa glikozydy F [606] oraz D [387]. Pang i wsp. [416] ujawnili wyst�powanie dwóch 

kolejnych zwi�zków: 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-[�-D-glukopiranozylo(1�6)-�-D-

glukopiranozylo(1�3)-�-D-glukopiranozylo(1�4)]-�-D-glukopiranozydu (25S)-26-O-�-

D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3�,22,26-triolu oraz  3-O-[-L-

ramnopiranozylo(1�2)]-[�-D-glukopiranozylo(1�6)]-�-D-glukopiranozylo-(1�3)-�-D-

glukopiranozylo(1�4)]-�-D-glukopiranozydu (25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-

eno-3�,22,26-triolu. 

Kang i wsp. [253] z u�yciem UHPLC-QTOF-MSE stwierdzili obecno�
 95 

saponin, w tym 22 par izomerów.  Spo�ród rozpoznanych zwi�zków, 30 autorzy uznali 

za nowe [253]. S� to pochodne głównie proto-neogitogeniny, proto-gitogeniny, proto-

jukkageniny, proto-gitogeniny, proto-jamogeniny oraz proto-diosgeniny [253]. W 

cz�steczce aglikonu niektórych z nich wyst�puje dodatkowe wi�zanie nienasycone 

mi�dzy atomami w�gli C-25 i C-27, reszta cukrowa (ramnoza, glukoza lub ksyloza) 

albo grupa hydroksylowa przy w�glu C-26 lub C-27  [253]. 
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 Obok glikozydów furostanowych, nasiona kozieradki zawieraj� równie� szereg 

saponin spirostanowych, m.in. grekuniny H-N, zidentyfikowane przez Varshney’a i 

Beg'a w 1978 roku  [565] oraz nast�puj�ce glikozydy ujawnione w toku bada� [417]: 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-glukopiranozyd (25S)-22�-O-spirost-5-eno-

3�-olu, 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo (1�2)]-�-D-glukopiranozyd spirost-5,25(27)-dieno-2,3�-

diolu, 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo (1�2)]-�-D-glukopiranozyd 5-spirost-25(27)-eno-2,3�-

diolu, 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-[ L-ramnopiranozylo(1�4)]-�-D-glukopiranozyd 

(25R)-spirost-5-eno-2,3�-diolu, 

• 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�4)]-[�-D-glukopiranozylo(1�6)]-�-D-

glukopiranozylo(1�3)-� D-glukopiranozylo(1�4)-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-� D-

glukopiranozyd (25R)-spirost-5-eno-3�-olu, 

• 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�4)]-[�-D-glukopiranozylo(1�6)]-[�-D-

glukopiranozylo(1�3)-�-D-glukopiranozylo(1�4)]-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-� D-

glukopiranozyd spirost-5,25(27)-dieno-3�-olu, 

• 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�6)]-� D-glukopiranozyd (25S)-5-spirost-2,3�-diolu, 

• 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�6)]-� D-glukopiranozyd (25R)-5�-spirost-3�-olu, 

• 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�6)]-� D-glukopiranozyd (25R)-5�-spirost-3�-olu, 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-glukopiranozyd (25R)-spirost-5-en-2,3�-diolu 

• 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-glukopiranozyd (25S)-spirost-5-en-2,3�-diolu 

Z surowca wyizolowano dwa glikozydy jamogeniny:  3–O–[�–D-

glukopiranozylo(1�4)]–β–D-ksylopiranozyd [483] oraz trigonellozyd C [(3-O-α-L-

ramnopiranozylo(1�4)]-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-

glukopiranozylo-jamogeniny] i jego 22-O-eter metylowy [79]. 
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Tab.1. Struktury chemiczne trigofenozydów, glikozydu D, zwi�zku C (protodioscyny) i trigonellozydu C (protoneodioscyny) 
zidentyfikowanych w nasionach T. foenum-graecum. 

Nazwa Nazwa chemiczna Lit. 

Trigofenozyd A 3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd jamogeniny [177, 178] 

Glikozyd D 3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd diosgeniny [177, 178] 

Trigofenozyd B 3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�4)-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd tigogeniny [178, 179] 

Trigofenozyd C 
3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�4)-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd 

gitogeniny 
[178, 179] 

Trigofenozyd D 
3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-[β-D-glukopiranozylo(1�3)]-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd 

jamogeniny 
[177, 178] 

Trigofenozyd E 
3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-[β-D-ksylopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd 

tigogeniny 
[178] 

Trigofenozyd F 
3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-[β-D-glukopiranozylo(1�6)]-β-D-glukopiranozylo-26-O-β-D-glukopiranozyd 

diosgenina 
[176, 178] 

Trigofenozyd G 
3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�2)-[β-D-ksylopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozylo(1�6)-β-D-glukopiranozylo-26-

O-β-D-glukopiranozyd diosgeniny 
[176, 178] 

Zwi�zek C 
(protodioscyna) 

[(3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�4)[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozyd-26-O-β-D-glukopiranozyd 

diosgenina 

[253, 418, 
606], 

Trigonellozyd C 
(protoneodioscyna)

[(3-O-α-L-ramnopiranozylo(1�4)[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozyd-26-O-β-D-glukopiranozyd 

jamogeniny 

[253, 418, 
606], 
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Nazwa Nazwa chemiczna Lit.

Trigoneozyd Ia 
3-O-[(β-D-ksylopiranozylo)(1�6)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25S)-5α-furostano-

2α,3β,22�,26-tetraolu 
[253, 387, 605] 

Trigoneozyd Ib 
3-O-[(β-D-ksylopiranozylo)(1�6)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-5α-furostano-

2α,3β,22�,26-tetraolu 
(25R-epimer trigonezodu Ia) 

[253, 387, 605] 

Trigoneozyd IIa 
3-O-[(β-D-ksylopiranozylo)(1 � 6)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25S)-5β-furostano-

3β,22�,26-triolu 
[253, 605] 

Trigoneozyd IIb 
3-O-[(β-D-ksylopiranozylo)(1 � 6)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-5β-furostano-

3β,22�,26-triolu 
(25R-epimer trigonezodu IIa) 

[253, 605] 

Trigoneozyd IIIa 3-O-[(α-L-ramnopiranozylo)(1�2)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25S)-5α-furostano-3β,22
�,26-triolu 

[605] 

Trigoneozyd IIIb 
3-O-[(α-L-ramnopiranozylo)(1�2)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-5α-furostano-3β,22

�,26-triolu 
(25R-epimer trigonezodu IIIa ) 

[605] 

Trigoneozyd IVa 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][ β-D-glukopiranozylo (1�4)]- β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-

(25S)-furost-5-eno-3β,22�,26-triolu 
[606] 

Glikozyd F 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][ β-D-glukopiranozylo (1�4)]- β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-

(25R)-furost-5-eno-3β,22�,26-triolu 
(25R-epimer trigoneozydu IVa) 

Trigoneozyd Va 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][[β-D-ksylopiranozylo(1�4)] [β-D-glukopiranozylo(1�6)]- β-D-

glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-
5-eno-3β,22 �,26-triolu 

[253, 387, 606] 

Trigoneozyd Vb 

3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][[β-D-ksylopiranozylo(1�4)] [β-D-glukopiranozylo(1�6)]- β-D-
glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-

5-eno-3β,22 �,26-triolu 
(25R-epimer trigoneozydu Va) 

[253, 606] 

Trigoneozyd VI 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][[β-D-ksylopiranozylo (1�4)] [β-D-glukopiranozylo (1�6)]- β-D-

glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-furost-
5,25(27)-dieno-3β,22�,26-triolu 

[606] 

Trigoneozyd VIIb 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo)(1�2)][[β-D-ksylopiranozylo(1�4)] [β-D-ksylopiranozylo(1�6)]- β-D-

glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-
5-eno-3β,22�,26-triolu 

[606] 
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Trigoneozyd VIIIb 
3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)] [[β-D-ksylopiranozylo(1�4)] [β-D-glukopiranozylo(1� 6)]- β-D-

glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-5-
furostano-3β,22 �,26-triolu 

[606] 

Trigoneozyd IX Zwi�zek wyizolowany z surowca; nie okre�lono struktury chemicznej [606] 

Trigoneozyd Xa 
3-O- α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25S)-5α-furostano-

2α,3β,22�,26-tetraolu 
[387] 

Trigoneozyd Xb 
3-O- α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25R)-5α-furostano-

2α,3β,22�,26-tetraolu 
(25R epimer trigoneozydu Xa) 

[387] 

Trigoneozyd XIb 
3-O- β-D-ksylopiranozylo(1�4)-β-D-glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-5α-furostano-

2α,3β,22�,,26-tetraolu 
[387] 

Trigoneozyd XIIa 3-O- α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozyd 26-O-β -D-glukopiranozylo-(25S)-furost-4-eno-3β,22
�,26-triolu 

[387] 

Trigoneozyd XIIb 
3-O- α-L-ramnopiranozylo(1�2)-β-D-glukopiranozyd 26-O-β -D-glukopiranozylo-(25R)-furost-4-eno-3β,22

�,26-triolu 
(25R epimer trigoneozydu XIIa) 

[387] 

Trigoneozyd XIIIa 
3-O- α-L-ramnopiranozylo(1�2)-[β-D-glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 

26-O- β-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-5-eno-3-β,22-	,26-triolu 
[387] 

Trigoneozyd XIV 
3-O--L-ramnopiranozylo-(1�4)-[-L-ramnopiranozylo-(1�2)]-�-D-glukopiranozyd 26-O-�-D-glukopiranozylo-

furost-5,25(27)-dien-3�22,26-triolu 
[418] 

Trigoneozyd XV 
3-O--L-ramnopiranozylo-(1�4)-[ -L-ramnopiranozylo-(1�2)]-� -D-glukopiranozyd,26-O-�-D-

glukopiranozylo-(25R)-furost-5-en-2,3�,22,26-tetraolu 
[418] 

Trigoneozyd XVI 
3-O-�-D-glukopiranozylo-(1�4)-[-L-ramnopiranozylo-(1�2)]-�-D-glukopiranozyd 26-O- � -D-glukopiranozylo-

5  -furost-25(27)-en-2 ,3�,22 ,26-tetraolu 
[418] 

Trigoneozyd XVIIa 
3-O- -L-ramnopiranozylo-(1�4)-[�-D-glukopiranozylo-(1�2)]-�-D-glukopiranozyd 

26-O-�-D-glukopiranozylo-(25S)-5-furost-2,3�,22,26-tetraolu 
[418] 

Trigoneozyd XVIIb 
3-O--L-ramnopiranozylo-(1�4)-[�-D-glukopiranozylo-(1�2)]-�-D-glukopiranozyd 26-O-�-D-glukopiranozylo-

(25R)-5-furost-2,3�,22,26-tetrolu 
[418] 

Trigoneozyd XVIII 
3-O--L-ramnopiranozylo-(1�4)--L-ramnopiranozylo-(1�4)-[-L-ramnopiranozylo-(1�2)]-�-D-

glukopiranozyd 26-O-� -D-glukopiranozylo-(25R)-furost-5-en-2,3�,22,26-tetraolu 
[418] 

Tab.2.  Struktury chemiczne trigoneozydów oraz glikozydu F,  zidentyfikowanych w nasionach T. foenum-graecum.
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2.2.1.2. Sapogeniny 

Struktury  genin wchodz�cych w skład saponozydów obecnych w  nasionach 

kozieradki pospolitej rozpoznano w oparciu o hydroliz� kwasow� glikozydów i badanie 

strukturalne otrzymanych aglikonów. Zidentyfikowane geniny posiadaj� budow�

spirostanow�, a ich prekursorami s� formy furostanowe, nie posiadaj�ce cz�steczki 

glukozy przy atomie w�gla C-26, tzw. proto-sapogeniny [253, 418] (ryc.11) 

Wykazano, �e w surowcu obecne s� pochodne �5-nienasycone: diosgenina (�-5, 

25R--spirostan-3�-ol)  i jej 25S-epimer jamogenina (w stosunku 3:2) oraz jukkagenina 

i jej 25-epimer lilagenina [80, 113, 180, 198-200, 430, 431, 541]. Ponadto stwierdzono 

wyst�powanie 5--nasyconych pochodnych spirostanu: tigogeniny i jej 25-epimeru 

neotigogeniny, gitogeniny i jej 25-epimeru neogitogeniny, jak równie� sarsasapogeniny 

i jej 25-epimeru smilageniny [84, 113, 180, 198-200, 430, 431, 541]. Gitogenina i 

jukkagenina oraz ich 25-epimery posiadaj� dwie grupy hydroksylowe – w pozycjach C-

2 i C-3. Natomiast w cz�steczkach pozostałych aglikonów wyst�puje tylko jedna grupa 

hydroksylowa – przy atomie w�gla C-3 (ryc.10.). Wykazano, �e 3,26-diglikozydy �5-

furostenowe uwalniaj� w wyniku hydrolizy diosgenin� i jamogenin�, natomiast 5-

furostanowe uwalniaj� tigogenin� i neotigogenin�, a 2,5-furostanowe – gitogenin�

oraz neogitogenin� [431]. W wyci�gach z surowca stwierdzono obecno�
 25-spirosta-

3,5-dienu, który prawdopodobnie jest artefaktem, powstaj�cym w wyniku dehydratacji 

diosgeniny [198, 430, 431]. Dodatkowo Yoshikawa i wsp. [606] w wyniku hydrolizy 

trigoneozydu VI otrzymali sceptrumgenin�. Natomiast Murakami i wsp. [387] w wyniku 

hydrolizy enzymatycznej trigoneozydów XIIa i XIIb z u�yciem enzymu narynginazy 

uzyskali dwa izomeryczne aglikony, posiadaj�ce nietypowe wi�zanie nienasycone 

pomi�dzy atomami w�gla C4 i C5: triognegenin� A (25S) i trigonegenin� B (25R), 

odpowiednio. Aglikonów tych nie zidentyfikowano w �adnej innej pracy po�wi�conej 

badaniom sapogenin steroidowych w nasionach kozieradki. Mo�liwe, �e ich obecno�


mogła by
 wynikiem zachodz�cych w trakcie hydrolizy enzymatycznej przegrupowa�

chemicznych w obr�bie cz�steczek znanych i identyfikowanych aglikonów.  

 Dominuj�c� genin� w nasionach T. foenum-graecum jest diosgenina, której 

zawarto�
 w zale�no�ci od pochodzenia surowca wynosi od 0,1% [112]  do 0,92 % 

[543], a nawet – jak podaje Bruneton [85] – 2,0 %. Hardman i wsp. [198, 201] wykazali, 

�e poziom zawarto�ci diosgeniny oraz innych sapogenin jest zwi�zany z aktywno�ci�

enzymów endogennych  oraz warunków przechowywania nasion. Udowodniono wpływ 

ró�nych strategii biotechnologicznych na st��enie sapogenin, w tym �-5,25--

spirostan-3�-olu w kulturach in vitro kozieradki [93, 96, 119, 182, 370, 411, 414, 461].  
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Uwa�a si�, �e Foenugraeci Semen jest alternatywnym �ródłem otrzymywania 

diosgeniny [201]. Petropoulos [431] wskazuje, �e hydroliza kwasowa surowca prowadzi 

do uwolnienia mieszaniny izomerycznych monohydroksysapogenin: diosgeniny i 

jamogeniny w stosunku 3:2. Jedynie ok.10% uwolnionych aglikonów stanowi� ich 

pochodne 5--nasycone: tigogenina i neotigogenina [431]. Natomiast w niewielkich 

ilo�ciach wyst�puj� dihydroksysapogeniny: jukkagenina, lilagenina, gitogenina i 

neogitogenina [431]. 

O

O

R1

R2

OH

R3

Nazwa R1 R2 R3

Diosgenina H CH3 H 

Jamogenina CH3 H H 

Jukkagenina H CH3 OH 

Lilagenina CH3 H OH 

Sceptrumgenina
25(27)en

H H H 

O

O

R1

R2

OH

R3

Nazwa R1 R2 R3

Tigogenina H CH3 H 

Neotigogenina CH3 H H 

Gitogenina H CH3 OH 

Neogitogenina CH3 H OH 

O

O

R1

R2

OH

Nazwa R1 R2

Sarsasapogenina H CH3

Smilagenina CH3 H 

Makrantogenina

25(27)en

H H 

Ryc.10. Wzory strukturalne podstawowych sapogenin zidentyfikowanych w nasionach 
T. foenum-graecum. 
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Nazwa R1 R2 R3

Proto-diosgenina H CH3 H 

Proto-jamogenina CH3 H H 

Proto-jukkagenina H CH3 OH

Proto-lilagenina CH3 H OH

Proto-sceptrumgenina
25(27)en

H H H 

    

Nazwa R1 R2 R3

Proto-tigogenina H CH3 H 

Proto-neotigogenina CH3 H H 

Proto-gitogenina H CH3 OH 

Proto-neogitogenina CH3 H OH 

Nazwa R1 R2

Proto-sarsasapogenina H CH3

Proto-smilagenina CH3 H 

Ryc.11. Wzory strukturalne prekursorowych form sapogenin - proto-sapogenin 
zidentyfikowanych w nasionach T. foenum-graecum. 

2.3. Alkaloidy  

W nasionach kozieradki pospolitej wyst�puje alkaloid pirydynowy trygonelina – N-

metylobetaina kwasu nikotynowego (kwas 1-metylonikotynowy) [44, 168, 431, 476, 

495]. Zawarto�
 trygoneliny w �wie�ych nasionach jest znacznie wy�sza od zawarto�ci 

w surowcu wysuszonym, poniewa� w podwy�szonej temperaturze zwi�zek ulega 

rozkładowi do kwasu nikotynowego (witaminy PP) [516] i wynosi ok. 0,15% [431]. 

Trygonelina powstaje w tkankach ro�linnych na drodze syntezy z kwasu nikotynowego, 

b�d�cego katabolitem cyklu nukleotydów pirydynowych [44]. Alkaloid pełni w tkankach 



31 

ro�linnych rol� regulatora wzrostu [374] oraz swoistej substancji osmoreguluj�cej [44]. 

Ponadto bierze udział m.in. w transdukcji sygnałów [67], nyktynastii [44], detoksyfikacji 

[44], stanowi składnik od�ywczy [44] oraz element reakcji obronnej ro�lin w odpowiedzi 

na stres [67, 68, 244]. 

N
+

CH3

O

O
-

Ryc.12. Struktura chemiczna trygoneliny.

2.4. Polisacharydy 

Ze wzgl�du na wysok� zawarto�
 polisacharydów (od 20-45% [362, 582, 585]) 

nasienie kozieradki zaliczane jest do surowców �luzowych o wska�niku p�cznienia nie 

mniejszym ni� 6 według monografii w Farmakopei Polskiej X. We frakcji rozpuszczalnej 

w wodzie obecne s� galaktomannany – polimery cz�steczek �-D-mannopiranozy 

poł�czonych wi�zaniami 1,4-glikozydowymi, do których poprzez wi�zanie -1,6-

glikozydowe przył�czane s� cz�steczki -D-galaktopiranozy [39, 127, 239, 359, 362, 

582]. Liczba i poło�enie w bocznych ła�cuchach cz�steczek galaktozy jest zmienne i 

wpływa na rozpuszczalno�
 oraz wła�ciwo�ci reologiczne galaktomannanów [359, 

582]. Stosunek galaktozy do mannozy w nasionach T. foenum-graecum wynosi 1:1 lub 

(rzadziej) 1:2 [156, 412].  

Oprócz rozpuszczalnych w wodzie galaktomannanów w nasionach T. foenum-

gracum wykazano równie� obecno�
 nierozpuszczalnej frakcji polisacharydów: pektyn 

(zbudowanych z reszt kwasu galakturonowego i monosacharydów: ramnozy, ksylozy, 

mannozy, galaktozy, arabinozy) oraz hemiceluloz, w skład których wchodz� cz�steczki 

galaktozy, mannozy, ksylozy, arabinozy i glukozy [412]. 

2.5. Fenolokwasy 

 Zespół fenolokwasów w nasionach kozieradki rozpoznano z u�yciem metod 

sprz��enia HPLC-UV-ESI-MS [143] oraz UPLC-MS [268]. W surowcu zidentyfikowano 

fenolokwasy: chinowy, protokatechowy, galusowy, kawowy, chlorogenowy, ferulowy 

oraz m- i p-kumarowy [268]. Ponadto wykazano wyst�powanie zło�onych kwasów 
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fenolowych: trikawoilo-hydroksyferulowego, dihydrogalusowego, disinapinoilo-

hydroferuloilo-feruloilo-hydroksykawowego oraz kawoilo-kumaroilo-chinowego [143]. W 

nasionach kozieradki fenolokwasy wyst�puj� równie� w formie glikozydowej, 

mianowicie: diglukozydu kwasu trikawoilowego, diglukozydu kwasu dikawoilo-

protokatechowego oraz pentozydu kwasu galoilo-kumarowego [143]. 

2.6. Witaminy 

W�ród zespołu witamin Foenugraeci Semen wymieniane s� m.in.: kwas 

askorbinowy, tiamina, ryboflawina, pirydoksyna, cyjanokobalamina, niacyna i biotyna 

[268, 357, 431], tokoferole (w�ród których -tokoferol stanowi 84%) [104] oraz kwas 

nikotynowy (witamina PP), powstaj�cy z alkaloidu trygoneliny podczas obróbki 

termicznej surowca [516]. 

2.7. Zwi�zki mineralne 

Nasiona T. foenum-graecum s� �ródłem zwi�zków mineralnych – zarówno mikro- 

jak i makroelementów, m.in. wapnia (Ca), magnezu (Mg), �elaza (Fe), cynku (Zn), baru 

(Ba), bromu (Br), kobaltu (Co), miedzi (Cu) i manganu (Mn) [225, 431, 582]. W 

odpowiedzi na stres, zwłaszcza abiotyczny, zmienia si� pobór składników mineralnych 

z podło�a, a tym samym ich zawarto�
 w surowcu [221]. Wykazano, �e w warunkach 

suszy obni�a si� zawarto�
 manganu, azotu, fosforu, potasu, �elaza i miedzi, podczas 

gdy zawarto�
 cynku wzrasta [221]. 

2.8. Aminokwasy i białka 

Nasiona kozieradki zawieraj� ok. 25% białka [529, 582]. 90% zwi�zków białkowych 

zgromadzonych jest w li�cieniach i zarodku [481]. W skład protein obecnych w nasieniu 

kozieradki wchodz� liczne aminokwasy (w tym aminokwasy egzogenne): asparagina, 

kwas asparaginowy,  treonina, glutamina, kwas glutaminowy, prolina, glicyna, alanina, 

cysteina, walina, metionina, leucyna, izoleucyna, tyrozyna, seryna, fenyloalanina, 

lizyna, histydyna, tryptofan, arginina [140, 431, 477].  
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Foenugraeci Semen charakteryzuje si� obecno�ci� nietypowego aminokwasu: (2S, 

3R, 4S)-4hydroksyizoleucyny [26, 60, 151, 168, 185, 186, 189, 582] (ryc. 13), 

posiadaj�cej aktywno�
 m.in. przeciwcukrzycow� (p. rozdział 3.1. Aktywno��

przeciwcukrzycowa). Analiza stereochemiczna wykazała, �e 90% 4-

hydroksyizoleucyny w nasionach kozieradki posiada konfiguracj� (2S, 3R, 4S), 

natomiast izomer (2R, 3R, 4S) wyst�puje w niewielkiej ilo�ci i nie posiada aktywno�ci 

przeciwcukrzycowej [582]. Zawarto�
 4-hydroksyizoleucyny w wysuszonych nasionach 

T. foenum-graecum  mo�e wynosi
 nawet 80% wolnych aminokwasów [431, 582] i – 

podobnie jak w przypadku innych metabolitów wtórnych - zale�y od warunków wzrostu 

i uprawy [185]. Obserwowano wzrost poziomu tego atypowego aminokwasu podczas 

kiełkowania nasion [185]. 

CH3
OH

O

OH NH2

CH3

    

 Ryc.13. Wzór strukturalny 4-hydroksyizoleucyny. 

2.9. Lipidy 

W�ród składników od�ywczych nasion kozieradki wymieniane s� zwi�zki lipidowe o 

zró�nicowanej budowie chemicznej, których zawarto�
 wynosi ok. 8%  [94, 104, 529, 

569]. Dotychczas wykazano obecno�
 triacylogliceroli (85% lipidów), diacylogliceroli 

(5,5%), monoacylogliceroli (2,1%),  wolnych kwasów tłuszczowych (3,2%),  jak równie�

fosfolipidów [94, 104, 529, 569]. Skład jako�ciowy oraz zawarto�
 poszczególnych 

zwi�zków tłuszczowych zale�y nie tylko od warunków uprawy, lecz tak�e od  genotypu 

ro�liny macierzystej [104]. W profilu kwasów tłuszczowych surowa wykazano głównie 

kwasy nienasycone: oleinowy (13%), linolowy (36%) i linolenowy (18%) [94, 104, 365, 

529, 569]. Z grupy nasyconych kwasów tłuszczowych w surowcu wyst�puj�: kwas 

palmitynowy (9-11%)  [94, 529] oraz kwas stearynowy (4%) [104, 529]. W �ladowych 

ilo�ciach obecne s� kwasy: mirystynowy, palmitooleinowy, arachidonowy, 

eikozamonoenowy, behenowy oraz lignocerynowy [529]. Stosunek kwasów 

nienasyconych omega-6:omega-3 wynosi  2,1−2,7 [104]. Fosfolipidy wyst�puj�ce w 

nasionach T. foenum-graecum to m.in. fosfatydylocholina (18,5%), 

fosfatydyloetanoloamina (6%) oraz fosfatydyloinozytol (1,5%). Ponadto wykazano 
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obecno�
 N-acylofosfatydyloetanoloamin (N-Acyl-phosphatidylethanolamines - NAPE), 

głównie N-linoleilofosfatydyloetanoloaminy [94]. W grupie amidów kwasów 

tłuszczowych wyró�niono oleamid [94]. 

2.10. Sterole 

Analiza steroli w ró�nych genotypach T. foenum-graecum wykazała obecno�
 �-

sitosterolu jako głównego składnika zespołu (56–72%) [104]. Pozostałe 

zidentyfikowane zwi�zki to kampestrol i cykloartenol  [104]. Stwierdzono równie�

obecno�
 cholesterolu oraz jego pochodnych, m.in.: �-7-cholesterolu, 24-

metylocholesterolu oraz 24-metylenocholesterolu, obok fukosterolu, �-7-kampestenolu, 

�-7-stigmasterolu i �-5-awenastenolu [84, 104]. 

2.11. Inne zwi�zki 

Nasiona kozieradki pospolitej posiadaj� intensywny, charakterystyczny zapach, 

zwi�zany z obecno�ci� zwi�zków lotnych, które rozpoznano z u�yciem chromatografii 

gazowej w poł�czeniu ze spektrometri� mas (GC-MS) i/lub olfaktometri� (GC-O) [77, 

365, 366, 569] oraz chromatografii cienkowarstwowej (TLC) [164]. Badania wykazały, 

�e składnikiem odpowiedzialnym za zapach surowca jest sotolon (3-hydroksy-4,5-

dimetylo-2(5H)-furanon) [77, 163, 164, 366]. Sotolon posiada wysoki potencjał 

zapachowy i jest wyra�nie wyczuwalny ju� w bardzo niskich st��eniach -  0,02 ng/L (w 

powietrzu) i 0,3 µg/kg (w wodzie) [77]. W nasionach T. foenum-graecum zwi�zek w 

95% wyst�puje w formie enancjomeru (5S) [77]. W ró�nych odmianach surowca (w 

zale�no�ci od pochodzenia) zawarto�
 sotolonu wynosi od 3 do 25 mg/kg [77]. 3-

hydroksy-4,5-dimetylo-2(5H)-furanon powstaje z odpowiednich prekursorów, którymi s�

m.in. lakton 3-amino-4,5-dimetylo-3,4-dihydro-2(5H)-furanon lub 4-hydroksyizoleucyna 

[76, 77, 164]. Oprócz sotolonu w skład olejku eterycznego z nasion kozieradki wchodz�

m.in. n-alkany, aldehydy, ketony, alkohole, estry kwasów tłuszczowych,  2 – 

alkilopirazyny, zwi�zki siarkowe, fenole, pochodne furanu, mono- i seskwiterpeny [77, 

365, 366, 569]. Blank i wsp. [77] z u�yciem GC-O wykazali w surowcu obecno�
 17 

zwi�zków zapachowych, Mebazaa i wsp. [366] metod� GC-MS zidentyfikowali ponad 

67 lotnych metabolitów, natomiast Mazza i wsp. [365] – a� 175.  
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 W toku bada� nad składem chemicznym nasion kozieradki, wykazano równie�

obecno�
 kumaryn (0,34 mg/kg), głównie w formie poł�cze� glikozydowych (68%) 

[469]. Ponadto w procesie izolacji z materiału ro�linnego, stanowi�cego całe 

wysuszone ro�liny T. foenum-graecum wyodr�bniono trigokumaryn� (3-

(etoksykarbonylo)-1-metylo-4-metylo-5,8-dimetoksy- kumaryn�)  [424].  

 Pang i wsp. [419] przeprowadzili izolacj� z surowca dwóch glikozydów 

diterpenowych i okre�lili ich struktury jako: grekumozyd A (ester metylowy 3-O-�-D-

glukopiranozydu kwasu kaur-5,16-dieno-3�,6,13�-trihydroksy-7-okso-18-owego) i 

grekumozyd B (ester metylowy 3-O-�-neohesperydozydu kwasu kaur-5,16-dieno-3�, 6, 

13�-trihydroksy-7-okso-18-owego). 

 Spo�ród lignanów, w nasionach kozieradki ujawniono obecno�


sekoizolarycyrezynolu oraz anhydrosekoizolarycyrezynolu [364] - fitoestrogenów i 

silnych antyoksydantów, nale��cych do klasy lignanów, wyst�puj�cych tak�e m.in. w 

Lini Semen [257]. 
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3. Aktywno�	 biologiczna nasion T. foenum-graecum  

3.1. Aktywno�	 przeciwcukrzycowa 

Znane ju� w staro�ytno�ci obni�aj�ce poziom glukozy we krwi działanie nasion T. 

foenum-graecum potwierdzono w modelach in vivo na zwierz�tach z cukrzyc�

indukowan� aloksanem [11, 52, 171, 384, 438, 493] lub streptozocyn� [9, 16, 300, 438, 

452, 475, 535] oraz w badaniach klinicznych [59, 159, 171, 174, 258, 329].  

Stwierdzono, �e suplementacja diety nasionami kozieradki zwi�ksza obni�on�

aktywno�
 enzymów glikolitycznych, m.in. kinazy pirogronianowej (PK) i zwi�zanych z 

NADP enzymów lipogenicznych (m.in. dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa) oraz 

normalizuje podwy�szon� aktywno�
 enzymów glukoneogenicznych (glukozo-6-

fosfataz i fruktozo-1,6-bisfosfataz) [379, 444]. Stymulowana jest równie� aktywno�


adiponektyny [302]. Surowiec znacz�co obni�a st��enie glukozy we krwi [9, 11, 16, 

174, 241, 358, 384, 460, 474, 525, 592] oraz ilo�
 glikozylowanej hemoglobiny (HbA1c) 

[9, 11, 174, 592], z jednoczesnym zwi�kszeniem wydzielania insuliny [9, 11, 452], 

regeneracj� komórek � wysepek Langerhansa  w trzustce [52, 438] oraz wzrostem ich 

liczby i wielko�ci [300, 452]. Ponadto surowiec usprawnia funkcjonowanie nerek i 

w�troby oraz nasila magazynowanie glikogenu w hepatocytach [9, 493]. Badania 

wskazuj�, �e mechanizm działania ekstraktu z nasion kozieradki obejmuje aktywacj� w 

adipocytach i komórkach w�troby insulinowej �cie�ki sygnalizacyjnej [566]. W 

obecno�ci wyci�gu obserwowano aktywacj� podjednostki � receptora insulinowego 

(IR-�), prowadz�c� do szeregu przemian biochemicznych (fosforylacja białek, synteza 

przeka�ników drugiego rz�du, aktywacja kinazy białkowej C), którego skutkiem była 

translokacja z przestrzeni mi�dzykomórkowej do błony komórkowej insulinozale�nego 

transportera glukozy GLUT-4, obecnego w adipocytach i tkance mi��niowej [379, 566]  

obok zwi�kszonego wychwytu glukozy. W przeciwie�stwie do insuliny, ekstrakt z  

nasion kozieradki nie powodował aktywacji kinazy białkowej B [566]. Jednocze�nie w 

wyniku poda�y wyci�gu zwi�kszała si� wra�liwo�
 tkanek na insulin� [174], natomiast 

obni�ała si� insulinooporno�
 [193]. Obserwowano synergistyczny efekt 

hipoglikemiczny przy jednoczesnym podawaniu nasion kozieradki oraz glibenklamidu 

[304], co wskazuje na mo�liwo�
 stosowania terapii ł�czonej lub suplementacji diety 

surowcem w przebiegu standardowej terapii przeciwcukrzycowej. Metaanaliza bada�

klinicznych weryfikuj�cych przeciwcukrzycowe działanie surowca potwierdziła spadek 
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poziomu glikozylowanej hemoglobiny oraz obni�anie st��enia glukozy na czczo i po 

dwóch godzinach od obci��enia [398]. 

Działanie hipoglikemiczne surowca wynika prawdopodobnie z synergistycznego 

wpływu ró�nych zwi�zków chemicznych. Dzi�ki obecno�ci znacznych ilo�ci 

galaktomannanów, nasiona kozieradki przyjmowane doustnie w postaci kleiku, 

opó�niaj� opró�nianie �oł�dka i wchłanianie w�glowodanów w jelitach [23, 514] oraz 

redukuj� poposiłkowy wzrost st��enia glukozy [29, 463, 533]. Hamuj� aktywno�


enzymów rozkładaj�cych w�glowodany [23] i obni�aj� poziom glukozy, zarówno we 

krwi [195, 250, 463, 513], jak i w moczu [533] . 

Aktywno�
 hipoglikemiczn� wykazał obecny w nasionach kozieradki nietypowy 

aminokwas  – 4-hydroksyizoleucyna. Zwi�ksza on uwalnianie insuliny z komórek 

wysepek Langerhansa  [480]. Jest to działanie dwufazowe, zale�ne od st��enia 

glukozy, obserwowane przy nieobecno�ci innych agonistów uwalniania insuliny [480]. 

Działanie insulinotropowe i obni�enie st��enia glukozy we krwi odnotowano równie� u 

zwierz�t z cukrzyc� typu 2 oporn� na insulin� [184]. Ponadto 4-hyroksyizoleucyna 

zwi�kszała wychwyt zwrotny glukozy poprzez nasilenie translokacji transporterów 

GLUT-4 [230]. 

W badaniach na szczurach z indukowan� cukrzyc�, wskazano na zwi�zek 

aktywno�ci przeciwcukrzycowej z wyst�powaniem saponin [329, 395]. Diosgenina 

podawana doustnie obni�ała st��enia glukozy we krwi oraz zwi�kszała wydzielanie 

insuliny w sposób zale�ny od dawki [421, 475]. Jednocze�nie osłabieniu ulegała 

insulinooporno�
 [395] Zwi�zek regulował podwy�szone poziomy niektórych enzymów 

w mi��niach i nerkach (m.in. glukozo-6-fosfatazy i fruktozo-1,6-bisfosfatazy) [475]. 

Obserwowane efekty były porównywalne z wywoływanymi przez glibenklamid – 

standardowy lek stosowany w terapii cukrzycy [475]. Opatentowany pod nazw�

Fenufuro™ wyci�g z nasion kozieradki, bogaty w saponiny furostanolowe (>60%, w/w, 

HPLC) w znacz�cy sposób obni�ał poziom glukozy we krwi, nie wywołuj�c efektów 

ubocznych [535]. Natomiast badania kliniczne na grupie pacjentów w cukrzyc� typu 2 

wykazały, �e saponiny w kombinacji z pochodnymi sulfonylomocznika znacz�co 

obni�aj� st��enie glukozy (na czczo i poposiłkowe), a tak�e w istotny sposób 

zmniejszaj� ilo�
 glikozylowanej hemoglobiny [59, 330].  

Działaniem hipoglikemicznym charakteryzuje si� alkaloid –  trygonelina [187, 495, 

524, 562, 623], który wykazuje efekt ochronny wobec komórek � wysepek 

Langerhansa, zwi�ksza uwalnianie insuliny i stymuluje wra�liwo�
 na ten hormon 

tkanek [623].  

Aktywno�
 przeciwcukrzycowa surowca, obejmuj�ca inhibicj� -amylazy i -

glukozydazy jest bezpo�rednio zwi�zana z obecno�ci� zwi�zków polifenolowych [103, 
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451], których zawarto�
 wzrasta w wyniku termicznego przetwarzania nasion [451]. 

Zespół polifenoli z surowca zwi�ksza wra�liwo�
 tkanek na insulin� w stopniu 

porównywalnym z metformin� [255]. C-glikozydy apigeniny wykazuj� aktywno�


hipoglikemiczn� [493].  

3.2. Aktywno�	 hipolipidemiczna 

 Nasiona kozieradki po podaniu doustnym powoduj� obni�enie w surowicy krwi 

st��enia całkowitego cholesterolu, lipoproteiny niskiej g�sto�ci (Low Density 

Lipoproteins − LDL), triglicerydów (TG) i lipoproteiny bardzo niskiej g�sto�ci (Very Low 

Density Lipoproteins − VLDL [9, 11, 23, 62, 64, 65, 95, 141, 193, 197, 241, 258, 278, 

302, 358, 381, 434, 460, 482, 525, 567, 592]. Obni�eniu ulega równie� ogólny poziom 

lipidów oraz białek zawieraj�cych apolipoprotein� B (ApoB; główny białkowy składnik 

LDL) [78, 302, 525]. Natomiast st��enie lipoproteiny o wysokiej g�sto�ci (High Density 

Lipoproteins − HDL) wzrasta [9, 64, 65, 141, 193, 197, 241, 278]. Powy�sze efekty 

potwierdzaj� korzystny wpływ składników surowca na hiperlipidemi�, równie� w 

przebiegu zespołu metabolicznego w cukrzycy.  

W mechanizm działania surowca wł�czaj� si� saponiny steroidowe. Zwi�zki te, 

cz��ciowo rozkładane w przewodzie pokarmowym do sapogenin [478],  nasilaj�

metabolizm cholesterolu i jego przemian� w w�trobie do kwasów �ółciowych [23, 152] 

oraz stymuluj� ich wydalanie, m.in. w postaci kompleksów z błonnikiem [23]. 

Jednocze�nie hamuj� aktywno�
 lipazy  i opó�niaj� wchłanianie zwi�zków 

tłuszczowych [152] (działanie wykazane równie� dla ekstraktu wodnego z Foenugraeci 

Semen [302]). Składniki nasion T. foenum-graecum blokuj� akumulacj� tłuszczu w 

komórkach poprzez aktywacj� czynników adipogennych m.in. receptorów PPARγ (ang. 

Peroxisome proliferator-activated receptors), zlokalizowanych w tkance tłuszczowej, 

nerkach, sercu i płucach, i  białek SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element Binding 

Proteins) – białek wi���cych czynnik reguluj�cy sterole i kontroluj�cych aktywno�


genów zaanga�owanych w syntez� cholesterolu, kwasów tłuszczowych i triglicerydów 

[284, 567]. W rezultacie dochodzi do zwi�kszenia na powierzchni hepatocytów g�sto�ci 

receptorów  dla LDL (LDLR) [567], wychwytu cz�steczek LDL z krwi i obni�enia ich 

st��enia w osoczu. Badania wykazały, �e hydrolizat wyci�gu saponinowego  z nasion 

kozieradki oraz diosgenina znacz�co hamuj� st��enie triglicerydów w osoczu, ich 

akumulacj� w komórkach  w�troby HepG2 oraz ekspresj� genów enzymów 
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lipolitycznych [561]. Ponadto diosgenina pobudza ró�nicowanie adipocytów i hamuje 

ekspresj� genów stanu zapalnego w komórkach tłuszczowych 3T3-L1 [560].  

Badania Ghorbani'ego i wsp. [160] wskazuj� na hamuj�cy wpływ nasion 

kozieradki na adipogenez� i powstawanie nowych adipocytów z komórek 

prekursorowych. Podobne resultaty uzyskali Kim i wsp. [284], badaj�c wpływ witeksyny 

i orientyny na komórki 3T3-L1. C-glikozyloflawony hamowały proces adipogenezy 

[284]. Shan i wsp. [493] w eksperymentach in vivo ujawnił hipolipidemiczne 

wła�ciwo�ci C-glikozydowych pochodnych apigeniny. Natomiast Belguith-Hasaid i wsp. 

[65], prowadz�c porównawcze badania na zwierz�tach ró�nych wyci�gów z nasion 

kozieradki (wodnego, metanolowego, heksanowego, octanowego i 

dichlorometanowego) w podaniu per os ujawnili, �e najsilniejszym działaniem 

hipolipidemicznym i antyoksydacyjnym charakteryzuje si� wyci�g octanowy, w którym 

zawarto�
 flawonoidów i innych fenoli była najwy�sza. 

Inne zwi�zki, obecne w nasionach kozieradki, wywieraj�ce wpływ na 

gospodark� lipidow�, to m.in. trygonelina ulegaj�ca rozkładowi do kwasu nikotynowego 

oraz amidu kwasu nikotynowego (witamina PP, niacyna). Niacyna jest wa�nym 

składnikiem NAD (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) i NADP (fosforan 

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego), bior�cych udział w procesach 

energetycznych (rozkład i synteza w�glowodanów, kwasów tłuszczowych i 

aminokwasów) oraz w oddychaniu komórkowym. NAD i NADP wpływaj� m.in. na 

wła�ciwe funkcjonowanie o�rodkowego i obwodowego układu nerwowego oraz stan 

skóry. Niacyna wywiera wpływ na układ kr��enia i wykazuje aktywno�


przeciwmia�d�ycow�: w sposób niekompetytywny i bezpo�redni blokuje obecn� w 

w�trobie acetylotransferaz�-2 diacyloglicerolu, co skutkuje obni�eniem syntezy 

triglicerydów oraz VLDL, a tak�e nasileniem degradacji ApoB  [249].  Obni�eniu ulega 

równie� ilo�
 cz�steczek LDL – produktu katabolizmu VLDL [249]. Wykazano, �e 

podawanie niacyny (pojedynczo lub w terapii skojarzonej z innymi �rodkami 

obni�aj�cymi poziom lipidów) znacz�co zmniejsza �miertelno�
 i liczb� incydentów 

wie�cowych oraz  opó�nia  rozwój mia�d�ycy t�tnic wie�cowych, jednocze�nie 

stymuluj�c regresj�   [249]. 

 Działanie hipolipidemiczne i przeciwhiperlipidemiczne wykazuj� równie�

polisacharydy, w tym galaktomannany z nasienia kozieradki [78, 463] oraz alkaloid 

trygonelina [192]. 

 Badania na zwierz�tach wykazały,  �e wł�czenie do diety nasion kozieradki 

skutkuje obni�eniem poziomu lipidów w osoczu i w w�trobie na skutek aktywacji 

acylotransferazy lecytyna:cholesterol (LCAT), lipazy trójglicerydowej i lipazy 

lipoproteinowej, poheparynowej aktywno�ci lipolitycznej poprzez zwi�kszenie 
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wydalania kwasów �ółciowych z kałem [95]. Równie� stosowanie ekstraktów wodnych 

z surowca powoduje obni�enie przyrostu masy ciała, wska�nika masy ciała (Body 

Mass Index − BMI) i usprawnia metabolizm lipidów [302]. 

3.3. Aktywno�	 neurologiczna 

 Interesuj�cym kierunkiem aktywno�ci farmakologicznej surowca jest wpływ na 

układ nerwowy. Trygonelina obecna w nasionach kozieradki wykazuje zdolno�


hamowania acetylocholinesterazy (AChE) (IC50=233±0,12 µM) [476, 581]. 

Chlorowodorek trygoneliny jest kompetytywnym antagonist� receptorów GABAA i 

zale�nie od dawki hamuje odpowied� neuronaln�, stymulowan� kwasem γ-

aminomasłowym (GABA). Stopie� inhibicji stymulowanej chlorowodorkiem trygoneliny 

(13mM) jest porównywalny z kofein� (15mM)  [212]. Zdolno�
 hamowania AChE 

potwierdzono równie� dla wyci�gu z nasion T. foenum-graecum [496].  W badaniach 

na komórkach ludzkiej neuroblastomy SK-N-SH obserwowano, �e trygonelina 

stymuluje regeneracj� aksonów komórek mózgowych [550]. Alkaloid wpływa na 

funkcjonaln� regeneracj� neurytów, nasilaj�c powstawanie synaps [550], co skutkuje 

popraw� pami�ci [551]. Efekt potwierdzono ocen� wpływu suplementacji diety 

nasionami kozieradki na zdolno�ci prokognitywne w ró�nych modelach amnezji [470]. 

Działanie neuroprotekcyjne surowca obejmuje ochron� przed dendrytyczn� i aksonaln�

atrofi� mózgowych neuronów kortykalnych inkubowanych w obecno�ci �-amyloidu 

[551]. Ostatnie doniesienia wskazuj�, �e diosgenina mo�e by
 obiecuj�cym lekiem w 

terapii choroby Altzheimera, wykazuj�c powinowactwo zarówno do monomerów, jak i 

dojrzałych włókien �-amyloidu [400]. 

Wyci�g wodny [546] i wodno-alkoholowy [378] z Foenugraeci Semen w badaniach 

na zwierz�tach przeciwdziałał objawom neuropatii indukowanej pirydoksyn� [378] oraz 

uszkodzeniu mózgu wywołanemu etanolem [546]. W szeregu bada� odnotowano, �e 

zwi�zki czynne nasion kozieradki odwracaj� zmiany obserwowane w tkance mózgowej 

w przebiegu cukrzycy, co zwi�zane jest  m.in. z działaniem hipolipidemicznym, 

przeciwutleniaj�cym i redukcj� stresu oksydacyjnego [158, 254, 301]. W badaniach na 

zwierz�tach z neuropati� cukrzycow� diosgenina nasilała produkcj� czynnika wzrostu 

nerwów (Nerve Growth Factor – NGF) w nerwie kulszowym, stymulowała rozrost 

neurytów w komórkach PC12 oraz zwi�kszała szybko�
 przewodzenia w neuronach 

[254]. Ocena histopatologiczna badanych tkanek z u�yciem mikroskopu elektronowego 

wykazała obni�enie poziomu demielinizacji neuronów i wzrost powierzchni 
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zmielinizowanych aksonów [254]. Diosgenina odwracała funkcjonalne i 

ultrastrukturalne zmiany oraz indukowała regeneracj� nerwów w zwierz�cym modelu 

neuropatii cukrzycowej [254]. Wł�czenie do diety sproszkowanych nasion kozieradki 

skutkowało działaniem ochronnym na komórki nerwowe obj�te neuropati� cukrzycow�

oraz ograniczało wyst�puj�c� w jej przebiegu degeneracj� aksonów [396]. Autorzy 

bada� zwrócili uwag�, �e surowiec wł�czony jako stały składnik diety chorych na 

cukrzyc� z ryzykiem rozwoju neuropatii, mo�e by
 elementem profilaktycznej terapii 

ochronnej [396]. Podobne działanie obserwowano dla flawonolu – kwercetyny [396]. 

Podawany per os (p.o.) w  modelu in vivo wyci�g z Foenugraeci Semen „IND01”, 

standaryzowany na trygonelin� (HPLC) znacz�co poprawiał zaburzone funkcjonowanie 

nerwów w neuropatii [382]. 

Badania kliniczne, prowadzone na pacjentach z chorob� Parkinsona, leczonych L-

Dop� wykazały, �e wł�czenie do ich diety standaryzowanego wyci�gu z nasion 

kozieradki (IBHB), wspomaga terapi�, a wyci�g  jest dobrze tolerowany i bezpieczny 

[397].  

Suplementacja diety nasionami T. foenum-graecum nasila osłabion� aktywno�


kwa�nego białka włókienkowego (Glial Fibrillary Acidic Protein − GFAP) i ekspresj�

interleukiny-6 (IL-6) [63], której obni�one st��enie stanowi jeden z głównych 

mechanizmów chronicznej neurotoksyczno�ci aluminium [63]. Surowiec jako składnik 

diety mo�e działa
 ochronnie na komórki astrogleju dzi�ki wykazywanej aktywno�ci 

przeciwutleniaj�cej oraz immunomoduluj�cej [63]. Nale�y podkre�li
, �e podwy�szony 

poziom interleukiny prozapalnej IL-6 w komórkach nerwowych zwi�zany jest z 

patogenez� choroby Altzheimera [19, 462]. Dlatego konieczne sa dalsze badania nad 

wpływem Foenugraeci Semen na procesy biochemiczne zwi�zane z ekspresj� IL-6 w 

tkance mózgowej.  

Nasiona T. foenum-graecum wykazuj� aktywno�
 antydepresyjn�, co wykazano 

dla wyci�gów alkoholowych z surowca [280], jak i pojedynczych zwi�zków czynnych: 

witeksyny  [89] i 4-hydroksyizoleucyny [157]. Obserwowany efekt jest porównywalny ze 

standardowo stosowanym w terapii trójpier�cieniowym lekiem przeciwdepresyjnym – 

imipramin� [427]. W mechanizmie działanie antydepresyjnego surowca wymienia si�

inhibicj� monoaminooksydaz A i B (MAO-A i MAO-B) [243, 280, 427], oraz wpływ na 

układ adrenergiczny, serotoninergiczny i GABA-ergiczny [89, 157, 427]  

 Ze zwi�zków flawonoidowych obecnych w surowcu witeksyna wykazuje 

działanie przeciwdrgawkowe, prawdopodobnie wskutek powinowactwa do miejsca 

wi�zania GABAA w obr�bie receptora benzodiazepinowego [8]. 
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Wyniki powy�szych bada� pozwalaj� zaliczy
 nasiona kozieradki do grupy 

surowców ro�linnych potencjalnie u�ytecznych w profilaktyce i leczeniu chorób 

neurodegeneracyjnych, szczególnie choroby Alzheimera. 

3.4. Aktywno�	 antyoksydacyjna 

  

Aktywno�
 przeciwutleniaj�ca ekstraktów z surowca potwierdzono w licznych 

eksperymentach in vitro i in vivo, w ró�nych modelach badawczych [12, 14, 45, 64, 65, 

95, 261, 264, 268, 457, 523, 593]. 

 Bogate w polifenole wyci�gi z nasion kozieradki i sproszkowany surowiec 

stymuluj� wzrost poziomu glutationu, st��enie katalazy i dysmutazy nadtlenkowej w 

w�trobie, sercu, nerkach i soczewce gałki ocznej [27, 45, 64, 65, 72, 95, 181, 302, 497, 

503, 534] oraz przywracaj� prawidłowe poziomy peroksydazy glutationu i S-transferazy 

glutationu [45, 72, 181]. Badania in vitro i in vivo wykazały, �e obni�eniu ulega poziom 

markerów stresu oksydacyjnego, m.in. dialdehydu malonowego (MDA) (w 

eksperymentalnym modelu za
my indukowanej selenitem) [181] oraz poziom grup 

karbonylowych oksydacyjnie zmienionych białek (w uszkodzonych etanolem 

komórkach w�troby szczurów)  [265].

Ekstrakty z surowca hamuj� peroksydacj� lipidów [95, 264, 503] oraz obni�aj�

poziom produktów peroksydacji reaguj�cych z kwasem tiobarbiturowym (Thiobarbituric 

Acid Reactive Substances − TBARS) [65, 302, 503]. Ponadto fenolowe składniki 

wyci�gów zmiataj� rodniki nadtlenkowe i ograniczaj� uwalnianie reaktywnych form 

tlenu (ROS) [305, 523] oraz aktywuj� enzymy antyutleniaj�ce w komórkach w�troby 

[265, 457]. 

Spo�ród polifenoli obecnych w surowcu, szczególne znaczenie maj� C-

glikozydy flawonowe, których aktywno�
 przeciwutleniaj�ca potwierdzono w licznych 

badaniach [38, 203, 281, 285, 286, 315, 322, 429, 622]. Witeksyn� i izowiteksyn�

uznano za antyoksydanty wyci�gu octanu etylu z Foenugraeci Semen [277]. Wyci�gi 

octanu etylu charakteryzowały si� najwy�szym st��eniem zwi�zków fenolowych oraz 

najsilniejsz� aktywno�ci� antyoksydacyjn� [65, 268]. 

Działaniem antyutleniaj�cym, potwierdzonym w badaniach in vitro i in vivo

charakteryzowały si� równie� kiełki T. foenum-graecum [128, 348]. 
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3.5. Aktywno�	 przeciwzapalna i immunomoduluj�ca 

Wła�ciwo�ci przeciwzapalne nasion kozieradki opisywano w staro�ytnej 

Ayurvedzie [256]. Tradycyjnie stosowane w tym zakresie przede wszystkim 

zewn�trznie  (w postaci kataplazmów) [256], ujawniaj� aktywno�
 równie� po podaniu 

doustnym (p.o) [346, 568] i dootrzewnowym (i.p.) [568]. Obserwowane efekty 

przeciwzapalne s� porównywalne z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ, 

NSAID), m.in.: pentazocyn� [568], diklofenakiem sodu [568] lub potasu [346] oraz 

indometacyn� [503, 522]. 

Wyci�g z nasion T. foenum-graecum stymuluje uwalnianie interleukin IL-1, IL-1�, 

IL-2, IL-4, Il-5, IL-6, IL-10, IL-13 oraz czynnika martwicy nowotworu TNFα i osłabia 

ekspresj� cyklooksygenazy-2 (COX-2) [53, 208, 266, 328, 385, 534]. W obecno�ci 

czynników prozapalnych i mutagennych, nasiona kozieradki hamuj� syntez�

prostaglandyn równie� poprzez supresj� ekspresji genu cyklooksygenazy-1 (COX-1) 

[564] i hamowanie aktywno�ci enzymu [328]. Jedynie Rastegar Maghadam i wsp. [453] 

wykazali, �e wyci�g wodny z surowca nie ma wpływu na aktywno�
 COX-1 i COX-2 , 

jakkolwiek łagodzi stan zapalny i dolegliwo�ci bólowe.  

Badania w modelu obrz�ku łapy indukowanego karagenin� lub formalin�

potwierdziły przeciwzapalne wła�ciwo�ci podawanych per os wyci�gów alkoholowych 

[346, 522, 534] i wodnych z surowca [349, 453, 454, 503] oraz frakcji bogatych w 

alkaloidy i flawonoidy [349, 454]. Wyci�g etanolowy ujawnił silniejsz� aktywno�
 w 

porównaniu do wyci�gu wodnego [346]. Wykazywał znacz�ce działanie 

przeciwzapalne nie tylko w ostrych (obrz�k łapy), ale i przewlekłych (ziarniniaki) 

stanach zapalnych [522], przy czym stopie� redukcji obrz�ku był wprost proporcjonalny 

do dawki [534]. 

Tradycyjne zastosowanie surowca w chorobach reumatycznych, w tym w 

reumatycznym zapaleniu stawów [45, 57], potwierdzono w badaniach na szczurach 

[24, 45, 503]. W zwierz�cym modelu zapalenia stawów (ang. adjuvant arthritis)

wykazano, �e macerat z nasion kozieradki znacz�co redukował obrz�k oraz poziomy 

czynników prozapalnych (cyklooksygenazy-2, lipooksygenazy, mieloperoksydazy oraz 

białka zapalnego C) [503]. Wyci�g wodno-alkoholowy obni�ał aktywno�
 elastazy 

neutrofilowej [45]. Obserwowane zmiany w parametrach biochemicznych potwierdzono 

histopatologiczn� ocen� tkanek [45, 503].  

W mechanizm aktywno�ci przeciwzapalnej surowca zaanga�owane s� ró�norodne 

metabolity wtórne: alkaloidy [349], polifenole [328, 349, 593], saponiny [97, 118, 208, 
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266], 4-OH-izoleucyna [363], kwasy tłuszczowe i ich triglicerydy [328] oraz 

polisacharydy [362].  

Badania na ko-kulturach adipocytów 3T3-L1 i makrofagów RAW 264 ujawniły 

przeciwzapaln� i immunomoduluj�c� aktywno�
 diosgeniny, która hamowała produkcj�

mediatorów i sygnałów prozapalnych w makrofagach [208]. Ocena wyci�gu 

metanolowego z nasion kozieradki, prowadzona na linii komórkowej THP-1 

potwierdziła przeciwzapaln� aktywno�
 saponin steroidowych [266]. Zarówno 

sproszkowany surowiec, jak i bogate w polifenole wyci�gi, znacz�co obni�ały st��enie 

malonodialdehydu, aktywuj�c procesy przeciwutleniaj�ce, co prowadziło do redukcji 

stanu zapalnego w eksperymentalnie indukowanym zwłóknieniu płuc u szczurów [593] 

Z działaniem przeciwzapalnym surowca bezpo�rednio zwi�zana jest tak�e jego 

aktywno�
 immunomoduluj�ca [69, 191, 448]. Ma ona znaczenie w łagodzeniu zespołu 

metabolicznego, któremu towarzysz� procesy zapalne [134, 207, 415]. Działanie 

immunomoduluj�ce surowca oraz wyci�gu etanolowego potwierdzono zarówno w 

badaniach in vitro  [553] jak i in vivo [191, 448] oraz w badaniach klinicznych [69]. 

Sproszkowane nasiona kozieradki łagodziły objawy eksperymentalnie indukowanego 

syndromu metabolicznego u szczurów z cukrzyc� typu 1 i otyło�ci� [448]. Ponadto 

wykazywały działanie immunostymuluj�ce w immunosupresji wywołanej 

cyklofosfamidem [448]. Natomiast ekstrakt etanolowy z li�ci kozieradki pobudzał 

tworzenie przeciwciał i rozet limfocytów T, stymuluj�c układ siateczkowo�ródbłonkowy, 

zwi�kszaj�c indeks fagocytarny oraz znacz�co zmniejszaj�c obrz�k zapalny tkanek 

[17, 553]. Dodatkowo w eksperymentach in vivo i ex vivo udowodniono, �e wyci�g z 

nasienia kozieradki ma działanie antyalergiczne wobec stanów zapalnych skóry na tle 

uczuleniowym, a w jego mechanizmie uwzgl�dnia si� m.in.: supresj� ekspresji, 

produkcji i wydzielania czynników prozapalnych, ró�nicowania komórek Th2 w 

splenocytach, a we wczesnej fazie – pobudzenie  ekspresji mRNA interferonu � (IFN-�) 

oraz czynnika transkrypcji IFN-�, czynnika transkrypcyjnego T-bet, jak równie�

zwi�kszenia liczby komórek T CD4+, wydzielaj�cych  IFN-� [53]. 

Działanie przeciwzapalne surowca wykorzystywane jest w podaniu 

wewn�trznym, jak równie� zewn�trznym – w formie kataplazmów lub ma�ci w 

łagodzeniu stanów zapalnych skóry i tkanki podskórnej oraz gojeniu ran [27, 53, 137, 

242, 394, 526, 530, 539, 540]. 

Jyothi i wsp. [242] w modelu obrz�ku łapy indukowanego karagenin� porównali 

działanie przeciwzapalne ma�ci zawieraj�cych 5% (w/w) wyci�g etanolowy z nasion 

kozieradki. Ma�
 przygotowana na podło�u zawieraj�cym parafin� ciekł�, stał� oraz 

wosk wykazywała redukcj� obrz�ku o 41,77%, natomiast ma�
, któr� otrzymano na 

podło�u zawieraj�cym parafin� stał�, lanolin� i alkohol cetosterylowy – o 40,0% [242]. 
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Eksperymenty na królikach w modelu ran ci�tych ujawniły, �e aplikacja  ma�ci 

zawieraj�cej 10% zmielonych nasion T. foenum-graecum (podło�e ma�ciowe stanowiła 

wazelina) znacz�co przyspiesza tworzenie tkanki włóknistej i ziarniny, jak równie�

epitelizacj� i dojrzewanie tkanki ł�cznej [386].  W badaniu histopatologicznym tkanek 

poddanych leczeniu ocenianym preparatem, w porównaniu do grupy kontrolnej, 

obserwowano normalizacj� warstwy naskórka, tworzenie nowych mieszków 

włosowych, wzrost syntezy kolagenu oraz hamowanie reakcji zapalnych [386]. 

Podobne rezultaty odnotowano w wyniku miejscowej aplikacji kleiku z nasion 

[530]. Autorzy bada� zwrócili szczególn� uwag� na stopie� rozdrobnienia surowca, 

poniewa� grubo sproszkowane fragmenty b�d� opó�nia
 proces gojenia rany, 

powoduj�c jako ciała obce nawet przewlekłe reakcje zapalne [386].  

Działanie przyspieszaj�ce procesy gojenia badano w zwierz�cych modelach 

ran powstałych przez wyci�cie, naci�cie oraz modelu ran martwiczych  [530, 539, 540]. 

Miejscowe, podskórne (s.c.) podanie wyci�gów z Foenugraeci Semen znacz�co 

usprawniło proces zabli�niania ran [539], podobnie jak zastosowanie terapii ł�czonej, 

obejmuj�cej miejscow� aplikacj� przetworów z surowca i miodu [390]. Obserwowany 

efekt potwierdzono badaniami histopatologicznymi [539]. Zastosowanie kleików i 

wyci�gów z nasion kozieradki znacz�co przyspieszało proces zamykania ran oraz 

powodowało wzrost wytrzymało�ci na rozci�ganie i rozrywanie [530, 540]. Autorzy 

wskazuj�, �e mechanizm ww. aktywno�ci zwi�zany jest m.in. z nasileniem wydzielenia 

hormonu wzrostu oraz wzrostem poziomu kwasu foliowego w surowicy [540]. 

Interesuj�cym jest fakt uzyskania podobnych efektów po podaniu doustnym kleiku z 

Foenugraeci Semen [530]. 

3.6. Aktywno�	 przeciwbólowa  

Szerokie spektrum aktywno�ci biologicznej nasion kozieradki pospolitej 

obejmuje równie� działanie przeciwbólowe [71, 349, 385]. 

Bhalke i wsp. [71] w badaniach na zwierz�tach wykazali znacz�c� aktywno�


przeciwbólow� podawanych dootrzewnowo ró�nych wyci�gów  organicznych z 

Foenugraeci Semen. Ponadto bogata w alkaloidy frakcja chloroformowa wyci�gu 

metanolowego w modelu in vivo wykazywała zale�ny od dawki efekt analgetyczny, w 

st��eniu 100 mg/kg m.c. porównywalny z morfin� (5 mg/z kg) [349]. Autorzy [453] 

wskazuj�, �e mechanizm przeciwbólowego działania surowca zwi�zany jest z 

wpływem na receptory opioidowe i/lub glutaminianowe. Efekt analgetyczny wyci�gu 
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wodnego z Foenugraeci Semen w pierwszej i drugiej fazie bólu indukowanego 

formalin�, jest znoszony przez nalokson oraz memantyn� [453] 

Surowiec okazał si� skuteczny w łagodzeniu dolegliwo�ci bólowych w 

przebiegu neuropatii cukrzycowej [396]. Dla wyci�gu wodno-etanolowego wykazano 

zdolno�
 ograniczania bólu poprzez podnoszenie progu wra�liwo�ci bólowej badanych 

zwierz�t [74].  

Działanie analgetyczne potwierdzono równie� dla wyci�gów z li�ci T. foenum-

graecum [71, 238, 425]. 

3.7. Aktywno�	 przeciwdrobnoustrojowa 

Wyci�gi z T. foenum-graecum posiadaj� działanie antybiotyczne, potwierdzone 

wynikami bada� mikrobiologicznych [40, 410, 487, 569]. Na podstawie oceny wielko�ci 

strefy zahamowania wzrostu (mm)  patogenów z grupy bakterii Gramm(+) oraz 

Gramm(-) na płytkach agarowych, wykazano działanie bakteriostatycznie wobec: 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Neisseria 

gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi i Salmonella typhimurium, 

Lactococcus lactis, Bacillus amyloliquifaciens, Streptococcus pyogenes, Streptococcus 

faecalis, Staphylococcus epidermidis, Staphyllococus saprophyticus, Bacillus cereus, 

Bacillus subtilius, Proteus mirabilis, Shigella dysentery, Enterobactor aerogenes, jak 

równie� wobec pierwotniaków: Trichomonas vaginalis oraz Plasmodium falciparum [10, 

279, 410, 473, 487, 506, 544]. Ujawniono, �e wyci�gi wodne (silniej ni� metanolowe) 

hamuj� wzrost antybiotykoopornego szczepu Xantomonas campestris – patogenu 

ro�linnego, atakuj�cego liczne odmiany zbó� i warzyw [114] 

Odmienne wyniki otrzymali Nimri i wsp. [402], badaj�cy wpływ wyci�gu 

etanolowego z surowca na 14 szczepów bakteryjnych (w tym 4 szczepy E. coli), 

spo�ród których a� 13 wykazało oporno�
 na wyci�g (jedynie P. aeruginosa był 

wra�liwy). Alzoreky i wsp. [33] nie potwierdzili aktywno�ci przeciwbakteryjnej wobec 

nast�puj�cych szczepów: Listeria monocytogenes ATCC 7644, E. coli B-1030, 

Salmonella infantis L-164, Listeria monocytogenes Tottori, Staphylococcus aureus KR-

103 oraz Bacillus cereus 5020024. W eksperymentach wykorzystano ekstrakty 

uzyskane z u�yciem acetonu oraz buforowanego metanolu (80%MeOH + 20%PBS) 

[33]. Wyci�gi heksanowe oraz etanolowe z nasion kozieradki w st��eniach 5, 50 i 100 

mg/ml hamowały wzrost E. coli ATCC 25922 i P. aeruginosa ATCC 27853, nie 

wpływaj�c jednocze�nie na wzrost Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus 
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aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus ATCC 9341 oraz Salmonella cholerae-suis 

ATCC 13312 [473].  

Obok aktywno�ci przeciwbakteryjnej, metabolity wtórne obecne w etanolowych 

ekstraktach z Foenugraeci Semen wykazuj� działanie przeciwgrzybicze wobec  

Aspergillus niger, Alternaria syphillus, Rhizopus syphillus, Fusarium solani oraz 

Aspergillus flavus [279]. Znacz�c� aktywno�
 przeciwgrzybicz� wobec 

chorobotwórczych patogenów potwierdzono dla wodnych ekstraktów z korzeni, nasion i 

p�dów kozieradki [196] oraz wyci�gów alkoholowych z li�ci [58, 436, 504] i nalewek  z 

ziela [583]. Zdolno�
 hamowania wzrostu grzybów z gatunku Fusarium oxysporum f. 

sp. radicis-lycopersici (FORL) and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) 

wykazuj� wyci�gi z ziela kozieradki, zebranego w ró�nych okresach rozwoju ro�liny  

[409].  

Olej z nasion kozieradki hamuje rozwój Staphylococcus aureus i Pseudomonas 

aeruginosa oraz Apergillus niger i A. fumigatus [569].  

Natomiast wyci�gi z li�ci T. foenum-graecum wykazuj� aktywno�


przeciwbakteryjn� wobec Serratia marcescens i Bacillus cereus oraz przeciwgrzybicz�

wobec Trichoderma viridae [125]. 

W badaniach nad aktywno�ci� przeciwwirusow� ujawniły, �e diosgenina 

całkowicie hamowała replikacj� wirusa zapalenia w�troby typu C (HCV) w st��eniu 20 

µM (EC50= 3,8 µM) [580]. Ponadto zwi�zek znacz�co obni�ał st��enie wirusowego 

RNA oraz białek wirusa [580].  

3.8.  Aktywno�	 hormonalna  

 Ayurveda, zalicza nasiona kozieradki do �rodków poronnych [138, 373]. Według 

niektórych autorów T. foenum-graecum wykazuje aktywno�
 estrogenow�, poniewa�

ujawnia działanie mlekop�dne [138].  

Badania nad oddziaływaniem wyci�gów z Foenugraeci Semen z receptorem 

estrogenowym (ER) prowadzono na linii komórek nowotworu piersi MCF-7, 

charakteryzuj�cej si� ekspresj� receptorów ER (ER+). Wykazano, �e obecne w 

wyci�gach zwi�zki czynne, wi��� si� z receptorem oraz stymuluj� wzrost komórek 

nowotworowych [512]. Odnotowano wzrost ekspresji estrogeno-zale�nego białka pS2 

[512]. W kolejnych badaniach wyci�gów etanolowych na linii komórkowej nowotworu 

piersi MCF-7 (ER+) potwierdzono wi�zanie z receptorami estrogenowymi [486] i 
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obserwowano hamowanie wzrostu linii komórkowej poprzez indukcj� apoptozy i 

hamowanie cyklu �yciowego na poziomie fazy G2/M [486]. W przeciwie�stwie do 

ekstraktu z nasion T. foenum-graecum, wyci�g z Sojae Semen stymulował proliferacj�

komórek nowotworowych [486].  

Przedstawione w literaturze odmienne efekty i wpływ wyci�gów z nasion 

kozieradki na rozwój komórek nowotworowych mog� by
 wynikiem ró�nic w ich 

składzie chemicznym. Z dotychczasowych bada� wynika, �e jest on zmienny i zale�y 

od pochodzenia surowca  [54, 387, 430, 435, 605, 606].  W ostatnich latach 

potwierdzono obecno�
 w surowcu izoflawonów – metabolitów wtórnych o charakterze 

fitoestrogenów, m.in. daidzeiny, formononetyny i biochaniny A [574], jakkolwiek ich 

zawarto�
 nie jest znana. Hakimi i wspł. [190] zaliczyli nasiona kozieradki pospolitej do 

surowców ro�linnych o aktywno�ci fitoestrogenowej, oceniaj�c wpływ suplementacji 

diety surowcem na wyst�puj�ce w okresie klimakterium „uderzenia gor�ca”.  Wykazali, 

�e spo�ywanie sproszkowanych nasion przez okres 4-8 tygodni (6g surowca dziennie) 

ogranicza cz�stotliwo�
 „uderze� gor�ca” oraz objawów wazomotorycznych, jednak 

obserwowany efekt był słabszy w porównaniu do hormonalnej terapii zast�pczej (w 

badaniu zastosowano HTZ:  0,625 mg estrogenu z poł�czeniu z 10 mg octanu 

medroksyprogesteronu) [190]. 

W dyskusji o potencjalnej aktywno�ci hormonalnej wyci�gów z nasion 

kozieradki pospolitej nale�y zwróci
 uwag� na obecno�
 w surowcu saponin 

steroidowych. Niektórzy autorzy [132, 324] zaliczaj� saponiny steroidowe do zwi�zków 

o aktywno�ci estrogenowej, jednak w wi�kszo�ci prac przegl�dowych, po�wi�conych 

fitoestrogenom, zwi�zki te nie s� wymieniane [129, 389]. Jednocze�nie w niektórych 

ro�linnych preparatach leczniczych, stosowanych w łagodzeniu skutków menopauzy, 

obok fitoestrogenów z nasion soi, kł�cza pluskwicy lub kwiatu czerwonej koniczyny 

obecne jest kł�cze pochrzynu (Dioscorea) [549]. Produkty te standaryzowane s� na 

zawarto�
 diosgeniny lub saponin sterydowych [549], co sugeruje znaczenie tej grupy 

zwi�zków w terapii menopauzy.  

Jedynie nieliczne prace koncentruj� si� na ocenie aktywno�ci hormonalnej 

izolowanych saponin, w tym diosgeniny. W badaniach prowadzonych na gryzoniach 

obserwowano efekty fizjologiczne, identyczne do wywoływanych przez naturalne 

estrogeny [41, 206]. Wykazano, �e diosgenina posiada zdolno�
 odwracania 

osteoporozy wywołanej brakiem endogennych estrogenów – badanym zwierz�tom 

usuni�to jajniki i obserwowano indukcj� procesów osteoporozy po 14 dniach od 

zabiegu [206]. Ponadto diosgenina odwracała atrofi� tkanek reprodukcyjnych, 

rozwijaj�c� si� wskutek usuni�cia �ródła endogennych estrogenów [206]. W 

eksperymencie prowadzonym na myszach po owariektomii,  ujawniono, �e diosgenina 
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w dawce 20 i 40 mg/kg m.c. (podanie subcutanea) stymulowała rozrost nabłonka 

sutka, a jednoczesne podawanie estrogenu i diosgeniny, szczególnie w dawce 40 

mg/kg m.c. pot�gowało działanie saponiny [41]. Z drugiej strony, w trakcie 

eksperymentu oceniaj�cego wpływ diosgeniny jako substancji przeciwdziałaj�cej 

procesowi starzenia skóry w okresie klimakterium,  stwierdzono, �e  w obserwowane 

efekty, m.in. nasilenie syntezy DNA oraz wzrost st��enia cAMP wewn�trz 

keratynocytów, nie s� zaanga�owane receptory estrogenowe ER ani ER�, poniewa�  

wymienione procesy  nie były znoszone w obecno�ci inhibitora ER (ICI) [536]. 

Wpływ frakcji steroidowej z nasion kozieradki na płodno�
 oceniano na 

samcach szczurów [248]. Wykazano spadek liczby plemników oraz ich ruchliwo�ci. 

Równie� waga tkanek reprodukcyjnych i poziom parametrów androgenozale�nych, w 

tym kwasu salicylowego oraz fruktozy znacznie si� obni�ały, co �wiadczy o spadku 

poziomu androgenów [248]. Jednocze�nie odnotowano wzrost poziomu cholesterolu w 

j�drach i surowicy, co wskazuje na blokad� przemian cholesterolu (b�d�cego 

substratem do syntezy androgenów) i jest bezpo�rednio zwi�zane ze spadkiem st��e�

hormonów płciowych [248]. Skutkiem obserwowanych procesów była utrata płodno�ci 

badanych samców. Uznano, �e frakcja steroidowa posiada wła�ciwo�ci  zarówno 

przeciwandrogenowe, jak i obni�aj�ce płodno�
 u samców [248]. Aktywno�


antyandrogenow� potwierdzono dla wyci�gu z nasion kozieradki, bogatego w 

saponiny, m.in. diosgenin� [380]. U badanych zwierz�t odnotowano obni�enie st��enia 

testosteronu oraz hormonu luteinizuj�cego (LH) we krwi [380]. Z kolei brak działania 

androgenowego glikozydów furostanowych z nasion kozieradki wykazano w badaniach 

na szczurach po kastracji (normalna waga i budowa j�der oraz niepodwy�szony 

poziom testosteronu we krwi) [46]. Obni�aj�c� płodno�
 aktywno�
 surowca 

potwierdzono równie� w eksperymentach na królikach [259]. Dokarmianie zwierz�t 

pasz�, zawieraj�c� 30% nasion kozieradki  przez okres 3 miesi�cy powodowało 

znacz�cy spadek poziomu androgenów (testosteron), wagi j�der i produkcji spermy u 

samców [259]. Toksyczne działanie składników paszy na kanaliki plemnikotwórcze 

potwierdzono badaniami histopatologicznymi [259]. Jednocze�nie obserwowano, �e  

dodatek do paszy 30% nasion kozieradki skutkuje nasileniem owulacji i zwi�kszeniem 

st��enia progesteronu we krwi u samic, a w okresie ci��y – anormalnym rozwojem 

płodów, przebiegaj�cym z ich zwi�kszon� resorpcj� [259]. Autorzy konkluduj�, �e 

obserwowane efekty mog� wynika
 z obecno�ci w nasionach zwi�zków o aktywno�ci 

estrogenowej, ingeruj�cych w proces powstawania i rozwoju nabłonka macicy oraz w 

rozwój płodu [259]. W badaniach na myszach udowodniono równie�, �e liofilizowany 

wyci�g wodny z surowca (1g/kg/dzie�) upo�ledza rozwój i funkcjonowanie rdzenia 

kr�gowego, zarówno u płodów, jak i ci��arnych samic [271].  



50 

W przyrodzie głównym �ródłem diosgeniny s� bulwiaste kł�cza przedstawicielu 

rodzaju pochrzyn (Dioscorea sp.), tradycyjnie stosowanego w łagodzeniu objawów 

menopauzy [292]. W wielu  badaniach oceniano wyci�gi z kł�czy Dioscorea w zakresie 

aktywno�ci hormonalnej, jednak uzyskane wyniki s� niejednoznaczne. W badaniach 

wi�zania z receptorem estrogenowym (ER) oraz indukowania trans aktywacji genu 

reporterowego  dla ER ujawniono słabe działanie estrogenowe surowego ekstraktu z 

kł�cza pochrzynu [139]. Natomiast surowy ekstrakt z Dioscorea villosa (pochrzyn 

włochaty), zawieraj�cy 0,4% saponin sterydowych nie wykazywał aktywno�ci 

estrogenowej [209] . W badaniu na linii komórkowej nowotworu piersi MCF-7 (ER+) 

obserwowano, �e wyci�g z kł�cza Dioscorea, podobnie jak 17�-estradiol, nasilał 

ekspresj� genu pS2 oraz powodował obni�enie liczby receptorów ER oraz ilo�


mRNA ER, a efekty te były znoszone przez inhibitor receptorów estrogenowych (ICI). 

Sugeruje to zaanga�owanie w mechanizm działania składników aktywnych wyci�gu 

receptorów ER [423]. Tada i wsp. [536] oceniali wpływ diosgeniny jako składnika 

wyci�gu z D. villosa (zawarto�
 diosgeniny 0,09%) na nowotwór piersi u myszy. 

Stwierdzili, �e badany wyci�g, w przeciwie�stwie do wyci�gu z nasion soi, nie 

stymulował rozrostu tkanek rakowych. Z kolei w badaniach na linii komórkowej BT-474, 

charakteryzuj�cej si� ekspresj� receptorów estrogenowych (ER), androgenowych (AR) 

oraz progesteronowych (PR), wykazano, �e wyci�g z kł�cza Dioscorea, o nieznanej 

zawarto�ci diosgeniny, posiada słab� aktywno�
 antagonistyczn� wobec receptorów 

estrogenowych [464].  

Uwzgl�dniaj�c fakt, �e diosgenina przekształcana jest chemicznie do 

progesteronu, uznano �e zwi�zek jako składnik bulw Dioscorea i surowiec w formie 

wyci�gów posiadaj� aktywno�
 progesteronow�. Dlatego wyci�gi z Dioscorea

nazywano naturalnym progesteronem (Natural Progesteron – NP) [423]. Zava i wsp. 

[612], badaj�c poziom progesteronu (PG) i białek wi���cych progesteron w �linie 11 

kobiet stosuj�cych wyci�g z kł�cza D. villosa zawieraj�cy diosgenin�, wykazali, �e 

poziom PG u wszystkich badanych był bardzo niski, jakkolwiek u niektórych wzrósł 

poziom  komponentów wi���cych PG. W badaniach prowadzonych na grupie 24 

zdrowych kobiet w okresie postmenopauzalnym, stosuj�cych diet� suplementowan�

bulwami pochrzynu o zawarto�ci diosgeniny 360 µg/100 g [589] stwierdzono, �e 

diosgenina nie jest wykorzystywana jako prekursor czy aktywator syntezy hormonów 

płciowych w organizmie ludzkim. Na brak dowodów o konwersji diosgeniny w 

progesteron wskazano w eksperymencie oceniaj�cym niwelowanie przez diosgenin�  

skutków niedoboru endogennych estrogenów [206].  
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3.9.  Aktywno�	 przeciwnowotworowa i cytotoksyczna 

 Wyci�gi z nasion T. foenum-graecum posiadaj� aktywno�
 cytotoksyczn�, 

potwierdzon� w badaniach in vitro  [270, 276, 486, 491] i in vivo [34, 42, 532]. 

 Shabbeer i wsp. [491] badali aktywno�
 cytotoksyczn� wyci�gu etanolowego z 

nasion kozieradki oraz diosgeniny wobec linii komórkowych: nowotworu prostaty (DU-

145; LNCaP, PC-3), nowotworu piersi (MDA-MB-231; MCF-7; T47D i SKBR3) oraz 

raka trzustki  (MiaPaCa, HS766T, Panc1, L3.6.PL oraz BXPC3). W eksperymentach 

wykorzystano równie� lini� prawidłowych komórek epitelialnych gruczołu krokowego. 

Wykazano, �e po 72 godzinach inkubacji badany ekstrakt w st��eniu 15 µg/ml 

znacz�co hamował proliferacj� u�ytych linii komórkowych.  Ponadto wykazywał 

zale�ny od dawki efekt cytotoksyczny wobec komórek raka trzustki MiaPaCa, HS766T, 

Panc1, raka prostaty DU-145 i LNCaP oraz nowotworu piersi MDA-MB-231, powoduj�c 

całkowit� eliminacj� komórek nowotworowych w st��eniu 10 µg/ml. W hodowli linii 

komórek nowotworu gruczołu krokowego PC-3 efekt cytotoksyczny wyci�gu 

odnotowano w st��eniu 5 µg/ml, natomiast całkowite zahamowanie wzrostu komórek 

nowotworu piersi MCF-7, T47D i SKBR3 obserwowano w obecno�ci badanego 

ekstraktu w st��eniu 1 µg/ml. Jednocze�nie nie stwierdzono toksycznego wpływu 

wyci�gu na prawidłowe komórki stercza. Rezultaty bada� przeprowadzonych przez 

innych autorów [20, 31]  wskazuj� na wła�ciwo�ci antyproliferacyjne wyci�gów z 

surowca wobec komórek nowotworowych, bez wpływu na komórki zdrowe. Odmienne 

wyniki otrzymano dla diosgeniny, która pomimo �e wykazywała zale�ny od dawki efekt 

cytotoksyczny wobec komórek nowotworowych, była równie� cytotoksyczna wobec 

komórek zdrowych [491].  

 Badania na linii komórkowej estrogeno-zale�nego nowotworu piersi MCF-7 

potwierdziły wi�zanie zwi�zków czynnych wyci�gów z nasion T. foenum-graeum z 

receptorem ER [486, 512]. Obserwowano odmienny wpływ na wzrost nowotworu: 

stymulacj� proliferacji wskutek zwi�kszenia ekspresji receptorów ER [512] lub 

zahamowanie proliferacji, indukcj� zmian apoptotycznych i inhibicj� cyklu �yciowego 

komórek na poziomie fazy G2/M [486]. Hamowanie wzrostu komórek MCF-7 przez 

wyci�gi z nasion kozieradki potwierdzono równie� w innych badaniach [31, 32, 276]. 

 Inkubacja komórek białaczki T limfoblastycznej Jurkat z 50% etanolowym 

ekstraktem z kozieradki (30-1500 µg/ml) skutkowała �mierci� komórek 

nowotoworowych na drodze autofagii, a obserwowany efekt był zale�ny od dawki i 

czasu eksperymentu [21]. Efekt cytotoksyczny wyci�gów z nasion T. foenum-graecum

ujawniono w badaniach na liniach pierwotnego raka w�troby HepG2 [270], ludzkiego 
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raka szyjki macicy HeLa oraz raka prostaty szczurów Mat-LyLu [20], chłoniaka T-

komórkowego [31], chłoniaka B-komórkowego [31], raka brodawkowatego tarczycy 

(FRO) [31], ludzkiego raka jelita grubego HT-29 [445]. Dodatkowo wykazano 

aktywno�
 cytotoksyczn� ekstraktu eterowego z nasion kozieradki wobec linii 

komórkowych Hep-2 i MCF-7 [25]. Z drugiej strony badany wyci�g ujawnił działanie 

toksyczne równie� wobec kontrolnych linii komórek nabłonkowych z nerki koczkodana 

zielonego (linia Vero) [25]. 

 W badaniach in vivo ekstrakt wodny z nasion kozieradki (200 mg/kg m.c.) 

hamował hiperplazj� gruczołu sutkowego i zmniejszał cz�sto�
 wyst�powania 

nowotworu piersi indukowanego DMBA (7,12-dimetylobenzenoantracen) u szczurów, 

wykazuj�c tym samym efekt chemoprewencyjny [34].  W badaniach na myszach 

aplikacja ekstraktu etanolowego hamowała wzrost komórek nowotworu jamy brzusznej 

(Ehrlich Ascites Carcinoma) wraz z utrat� ich zło�liwo�ci i zdolno�ci do proliferacji [42, 

532]. Jednocze�nie obserwowano liczne zmiany ultrastukturalne wewn�trz komórek 

nowotworowych (m.in. zag�szczenie chromatyny j�drowej, poszerzenie otoczki 

j�drowej, przerost j�derka, obrzmienie lizosomów, poszerzenie kanałów siateczki 

�ródplazmatycznej i oddzielanie rybosomów) [42]. 

 W mechanizm indukcji apoptozy powodowany przez wyci�gi z nasion 

kozieradki zaanga�owane s� kaspazy 3 i 8, białko p53, Fas, FADD, PCNA, Bax i Bak 

[21, 32, 270]. Jednocze�nie wykazano, �e zwi�zki czynne wyci�gu wodnego z nasion 

kozieradki pozostaj� bez wpływu na komórki NK (Natural Killer) [492]. Natomiast 

zwi�zki czynne wyci�gu chloroformowego z całej ro�liny T. foenum-graecum aktywuj�

dodatkowo kaspaz�-9 [276] 

 Wła�ciwo�ci przeciwnowotworowe surowca mog� by
 zwi�zane z obecno�ci�

saponin steroidowych [205, 433, 552, 571, 578]. W ostatnich latach w toku 

wielokierunkowych prac ujawniono aktywno�
 cytotoksyczn� dioscyny wobec linii 

komórkowych glejaka wielopostaciowego [336] nowotworów piersi  MCF-7 i MDA-MB-

231 [49], MDA-MB-453 i T47D  [283],  raka prostaty LNCaP [99], raka trzustki Mia-Pa-

Ca-2 [620], raka w�trobowokomórkowego Huh7 [214], nowotworu �oł�dka SGC-7901 

[216] i raka jelita grubego HT-29 [610]. W mechanizmie działania dioscyny wymieniane 

s�: aktywacja mitochondrialnego szlaku apoptozy [336, 502], zatrzymanie cyklu 

komórkowego, aktywacja kaspaz 3 i 8 oraz modyfikacja ekspresji białek w tym Bcl-2 i 

Bcl-xl [99, 214, 216, 283, 336, 610]. Aktywno�
 cytotoksyczn� wykazano dla 

protodioscyny [205] i metyloprotodioscyny [55, 325, 573]. Liczne prace po�wi�cono 

aktywno�ci cytotoksycznej i proapoptotycznej aglikonu steroidowego - diosgeniny [107, 

311, 314, 318, 321, 324, 369, 377, 445-447, 489]. Zwi�zek aktywuje kaspaz� 3, nasila 

ekspresj� białka p21, obni�a ekspresj� antyapoptotycznego białka Bcl-2 i pobudza 
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rozpad polimerazy poli(ADP-rybozy) (Poly(ADP-Ribose) Polymerase − PARP), 

modyfikuje cykl komórkowy w fazach sub/G1, G1 i G2/M, aktywuje czynnik NF- �B i 

receptor �mierci DR5 oraz mitochondrialny szlak apoptozy [107, 311, 324, 377, 445-

447]. Aktywno�
 cytotoksyczn� i proapoptotyczn� diosgeniny oceniano zarówno w 

licznych badanich in vitro na liniach komórkowych [107, 314, 369, 377, 446, 447], jak i 

in vivo na zwierz�tach [228, 447, 515]. Spo�ród aglikonów steroidowych, wła�ciwo�ci 

antyproliferacyjne  wobec linii komórek kostniakomi�saka 1547 wykazuje równie�

tigogenina [106]. 

 Dotychczasowe badania ujawniły aktywno�
 przeciwnowotworow� witeksyny 

wobec linii komórkowych ludzkiego raka jamy ustnej OC2 [601], ludzkiej białaczki U937 

[307] oraz raka przełyku EC109  [625].  Wła�ciwo�ci przeciwnowotworowe posiadaj�

równie� mono-C-glikozydy luteoliny: orientyna (wobec linii komórkowych : EC109 [37] i 

HeLa [173] ) oraz izoorientyna (wobec linii komórkowych HepG2 [608, 609]. Natomiast 

vicenina-2 podawana pojedynczo i w kombinacji z docetakselem znacz�co hamuje 

wzrost komórek raka prostaty (PC-3, DU-145 and LNCaP), wykazuj�c efekt pro-

apoptotyczny [392]. 

3.10. Schorzenia przewodu pokarmowego 

Przetwory z Foenugraeci semen  tradycyjnie wykorzystywane s� w leczeniu 

schorze� przewodu pokarmowego. Ekstrakty wodne i maceraty wykazuj� działanie 

ochronne na błon� �luzow�, zmienion� zapalnie w przebiegu choroby wrzodowej [22, 

51, 274, 528]. Pozytywne wyniki terapii choroby wrzodowej otrzymano stosuj�c wyci�gi 

wodne w poł�czeniu z miodem  [340] lub wyci�gami z j�czmienia [22]. Efekt 

gastroprotekcyjny wykazano równie� dla olejku eterycznego z nasion kozieradki w 

[251]. 

Aktywno�
 przeciwwrzodowa obecnej w surowcu  frakcji polisacharydowej wynika z 

tworzenia warstwy ochronnej, pokrywaj�cej błon� �luzow� �oł�dka [528]. Warstwa 

chroni �luzówk� przed czynnikami egzogennymi (np. etanol) oraz endogennymi (np. 

kwas solny, pepsyna) [528]. Obserwowany efekt protekcyjny, przebiegaj�cy ze 

zmniejszeniem obrz�ku i przekrwienia błony �luzowej,  zwi�zany jest równie� z 

obni�aniem wydzielania pepsyny i soku �oł�dkowego (w stopniu porównywalnym z 

omeprazolem) oraz działaniem przeciwutleniaj�cym [528].  Polifenole obecne w 

wyci�gach z nasion kozieradki ograniczaj� uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS) 
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oraz zmiataj� wolne rodniki nadtlenkowe  z obj�tej stanem zapalnym �luzówki jelit, co 

udowodniono w badaniach in vitro [305].  

Jedn� z głównych przyczyn wrzodów �oł�dka jest zaka�enie Helicobacter pylori [169]. 

Badania wskazuj�, �e patogen stanowi czynnik etiologiczny nowotworu �oł�dka [70, 

169, 211]. W dotychczasowych eksperymentach, maj�cych na celu ocen� wpływu 

wyci�gów wodnych [317, 405] i alkoholowych [317, 611] z Foenugraeci Semen na 

wzrost oraz adhezj� bakterii wykorzystano ró�ne szczepy H. pylori [317, 405, 611]. 

Niektóre badania dowiodły, �e wyci�gi z nasion kozieradki hamuj� wzrost patogenu 

[317, 611], inne wykazały, �e surowiec nie posiada aktywno�ci bakteriobójczej oraz 

antyadhezyjnej wobec H. pylori [405].  Randhir i wsp. [450] oceniali wpływ wyci�gów 

wodnych z kiełków kozieradki na wzrost bakterii. Kiełki hodowane były na po�ywce z 

dodatkiem grzyba Rhizopus oligosporus, zwi�kszaj�cego pul� zwi�zków fenolowych w 

materiale ro�linnym [450]. Autorzy wykazali, �e badany ekstrakt hamował wzrost H. 

pylori,   a wielko�
 strefy zahamowania wzrostu była bezpo�rednio zale�na od st��enia 

wyci�gu [450].  Wykazano, �e efekt przeciwdrobnoustrojowy mo�e by
 wynikiem 

wzrostu kwasowo�ci �rodowiska stymulowanym zwi�zkami fenolowymi, co jest 

niekorzystne dla H. pylori i prowadzi do uszkodzenia błony komórkowej patogenu 

[450]. Zawarte we wzbogaconym w fenole ekstrakcie z kozieradki zwi�zki zaburzaj�

tak�e aktywno�
 ureazy, zapewniaj�cej idealne, alkaliczne �rodowisko dla komórek 

bakteryjnych [450]. Dodatkowo dalsze badania prowadzone przez ten sam zespół 

wykazały, �e obserwowana aktywno�
 ulega nasileniu po termicznej obróbce 

wyci�gów wodnych (poprzez autoklawowanie), skutkuj�cej wzrostem st��enia 

polifenoli [451]. Jednocze�nie udowodniono, �e wyci�gi z siewek T. foenum-graecum, 

skiełkowanych w ciemno�ci, bez elicytacji, charakteryzuj� si� równie� silnym 

działaniem przeciwko H. pylori [449]. Natomiast wyci�g z surowca, otrzymany z 

u�yciem 80% metanolu posiada zdolno�
 inhibicji ureazy (IC50 523,74 µg/ml) [73]. 

Warto podkre�li
, �e zdolno�
 inhibicji ureazy przez witeksyn� i jej 2"-O-ramnozyd oraz 

orientyn�, izolowane wraz z innymi C-glikozyloflawonami z Celtis africana została 

potwierdzona w badaniach in vitro [429] 

 Nasienie kozieradki wykazuje działanie hepatoprotekcyjne porównywalne z 

sylimaryn� [263, 265, 437], prowadz�c do ograniczenia peroksydacji lipidów i aktywacji 

enzymów przeciwutleniaj�cych w komórkach w�troby [265, 457]. Jest to 

prawdopodobnie spowodowane obecno�ci� zwi�zków polifenolowych [265, 437]. 

Obni�eniu ulega poziom grup karbonylowych oksydacyjnie zmienionych białek, 

stanowi�cych jeden z markerów stresu oksydacyjnego [265]. Podawanie frakcji 

polifenolowej z nasion kozieradki lub sproszkowanego surowca normalizuje 

podwy�szone poziomy markerów w�trobowych, m.in. aminotransferazy alaninowej 
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(ALAT), aminotransferazy asparaginianowej (ASPAT), dehydrogenazy mleczanowej 

(LDH), fosfatazy alkalicznej (ALP), bilirubiny i γ-glutamylotransferazy (GGT) [263, 457] 

oraz zwi�ksza si� poziom zredukowanego glutationu [262, 265].  W innych badaniach 

stwierdzono, �e wyci�g wodny z nasion kozieradki nie posiada aktywno�ci 

hepatoprotekcyjnej i sprzyja powstawaniu abberacji chromosomalnych, co wskazuje na 

jego potencjał mutagenny [269].

Korzystny wpływ wyci�gów z surowca na przewód pokarmowy obejmuje ochron�

przed rakiem jelita grubego [445]. Obecna w nasionach diosgenina hamuje wzrost i 

stymuluje apoptoz�  komórek ludzkiego nowotworu jelita grubego HT-29 [445]. 

Zwi�ksza wra�liwo�
 linii komórek nowotworowych w�troby (HCC - hepatocellular 

carcinoma) na działanie paklitakselu i doksorubicyny oraz hamuje aktywno�
 czynnika 

transkrypcyjnego STAT3, powi�zanego z powstawaniem guza i konstytutywnie 

aktywowanego w wielu komórkach rakowych, w tym równie� w komórkach HCC [314]. 

Inhibicja STAT3 blokuje wzrost komórek nowotworowych i stymuluje ich apoptoz�

[314]. 

Diosgenina wykazuje wła�ciwo�ci prebiotyczne, potwierdzone w eksperymentach 

in vitro i in vivo [217]. Badania wpływu diosgeniny na g�sto�
 jelitowych bakterii kwasu 

mlekowego (LAB) w mysim modelu alergii pokarmowej ujawniły, �e w wyniku doustnej 

aplikacji sapogeniny przywracane jest prawidłowe zag�szczenie bakterii kwasu 

mlekowego (LAB), ograniczone wskutek reakcji alergicznych [217]. Diosgenina i 

sarsasapogenina znacz�co nasilaj� wzrost Lactobacillus murinus i Lactobacillus 

reuteri, izolowanych z przewodu pokarmowego badanych zwierz�t, w przeciwie�stwie 

do enterokoków [217]. Autorzy sugeruj�, �e sapogeniny steroidowe mog� stanowi


now� klas� prebiotyków [217]. Jednak ich działanie uzale�nione jest od obecno�ci 

wi�zania nienasyconego pomi�dzy atomami w�gla C-5 i C-6 oraz zachowanej struktury 

pier�cieni E i F [217]. 

Udowodniono, �e nasiona kozieradki w wyniku aktywno�ci przeciwzapalnej oraz 

przeciwutleniaj�cej, mog� stanowi
 cenny surowiec, wspomagaj�cy leczenie 

nieswoistych stanów zapalnych jelit (IBD – inflammatory bowel disease) [305]. 

Diosgenina natomiast znacz�co łagodzi wywołane indometacyn� zaburzenia w 

wydzielaniu �ółci oraz podostre stany zapalne jelit [594]. 
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4. Dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa w 

analizie zwi�zków flawonoidowych 

 Wielowymiarow� chromatografi� cieczow� (MD-LC), po raz pierwszy 

zaprezentowano w 1978 roku [142] jako skuteczne narz�dzie w analizie zło�onych, 

wieloskładnikowych próbek. Wyci�gi ro�linne, zawieraj�ce metabolity wtórne o 

zró�nicowanej budowie, nale��ce do ró�nych grup chemicznych, s� jednymi z 

najbardziej zło�onych matryc analitycznych [142, 219, 501]. Nierzadko stanowi�

bardzo du�e wyzwanie dla osi�gni�cia efektywnej separacji składników próbki oraz ich 

identyfikacji [142, 219]. W procesie optymalizacji warunków analiz HPLC cz�sto 

obserwuje si� koelucj� metabolitów wtórnych, uniemo�liwiaj�c� ich rozpoznanie wobec 

wzorców (porównanie warto�ci tR) [613]. Niejednokrotnie dotyczy to izomerów o tej 

samej masie cz�steczkowej, co wyklucza ich rozpoznanie w oparciu o warto�ci m/z 

jonów molekularnych (zwi�zki izobaryczne) w sprz��eniu HPLC-MS [122, 613]. 

Chromatografia wielowymiarowa umo�liwia rozwi�zanie wymienionych problemów 

analitycznych, zapewniaj�c wysok� zdolno�
 rozdzielcz� oraz wysok� pojemno�


wzgl�dem pików (P - peak capacity), zazwyczaj niemo�liwych do osi�gni�cia w 

systemach jednowymiarowych [142, 219, 234, 499, 501]. Wykazano, �e zastosowanie 

2D HPLC ogranicza tzw. efekt matrycy [135, 621]. 

W dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC) 

wyró�niane s� dwie podstawowe techniki: heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive 

(LCxLC). W technice heart-cutting (niekiedy heart-cut) jedynie cz��
 nierozdzielonych 

składników analizowanej mieszaniny, w formie poszczególnych frakcji z rozdzielenia w 

pierwszym wymiarze (1D), jest przenoszona na kolumn� drugiego wymiaru (2D). 

Stwarza to mo�liwo�
 optymalizacji warunków separacji składników ka�dej frakcji z 

zastosowaniem ró�nych eluentów, profili elucji gradientowej/izokratycznej oraz ró�nych 

faz stacjonarnych. Ponadto wykorzystanie techniki LC-LC zwłaszcza w trybie off-line, 

nie wymaga u�ycia skomplikowanej aparatury, najcz��ciej wymaganej w pełni 

zautomatyzowanym procesie w trybie on-line. W praktyce po zebraniu wszystkich 

frakcji z 1D, ich analiz� w 2D mo�na prowadzi
 z wykorzystaniem tego samego 

systemu chromatograficznego LC [123]. Dodatkowo heart-cutting umo�liwia wykrycie 

składników, wyst�puj�cych w badanej próbie w niskim st��eniu, poniewa� przed 

separacj� na kolumnie 2D, analizowana frakcja jest zag�szczana [123, 135, 204, 235, 

621]. Natomiast technika comprehensive obejmuje analiz� wszystkich składników 

badanej próbki w dwóch wymiarach [123, 135, 204, 224, 231, 232, 234, 235, 290]. 

Analizy z wykorzystaniem technik heart-cutting oraz comprehensive, mog� by
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prowadzone w trybach: off-line lub on-line. W trybie off-line, wybrane/kolejne frakcje z 

kolumny 1D przenoszone s� na kolumn� 2D r�cznie [204]. Jednak w przypadku analiz 

zwi�zków wra�liwych na działanie czynników �rodowiskowych, stwarza to ryzyko utraty 

analitu lub jego degradacji, b�d� formowania artefaktów pod wpływem �wiatła lub 

powietrza [135, 204]. Jednocze�nie manualne przenoszenie frakcji zazwyczaj skutkuje 

nisk� powtarzalno�ci� analiz [135, 204]. Natomiast tryb on-line charakteryzuje pełna 

automatyzacja procesu. Transfer kolejnych frakcji z 1D na 2D odbywa si� zazwyczaj za 

pomoc� zaworu zaopatrzonego w p�tle magazynuj�ce/dozuj�ce o ró�nej pojemno�ci, 

dostosowanej do warunków analizy [123, 135, 204, 224, 231, 232, 234, 235, 290]. Jak 

wspomniano powy�ej, w technice heart-cutting on-line automatycznie s� przenoszone 

wyselekcjonowane frakcje, zawieraj�ce nierozdzielone zwi�zki w 1D. Natomiast w 

technice comprehensive cały eluat z kolumny 1D zbierany jest w p�tlach 

magazynuj�cych w formie frakcji o bardzo małej obj�to�ci, i nast�pnie kolejno 

przenoszonych na kolumn� 2D w wielokrotnych naprzemiennych cyklach, 

kontrolowanych cz�stotliwo�ci� przeł�czania zaworu, stanowi�cego ł�cznik mi�dzy 

wymiarami 1D i 2D. S� to najcz��ciej dwudro�ne zawory 6-, 8- [441], 10- [86], 12-

portowe [2] zaopatrzone w dwie p�tle magazynuj�ce/dozuj�ce [204, 235]. Tryb  on-line 

wymaga zastosowania specjalistycznego sprz�tu, obejmuj�cego obok bardziej 

zło�onych systemów HPLC, u�ycie ł�cznika (interfejs) i odpowiedniego 

oprogramowania komputerowego umo�liwiaj�cego zarz�dzanie systemem, obróbk�

danych chromatograficznych i generowanie dwuwymiarowych chromatogramów [204, 

235]. Automatyzacja procesu zapewnia minimalizacj� problemów zwi�zanych z 

niestabilno�ci� analitów oraz powtarzalno�ci� separacji [135, 204]. Rozdzielenia w 

trybie on-line, szczególnie w systemie comprehensive, stanowi� doskonałe 

rozwi�zanie w seryjnych analizach du�ej liczby próbek [135, 204, 235]. Z drugiej strony 

optymalizacja separacji w warunkach całkowitej automatyzacji procesu jest trudniejsza 

i nierzadko zwi�zana z problemami niewyst�puj�cymi w trybie off-line 2D LC, takimi jak 

np. niewystarczaj�ca mieszalno�
 rozpuszczalników stosowanych w 1D i 2D [135, 204]. 

Niekiedy p�tle dozuj�ce zast�powane s� przez tzw. kolumny wychwytuj�ce (trapping 

columns) [86]. Wykorzystanie kolumn wychwytuj�cych pomi�dzy 1D a 2D  umo�liwia 

usuni�cie eluentu stosowanego w 1D, eliminuj�c problem niekompatybilno�ci faz 

ruchomych 1D i 2D oraz obecno�ci niepo��danych zwi�zków (np. soli) [123]. 

Opracowanie warunków analiz w obu omawianych trybach jest procesem 

czasochłonnym. Tryb off-line wymaga bowiem r�cznego, cz�sto wielokrotnego 

zbierania poszczególnych frakcji z 1D (niekiedy tak�e ich zag�szczania lub 

odparowywania do sucha), natomiast optymalizacja pracy systemu w trybie on-line 
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wymaga rozwi�zania wi�kszej liczby problemów analitycznych ni� w trybie off-line [135, 

204, 235].  

 Niektórzy autorzy [123, 236, 247, 312] wykorzystuj� równie� tzw. tryb stop-flow

(niekiedy okre�lany jako stop-and-go [236]) - tryb pracy w systemie dwuwymiarowym, 

polegaj�cy na przenoszeniu wybranych/wszystkich frakcji 1D na kolumn� 2D w czasie 

rzeczywistym (bez etapu magazynowania) z jednoczesnym zatrzymaniem przepływu 

fazy ruchomej w kolumnie 1D do czasu zako�czenia separacji w drugim wymiarze. 

Zazwyczaj jest on stosowany w analizach LCxLC [236, 246, 247, 312], rzadziej − w LC-

LC [87, 459].  

 Podstawow� wła�ciwo�ci� uwzgl�dnian� w procesie konfiguracji systemu 

dwuwymiarowego jest ortogonalno�
 [123, 142, 219, 234, 499, 501], odnosz�ca si� do 

odmiennych mechanizmów separacji, charakteryzuj�cych pierwszy i drugi wymiar, 

umo�liwiaj�cych zwi�kszenie zdolno�ci rozdzielczych [123, 142, 219, 234, 499, 501]. 

Jednak w praktyce systemy w pełni ortogonalne, o całkowicie nieskorelowanej 

selektywno�ci w 1D i  2D, s� rzadko spotykane [86]. Wykazano, �e nawet systemy 2D 

HPLC o ograniczonej ortogonalno�ci umo�liwiaj� uzyskanie wysokiej zdolno�ci 

rozdzielczej [310, 313, 441, 621, 624]. Ponadto stwierdzono, �e u�ycie w trybie on-line 

systemu RPLC x RPLC, opartego na dwóch ró�nych fazach stacjonarnych, jest  mniej 

skomplikowane ni� systemów RPLC x NPLC lub RPLC x HILIC [234].  

 Podstawowym elementem w konfigurowaniu systemu LCxLC jest wyznaczenie 

odpowiedniego czasu modulacji, który obejmuje czas separacji w 2D składników eluatu 

z 1D, w czasie napełniania p�tli magazynuj�cej/dozuj�cej kolejnym eluatem z 1D. Czas 

modulacji okre�la si� równie� jako czas pomi�dzy wprowadzeniem na kolumn� 2D 

dwóch kolejnych eluatów/frakcji z 1D [354, 484]. 

 Szeroki wybór kolumn chromatograficznych, wraz z mo�liwo�ci� zastosowania 

mieszanin rozpuszczalników o ró�nej sile elucyjnej, stwarza mo�liwo�
 projektowania 

ró�norodnych systemów 2D HPLC. W analizie 2D LC fazy stacjonarne 

wykorzystywane w pierwszym wymiarze s� kolumnami, wypełnionymi �elem  

krzemionkowym modyfikowanym resztami: fenylowymi [86], oktylowymi (C-8) [621], 

oktadecylowymi (C-18) [48, 289] i cyjanowymi (CN) [614, 624]. Niekiedy 

wykorzystywane s� kolumny wypełnione �elem krzemionkowym modyfikowanym �-

cyklodekstrynami (CD) ([613], polietylenoglikolami (PEG) [86, 223, 467] lub 

immobilizowanymi liposomami [579]. Rozdzielenia zwi�zków flawonoidowych w 

pierwszym wymiarze mog� by
 równie� prowadzone z wykorzystaniem chromatografii 

oddziaływa� hydrofilowych (HILIC) [61, 245, 459], chromatografii wykluczania (SEC) 

[122, 485] lub chromatografii jonowymiennej (IE) [100]. 
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 W drugim wymiarze najcz��ciej wykorzystywane s� kolumny typu C-18 [61, 86, 

100, 122, 223, 245, 467, 485, 614, 621, 624]. Jakkolwiek, Zeng i wsp. [613] w 

wielowymiarowej analizie LC surowców ro�linnych  tradycyjnej medycyny chi�skiej 

(Traditional Chinese Medicines − TCM)  zastosowali równoczesn� separacj� na dwóch 

kolumnach  XTerra C18 oraz kolumnie oligoetyloenoglikolowej (OEG). Kivilompolo i 

wsp. [289] w badaniach zwi�zków fenolowych w winach testowali w 2D kolumny 

wypełnione �elem krzemionkowym modyfikowanym resztami cyjanowymi, aminowymi 

oraz C-18 z reagentem par jonowych. Aturki i wsp. [48] przeprowadzili separacj�

stereoizomerów 7-O-glukozydów flawanonów obecnych w sokach cytrusowych, 

wykorzystuj�c w 2D kolumn� wypełnion� �elem krzemionkowym modyfikowanym 

karboksymetylowanymi �-cyklodekstrynami. Natomiast w celu rozdzielenia zwi�zków 

flawonoidowych w Fagopyrum tataricum w 2D u�yto kolumn� z resztami amidowymi 

(RSLC Polar Advantage amide-embadded column) [459].  

 W licznych publikacjach dotycz�cych analizy 2D LC zwi�zków polifenolowych 

s� porównywane ró�ne typy faz stacjonarnych oraz ich kombinacji w dwóch wymiarach 

[86, 223, 224, 232]. Przegl�d systemów 2D HPLC, opracowanych w analizie zwi�zków 

flawonoidowych przedstawili Villiers i wsp. [123] w obszernej pracy przegl�dowej o 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej flawonoidów. 

 Dotychczas analiz� zwi�zków flawonoidowych metod� 2D HPLC prowadzono w 

szeregu matryc ro�linnych, obejmuj�cych składniki �ywno�ci: soki i owoce cytrusowe 

[48, 467, 621], wina i piwa [86, 233, 289], herbaty: zielon� [245, 485], czarn� [485], 

rooibos [61] i yerba mate [136] oraz ro�linne surowce lecznicze [88, 100, 122, 310, 

313, 320, 441, 459, 614, 624]. Ponadto z zastosowaniem 2D LC analizowano surowce 

ro�linne tradycyjnej medycyny chi�skiej (TCM)  [337, 440, 579, 613].  

 Zespoły flawonoidów obecne w matrycach ro�linnych metod� dwuwymiarowej 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej najcz��ciej analizowane s� z 

wykorzystaniem techniki comprehensive  [61, 86, 88, 233, 288, 310, 313, 440, 441, 

467, 485, 614], natomiast rzadziej - heart-cutting  [122, 440, 459]. 

 Cacciola i wsp. [86] zastosowali technik� LCxLC w analizie polifenoli w winach i 

piwach wobec mieszaniny 31 zwi�zków wzorcowych z grupy polifenoli i prostych fenoli, 

m. in flawonów, izoflawonów, flawanonów, fenolokwasów i kumaryn. Autorzy testowali 

pi�
 ró�nych konfiguracji systemu 2D LC, stosuj�c w 2D kolumn� Chromolith C-18 o 

długo�ci 5 cm lub 10 cm  oraz profil elucji gradientowej zło�ony, obejmuj�cy gradient 

liniowy oraz elucj� izokratyczn� w mieszaninie rozpuszczalników acetonitrylu i wody 

[86]. Natomiast w 1D u�yto kolumn wypełnionych �elem krzemionkowym 

modyfikowanym resztami fenylowymi oraz kolumn polietylenoglikolowych o ró�nej 

długo�ci PEG (5 cm lub 15 cm), testowanych pojedynczo lub poł�czonych szeregowo z 
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dodatkow� kolumn� Gemini C-18 lub Zorbax SB-Aq [86]. System o najwy�szej 

ortogonalno�ci (najni�sza warto�
 współczynnika korelacji) utworzyły kolumny PEG lub 

fenylowa w 1D i C-18 w 2D [86]. P�tle magazynuj�ce zast�piono dwoma kolumnami 

wychwytuj�cymi (trapping columns) XTerra, zapewniaj�cymi silniejsz� retencj�

flawonów, co zapobiegało rozcie�czeniu analitów i zwi�kszało czuło�
 analiz w 2D  

[86]. Autorzy stosowali w 1D ró�ne programy elucji gradientowej - gradient liniowy 

acetonitrylu w wodzie: od 1% do 57% ACN (tG 200 min), od 10% do 42% ACN (tG 190 

min) lub gradient skokowy (zło�ony), o profilu obejmuj�cym elucj� izokratyczn� i 

gradient liniowy o zmianach st��enia acetonitrylu od 1% do 40% lub od 10% do 50% 

lub od 1% do 30% w wodzie. Jandera i wsp. [233] analizowali mieszanin� 29 zwi�zków 

wzorcowych (flawonów i fenolokwasów), wykorzystuj�c w 1D kolumn� wypełnion�

polietylenoglikolem (PEG), natomiast w 2D - kolumny C-18,  wykonane w technologii 

"core-shell" (Ascentis Express oraz Kinetex). Autorzy przeprowadzili szereg analiz, 

porównuj�c efektywno�
 rozdziele� w 2D w warunkach elucji gradientowej o ró�nych 

profilach - gradient liniowy, liniowo-skokowy, liniowo-izokratyczny oraz tzw. shifting 

gradient [233]. System 2D LC zło�ony z kolumn PEG w 1D oraz Kinetex w 2D 

wykorzystano nast�pnie w analizie czerwonego wina [233].  

 Quiao i wsp. [441] badali zespół zwi�zków flawonoidowych obok saponin 

triterpenowych w wyci�gach z korzeni Glycyrrhiza uralensis metod� on-line RPLC x 

RPLC comprehensive. System optymalizowano testuj�c sze�
 kolumn RP, 

stanowi�cych faz� oktadecylow� lub faz� mieszan� – fenylowo-heksylow� w ró�nych 

konfiguracjach [441]. Ostatecznie w obu wymiarach zastosowano kolumny RP ró�nego 

typu (Acquity CSH C18  w 1D; Poroshell Phenyl-Hexyl w 2D). Ponadto ortogonalno�


systemu zwi�kszono, optymalizuj�c skład eluentów, mianowicie w 1D u�yto metanolu a 

w 2D acetonitrylu. W 1D program elucji gradientowej obejmował liniowy wzrost st��enia 

metanolu od 50% do 90% w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego (tG 40 min) 

[441]. Natomiast w 2D  zastosowano tzw. shift gradient, obejmuj�cy w poszczególnych 

skokach zmiany st��enia acetonitrylu w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego 

w zakresach: 25%-35%-25%, 35%-45%-35%, 52%-72%52%, 75%-88%-75% [441]. 

Autorzy rozdzielili 39 flawonoidów, w tym flawanonów i ich glikozydów, glikozydowych 

form chalkonów oraz izoflawonów, flawonoli i flawonów [441].  

 Liang i wsp. [320] opracowali warunki kompleksowej analizy off-line 2D LC 

zwi�zków flawonoidowych z wyci�gu wodnego Scutellaria barbata D. Don.  Zwi�zki 

czynne frakcji ró�ni�cych si� polarno�ci�, otrzymanych metod� ekstrakcji do fazy stałej 

(SPE) rozdzielano w systemie 2D LC HILIC x HILIC oraz w systemie HILIC x RPLC 

[320]. W systemie HILIC x HILIC rozdzielenia w 1D prowadzono w warunkach elucji, 

obejmuj�cej liniowy wzrost st��enia od 5% do 40% mieszaniny ACN:woda (95:5, v/v) w 
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wodzie z dodatkiem mrówczanu amonu (5 mM). W 2D zastosowano gradient zło�ony, 

liniowo-izokratyczny, obejmuj�cy wzrost st��enia w zakresie od 10% do 65% ACN w 

wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego (v/v) [320]. W rozdzieleniach 2D HILIC 

x RPLC frakcji o �redniej polarno�ci, zawieraj�cej zwi�zki flawonoidowe, w obu 

wymiarach stosowano elucj� gradientow�, charakteryzuj�c� si� wzrastaj�cym 

st��eniem ACN w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego: liniowo od 10% do 

30% ACN (tg 30 min) w 1D  oraz o profilu liniowo-skokowym w 2D od 10% do 65% (tG 50 

min) [320]. We frakcji �rednio-polarnej metod� 2D HILIC x RPLC rozdzielono 543 

zwi�zki, spo�ród których z u�yciem detekcji UV oraz MS, w tym QTOF-MS 

zidentyfikowano 22 flawonoidy: glikozydowe formy flawonów oraz flawanonów obok 

wolnych aglikonów [320]. 

 System 2D LC HILIC x RPLC zastosowano w badaniach zespołu polifenoli w 

herbacie rooibos (Aspalathus linearis) [61] oraz mieszaniny sze�ciu surowców 

ro�linnych tradycyjnej medycyny chi�skiej (TCM) [613]. W analizie wyci�gów wodnych 

z A. linearis w 1D wykorzystano jako faz� stacjonarn� kolumn� wypełnion� �elem 

krzemionkowym, modyfikowanym resztami diolowymi (Nomura Chemical Develosil 

Diol-100), natomiast w 2D  - kolumn� C-18 (Agilent Zorbax SB-C18) [61]. Z u�yciem

detektorów UV i Q-TOF (ESI+/−) rozpoznano 20 polifenoli z grupy dihydrochalkonów, 

flawanonów, flawonów oraz flawonoli [61]. W obu wymiarach u�yto gradientu liniowo-

skokowego. W 1D program gradientu obejmował wzrost st��enia mieszaniny 

ACN:woda:kwas octowy (93,05:4,95:2,00, v/v/v) od 0% do 10% (tG 0–45 min), 

nast�pnie od 10% do 100% w mieszaninie woda:kwas octowy (98:2, v/v) (tG 45–65 

min). Natomiast w 2D program gradientu obejmował wzrost st��enia acetonitylu w 

wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu octowego w zakresie 10%–14,8% (0–8,5 min), 

14,8%–50%  (8,5–20,5 min), 50%–100%  (20,5–21,5 min) [61]. Natomiast zwi�zki 

czynne mieszanki ziołowej TCM (Dalbergia odorifera T. Chen, Scutellaria baicalensis 

Georgi, Scutellaria barbata D. Don, Citrus aurantium L., Glycyrrhiza glabra L., Pueraria 

lobata) analizowano z wykorzystaniem kolumny wypełnionej �elem krzemionkowym 

modyfikowanym �-cyklodekstrynami w 1D oraz dwiema kolumnami pracuj�cymi 

równocze�nie: kolumn� C-18 i oligoetylenoglikolow� (OEG) w 2D [613]. Wybór kolumn 

o ró�nych mechanizmach separacji umo�liwił skonstruowanie systemu 2D RPLC o 

wysokiej ortogonalno�ci [613]. Autorzy podkre�laj� "elastyczno�
" systemu - ka�da z 

kolumn mo�e by
 stosowana w 1D; wówczas dwie pozostałe, poł�czone równolegle, 

decyduj� o efektywno�ci separacji w 2D [613]. Jako składnik fazy ruchomej 

zastosowano acetonitryl z dodatkiem 0,2% kwasu mrówkowego (A) i wod� z dodatkiem 

0,2% kwasu mrówkowego (B) na kolumnie C-18 oraz acetonitryl z dodatkiem 0,2% 

kwasu mrówkowego (A), wod� z dodatkiem 0,2% kwasu mrówkowego (B) oraz 100mM 
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mrówczanu amonu (C) w separacji na kolumnie CD. Na ka�dej z kolumn zastosowano 

odmienne programy elucji gradientowej: kolumna C-18 - liniowy wzrost st��enia A od 

5% do 70% w B (tG 15 min), kolumna OEG - liniowy wzrost st��enia A od 5% do 60% 

w B (tG 30 min), kolumna CD liniowy wzrost st��enia A od 5% do 40% w mieszaninie 

B+30%C (tG 30 min) [613]. W rezultacie uzyskano rozdzielenie 25 flawonoidów, w tym 

izoflawonów, flawonów i flawanonów oraz ich glikozydów [613]. 

 Wang i wsp. [579] analizowali metod� on-line LCxLC z detekcj� UV i APCI-Q-

MSe produkt ziołowy tradycyjnej medycyny chi�skiej Longdan Xiegan Decoction (LXD), 

stanowi�cy mieszanin� dziesi�ciu ro�linnych surowców leczniczych (Gentianae Radix, 

Scutellariae Radix, Gardeniae Fructus, Rehmanniae Radix, Alismatis Rhizoma, 

Plantaginis Semen, Angelicae Sinensis Radix, Clematidis Armandii Caulis, 

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma and Bupleuri Radix zawieraj�cej obok flawonoidów, 

równie� triterpeny, irydoidy, olejki, fenolokwasy i aminokwasy [579]. W opracowanym 

systemie wykorzystano w 1D kolumn� wypełnion� immobilizowanymi liposomami (ILC) 

jako imituj�c� błony biologiczne i elucj� izokratyczn� przy st��eniu 10mM octanu 

amonu (pH 6,8), natomiast w 2D - kolumn� C-18 (Kromasil ODS) oraz elucj�

gradientow� o wzrastaj�cym st��eniu acetonitrylu od 10% do 30% w wodzie z 

dodatkiem 0,1% kwasu octowego (tG 7 min). W wyniku analizy frakcji octanowej 

wyci�gu wodnego z LDX rozdzielono 50 zwi�zków, w tym w rezultacie oddziaływa� na 

kolumnie ILC zidentyfikowano 8 flawonoidów: 7-O-glukuronid oroksyliny, wogonozyd, 

7-O-glukuronid chryzyny, bajkalin�, ononin�, likwirytyn� i jej apiozyd oraz  3�,4�-

dihydroksy-5,6-dimetoksy-7-O-glukozyloflawon [579]. Autorzy podkre�laj�, �e 

opracowan� metod� mo�na wykorzysta
 w badaniach skryningowych zło�onych 

matryc ro�linnych w zakresie obecno�ci składników zdolnych do przenikania przez 

błon� biologiczn�, której model stanowiła kolumna ILC [579]. 

 Glikozydy flawonolowe i ich pochodne estrowe analizowano obok irydoidów 

metod� LCxLC w wyci�gu wodnym z Hedyotis diffusa [313]. System konfigurowano w 

oparciu o dwie kolumny - Luna CN w 1D i Kinetex C-18 w 2D [313]. W 1D jako składniki 

fazy ruchomej zastosowano ACN i wod�, a elucja gradientowa przebiegała według 

nast�puj�cego programu: 0-10 min - 0% ACN, 10-150 min - 64% ACN. Składnikami 

eluentu w drugim wymiarze były ACN i woda z dodatkiem 0,05% kwasu mrówkowego, 

a separacj� prowadzono z u�yciem tzw. „shift gradient” (gradientu skokowego o 

liniowym na ka�dym etapie w bardzo krótkim czasie wzro�cie st��enia rozpuszczalnika 

organicznego) dla którego zakres zmian st��e� ACN w pocz�tkowym etapie separacji 

(czas „skoku”- 0-0,7 min) wynosił 5%-50%, natomiast w ko�cowym etapie - 20%-75%. 

Uzyskano rozdzielenie 10 zwi�zków [313]. Czas modulacji obejmuj�cy separacj� w 2D i 

przenoszenie z 1D wynosił 1 minut� [313]. 
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 Analizy chromatograficzne LCxLC wyci�gów wodno-alkoholowych oraz frakcji 

wodnych i organicznych (butanolowa, octanowa i chloroformowa) z li�ci zielonej i 

czarnej herbaty (Camellia sinensis) prowadzono z wykorzystaniem systemu, 

składaj�cego si� z kolumny SEC (chromatografia wykluczania; size exclusion 

chromatography) w 1D (Ultrahydrogel-120)  oraz kolumny UHPLC BEH-C18 w 2D [485]. 

W 1D stosowano gradient liniowy, obejmuj�cy wzrost st��enia ACN od 0% do 50% w 

wodzie (tG 40 min), natomiast w 2D elucj� gradientow� o wzrastaj�cym st��eniu 

metanolu od 0% do 100% w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego (tG 6 

minut). W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano głównie we frakcji 

butanolowej 29 mono-, di-, tri- i tetraglikozydów flawonoli (kemferolu, kwercetyny i 

mirycetyny) oraz ich estrów z kwasem galusowym, obok dwóch C-glikozydów 

flawonów [485].  

 Chromatografi� wykluczania w poł�czeniu z chromatografi� w układzie 

odwróconych faz zastosowano w analizie heart-cutting LC-LC flawonoli w wyci�gach z 

li�ci Maytenus ilicifolia [122]. Wykorzystanie kolumny SEC Ultrahydrogel-120 w 1D oraz 

RP - SupelCosil LC-18 umo�liwiło rozdzielenie 36 glikozydów flawonolowych, głównie 

pochodnych kwercetyny i kemferolu, zawieraj�cych od jednej do czterech cz�steczek 

cukrów [122]. W obu wymiarach zastosowano elucj� gradientow� o profilu zło�onym, 

obejmuj�cym liniowy wzrost st��enia mieszaniny woda:ACN:kwas octowy (49:50:1, 

v/v) w 1% kwasie octowym: w 1D od 10% do 80% (tG 40 min), a nast�pnie elucj�

izokratyczn� przy jej st��eniu 80% (tG 40–45 min), natomiast w 2D wzrost od 10% do 

40% (tG 17 min), a nast�pnie elucj� izokratyczn� przy st��eniu 40% (tG 17-20 min) 

[122].  

 Rozdzielenie 12 składników wyci�gu z Fagopyrum tataricum, w tym 7 

glikozydów kwercetyny i kemferolu, otrzymano w systemie on-line stop-flow heart-

cutting, składaj�cym si� z kolumny HILIC w 1D oraz dwóch kolumn w 2D wypełnionych 

�elem krzemionkowym modyfikowanym odpowiednio resztami amidowymi (kolumna 

Polar Advantage II) i fenylowymi (kolumna Phenyl-1), na których prowadzono 

równoczesne separacje [459]. W pracy systemu wykorzystano przepływ wsteczny tzw. 

back-flush poprzedzaj�cy separacj� 2D odpowiedniej frakcji z 1D [459]. Eluat z kolumny 
1D (elucja izokratyczna - 5% ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu 

kwasu fosforowego), dzielono na dwie frakcje, spo�ród których jedn� kierowano na 

kolumn� 2D Polar Advantage II i rozdzielano zwi�zki flawonoidowe w warunkach 

gradientu liniowego (11%-23% ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu 

kwasu fosforowego) [459]. Natomiast drug� frakcj� zatrzymywano na kolumnie 1D, a 

nast�pnie przenoszono wykorzystuj�c przepływ wsteczny na kolumn� Phenyl-1 w 2D, i 

rozdzielano jej składniki w warunkach elucji gradientowej (gradient liniowy 35%-43% 
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ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu kwasu fosforowego) [459]. 

Opracowan� metod� zwalidowano i wykorzystano do oznaczenia zawarto�ci 12 

zwi�zków w wyci�gu z Fagopyrum tataricum [459]. 

Mo�liwo�
 elastycznego konstruowania systemów 2D LC dyskutowali 

Kivilompolo i wsp. [289]. Zastosowali system LCxLC, w analizie jako�ciowej i ilo�ciowej 

zwi�zków fenolowych w winach oraz sokach owocowych [289].  Rozdzielenia w 1D  

prowadzono na kolumnie Atlantis C-18 według programu elucji gradientowej, 

charakteryzuj�cego si� wzrastaj�cym liniowo st��eniem ACN od 5% do 50% w wodzie 

z dodatkiem 0,5% kwasu octowego w czasie tG 45 min. Natomiast w 2D separacj�

prowadzono na kolumnie XBridge C-18 w warunkach elucji izokratycznej w fazie 

ruchomej, stanowi�cej mieszanin� 15 mM bromku tetrapentyloamoniowego w 

acetonitrylu z dodatkiem 0,05% kwasu octowego (21:79, v/v) [289]. System LCxLC, 

zawieraj�cy dwa dwudro�ne zawory 10-portowe, wyposa�ono dodatkowo w dwa 

zawory 3-portowe, umo�liwiaj�ce przeniesienie eluatu, zawieraj�cego mirycetyn�, 

kwercetyn� i kemferol, z kolumny 1D bezpo�rednio do detektora DAD, z pomini�ciem 

separacji na kolumnie 2D [289]. W rezultacie otrzymano rozdzielenie 16 składników 

badanego zespołu, w tym 5 flawonoidów (obok fenolokwasów i flawan-3-oli): rutyny i 

izokwercetyny (rozdzielonych w systemie LCxLC) oraz mirycetyny, kwercetyny i 

kemferolu (rozdzielonych w 1D) [289].

 Przeprowadzono analiz� NPxRP LC comprehensive flawonoidów obok 

glikozydów stewiolowych w wyci�gach ze Stevia rebaudiana [88]. Separacj� 1D 

prowadzono na mikrokolumnie poliaminowej (YMC-Pack PA-G) w układzie NP, 

stosuj�c elucj� gradientow� (gradient liniowo-izokratyczny) według programu 

obejmuj�cego wzrastaj�ce st��enie ACN od 5% do 70% w wodzie z dodatkiem 

0,004% kwasu fosforowego (tG 85 min). Natomiast rozdzielenia 2D ka�dej frakcji 

przenoszonej z 1D prowadzono na kolumnie UHPLC C-18 (Agilent Zorbax RRHD SB-

C18 ) w krótkim czasie separacji (0,33 min), w warunkach elucji gradientowej według 

programu gradientu liniowo-izokratycznego, obejmuj�cego wzrastaj�ce st��enie ACN 

od 5% do 70%w wodzie z dodatkiem 0,004% kwasu fosforowego (v/v/v) (tG 0,28 min) 

oraz etap kondycjonowania (70%-5% ACN w czasie tG 0,28-0,33 min) [88]. W badanym 

wyci�gu zidentyfikowano 5 flawonoidów (7-O-glukozydy apigeniny i luteoliny oraz 3-O-

glukozyd, 3-O-ramnozyd i 3-O- rutynozyd kwercetyny) [88]. 

 Analizy polimetoksylowanych flawonów obecnych w owocni pomara�czy 

(Aurantii Fructus), prowadzone w systemie o ograniczonej ortogonalno�ci (kolumny C-

8 i C-18) umo�liwiły separacj� 42 zwi�zków [621]. W obu wymiarach 1D i 2D 

zastosowano ten sam profil gradientu, obejmuj�cy wzrastaj�ce liniowo st��enie ACN 

od 30% do 90% w wodzie (tG 30 min). 
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 Leme i wsp. [310] wykorzystali system LCxLC, ł�cz�cy kolumny CN w 1D i C-18 

w 2D w analizie wyci�gu z li�ci trzciny (Saccharum sp.). W 1D stosowano elucj�

gradientow�, obejmuj�c� wzrastaj�ce st��enie etanolu w wodzie z dodatkiem 0,1%  

kwasu octowego od  10% do 100% w czasie tG 132 min. W 2D rozdzielenia 

prowadzono z u�yciem metanolu oraz wody z dodatkiem 0,1% kwasu octowego, w 

warunkach ró�nych programów elucji gradientowej, obejmuj�cych gradienty typu: "CS"  

(continuously shifting), "FIF" (full in fraction), "SIF" (segmented in fraction). Otrzymano 

rozdzielenie 38 polifenoli, spo�ród których zidentyfikowano 15 pochodnych flawonów i 

jedn� pochodn� flawonolu - 3-O-glukozyd kwercetyny [310].  

 Z kolei Zhou i wsp. [624] do analizy flawonoidów w zielu Lobelia chinensis

zastosowali kolumn� wypełnion� �elem krzemionkowym modyfikowanym grupami 

cyjanowymi (CN), która, w zale�no�ci od składu eluentu, mo�e by
 efektywn� zarówno 

w systemie faz normalnych (NP), jak i odwróconych (RP) [624]. W 1D autorzy 

zastosowali jako faz� ruchom� mieszanin�  metanol:woda, co umo�liwiło 

wykorzystanie kolumny jako słabej fazy stacjonarnej  typu RP [624]. Rozdzielenia w 1D 

prowadzono według programu gradientu liniowego: 5%-100% metanolu w wodzie (tG

40 min). W 2D zastosowano  kolumn� ODS C-18 i „stepwise gradient” o zwi�kszaj�cym 

si� st��eniu acetonitrylu od 5% do 70% w wodzie (liniowo i izokratycznie) (tG 0-55 min) 

[624].  Osi�gni�to wzrost pojemno�ci pikowej do warto�ci 5731 [624]. W badanym 

wyci�gu stwierdzono obecno�
 536 zwi�zków, z których zidentyfikowano 6, w tym 4 

flawony [624]. 

 Russo i wsp. [467] porównali profile flawonów i flawanonów w sokach 

cytrusowych z u�yciem metod 1D LC i 2D LC. Zastosowanie systemu LCxLC o 

wysokiej ortogonalno�ci, zło�onego z kolumn: polietylenoglikowej (1D) oraz C-18 (2D) 

umo�liwiło całkowite rozdzielenie składników zespołu flawonoidowego soku 

pomara�czowego, obejmuj�cego 11 zwi�zków: 6 flawonów  i 5 flawanonów [467]. 

Ponadto przeprowadzono oznaczenie zawarto�ci flawanonów (eriocytryny, naryrutyny, 

hesperydyny, narynginy, dydyminy) metod� 2D LC comprehensive [467]. W 1D i 2D 

zastosowano elucj� gradientow� o wzrastaj�cym st��eniu mieszaniny 

woda:ACN:izopropanol:kwas mrówkowy (39,9:20:40:0,1, v/v/v) (B) od 0% do 30% w 

wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego (A) (tG 55 min). W 2D wykorzystano 

wielokrotny gradient o powtarzalnym profilu obejmuj�cym wzrost mieszaniny B w 

czasie 0,90 minut od 15% do 30% a nast�pnie od 0,90 do 0,91 minuty ka�dego etapu  

kondycjonowanie kolumny faz� ruchom�: 15% B w A [467]. Czas modulacji obejmuj�cy 

separacj� w 2D i przenoszenie z 1D wynosił 1 minut� [467]. 

 Izoflawony - zwi�zki o charakterze fitoestrogenów - stanowiły przedmiot bada�

metod� 2D LC w systemie ł�cz�cym techniki heart-cutting oraz comprehensive jako 
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składniki mieszanki surowców ro�linnych tradycyjnej medycyny chi�skiej (TCM) "Ge-

Gen", składaj�cej si� z korzeni Pueraria lobata oraz P. thomsonii [440]. System 2D LC 

skonstruowano w oparciu o kolumny  Acquity CSH w 1D oraz kolumny Poroshell 120 

Phenyl-Hexyl w 2D, wł�czaj�c dodatkow� kolumn� wychwytuj�c� - kolumn� XTerra MS 

C18 [440]. W 1D elucja gradientowa obejmowała wzrastaj�ce st��enie metanolu w 

wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego od 20% do 100% w czasie tG 31 min. 

Natomiast w 2D rozdzielenia prowadzono według programu elucji gradientowej, 

obejmuj�cego dla ka�dej frakcji wzrastaj�ce st��enie acetonitrylu w wodzie z 

dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego od 5% do 60% w czasie tG 35,4 min (ang. shifted 

linear gradient). Autorzy wykorzystali technik� on-line heart-cutting, jako element 

opracowanego systemu on-line comprehensive, do usuni�cia z badanego ekstraktu

pi�ciu dominuj�cych składników, przenosz�c zawieraj�cy je eluat z kolumny 1D do 

kolumny wychwytuj�cej [440]. Pozostały eluat z kolumny 1D kierowano do kolumny 2D, 

co umo�liwiło rozpoznanie składników wyst�puj�cych w niskich st��eniach [440]. W 

rezultacie uzyskano separacj� 271 zwi�zków z wyci�gu z P. lobata oraz 254 z P. 

thomsonii [440]. 

 Kombinacja chromatografii wykluczania (SEC) i chromatografii w układzie faz 

odwróconych (RP) umo�liwiła analiz� składników frakcji octanowej wyci�gu wodno-

alkoholowego z Astragali Radix (surowiec pochodził z gatunku A. membranaceus)

[617].  W rozdzieleniach w 1D wykorzystano kolumn� BIOSEP–SEC–S 2000, 

charakteryzuj�c� si� wysok� zdolno�ci� separacji glikozydowych form flawonoidów od 

wolnych aglikonów w oparciu o ró�nice w masach cz�steczkach [617]. W 1D 

stosowano gradient liniowy: 0%-50% ACN w wodzie (tG 30 minut). W optymalizacji 

rozdziele� w 2D testowano siedem kolumn RP, spo�ród których najbardziej efektywn�

była kolumna Phenomenex Gemini–NX C18 [617]. Separacj� w 2D prowadzono z 

u�yciem elucji gradientowej, obejmuj�cej wzrost st��enia ACN od 20% do 75%w 

wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu octowego (tG 50 min) [617]. W skonstruowanym 

systemie otrzymano rozdzielenie 24 izoflawonów obok 10 pterokarpanów i izoflawanów 

oaz 13 astragalozydów [617]. 
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CZ��� EKSPERYMENTALNA

A. BADANIA FITOCHEMICZNE 

1. Rozpuszczalniki i odczynniki chemiczne 

1.1. Rozpuszczalniki organiczne 

Lp. Nazwa Producent 
1. Aceton cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
2. Acetonitryl (stopie� czysto�ci HPLC) J.T. Baker, Deventer, Holandia 

3. Butanol cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
4. Chloroform cz.d.a. POCH S.A., Gliwice, Polska 
5. Cykloheksan POCH S.A., Gliwice, Polska 
6. Etanol Polmos, Starogard Gda�ski, Polska 
7. Eter dietylowy cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 

8. Eter naftowy cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
9. Heksan J.T. Baker, Deventer, Holandia 
10. Izopropanol POCH S.A., Gliwice, Polska 
11. Metanol (stopie� czysto�ci HPLC) POCh S.A., Gliwice, Polska  
12. n-Heptan POCh S.A., Gliwice, Polska 

13. Octan etylu cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
14. Tetrahydrofuran (stopie� czysto�ci 

HPLC) 
J.T. Baker, Deventer, Holandia 

1.2 Odczynniki chemiczne 

Nazwa Producent 
Aldehyd any�owy Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Bezwodnik octowy POCh S.A., Gliwice, Polska 
Chlorek antymonu Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Chlorek magnezu cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
Chlorek sodu POCh S.A., Gliwice, Polska 
Kwas fosforomolibdenowy cz.d.a.s POCh S.A., Gliwice, Polska 
Kwas fosforowy cz.d.a. POCH S.A., Gliwice, Polska 
Kwas mrówkowy cz.d.a. Merck, Darmstadt, Niemcy  

Kwas octowy cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
Kwas siarkowy 98% cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 
kwas solny 30% cz.d.a  Merck, Darmstadt, Niemcy  
kwas trifluorooctowy 99% cz.d.a  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tiocyjanian potasu cz.d.a. POCh S.A., Gliwice, Polska 

Wanilina cz.d.a Loba Feinchemie, Fischamend, Austria 

1.3. Woda 

� woda demineralizowana otrzymana z u�yciem systemu Millipore (Molsheim, 
Francja) 

� woda redestylowana otrzymana z u�yciem destylarki REL-5 (Zakłady 
Automatyki Mera- Polna, Przemy�l, Polska). 
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2. Zwi�zki wzorcowe 

 Roztwory podstawowe zwi�zków wzorcowych przygotowano przez 
 rozpuszczenie 1 mg zwi�zku w 1 ml metanolu. 

2.1. Flawonoidy 

2.1.1. Glikozydy flawonoidowe 

Nazwa Producent  

Witeksyna  PhytoLab GmbH & Co. KG (Germany) 
Izowiteksyna  Wyizolowana z ziela Bryonia dioica w toku wcze�niejszych 

bada� w Katedrze i Zakładzie Farmakognozji GUMed [295, 
296] 

Orientyna PhytoLab GmbH & Co. KG (Germany) 

Izoorientyna PhytoLab GmbH & Co. KG (Germany) 
Wicenina-1 Wuxi Apptec (China) 

Wicenina-2 Wuxi Apptec (China)

Wicenina-3 Wuxi Apptec (China)
Szaftozyd Katedra i Zakład Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w 

Poznaniu (Polska)  
Extrasynthese, Genay, Francja 

Izoszaftozyd Katedra i Zakład Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w 
Poznaniu (Polska) 
Extrasynthese, Genay, Francja

7-O-glukozyd 
izowiteksyny 

Extrasynthese, Genay, Francja 

2"-O-ramnozyd 
witeksyny 

Extrasynthese, Genay, Francja 

2.1.2. Aglikony flawonoidowe 

Nazwa Producent  

Apigenina Fluka, Buchs, Szwajcaria 

Luteolina Fluka, Buchs, Szwajcaria 

2.1.3. Izoflawony 

Nazwa Producent  

Biochanina A Extrasynthese, Genay, Francja 
Daidzeina Extrasynthese, Genay, Francja 

Formononetyna Extrasynthese, Genay, Francja 
Irylon Extrasynthese, Genay, Francja 
Kalikozyna Extrasynthese, Genay, Francja 

Kalikozyny 7-O-glukozyd Phytomarker, Tianjin, Chiny
5,7,3’-trihydroksy-5’ metoksyizoflawon  Extrasynthese, Genay, Francja 
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2.2. Saponiny steroidowe 

2.2.1. Saponozydy furostanowe 

Nazwa Producent  

Protodioscyna Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

2.2.2. Sapogeniny steroidowe 

Nazwa Producent  

Diosgenina PhytoLab GmbH & Co. KG, Niemcy 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Jamogenina PhytoLab GmbH & Co. KG, Niemcy 
Tigogeniny octan Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Sarsasapogenina Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Smilagenina PhytoLab GmbH & Co. KG, Niemcy 

2.3. Alkaloidy 

Nazwa Producent  

Trygonelina Extrasynthese, Genay, Francja 

3. Aparatura i sprz�t laboratoryjny 

3.1. Chromatografia cienkowarstwowa - TLC i HPTLC 

• komory chromatograficzne: 
− automatyczna komora chromatograficzna ACD 2 (Automating 

Developing Chamber) (Camag, Muttenz, Szwajcaria), 

− pozioma komora DS II (Chromdes, Polska) (10 cm x 10 cm) 

− komora pionowa o wymiarach 10 cm  x 11 cm  x 6 cm  

− pionowa analityczna komora Chropa, 
• półautomatyczny aplikator AS 30 (Desaga, Numbrecht, Niemcy), 

• mikrostrzykawka 10 µl (Hamilton, Reno, USA) 

• półautomatyczny spryskiwacz TLC (Camag, Szwajcaria) 

• kabina do spryskiwania chromatogramów TLC (Camag, Szwajcaria) 

• płyta grzewcza Termoplate S (Desaga, Niemcy), 

• komora wizualizacyjna z lamp� UV (254 nm/366 nm) (Camag, Muttenz, 
Szwajcaria) 

• densytometr CD 60 (Desaga, Niemcy), pracuj�cy pod kontrol� komputera 
PC (oprogramowanie ProQuant). 

• przyrz�d do ci�cia płytek chromatograficznych (Desaga, Niemcy) 
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3.2.  Systemy wysokosprawnej chromatografii cieczowej - 

HPLC 

3.2.1.  Systemy do jednowymiarowej wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej  

3.2.1.1. System HPLC-UV Prominence firmy Shimadzu (Japonia): 

• urz�dzenie odgazowuj�ce ciecz elucyjn� (degazer) DGU-20A5 Prominence 

• termostat kolumny CTO-10ASVP Prominence 

• automatyczny podajnik próbek (autosampler) SIL-20ACXR Prominence 

• pompa LC-20AD Prominence 

• detektor UV-VIS SPD-20A Prominence 

• ł�cznik CBM-20A/20 Alite Prominence 

• oprogramowanie LCsolution, wersja 1.2  

3.2.1.2. System HPLC-DAD-ESI-MS Prominence firmy Shimadzu (Japonia): 

• urz�dzenie odgazowuj�ce ciecz elucyjn� (degazer) DGU-20A5  

• pompy LC-20AD (2) 

• statyczna komora mieszania (mieszalnik) (V 100 µl) 

• kontroler CBM-20A 

• termostat kolumny CTO-20AC 

• automatyczny podajnik próbek (autosampler) SIL 20ACXR

• detektor DAD  (Diode Array Detector) SPD-20A Prominence 

• spektrometr mas LCMS-2020 (Liquid Chromatography Mass Spectrometer) ze 
�rodłem jonów ESI (Electrospray Ionization) 

• wytwornica azotu (Nitrogen generator) (Peak Scientific, Szkocja) 

• oprogramowanie Lab Solution wersja 1.2. 

3.2.1.3. System HPLC-ELSD  firmy Shimadzu (Japonia): 

• urz�dzenie odgazowuj�ce ciecz elucyjn� (degazer)  DGU-20A5 Prominence 

• termostat kolumny CTO-10ASVP Prominence 

• automatyczny podajnik próbek (autosampler) SIL-20ACXR Prominence 

• pompa LC-20AD Prominence 

• statyczna komora mieszania (mieszalnik) 0,5-2,6 ml HP  

• kontroler CBM-20A 

• wytwornica azotu (Nitrogen generator) (Peak Scientific, Szkocja) 

• laserowy detektor �wiatła rozproszonego ELSD 3300 (Alltech Associates, USA) 
z azotem jako gazem nebulizuj�cym 

• ł�cznik CBM-20A/20Alite Prominence 

• oprogramowanie LCsolution, wersja 1.2  
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3.2.2.  Systemy do dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej  

• urz�dzenie odgazowuj�ce ciecz elucyjn� (degazer) DGU-20A5  

• pompy LC-20AD (2) 

• pompy LC-20AD XR (2) 

• statyczna komora mieszania (mieszalnik) (V 100 µl) (2) 

• kontroler CBM-20A 

• termostat kolumny CTO-20AC 

• automatyczny podajnik próbek (autosampler) SIL 20ACXR 

• dwukierunkowy zawór 10-dro�ny 

• detektor DAD  (Diode Array Detector) SPD-20A (2,5 µl obj�to�
 celki detektora 
dla 1D; 18 µl obj�to�
 celki dla 2D) 

• spektrometr mas LCMS-2020 ze �rodłem jonow ESI (Electrospray Ionization) 

• dzielnik strumienia (No. 600-PO10-06) (Analytical Scientific Instruments, USA). 

• wytwornica azotu (Nitrogen generator) (Peak Scientific, Wielka Brytania) 

• oprogramowanie LCsolution, wersja 1.2  

3.3. Inne 

� ła
nie wodne: Unipan typ 356P (Warszawa, Polska), SWL (Bytom, Polska),  
� mieszadło magnetyczne (IKA, Niemcy), 
� ekstraktor ASE 350 (Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 Accelerated 

Solvent Extractor system) (Dionex, Kalifornia, USA)

� ekstraktor mikrofalowy NEOS GR  (Milestone, Włochy) 
� płuczka ultrad
wi�kowa (Bandelin, Niemcy) 
� automatyczny aparat Soxhleta B-811 (BÜCHI Labortechnik AG, Szwajcaria)  
� klasyczny aparat Soxhleta 
� wirówka (MPW Med. Instruments, Polska) 
� wyparka pró�niowa (Unipan, Polska) 
� s�czki membranowe o �rednicy porów 0,45 �m (Supelco, USA).  

4. Analiza chromatograficzna 

4.1. Chromatografia cienkowarstwowa 

4.1.1. Płytki chromatograficzne do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) 

 Stosowano płytki szklane pokryte nast�puj�cymi adsorbentami: 

• �elem krzemionkowym – Kieselgel 60 F254 (10 cmx20 cm; 0,25 mm) (Merck, 
Niemcy), 

• �elem krzemionkowym -  Kieselgel 60 F254 Lux Plate (10 cmx20 cm; 0,25 mm) 
(Merck, Niemcy). 

• celuloz� – Cellulose (10 cm x 10 cm; 0,1 mm) (Merck, Niemcy) 
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• �elem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi  –  C-18 F254S

(10 cm × 20 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy) 

• �elem krzemionkowym Kieselgel 60 F254 Adamant (5,0 cm x 10,0 cm; 0,25 mm) 
(Merck, Niemcy). 

4.1.2. Płytki chromatograficzne do wysokosprawnej chromatografii 

cienkowarstwowej (HPTLC) 

 Stosowano płytki szklane pokryte nast�puj�cymi adsorbentami: 

• �elem krzemionkowym – Silicagel 60 F254 ( 10 cm x 20 cm, 0,2 mm) (Merck, 
Niemcy), 

• �elem krzemionkowym – Silicagel 60 F254 Lichrospher ( 10 cm x 20 cm;  
0,2 mm), 

• �elem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktylowymi RP-8 F254 (10 cm  
x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy), 

• �elem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi C-18 F254 (10 
cm x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy), ; 

• �elem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi – C-18W 
F254S (10 cm ×10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)  

• �elem krzemionkowym modyfikowanym resztami diolowymi  DIOL F254s (10 cm 
x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy). 

4.1.3. Fazy ruchome 

• F1   – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) 

• F2   – heptan:octan etylu (7:3, v/v) 

• F3   – metanol:woda (4:1, v/v) 

• F4  – chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) 

• F5   – chloroform:metanol:woda (90:5:5, v/v/v) 

• F6   – cykloheksan:aceton (1:1, v/v) 

• F7   – chloroform:aceton (7:3, v/v) 

• F8   – chloroform:aceton (8:2, v/v) 

• F9   – chloroform:aceton (9:1, v/v) 

• F10 – dichlorometan:aceton (9:1, v/v) 

• F11 – heksan:aceton (8:2, v/v) 

• F12 – heksan:octan etylu (6:1, v/v) 

• F13 – izopropanol:heptan (1:12, v/v)  

• F14 – izopropanol:eter naftowy (1:12, v/v) 

• F15 – eter naftowy:octan etylu (7:3, v/v) 

• F16 – butanol:woda:kwas octowy (4:1:1, v/v/v) 

• F17 – izopropanol (100%) 

• F18 – chloroform (100%) 

• F19 – octan etylu (100%) 

• F20 – metanol (100%) 

• F21 – butanol (100%) 
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• F22 – eter etylowy (100%) 

• F23 – heptan:octan etylu (1:2, v/v) 

• F24 – heptan:octan etylu (1:1, v/v) 

• F25 – heptan:octan etylu (2:1, v/v) 

• F26 – heptan:octan etylu (3:1, v/v) 

• F27 – heptan:octan etylu (4:1, v/v) 

• F28 – heptan:octan etylu (10:3, v/v) 

• F29 – n-butanol: kwas octowy: woda (BAW) (3:1:1, v/v) 

• F30 – 15% kwas octowy 

• F31 – metanol:woda:kwas mrówkowy (40:60:1, v/v) 

• F32 – metanol:woda:kwas mrówkowy (40:60:6, v/v) 

• F33 – metanol:woda:kwas mrówkowy (25:75:1, v/v/v)

• F34 – metanol:woda:kwas mrówkowy (50:50:1, v/v/v)

• F35 – metanol:woda:kwas mrówkowy (70:30:6, v/v/v)

• F36 – metanol:woda:kwas mrówkowy (75:25:1, v/v/v)

• F37 – metanol:woda:kwas mrówkowy (70:30:1, v/v/v)

• F38 – acetonitryl:woda:kwas mrówkowy (50:50:0,5, v/v/v) 

• F39 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (13:6:2, v/v/v) 

• F40 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:10:2, v/v/v) 

• F41 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (35:30:2, v/v/v) 

• F42 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:3, v/v/v) 

• F43 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:4, v/v/v) 

• F44 – chloroform:etanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) 

• F45 – butanol:woda:kwas octowy (50:20:20, v/v/v) 

• F46 – butanol:woda:kwas octowy (50:10:10, v/v/v) 

• F47 – metanol:0,1% kwas mrówkowy (70:30. v/v)  

• F48 – chloroform:metanol:kwas mrówkowy:woda (10:4:1:1, v/v/v/v) 

• F49 – metanol:woda (75:25, v/v) 

• F50 – octan etylu:kwas octowy:woda (7:2:2, v/v/v) 

• F51 – tetrahydrofuran:woda:kwas mrówkowy (24:76:1, v/v/v) 

• F52 – butanol:woda (1:1, v/v) 

4.1.4. Odczynniki wywołuj�ce 

4.1.4.1. Odczynniki wywołuj�ce sapogeniny steroidowe 

� Roztwór waniliny w kwasie fosforowym [521] 
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 

w temperaturze 105°C przez 3 minuty. 

� 2 % roztwór kwasu siarkowego w metanolu [521] 
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 

w temperaturze 105°C przez 3 minuty. 
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� Odczynnik Liebermanna – Burcharda [213, 521] 
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 

w temperaturze 105°C przez 3 minuty. 

� 5% etanolowy roztwór kwasu fosforomolibdenowego [521] 
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 

w temperaturze 105°C przez 3 minuty. 

� 10% roztwór chlorku antymonu [213, 521]
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 

w temperaturze 105°C przez 3 min.  

� Roztwór aldehydu any�owego [82, 213] 
 Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano w temperaturze 

105°C przez 3 min.  

� Zmodyfikowany roztwór aldehydu any�owego 
 Do 10ml roztworu aldehydu any�owego [82, 213] dodano 8,5 ml metanolu i 

1,0 ml kwasu octowego. Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram 
ogrzewano na płycie grzewczej w temperaturze 105°C przez 1 min.  

4.1.4.2. Odczynniki wywołuj�ce saponiny furostanowe 

� Odczynnik Ehrlicha [213, 521]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na płycie grzewczej 
w temperaturze 105°C przez 3 minuty. 

4.1.5. Rozdzielenia w automatycznej komorze chromatograficznej ADC2 

Parametry rozdziele� TLC w komorze chromatograficznej ADC2 
optymalizowano w zakresie: 

• czasu ustalania okre�lonej wilgotno�ci z u�yciem nasyconych roztworów 
soli nieorganicznych : 

− chlorku magnezu (MgCl2) - 33% 

− tiocyjanianu potasu (KSCN) - 47%, 

− chlorku sodu (NaCl) - 75% 

• czasu wysycania komory,  

• czasu prekondycjonowania płytki w wysyconej komorze chromatograficznej,  

• dystansu rozwijania chromatogramu,  

• czasu suszenia chromatogramu po rozwini�ciu.  
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4.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa 

4.2.1. Kolumny chromatograficzne 
Stosowano kolumny HPLC o ró�nych wymiarach, wypełnione ró�nymi adsorbentami o 
zmiennej wielko�ci ziaren. 

4.2.1.1. Systemy jednowymiarowe 
� Nova Pack (150 mm x 4 mm x 4 µm) (Waters) 
� Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm) (Phenomenex, Torrance, 

USA) 
� Kinetex C-18  (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) (Phenomenex, Torrance, 

USA) 
� Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 µm) (SUPELCO, Bellefonte, 

USA) (2)

4.2.1.2. Systemy dwuwymiarowe 

4.2.1.2.1. Kolumny stosowane w pierwszym wymiarze (1D): 

� Nucleodur Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm) (Macherey-
Nagel, Düren, Germany)

4.2.1.2.2. Kolumny stosowane w drugim wymiarze (2D): 

� Kinetex C-18  (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) (Phenomenex, Torrance, 
USA) 

� Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 µm) (SUPELCO, Bellefonte, 
USA)

4.2.2. Elucja 
Stosowano fazy ruchome, stanowi�ce mieszaniny rozpuszczalników organicznych i 
wody, z dodatkiem kwasów organicznych. 

4.2.2.1. Fazy ruchome 

A. 0,1% roztwór TFA w wodzie (v/v) 
B. 0,1% roztwór TFA w mieszaninie metanol : woda (50:50, v/v) 
C. 0,1% roztwór TFA w mieszaninie metanol : woda (85:15, v/v) 
D. 0,1% roztwór TFA w mieszaninie metanol : acetonitryl : woda (330:40:80, v/v/v)            
E. 0,1% roztwór TFA w mieszaninie acetonitryl : woda (50:50, v/v) 
F. 0,1% roztwór TFA w mieszaninie metanol : woda : tetrahydrofuran (83:15:2, v/v/v)               
G. 0,1% roztwór kwasu mrówkowego  w wodzie (v/v) 
H. 0,1% roztwór kwasu mrówkowego  w acetonitrylu (v/v) 
I. 0,1% roztwór kwasu mrówkowego  w metanolu (v/v) 

Fazy ruchome sporz�dzano wykorzystuj�c rozpuszczalniki organiczne (stopie�
czysto�ci HPLC) oraz wod� redestylowan� (analityczny stopie� czysto�ci), a nast�pnie 
filtrowano przez s�czki membranowe o �rednicy porów 0,22 �m (Supelco, USA).  
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4.2.2.2.  Elucja izokratyczna 

Stosowano mieszaniny rozpuszczalników E i A o ró�nym st��eniu E: 

• S1 – 20% E w A+E 

• S2 – 23% E w A+E 

• S3 – 26% E w A+E 

• S4 – 30% E w A+E 

• S5 – 32% E w A+E 

• S6 – 35% E w A+E 

• S7 – 36% E w A+E 

• S8 – 38% E w A+E 

• S9 – 40% E w A+E 

• S10 – 45% E w A+E 

• S11 – 50% E w A+E 

• S12 – 55% E  w A+E 

Stosowano mieszaniny rozpuszczalników G i I o ró�nym st��eniu I: 

• S13 – 20% I w G+I 

• S14 – 30% I w G+I 

4.2.2.3. Programy elucji  gradientowej 

� Program  I - mieszanina rozpuszczalników A + E: 
 0 min 16% E, 15 min 16% E, 15–35 min 16–24% E, 35–45 min 24% E, 45–60 min 

24–50% E, 60–70 min 50–70% E  
� Program II - mieszanina rozpuszczalników B + A:
 0 min - 40% B, 5 min - 60% B, 5 min, B 15 min– 60% B 
� Program III - mieszanina rozpuszczalników B + A:
 0 min – 43% B, 5 min – 50% B, 27 min – 50% B, 30 min - 60% B, 40 min – 60% B, 

50 min – 70% B, 60 min – 100% B 
� Program IV - mieszanina rozpuszczalników C + A:
 0 min - 40% C, 5 min - 50% C, 27 min - 50% C, 30 min - 60% C, 40 min - 60% C, 

50 min - 100% C,  
� Program V - mieszanina rozpuszczalników F + A:
 0 min - 43% F, 5 min - 50% F, 15 min - 60% F, 30 min - 80% F, 40 min - 90% F 
� Program VI - mieszanina rozpuszczalników D + A:
 0 min - 43% D, 5 min - 50% D, 20 min - 60% D, 40 min - 80% D, 50 min - 90%,  
� Program VII - mieszanina rozpuszczalników E + A:
 0 min - 35% E, 5 min - 40% E, 30 min - 80% E, 40 min - 80% E, 50 min - 90% E 
� Program VIII - mieszanina rozpuszczalników D + A:
 0 min - 43% D, 1,2 min - 43% D, 12 min - 60% D, 35 min - 80% D, 47 min - 90% D 
� Program IX - mieszanina rozpuszczalników G + H:
 0 min - 20% H, 27 min - 33,5% H, 45 min - 100% H 
� Program X - mieszanina rozpuszczalników G + H:
 0 min - 20% H, 54 min - 33,5% H, 90 min - 100% H 
� Program XI - mieszanina rozpuszczalników G + H:
 0 min - 20% H, 40 min - 25% H, 45 min - 100% H 
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� Program XII - mieszanina rozpuszczalników G + I:
 0 min - 20% I, 10 min - 20% I, 30 min - 30% I, 40 min - 30% I,  
� Program XIII - mieszanina rozpuszczalników G + I:
 0 min - 10% I, 10min - 30% I, 40 min - 30% I,  
� Program XIV - mieszanina rozpuszczalników G + I:
 0 min - 10% I, 10 min - 25% I, 30 min - 25% I, 46 min - 30% I,  
� Program XV - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 0% E, 50 min - 50% E, 55 min -100% E 
� Program XVI - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 0% E, 20 min - 18% E, 30 min - 25% E, 50 min - 50% E, 
� Program XVII - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 8% E, 20 min - 16% E, 30 min - 24% E, 50 min - 50% E,  
� Program XVIII - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 8% E, 10 min - 16% E, 20 min - 24% E, 40 min - 50% E,  
� Program XIX - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 16% E, 15 min - 16% E, 35 min - 24% E, 45 min - 50% E,  
� Program XX - mieszanina rozpuszczalników A+E:
 0 min - 16% E, 15 min - 16% E, 35 min - 24% E, 45 min - 24% E,  50 min - 50% E. 
  

5. Materiał ro�linny 

 Materiał ro�linny stanowiły wysuszone nasiona kozieradki pospolitej (Trigonella 

foenum-graecum), otrzymane od trzech producentów krajowych (firmy zielarskie 
Lewandowski, Kawon, Flos) oraz wysuszone nasiona kozieradki pospolitej (Trigonella 

foenum-graecum) zebrane ze stanu naturalnego w południowo-zachodniej Turcji, w 
prowincji Antalya (nasiona T1), a tak�e  otrzymane z Département des 

Sciences  Naturelles et de la Vie école normal supérieure de Laghouat  (Algieria) 
(nasiona T2).  

6.  Ekstrakcja materiału ro�linnego  

6.1. Przygotowanie ekstraktów do analizy zwi�zków czynnych w materiale 

ro�linnym 

 Sproszkowany materiał ro�linny wytrawiano stosuj�c: ekstrakcj� w aparacie 
Soxhleta, ekstrakcj� w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracj�, ekstrakcj� z 
u�yciem mieszadła magnetycznego, sonikacj�, ekstrakcj� wspomagan� mikrofalami 
(MAE) oraz przyspieszon� ekstrakcj� rozpuszczalnikiem (ASE). 
 Badania w zakresie ekstrakcji surowca ro�linnego z zastosowaniem metod 
MAE i ASE oraz automatycznego aparatu Soxhleta prowadzono we współpracy z 
Katedr� Ro�lin Warzywnych i Leczniczych Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w 
Warszawie. 
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6.1.1. Przygotowanie ekstraktów do analizy saponin steroidowych i zwi�zków 

flawonoidowych 

6.1.1.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta 

Sproszkowane nasiona kozieradki (10 g) umieszczono w gilzie ekstrakcyjnej i 
poddano trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosuj�c 
kolejno eter naftowy, chloroform i metanol (ł�czny czas ekstrakcji 100 godzin). 
Otrzymane wyci�gi organiczne uzupełniono w kolbach miarowych do obj�to�ci: 
wyci�g eterowy - 25 ml; wyci�g chloroformowy - 25 ml; wyci�g metanolowy  
(SPPChE ) - 100 ml. 

6.1.1.2. Przygotowanie wyci�gu do analizy saponin furostanowych 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano 70% etanolem (v/v) z 
u�yciem mieszadła magnetycznego, pod chłodnica zwrotn�, w temperaturze 
60°C (2 x 3 h; 2 x 100 ml). Otrzymany wyci�g F zliofilizowano i przeznaczono 
do analiz. 

6.1.2. Przygotowanie wyci�gów do oceny wydajno�ci ekstrakcji C-

glikozyloflawonów 

Wyci�gi otrzymane według procedur opisanych w punktach 6.1.2.1. - 6.1.2.6. 
zestawiono  w tabeli 3. 

6.1.2.1. Ekstrakcja w klasycznym aparacie Soxhleta 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano wyczerpuj�co według 
procedury opisanej w punkcie A 6.1.1.1. lub wytrawiano metanolem w aparacie 
Soxhleta przez 5 godzin. 

6.1.2.2. Ekstrakcja z u�yciem mieszadła magnetycznego 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano 50%, 70% oraz 100% 
metanolem (v/v) z u�yciem mieszadła magnetycznego, pod chłodnic� zwrotn�, 
w temperaturze pokojowej (maceracja) oraz w temperaturze 60°C (2 x 3 h; 2 x 
100 ml). Wyci�g przes�czono przez s�czek bibułowy i zag�szczono pod 
zmniejszonym ci�nieniem, doprowadzaj�c do obj�to�ci 100 ml w kolbie 
miarowej 

6.1.2.3. Ekstrakcja wspomagana ultrad
wi�kami 

Sproszkowane nasiona kozieradki (0,5 g) ekstrahowano jedno- lub trzykrotnie w 
zamkni�tych, plastikowych probówkach w płuczce ultrad�wi�kowej z u�yciem 
50%, 70% oraz 100% metanolu (v/v) (10 ml). Czas ekstrakcji wynosił 
odpowiednio: 15 minut, 30 minut, 35 minut, 40 minut, 50 minut oraz 60 minut 
lub 3 x 10 minut. Otrzymane wyci�gi s�czono przez s�czek bibułowy i 
doprowadzono do obj�to�ci 10 ml w kolbach miarowych. 
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6.1.2.4. Ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) poddano ekstrakcji metanolem w 
automatycznym aparacie Soxhleta (15 cykli ekstrakcji oraz 25 cykli ekstrakcji). 
Otrzymane wyci�gi (AS-15 i AS-25, odpowiednio) przes�czono przez s�czek 
bibułowy i doprowadzono do obj�to�ci 100 ml w kolbie miarowej. 

6.1.2.5. Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE - Microwave-Assisted 

Extraction) 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) poddano ekstrakcji 70% metanolem 
(v/v) w ekstraktorze mikrofalowym NEOS GR. Stosowano zmienny czas 
ekstrakcji (5 min, 10 min, 15 min i 30 min) oraz zmienn� moc (50 W, 100 W i 
150 W). Ekstrakcj� prowadzono w temperaturze 71°C (temperatura wrzenia 
rozpuszczalnika w ekstraktorze). 

6.1.2.6. Przyspieszona ekstrakcja za pomoc� rozpuszczalnika (ASE - 

Accelerated Solvent Extraction) 

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) umieszczono w celkach 
ekstrakcyjnych ze stali nierdzewnej o pojemno�ci 10 ml, które dopełniono 
ziemi� okrzemkow� (Dionex DE (P/N 062819). Materiał ro�linny poddano 
ekstrakcji 70% metanolem (v/v) oraz 100% metanolem, stosuj�c zmienny czas 
ekstrakcji (5 min, 10 min, 15 min) oraz zmienn� temperatur� (temp. 25°C, 60°C, 
100°C). Obj�to�
 płukania rozpuszczalnikiem ekstkracyjnym: rinse vol.=50% 
obj�to�ci celki ekstrakcyjnej. Otrzymane wyci�gi s�czono przez s�czek 
bibułowy do kolb miarowych, uzupełniaj�c rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym do 
obj�to�ci  10 ml. 

Wyci�g Surowiec Rozpuszczalnik Ilo�	
rozpuszczalnika 

Temperatura Czas 

     
Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

SPPChE 5,0 g   metanol a 100 ml 80ºC 25 h 
SXb 5,0 g metanol  100 ml 80ºC 5 h 

Ekstrakcja z u�yciem mieszadła magnetycznego
M1 5,0 g metanol 2x100 ml pokojowa d 2x3 h 
M2 5,0 g metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 
M3 5,0 g 70% metanol 2x100 ml pokojowa 

d
 2x3 h 

M4 5,0 g 70% metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 
M5 5,0 g 50% metanol 2x100 ml pokojowa 

d
 2x3 h 

M6 5,0 g 50% metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 
Ekstrakcja wspomagana ultrad
wi�kami

S1 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 15 min. 

S2 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 15 min. 

S3 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 15 min. 

S4 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 30 min. 

S5 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 30 min. 

S6 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 30 min. 

S7 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 35 min. 

S8 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 35 min. 

S9 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 35 min. 

S10 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 40 min. 

S11 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 40 min. 

S12 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 40 min. 
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Wyci�g Surowiec Rozpuszczalnik Ilo�	
rozpuszczalnika 

Temperatura Czas 

S13 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 50 min. 

S14 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 50 min. 

S15 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 50 min. 

S16 0,5 g metanol 10 ml pokojowa
b
 60 min. 

S17 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa
b
 60 min. 

S18 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa
b
 60 min. 

S19 0,5 g 50% metanol 3 x 10 ml pokojowa
b
 3 x 10 min. 

S20 0,5 g 70% metanol 3 x 10 ml pokojowa
b
 3 x 10 min. 

Ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta
AS-15 5,0 g metanol 100 ml 80ºC 15 cykli 
AS-25 5,0 g metanol 100 ml 80ºC 25 cykli 

Przyspieszona ekstrakcja za pomoc� rozpuszczalnika (ASE)
ASE-A 0,5 g 70% metanol 10 ml  

c
 24ºC 5 min. 

ASE-B 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 24ºC 2x5min. 

ASE-C 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 24ºC 4x5min. 

ASE-D 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 60˚C 5 min. 

ASE-E 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 60˚C 2x5min. 

ASE-F 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 60˚C 4x5min. 

ASE-G 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 100˚C 5 min. 

ASE-H 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 100˚C 2x5min. 

ASE-I 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 100˚C 4x5min. 

ASE-J 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 125˚C 5 min. 

ASE-K 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 150˚C 5 min. 

ASE-L 0,5 g 70% metanol 10 ml  
c
 200˚C 5 min. 

ASE-AMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 24ºC 5 min. 

ASE-BMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 24ºC 2x5min. 

ASE-CMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 24ºC 4x5min. 

ASE-DMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 60˚C 5 min. 

ASE-EMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 60˚C 2x5min. 

ASE-FMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 60˚C 4x5min. 

Przyspieszona ekstrakcja za pomoc� rozpuszczalnika (ASE) c.d.
ASE-GMeOH 0,5 g metanol 10 ml  

c
 100˚C 5 min. 

ASE-HMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 100˚C 2x5min. 

ASE-IMeOH 0,5 g metanol 10 ml  
c
 100˚C 4x5min. 

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
Wyci�g Ilo�	

surowca 
Rozpuszczalnik Ilo�	

rozpuszczalnika 
Temperatura Czas

[min] 
Moc 
[W] 

MAE1 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 50 
MAE2 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 100 
MAE3 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 5 100 
MAE4 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 50 
MAE5 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 5 150 
MAE6 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 100 
MAE7 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 30 50 
MAE8 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 150 
MAE9 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 150 

a 
ekstrakcja surowca oczyszczonego wst�pnie z u�yciem rozpuszczalników organicznych 

(A.6.1.1.1.) 
b
 pocz�tkowa temperatura ekstrakcji w ła�ni ultrad�wi�kowej 

c 
obj�to�
 celki ekstrakcyjnej, do której wprowadzany jest rozpuszczalnik pod ci�nieniem 

d
 maceracja 

Tab.3. Zestawienie wyci�gów przeznaczonych do bada� wydajno�ci ekstrakcji C-
glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki, otrzymanych w u�yciem metod opisanych w punktach 
6.1.2.1. - 6.1.2.6. 
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6.1.3. Przygotowanie prób do analizy diosgeniny po hydrolizie kwasowej 
 Wysuszone, sproszkowane nasiona kozieradki (2,0 g) poddano ekstrakcji i 

hydrolizie kwasowej zgodnie z procedurami opisanymi w literaturze [282, 554] oraz 

przedstawionymi poni�ej. W badaniach wykorzystano surowiec nieoczyszczony oraz 

wst�pnie odtłuszczony. Otrzymane hydrolizaty ekstrahowano za pomoc� chloroformem 

(3 x 50 ml). Poł�czone wyci�gi chloroformowe zag�szczano pod zmniejszonym 

ci�nieniem i uzupełniano do obj�to�ci 10 ml w kolbach miarowych. 

6.1.3.1 Oczyszczanie materiału ro�linnego 

 Materiał ro�linny w aparacie Soxhleta z u�yciem eteru naftowego (nasiona 

SPP)(wyci�g SPPE1) lub chloroformu (nasiona SPCh)(wyci�g SPChE1) lub 

eteru naftowego, a nast�pnie chloroformu (nasiona SPPCh). 

6.1.3.2. Otrzymywanie wyci�gów metanolowych  

Nasiona SPP, SPCh oraz SPPCh poddano wyczerpuj�cej ekstrakcji metanolem 

w aparacie Soxhleta (wyci�gi: SPPE2, SPChE2, SPPChME, odpowiednio). 

Nieoczyszczone wst�pnie nasiona kozieradki, nasiona SPP i SPCh 

ekstrahowano metanolem po chłodnic� zwrotn� (50 ml, 2h, 80ºC) (wyci�gi: E, 

SPPE3, SPChE3, odpowiednio). Ponadto nieoczyszczone nasiona kozieradki 

ekstrahowano z u�yciem ultrad�wi�ków metanolem (10 ml; temp. 25°C) (10 

minut, 20 minut lub 30 minut) (wyci�gi UME1, UME2, UME3, odpowiednio). 

6.1.3.3. Oczyszczanie wyci�gów metanolowych 

Wyci�g E oczyszczano wg zmodyfikowanej metody Kim i wsp. [282]: 

rozcie�czono wod� destylowan� do obj�to�ci 100 ml i  wytrz�sano z n-

heksanem (3 x 50 ml). Pozostało�
 wodn� (EAq) poddano hydrolizie kwasowej, 

a otrzymany hydrolizat (hydrolizat Eaq-H) przeznaczono do bada�. 

6.1.3.4. Hydroliza kwasowa saponin steroidowych 

Hydroliz� kwasow� prowadzono z u�yciem roztworów kwasu siarkowego VI 

 (H2SO4) o ró�nym st��eniu w roztworach  ró�nych rozpuszczalników, mianowicie: 

• 2M H2SO4 w wodzie (2M H2SO4 aq) 

• 2,5M H2SO4 w wodzie (2,5M H2SO4 aq) 

• 2M H2SO4 w 50% metanolu (2M H2SO4 50%MeOH) 

• 2M H2SO4 w 70% izopropanolu (2M H2SO4 izo) 

• 2,5M H2SO4 w etanolu  (2,5M H2SO4 EtOH) 

 Hydrolizie kwasowej poddano : 

• nasiona nieoczyszczone (2,0 g) (hydrolizat H) 

• nasiona wst�pnie odtłuszczone: SPP i SPCh (hydrolizaty SPP-H and SPCh-

H, odpowiednio) 

• wyci�gi metanolowe: ME, SPPME, SPChME, SPPChME, UME1, UME2, 

UME3 (hydrolizaty: ME-H, SPPME-H, SPChME-H, SPPChME-H, UME1-H, 

UME2-H, UME3-H, odpowiednio) 

• wyci�gi SPPE oraz SPChE  (hydrolizaty SPPE-H i SPChE-H) 

• pozostało�
 wodn� po ekstrakcji heksanem (MEAq) (hydrolizat MEAq-H).
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Otrzymane hydrolizaty odparowano do sucha pod zmniejszonym ci�nieniem. 

Do suchej pozostało�ci dodano 2M H2SO4 aq lub 2M H2SO4 50%MeOH w stosunku 

50 ml roztworu kwasu na 2,0 g surowca (lub odpowiedni� mas� wyci�gu 

organicznego) i ogrzewano pod chłodnica zwrotn� w temperaturze 80ºC przez 

2 godziny.  

Stosowano nast�puj�ce modyfikacje warunków hydrolizy: 

A. 2,5M H2SO4 EtOH, 80ºC, 4 godziny [554]; nieoczyszczone nasiona kozieradki 

(hydrolizat HA) 

B. 2,5M H2SO4 aq; 80ºC, 4 godziny; wyci�g SPPChME (hydrolizat SPPCHME-HB)  

C. 2M H2SO4 izo; 80ºC, 2 godziny; wyci�g SPPChME (hydrolizat SPPChME-HC). 

7. Analiza chromatograficzna zwi�zków czynnych wyci�gów z nasion 

kozieradki 

7.1. Analiza chromatograficzna C-glikozyloflawonów 

7.1.1. Analiza jako�ciowa metod� chromatografii cienkowarstwowej 

7.1.1.1. Analiza metod� HPTLC 

Analizy wykonano na płytkach HPTLC C-18w z zastosowaniem fazy ruchomej 

metanol:woda:kwas mrówkowy (40:60:6, v/v) (F32). Badane ekstrakty oraz 

roztwory substancji wzorcowych nanoszono mikrostrzykawk� w formie plamy. 

Chromatogramy rozwijano na dystansie 8 cm, w temperaturze pokojowej. 

Analizy prowadzono w pionowej komorze chromatograficznej (10 cm  x 11 cm  

x 6 cm) oraz komorze ADC2, w warunkach wysycenia komory parami fazy 

ruchomej (czas wysycania 10 minut). 

7.1.1.2. Analiza jako�ciowa metod� dwukierunkowej TLC (2D TLC) 

 Rozdzielenia prowadzono w analitycznej komorze Chropa, na płytkach 

chromatograficznych pokrytych celuloz�. Jako faz� ruchom� w pierwszym 

kierunku stosowano mieszanin� n-butanol: kwas octowy: woda (BAW) (3:1:1, 

v/v) (F29) (czas wysycania komory 30 minut), natomiast w drugim kierunku, 

stosowano 15% kwas octowy (F30) jako faz� ruchom� (czas wysycania komory 

20 minut). Badany wyci�g (10 kropli) nanoszono w formie plamy za pomoc�
kapilary. Otrzymane chromatogramy analizowano w �wietle lampy UV przy 

długo�ciach fali �-254 nm i �-366 nm. 
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7.1.2. Analiza jako�ciowa metod� HPLC-DAD-ESI-MS 

7.1.2.1. Analiza jako�ciowa metod� jednowymiarowej wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej HPLC-DAD (1D HPLC) 

W analizie jako�ciowej C-glikozydów flawonowych zastosowano system 

opisany w punkcie A 3.2.1.1. Rozdzielenia prowadzono na kolumnie   Kinetex 

C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm). Jako faz� ruchom� stosowano mieszanin�
rozpuszczalników A i E (A.4.2.2.) oraz elucj� gradientow� według programu I. 

Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 1 µl; nat��enie przepływu fazy ruchomej 1 

ml/min; temperatura kolumny tkol 25°C. Detekcja UV przy długo�ci fali �-330 nm. 

7.1.2.2. Analiza jako�ciowa metod� jednowymiarowej wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej HPLC-DAD-ESI-MS (1D HPLC) 

 Stosowano system opisany w punkcie A 3.2.1.2. Rozdzielenia prowadzono na 

kolumnie   Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm). Jako faz� ruchom�
stosowano mieszanin� rozpuszczalników A i E (A.4.2.2.) oraz elucj�
gradientow� (program I). Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 1 µl; nat��enie 

przepływu fazy ruchomej 0,25 ml/min; temperatura kolumny tkol 25°C. Detekcja 

UV przy długo�ci fali �-330 nm.  

Jako metod� zbierania danych chromatograficznych stosowano monitorowanie 

wybranych jonów SIM (Selected Ion Monitoring) w trybie jonów dodatnich i 

ujemnych. Parametry pracy detektora masowego: napi�cie jonizacji 1 kV, 

napi�cie detektora 1,5 kV, temperatura DL 250°C, temperatura bloku 

grzewczego 200°C, przepływ gazu rozpylaj�cego (N2) 1,5 l/min, przepływ gazu 

susz�cego (N2) 10 l/min. 

Zwi�zki identyfikowano na podstawie uzyskanych danych spektralnych DAD-

ESI-MS, poprzez porównanie z substancjami wzorcowymi oraz w oparciu o 

dane literaturowe [143, 353, 435, 456, 574]. 

  

7.1.3. Analiza jako�ciowa metod� dwuwymiarowej wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (2D LC) 

7.1.3.1. Analiza metod� 2D-LC heart-cutting off-line 

7.1.3.1.1. Rozdzielenie w pierwszym wymiarze (1D) 

 Rozdzielenia prowadzono w wykorzystaniem systemu opisanego w punkcie 

A.3.2.2. na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm). Jako faz�
ruchom� stosowano mieszanin� rozpuszczalników A i B (A.4.2.2.) oraz elucj�
gradientow� (program II). Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 0,2 µl, nat��enie 

przepływu 0,05 ml/min, temperatura kolumny tkol 20°C. Detekcja UV przy 

długo�ci fali �-330 nm. Z kolumny 1D zebrano 9 frakcji (Fr. I-IX). Poszczególne 

frakcje zbierano r�cznie do naczy� laboratoryjnych o poj. 1,5 ml, poprzez 

umieszczenie naczynka przy kapilarze wyprowadzaj�cej eluat z detektora

(�rednica kapilary 0,13 mm, długo�
 20 cm). Uwzgl�dniaj�c parametry kapilary 

wylotowej oraz nat��enie przepływu fazy ruchomej (0,05 ml/min), zbieranie 

ka�dej kolejnej frakcji rozpoczynano 2,5 sekundy po pocz�tku wst�puj�cej 
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strony odpowiedniego piku [344] na chromatogramie i ko�czono 2,5 sekundy po 

zako�czeniu zst�puj�cej strony odpowiedniego piku [344] na chromatogramie. 

Ka�d� frakcj� zbierano 16-krotnie, ł�cz�c kolejne eluaty, przechowywano w 

szczelnie zamkni�tych naczyniach laboratoryjnych  i poddano analizie w drugim 

wymiarze w ci�gu 24 godzin od zebrania. 

7.1.3.1.2. Rozdzielenie w drugim wymiarze (2D) 

 Rozdzielenia  składników Fr. I-IX prowadzono na kolumnie  Kinetex C-18 (100 

mm x 2,1 mm x 2,6 µm). Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 20 µl,  nat��enie 

przepływu fazy ruchomej 0,2 ml/min, temperatura kolumny tkol 20°C. Detekcja 

UV przy długo�ci fali �-330 nm. Składniki poszczególnych frakcji rozdzielano w 

eksperymentalnie dobranych warunkach elucji izokratycznej, stosuj�c fazy 

ruchome S1 - S12, opisane w punkcie A.4.2.2.2.  

7.1.3.2. Analiza metod�  2D HPLC comprehensive  

7.1.3.2.1.  Optymalizacja separacji metod� comprehensive off-line 

Rozdzielenia prowadzono w wykorzystaniem systemu opisanego w punkcie A  

3.2.2. Separacj� w pierwszym wymiarze prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-

Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), przy nat��eniu przepływu 0,017 ml/min. Jako 

fazy ruchome stosowano mieszaniny rozpuszczalników A-F oraz elucj�
gradientow� (programy II - VIII). Z kolumny 1D zebrano 12 frakcji (Fr. I'-XII'). 

Zbieranie frakcji prowadzono w warunkach opisanych w punkcie 7.1.3.1.1. 

Separacj� składników Fr. I'-XII' 2D  Wykonano na kolumnie Discovery HS C18 

(75 mm x 2,1 mm x 3 µm), przy nat��eniu przepływu 2,3 ml/min, w warunkach 

elucji izokratycznej z wykorzystaniem faz ruchomych: S3 - frakcja I; S4 - frakcja 

II; S5 - frakcja III; S6 - frakcje IV, V, VII; S7 - frakcja VI; S8 - frakcje VIII i IX; S11 

- frakcje X i XI; S12 - frakcja XII. 

7.1.3.2.2.  Analiza metod� comprehensive on-line 

Wykorzystano system opisany w punkcie 3.2.2. Rozdzielenia w pierwszym 

wymiarze (1D) prowadzono na kolumnie Nucleodur Sphinx C-18-Phenyl (100 

mm x 1 mm x 5 µm). Jako faz� ruchom� zastosowano mieszanin�
rozpuszczalników A i D (A 4.2.2.) i elucj� gradientow� (program VIII). Czas 

próbkowania sygnału analogowego z detektora był stały i wynosił 0,32 sekundy. 

Nat��enie przepływu wynosiła 0,017 ml/min, temperatura kolumny tkol 20°C. 

Eluat z kolumny 1D podzielono na 12 frakcji (Fr. I'-XII'). Stosowano zmienny 

czas modulacji, dobrany eksperymentalnie, który wynosił odpowiednio: frakcja I 

- 2,7 min; frakcja II - 2,1 min; frakcja III - 2,5 min; frakcja IV - 3,0 min; frakcja V - 

1,5 min; frakcja VI - 2,6 min; frakcja VII - 2,3 min; frakcja VIII - 3,1 min; frakcja 

IX - 2,0 min; frakcja X - 2,1min; frakcja XI - 2,5 min; frakcja XII - 4,0 min. 

W drugim wymiarze zastosowano kolumn� Discovery HS C18 (75 mm x 2,1 

mm x 3 µm). Faz� ruchom� stanowiła mieszanina rozpuszczalników A i E (A 

4.2.2.2). Składniki frakcji rozdzielane były w warunkach izokratycznych z 

wykorzystaniem faz ruchomych S3-S8 oraz S11-S12  (p. 4.2.2.): Faza ruchoma 

S3 - frakcja I; S4 - frakcja II; S5 - frakcja III; S6 - frakcje IV, V, VII; S7 - frakcja 

VI; S8 - frakcje VIII i IX; S11 - frakcje X i XI; S12 - frakcja XII. Czas 
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próbkowania: 0,2 sekundy, temperatura kolumny tkol 20°C. Nat��enie przepływu 

fazy ruchomej v 2,3 ml/min. Przed wprowadzeniem do detektora masowego 

strumie� eluatu rozdzielono z u�yciem dzielnika strumienia w stosunku 1:1. 

7.1.4. Analiza ilo�ciowa C-glikozyloflawonów

7.1.4.1. Analiza ilo�ciowa sumy C-glikozyloflawonów metod� HPLC-DAD 

Rozdzielenia prowadzono przy u�yciu systemu opisanego w punkcie A 3.2.1.2 

na kolumnie  Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) w warunkach elucji 

gradientowej według programu I. Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 1µl; 

nat��enie przepływu fazy ruchomej 0,25 ml/min; temperatura kolumny tkol 25°C. 

Detekcja UV przy długo�ci fali �-330 nm. Zawarto�
 C-glikozyloflawonów 

obliczono jako sum� w przeliczeniu na apigenin� i luteolin�. 

7.1.4.1.1. Walidacja metody    

Walidacj� przeprowadzono w zakresie wyznaczenia: liniowo�ci, granicy 

wykrywalno�ci, granicy oznaczalno�ci, precyzji jedno- i mi�dzydniowej 

(powtarzalno�ci). 

7.1.4.1.2. Sporz�dzenie krzywych regresji 

Krzywe regresji wyznaczono w oparciu o analiz� powierzchni pików na 

chromatogramie, odpowiadaj�cych nast�puj�cym st��eniom flawonów: 

apigeniny - 1,257; 4,4; 8,8; 22; 66; 110 µg/ml oraz luteoliny - 0,714; 2,5; 5,0; 

12,5; 37,5; 62,5 µg/ml.  Odpowiednie st��enia przygotowano, wykorzystuj�c 

roztwory podstawowe flawonów o st��eniu 1 mg/ml. Równanie regresji i 

współczynnik korelacji podano w tabeli 5. 

 7.1.4.1.3. Okre�lenie granicy wykrywalno�ci (LOD) oraz granicy 

oznaczalno�ci (LOQ) 

 Granic� wykrywalno�ci (LOD) oznaczono dla ka�dego zwi�zku na 

chromatogramie jako trzykrotno�
 najwy�szej wysoko�ci piku szumu do piku 

wzorca (stosunek sygnał:szum=3). Granic� oznaczalno�ci dla ka�dego zwi�zku 

na chromatogramie wyznaczono jako st��enie substancji wzorcowej 

odpowiadaj�ce stosunkowi sygnał/szum=10. W obliczeniach uwzgl�dniono 

najwi�ksz� powierzchni� pola piku szumu na chromatogramie (tab. 5) 

7.1.4.1.4. Okre�lenie powtarzalno�ci  

 Powtarzalno�
 metody wyznaczono jako wzgl�dne odchylenie standardowe (% 

RSD) w oparciu o analiz� powierzchni pików otrzymanych w wyniku 8-krotnego 

dozowania roztworów substancji wzorcowych: apigeniny (0,714 µg/ml) oraz 

luteoliny (1,25 µg/ml) (tab. 5). 

7.1.4.1.5. Okre�lenie precyzji 

Precyzj�  jedno- i mi�dzydniow� wyznaczono na podstawie 7-krotnej analizy 

badanej próbki. Parametr wyznaczono dla ka�dego z pików zwi�zków na 
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chromatogramie HPLC i wyra�ono jako wzgl�dne odchylenie standardowe (% 

RSD) (tab. 5). 

7.1.4.2. Analiza ilo�ciowa C-glikozyloflawonów metod� LC-LC-DAD  on-

line 

Analizy prowadzono przy u�yciu systemu opisanego w punkcie A.3.2.2. 

Rozdzielenia w pierwszym wymiarze prowadzono na kolumnie Kinetex C-18 

(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), stosuj�c elucj� gradientow� według programu I 

(II.4.2.2.); nat��enie przepływu 0,23 ml/min; tkol 25°C; obj�to�
 dozowanej 

próbki 1 µl. Detekcja UV � - 330 nm. W czasie tR 28,2-30,7 min zebrano frakcj�
"Z", któr� poddano dalszej separacji w drugim wymiarze, stosuj�c kolumn�
Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm) oraz elucj� izokratyczn� z u�yciem 

fazy ruchomej S2 (4.2.2.2.); nat��enie przepływu 1 ml/min; tkol 20°C. Zawarto�

C-glikozyloflawonów obliczono w przeliczeniu na witeksyn�, izowiteksyn�, 

wicenin�-1, wicenin�-2, wicenin�-3, orientyn�, izoorientyn�, szaftozyd i 

izoszaftozyd. Zawarto�
 zwi�zków 1, 2, 5-15 oznaczono w oparciu o 

powierzchni� pików, otrzymanych na chromatogramie 1D. Zawarto�
 zwi�zków 

3a, 3b, 4a, 4b oznaczono w oparciu o powierzchni� pików, otrzymanych na 

chromatogramie 2D. 

7.1.4.2.1. Walidacja metody 

 Walidacj� przeprowadzono w oparciu o: liniowo�
, granic� wykrywalno�ci, 

granic� oznaczalno�ci oraz precyzj� jedno- i mi�dzydniow� (powtarzalno�
). 

7.1.4.2.2. Sporz�dzenie krzywych regresji. 

Krzywe regresji wyznaczono w oparciu o analiz� powierzchni pól pików, 

odpowiadaj�cych st��eniom zwi�zków wzorcowych, przedstawionym poni�ej 

(tab.4.). Odpowiednie st��enia przygotowano, wykorzystuj�c roztwory 

podstawowe C-glikozyloflawonów o st��eniu 1 mg/ml. Równania regresji oraz 

warto�ci współczynników  korelacji przedstawiono w tabelach 11-A i 11-B. 

Zwi�zek St��enie [µg/ml] 
witeksyna 5 10 17,77 50 88,88 400 

izowiteksyna 10 210 33,33 00 166,66 600 

orientyna 6,666 1,111 33,333 55,555 366,666 - 

izoorientyna 7,33 14,66 24,44 73,33 122,22 366,66 

wicenina-1 13,3 44,2 133 266 533 - 

wicenina-2 7,33 14,66 24,44 73,33 122,22 - 

wcenina-3 8,66 17,32 28,88 86,66 144,43 - 

szaftozyd 5 10 40 250 500 - 

izoszaftozyd 5 10 40 250 500 - 

Tab.4. St��enia zwi�zków wzorcowych uwzgl�dnione przy wyznaczeniu krzywych 

regresji. 
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7.1.4.2.3. Okre�lenie granicy wykrywalno�ci (LOD) oraz granicy 

oznaczalno�ci (LOQ) 

 Granic� wykrywalno�ci (LOD) oraz granic� oznaczalno�ci (LOQ) wyznaczono 

 jak w p. 7.1.4.3.  

7.1.4.2.4. Okre�lenie precyzji jedno- i mi�dzydniowej (powtarzalno�ci) 

 Zmienno�
 metody wyra�ono, jako precyzj� jedno- i mi�dzydniow�. Precyzj�  

jedno- i mi�dzydniow� wyznaczono na podstawie 7-krotnej analizy badanej 

próbki. Parametr wyznaczono dla ka�dego z pików zwi�zków na 

chromatogramie i wyra�ono jako wzgl�dne odchylenie standardowe (% RSD) 

(tab.11-A i 11-B.). 

7.2. Analiza  chromatograficzna izoflawonów metod� wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej HPLC-DAD-ESI-MS 

Rozdzielenia prowadzono w warunkach opisanych w punktach 7.1.2.1. i 7.1.2.2.

Detekcja UV przy długo�ci fali �-254 nm. 

7.3. Analiza chromatograficzna saponin steroidowych

 Stosowano chromatografi� cienkowarstwow� oraz wysokosprawn�
chromatografi� cieczow� z u�yciem laserowego detektora �wiatła rozproszonego 

(ELSD) oraz detektora mas (MS). 

7.3.1. Analiza jako�ciowa metod� chromatografii cienkowarstwowej TLC i HPTLC 

7.3.1.1. Analiza glikozydów furostanowych metod� TLC i HPTLC 

7.3.1.1.1. Optymalizacja rozdzielenia glikozydów furostanowych metod�

TLC i HPTLC 

Stosowano płytki chromatograficzne pokryte �elem krzemionkowym TLC:  

Kieselgel 60 F254, Silica gel 60 ADAMANT F254,   Kieselgel 60 F254 Lux Plate 

oraz �elem krzemionkowym HPTLC: Si 60 F254, jak równie� �elem 

krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi C-18 (TLC), C-18W 

F254S (HPTLC) oraz modyfikowanym resztami diolowymi  DIOL F254s. Jako fazy 

ruchome stosowano fazy F1, F33-F48, opisane w punkcie A.4.1.3. Do wizualizacji 

chromatogramów u�yto odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 3 minuty). 

7.3.1.1.2. Rozdzielenia glikozydów furostanowych metod�

dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej (2D TLC i 2DHPTLC) 

Stosowano płytki chromatograficzne pokryte �elem krzemionkowym: TLC  

Kieselgel 60 F254 i HPTLC Si 60 F254. Badany ekstrakt (3 µl) nanoszono 

mikrostrzykawk� w formie plamy. Jako fazy ruchome stosowano: mieszanin�
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chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) (F1) w pierwszym kierunku 

oraz mieszanin� butanol:woda:kwas octowy  (50:10:10, v/v/v) (F45) w drugim 

kierunku. Jako odczynnik wywołuj�cy u�yto odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 3 

minuty). 

7.3.1.1.3. Rozdzielenie glikozydów furostanowych metod� HPTLC z 

gradientem fazy stacjonarnej 

Rozdzielenia prowadzono dwuetapowo w pionowej komorze 

chromatograficznej. W pierwszym etapie stosowano płytki chromatograficzne 

HPTLC C-18w oraz faz� ruchom� metanol:woda:kwas mrówkowy (70:30:1, 

v/v/v) (F37). Dystans rozwijania: 5 cm; czas wysycania komory 10 minut. 

Otrzyman� płytk� TLC z rozwini�tym chromatogramem (Chromatogram 1) 

poł�czono z płytk� HPTLC pokryt� �elem krzemionkowym Si 60. Zwi�zki 

przenoszono na zło�e HPTLC Si 60 z u�yciem tzw. Migas device [372], a 

nast�pnie rozwijano w fazie ruchomej chlorofom:metanol:kwas mrówkowy 

(30:20:2, v/v/v) (F1) na dystansie 85 mm. Jako odczynnik wywołuj�cy u�yto 

odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 3 minuty). 

7.3.1.2. Optymalizacja rozdzielenia TLC i HPTLC diosgeniny w 

hydrolizatach kwasowych 

7.3.1.2.1. Dobór warunków analizy 

 Hydrolizaty analizowano stosuj�c nast�puj�ce płytki chromatograficzne: TLC Si 

60F254, HPTLC Si 60F254, Lichrospher  HPTLC Si 60F254, TLC Si 60F254 Lux Plate, 

HPTLC C-18 and HPTLC Si 60 DIOL. 

 Jako fazy ruchome stosowano: 

• dwuskładnikowe mieszaniny nast�puj�cych rozpuszczalników: chloroformu, 

acetonu, cykloheksanu, eteru naftowego, izopropanolu, n-heksanu, n-

heptanu, octanu etylu, butanolu,  metanolu i wody (fazy ruchome F2, F3, F17, 

F6 - F15, F23 - F28); 

• trójskładnikowe mieszaniny chloroformu, metanolu i wody (fazy ruchome 

oraz butanolu, kwasu octowego i wody (fazy ruchome F4, F5, F16 ). 

• pojedyczne rozpuszczalniki (100%) (fazy ruchome F17 - F22) 

 Chromatogramy rozwijano w automatycznej komorze chromatograficznej ADC2 

w warunkach kontrolowanej wilgotno�ci (47%), stosuj�c czas wysycania komory 

10 minut oraz czas prekondycjonowania płytki 5 minut. Do wizualizacji 

chromatogramów stosowano odczynniki wymienione w punkcie A 4.1.4.1. 

7.3.2. Analiza ilo�ciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej 

  Substancj� wzorcow� (1 mg/ml; 1 µl) oraz badane hydrolizaty (1 µl) nanoszono 

za pomoc� półautomatycznego aplikatora AS 30 w formie pasm (5 mm) na płytki 

chromatograficzne HPTLC Si 60 F254 (20 cm x 5 cm). Aplikacj� próbki/wzorca 

wykonywano w pojedynczym cyklu z pr�dko�ci� 15 s/µl. Odległo�
 pasm od bocznej 
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kraw�dzi płytki - 10 mm; od dolnej kraw�dzi - 7 mm, pomi�dzy pasmami wynosiła 5 

mm. Jako faz� ruchom� stosowano mieszaninie n-heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2). 

Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w automatycznej komorze ADC2 (czas 

wysycenia: 10 minut; czas prekondycjonowania płytki: 5 minut; wilgotno�
 47%; temp. 

22±2ºC). Po wysuszeniu chromatogramu (15 minut w komorze ADC2)  badane zwi�zki 

poddano wizualizacji poprzez spryskanie zmodyfikowanym roztworem aldehydu 

any�owego i ogrzewanie na płycie grzewczej (temp. 105 ºC; 1 minuta).  

 Analiz� densytometryczn� otrzymanych chromatogramów prowadzono przy 

u�yciu densytometru CD 60 (Desaga, Niemcy) oraz oprogramowania ProQuant, 5 

minut po derywatyzacji. Stosowano skanowanie liniowe przy długo�ci fali lampy UV: 

�-426 nm oraz �-590 nm. Parametry pracy densytometru: szeroko�
 szczeliny - 4,0 

mm,  wysoko�
 szczeliny - 0,02 mm; liczba pomiarów w punkcie - 4; rozdzielczo�

pomiaru - 0,025. 

7.3.2.2. Walidacja metody  

Walidacj� metody przeprowadzono w oparciu o oznaczenie: specyficzno�ci, 

liniowo�ci, precyzji instrumentalnej oraz precyzji jedno- i  mi�dzy-dniowej, 

granicy wykrywalno�ci oraz granicy oznaczalno�ci, powtarzalno�ci i stało�ci. 

Parametry walidacyjne przedstawiono w tabeli 15.

7.3.2.2.1. Okre�lenie specyficzno�ci metody 

Specyficzno�
 metody okre�lono poprzez przeprowadzenie analizy badanej 

próbki w obecno�ci substancji wzorcowej metod� dwukierunkowej 

chromatografii cienkowarstwowej (2D HPTLC), stosuj�c jako faz� stacjonarn�
zło�e HPTLC Si 60 F254. Jako faz� ruchom� w obu kierunkach stosowano 

mieszanin� n-heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2). Badany hydrolizat (1 µl) oraz 

diosgenin� (1 mg/ml; 1 µl) nanoszono w formie plamy, według schematu na 

ryc.14. Po rozwini�ciu chromatogramu w pierwszym kierunku, płytk�
wysuszono, a nast�pnie poddano analizie w drugim kierunku, prostopadłym do 

pierwszego. Po ponownym wysuszeniu zwi�zki na chromatogramie 

wizualizowano zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.2.3. [188] 

Ryc.14. Okre�lenie specyficzno�ci metody - schemat rozdziele� przeprowadzonych 
metod� 2D HPTLC: A - badany ekstrakt, B -diosgenina. Warunki analizy opisano w 
p.7.3.2.2.1. 

7.3.2.2.2. Okre�lenie liniowo�ci metody 

Na płytk� chromatograficzn� za pomoc� półautomatycznego aplikatora AS 30  

nanoszono roztwory wzorcowej diosgeniny o st��eniach 0,25 - 0,9 µg/ml, 
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przygotowane z roztworu podstawowego o st��eniu 1 mg/ml, odpowiadaj�ce 

ilo�ci od 25 do 900 ng/pasmo. Ka�de st��enie wzorca nanoszono w trzech 

punktach startowych. Chromatogram rozwijano, wywoływano i analizowano 

densytometrycznie zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.3.2. 

Wyznaczono przedział st��enia diosgeniny, w którym obserwowano wprost 

proporcjonaln� zale�no�
 pola powierzchni pasma diosgeniny na 

chromatogramie od naniesionej ilo�ci zwi�zku (tab. 15). 

7.3.2.2.3. Okre�lenie granicy wykrywalno�ci (LOD) i granicy oznaczalno�ci 

(LOQ) 

Roztwory diosgeniny w ilo�ci 25 – 900 ng/pkt nanoszono na płytk�
chromatograficzn� za pomoc� półautomatycznego aplikatora AS 30. 

Chromatogram rozwijano, wywoływano i analizowano densytometrycznie 

zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.3.2. Na podstawie 

densytogramów, wyznaczono granic� wykrywalno�ci (LOD) oraz granic�
oznaczalno�ci (LOQ) dla analiz prowadzonych przy długo�ciach fali �-426 nm 

oraz �-590 nm.  

Granic� wykrywalno�ci (LOD) oznaczono jako trzykrotno�
 najwy�szej 

wysoko�ci piku szumu (stosunek sygnał:szum=3). Dodatkowo wyznaczono 

praktyczna granic� wykrywalno�ci, jako najni�sze st��enie substancji 

wzorcowej, widoczne jako pik na densytogramie. Granic� oznaczalno�ci jako 

st��enie substancji wzorcowej odpowiadaj�ce stosunkowi sygnał/szum=10 oraz 

dodatkowo jako jedn� trzeci� warto�ci granicy wykrywalno�ci (1/3 LOD). W 

obliczeniach uwzgl�dniono najwi�ksz� powierzchni� pola piku szumu na 

densytogramie (tab. 15). 

7.3.2.2.4. Precyzja instrumentalna 

Precyzj� okre�lono wzgl�dem substancji wzorcowej – diosgeniny  (1 mg/ml) 

oraz badanej próbki, nanoszonych w obj�to�ci 1µl. Rozdzielenia i analiz�
densytometryczn� prowadzono zgodnie z warunkami opisanymi w 7.2.3. i 

7.2.3.1.  

Precyzj� instrumentaln� wyznaczono w oparciu o 9-krotny pomiar powierzchni 

pola pasma diosgeniny (roztwór podstawowy substancji wzorcowej) oraz 9-

krotny pomiar pasma diosgeniny w badanym hydrolizacie. Otrzymane wyniki 

wyra�ono jako współczynnik zmienno�ci CV (tab. 15). 

7.3.2.2.5. Powtarzalno�	 (precyzja jedno- i mi�dzy-dniowa) 

Na płytk� chromatograficzn� nanoszono badany hydrolizat (1 µl) w trzech 

punktach startowych i przeprowadzono rozdzielenia oraz analiz�
densytometryczn� zgodnie z warunkami opisanymi w 7.2.3. i 7.2.3.1. 

Powtarzalno�
 jednodniow� wyznaczono analizuj�c trzy kolejne rozdzielenia 

chromatograficzne uzyskane w ci�gu jednego dnia, natomiast powtarzalno�

mi�dzy-dniow� – poprzez analiz� trzech rozdziele� chromatograficznych 

uzyskanych w trzech kolejnych dniach. Otrzymane wyniki wyra�ono jako 

współczynnik zmienno�ci CV (tab. 15). 
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7.3.2.2.6. Stabilno�	 metody 

Stailno�
 metody (ang. robustness), czyli jej odporno�
 na zmian� warunków, 

oceniono w oparciu o analizy przeprowadzone przez ró�nych analityków, z 

u�yciem odczynników ró�nych producentów. 

7.3.3.  Analiza jako�ciowa metodami HPLC-ESI-MS i HPLC-ELSD 

 Stosowano system opisany w punkcie A 3.2.1.2 (HPLC-ESI-MS) oraz punkcie A 

3.2.1.3. (HPLC-ELSD). Rozdzielenia prowadzono na dwóch poł�czonych szeregowo 

kolumnach Discovery C 18 (15 cm x 2,1 mm x 3 µm) w warunkach elucji gradientowej 

według programu XI. Obj�to�
 dozowanej próbki wynosiła 1 µl; nat��enie przepływu 

fazy ruchomej  0,2 ml/min; temp. kolumny tkol 20°C.  

7.3.3.1. Analiza jako�ciowa metod� HPLC-ESI-MS 

 Analizy ESI-MS prowadzono w trybie jonów dodatnich oraz w trybie jonów 

ujemnych. Jako metod� zbierania danych chromatograficznych zastosowano 

monitorowanie wybranych jonów SIM (Selected Ion Monitoring). Parametry 

pracy detektora masowego: SCAN(+); SCAN(-) m/z 800-1600, napi�cie 

jonizacji 4,5 kV, napi�cie detektora 2 kV, temperatura DL 250°C, temperatura 

bloku grzewczego 200°C, przepływ gazu rozpylaj�cego (N2) 1,5 l/min, przepływ 

gazu susz�cego (N2) 8,5 l/min. Zwi�zki identyfikowano na podstawie 

porównania uzyskanych danych spektralnych DAD-ESI-MS z danymi 

literaturowymi [177, 253, 387, 416-418, 483, 605, 606]. 

7.3.3.2. Analiza jako�ciowa metod� HPLC-ELSD 

Rozdzielenia prowadzono na kolumnie Discovery C 18 (150 mm x 2,1mm x 3 

µm) oraz dwóch poł�czonych szeregowo kolumnach 2 x  Discovery C-18   ( 15 

cm x 2,1 mm x 3 µm), według programów elucji gradientowej IX i X, 

odpowiednio. Parametry pracy detektora ELSD: temperatura parownika 40°C, 

nat��enie przepływu gazu nebulizuj�cego (N2) 1,8 L/min, wzmocnienie 4. 

7.3.4. Analiza ilo�ciowa metod� HPLC-ELSD 

 Stosowano system opisany w punkcie A 3.2.1.3. Rozdzielenia prowadzono w 

warunkach opisanych w punkcie 7.3.3.2. Zawarto�
 saponin oznaczono w przeliczeniu 

na protodioscyn�. 

7.2.4.1. Walidacja metody 

Metod� zwalidowano w oparciu o oznaczenie liniowo�ci, granicy wykrywalno�ci, 

granicy oznaczalno�ci, powtarzalno�ci, precyzji jedno- i mi�dzydniowej (tab. 

17). 

7.2.4.1.1. Sporz�dzenie krzywej regresji 
 Krzyw� regresji wyznaczono w oparciu o analiz� pól powierzchni pików, 

odpowiadaj�cych nast�puj�cym ilo�ciom wzorcowej protodioscyny: 75; 120; 
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150; 240; 300; 600; 750; 200; 1500; 2400 µg/ml. Równanie regresji oraz 

warto�
 współczynnika korelacji podano w tabeli 17. 

7.2.4.1.2. Okre�lenie granicy wykrywalno�ci (LOD) oraz granicy 

oznaczalno�ci (LOQ) 

 Granic� wykrywalno�ci (LOD) oraz granic� oznaczalno�ci (LOQ) 
wyznaczono jak w punkcie 7.1.4.3.  

7.2.4.1.3. Okre�lenie precyzji jednodniowej oraz mi�dzydniowej 

(powtarzalno�ci) 

Zmienno�
 metody wyra�ono, jako precyzj� jedno- i mi�dzydniow�. Precyzj�
jednodniow� wyznaczono analizuj�c 5 obj�to�ci dozowanej próbki, stanowi�cej 
roztwór protodioscyny o st��eniu 0,24 mg/ml w ci�gu jednego dnia. Precyzj�
mi�dzydniow� (powtarzalno�
) wyznaczono analizuj�c 5 obj�to�ci dozowanej 
próbki tego samego roztworu protodioscyny o st��eniu 0,24 mg/l w ci�gu pi�ciu 
kolejnych dni. Parametry wyra�ono jako wzgl�dne odchylenia standardowe 
(RSD,%) (tab. 17). 

B. BADANIA AKTYWNO�CI BIOLOGICZNEJ 

1. Badania aktywno�ci  cytotoksycznej  

 Badania prowadzono we współpracy z Katedr� Biologii i Botaniki 
Farmaceutycznej Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego. 

1.1.  Odczynniki do hodowli linii komórkowych 

• 0,4% roztwór bł�kitu tryptanu Tryptan Blue (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• dimetylosulfotlenek (DMSO) cz.d.a, (POCH, Polska)  

• L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• płodowa surowica bydl�ca FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy (Sigma-
Aldrich, Niemcy)  
Roztwór MTT o st��eniu 5 mg/ml przygotowano w jałowym roztworze DPBS i 
przechowywano w lodówce w temperaturze 4°C bez dost�pu �wiatła. 

• trypsyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• penicylina G (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• streptomycyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)  

• bufor DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) – buforowana sól 
fizjologiczna (Sigma-Aldrich, Niemcy)  
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1.2.  Po�ywki do hodowli 

• DMEM (Dulbeccos' Modified Eagles Medium) (Sigma-Aldrich, Niemcy) 

uzupełniona płodow� surowic� bydl�c� (FBS10%) oraz antybiotykami: 
penicylin� G (100 jedn./ml) i streptomycyn� (100 �g/ml).  

• McCoy’s 5A (McCoy’s 5A Medium Modified) (Sigma-Aldrich, Niemcy) 

uzupełniona płodow� surowic� bydl�c� (FBS10%) oraz antybiotykami: 
penicylin� G (100 jedn./ml) i streptomycyn� (100 �g/ml). 

• RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Niemcy) - uzupełniona płodow� surowic� bydl�c�
(FBS10%), 2 mM L-glutaminy oraz antybiotykami: penicylin� G (100 jedn./ml) i 
streptomycyn� (100 �g/ml). 

Po�ywki przechowywano w lodówce w temperaturze 4°C.

1.3.  Linie komórkowe 

 W badaniach wykorzystano nast�puj�ce linie komórek nowotworowych A - D, 
pochodz�ce z kolekcji Katedry i Zakładu Histologii Gda�skiego Uniwersytetu 
Medycznego (linia A), Katedry i Zakładu Histologii Gda�skiego Uniwersytetu 
Medycznego (linia D) oraz z kolekcji ATCC (American TypeCulture Collection) (LGC 
Standards) (linie B i C): 

A. HeLa - ludzkie komórki raka szyjki macicy; komórki epitelialne, adherentne.  
B. SKOV-3 - ludzkie komórki gruczolakoraka jajnika; komórki epitelialne, 

adherentne.  
C. MOLT-4 - ludzkie komórki białaczki limfoblastycznej; komórki zawiesinowe.  
D. HaCaT - kontrolna linia nienowotworowych komórek ludzkich keratynocytów; 

komórki adherentne.  

1.4.  Hodowle komórkowe in vitro

 Linie komórkowe HeLa oraz HaCaT hodowano w po�ywce DMEM, lini�
komórkow� SKOV-3 w po�ywce  McCoy’s 5A, natomiast lini� komórkow� MOLT-4  w 
po�ywce RPMI 1640. Hodowle komórkowe inkubowano w temperaturze 37°C, w 
atmosferze 5% CO2. Komórki pasa�owano co 2-3 dni: 

• komórki adherentne (linie komórkowe HeLa, SKOV-3 i HaCaT): po usuni�iu po�ywki 
(ok. 7 ml), komórki przepłukiwano jałowym buforem DBPS, a nast�pnie dodawano 4 
ml trypsyny i inkubowano w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO2 przez 5 
minut w celu oderwania komórek od dna naczynia hodowlanego.  
Oderwane komórki usuwano (ok. 70% zawiesiny) z u�yciem pompy aspiracyjnej 
(Biosan, Łotwa), a pozostałe uzupełniano 6 ml �wie�ej po�ywki inkubowano.  

• komórki zawiesinowe (linia komórkowa MOLT-4) - z u�yciem pompy aspiracyjnej 
(Biosan, Łotwa), usuwano ok. 70% komórek, a pozostałe rozcie�czano �wie��
po�ywk� w stosunku 1:4. Hodowle poddawano dalszej inkubacji. 
Stan i �ywotno�
 komórek oceniano pod mikroskopem �wietlnym. 
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1.5.  Przygotowanie wyci�gów  i frakcji z nasion kozieradki do bada�

1.5.1.  Przygotowanie wyci�gów A i B  

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano: 70% metanolem (v/v) 
na mieszadle magnetycznym, pod chłodnica zwrotn�, w temperaturze 60°C (2 x 3 h; 2 
x 100 ml) (wyci�g A) lub wod� w temperaturze 100°C przez 5 minut na mieszadle 
magnetycznym, a nast�pnie ekstrahowano przez 30 minut pod przykryciem (wyci�g B). 
Wyci�gi przes�czono przez s�czki bibułowe i zliofilizowano. 

Odpowiedni� ilo�
 liofilizatów rozpuszczano w DMSO, uzyskuj�c roztwór 
wyci�gu A  o st��eniu 10 mg/ml, lub w wodzie dejonizowanej na ła�ni wodnej (temp. 
90°C), uzyskuj�c roztwór wyci�gu B o st��eniu wyj�ciowym 0,375 mg/ml. Otrzymane 
roztwory przechowywano w temperaturze 4°C. 

1.5.2.  Przygotowanie wyci�gu C  

 Sproszkowane nasiona kozieradki (1,0 g) ekstrahowano metanolem z u�yciem 
ultrad�wi�ków (20 ml, 15 min), przes�czono i uzupełniono w kolbie miarowej do 
obj�to�ci 25 ml. 

1.5.3.  Przygotowanie frakcji D 

Nasiona kozieradki (250 g) poddano dwustopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w 
aparacie Soxhleta, stosuj�c kolejno chloroform i metanol. Wyci�g metanolowy (300 ml) 
zag�szczono pod zmniejszonym ci�nieniem do obj�to�ci 150 ml i umieszczono w 
lodówce (temp. 2-8°C) na 48 godzin. Wytr�cony osad D zliofilizowano i przeznaczono 
do bada�. Odpowiedni� ilo�
 liofilizatu rozpuszczono w metanolu, uzyskuj�c roztwór o 
st��eniu wyj�ciowym 10 mg/ml, który przechowywano w lodówce w temperaturze 4°C. 
Roztwór rozcie�czano metanolem do 3 mg/ml. 

1.6. Przygotowanie roztworów badanych zwi�zków flawonoidowych, 

saponinowych i alkaloidowych do bada�

 Roztwory przygotowano poprzez rozpuszczenie 1 mg substancji wzorcowej w 1 
ml metanolu. Do bada� przeznaczono:  

• C-glikozydy flawonowe - witeksyn�, orientyn�, izoorientyn�, wicenin�-1, 
wicenin�-2, wicenin�-3, 

• sapogeniny steroidowe (diosgenini�, jamogenin�, octan tigogeniny i 
esmilagenin�)  

• alkaloid trygonelin�. 

1.7. Test oceny cytotoksyczno�ci MTT 

1.7.1. Okre�lenie ilo�ci komórek potrzebnej do eksperymentu 

• komórki adherentne (linie komórkowe HeLa, SKOV-3 i HaCaT) - po usuni�ciu 

po�ywki z naczynia hodowlanego, do komórek dodano 4 ml trypsyny i inkubowano 
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przez 5 minut w temperaturze 37°C i obecno�ci 5% CO2 w celu całkowitego 
oderwania komórek od dna naczynia. Do 4 ml zawiesiny komórkowej dodano 0,4% 
roztwór bł�kitu tryptanu w stosunku 1:1. Po 3 minutach zawarto�
 probówki 
przenoszono na płytk� do zliczania komórek. Ilo�
 komórek obliczano za pomoc�
licznika Countness (Automated Cell Counter, Life Technologies, USA).  
 Odpowiedni� obj�to�
 zawiesiny komórek przenoszono do probówki z 
okre�lon� obj�to�ci� po�ywki. Pozostał� zawiesin� komórek w naczyniu 
hodowlanym uzupełniano �wie�� po�ywk� i poddano dalszej inkubacji. Przed 
wysianiem na płytk�, komórki wymieszano. 

• komórki zawiesinowe (linia komórkowa MOLT-4) - do probówki pobrano 
okre�lon� ilo�
 zawiesiny komórkowej, natomiast do pozostałej cz��ci dodawano 
�wie�� po�ywk� i poddawano dalszej inkubacji. Do 4 ml zawiesiny komórkowej 
dodano 0,4% roztwór bł�kitu tryptanu w stosunku 1:1. Po 3 minutach zawarto�

probówki przenoszono na płytk� do zliczania komórek. �ywotno�
 i ilo�
 komórek 
okre�lono za pomoc� licznika Countness (Automated Cell Counter, Life 
Technologies, USA).  

 Odpowiedni� obj�to�
 zawiesiny komórek, przeznaczon� do eksperymentu, 
przenoszono do probówki z okre�lon� obj�to�ci� po�ywki. Pozostał� zawiesin�
komórek w naczyniu hodowlanym uzupełniono �wie�� po�ywk� i poddano dalszej 
inkubacji. Przed wysianiem na płytk�, komórki wymieszano 

1.7.2. Przeprowadzenie testu MTT 
 Komórki wysiewano na płytkach 96-dołkowych (Starstedt) (obj�to�

pojedynczego dołka 200 µl) w ilo�ci: 200  µl/dołek (komórki adherentne) i 100 µl/dołek 
(komórki zawiesinowe), otrzymuj�c nast�puj�ce ilo�ci komórek: 5000/dołek (komórki 
adherentne) i 50000/dołek (komórki zawiesinowe). Po wysianiu, komórki inkubowano 
przez 24 godziny (temp. 37°C; 5% CO2). Nast�pnie komórki traktowano przez 24 
godziny badanymi roztworami w zakresach st��e�: 5-80 �g/ml (wyci�g A), 5-120 �g/ml 
(wyci�g B), 5-100 �g/ml (frakcja D) i 1-50 �g/ml (zwi�zki wzorcowe) (temp. 37°C; 5% 
CO2; ilo�
 powtórze� dla ka�dego st��enia n=6). Po tym czasie usuwano po�ywk� z 
roztworami badanych wyci�gów i zwi�zków (w przypadku komórek zawiesinowych 
płytk� poddawano wirowaniu celem oddzielenia po�ywki; 300 x g max.; 7 minut; temp. 
8°C) i do ka�dego dołka dodano �wie�� po�ywk� (200 µl/dołek - komórki adherentne; 
100 µl/dołek - komórki zawiesinowe) oraz roztwór MTT w DBPS (5 mg/ml) w celu 
otrzymania ko�cowego st��enia 0,5 mg/ml (20 µl - komórki adherentne; 10 µl - komórki 
zawiesinowe). Płytki poddano inkubacji (2-4 h; temp. 37 ; 5%  CO2). 
 Nast�pnie po�ywk� usuwano (w przypadku eksperymentu z komórkami 
zawiesinowymi - płytk� poddano wcze�niej wirowaniu (4000 obr/min., 15 minut, temp. 
17°C), a otrzymane kryształy formazanu rozpuszczono w DMSO (100 µl/dołek). Po 
wytrz��ni�ciu na wytrz�sarce (10 minut), przeprowadzono pomiar absorbancji przy 
długo�ci fali �-570 nm oraz �-650 nm. Jako kontrol� stosowano próbki nie poddane 
działaniu roztworów badanych wyci�gów i zwi�zków: próba �lepa 
(po�ywka+rozpuszczalnik), kontrola wzrostu komórek (po�ywka+komórki) i kontrola 
wpływu rozpuszczalnika o danym st��eniu na wzrost komórek 
(pozywka+komórki+rozpuszczalnik) 
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1.8. Ocena cytotoksyczno�ci metod� RealTimeXCelligence 

 W eksperymencie wykorzystano linie komórek adherentnych: HeLa, SKOV-3, 
HaCaT oraz system RealTimexCELLigence (xCELLigence Real–Time Analyzer DP, 
AceaBiosciences, USA). Pocz�tkowo przeprowadzono autozerowanie systemu z płytk�
16-dołkow� E-plate  (AceaBiosciences, USA) (obj�to�
 dołka 200 µl) zawieraj�c� 100 
µl samej po�ywki [Etap 1]. Nast�pnie wysiewano komórki w ilo�ci 20000 
komórek/dołek. Płytk� umieszczano w jednym z portów systemu i poddawano inkubacji 
(24 godziny; temp. 37°C; 5% CO2) [Etap 2]. Po tym czasie po�ywk� usuwano za 
pomoc� pompy aspiracyjnej (Biosan, Łotwa), do ka�dego dołka dodano odpowiedni�
ilo�
 �wie�ej po�ywki oraz odpowiednie st��enia roztworów badanych wyci�gów (w 
ka�dym eksperymencie dla ka�dego st��enia liczba powtórze� n=2), a płytki poddano 
dalszej inkubacji (24 godziny; temp. 37°C; 5% CO2)  [Etap 3]. Otrzymane wyniki 
analizowano u�yciem oprogramowania RTCA wersja 1.2.1 

1.9. Badania mechanizmów aktywno�ci cytotoksycznej i 
prooapoptotycznej 

1.9.1.Oznaczenia cytometryczne 

1.9.1.1. Okre�lenie populacji komórek apoptotycznych 

Komórki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilo�ci 1x105/dołek i inkubowano przez 
24 h w inkubatorze (temp. 37oC, 5% CO2). Nast�pnie komórki inkubowano z 
roztworem frakcji w st��eniach 3-100 µg/ml przez kolejne 24 h. Po zako�czonej 
inkubacji, do ka�dego dołka płytki dodano (po usuni�ciu po�ywki) roztwór 
trypsyny (100 µl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komórki zebrano 
do probówek Eppendorf zawieraj�cych po 100 µl kompletnej po�ywki DMEM (w 
przypadku komórek HeLa) oraz McCoy (w przypadku komórek SKOV-3) i 
wirowano (200 x g max., 5 minut). Po�ywk� znad osadu komórek usuni�to, a 
komórki zawieszono ponownie w 100 µl kompletnej po�ywki hodowlanej. Do 
przygotowanej zawiesiny komórek dodano po 100 µl odczynnika Muse Annexin 
V & Dead Cell Reagent (zawieraj�cego aneksyn� V oraz 7-aminoaktynomycyn�
(7-AAD)). Zawiesin� komórek zmieszano i pozostawiono w temperaturze 
pokojowej, w ciemnym miejscu na 20 minut. Pomiary cytometryczne 
prowadzono przy u�yciu analizatora Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, 
Niemcy). Okre�lenie liczby komórek w poszczególnych populacjach (�ywych, 
wczesno-, pó�noapoptotycznych oraz martwych) wykonano przy u�yciu 
oprogramowania Muse 1.4 Analysis.    

1.9.1.2. Okre�lenie potencjału mitochondrialnego w komórkach HeLa oraz 

SKOV-3 

Komórki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilo�ci 1x105/dołek i inkubowano przez 
24 h w inkubatorze (temp. 37oC, 5% CO2). Nast�pnie komórki inkubowano z 
roztworami frakcji w st��eniach 3-100 µg/ml przez kolejne 24 h. Po zako�czonej 
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inkubacji, do ka�dego dołka płytki dodano (po usuni�ciu po�ywki) roztwór 
trypsyny (100 µl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komórki zebrano 
do probówek Eppendorf zawieraj�cych po 100 µl kompletnej po�ywki DMEM (w 
przypadku komórek HeLa) oraz McCoy (w przypadku komórek SKOV-3) i 
wirowano (200 x g max., 5 minut). Po�ywk� znad osadu komórek usuni�to, a 
komórki zawieszono w 100 µl 1 x st��onego buforu Assay Buffer (Merck 
Millipore). Nast�pnie, do ka�dej zawiesiny komórek dodano po 95 µl Muse 
MitoPotential Dye (rozcie�czonego uprzednio w stosunku 1:1000 (v/v) w 1 x 
st��onym buforze Assay Buffer). Komórki po zmieszaniu inkubowano w 
inkubatorze (temp. 37oC, 5% CO2) przez 20 minut, a nast�pnie dodano do nich 
po 5 µl odczynnika Muse MitoPotential 7-AAD (Merck Millipore). Zawiesin�
komórek inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej, a nast�pnie 
poddano analizie cytometrycznej przy u�yciu analizatora Muse Cell Analyzer. 
Okre�lenie liczby komórek w poszczególnych populacjach (�ywych, 
�ywych/depolaryzowanych, martwych oraz martwych/zdepolaryzowanych) 
wykonano przy u�yciu oprogramowania Muse 1.4 Analysis. 

1.9.1.3. Okre�lenie aktywno�ci kaspazy-3/7 w komórkach HeLa oraz 

SKOV-3 

Komórki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilo�ci 1x105/dołek i inkubowano przez 
24 h w inkubatorze (temp. 37oC, 5% CO2). Nast�pnie komórki inkubowano z 
roztworem frakcji w st��eniach 3-100 µg/ml przez kolejne 24 h. Po zako�czonej 
inkubacji, do ka�dego dołka płytki dodano (po usuni�ciu po�ywki) roztwór 
trypsyny (100 µl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komórki zebrano 
do probówek Eppendorf zawieraj�cych po 100 µl kompletnej po�ywki DMEM (w 
przypadku komórek HeLa) oraz McCoy (w przypadku komórek SKOV-3) i 
wirowano (200 x g max., 5 minut). Po�ywk� znad osadu komórek usuni�to, a 
komórki zawieszono w 50 µl 1 x st��onego buforu Assay Buffer BA (Merck 
Millipore). Do ka�dej zawiesiny komórek dodano po 5 µl odczynnika Muse 
Caspase-3/7 Reagent (rozcie�czonego uprzednio w stosunku 1:8 w 1 x 
st��onym buforze PBS). Komórki inkubowano w inkubatorze (temp. 37oC, 5% 
CO2) przez 30 minut, a nast�pnie dodano do nich po 150 µl barwnika Muse 
Caspase 7-AAD (uprzednio rozcie�czonego 1:75 w 1 x st��onym buforze 
Assay Buffer BA). Komórki, po wymieszaniu, inkubowano przez 5 minut w 
temperaturze pokojowej, w ciemnym miejscu. Okre�lenie aktywno�ci kaspazy-
3/7 wyra�onej jako odsetek komórek wczesno- i pó�noapoptotycznych w 
badanych zawiesinach wykonano przy u�yciu analizatora Muse Cell Analyzer 
oraz oprogramowania Muse 1.4 Analysis. 

1.9.1.4. Okre�lenie stresu oksydacyjnego w komórkach HeLa oraz SKOV-3 

Komórki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilo�ci 1x105/dołek i inkubowano przez 
24 h w inkubatorze (temp. 37oC, 5% CO2). Nast�pnie komórki inkubowano z 
roztworem frakcji w st��eniach 3-50 µg/ml przez kolejne 24 h. Po zako�czonej 
inkubacji, do ka�dego dołka płytki dodano (po usuni�ciu po�ywki) roztwór 
trypsyny (100 µl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komórki zebrano 
do probówek Eppendorf zawieraj�cych po 100 µl kompletnej po�ywki DMEM (w 
przypadku komórek HeLa) oraz McCoy (w przypadku komórek SKOV-3) i 
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wirowano (200 x g max, 5 minut). Po�ywk� znad osadu komórek usuni�to, a 
komórki zawieszono w 100 µl 1 x st��onego buforu Assay Buffer. Z tak 
przygotowanej zawiesiny komórek pobrano 10 µl i przeniesiono do 190 µl 
odczynnika Muse Oxidative Stress Reagent (rozcie�czonego uprzednio 1:8000 
w 1 x st��onym buforze Assay Buffer). Komórki, po zmieszaniu, inkubowano 
przez 30 minut w temp. 37oC, a nast�pnie analizowano przy u�yciu analizatora 
Muse Cell Analyzer oraz oprogramowania Muse 1.4 Analysis. 

2.  Badania aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej 

 Badania przeprowadzono we współpracy z Katedr� i Zakładem Mikrobiologii 
Farmaceutycznej Wydziału Farmaceutycznego Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego. 
 W badaniach wykorzystano 7 szczepów bakterii Gram(-): Helicobacter pylori 

ATCC43504, Salmonella enteritidis, Salmonella enteritica ATCC  13076, Shigella 

flexneri, Escherichia coli ATCC 8739, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9077 oraz 1 szczepu bakterii Gram(+): Staphylococcus aureus 

ATCC 6538. 

2.1.  Przygotowanie wyci�gów do bada�
Do bada� przeznaczono wyci�gi A - C oraz frakcj� D, przygotowane według procedur 
opisanych w punkcie II.B.1.5. 

2.2. Przygotowanie roztworów substancji wzorcowych do bada�
 Roztwory zwi�zków wzorcowych przygotowano poprzez rozpuszczenie 1mg 
substancji referencyjnej w 1 ml metanolu, z wyj�tkiem trygoneliny, któr� rozpuszczono 
w stosunku 2 mg/ml. Do bada� przeznaczono C-glikozydy flawonowe (witeksyn�, 
izowiteksyn�, orientyn�, wicenin�-2, wicenin�-3), saponiny steroidowe (diosgenini�, 
sarsasapogenin�, octan tigogeniny) oraz alkaloid trygonelin�. 

2.3. Hodowle bakteryjne 
 Szczepy Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella enteritidis, Shigella 

flexneri, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa hodowano w bulionie 
Mueller-Hinton (MH, Becton Dickinson) (48 godzin, temp. 37°C, warunki tlenowe). 
Helicobacter pylori hodowano na podło�u agarowym tryptozowo-sojowym (TSA, 
BectonDickinson) a oznaczanie wra�liwo�ci przeprowadzano na podło�u płynnym 
tryptozowo-sojowym w zestawie do hodowli GENbagmicroaer (BioMerieux) (72-96 
godzin, temp. 37 °C, warunki mikroaerofilne).  

2.4. Oznaczanie aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej 
 Hodowl� bakterii, prowadzon� na odpowiednim podło�u rozcie�czano do 
gesto�ci 105 CFU/ml. Badane ekstrakty rozpuszczano w: 70% metanolu (Wyci�g A), 
100% metanolu (Wyci�g C, substancje wzorcowe), wodzie dejonizowanej (Wyci�g B) i 
metanolu (frakcja D), a nast�pnie rozcie�czano w post�pie geometrycznym w 96-
dołkowych płytkach mikrotitracyjnych (n=3). Nast�pnie do ka�dej próby dodano 
zawiesin� bakterii i cało�
 poddano inkubacji w warunkach wzrostowych, odpowiednich 
dla danego szczepu bakteryjnego. Wyj�tek stanowił szczep Helicobacter pylori, 
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którego wyj�ciow� zawiesin� sporz�dzono z kolonii bakterii hodowanych na podło�u 
TSA, inkubowanych w warunkach przeznaczonych do hodowli tej bakterii. W toku 
bada� wyznaczono MIC (Minimal Inhibitory Concentration), tj. najni�sze st��enie 
badanego zwi�zku/ekstraktu, dla którego nie stwierdzono wizualnie wzrostu bakterii.  

Dodatkowo, z ka�dego dołka bez wzrostu bakterii pobierano 100 µl zawiesiny i 
przenoszono na płytki agarowe w celu okre�lenie �ywotno�ci komórek. MBC (Minimal 

Bactericidal Concentration) było okre�lano jako najni�sze st��enie bakteriobójcze po 
24 godzinach inkubacji.  
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III. BADANIA WŁASNE

A. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADA� FITOCHEMICZNYCH 

 Przeprowadzone badania fitochemiczne obejmowały opracowanie metod 

analizy jako�ciowej i ilo�ciowej metabolitów wtórnych z grupy C-glikozydów 

flawonowych oraz saponin steroidowych w nasieniu kozieradki pospolitej (T. foenum-

graecum) pochodzenia krajowego. W tym celu wykorzystano chromatografi�

cienkowarstwow� (Thin Layer Chromatography - TLC, High Performance Thin Layer 

Chromatography - HPTLC) z analiz� densytometryczn� oraz wysokosprawn�

chromatografi� cieczow� (HPLC) w systemach jedno- i dwuwymiarowych, sprz��onych 

z detektorem UV, z matryc� diodow� (DAD), laserowym detektorem �wiatła 

rozproszonego (ELSD) oraz detektorem mas (MS). W separacji metod�

dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC) zastosowano 

techniki heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive (LCxLC), zarówno w trybie off-line 

jak  i on-line.  

 Dotychczas badano zespoły wymienionych grup zwi�zków czynnych głównie w 

surowcu pochodzenia azjatyckiego [253, 418, 456, 493, 574] i afryka�skiego [66, 113, 

143, 202, 387] oraz zebranym z eksperymentalnej uprawy w południowej Francji [435] i 

wykorzystywanym w produkcji suplementów diety (firma Aboca) [435]. Natomiast 

brakuje doniesie� o kompozycji metabolitów wtórnych nasion kozieradki pospolitej 

uprawianej w �rodkowo-wschodniej Europie, w tym w Polsce. Wzrastaj�ca popularno�


nasienia kozieradki jako surowca leczniczego oraz składnika coraz wi�kszej liczby 

suplementów diety na krajowym rynku produktów ro�linnych wymaga wyczerpuj�cej 

wiedzy o kompozycji zwi�zków czynnych, warunkuj�cych aktywno�
 farmakologiczn�. 

Potwierdzeniem wzrastaj�cego zainteresowania nasionami kozieradki jako surowcem 

leczniczym jest znacz�ca liczba publikacji naukowych, które ukazały si� w ostatnich 5 

latach (2011-2016) - ponad 1000 prac. 

 Do bada� przeznaczono surowiec otrzymany od trzech producentów krajowych, 

firm zielarskich: Lewandowski, Kawon oraz Flos. Analizie porównawczej poddano 

równie� nasiona Trigonella foenum-graecum pochodzenia azjatyckiego (Turcja, 

nasiona T1) oraz afryka�skiego (Algieria, nasiona T2). 
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Optymalizacja  warunków ekstrakcji C-glikozyloflawonów z 

nasienia kozieradki 

 W celu opracowania wydajnej metody wytrawiania C-glikozydów flawonowych z 

badanej matrycy ro�linnej optymalizowano warunki ekstrakcji wysuszonych, 

sproszkowanych nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z firmy zielarskiej Flos,  z 

uwzgl�dnieniem ró�nych technik ekstrakcji, mianowicie: ekstrakcji w klasycznym 

aparacie Soxhleta, ekstrakcji w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracji, 

ekstrakcji z u�yciem mieszadła magnetycznego, ekstrakcji z u�yciem ultrad�wi�ków 

(sonikacj�), ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE; MASE) oraz przyspieszonej 

ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE).  

 Ekstrakcj� C-glikozyloflawonów, jako zwi�zków polarnych, najcz��ciej 

przeprowadza si�, stosuj�c jako rozpuszczalniki alkohole (metanol, etanol) lub ich 

mieszaniny z wod� w ró�nym stosunku obj�to�ciowym [38, 98, 105, 143, 147, 148, 

435, 456, 471, 587]. Niekiedy dla celów analizy C-glikozyloflawonów otrzymywane s�

wyci�gi wodne [98, 531, 626]. 

 W zakresie technik ekstrakcyjnych najcz��ciej stosowane s�: bezpo�rednia 

ekstrakcja surowca pod chłodnic� zwrotn� lub z u�yciem mieszadła magnetycznego 

lub  ekstrakcja w aparacie Soxhleta [38, 98, 143, 355, 435, 456, 590]. W ostatnich 

latach w wytrawianiu C-glikozyloflawonów z materiału ro�linnego wykorzystuje si�

równie� nowoczesne techniki ekstrakcyjne: ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) 

[90, 355], przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE) [66, 143] oraz ekstrakcja 

z u�yciem ultrad�wi�ków  (UE; USAE) [105, 148, 587]. 

Ocen� wydajno�ci wytrawiania C-glikozyloflawonów prowadzono metod� 1D 

HPLC-DAD na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), stosuj�c elucj�

gradientow� według programu I, który charakteryzował si� wzrastaj�cym st��eniem 

mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1; v/v/v) od 16% do 70% w 0,1% wodnym TFA w 

czasie tG 70 minut (program elucji I, II.4.2.2.).  Dla oznacze� ilo�ciowych opracowana 

metoda HPLC została zwalidowana w zakresie liniowo�ci, granicy wykrywalno�ci, 

granicy oznaczalno�ci, precyzji jedno- i mi�dzydniowej (tab. 5). Zawarto�
 C-

glikozydów flawonowych obliczono jako sum�, w przeliczeniu na apigenin� (zwi�zki 1, 

2, 4a, 4b, 5, 6-13, 15 - glikozydy i glikozydoestry, pochodne apigeniny) i luteolin�

(zwi�zki 3a, 3b oraz 14 - glikozydy i glikozydoestry, pochodne luteoliny). 
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Parametry walidacji

Zwi�zek
Precyzja Granica 

wykrywalno�ci (LOD) 
[µg/ml] 

Granica 
oznaczalno�ci (LOQ) 

[µg/ml] 
jednodniowa

[RSD, %] 
mi�dzydniowa

[RSD, %] 
1 3,28 3,22 1,67 a 5,0 a

2 1,53 1,42 1,1 a 3,3 a

3a+3b 1,53 1,40 1,1 b 3,3 b

4a+4b 1,36 1,27 0,95 a 3,3 a

5 2,01 1,88 1,1 a 3,3 a

6 0,45 0,33 0,73 a 2,2 a

7 1,65 1,12 0,73 a 2,2 a

8 0,82 0,54 0,73 a 2,2 a

9 0,97 0,74 0,73 a 2,2 a

10 2,42 3,01 0,73 a 2,2 a

11 8,18 9,78 0,73 a 2,2 a

12 1,13 1,18 0,73 a 1,1 a

13 1,55 1,47 0,22 a 0,66 a

14 0,76 0,80 0,23 b 0,7 b

15 1,06 1,12 0,22 a 0,66 a
a - w przeliczeniu na apigenin�
b - w przeliczeniu na luteolin�

Tab.5. Parametry walidacji opracowanej metody 1D HPLC oznaczania ilo�ciowego C-
glikozyloflawonów w wyci�gach metanolowych z nasion kozieradki pospolitej. 

 Obserwowano ró�nice w profilu i zawarto�ci C-glikozydów flawonowych, w 

zale�no�ci od u�ytego rozpuszczalnika. 50% metanol słabo wytrawiał di-C-glikozydy 

flawonowe (zwi�zki 2, 4a+4b, 5, 7, 9-13) (ryc. 15, tab. 5), natomiast silniej mono-C-

glukozydy (zwi�zki 3a+3b, 6, 8) (ryc. 15, tab. 5) oraz ich estry p-kumarowe (zwi�zki 14 

i 15) (ryc. 15, tab. 5). Jednocze�nie ekstrakcja prowadzona z u�yciem 50% metanolu 

powodowała wytrawienie znacznej ilo�ci polisacharydów, a otrzymane ekstrakty 

charakteryzowały si� zwi�kszon� lepko�ci�, co utrudniało ich s�czenie i dalsz� analiz�. 

Frakcja polisacharydowa utrudniała wytrawianie pozostałych zwi�zków, stanowi�c 

rodzaj bariery mechanicznej dla rozpuszczalnika. W wyci�gach otrzymanych z u�yciem 

100% metanolu (niezale�nie od zastosowanej techniki ekstrakcji) dominuj�cymi 

zwi�zkami s� di-C-glikozydy flawonowe (zwi�zki 2, 4a+4b, 5, 7) (ryc. 15), natomiast w 

mniejszych ilo�ciach wyst�puj� mono-C-glukozyloflawony (zwi�zki 3a+3b, 6, 8) (ryc. 

15) oraz ich estry p-kumarowe (zwi�zki 14 i 15) (ryc. 15 , tab. 5). Przeprowadzone 

badania nad wydajno�ci� ekstrakcji C-glikozyloflawonów wskazuj�, �e 100% metanol 

dobrze ekstrahuje di-C-glikozydy flawonowe, ale jest słabszym ekstrahentem dla 

Parametry walidacji
Apigenina Luteolina

Liniowo�	
(krzywa regresji,  

współczynnik korelacji) 
y = 6804,x - 6966, 

R² = 0,998 
y = 6238,x - 10996 

R² = 0,998 

Powtarzalno�	  [RSD, %] 4,16 3,29 



mono-C-glukozyloflawonów oraz ich estrów (ryc. 15

metanolu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego umo

C-glukozydów flawonowych (zwi

poziomie ekstrakcji di-C

100% metanolu (ryc. 1

bada� nad wydajno�ci� ekstrakcji u

Ryc.15. Chromatogramy
kozieradki, otrzymanych przy u
metanol, 2 - 70% metanol, 3 
µm), elucja gradientowa wed
opisanym  w tabeli 7. 

lawonów oraz ich estrów (ryc. 15, tab. 5). Zastosowanie 70% 

ako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego umo�liwiło wydajne wytrawienie mono

glukozydów flawonowych (zwi�zki 3a+3b, 6, 8) i ich estrów (zwi

C-glikozyloflawonów porównywalnym do ekstrakcji z u

5, tab. 5). Na podstawie otrzymanych wyników do dalszych 

 ekstrakcji u�yto jako ekstrahentów 70% i 100% metanol.

1D HPLC-DAD C-glikozydów flawonowych w wyci
kozieradki, otrzymanych przy u�yciu ró�nych rozpuszczalników ekstrakcyjnych : 1 

70% metanol, 3 - 100% metanol. Kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 
µm), elucja gradientowa według programu I, UV �−330 nm. Numery zwi
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). Zastosowanie 70% 

liwiło wydajne wytrawienie mono-

zki 3a+3b, 6, 8) i ich estrów (zwi�zki 14 i 15) przy 

glikozyloflawonów porównywalnym do ekstrakcji z u�yciem 

. Na podstawie otrzymanych wyników do dalszych 

yto jako ekstrahentów 70% i 100% metanol.

glikozydów flawonowych w wyci�gach z nasion 
nych rozpuszczalników ekstrakcyjnych : 1 - 50% 

18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 
330 nm. Numery zwi�zków odpowiadaj�
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Wyci�g 
Ilo�	

surowca 
Rozpuszczalnik Ilo�	 rozpuszczalnika Temperatura Czas Zawarto�	

 C-glikozyloflawonów 
      

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
SPPChE 5,0 g metanol a 100 ml 80ºC 25 h 341,690 ± 14,23 

SXb 5,0 g metanol  100 ml 80ºC 5 h 149,806 ± 18,77 
Ekstrakcja z u�yciem mieszadła magnetycznego

M1 5,0 g metanol 2x100 ml pokojowa d 2x3 h 140,51 ± 20,01 
M2 5,0 g metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 237,581 ± 18,27 
M3 5,0 g 70% metanol 2x100 ml pokojowa d 2x3 h 404,781 ± 17,35 
M4 5,0 g 70% metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 557,082 ± 15,62 
M5 5,0 g 50% metanol 2x100 ml pokojowa d 2x3 h 118,612 ± 36,98 
M6 5,0 g 50% metanol 2x100 ml 60˚C 2x3 h 268,539 ± 27,49 

Ekstrakcja wspomagana ultrad
wi�kami
S1 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 15 min. 164,525 ± 13,13 

S2 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 15 min. 128,964 ± 27,,56 

S3 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 15 min. 229,486 ± 25,31 

S4 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 30 min. 198,564 ± 26,68 

S5 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 30 min. 119,744 ± 16,98 

S6 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 30 min. 354,195 ± 31,04     

S7 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 35 min. 202,669 ± 23,24 

S8 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 35 min. 125,632 ± 28,55 

S9 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 35 min. 356,112 ± 20,54 

S10 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 40 min. 242,656 ± 36,17 

S11 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 40 min. 121,366 ± 17,58  

S12 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 40 min. 362, 412 ± 22,14 

S13 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 50 min. 288,981 ± 35,96 

S14 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 50 min. 126,119 ± 32,46 

S15 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 50 min. 374,723 ± 31,45 

S16 0,5 g metanol 10 ml pokojowa b 60 min. 324,765 ± 18,93 

S17 0,5 g 50% metanol 10 ml pokojowa b 60 min. 130,999 ± 23,78 

S18 0,5 g 70% metanol 10 ml pokojowa b 60 min. 382,881 ±  38,85 

S19 0,5 g 50% metanol 3 x 10 ml pokojowa b 3 x 10 min. 270,788 ± 42,59 

S20 0,5 g 70% metanol 3 x 10 ml pokojowa b 3 x 10 min. 548,174 ± 19,06  
Ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta

AS-15 5,0 g metanol 100 ml 80ºC 15 cykli 269,765 ± 25,58 
AS-25 5,0 g metanol 100 ml 80ºC 25 cykli 339,473 ± 24,36 

Tab.6. Zawarto�
 C-glikozyloflawonów w wyci�gach z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z u�yciem ró�nych procedur ekstrakcji badanego materiału ro�linnego. 
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Wyci�g 
Ilo�	

surowca 
Rozpuszczalnik Ilo�	 rozpuszczalnika Temperatura Czas Zawarto�	

 C-glikozyloflawonów 
      

Przyspieszona ekstrakcja za pomoc� rozpuszczalnika (ASE)
ASE-A 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 24ºC 5 min. 93,152 ± 1,78 
ASE-B 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 24ºC 2x5min. 84,614  ± 10,59 
ASE-C 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 24ºC 4x5min. 85,381 ± 16,18 
ASE-D 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 60˚C 5 min. 100,979 ± 12,39 
ASE-E 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 60˚C 2x5min. 96,117 ± 13,59 
ASE-F 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 60˚C 4x5min. 120,852 ± 12,80 
ASE-G 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 100˚C 5 min. 93,505 ± 10,91 
ASE-H 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 100˚C 2x5min. 133,391 ± 13,49 
ASE-I 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 100˚C 4x5min. 144,632 ± 19,10 
ASE-J 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 125˚C 5 min. 256,295 ± 12,01 
ASE-K 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 150˚C 5 min. 70,051 ± 24,31 
ASE-L 0,5 g 70% metanol 10 ml  c 200˚C 5 min. 151,995 ± 19,14 

ASE-AMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 24ºC 5 min. 43,172 ± 8,59 
ASE-BMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 24ºC 2x5min. 103,018 ± 18,45 
ASE-CMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 24ºC 4x5min. 129,613 ± 17,66 
ASE-DMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 60˚C 5 min. 191,778 ± 20,59 
ASE-EMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 60˚C 2x5min. 254,796 ± 18,55 
ASE-FMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 60˚C 4x5min. 262,833 ± 16,03 
ASE-GMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 100˚C 5 min. 336,543 ± 24,88 
ASE-HMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 100˚C 2x5min. 305,978 ± 30,09  
ASE-IMeOH 0,5 g metanol 10 ml  c 100˚C 4x5min. 338,054 ± 28,36 

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)

Wyci�g 
Ilo�	

surowca 
Rozpuszczalnik Ilo�	 rozpuszczalnika Temperatura Czas

[min]  
Moc [W]

MAE1 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 50 363,28 ± 59,8 
MAE2 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 100 X 
MAE3 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 5 100 369,13  ± 16,87
MAE4 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 50 416,90 ± 72,62 
MAE5 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 5 150 347,484  ± 18,485 
MAE6 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 100 X 
MAE7 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 30 50 383,688, ± 7,33
MAE8 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 10 150 X 
MAE9 5,0 g 70% metanol 100 ml 71˚C 15 150 X 

Tab.6.c.d.  Zawarto�
 C-glikozyloflawonów w wyci�gach z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z u�yciem ró�nych procedur ekstrakcji badanego materiału 
ro�linnego. 
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Automatyczny aparat Soxhleta B-811 (BÜCHI Labortechnik AG, Szwajcaria)
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W niniejszej pracy wytrawianie surowca w automatycznym aparacie Soxhleta 

prowadzono w oparciu o zró�nicowan� ilo�
 cykli (15 - wyci�g AS-15 lub 25 - wyci�g 

AS-25). Wykazano, �e zawarto�
 C-glikozyloflawonów w wyci�gu uzyskanym w 25-

cyklach ekstrakcyjnych (wyci�g AS-25; 339,473 ± 24,36 µg/ml)  jest zbli�ona do  

zawarto�ci w wyci�gu uzyskanym przez wyczerpuj�c� ekstrakcj� w klasycznym 

aparacie Soxhleta (wyci�g SPPChE; 341,690 ± 14,23 µg/ml). Natomiast ilo�


badanych zwi�zków wytrawiona podczas 15 cykli ekstrakcji w automatycznym aparacie 

Soxhleta jest znacznie ni�sza i wynosi 269,765 ± 25,58 µg/ml (wyci�g AS-15) (tab. 6). 

Wyci�g AS-25 uzyskano w wyniku ok. 9 godzin wytrawiania, jakkolwiek u�yty do 

ekstrakcji metanol nadal wykazywał �ółte zabarwienie w ko�cowym punkcie procesu. 

Otrzymanie wyci�gu SPPChE wymagało ok. 35 godzin ekstrakcji i prowadzone było do 

uzyskania bezbarwnego wyci�gu (metanol). Z drugiej strony nale�y podkre�li
, �e 

wyci�g SPPChE otrzymano z wst�pnie odtłuszczonego i oczyszczonego surowca przy 

u�yciu eteru naftowego i chloroformu (II.6.1.1.1), co skutkowało znacznym obni�eniem 

zawarto�ci zwi�zków balastowych, korzystnym dla utrzymania sprawno�ci detektora 

mas oraz wydłu�enia czasu �ycia kolumn HPLC. 

Ekstrakcj� surowca z u�yciem mieszadła magnetycznego prowadzono w 

temperaturze pokojowej (maceracja) lub w temperaturze 60°C przy u�yciu ró�nych 

rozpuszczalników (II.6.1.2.2., tab. 6). Podwy�szenie temperatury ekstrakcji do 60°C 

(wyci�gi M2, M4, M6), skutkowało wytrawieniem wi�kszej ilo�ci badanych zwi�zków, 

bez zmian w ich profilu, w porównaniu do ekstrakcji w temperaturze pokojowej (wyci�gi 

M1, M2, M5).  Spo�ród wyci�gów otrzymanych t� technik�, najwy�sz� zawarto�ci� C-

glikozyloflawonów charakteryzował si� ekstrakt M4, otrzymany w temperaturze 60°C z 

u�yciem 70% metanolu (557,082 ±15,62 µg/ml) (tab. 6). Jednocze�nie, bior�c pod 

uwag� tradycyjne techniki ekstrakcji, procedura otrzymania wyci�gu M4 zapewniła 

wytrawienie najwi�kszej ilo�ci badanych zwi�zków w porównaniu z maceracj� oraz 

ekstrakcj� w aparacie Soxhleta. Natomiast maceracja, tradycyjnie stosowana w 

przygotowywaniu przetworów z Foenugraeci Semen [273], nie zapewnia wytrawienia 

maksymalnej ilo�ci C-glikozydów flawonowych.  

W procesie ekstrakcji z u�yciem ultrad
wi�ków (sonikacja; UE - ultrasound 

extraction; UAE - ultrasound-assisted extraction) wykorzystano zmienny czas procesu 

oraz ró�ne rozpuszczalniki. Sonikacj� prowadzono jedno- lub trzykrotnie (II.6.1.2.3.) 

(tab. 6) poprzez umieszczenie naczy� ekstrakcyjnych w płuczce ultrad�wi�kowej, w 
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temperaturze pokojowej. Poniewa� w trakcie procesu wytrawiania temperatura 

wzrastała, dlatego jej ponownego pomiaru dokonywano równie� na etapie ko�cowym 

procesu (ryc. 17). Obserwowano, �e w ci�gu pierwszych 15 minut ekstrakcji 

temperatura nie ulegała zmianie, natomiast wydłu�enie czasu procesu do 50 minut 

powodowało liniowy wzrost temperatury do 40°C. Natomiast w 60-ej minucie nie 

odnotowano dalszego jej wzrostu.  

Sonikacja uwa�ana jest za szybk� i wydajn� metod� wytrawiania, w której 

proces ekstrakcji trwa zazwyczaj od 10 do 60 minut [375, 518]. Wytrawianie zwi�zków 

czynnych wspomagane jest przez fale ultrad�wi�kowe, które rozchodz�c si� w cieczy, 

powoduj� zjawisko jej spr��ania i rozpr��ania, skutkuj�ce zmianami ci�nienia, 

wyst�powaniem zjawiska kawitacji, tarcia na powierzchniach mi�dzyfazowych oraz 

absorbowania energii fali akustycznej, co prowadzi do wytwarzania ciepła [375, 518].  

Podobnie jak w przypadku ekstrakcji z u�yciem mieszadła magnetycznego, 

wzrost temperatury (b�d�cy skutkiem wydłu�enia czasu ekstrakcji) powodował 

wytrawienie wi�kszej ilo�ci badanych zwi�zków. Znanym jest fakt, �e podwy�szenie 

temperatury dodatkowo nasila zjawisko kawitacji i skutkuje zwi�kszeniem wydajno�ci 

ekstrakcji [335]. 

Ryc.17. Zmiany temperatury ekstrakcji z u�yciem ultrad�wi�ków w zale�no�ci od czasu trwania 
procesu. 

Wraz z wydłu�eniem czasu wytrawiania surowca 70% metanolem oraz 100% 

metanolem od 15 do 60 minut, w otrzymanych wyci�gach  wzrastało st��enie C-

glikozyloflawonów. Obserwowano wzrost intensywno�ci pików, szczególnie mono-C-

glukozydów i ich estrów p-kumarowych na chromatogramach HPLC-DAD wyci�gów 

otrzymanych z u�yciem 70% metanolu w ró�nym czasie (15 minut - wyci�g S3, 30 

minut - wyci�g S6 i 60 minut - wyci�g S18), co skutkowało zmian� profilu badanego 
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zespołu C-glikozyloflawonów. Odnotowano zmian� proporcji mi�dzy ilo�ci�

wytrawionych di-C-glikozydów i mono-C-glukozydów oraz ich estrami. Zale�no�ci takiej 

nie obserwowano dla wyci�gów otrzymanych z u�yciem 50% metanolu, których profil 

nie zmieniał si� zale�nie od wydłu�enia czasu i wzrostu temperatury ekstrakcji. 

Spo�ród wyci�gów otrzymanych technik� jednokrotnej sonikacji, najwy�sz�

zawarto�ci� C-glikozyloflawonów (382,88 ± 38,85 µg/ml) charakteryzował si� ekstrakt, 

otrzymany z u�yciem 70% metanolu w czasie 60 minut (ekstrakt S18) (tab. 6). Jednak 

analiza statystyczna (Anova) wyników oznaczonej zawarto�ci w wyci�gach 

otrzymanych w czasie 15, 30 i 60 minut - S3, S6, S18, odpowiednio,  wykazała istotne 

statystycznie ró�nice pomi�dzy wyci�giem S3 a wyci�gami S6 i S18. Oznacza to, �e 

ilo�
 C-glikozydów flawonowych, wytrawionych z u�yciem ultrad�wi�ków i 70% 

metanolu wzrasta w wyci�gu do 30. minuty ekstrakcji (wyci�g S6) i nie ulega istotnym 

zmianom wraz z dalszym wydłu�eniem procesu (do 60 minut - wyci�g S18) (ryc. 18). 

Zastosowanie trzykrotnej sonikacji 70% metanolem (wyci�g S20) skutkowało 

zwi�kszeniem sumy wytrawionych C-glikozyloflawonów do 548,174 ± 19,06 µg/ml, a 

otrzymany wynik był statystycznie istotnie ró�ny od wyników uzyskanych dla wyci�gów 

S3, S6 i S18, otrzymanych tym samym rozpuszczalnikiem w czasie: 15 minut, 30 minut 

i 60 minut, odpowiednio (tab. 6). Podczas trzykrotnej sonikacji, ka�dorazowo przed 

wykonaniem kolejnego cyklu ekstrakcji kontrolowano temperatur� wody w płuczce 

ultrad�wi�kowej i utrzymywała si� ona na poziomie temperatury pokojowej. Dlatego na 

wydajno�
 ekstrakcji nie miała wpływu temperatura, lecz jedynie czas trwania procesu 

oraz ilo�
 u�ytego rozpuszczalnika w stosunku do surowca.  

Ryc.18. Zawarto�ci C-glikozydów flawonowych w wyci�gach z nasion kozieradki pospolitej, 
otrzymanych z u�yciem sonikacji 70% metanolem w zale�no�ci od czasu procesu.
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Kolejny etap prac nad optymalizacj� ekstrakcji C-glikozyloflawonów z nasienia 

kozieradki stanowiła ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) oraz przyspieszona 

ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE). Na podstawie wyników otrzymanych podczas 

eksperymentów, z dalszych bada� wykluczono ekstrakcj� 50% metanolem.  

Ekstrakcj� wspomagan� mikrofalami (microwave-assisted extraction - 

MAE; microwave-assisted solvent extraction -  MASE) prowadzono z u�yciem 70% 

metanolu. Wybór rozpuszczalnika ekstrakcyjnego warunkowany był zarówno wynikami 

wcze�niejszych eksperymentów, jak i mechanizmem wytrawiania zwi�zków czynnych z 

materiału ro�linnego z u�yciem promieniowania mikrofalowego. W mechanizmie 

ekstrakcji technik� MAE wykorzystywana jest zdolno�
 cz�steczek substancji do 

bezpo�redniej absorpcji promieniowania mikrofalowego, które wywołuje ruch jonów w 

polu elektromagnetycznym [376, 455, 518, 558]. W ekstrakcji MAE wskazanym jest 

u�ycie rozpuszczalników polarnych, tworz�cych dipole i absorbuj�cych promieniowanie 

mikrofalowe [376, 455, 558]. Ekstrakcja prowadzona jest w temperaturze wrzenia 

rozpuszczalnika, a maksymalny odzysk analitów uzyskiwany jest zazwyczaj po 5-20 

minutach wytrawiania [376, 558]. 

Ryc.19. Ekstraktor mikrofalowy NEOS GR  (Milestone, Włochy) 

W niniejszej pracy w badaniach zastosowano zmienny czas ekstrakcji oraz 

zmienn� moc (50 W, 100 W oraz 150 W). Spo�ród wyci�gów otrzymanych technik�

MAE najwy�sz� zawarto�ci� C-glikozyloflawonów charakteryzował si� wyci�g MAE4 
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(416,90 ± 72,62 µg/ml), uzyskany w wyniku 10 minutowej ekstrakcji przy mocy 50 W 

(tab. 6). Jednak ekstrakcja wspomagana mikrofalami o mocy 50 W w ci�gu 10 minut 

(wyci�g MAE4) lub 15 minut (wyci�g MAE1) charakteryzowała niska powtarzalno�
, 

wyra�ona wysok� warto�ci� odchylenia standardowego (SD) otrzymanych wyników 

(tab. 6). Analiza statystyczna (Anova) wykazała brak istotnych ró�nic w zawarto�ci C-

glikozyloflawonów w zale�no�ci od zastosowanych procedur ekstrakcji MAE - wyci�gi 

MAE1, MAE3 - MAE5, MAE7, otrzymane z u�yciem ró�nej mocy 50W (MAE1, MAE4, 

MAE7), 100W (MAE3) lub 150W (MAE5)  w czasie 5 minut (MAE3, MAE5), 10 minut 

(MAE4), 15 minut (MAE1) lub 30 minut (MAE7) (tab. 6). Stwierdzono, �e 

charakteryzuje je zbli�ona wydajno�
 (ryc. 20). Podobnie jak w przypadku techniki 

ASE, zawarto�
 badanych zwi�zków w ekstraktach otrzymanych w wyniku wytrawiania 

wspomaganego mikrofalami przy u�yciu 70% metanolu była ni�sza w porównaniu do 

wyci�gów otrzymanych z u�yciem mieszadła magnetycznego (wyci�g M4) lub 

ultrad�wi�ków (wyci�g S20) (tab. 6). Dodatkowo ekstrakcja przy mocy 100 W lub 150 

W mo�liwa była jedynie w czasie 5 minut. Wydłu�enie czasu procesu do 10 minut 

(wyci�gi MAE6 i MAE9, odpowiednio) lub 15 minut (wyci�gi MAE2 i MAE9, 

odpowiednio) skutkowało nadmiernym wrzeniem mieszaniny ekstrakcyjnej i jej 

"wyrzucaniem" do chłodnicy zwrotnej. Mieszanina metanolu i wody absorbuje 

promieniowanie mikrofalowe i ulega szybkiemu nagrzewaniu, dlatego wytrawianie 

matrycy w temperaturze powy�ej temperatury wrzenia musi odbywa
 si� przy u�yciu 

specjalnej aparatury, w układzie zamkni�tym [518]. 

Ryc.20. Zawarto�
 C-glikozyloflawonów w wyci�gach otrzymanych z u�yciem ró�nych procedur 
ekstrakcji wspomaganej mikrofalami.  
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Wytrawianie surowca z u�yciem przyspieszonej ekstrakcji 

rozpuszczalnikiem (ASE) prowadzono stosuj�c metanol oraz 70% metanol 

Zastosowano zmienny czas, temperatur� oraz ilo�
 cykli płukania �wie�ym 

rozpuszczalnikiem.  

ASE (ang. accelerated solvent extraction lub pressurized fluid extraction - PFE 

lub pressurized liquid extraction - PLE) jest nowoczesn� technik� ekstrakcyjn�, w której 

podwy�szona temperatura oraz wysokie ci�nienie umo�liwiaj� ekstrakcj� materiału 

ro�linnego w stosunkowo krótkim czasie [518, 545]. W ekstraktorze ASE 350 

wytrawianie prowadzone jest pod ci�nieniem 10,4 MPa (1500psi) w wykonanych ze 

stali nierdzewnej celkach i składa si� z nast�puj�cych etapów: doprowadzenia pieca do 

wymaganej temperatury, załadowania celki ekstrakcyjnej do pieca, napełnienia celki 

rozpuszczalnikiem, a nast�pnie ogrzewania do wymaganej temperatury (tzw. 

równowa�enie), ekstrakcja statyczna, płukanie �wie�ym rozpuszczalnikiem, usuwanie 

rozpuszczalnika z systemu poprzez wydmuchiwanie, odpr��anie układu (odpr��anie 

ci�nienia z celek ekstrakcyjnych i przewodów), odstawienie celki [545]. Poniewa�

podgrzewanie rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w zamkni�tym naczyniu prowadzi do 

wzrostu ci�nienia, wytrawianie mo�e by
 prowadzone w temperaturze przewy�szaj�cej 

temperatur� wrzenia stosowanego rozpuszczalnika [518]. W celu ilo�ciowego 

przeniesienia otrzymanego wyci�gu z ekstraktora, mo�liwe jest mycie celki dodatkow�

obj�to�ci� �wie�ego rozpuszczalnika po zako�czeniu podstawowego procesu 

ekstrakcji [545]. Dotychczas zespół polifenoli z nasion kozieradki z wykorzystaniem 

ASE analizowano w nielicznych pracach a jako rozpuszczalnik ekstrakcyjny 

zastosowano 50% metanol [66, 143]. Wyniki bada� prowadzonych w ramach niniejszej 

pracy wykazały jednak, �e rozpuszczalnik ten nie jest wydajnym ekstrahentem dla C-

glikozydów flawonowych 

Zawarto�
 C-glikozyloflawonów w wyci�gach otrzymanych technik� ASE przy 

u�yciu 70% metanolu wynosiła od 70,051 ± 24,31 µg/ml (wyci�g ASE-K) do 256,295 ± 

12,01 µg/ml (wyci�g ASE-J) i w ka�dym z badanych wariantów parametrów ekstrakcji 

była ni�sza w porównaniu do wyci�gów otrzymanych z u�yciem mieszadła 

magnetycznego (wyci�g M4) lub ultrad�wi�ków (wyci�g S20). 70% metanol u�yto w 

oparciu o wcze�niejsze eksperymenty jako najbardziej wydajny ekstrahent dla 

badanych zwi�zków flawonoidowych. Otrzymane wyniki mog� by
 zale�ne od 

obecno�ci w badanej matrycy ro�linnej znacznych ilo�ci polisacharydów. Mo�liwe, �e w 

przypadku podwy�szonego ci�nienia i ekstrakcji prowadzonej z u�yciem 

rozpuszczalnika zawieraj�cego wod�, polisacharydy ulegaj� szybszej ekstrakcji ni�

badane C-glikozydy flawonowe i stanowi� rodzaj mechanicznej bariery dla 

rozpuszczalnika podczas wytrawiania flawonoidów. W toku prac laboratoryjnych po 
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przeprowadzonej ekstrakcji ASE, podczas czyszczenia celek ekstraktora, ka�dorazowo 

obserwowano obecno�
 g�stej, bardzo kleistej mieszaniny surowca i ziemi 

okrzemkowej zatykaj�cej cel� ekstrakcyjn�, której usuni�cie było utrudnione.  

Ryc.21. Ekstraktor ASE 350 (Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 Accelerated 

Solvent Extractor system) (Dionex, Kalifornia, USA). 

Zastosowanie 100% metanolu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego 

eliminowało problem, a zawarto�
 C-glikozyloflawonów w otrzymanych wyci�gach 

(ASE-AMeOH  - ASE-IMeOH) była wy�sza ni� w ekstraktach uzyskanych z u�yciem 70% 

metanolu, osi�gaj�c maksymalne warto�ci w wyci�gach otrzymanych w temperaturze 

100°C: ASE-GMeOH 336,543 ± 24,88 µg/ml, ASE-HMeOH 305,978 ± 30,09 µg/ml oraz  

ASE-IMeOH 338,054 ± 28,36 µg/ml). Jednak zawarto�ci te s� znacznie ni�sze od 

zawarto�ci w wyci�gach:  M4, otrzymanym z u�yciem mieszadła magnetycznego i 70% 

metanolu (557,082 ±15,62 µg/ml) oraz S20, otrzymanym w wyniku trzykrotnej sonikacji 

surowca 70% metanolem (3 x 10 min) (548,174 ± 19,06 µg/ml). Wydajno�
 wytrawiania 

C-glikozydów flawonowych z nasion kozieradki przy u�yciu przyspieszonej ekstrakcji 

metanolem jest porównywalna z wydajno�ci� wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie 

Soxhleta, ekstrakcji w automatycznym aparacie Soxhleta (25 cykli), jednokrotnej 

sonikacji 70% metanolem w czasie 30-60 minut (wyci�gi S9, S12, S15, S18) lub 

ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE)  (tab. 6).

Wyniki przeprowadzonych bada� nad optymalizacj� warunków wytrawiania C-

glikozyloflawonów z nasienia kozieradki wskazuj�, �e najbardziej wydajnymi metodami 

wytrawiania badanych zwi�zków z materiału ro�linnego jest ekstrakcja 70% 

metanolem, prowadzona: z u�yciem mieszadła magnetycznego, w temperaturze 60°C 
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(2 x 3 h) (wyci�g M4) oraz trzykrotna ekstrakcja z u�yciem ultrad�wi�ków (sonikacja 3 

x 10 min, wyci�g S20). Analiza statystyczna wykazała brak istotnych ró�nic pomi�dzy 

zawarto�ci� C-glikozyloflawonów w wyci�gach M4 i S20 (Anova). Jakkolwiek wybór 

metody wytrawiania zale�y od dost�pno�ci aparatury laboratoryjnej, nale�y jednak 

podkre�li
, �e otrzymanie wyci�gu M4 wymaga a� 6 godzin ekstrakcji, podczas gdy 

uzyskanie wyci�gu S20 z u�yciem ultrad�wi�ków trwa jedynie 30 minut, co przemawia 

na korzy�
 sonikacji. Z drugiej strony trzykrotna sonikacja sproszkowanych nasion 

kozieradki prowadziła do silnego zm�tnienia ekstraktu, utrudniaj�cego s�czenie 

otrzymanych wyci�gów. Jest to zwi�zane ze zjawiskami towarzysz�cymi procesowi 

ekstrakcji wspomaganej ultrad�wi�kami, m.im. cz��ciowym rozdrabnianiem surowca i 

kawitacj� [518]. 

Uwzgl�dniaj�c czas ekstrakcji, nale�y podkre�li
, �e dla celów analizy 

jako�ciowej zespołu C-glikozyloflawonów mo�liwe jest otrzymanie wyci�gu z 

zastosowaniem ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE) w bardzo krótkim czasie - 

nawet 5 minut (wyci�gi MAE3, MAE5), co pozwala na wytrawienie ok. 65% badanych 

zwi�zków w porównaniu z wyci�gami M4 lub S20 (100%). W ten sposób jest mo�liwe 

uzyskanie w krótkim czasie wyci�gu z przeznaczeniem do okre�lenia profilu C-

glikozydów flawonoidowych w surowcu. Natomiast badania z u�yciem przyspieszonej 

ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE) wymagaj� dalszej optymalizacji i oceny u�ycia 

innych rozpuszczalników. 

Badania C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki z 

zastosowaniem ró�nych technik chromatograficznych - TLC, 

HPLC 

 Dane literaturowe wskazuj�, �e zespół C-glikozydów flawonowych w nasieniu 

kozieradki obejmuje mono- i di-C-glikozydowe pochodne apigeniny i luteoliny [15, 435, 

456, 490, 493, 494, 511, 570, 574], tworz�ce pary 6-C i/lub 8-C izomerów o tej samej 

masie cz�steczkowej, ró�ni�ce si� poło�eniem wi�zania C-glikozydowego w strukturze 

flawonu: apigeniny lub luteoliny. Charakterystyk� C-glikozyloflawonów  w nasieniu 

kozieradki przedstawiono w rozdziale I.2.1.   

Dotychczas zespoły flawonoidów analizowano w surowcu pochodzenia 

azjatyckiego i maroka�skiego [66, 143, 456, 490, 493, 494]. W Europie badania nad 
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komercyjnie dost�pnymi nasionami kozieradki nieznanego pochodzenia w zakresie C-

glikozyloflawonów prowadzili Wagner i wsp. [570] oraz Prati  i wsp. [435]  

 W analizie C-glikozyloflawonów w nasionach T. foenum-graceum wykorzystano 

chromatografi� cienkowarstwow� [15, 490, 570] oraz wysokosprawn� chromatografi�

cieczow� [143, 435, 456]. 

Analiza C-glikozyloflawonów metod� chromatografii 

cienkowarstwowej 

Analiza C-glikozyloflawonów metod� HPTLC 

Analiz� chromatograficzn� ekstraktów metanolowych z nasion kozieradki 

pospolitej prowadzono wobec 5 substancji wzorcowych: witeksyny, izowiteksyny, 

orientyny, izoorientyny (wcze�niej zidentyfikowanych w surowcu) oraz  7-O-glukozydu 

izowiteksyny (saponaryna). Rozdzielenia prowadzono na płytkach TLC RP-18W F254S, 

stosuj�c fazy ruchome, stanowi�ce mieszaniny: wody i metanolu (F31 - F37), 

acetonitrylu (F38) lub tetrahydrofuranu (F51) w ró�nych stosunkach obj�to�ciowych, z 

dodatkiem kwasu mrówkowego. Chromatogramy rozwijano na dystansie 8 cm w 

komorze chromatograficznej, wysyconej parami fazy ruchomej. 

Najlepsze rozdzielenie otrzymano z u�yciem fazy ruchomej metanol:woda:kwas 

mrówkowy (40:60:6, v/v) (F32). Zwi�zki flawonoidowe analizowano w �wietle UV  przy 

długo�ci fali �-254 nm bez derywatyzacji (ryc. 22). 

Na otrzymanym chromatogramie HPTLC wyci�gu metanolowego obserwowano 

9 pasm zwi�zków. Warto�ci Rf czterech z nich odpowiadały warto�ciom Rf  substancji 

wzorcowych: witeksynie (1), izowiteksynie (2), orientynie (4), izoorientynie (5) oraz 

saponarynie (6). Warto�ci współczynników Rf dla orientyny (3) oraz 7-O-glukozydu 

izowiteksyny (6) (Rf 0,52) były identyczne  i rozdzielenia tych zwi�zków nie otrzymano 

w �adnej ze stosowanych faz  ruchomych. Chromatografia cienkowarstwowa 

umo�liwiła potwierdzenie w badanym materiale ro�linnym obecno�ci witeksyny, 

izowiteksyny oraz izoorientyny.   
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Ryc.22. Chromatogram HPTLC wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej 
(3) oraz wzorcowych C-glikozyloflawonów: 1 - witeksyna; 2 - izowiteksyna; 4 - 
orientyna; 5 - izoorientyna, 6 - 7-O-glukozyd izowiteksyny. Faza stacjonarna: �el 
krzemionkowy RP-18W F254S, faza ruchoma: metanol:woda:kwas mrówkowy (40:60:6, 
v/v/v), detekcja: UV �−254nm.  

Analiza C-glikozyloflawonów metod� 2D TLC 

Analiz� chromatograficzn� metod� 2D TLC ekstraktów metanolowych z nasion 

kozieradki pospolitej przeprowadzono na płytkach celulozowych, stosuj�c nast�puj�ce 

fazy ruchome: w pierwszym kierunku − mieszanin� n-butanol: kwas octowy: woda 

(BAW) (3:1:1, v/v)  (F29), natomiast  w drugim kierunku − 15% kwas octowy (F30) w 

warunkach wysycenia komory chromatograficznej parami fazy ruchomej (30 minut  

(F29) lub 20 minut (F30), odpowiednio (II.7.1.1.2.).  Otrzymany chromatogram 

analizowano w �wietle lampy UV przy długo�ciach fali �-254 nm oraz �-366 nm. 

 Na chromatogramie 2D TLC wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 

obecnych było 10 plam zwi�zków o ró�nej fluorescencji (ryc. 23) i przy zmianie 

długo�ci fali, przy której analizowano chromatogram (�-254 nm oraz �-366 nm), nie 

obserwowano zmian we fluorescencji poszczególnych rozdzielonych analitów. 

 W badanym ekstrakcie dominowały zwi�zki flawonowe o charakterystycznej, 

brunatnej fluorescencji (6 plam) [353]. Ponadto obserwowano 3 plamy o fluorescencji 

bł�kitnej oraz 1 plam� o fluorescencji intensywnie niebieskiej, przypuszczalnie 

zwi�zków o charakterze fenolokwasów [353, 572]. Ponadto na chromatogramie 

widoczna była 1 plama o �ółtej fluorescencji, prawdopodobnie nale��ca do zwi�zku o 

budowie flawonoidowej [353, 572].  

Zwi�zek Rf

Witeksyna 0,47 

Izowiteksyna 0,30 

Orientyna 0,52 

Izoorientyna 0,44 

7-O-glukozyd izowiteksyny 0,52 
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 Dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa (2D TLC) wykazała, �e 

badany wyci�g zawiera szereg innych zwi�zków flawonoidowych, w tym cz��ciowo 

nierozdzielonych zwi�zków X i Y, prawdopodobnie di-C-glikozydów flawonowych, o 

warto�ciach Rf: Rf(I)X ,36; Rf(I)Y 0,36 oraz Rf(II)X 0,33; Rf(II)Y 0,26. 

�

Ryc.23. Chromatogramy 2D TLC wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej 
pochodzenia krajowego: A - wideoskan, B - schemat chromatogramu. Faza stacjonarna: 
celuloza, faza ruchoma: I - butanol:kwas octowy:woda (3:1:1, v/v/v) (BAW) (F29), II - 15% kwas 
octowy (F30), detekcja UV �-254 nm oraz UV �-366 nm. 
  

Analiza C-glikozyloflawonów metod� wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC) 

Optymalizacja warunków separacji C-glikozydów flawonowych  

metod� 1D HPLC-DAD 

  

 W analizie chromatograficznej zwi�zków flawonoidowych w matrycach 

ro�linnych narz�dziem stosowanym z wyboru jest wysokosprawna chromatografia 

cieczowa w systemie faz odwróconych (RP-HPLC) [38, 121, 123, 275, 391, 595, 626]. 
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Faz� stacjonarn� najcz��ciej stanowi �el krzemionkowy modyfikowany resztami 

oktadecylowymi (C-18) lub (rzadziej) - oktylowymi (C-8). Natomiast stosowana faza 

ruchoma jest przewa�nie dwuskładnikow� mieszanin� rozpuszczalnika organicznego 

(acetonitryl, metanol, tetrahydrofuran) i wody, z dodatkiem niewielkich obj�to�ci 

modyfikatora kwasowego - kwasu mrówkowego, octowego, trifluorooctowego lub 

fosforowego. Proces separacji zazwyczaj prowadzony jest w warunkach elucji 

gradientowej, rzadziej stosowana jest elucja izokratyczna [38, 121, 123, 275, 391, 595, 

626]. Zespół C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki ró�nego pochodzenia metod�

HPLC analizowano w szeregu prac [66, 143, 435, 456]. 

 W niniejszej pracy optymalizacj� warunków separacji HPLC C-

glikozyloflawonów prowadzono w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych z firmy 

zielarskiej Lewandowski (Polska). Do bada� przeznaczono ekstrakty metanolowe, 

otrzymane w wyniku trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, 

według procedury opisanej w punkcie II.6.1.1.1. 

 Optymalizacja rozdzielenia składników zespołu C-glikozyloflawonów w 

badanym surowcu obejmowała selekcj� fazy stacjonarnej i kompozycji eluentu, jak 

równie� dobór programu elucji gradientowej.  Analizy prowadzono z wykorzystaniem 

detektora DAD (Diode Array Detector) przy długo�ci fali �-330 nm, przy której 

obserwowano I maksimum absorpcji w widmach UV C-glikozydów flawonowych [353]. 

Jako fazy stacjonarne stosowano �ele krzemionkowe modyfikowane resztami 

oktadecylowymi, porowate: kolumna Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm x 4 µm) oraz 

cz��ciowo porowate typu "core-shell": kolumny Kinetex C-18  (100 mm x 4,6 mm x 2,6 

µm) oraz Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm). W badaniach zastosowano elucj�

izokratyczn� (fazy ruchome S13 i S14, p.4.2.2.1.) oraz elucj� gradientow� (programy I, 

XII-XX) przy nat��eniu przepływu fazy ruchomej 1 ml/min oraz temperaturze kolumny 

tkol 25°C. 

 Pocz�tkowo analizy prowadzono na kolumnie Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm 

x 4 µm)  z wykorzystaniem fazy ruchomej, stanowi�cej mieszanin� metanolu i wody w 

stosunku 80:20 (v/v) lub 30:70 (v/v), z dodatkiem kwasu mrówkowego w st��eniu 0,1% 

(fazy ruchome S13 i S14, odpowiednio, II.4.2.2.1.). Badane zwi�zki eluowały w formie 

niecałkowicie rozdzielonych: czterech (faza S13) lub siedmiu (faza S14) pików. W 

rezultacie nie uzyskano separacji składników badanego wyci�gu. Efektywne 

rozdzielenie C-glikozydów flawonowych w warunkach elucji izokratycznej uzyskano 

metod� HPLC w ekstraktach z sze�ciu gatunków z rodzaju Passiflora [626]. 

 Kolejny krok stanowiło opracowanie profilu elucji gradientowej, 

charakteryzuj�cego si� wzrastaj�cym st��eniem metanolu w wodzie z dodatkiem 0,1% 

kwasu mrówkowego (fazy ruchome G+I, II.4.2.2.1.) w zakresie 20%-30% (gradient 
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zło�ony liniowo-izokratyczny, program XII) lub 10%-30% (gradient liniowy, programy 

XIII, XIV) w czasie: tG 40 (programy XII i XIII) lub tG 46 minut (program XIV). Na 

otrzymanych chromatogramach HPLC-DAD analizowane zwi�zki były słabo 

rozdzielone i widoczne w postaci 8 pików, jako cz��ciowo koeluuj�cych, co 

wskazywało na konieczno�
 dalszej optymalizacji warunków analizy (ryc. 24). 

 W kolejnym etapie prac zmieniono składnik organiczny fazy ruchomej z 

metanolu na acetonitryl, natomiast jako modyfikator kwasowy zastosowano kwas 

trifluorooctowy (TFA). Analizy prowadzono w warunkach elucji gradientowej, 

charakteryzuj�cej si� wzrostem st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) 

od 0% do 50% w 0,1% TFA (fazy ruchome A+E, II.4.2.2.1.) w czasie tG 50 minut 

(gradient liniowy, program XV). Otrzymane chromatogramy charakteryzowały si�

lepszym rozdzieleniem zwi�zków w porównaniu do wcze�niej testowanych warunków 

analizy (ryc. 24). Składniki badanego zespołu ulegały cz�sciowej separacji w formie 12 

pików, z których 10 eluowało w zakresie tR 28-36 minut. Aby przyspieszy
 wymywanie 

analitów z kolumny zwi�kszono st��enie mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) 

w 0,1% TFA w pocz�tkowej fazie gradientu do 8% (program XVI), co jednak nie 

przyniosło pozytywnych rezultatów (ryc. 24). 

  Kolejnym krokiem w procesie optymalizacji rozdzielenia składników zespołu C-

glikozydów flawonowych w badanej matrycy była optymalizacja fazy stacjonarnej. 

Stosowana w pocz�tkowym etapie prac kolumna Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm x 4 

µm) charakteryzuje si� standardowym wypełnieniem C-18 o �rednicy ziaren 4 µm [5].  

W celu zwi�kszenia rozdzielczo�ci zast�piono j� kolumn� Kinetex C-18  (100 mm x 4,6 

mm x 2,6 µm), której wypełnienie stanowi �el krzemionkowy modyfikowany resztami 

oktadecylowymi, w technologii "core-shell" [6]. Pojedyncze ziarno wypełnienia o 

�rednicy 2,6 µm składa si� z nieporowatego rdzenia (1,9 µm) oraz cienkiej porowatej 

powłoki �elu krzemionkowego modyfikowanego resztami oktadecylowymi (0,35 µm) [3, 

6], co skutkuje wy�sz� sprawno�ci� kolumny, lepsz� rozdzielczo�ci� i czuło�ci�, przy 

akceptowalnym ci�nieniu (<400 bar) [6, 586]. Dlatego kolumny z wypełnieniem "core-

shell" mog� by
 stosowane nie tylko w systemach UHPLC, ale równie�  w 

standardowych systemach HPLC [6, 586].  

 Analizy na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm) prowadzono 

pocz�tkowo z wykorzystaniem elucji gradientowej według programu XVII, 

charakteryzuj�cego si� liniowym wzrostem st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1, v/v/v) w od 8% do 50% 0,1% TFA (II.4.2.2.1.) w czasie tG 50 minut. Zmiana 

fazy stacjonarnej skutkowała lepsz� rozdzielczo�ci�, a obserwowane na 

chromatogramie piki były w��sze ni� w przypadku analiz HPLC prowadzonych na 

kolumnie Nova-Pak C-18 (ryc. 25). Wysoka sprawno�
 kolumn Kinetex teoretycznie 
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stwarza równie� mo�liwo�
 prowadzenia analiz w czasie krótszym ni� na 

standardowych kolumnach HPLC, z jednoczesnym zachowaniem wysokiej 

efektywno�ci rozdziele� [6]. Jednak w przypadku analizowanego zespołu zwi�zków z 

nasion kozieradki próba skrócenia czasu analizy do 40 min (program XVIII - gradient 

liniowy, wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 8% do 50% w 

0,1% TFA w czasie tG 40 minut nie przyniosła poprawy rozdzielenia, a C-

glikozyloflawony eluowały dopiero w czasie tG � 29 minut (ryc. 25). Celem zwi�kszenia 

mocy elucyjnej fazy ruchomej w pocz�tkowej fazie gradientu dwukrotnie zwi�kszono 

st��enie mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA z 8% do 16% oraz 

wprowadzono etap elucji izokratycznej w pierwszych 15 minutach programu elucji przy 

st��eniu 16% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA, po którym 

nast�pował liniowy wzrost st��enia od 16% do 50% w czasie tG 45 minut [profil 

gradientu zło�ony, obejmuj�cy liniowy wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA oraz elucj� izokratyczn�, program XIX]. Wprowadzone 

zmiany owocowały lepszym rozdzieleniem pików na chromatogramie HPLC i elucj�

pierwszych analitów w czasie tG � 20 minut (ryc. 25). W kolejnym etapie optymalizacji 

warunków separacji wprowadzono do programu elucji dodatkowy etap elucji 

izokratycznej przy st��eniu 24% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% 

TFA, w przedziale czasu gradientu 35-45 minut, przy zachowaniu czasu trwania 

gradientu tG 50 minut (gradient zło�ony, obejmuj�cy elucj� izokratyczn� oraz liniowy 

wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% do 50% w 0,1% 

TFA, program XX) (ryc. 25).  W kolejnej modyfikacji gradientu zwi�kszono z 50% do 

70%  st��enie ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA w ko�cowej fazie 

gradientu (tG 60-70 minut), wraz z wydłu�eniem czasu analizy do tG 70 minut - program 

I, stanowi�cy gradient o profilu zło�onym, obejmuj�cy elucj� izokratyczn� oraz liniowy 

wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% do 70% w 0,1% 

TFA (tG 70 minut) (ryc. 26). Obserwowano, �e zmiana temperatury kolumny (tkol 20°C, 

tkol 25°C lub tkol 30°C) nie wpływa na efektywno�
 rozdzielenia. W celu uzyskania 

powtarzalnych rozdziele� konieczne było wydłu�enie czasu kondycjonowania kolumny 

faz� ruchom� o st��eniu 16% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% 

TFA ze stosowanych dotychczas 10 minut do 20 minut.

 Spo�ród testowanych w procesie optymalizacji zró�nicowanych warunków 

analizy, najlepsze rozdzielenie badanego zespołu C-glikozyloflawonów, w formie 15 

pików, otrzymano na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm), stosuj�c 

elucj� gradientow� według programu I (gradient zło�ony, izokratyczno-liniowy) przy 

nat��eniu przepływu fazy ruchomej 1,0 ml/min i temperaturze kolumny tkol 25°C (ryc. 

26). 
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C D

E F

Ryc.24. Chromatogramy 1D HPLC-DAD wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, 
otrzymane z u�yciem ró�nych programów elucji gradientowej: A - program XII, B - program XIII, 
C - program XIV, D - program XV, E - program XVI, F - program XVII. Kolumna Nova-Pak C-18 
(150 mm x 4 mm x 4 µm), UV �-330 nm. 
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Ryc.25. Chromatogramy 1D HPLC-DAD wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, 
otrzymane z u�yciem ró�nych programów elucji gradientowej:  A - program XVII, B - program XVIII, C 
- program XIX, D - program XX. Kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 sµm), UV �-330 nm. 
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Ryc.26. Chromatogram 
pospolitej pochodzenia krajowego, 
programu I (B): A - 0,1% TFA, E 
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm)
izoorientyna+orientyna, 4a+4b 
apigeniny, 6 - witeksyna, 7 
apigeniny, 14 - ester p
witeksyny/izowiteksyny. 

 Opracowane warunki separacji zastosowano na kolumnie

samej długo�ci, ale mniejszej 

nat��enie przepływu fazy ruchomej do  0,25 ml/min i otrz

chromatograficzny. Bior

eksperymenty chromatograficzne prowadzono z wykorzy

�rednicy 2,1 mm. 
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1D HPLC-DAD (A) wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 
pochodzenia krajowego, otrzymany w warunkach elucji gradientowej  według 

1% TFA, E - ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v). Kolumna 
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), UV �− 330nm. 1 - wicenina-2, 2 -
izoorientyna+orientyna, 4a+4b - izoszaftozyd+szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)

witeksyna, 7 - wicenina-3, 8 - izowiteksyna, 9, 10, 11, 12, 13 di
ester p-kumarowy orientyny/izoorientyny, 15 -

pracowane warunki separacji zastosowano na kolumnie Kinetex C

ci, ale mniejszej �rednicy (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), obni

enie przepływu fazy ruchomej do  0,25 ml/min i otrzymuj�

chromatograficzny. Bior�c pod uwag� mniejsze zu�ycie rozpuszczalników, dalsze 

eksperymenty chromatograficzne prowadzono z wykorzystaniem kolumny Kinete
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gu metanolowego z nasion kozieradki 
otrzymany w warunkach elucji gradientowej  według 

Kolumna Kinetex C-18 
wicenina-1, 3a+3b -

(6/8)-heksozylo-pentozyd 
, 13 di-C-(6/8)-pentozydy 

ester p-kumarowy 

 Kinetex C-18 o tej 

mm x 2,6 µm), obni�aj�c 

�c identyczny profil 

ycie rozpuszczalników, dalsze 

staniem kolumny Kinetex o 

�* ,*

G:4;�71<=9
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Analiza i identyfikacja C-glikozydów flawonowych  metod�

HPLC-DAD-ESI-MS 

 Opracowane warunki analizy HPLC-UV w sprz��eniu z detektorami DAD i MS 

zastosowano do identyfikacji zwi�zków flawonoidowych w wyci�gu metanolowym z 

nasion kozieradki pochodzenia krajowego. W procesie identyfikacji poszczególnych C-

glikozyloflawonów uwzgl�dniono warto�ci czasu retencji (tR), przebieg widma UV i 

widma MS, otrzymanych odpowiednio z u�yciem detektora DAD oraz detektora 

masowego. Jako technik� jonizacji zastosowano rozpylanie w polu elektrycznym (ESI - 

Electrospray Ionisation). Analizowano widma ESI-MS, otrzymane w trybie jonów 

dodatnich i ujemnych oraz wykorzystano technik� monitorowania wybranych jonów 

SIM (Selected Ion Monitoring) w trybie jonów dodatnich i ujemnych (ryc. 28). 

Rozdzielenia metod� HPLC-DAD-ESI-MS prowadzono wobec 11 zwi�zków 

wzorcowych: witeksyny, izowiteksyny, orientyny, izoorientyny, wiceniny-1, wiceniny-2, 

wiceniny-3, szaftozydu, izoszaftozydu, 7-O-glukozydu izowiteksyny i 2"-O-ramnozydu 

witeksyny (ryc. 27). Otrzymane dane chromatograficzne i spektralne identyfikowanych 

zwi�zków porównano z opisanymi w literaturze [66, 143, 353, 435, 456, 574]. 

Ryc.27. Chromatogram 1D HPLC-DAD mieszaniny wzorców C-glikozyloflawonów: 1 – wicenina-
2, 2+2a – wicenina-1+7-O-glukozyd izowiteksyny, 3a+3b – izoorientyna+orientyna, 4a+4b – 
izoszaftozyd+szaftozyd, 6 – witeksyna, 7+7a – wicenina-3+2"-O-ramnozyd witeksyny, 8 – 
izowiteksyna. Kolumna  Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), elucja gradientowa  według 
programu I, UV  �−330 nm.  



125 

Ryc.28. Chromatogram 1D HPLC-DAD-ESI-MS wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 
pospolitej pochodzenia krajowego: 
A − chromatogram HPLC-DAD; detekcja UV �−330 nm 
B − chromatogram całkowitego pr�du jonowego (TIC), otrzymany w trybie jonów 
dodatnich (TIC (+)) 
C-H  − chromatogramy jonów przy m/z 433, m/z 449 m/z, m/z 565, m/z 535, m/z 579 i 
m/z 595.  

  



126 

Tab.7. Dane spektralne i chromatograficzne C-glikozyloflawonów zidentyfikowanych w nasieniu kozieradki pospolitej metod� HPLC-DAD-ESI-MS.

Zwi�zek/

Pik HPLC

UVmax [M+H]+/ [M-H]- / [M-H+TFA]- tR (min) Zwi�zek zidentyfikowany

1 269,333 595 / 593 / 707 22,67 wicenina-2 

2 269, 333 565 / 563 / 677 28,98 wicenina-1 

3a/3b 254sh, 269, 346 449 / 447 / 561 31,07 izoorientyna / orientyna 

4a/4b 270, 334 565 / 563 / 677 31,45 izoszaftozyd / szaftozyd 

5 270, 335 565 / 563 / 677 32,32 di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny 

6 267, 336 433 / 431 / 545 36,96 witeksyna 

7 269, 333 565 / 563 / 677 38,76 wicenina-3 

8 268, 335 433 / 431 / 545 40,48 izowiteksyna 

9 270, 335 535 / 533 / 647 40,85 di-C-(6/8)-pentozyd  apigeniny 

10 270, 335 535 / 533 / 647 43,74 di-C-(6/8)-pentozyd  apigeniny 

11 271, 335 535 / 533 / 647 47,50 di-C-(6/8)-pentozyd  apigeniny 

12 269, 333 535 / 533 / 647 48,67 di-C-(6/8)-pentozyd  apigeniny 

13 269, 333 535 / 533 / 647 51,30 di-C-(6/8)-pentozyd  apigeniny 

14 255sh, 269, 315 595 / 593 / 707 59,41 ester p-kumarowy orientyny / izoorientyny 

15 269, 315 579 / 577 / 691 61,79 ester p-kumarowy witeksyny / izowiteksyny
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 Na podstawie otrzymanych widm UV 13 spo�ród 15 rozdzielonych zwi�zków 

zidentyfikowano wst�pnie jako pochodne apigeniny (zwi�zki 1, 2, 4, 5-13 oraz 15), 

uwzgl�dniaj�c obecno�
 dwóch maksimów absorpcji  przy długo�ciach fali �max 270 nm 

(I maksimum) oraz �max 330 nm (II maksimum) (zwi�zki 1, 2, 4, 5-13) lub �max 270 nm (I 

maksimum) oraz �max 315 nm (zwi�zek 15) [353].  

 Kolejne dwa zwi�zki (3 i 14) rozpoznano jako pochodne luteoliny, 

charakteryzuj�ce si� wyst�powaniem w widmach UV przegi�cia (tzw. shoulder) przy 

długo�ci fali  �sh-254-255 nm, obok dwóch maksimów absorpcji przy długo�ci fali �max

269 nm (I maksimum) i �max 346 nm (II maksimum) (zwi�zek 3) lub �max 269 nm (I 

maksimum) i �max 315 nm (II maksimum) (zwi�zek 14), [298]. 

 Uwzgl�dniaj�c obecno�
 przesuni�cia hipsochromowego II maksimum 

absorpcji  w widmach zwi�zków 14 i 15 o warto�ci ��max 32 nm, wskazuj�cego na 

obecno�
 wi�zania estrowego C-glikozyloflawonu z reszt� kwasu fenolowego [297], 

zwi�zki te rozpoznano jako estry C-glikozyloflawonów, odpowiednio: apigeniny 

(zwi�zek 15) oraz luteoliny (zwi�zek 14). 

 Na chromatogramie jonu pseudomolekularnego przy m/z 595 [M+H]+ (w trybie 

jonów dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 593 [M-H]- (w trybie 

jonów ujemnych) obserwowano obecno�
 dwóch pików o tR 22,67 min. (zwi�zek 1) 

oraz tR 59,41 min. (zwi�zek 14). Dodatkowo  na widmach ESI-MS, otrzymanych w 

trybie jonów ujemnych odnotowano obecno�
 adduktu z kwasem trifluorooctowym 

(TFA) przy m/z 707 [M-H+114]-. Warto�
 tR zwi�zku 1 była zgodna z warto�ci� tR

wzorcowej wiceniny-2 (6,8-di-C-glukozydu apigeniny). Na podstawie uzyskanych 

danych chromatograficznych i spektralnych zwi�zek 1 zidentyfikowano jako wicenin�-2, 

natomiast zwi�zek 14  jako ester p-kumarowy orientyny lub izoorientyny [456, 574]. 

 W widmach ESI-MS zwi�zku 15 (tR 61,79 min) w zastosowanych warunkach 

jonizacji obserwowano obok sygnału jonu pseudomolekularnego przy m/z 595 [M+H]+

w trybie jonów dodatnich oraz w trybie jonów ujemnych deprotonowanego jonu 

molekularnego przy m/z 593 [M-H]- i sygnał jonu przy m/z 707, odpowiadaj�cy 

adduktowi z TFA [M-H+114]-. Na podstawie uzyskanych danych chromatograficznych i 

spektralnych zwi�zek 15 zidentyfikowano jako ester p-kumarowy 

witeksyny/izowiteksyny [456, 511, 574].  

 W widmach masowych zwi�zków 6 (tR 69,96 min) i 8 (tR 40,48 min) 

obserwowano sygnał jonu pseudomolekularnego przy m/z 433 [M+H]+ (w trybie jonów 

dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 431 [M-H]- (w trybie jonów 

ujemnych), odpowiadaj�cego masie cz�steczkowej mono-C-glukozydów apigeniny 

oraz jonu przy  m/z  545, odpowiadaj�cy adduktowi z TFA [M-H+114]-  (w trybie jonów 

ujemnych). Warto�ci tR zwi�zków 6 i 8 były zgodne z warto�ciami tR wzorcowych 
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witeksyny i izowiteksyny, odpowiednio. Na podstawie uzyskanych danych 

chromatograficznych i spektralnych zwi�zki 6 i 8 zidentyfikowano jako odpowiednio: 

witeksyn� (8-C-glukozyd apigeniny) oraz i izowiteksyn� (6-C-glukozyd apigeniny).

  

 W widmie ESI-MS zwi�zku 12 obserwowano sygnały jonu 

pseudomolekularnego przy m/z 535 [M+H]+ w trybie jonów dodatnich oraz w trybie 

jonów ujemnych deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 533 [M-H]- obok 

sygnału przy m/z 647, odpowiadaj�cego adduktowi z TFA [M-H+114]-. Identyfikacj�

zwi�zków 9,10,11,12 i 13 (tR 40,85 min, tR 43,74 min, tR 47,50 min, tR 48,67 min i tR

51,30 min, odpowiednio) oparto o technik� SIM (Selected Ion Monitoring), monitoruj�c 

jony m/z 535 [M+H]+ (w trybie jonów dodatnich),  m/z 533 [M-H]- (w trybie jonów 

ujemnych) oraz m/z  647 [M-H+114]-  (w trybie jonów ujemnych). Na podstawie 

uzyskanych danych chromatograficznych (warto�ci tR) i spektralnych (warto�ci m/z, 

widmo UV), zwi�zki 9-13 zidentyfikowano jako di-C-(6/8)-glikozydowe pochodne 

apigeniny, zawieraj�ce w cz�steczce dwie pentozy (tab. 7). 

 Na otrzymanym technik� SIM chromatogramie jonu molekularnego m/z 565 

wykazano obecno�
 czterech pików o czasach retencji: tR 28,98 min (zwi�zek 2), tR

31,45 min (zwi�zek 4), tR 32,32 min (zwi�zek 5) oraz tR 38,76 min (zwi�zek 7). W 

widmach ESI-MS otrzymanych w trybie jonów dodatnich zwi�zków 2, 4, 5 i 7 

obserwowano sygnały jonów pseudomolekularnych przy m/z 565 [M+H]+. Natomiast  w 

widmach ESI-MS otrzymanych w trybie jonów ujemnych obserwowano sygnały 

deprotonowanych jonów molekularnych przy m/z 563 [M-H]-  oraz sygnały  przy m/z

677 [M-H+114]-, odpowiadaj�ce adduktom z TFA.  Na podstawie uzyskanych danych 

chromatograficznych i spektralnych zwi�zki 2, 4, 5 i 7 wst�pnie identyfikowano jako di-

C-heksozylopentozydy apigeniny. Ponadto warto�ci tR zwi�zków 2 i 7 były zgodne z 

warto�ciami tR wzorcowych wiceniny-1 (6-C-ksylofuranozylo-8-C-galaktozyd apigeniny) 

oraz wiceniny-3 (6-C-glukopiranozylo-8-C-ksylofuranozyd apigeniny). Na podstawie 

uzyskanych danych chromatograficznych i spektralnych (warto�ci m/z, tR, widmo UV) 

zwi�zek 2 zidentyfikowano jako wicenin�-1, zwi�zek 7 jako wicenin�-3, zwi�zek 5 jako 

di-C-heksozylo-pentozyd apigeniny. Identyfikacja zwi�zku 4 w warunkach opracowanej 

metody nie była mo�liwa ze wzgl�du na identyczne: warto�ci tR, widmo UV i warto�ci 

m/z jonów molekularnych nierozdzielonych substancji wzorcowych - szaftozydu (4b) i 

izoszaftozydu (4a).  

 W widmie masowym zwi�zku 3 obserwowano jon pseudomolekularny przy m/z

449 [M+H]+ w trybie jonów dodatnich i deprotonowany jon molekularny przy m/z 447  

[M-H]- oraz addukt z TFA przy m/z 561 [M-H+114]-  w trybie jonów ujemnych. Podobnie, 

jak w przypadku zwi�zku 4, równie� identyfikacja zwi�zku 3 nie była mo�liwa ze 



wzgl�du na identyczne: warto

nierozdzielonych zwi�zków wzorcowych: orientyny (3b) i izoorientyny (3a)

Na otrzymanym chromatogramie HPLC obserwowano koelu

3a+3b oraz 4a+4b (tab

wyci�gach z nasion koziera

Kolejne próby separacji zwi

rozdzielenia pozostałych zwi

Dlatego postanowiono w dalszej cz

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC).

W otrzymanych w trybie jonów ujemnych widmach ESI

orientyny i izoorientyny

deprotonowanych jonów molekularnych przy 

przy m/z 561 [M–H+114]

izoorientyny oraz 100% i 60% odpowiednio dla orient

ró�nice w charakterystyce widm ESI

orientyny i izoorientyny w badanej matrycy 

analizie tych zwi�zków w matrycach ro

DAD-ESI-MS. 

Ryc.29. Chromatogram 
izoorientyny oraz ich widma ESI
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), faza ruchoma 32% miesza
w 0,1% TFA (S5), UV �-330 nm. 

du na identyczne: warto�ci tR, widmo UV i warto�ci m/z jonów molekular

zków wzorcowych: orientyny (3b) i izoorientyny (3a)

Na otrzymanym chromatogramie HPLC obserwowano koelucj

ab. 7, ryc. 26), co mogło utrudnia
 ich analiz

gach z nasion kozieradki. 

Kolejne próby separacji zwi�zków 3a, 3b i 4a, 4b  skutkowały pogorszeniem 

rozdzielenia pozostałych zwi�zków flawonoidowych obecnych w nasionach kozieradki

Dlatego postanowiono w dalszej cz��ci pracy zastosowa
 techniki dwuwymiarowej 

hromatografii cieczowej (2D HPLC).

W otrzymanych w trybie jonów ujemnych widmach ESI

orientyny i izoorientyny (ryc. 29), obserwowano ró�nice w intensywno

deprotonowanych jonów molekularnych przy m/z 447 [M-H]− oraz ich adduktów z

+114]-, mianowicie: 20% i 100% odpowiednio dla orientyny 

izoorientyny oraz 100% i 60% odpowiednio dla orientyny i izoorientyny. Odnotowane 

nice w charakterystyce widm ESI-MS w trybie jonów ujemnych ułatwiły identyfikacj

y i izoorientyny w badanej matrycy ro�linnej i mog� by

zków w matrycach ro�linnych ró�nego pochodzenia metod

1D HPLC-DAD mieszaniny zwi�zków wzorcowych: orientyny i 
oraz ich widma ESI-MS, otrzymane w trybie jonów ujemnych. K

(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), faza ruchoma 32% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, 
330 nm. 

129 

jonów molekularnych 

zków wzorcowych: orientyny (3b) i izoorientyny (3a). 

cj� pików zwi�zków 

 ich analiz� ilo�ciow� w 

zków 3a, 3b i 4a, 4b  skutkowały pogorszeniem 

zków flawonoidowych obecnych w nasionach kozieradki. 

 techniki dwuwymiarowej 

W otrzymanych w trybie jonów ujemnych widmach ESI-MS wzorcowych 

nice w intensywno�ci sygnałów 

oraz ich adduktów z TFA 

, mianowicie: 20% i 100% odpowiednio dla orientyny i 

yny i izoorientyny. Odnotowane 

MS w trybie jonów ujemnych ułatwiły identyfikacj�

 by
 wykorzystane w 

nego pochodzenia metod� HPLC-

zków wzorcowych: orientyny i 
rzymane w trybie jonów ujemnych. Kolumna Kinetex 

niny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) 
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Analiza izoflawonów w nasieniu kozieradki metod� HPLC-DAD-

ESI-MS 

 Dane literaturowe wskazuj� na obecno�
 w nasionach T. foenum-graecum

obok C-glikozyloflawonów równie� izoflawonów - zwi�zków flawonoidowych o 

charakterze fitoestrogenów [240, 364, 574]. Wang i wsp. [574] wyizolowali z surowca: 

biochanin� A, formononetyn�, daidzein�, kalikozyn�, irylon, trycyn� oraz 5,7,3’-

trihydroksy-5’-metoksyizoflawon. Natomiast według innych autorów [240, 364] w 

nasionach kozieradki wyst�puj� daidzeina i genisteina (10,2-18,2 µg / 100 g oraz 9,8-

11,8 µg / 100 g, odpowiednio). 

 Izoflawony posiadaj� struktury zbli�one do 17-�-estradiolu i oddziałuj� z 

receptorem estrogenowym [138, 291]. Surowce ro�linne zawieraj�ce izoflawony 

stosowane s� w formie wyci�gów w łagodzeniu objawów niedoboru endogennych 

estrogenów w przebiegu menopauzy [170, 291]. W ostatnich latach ujawniono równie�

korzystne efekty izoflawonów w profilaktyce nowotworów hormonozale�nych, chorób 

układu sercowo-naczyniowego oraz osteoporozy [291].

 Analiz� izoflawonów w badanym materiale ro�linnym prowadzono w warunkach 

rozdziele�, opracowanych dla C-glikozydów flawonowych, na kolumnie Kinetex C-18 

(100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), stosuj�c elucj� gradientow� według programu I, który 

charakteryzował si� wzrastaj�cym st��eniem mieszaniny ACN:woda.TFA (50:50:0,1, 

v/v/v) w 0,1% wodnym TFA od 16% do  70% w czasie tG 70 minut, (program elucji I, 

II.4.2.2.). W analizie izoflawonów stosowano detekcj� UV przy długo�ci fali �-254 nm 

(II.7.2.). Analizy prowadzono wobec 5 substancji wzorcowych: biochaniny A, daidzeiny, 

formononetyny, kalikozyny oraz 7-O-glukozydu kalikozyny. Jako metod� zbierania 

danych chromatograficznych zastosowano monitorowanie wybranych jonów SIM 

(Selected Ion Monitoring) w trybie jonów dodatnich. 

 Na chromatogramie HPLC-DAD nie obserwowano pików odpowiadaj�cych 

wzorcowym izoflawonom (ryc. 31 B). Na podstawie analiz HPLC-DAD-ESI-MS z 

u�yciem techniki SIM wobec wzorców wykluczono obecno�
: daidzeiny (m/z 255 

[M+H]+) [574], formononetyny (m/z 269 [M+H]+) [574], kalikozyny (m/z 285 [M+H]+) 

[574] i jej 7-O-glukozydu (m/z 447 [M+H]+). Nie stwierdzono równie� obecno�ci irylonu 

(m/z 299 [M+H]+) oraz 5,7,3’-trihydroksy-5’-metoksyizoflawonu  (m/z 301 [M+H]+) [574]. 



Ryc.30. Chromatogram 
izoflawonów:  1-8 C-glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 2
O-glukozyd kalikozyny, daidzei
mm x 2,1 mm x 2,6 µm), elucja gradientowa według pr

Ryc.31. Chromatogramy HPLC
pospolitej (B) i mieszaniny wzorców C

A. chromatogram HPLC-
glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 2
kalikozyny, daidzeina, formononetyna, biochanina A,

B. chromatogram HPLC-
UV �-254 nm 

C. całkowity pr�d jonowy (TIC) w trybie jonów dodatnich
D. chromatogram jonu m/z

1D HPLC-DAD mieszaniny wzorców C-
glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 27), izoflawony: kalikozyna, 7

glukozyd kalikozyny, daidzeina, formononetyna, biochanina A. Kolumna Kine
mm x 2,1 mm x 2,6 µm), elucja gradientowa według programu I, UV−254 nm.

. Chromatogramy HPLC-DAD-ESI-MS wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 
pospolitej (B) i mieszaniny wzorców C-glikozyloflawonów i izoflawonów (A).

-DAD mieszaniny wzorców C-glikozyloflawonów i izoflawonów. 1
glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 27), izoflawony: kalikozyna, 7
kalikozyny, daidzeina, formononetyna, biochanina A, UV �-254 nm 

-DAD-ESI-MS wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, 

d jonowy (TIC) w trybie jonów dodatnich
m/z 285, otrzymany technik� SIM w trybie jonów dodatnich 
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-glikozyloflawonów i 
), izoflawony: kalikozyna, 7-
olumna Kinetex C-18 (100 
254 nm.

gu metanolowego z nasion kozieradki 
glikozyloflawonów i izoflawonów (A).

glikozyloflawonów i izoflawonów. 1-8 C-
), izoflawony: kalikozyna, 7-O-glukozyd 

gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, 

 SIM w trybie jonów dodatnich 
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 Na chromatogramie jonu molekularnego przy m/z 285 [M+H]+ obserwowano pik 

o tR 69,33 min, odpowiadaj�cy wzorcowej biochaninie A (ryc. 31 D). Niska 

intensywno�
 obserwowanego piku oraz brak odpowiadaj�cego mu piku na 

chromatogramie HPLC-DAD pozwalaj� przypuszcza
, �e biochanina A mo�e by


obecna w badanych nasionach kozieradki pospolitej jedynie w niewielkim st��eniu. 

 Otrzymane wyniki wskazuj� na odmienny skład surowca pochodzenia 

krajowego w porównaniu z nasionami kozieradki pochodzenia azjatyckiego [240, 574]. 

Brak izoflawonów w  analizowanych wyci�gach metanolowych mo�e mie
 istotny 

zwi�zek z wpływem surowca oraz jego przetworów na ludzki układ hormonalny, 

szczególnie w zakresie hormonów płciowych. Izoflawony s� zwi�zkami 

charakterystycznymi dla rodziny Leguminosae, do której nale�y kozieradka pospolita. 

Jednak niewielka ilo�
 doniesie� literaturowych, po�wi�conych izoflawonom i ich 

wyst�powaniu w nasionach T. foenum-graecum [240, 364, 574] mo�e dodatkowo 

wskazywa
, �e za obserwowan� w toku wielu bada�, zró�nicowan� aktywno�


hormonaln� surowca (p. rozdział I.3.8. Aktywno�� hormonalna), odpowiadaj� inne 

zwi�zki. Jednocze�nie nie mo�na wykluczy
 faktu, �e w zale�no�ci od pochodzenia i 

warunków wzrostu, kozieradka pospolita akumuluje lub nie biosyntezuje w nasionach 

izoflawonów. 

Analiza C-glikozyloflawonów metod� dwuwymiarowej 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC) 

 Ze wzgl�du na brak rozdzielenia w warunkach 1D HPLC izomerycznych mono-

C-(6/8)-glukozydów luteoliny (orientyny i izoorientyny) oraz di-C-(6/8/)-glukozylo-

arabinozydów apigeniny (szaftozydu i izoszaftozydu) jako składników mieszaniny 

wzorców oraz odpowiadaj�cych im składników  wyci�gu z nasion kozieradki (3a - 

izoorientyna, 3b - orientyna, 4a - izoszaftozyd, 4b - izoszaftozyd), w kolejnym etapie 

prac zastosowano dwuwymiarow� wysokosprawn� chromatografi� cieczow�, z 

u�yciem technik heart-cutting (LC-LC) off-line i comprehensive (LCxLC) off-line oraz 

on-line. W tym celu wykorzystano system 2D HPLC opisany w punkcie A.II.3.2.2.. 

Opracowanie warunków analiz metod� heart-cutting było wst�pem do opracowania 

systemu separacji, wykorzystuj�cego technik� comprehensive w obu trybach (off-line i 

on-line). 
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Analiza C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki metod�

heart-cutting off-line (LC-LC off-line) 

Opracowanie warunków rozdziele� w pierwszym wymiarze (1D) 

 Opracowuj�c metod� heart-cutting off-line zało�ono, �e celem separacji w 

pierwszym wymiarze b�dzie rozdzielenie badanego ekstraktu z nasion kozieradki na 

szereg pików o szerokiej podstawie, zawieraj�cych grupy nierozdzielonych zwi�zków 

flawonowych. Dodatkowym celem było skrócenie czasu separacji w porównaniu do 

rozdziele� 1D HPLC (tG 70 minut). Analizuj�c wyniki rozdzielenia składników badanego 

wyci�gu metod� 1D HPLC uznano, �e wybór typu kolumny w pierwszym wymiarze (1D) 

ma kluczowe znaczenie dla opracowywanego systemu LC-LC. Poniewa� na kolumnie 

C-18 nie rozdzielono izomerów poło�eniowych: orientyny i izoorientyny (zwi�zki 3b i 

3a, odpowiednio) oraz szaftozydu i izoszaftozydu (zwi�zki 4b i 4a, odpowiednio), przy 

wyborze kolumny w systemie 2D LC heart-cutting uwzgl�dniono u�ycie adsorbentu o 

mieszanych grupach funkcyjnych, obejmuj�cych grupy oktadecylowe i grupy fenylowe. 

Do separacji w pierwszym wymiarze zastosowano kolumn� Sphinx C-18-Phenyl   (100 

mm x 1 mm x 5 µm), której wypełnienie stanowi �el krzemionkowy chemicznie 

modyfikowany grupami fenylowymi oraz oktadecylowymi w stosunku 1:1. Kolumn�

Sphinx C-18-Phenyl   charakteryzuje inny mechanizm separacji  w porównaniu do �elu 

krzemionkowego C-18, oparty nie tylko na oddziaływaniach hydrofobowych, 

zwi�zanych z resztami oktadecylowymi, lecz równie� na oddziaływaniach grup 

fenylowych, warunkowanych kompozycj� fazy ruchomej. Zastosowanie metanolu jako 

rozpuszczalnika organicznego powoduje, �e poprzez oddziaływania elektronów �-�

pier�cieni aromatycznych w rozdzieleniu składników badanej próbki uczestnicz� grupy 

fenylowe (50% fazy stacjonarnej) [600]. Natomiast u�ycie acetonitrylu w składzie fazy 

ruchomej powoduje, �e udział grup fenylowych w mechanizmie separacji jest zmienny i 

zale�ny od jego st��enia. Wraz ze wzrostem st��enia ACN, oddziaływania elektronów 

�-� z analitem słabn�, poniewa� elektrony zaanga�owane  s� w interakcje z potrójnym 

wi�zaniem nienasyconym C�N cz�steczek acetonitrylu [600], a w mechanizmie 

separacji bior� udział jedynie grupy C-18.  Utrzymanie aktywno�ci grup fenylowych w 

fazie stacjonarnej, uniemo�liwia całkowit� wymian� metanolu jako składnika fazy 

ruchomej na acetonitryl.  

 W pocz�tkowych eksperymentach oceniano z efektem negatywnym separacj�

ekstraktu z nasion kozieradki na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl, stosuj�c program elucji 

gradientowej VII, charakteryzuj�cy si� wzrastaj�cym st��eniem mieszaniny 
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ACN:woda:TFA (50:50:0,1) od 35% do 90% w 0,1% TFA w czasie tG 50 min [profil 

gradientu zło�ony, obejmuj�cy elucj� izokratyczn� oraz liniowy wzrost st��enia 

mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1) w 0,1% TFA] (A.II.4.2.2.3.). 

 Nast�pnie jako fazy ruchome w pierwszym wymiarze (1D) zastosowano 

mieszaniny metanolu i wody z dodatkiem kwasu trifluorooctowego jako modyfikatora 

kwasowego w ró�nych stosunkach obj�to�ciowych: 50:50:0,1 v/v/v (B; A.II.4.2.2.1.) 

oraz 85:15:0,1 v/v/v (C, p. A.II.4.2.2.1.). Separacj� prowadzono z zastosowaniem 

dwóch programów elucji gradientowej: II i IV (II.4.2.2.3.). Program II charakteryzował 

si� liniowym wzrostem st��enia mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) od 

40% do 60% w 0,1% TFA w pierwszych 5 minutach rozdzielenia, a nast�pnie 

izokratyczn� elucj� przy st��eniu 60% przez kolejne 10 minut czasu gradientu (tG 15 

minut), przy nat��eniu przepływu 0,05 ml/min. Natomiast program elucji gradientowej 

IV przy tym samym nat��eniu przepływu charakteryzował si� liniowym wzrostem 

st��enia mieszaniny metanol:woda:TFA (85:15:0,1 v/v/v) od 40% do 50% w 0,1% TFA 

w czasie tG 0-5 minut,  50-60%  w czasie tG 27-30 minut i 60%-100% w czasie tG 40-50 

minut oraz elucj� izokratyczn� przy st��eniu 50% mieszaniny metanol:woda:TFA 

(85:15:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA w czasie tG 5-27 minut i przy st��eniu 60% czasie tG 30-

40 minut (profil gradientu zło�ony, tG 50 minut). 

 Optymalne rozdzielenie badanego ekstraktu  z nasion kozieradki na 

poszczególne frakcje otrzymano z u�yciem fazy ruchomej metanol:woda:TFA 

(50:50:0,1, v/v/v) i 0,1% roztworu wodnego TFA oraz programu elucji gradientowej II. 

Obserwowano skrócenie czasu separacji (tG 15 minut) oraz czasu zbierania 

poszczególnych frakcji z 1D w porównaniu do analiz prowadzonych według programu 

elucji gradientowej IV. 

 W rezultacie, w wyniku rozdziele� na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl w 

pierwszym wymiarze (1D), w podanych wy�ej warunkach, dziewi�
 frakcji (frakcje I-IX) 

zebrano do dalszej analizy w drugim wymiarze (2D) (ryc. 32). Frakcje zbierano r�cznie 

do naczynek analitycznych o pojemno�ci 1,5 ml, poprzez umieszczenie naczynka u 

wylotu kapilary (�rednica - 0,13 mm, długo�
 - 20 cm)  wyprowadzaj�cej eluat z 

detektora UV. Uwzgl�dniaj�c parametry kapilary wylotowej oraz nat��enie przepływu 

fazy ruchomej (0,05 ml/min), zbieranie ka�dej kolejnej frakcji rozpoczynano 2,5 

sekundy po pojawieniu si� pocz�tku wst�puj�cej strony odpowiedniego piku [344] na 

chromatogramie HPLC i ko�czono 2,5 sekundy po zako�czeniu jego zst�puj�cej strony 

[344]. Ze wzgl�du na niskie st��enie analitów w eluacie 1D, ka�d� frakcj� zbierano 16-

krotnie, ł�cz�c kolejne eluaty, które przechowywano w szczelnie zamkni�tych 

naczyniach laboratoryjnych i poddano analizie w 2D w ci�gu 24 godzin od zebrania. 

Czas zbierania poszczególnych frakcji był zmienny, zale�ny od szeroko�ci piku przy 



podstawie i przy zastosowanym nat

wynosił odpowiednio: 0,5 min 

Ryc.32. Chromatogram 1D wyci
metod� heart-cutting off-line 
Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 
330 nm. 

Opracowanie warunków rozdziele

W wielu pracach dotycz

kolumny z wypełnieniem stanowi

245, 467, 614, 621, 624]

wi�kszo�ci rozdzielonych metod

mm x 2,1 mm x 2,6 µm), w fazie ruchomej stanowi

(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA, zdecydowano o u

I-IX z 1D. Zastosowano jako eluent mieszanin

(50:50:0,1, v/v/v) oraz 0,1% TFA. 

b�d� rozdzielane w 2D  

dobierano eksperymentalnie [mieszanina 

TFA w ró�nych stosunkach obj

stosuj�c nat��enie przepływu

Identyfikacj� zwi

substancji wzorcowych, w oparciu o otrzymane z u

dane chromatograficzne i spektralne (warto

danych literaturowych [143, 3

podstawie i przy zastosowanym nat��eniu przepływu fazy ruchomej (0,05 ml/min) 

wynosił odpowiednio: 0,5 min - frakcje IV-VII oraz 1 min - frakcje I-III, VIII

D wyci�gu metanolowego z nasion T. foenum
line (LC-LC off-line): Fr.I - Fr. IX - frakcje zebrane w 

(100 mm x 1 mm x 5 µm), elucja gradientowa wedłu

Opracowanie warunków rozdziele� w drugim wymiarze 2D 

W wielu pracach dotycz�cych separacji 2D LC w 2D wykorzystywane s

kolumny z wypełnieniem stanowi�cym �el krzemionkowy C-18  [61, 86, 100, 122, 223, 

, 624]. Bior�c pod uwag� zadowalaj�ce parametry retencyjne 

ci rozdzielonych metod� 1D HPLC zwi�zków na kolumnie Kinetex C

mm x 2,1 mm x 2,6 µm), w fazie ruchomej stanowi�cej mieszanin

) w 0,1% TFA, zdecydowano o u�yciu tej kolumny w separacji 

D. Zastosowano jako eluent mieszanin� rozpuszczalników: 

) oraz 0,1% TFA. Zało�ono, �e zespoły zwi�zków czynnych frakcji I

D  w warunkach elucji izokratycznej. Kompozycje faz ruchomych 

dobierano eksperymentalnie [mieszanina ACN:woda:TFA (50:50:0,1, 

nych stosunkach obj�to�ciowych (fazy ruchome S1 -

enie przepływu 0,2 ml/min. 

 zwi�zków flawonoidowych frakcji I-IX prowadzono wobec 

substancji wzorcowych, w oparciu o otrzymane z u�yciem detektorów DAD oraz MS 

dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci tR i m/z, widmo UV), w porównaniu do 

[143, 353, 435, 456, 574]. 
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eniu przepływu fazy ruchomej (0,05 ml/min) 

III, VIII-IX. 

T. foenum-graecum otrzymany 
frakcje zebrane w 1D. Kolumna 

g programu II, UV �-

D wykorzystywane s�

[61, 86, 100, 122, 223, 

ce parametry retencyjne 

zków na kolumnie Kinetex C-18 (100 

cej mieszanin� ACN:woda:TFA 

yciu tej kolumny w separacji 2D frakcji 

 rozpuszczalników: ACN:woda:TFA 

zków czynnych frakcji I-IX 

ompozycje faz ruchomych 

(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% 

- S13, II.4.2.2.2.)], 

IX prowadzono wobec 

yciem detektorów DAD oraz MS 

, widmo UV), w porównaniu do 
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Zwi�zki zidentyfikowane we frakcjach I - IX (Fr. I - IX) w rezultacie rozdziele� w 

drugim wymiarze zestawiono w tabeli 8. Otrzymane chromatogramy HPLC 

przedstawiono na ryc. 36. 

 W analizie zwi�zków flawonoidowych frakcji I (Fr. I) pocz�tkowo testowano 

fazy ruchome, stanowi�ce 30%, 32%, 35% i 40% mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (fazy ruchome S4, S5, S6 i S9, odpowiednio). Do 

dalszych bada� wybrano faz� ruchom�, zawieraj�c� 32% mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (S5). Na otrzymanym chromatogramie 2D 

zidentyfikowano jako dominuj�cy zwi�zek wicenin�-2 (zwi�zek 1; tR 2,5 min) (ryc. 36). 

 Spo�ród testowanych w separacji frakcji II (Fr. II) faz ruchomych, stanowi�cych 

32%, 35% i 40% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (fazy 

ruchome S4, S5 i S9, odpowiednio) do dalszych analiz, podobnie jak w przypadku 

frakcji I, wybrano faz� ruchom� S5. We frakcji II potwierdzono obecno�
 wiceniny-1 

(zwi�zek 2; tR 2,95 min) (ryc. 36). 

Przeprowadzenia wi�kszej liczby eksperymentów wymagała optymalizacja 

warunków separacji zwi�zków flawonoidowych frakcji III (Fr. III). Przypuszczano, �e 

we frakcji obecnych jest co najmniej 3, a maksymalnie 5 zwi�zków. W rozdzieleniu 1D 

HPLC wobec wzorców wykazano, �e rozdzieleniu nie ulegały pary zwi�zków: 

izoorientyna i orientyna (zwi�zki 3a i 3b, odpowiednio) oraz izoszaftozyd i szaftozyd 

(zwi�zki 4a i 4b, odpowiednio). Zastosowano trzy fazy ruchome: 32% ACN:woda:TFA  

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S5) (metoda I), 20% ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1 v/v/v)  w 0,1% TFA (faza ruchoma S1) (metoda II) oraz 23% ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S2) (metoda III). W badaniach 

wykorzystano mieszanin� zwi�zków wzorcowych: izoorientyny (zwi�zek 3a), orientyny 

(zwi�zek 3b), izoszaftozydu (zwi�zek 4a) i szaftozydu (zwi�zek 4b).  

W wyniku zastosowania fazy ruchomej, stanowi�cej 20% mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (S1) (metoda II) na otrzymanym profilu 

chromatograficznym obserwowano dwa piki szerokie przy podstawie (tR 12,84 min oraz 

tR 24,11 min), z których ka�dy zawierał jeden mono-C-glukozyd luteoliny (orientyn� lub 

izoorientyn�) oraz jeden di-C-arabinozylo-glukozyd apigeniny (szaftozyd lub 

izoszaftozyd). Z u�yciem jako detektora spektrometru mas oraz techniki SIM 

potwierdzono obecno�
 jako koeluuj�cych: izoorientyny (3a) i izoszaftozydu (4a) (tR

12,84 min) oraz orientyny (3b) i szaftozydu (4b) (tR 24,11 min). Stwierdzono, �e w 

warunkach separacji HPLC z u�yciem detektora ESI-MS i fazy ruchomej S1 jest 
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mo�liwa jako�ciowa i ilo�ciowa analiza zwi�zków 3a, 3b, 4a i 4b (ryc. 33). W 

powy�szych warunkach we frakcji III (Fr. III), obok wy�ej wymienionych zwi�zków 

potwierdzono obecno�
 di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu apigeniny (5). Wyst�powanie 

izoszaftozydu ujawniono w nasionach T. foenum-graecum po raz pierwszy. 

Ryc.33. Chromatogramy LC-LC-DAD-ESI-MS off-line mieszaniny zwi�zków wzorcowych (A) 
oraz frakcji II (B), otrzymane w warunkach metdy III: 3a - izoorientyna, 3b - orientyna, 4a - 
izoszaftozyd, 4b - szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny. Kolumna Kinetex C-
18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), faza ruchoma: 20% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 
v/v/v) w 0,1% TFA (S1), UV �-330 nm.  

W kolejnym etapie prac optymalizowano warunki rozdzielenia tych zwi�zków 

poprzez zwi�kszenie st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% 

wodnym TFA z 20% (faza ruchoma S1) do 23% (faza ruchoma S2). W rezultacie 

zmianie uległy warto�ci tR poszczególnych zwi�zków. Zastosowanie fazy ruchomej S2 

(23% mieszaniny ACN:woda:TFA, 50:50:0,1 v/v/v w 0,1% TFA)  (metoda III) w 

separacji mieszaniny 4 wzorców skutkowało cz��ciowym rozdzieleniem 3 spo�ród nich 

- izoszaftozydu (4a),  szaftozydu (4b),  izoorientyny (3a) o warto�ciach tR odpowiednio: 

tR 12,11 min, tR 12,52 min, tR 12,71 min, obok orientyny (3b) - tR 14,02 min. Jednak 

analizuj�c frakcj� III w tych warunkach chromatograficznych nie obserwowano 

separacji zwi�zków 3a - orientyny i 4b - szaftozydu (ryc. 34 B). Prawdopodobnie 

stosunek ilo�ciowy zwi�zków 3a i 4b decydował o ich separacji w formie jednego piku o 

tR 12,90 min. Zastosowanie detektora mas i techniki SIM potwierdziło obecno�


izoorientyny (3a) oraz szaftozydu (4b) we frakcji III (ryc. 34 B).  
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Ryc.34. Chromatogramy LC-LC-DAD-ESI-MS off-line mieszaniny zwi�zków wzorcowych (A) 
oraz frakcji III (B), otrzymane w warunkach metody III: 3a - izoorientyna, 3b - orientyna, 4a - 
izoszaftozyd, 4b - szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny, kolumna Kinetex C-
18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), faza ruchoma: 23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 
v/v/v) w 0,1% TFA (S2), UV �-330 nm.  

W opracowanych trzech wariantach warunków analizy HPLC-DAD-ESI-MS 

frakcji III: 32% ACN:woda:TFA  (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S5) 

(metoda I); 20% ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v)  w 0,1% TFA (faza ruchoma S1) 

(metoda II); 23% ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S2) 

(metoda III) ujawniono obecno�
 orientyny (zwi�zek 3b), izoorientyny (zwi�zek 3a), 

szaftozydu (zwi�zek 4b) oraz izoszaftozydu (zwi�zek 4a) wraz z di-C-(6/8)-heksozylo-

pentozydem apigeniny (zwi�zek 5).  

 Najlepsze rozdzielenie izoorientyny (3a) (tR 3,44 min) od orientyny (3b) (tR 3,98) 

(Rs 2,45) uzyskano w fazie ruchomej 32% ACN:woda:TFA, 50:50:0,1 v/v/v w 0,1% 

TFA (S5) (metoda I) przy Rs 0,0 dla izoszaftozydu (4a) i szaftozydu (4b) (tR 3,11 min) 

(ryc. 36). 

 Stwierdzono, �e jakkolwiek mo�liwe jest uzyskanie separacji mono-C-

glukozydów luteoliny (orientyny i izoorientyny) jako zwi�zków wzorcowych oraz jako 

zwi�zków flawonoidowych badanej frakcji w czasie 5 minut (ryc. 36), to czas konieczny 

do ich rozdzielenia obok di-C-arabinozylo-glukozydów apigeniny (szaftozydu i 

izoszaftozydu) jest dłu�szy i wynosi 25 minut. Ponadto separacja orientyny i 

izoorientyny obok szaftozydu i izoszaftozydu jest mo�liwa jedynie z u�yciem 
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opracowanej metody heart-cutting off-line (LC-LC off-line), nieograniczaj�cej czasu 

analizy w 2D, co jest konieczne w rozdzieleniach 2D HPLC on-line [123, 135, 204, 224, 

231, 232, 234, 235, 290]. 

 Rozdzielenie zwi�zków flawonoidowych frakcji IV (Fr. IV) w 2D prowadzono 

pocz�tkowo, testuj�c fazy ruchome o st��eniu 30% i 35% mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA (fazy ruchome S4 i S5, odpowiednio). Separacj�

zwi�zków frakcji IV otrzymano z u�yciem fazy ruchomej stanowi�cej 30% mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA (ryc. 36). We frakcji IV potwierdzono 

obecno�
 witeksyny (zwi�zek 6) (tR 7,27 min.) i wiceniny-3 (zwi�zek 7) (tR 5,24 min) 

(ryc. 36). 

 Separacj� 2D zwi�zków flawonoidowych frakcji V (Fr. V) i frakcji VI (Fr. VI) 

prowadzono z zastosowaniem fazy ruchomej o st��eniu 35% mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S6). Poniewa� uzyskano 

zadowalaj�ce rozdzielenie, dalsze modyfikacje składu eluentu nie były konieczne. We 

frakcji V ujawniono obecno�
 3 zwi�zków, natomiast we frakcji VI - 2 zwi�zków 

flawonoidowych. Problemem była identyfikacja zwi�zków 10 i 11, poniewa� na 

podstawie warto�ci m/z jonów pseudomolekularnych w trybie jonów dodatnich przy m/z

535 [M+H]+ oraz w trybie jonów ujemnych deprotonowanych jonów molekularnych przy 

m/z 533 [M-H]- i adduktów z TFA przy m/z  647 [M-H+114]- nie było mo�liwe 

przypisanie obecno�ci obydwu zwi�zków do odpowiednich frakcji. Zwi�zki te s�

zwi�zkami izobarycznymi. W celu identyfikacji zwi�zków 10 i 11 jako zwi�zków 

flawonoidowych frakcji V lub VI przeprowadzono dodatkowe eksperymenty. W 

warunkach rozdzielenia 1D HPLC (program elucji gradientowej I; II.7.1.2.2) zebrano 

frakcje zawieraj�ce zwi�zki 10 i 11. Nast�pnie przeprowadzono koiniekcj� frakcji 

zawieraj�cych odpowiednio zwi�zek 10 i 11 z frakcjami V i VI, wykazuj�c, �e zwi�zek 

10 obecny jest we frakcji V (2D tR 7,05 min), natomiast zwi�zek 11 - we frakcji VI (2D tR

3,79 min). Ponadto frakcja V (Fr. V) zawierała zwi�zki 8 (tR 8,01 min) i 9 (tR 6,16 min), 

zidentyfikowane w toku wcze�niejszych bada� odpowiednio jako: izowiteksyna oraz 

prawdopodobnie di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny (ryc. 36). Natomiast we frakcji VI (Fr. 

VI) ujawniono obecno�
 zwi�zków 12a (tR 3,96 min) i 12b (tR 4,35 min) (ryc. 36). 

Analiza widma masowego zwi�zku 12a, uzyskanego w trybie jonów dodatnich i 

ujemnych wykazała obecno�
 sygnałów jonów molekularnych przy m/z 535 [M+H]+ (w 

trybie jonów dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 533 [M-H]-

obok adduktu z TFA przy m/z 647 [M-H+114]- (w trybie jonów ujemnych). W oparciu o 

uzyskane dane, zwi�zek 12a zidentyfikowano jako C-di-(6/8)-pentozyd apigeniny. 
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Natomiast w widmie ESI-MS zwi�zku 12b obecne były sygnały charakterystyczne dla 

mono-C-glukozydów apigeniny przy m/z  433 [M+H]+ (w trybie jonów dodatnich) i m/z 

431 [M-H]- oraz m/z  545 [M-H+114]- (addukt z TFA) (w trybie jonów ujemnych). W 

widmie UV zwi�zku 12b obecne były dwa charakterystyczne dla apigeniny maksima 

absorpcji: �max 269 nm (I maksimum) oraz �max 334 nm (II maksimum). W oparciu o 

uzyskane dane, stwierdzono, �e zwi�zek 12b jest prawdopodobnie mono-C-

heksozydem apigeniny, o nieznanym charakterze chemicznym heksozy. 

 Analiza frakcji VII  (Fr. VII) z u�yciem 35% mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S6) ujawniła obecno�
 jako dominuj�cego 

zwi�zku, zidentyfikowanego w toku wcze�niejszych bada� jako przypuszczalnie di-C-

(6/8)-pentozyd apigeniny (zwi�zek 13) (ryc. 36). 

 Rozdzielenie zwi�zków flawonoidowych frakcji VIII (Fr. VIII)  i frakcji IX (Fr. 

IX), zawieraj�cych estry p-kumarowe mono-C-glukozyloflawonów, wymagało u�ycia faz 

ruchomych o wy�szym st��eniu mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% 

TFA, poniewa� zawarte w tych frakcjach zwi�zki wymywały si� z kolumny 1D w 

ko�cowym etapie gradientu, przy najwy�szym programowanym st��eniu mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (program elucji gradientowej II). W 2D 

zastosowano nast�puj�ce fazy ruchome: dla frakcji VIII - 45% mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S10) oraz dla frakcji IX -

50% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S11). Na 

chromatogramach 2D obserwowano obecno�
 dwóch pików o widmach UV i MS 

odpowiadaj�cych estrom p-kumarowym: orientyny (15a) i izoorientyny (15b) we frakcji 

VIII oraz witeksyny (15a) i izowiteksyny (15b) we frakcji IX (ryc. 35, 36). Porównuj�c 

kolejno�
 elucji wzorcowych izomerów C-6/8-glikozydów apigeniny - witeksyny 

(zwi�zek 6) i izowiteksyny (zwi�zek 8) oraz C-6/8-glikozydów luteoliny - orientyny 

(zwi�zek 3b) i izoorientyny (zwi�zek 3a), zało�ono, �e we frakcji VIII dominuj�cym 

zwi�zkiem jest ester p-kumarowy orientyny (zwi�zek 14b), natomiast we frakcji IX - 

ester p-kumarowy izowiteksyny (zwi�zek 15b) (ryc. 35). 
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A  B

Ryc.35. Chromatogramy 2D frakcji VIII (A) i IX (B) otrzymane metod� heart-cutting off-line (LC-
LC off-line): 14a  - ester p-kumarowy izoorientyny; 14b - ester p-kumarowy orientyny;  15a - 
ester p-kumarowy witeksyny; 15b - ester p-kumarowy izowiteksyny. Kolumna Kinetex C-18, fazy 
ruchome: 45% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (S10) – frakcja VIII 
(A); 50% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (S11) – frakcja IX (B), UV �-
330 nm. 

Frakcja Zwi�zki
I 1 wicenina-2 (6,8-C-diglukozyd) 

II 2 wicenina-1 (6-C-ksylozylo-8-C-glukozyd) 

III 3a izoorientyna (6-C-glukozyd luteoliny) 
3b orientyna (8-C-glukozyd luteoliny) 
4a izoszaftozyd (6-C--L-arabinozylo-8-C-�-D-glukozyd apigeniny) 
4b szaftozyd(6-C-�-D-glukozylo-8-C--L-arabinozyd apigeniny) 
5 C-di-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny 

IV 6 witeksyna (8-C-glukozyd apigeniny) 
7 wicenina-3 (6-C-glukozylo-8-C-ksylozyd apigeniny) 

V 8 izowiteksyna (6-C-glukozyd apigeniny), 
9 C-di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny  
10 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny 

VI 11 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny 
12a di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny 
12b mono-C-heksozyd apigeniny 

VII 13 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny 

VIII 14a
14b 

ester p-kumarowy izoorientyny  
ester p-kumarowy orientyny 

IX 15a
15b 

ester p-kumarowy izowiteksyny 
ester p-kumarowy witeksyny 

Tab.8. Charakterystyka C-glikozyloflawonów, rozdzielonych metod� heart-cutting off-line (LC-
LC off-line). 
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Ryc.36. Chromatogram LC-LC wyci�gu metanolowego z nasion T. foenum-graecum otrzymany w trybie off-line: 1-15 C-glikozyloflawony (p. 
tab. 7.): 1D - kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), elucja gradientowa według programu II, 2D - kolumna Kinetex C-18 100 
mm x 2,1 mm x 2,6 µm), fazy ruchome: S5 – frakcje I–III; S4– frakcja IV; S6– frakcje V–VII; S10– frakcja VIII; S11– frakcja IX, UV �-330 nm. 
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W wyniku analiz wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej metod�

dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej LC-LCheart-cutting off-line, 

uzyskano rozdzielenie 18 C-glikozyloflawonów (zwi�zki 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 5-11, 12a, 

12b, 13, 14, 15), w tym pary izomerycznych: mono-C-glukozydów luteoliny (orientyny i 

izoorientyny) oraz izomerycznych di-C-arabinozylo-glukozydów apigeniny (szaftozydu i 

izoszaftozydu). Obecno�
 izoszaftozydu oraz wiceniny-3 ujawniono w badanym 

materiale ro�linnym po raz pierwszy.  

Ponadto wskazano na obecno�
 4 zwi�zków o charakterze estrów, pochodnych 

izoorientyny, orientyny, izowiteksyny i witeksyny z kwasem p-kumarowym (zwi�zki 14a, 

14b, 15a, 15b, odpowiednio).  

Ujawniono obecno�
 5 zwi�zków flawonoidowych o charakterze di-C-(6/8)-

pentozydów apigeniny (zwi�zki 9, 10, 11 12a, 13) i 1 mono-C-heksozydu apigeniny 

(zwi�zek 12b). Stwierdzone di-C-(6/8)-pentozydy apigeniny mog� zawiera
 dwie 

cz�steczki arabinozy, dwie cz�steczki ksylozy lub arabinoz� i ksyloz� przył�czone do 

aglikonu w pozycjach C-6 i C-8. Dotychczas nie wyizolowano z nasion kozieradki 

pospolitej C-glikozyloflawonów, zawieraj�cych dwie pentozy. Natomiast uwzgl�dniaj�c 

obecno�c w surowcu mono-C-glukozydów apigeniny (witeksyny i izowiteksyny), 

ujawniony mono-C-heksozyd (zwi�zek 12b) prawdopodobnie zawiera w swojej 

cz�steczce galaktoz�, przył�czon� do cz�steczki apigeniny w pozycji C-6 lub C-8. 

Bior�c pod uwag� dane chromatograficzne i spektralne zwi�zku 5, 

identyfikowanego jako di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny oraz wykazan�

obecno�
 w surowcu 4 innych di-C-heksozylo-pentozydów, zawieraj�cych w swej 

cz�steczce: glukoz� i arabinoz� (szaftozyd i izoszaftozyd,  zwi�zki 4b i 4a, 

odpowiednio) lub glukoz� i ksyloz� (wicenina-1 i wicenina-3, zwi�zki 2 i 7, 

odpowiednio) mo�na przypuszcza
, �e w strukturze zwi�zku 5 wyst�puje odmienna ni�

w zwi�zkach 2, 7, 4a i 4b kombinacja cukrów. Mo�liwe, �e zwi�zek 5 zawiera pentoz�

(ksyloz� lub arabinoz�) i galaktoz�. Shan i wsp. [493]  zidentyfikowali w surowcu 

azjatyckim 6-C-galaktopiranozylo-8-C--L-arabinozyd apigeniny, natomiast Rayyan i 

wsp. [456] 6-C-�-arabinopiranozylo-8-C-�-galaktopiranozyd apigeniny oraz jej 6-C- �-

ksylopiranozylo-8-C-�-galaktopiranozyd.  
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Analiza C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki metod�

comprehensive (LCxLC) 

  

Jednym z kluczowych elementów projektowania systemu comprehensive jest 

czas separacji w 2D, który musi by
 wystarczaj�co długi, aby uzyska
 rozdzielenie 

składników frakcji przenoszonych z 1D, zanim kolejna frakcja b�dzie wprowadzona na 

kolumn� 2D. Uwzgl�dniaj�c zło�ono�
 składu chemicznego matrycy, nale�y d��y
 do 

otrzymania jak najwi�kszej liczby frakcji z 1D i maksymalnego skrócenia czasu 

separacji w 2D przy zachowaniu efektywno�ci rozdziele�. W toku prac nad systemem 

comprehensive (off-line, on-line) utrzymano zało�enie rozdzielenia w 2D składników 

poszczególnych frakcji z 1D w warunkach elucji izokratycznej. Technika LCxLC  w 

trybie off-line/on-line wymaga przeniesienia wszystkich składników próbki na kolumn�

drugiego wymiaru, w formie całej obj�to�ci eluatu z kolumny 1D, zawieraj�cego 

rozdzielan� matryc�, a nie tylko wyselekcjonowanych frakcji, jak ma to miejsce w 

technice heart-cutting [204, 235]. Konstruuj�c system LCxLC jako wyj�ciowe przyj�to 

warunki separacji opracowanej metody heart-cutting off-line, cz��ciowo je modyfikuj�c, 

pocz�tkowo dla trybu off-line comprehensive, a nast�pnie -  trybu on-line 

comprehensive. 

Opracowanie warunków rozdziele� w pierwszym wymiarze (1D) off-line

 Separacj� w pierwszym wymiarze prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-

Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), u�ytej w systemie LC-LC off-line. Bior�c pod uwag�

ograniczenia techniczne projektowanego systemu comprehensive - przede wszystkim 

rodzaj ł�cznika stanowi�cego zawór 10-portowy dwudro�ny z dwoma p�tlami o 

obj�to�ci 50 µl, optymalizacja rozdziele� w 1D obejmowała głównie modyfikacj� składu 

eluentu oraz programu elucji gradientowej. Uwzgl�dniaj�c obj�to�
 p�tli dozuj�cej w 

systemie LCxLC, elementem determinuj�cym separacj� w obydwu wymiarach, było 

nat��enie przepływu fazy ruchomej na kolumnie 1D. Obj�to�
 ka�dej przenoszonej 

frakcji z 1D musiała by
 równa obj�to�ci p�tli lub mniejsza. Dlatego w porównaniu do 

opracowanego systemu heart-cutting off-line nat��enie przepływu fazy ruchomej 

zmniejszono z 0,05 ml/min do 0,015 ml/min (program III)  lub 0,017 ml/min (programy 

V, VI, VIII). 

 W pierwszym etapie prac wykorzystano faz� ruchom� u�yt� w analizach w 

systemie heart-cutting off-line - metanol:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA, 
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stosuj�c przy nat��eniu przepływu  fazy ruchomej 0,015 ml/min program elucji 

gradientowej III, charakteryzuj�cy si� liniowym wzrostem st��enia mieszaniny 

metanol:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) od 43% do 50% w 0,1% TFA w czasie tG  0-5 min, 

od 50% do 60% w czasie tG 27-30 minut i od 60% do 100% w czasie tG  40-60 minut 

oraz elucj� izokratyczn� przy st��eniu 50% mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1 

v/v/v) w 0,1% TFA w czasie tG  5-27 minut, natomiast przy st��eniu 60% w czasie tG

30-40 minut (ryc. 37, 38-1), co nie dało pozytywnych rezultatów. 

 Dlatego postanowiono oceni
 wpływ dodatku innych rozpuszczalników 

organicznych (acetonitrylu i tetrahydrofuranu) do mieszaniny metanol:woda:TFA. W 

celu uzyskania profilu chromatograficznego wyci�gu metanolowego z nasion 

kozieradki, umo�liwiaj�cego przeniesienie wieloskładnikowych pików o szerokiej 

podstawie, najkorzystniej rozdzielonych do linii bazowej, eliminuj�c przeniesienie 

pojedynczego zwi�zku w dwóch oddzielnych frakcjach. Kompozycje obj�to�ciowe 

mieszaniny metanol:woda:TFA z dodatkiem acetonitrylu lub tetrahydrofuranu 

modyfikowano w oparciu o warto�
 siły elucyjnej mieszanin rozpuszczalnik 

organiczny:woda. W rezultacie porównano wpływ na rozdzielczo�
 dwóch 

dodatkowych mieszanin rozpuszczalników: metanol:woda:tetrahydrofuran (83:15:2, 

v/v/v) z dodatkiem TFA w st��eniu 0,1% oraz metanol:ACN:woda (330:40:80, v/v/v) z 

dodatkiem TFA w st��eniu 0,1%. Na podstawie danych literaturowych [600] zakładano, 

�e takie rozwi�zanie powinno zapewni
  utrzymanie ortogonalno�ci projektowanego 

systemu oraz redukcj� piku rozpuszczalnika próbki, widocznego na pocz�tku 

chromatogramu 2D, poniewa� eluent pierwszego wymiaru stanowi dla detektora UV w 

drugim wymiarze rozpuszczalnik próbki. Całkowite zast�pienie metanolu acetonitrylem 

nie było mo�liwe ze wzgl�du na utrzymanie mechanizmu separacji na kolumnie Sphinx 

C-18-Phenyl   [600]. 

 Rozdzielenia z u�yciem fazy ruchomej metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA 

(83:15:2:0,1, v/v/v/v) prowadzono według programu elucji gradientowej V, 

charakteryzuj�cego si� wzrostem st��enia mieszaniny 

metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA (83:15:2:0,1, v/v/v/v) od 43% do 90% w 0,1% 

wodnym roztworze TFA w czasie tG 40 minut przy nat��eniu przepływu fazy ruchomej 

0,017 ml/min (ryc. 37, 38-2). Na otrzymanym chromatogramie 1D obserwowano 

cz��ciow� separacj� składników frakcji III (Fr. III) - orientyny i izoorientyny. W 

rezultacie czas konieczny do zebrania frakcji III ulegał wydłu�eniu, co było niekorzystne 

w kontek�cie konieczno�ci maksymalnego skrócenia czasu zbierania poszczególnych 

frakcji. Poniewa� orientyna i izoorientyna mog� by
 efektywnie rozdzielone w drugim 

wymiarze, ich separacja w 1D nie była konieczna. Dodatkowo, na chromatogramie 

HPLC, otrzymanym z u�yciem mieszaniny metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA 



146 

(83:15:2:0,1, v/v/v/v) w 0,1% wodnym TFA  według programu elucji gradientowej V, 

frakcje IV i V nie były rozdzielone do linii bazowej, co utrudniało ich prawidłowe 

zebranie i skutkowało przeniesieniem niektórych zwi�zków w dwóch frakcjach. 

 Rozdzielenia z u�yciem mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, 

v/v/v/v) pocz�tkowo prowadzono według programu elucji gradientowej VI, 

charakteryzuj�cego si� liniowym wzrostem st��enia mieszaniny 

metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45 v/v/v/v) od 43% do 90% w 0,1% wodnym 

roztworze TFA w czasie tG 50 minut (program VI) przy nat��eniu przepływu 0,017 

ml/min (ryc. 37, 38-3). Na otrzymanym chromatogramie HPLC-DAD obecne były 

niesymetryczne piki, dobrze rozdzielone do linii bazowej. Nast�pnie separacj�

prowadzono według programu elucji gradientowej VIII, charakteryzuj�cego si� elucj�

izokratyczn� przy st��eniu 43% mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, 

v/v/v/v) w 0,1% wodnym roztworze TFA w czasie tG 0-1,2 minuty, a nast�pnie liniowym 

wzrostem st��enia mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v/v) od 

43% do 90% w 0,1% wodnym TFA w czasie tG 1,2-47 minut (tG 47 minut). Umo�liwiło to 

lepsze rozdzielenie poszczególnych wieloskładnikowych pików o szerokiej podstawie, 

przy czym zmniejszyły si� ich warto�ci tR, co skutkowało osi�gni�ciem zakładanego 

skrócenia czasu separacji w 1D z 50 do 47 minut (ryc. 37, 38-4, 39). 

Ryc.37. Programy elucji gradientowej (III, V, VI, VIII) stosowane w  separacji 1D comprehensive 
off-line wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej. 
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 W rezultacie do separacji w pierwszym wymiarze systemu LCxLC off-line na 

kolumnie Sphinx C-18-Phenyl u�yto mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA 

(330:40:80:0,45, v/v/v/v) w 0,1% TFA i programu elucji gradientowej VIII (ryc. 38-2), 

otrzymuj�c w krótkim czasie (47 minut) separacj� zbli�on� do separacji w systemie LC-

LC.  

Ryc.38. Chromatogramy 1D wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, otrzymane w 
wyniku separacji z u�yciem ró�nych faz ruchomych i programów elucji gradientowej:
1. metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w mieszaninie z 0,1% roztworem TFA w wodzie, 

program III  
2. metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA (83:15:2:0,1, v/v/v/v) w mieszaninie z 0,1% roztworem 

TFA w wodzie, program V 
3. metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v/v) w mieszaninie z 0,1% roztworem TFA w 

wodzie, program VI 
4. metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v/v) w mieszaninie z 0,1% roztworem TFA w 

wodzie, program VIII. 
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 W oparciu o otrzymany w opracowanych warunkach chromatogram 1D LC 

wyró�niono 12 frakcji  (I'-XII'), z których 9 odpowiadało frakcjom z rozdzielenia 1D w 

systemie LC-LC off-line (frakcje I'-III', VI'-VIII', XI'-XII'), natomiast 3 uzyskano jako 

dodatkowe (IV', IX' i X') (tab. 9). 10 z zebranych frakcji zawierało C-glikozyloflawony 

(frakcje I'-IV', VI'-IX', XI'-XII'), natomiast pozostałe 2 stanowiły frakcje "puste" (brak C-

glikozydów flawonowych, frakcje V' i X') (tab. 9). Poszczególne frakcje zbierano 

r�cznie, a nast�pnie poddawano analizie w drugim wymiarze.  

Tab.9. Charakterystyka frakcji 1D otrzymanych w systemach heart-cutting off-line, 
comprehensive off-line i on-line. 

Ryc.39. Chromatogram 1D LCxLC off-line/on-line wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 
pospolitej: I' - XII' - frakcje 1D. Kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), elucja 
gradientowa według programu VIII, UV �-330 nm. 

Frakcja 1D

off-line 
heart-cutting 

off-line / on-line 
comprehensive

I I' 
II II' 
III III' 

− IV' 

IV V' 
V VI' 
VI VII' 
VII VIII 

− IX' 

− X' 

VIII XI' 

IX XII' 
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Opracowanie warunków rozdziele� w drugim wymiarze (2D)

 W celu skrócenia czasu analizy w  drugim wymiarze zmieniono kolumn� 2D ze 

stosowanej wcze�niej w systemie heart-cutting off-line kolumny Kinetex C-18  (100 mm 

x 2,1 mm x 2,6 µm) na kolumn� krótsz� o zbli�onej �rednicy ziaren - Discovery HS C18  

(75 mm x 2,1 mm x 3 µm). Dodatkowo zwi�kszono nat��enie przepływu fazy ruchomej 

w 2D z 1 ml/min (LC-LC off-line) do 2,3 ml/min (LCxLC). Wst�pne rozdzielenia 

wykazały, �e profile separacji składników poszczególnych frakcji, otrzymane z u�yciem 

kolumny Discovery s� identyczne z uzyskanymi na kolumnie Kinetex. Ponadto 

obserwowano zmniejszenie warto�ci tR i skrócenie czasu separacji w 2D frakcji 

przenoszonych z 1D. 

 Separacj� 2D składników poszczególnych przenoszonych frakcji prowadzono w 

warunkach elucji izokratycznej, stosuj�c jako fazy ruchome mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% wodnym TFA w ró�nym stosunku obj�to�ciowym: 20% (faza 

ruchoma S1), 23% (S2), 26% (S3), 30% (S4), 32% (S4), 35% (S6), 36% (S7), 38% 

(S8), 40% (S9), 45% (S10), 50% (S11), 55% (S12). Kompozycje faz ruchomych 

u�ytych do separacji składników poszczególnych frakcji w 2D dobierano 

eksperymentalnie. Uwzgl�dniaj�c przedstawione zało�enia w projektowaniu systemu 

comprehensive on-line warunki separacji w 2D modyfikowano w niewielkim zakresie, 

zwi�zanym ze zmian� kolumny w 2D. Wypełnienie kolumny Discovery u�ytej w 2D 

stanowi� sferyczne ziarna �elu krzemionkowego chemicznie modyfikowanego resztami 

oktadecylowymi, porowate w całej obj�to�ci, podczas gdy kolumna Kinetex wykonana 

jest w technologii "core-shell" - warstwa �elu krzemionkowego chemicznie 

modyfikowanego resztami oktadecylowymi stanowi powłok� osadzon� na 

nieporowatym rdzeniu.  W rezultacie na kolumnie Kinetex zwi�zki ulegaj� adsorpcji w 

powierzchniowej warstwie ziaren wypełnienia, podczas gdy na kolumnie Discovery - w 

całej obj�to�ci ziaren, co w celu ich desorpcji mo�e skutkowa
 konieczno�ci� zmian 

st��enia rozpuszczalnika organicznego (tab. 10). Dlatego w separacji składników 

frakcji I' i II' obni�ono st��enie mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% 

wodnym TFA z 32% (S5) do 26% (S3) (frakcja I'), z 32% (S5) do 30% (S4) (frakcja II'). 

Natomiast w celu separacji składników frakcji V', VIII', XI' i XII' zwi�kszono st��enie 

mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% wodnym TFA z 30% (S4) do 35% 

(S6) (frakcja V'), z 35% (S6) do 36% (S7) (frakcja VI'), z 35% (S6) do 38% (S8) (frakcja 

VIII'), z 45% (S10) do 50% (S11) (frakcja XI') oraz z 50% (S11) do 55% (S12) (frakcja 

XII'). Zwi�kszenie st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% 

wodnym TFA było konieczne aby uzyska
 separacj� składników frakcji V', VIII', IX', X'.  



Tab.10. Charakterystyka faz ruchomych, stosowanych w s
flawonoidowych z frakcji I'
ACN:woda:TFA (50:50:0,1,
S3 – 26% E, S4 – 30% E, S5 
S10 – 45% E, S11 – 50% E, S12 

 Wyniki analizy 2

zidentyfikowanych z u�yciem opracowanego  systemu 

cz��
 zwi�zków obecnych we frakcji III' (izoorientyna 

- 4a i szaftozyd - 4b) była obecna równie

zidentyfikowane wcze�niej metod

szaftozyd (4b) mog� by

długi czas (t � 25 min)

izoorientyny.  

Ryc.40. Chromatogram 2D LCxLC 
- frakcje 1D. Kolumna Discovery HS C18 (75 mm x 2,1 mm x 3 µm), fa
S6, S7, S8, S11, S12, UV �-330 nm.

Numer frakcji 

off-line
LC-LC 

off-line/
on-line
LCxLC 

off

I I' 
II II' 
III III' S1/S2/S5

− IV' 
IV V' 
V VI' 

.10. Charakterystyka faz ruchomych, stosowanych w separacji 
flawonoidowych z frakcji I'-XII' metodami 2D LC (LC-LC, LCxLC), stanowi

(50:50:0,1,v/v/v) (E) w 0,1% wodnym TFA (v/v) (A):  S1 –
30% E, S5 – 32% E, S6 – 35% E, S7 – 36% E, S8 – 38% E,  S9 

50% E, S12 – 55% E. 

2D frakcji I' - XII' potwierdziły obecno�
 C-

yciem opracowanego  systemu heart-cutting

zków obecnych we frakcji III' (izoorientyna - 3a, orientyna 

b) była obecna równie� we frakcji IV (ryc. 40

niej metod� heart-cutting off-line, mianowicie: izoszaftozyd (4a) i 

 by
 rozdzielone tylko w systemie LC-LC off-line

konieczny do ich separacji w obecno�ci w matrycy orientyny i 

D LCxLC on-line wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki:
olumna Discovery HS C18 (75 mm x 2,1 mm x 3 µm), fazy ruchome: S

330 nm.

Faza ruchoma 2D Numer frakcji 

off-line
off-line/
on-line
LCxLC 

off-line
LC-LC 

off-line/
on-line
LCxLC 

S5 S3 VI VII' 
S5 S4 VII VIII' 

S1/S2/S5 S5 − IX' 

− S6 − X' 

S4 S6 VIII XI' 
S6 S7 IX XII' 
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eparacji 2D zwi�zków 
LC, LCxLC), stanowi�cych mieszaniny 

20% E, S2 – 23% E, 
38% E,  S9 – 40% E, 

-glikozyloflawonów, 

cutting off-line, przy czym 

3a, orientyna - 3b, izoszaftozyd 

ryc. 40). Dwa zwi�zki, 

, mianowicie: izoszaftozyd (4a) i 

line, ze wzgl�du na 

ci w matrycy orientyny i 

gu metanolowego z nasion kozieradki: Fr I' - XII' 
zy ruchome: S3, S4, S5, 

Faza ruchoma 2D 

off-line
LC-LC 

off-line/
on-line
LCxLC 

S6 S6 
S6 S8 

− S8 

− S11 

S10 S11 
S11 S12 
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 Opracowane warunki separacji 1D i 2D C-glikozydów flawonowych w badanej 

matrycy ro�linnej metod� LCxLC off-line mog� by
 stosowane w systemach HPLC, 

które nie wymagaj� automatyzacji. 

Analiza C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki metod�

comprehensive on-line (LCxLC on-line) 

  

 Warunki opracowane w systemie comprehensive off-line wykorzystano w 

systemie comprehensive on-line. U�yto tych samych kolumn i faz ruchomych. W 

pierwszym wymiarze stosowano detektor DAD, natomiast w drugim wymiarze - 

detektory DAD i MS. Uwzgl�dniaj�c pełn� automatyzacj� procesu (LCxLC on-line), 

podstawowym problemem systemu jest optymalizacja czasu modulacji. Jest to czas 

mi�dzy wprowadzeniem na kolumn� 2D kolejnych frakcji z 1D, obejmuj�cy równie� czas 

konieczny do rozdzielenia składników pojedynczej frakcji w 2D [354, 484]. W 

opracowywanym systemie LCxLC czas modulacji zale�ał od szeroko�ci pików 

odpowiadaj�cych poszczególnych frakcjom na chromatogramie 1D (mierzonej u 

podstawy piku), jak i czasu koniecznego dla rozdzielenia składników frakcji w drugim 

wymiarze. Jednocze�nie nie mo�e by
 on dłu�szy od czasu napełniania p�tli w 

zaworze stanowi�cym ł�cznik mi�dzy dwoma wymiarami - 1D i 2D. W badaniach 

wykorzystywano p�tle o obj�to�ci 50 µl, dlatego obj�to�
 ka�dej przenoszonej frakcji 

musiała by
 równa obj�to�ci p�tli lub mniejsza. W analizach w systemie 

comprehensive on-line zastosowanie dzielnika strumienia w celu zmniejszenia 

obj�to�ci eluentu z 1D w jednostce czasu, nie zawsze jest dobrym rozwi�zaniem, 

poniewa� dodatkowo obni�a st��enia zwi�zków, cz�sto poni�ej granicy ich 

wykrywalno�ci. Dlatego czas konieczny do zebrania frakcji uzale�niono od nat��enia 

przepływu fazy ruchomej w 1D na u�ytej kolumnie Sphinx C-18-Phenyl (0,017 ml/min) i 

wyniósł on odpowiednio: frakcja I' – 2,7 min, frakcja II' – 2,1 min, frakcja III' – 2,5 min, 

frakcja IV' – 3,0 min, frakcja V' – 1,5 min, frakcja VI' – 2,6 min, frakcja VII' – 2,3 min, 

frakcja VIII' – 3,1 min, frakcja IX'– 2,9 min, frakcja X' – 2,1 min, frakcja XI' – 2,5 min, 

frakcja XII' – 4,0 min.  Otrzymane frakcje I'-XII', stanowi�ce eluaty z kolumny 1D, 

przenoszone były automatycznie na kolumn� 2D. 
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Ryc.41. Schemat systemu LCxLC stosowanego w analizie C-glikozyloflawonów w wyci�gu 
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej. 

Ryc.42. Schemat konfiguracji ł�cznika systemu LCxLC on-line, stosowanego w analizie C-
glikozyloflawonów z nasion kozieradki pospolitej [235]: A - dozowanie na kolumn� 2D z u�yciem 
p�tli 2, B - dozowanie na kolumn� 2D z u�yciem p�tli 1. 
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 W drugim wymiarze separacj� prowadzono na kolumnie Discovery HS C18 (75 

mm x 2,1 mm x 3 µm) z u�yciem gradientu skokowego (ryc. 44), w którym składniki 

poszczególnych frakcji I'-XII' rozdzielano w warunkach elucji izokratycznej (pojedynczy 

skok), z wykorzystaniem faz ruchomych opracowanego systemu LCxLC off-line, 

charakteryzuj�cych si� nast�puj�cym st��eniem mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% wodnym TFA (v/v): 26% (S3) - frakcja I; 30% (S4) - frakcja II; 

32% (S5) - frakcja III; 35% (S6) - frakcje IV, V, VII; 36% (S7) - frakcja VI; 38% (S8) - 

frakcje VIII i IX; 50% (S11) - frakcje X i XI; 55% (S12) - frakcja XII. Zastosowanie 

detektora mas w 2D wymagało u�ycia  dzielnika strumienia eluatu z kolumny 2D 

(nat��enie przepływu 2,3 ml/min; strumie� dzielono w stosunku 1:1), poniewa�

maksymalna obj�to�
 eluatu, która mogła by
 wprowadzona do detektora wynosiła ok. 

1 ml. Czas analizy pojedynczej frakcji nie przekraczał 3 minut, z wyj�tkiem ostatniej 

frakcji XII, której czas rozdzielenia mógł pozosta
 nieograniczony i nie miał wpływu na 

efektywno�
 separacji. Jako technik� zbierania danych chromatograficznych 

zastosowano monitorowanie wybranych jonów SIM (Selected Ion Monitoring) (ryc. 43). 

  

 Analizuj�c C-glikozyloflawony w nasieniu kozieradki pospolitej metod�

comprehensive on-line (LCxLC) otrzymano rozdzielenie 17 zwi�zków. Opracowany 

system nie umo�liwił separacji szaftozydu i izoszaftozydu, które w badanym zespole 

mog� by
 efektywnie rozdzielone jedynie z u�yciem opracowanych metod heart-cutting

off-line (LC-LC off-line, metody I i II). Jednocze�nie przedstawiony system LCxLC on-

line, ze wzgl�du na pełn� automatyzacj� procesu analitycznego, stanowi przydatne 

narz�dzie do szybkich analiz serii próbek, zawieraj�cych C-glikozyloflawony, pochodne 

apigeniny i luteoliny. 

  

 Wyniki separacji LCxLC on-line zespołu C-glikozyloflawonów badanego 

ekstraktu przedstawiono w formie pojedynczych chromatogramów (ryc. 43) oraz w 

postaci dwuwymiarowego diagramu konturowego (ang. contour plot) (ryc. 45). 

Prezentacja wyników 2D LC rozdziele� chromatograficznych w formie diagramu

stanowi efektowne narz�dzie wizualizacji osi�gni�tych efektów rozdzielczych w 

odniesieniu do badanej matrycy ro�linnej [123]. 
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Ryc.43. Chromatogramy LCxLC off-line/on-line wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki 
pospolitej pochodzenia krajowego: 
A. 1D: kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), elucja gradientowa według 

programu VIII, UV �-330 nm; 
B. 2D: kolumna Discovery (75 mm x 2,1 mm x 3 µm), fazy ruchome S3, S4, S5, S6, S7, S8, S11, 

S12, UV �-330 nm. 
C. całkowity pr�d jonowy w trybie jonów dodatnich (TIC+) 
D. chromatogramy jonów molekularnych m/z 433, 449, 535, 565, 579, 595, otrzymane technik�

SIM w trybie jonów dodatnich. 



155 

Ryc.44. Chromatogramy 1D i 2D systemu LCxLC on-line rozdzielenia C-glikozydów 
flawonowych w wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego z 
profilami elucji gradientowej: 1D - kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), elucja 
gradientowa wg programu VIII, 2D - kolumna Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 µm), fazy 
ruchome S3, S4, S5, S6, S7, S8, S11, S12 (gradient skokowy), A - 0,1% TFA, D - 
metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v), E - ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v), UV �-
330 nm. 
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Ryc.45. Chromatogram LCxLC 
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego:
mm x 1 mm x 5 µm), elucja gradientowa według progra
x 2,1 mm x 3 µm), fazy ruchome S
nm, numeracja  pików odpowiada przedstawionej w 

Przeprowadzone analizy zespołu C

kozieradki pochodzenia krajowego z zastosowaniem ró

dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczow

surowcu po raz pierwszy dwóch 

wiceniny-3 oraz izoszaftozydu. Pełn

otrzymano w warunkach opracowanej metody 

Na tle wyników uzyskanych przez innych autorów 

niniejszej pracy materiał ro

składzie jako�ciowym zespołu C

Wykazano, �e w profilu badanego zespołu dominuj

apigeniny (zwi�zki 1, 2, 4a, 4b, 5

przez innych autorów 

obejmuje 11 di-C-glikozydów apigeniny (zwi

zró�nicowanej budowie, 2 izomeryczne mono

oraz 2 estry p-kumarowe

(15b).  

5. Chromatogram LCxLC on-line C-glikozydów flawonowych w wyci
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego: 1D - kolumna Sphinx C
mm x 1 mm x 5 µm), elucja gradientowa według programu VIII, 2D - kolumna Discovery (75 mm 
x 2,1 mm x 3 µm), fazy ruchome S3, S4, S5, S6, S7, S8, S11, S12 (gradient skokowy), UV 

numeracja  pików odpowiada przedstawionej w tabeli 7.

Przeprowadzone analizy zespołu C-glikozydów flawonowych w nasieniu 

pochodzenia krajowego z zastosowaniem ró�nych technik jedno

dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej, umo

surowcu po raz pierwszy dwóch metabolitów wtórnych z grupy C-

3 oraz izoszaftozydu. Pełne rozdzielenie C-glikozyloflawonów zespołu 

otrzymano w warunkach opracowanej metody heart-cutting off-line (LC

Na tle wyników uzyskanych przez innych autorów [143, 435, 456]

niniejszej pracy materiał ro�linny, obok podobie�stw, charakteryzuj

ciowym zespołu C-glikozydów flawonowych.  

e w profilu badanego zespołu dominuj� C-glikozydowe pochodne 

zki 1, 2, 4a, 4b, 5-13, 15a, 15b), co potwierdzaj�

[143, 435, 456, 493]. Ujawniono, �e analizowany zespół 

glikozydów apigeniny (zwi�zki 1, 2, 4a, 4b, 5, 7, 9

nicowanej budowie, 2 izomeryczne mono-C-glukozydy: witeksyn

kumarowe: p-kumaroilo-witeksyn� (15a) i p-kumaroilo
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glikozydów flawonowych w wyci�gu metanolowym z 
Sphinx C-18-Phenyl (100 

kolumna Discovery (75 mm 
(gradient skokowy), UV �-330 

glikozydów flawonowych w nasieniu 

nych technik jedno- i 

�liwiły wykrycie w 

-glikozyloflawonów: 

glikozyloflawonów zespołu 

(LC-LC off-line). 

[143, 435, 456], badany w 

� istotne ró�nice w 

glikozydowe pochodne 

� wyniki otrzymane 

e analizowany zespół 

4b, 5, 7, 9-13) o 

glukozydy: witeksyn� i izowiteksyn�

kumaroilo-izowiteksyn�
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 Witeksyna i izowiteksyna s� powszechnie wykrywane w nasieniu kozieradki 

ró�nego pochodzenia [15, 419, 435, 456, 490, 570]. Wyj�tek stanowi� badania Prati i 

wsp. [435], w których nie stwierdzono obecno�ci izowiteksyny, jakkolwiek jej 8-C- 

izomer (witeksyna) był obecny. 

 Natomiast w zakresie di-C-glikozydowych pochodnych surowiec wykazuje 

znaczn� ró�norodno�
. W badanym materiale ro�linnym wyst�puj� di-C-heksozylo-

pentozydy (zwi�zki:  2 - wicenina-1, 4a - izoszaftozyd, 4b - szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)-

heksozylo-pentozyd, 7 - wicenina-3), zawieraj�ce glukoz� (wicenina-1, izoszaftozyd, 

szaftozyd, wicenina-3) oraz ksyloz� (wicenina-1, wicenina-3) lub arabinoz�

(izoszaftozyd, szaftozyd). Dominuj�cym di-C-glikozyloflawonem jest wicenina-1 

(zwi�zek 2), której obecno�
 wykryli wcze�niej w nasieniu kozieradki Wagner i wsp. 

[570], a potwierdzili - Es-Safi i wsp. [143]. Szaftozyd (zwi�zek 4b) jako składnik zespołu 

C-glikozydów w nasieniu kozieradki opisał Shan i wsp.  [493]. W toku niniejszych 

bada� prowadzonych metod� 2D-LC heart-cutting ujawniono wyst�powanie w 

nasionach kozieradki izoszaftozydu (6-C-arabinopiranozylo-8-C-glukopiranozydu 

apigeniny) (zwi�zek 4a), dotychczas nie opisanego w nasionach T. foenum-graecum.

Równie� wicenina-3 (zwi�zek 7) została stwierdzona w surowcu po raz pierwszy. 

Niedawno jej obecno�
 potwierdzono równie� w nasionach kozieradki pochodz�cych z 

Maroka [143]. Ponadto w analizowanym surowcu wyst�puje wicenina-2, zawieraj�ca w 

strukturze dwie cz�steczki glukozy [143, 493, 570]. Jest to jedyny di-C-heksozyd, 

ujawniony w badanym materiale ro�linnym, jakkolwiek w surowcu azjatyckim 

stwierdzono równie� wyst�powanie di-C-heksozydów, zawieraj�cych dwie cz�steczki 

galaktozy [456] lub galaktoz� i glukoz� [493]. Natomiast Es-Safi i wsp.  [143] w 

nasionach kozieradki z Maroka wykazali obecno�
 a� trzech di-C-heksozydów 

apigeniny, spo�ród których dwóch nie zidentyfikowano (okre�lane przez autorów jako 

izomery wiceniny-2), natomiast trzecim była wicenina-2. Interesuj�c� grup� stanowi 5  

zwi�zków (9, 10, 11, 12a i 13), zidentyfikowane wst�pnie jako di-C-pentozydy 

apigeniny. Obecno�
 di-C-pentozydów apigeniny nie została dotychczas opisana w 

zespole C-glikozyloflawonów nasienia kozieradki, jednak w celu okre�lenia ich pełnych 

struktur chemicznych konieczne s� dalsze prace izolacyjne. 

Dodatkowo w badanym surowcu potwierdzono wyst�powanie czterech 

pochodnych luteoliny (zwi�zki 3a, 3b, 14a, 14b).  Ponadto ujawniono wyst�powanie 

ró�nic w intensywno�ci sygnałów deprotonowanych jonów molekularnych przy m/z 447 

[M-H]− oraz ich adduktów z TFA przy m/z 561 [M–H+114]- w widmach ESI-MS 

wzorcowych orientyny i izoorientyny,otrzymanych w trybie jonów ujemnych. 

Izomeryczne mono-C-glukozydy luteoliny - orientyna (3b) oraz izoorientyna (3a) 

wyst�puj� w surowcu zarówno krajowym, jak i azjatyckim [419, 435, 456, 570], 
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jakkolwiek cz�sto potwierdzano obecno�
 jedynie 6-C-glukozydu luteoliny [435, 456]. 

Jednocze�nie zwi�zki 14a i 14b (p-kumaroilo-izoorientyna i p-kumaroilo-orientyna, 

odpowiednio) stanowi�, jak wspomniano wcze�niej, pochodne estrowe luteoliny, 

jakkolwiek udowodniono, �e surowiec afryka�ski zawiera a� sze�
 ró�nych estrów tego 

C-glukozyloflawonu [143]. 

 W analizowanych ekstraktach nie stwierdzono obecno�ci acylowanych 

pochodnych apigeniny i luteoliny, zawieraj�cych reszty kwasów fenolowych: 

galusowego, dihydrogalusowego, dihydroferulowego, hydroksyglutarowego,  

metoksyglutarowego i malonylowego [143] oraz chinowego i hydroksy-

metyloglutarowego [456]. Szereg zwi�zków o takiej budowie ujawniono w surowcu 

afryka�skim [143], natomiast dwóch - w palesty�skim [456]. Jedynymi zwi�zkami o 

budowie estrowej, wyst�puj�cymi w surowcu polskim s� zestryfikowane reszt� kwasu 

p-kumarowego pochodne izoorientyny i orientyny (zwi�zki 14a i 14b, odpowiednio) 

oraz witeksyny i izowiteksyny (zwi�zki 15a i 15b, odpowiednio). Wyst�powanie p-

kumaroilo-orientyny w surowcu pochodzenia azjatyckiego wykazali niezale�nie od 

siebie w 2010 roku Wang i wsp.  [574] oraz Rayyan i wsp.  [456]. Natomiast obecno�ci 

estru p-kumarowego izoorientyny nie stwierdzono. Spo�ród pochodnych estrowych C-

6/8-glukozydów apigeniny, jedynie ester p-kumarowy witeksyny został stwierdzony 

przez Sood'a w 1976 roku [511], a nast�pnie potwierdzony w roku 2010 przez Rayyan i 

wsp. [456, 574] oraz Wang i wsp. [456, 574] . 

W toku analiz nie potwierdzono wyst�powania w badanym materiale O-

glikozydowych pochodnych C-glikozyloflawonów, metoksylowych flawonów oraz 

wolnych flawonów. Wobec substancji wzorcowych wykluczono obecno�
: 7-O-

glukozydu izowiteksyny (saponaryny) (m/z  595) [15, 570],  2"-O-ramnozydu witeksyny 

(m/z 579) oraz luteoliny [268] i apigeniny. Przeprowadzone analizy 1D HPLC-DAD-ESI-

MS oraz 2D HPLC-ESI-MS nie potwierdziły równie� obecno�ci metoksylowych 

flawonów: trycyny (m/z 331)  oraz jej 7-O-glukozydu [494, 574]. Prati  i wsp. [435] 

stwierdzili metod� HPLC-UV-MS obecno�
 dwóch zwi�zków, które wst�pnie 

identyfikowali jako O-ramnozylowe pochodne orientyny/izoorientyny (m/z 595, �max 318 

nm) lub witeksyny (m/z 578, �max 318 nm). Bior�c jednak pod uwag� warto�
 �max 318 

nm, wskazuj�c� na obecno�
 przesuni�cia hipsochromowego maksimum absorpcji I, 

charakterystycznego dla zwi�zków o budowie estrowej, prawdopodobnie zwi�zki te, 

rozpoznane jako O-glikozydy mono-C-glikozyloflawonów, w rzeczywisto�ci były ich 

pochodnymi estrowymi. Zarówno obserwowane warto�ci m/z i �max, jak równie� dane 

literaturowe [456, 511, 574] wskazuj�, �e w badanym przez autorów surowcu mogły 

wyst�powa
 estry p-kumarowe mono-C-glikozyloflawonów.  
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Analiza ilo�ciowa C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki 

metod� LC-LC-DAD on-line   

 Kolejny etap prac stanowiło opracowanie i walidacja metody LC-LC-DAD 

oznaczenia ilo�ciowego poszczególnych C-glikozyloflawonów zespołu nasion 

kozieradki. Rozdzielenia w pierwszym wymiarze (1D) prowadzono w warunkach 

separacji 1D HPLC C-glikozyloflawonów (II.7.1.2.), opracowanych na kolumnie Kinetex 

C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), stosuj�c elucj� gradientow� według programu I 

(II.4.2.2.), który charakteryzował si� wzrastaj�cym st��eniem mieszaniny 

ACN:woda;TFA (50:50:0,1;  v/v/v) od 16% do  70% w 0,1% wodnym TFA w czasie tG

70 minut (program elucji I, rodział II.4.2.2.) - gradient mieszany, obejmuj�cy liniowy 

wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA oraz elucj�

izokratyczn�, przy nat��eniu przepływu fazy ruchomej 0,23 ml/min. Zawarto�


zwi�zków 1, 2, 5-15 oznaczono w oparciu o warto�ci powierzchni pól pików, 

otrzymanych na chromatogramie 1D. Poniewa� w warunkach rozdzielenia 1D zwi�zki 

3a, 3b, 4a, 4b koeluowały, w celu oznaczenia ich zawarto�ci zastosowano metod�

heart-cutting on-line (LC-LC on-line). W wyniku rozdzielenia 1D, frakcj� "Z"  (tR 28,2-

30,7 min), zawieraj�c� zwi�zki 3a, 3b, 4a i 4b przeniesiono automatycznie na kolumn�
2D o ponad dwukrotnie wi�kszej �rednicy - Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm), 

wykorzystuj�c dzielnik strumienia, umo�liwiaj�cy podział eluatu z kolumny 1D w 

stosunku 210:20, przy obj�to�ci p�tli dozuj�cej zaworu (ł�cznika) 50 µl. Składniki frakcji 

"Z" rozdzielono, stosuj�c  elucj� izokratyczn� z u�yciem fazy ruchomej o st��eniu 23% 

mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA (S2)(4.2.2.2.) przy nat��eniu 

przepływu 1 ml/min. U�yt� faz� ruchom� zastosowano w opracowanej metodzie heart-

cutting off-line (metoda II). Podobnie jak w przypadku zwi�zków 1, 2, 5-15, zawarto�


zwi�zków 3a, 3b, 4a, 4b oznaczono w oparciu o warto�ci pól powierzchni pików, 

otrzymanych na chromatogramie 2D. Opracowan� metod� zwalidowano w zakresie 

liniowo�ci, granicy wykrywalno�ci, granicy oznaczalno�ci oraz precyzji jedno- i 

mi�dzydniowj (powtarzalno�ci) (II.7.1.5.). Parametry walidacyjne przedstawiono w 

tabelach 11-A i 11-B. Opracowan� metod� wykorzystano do oznaczenia zawarto�ci  C-

glikozyloflawonów w wyci�gach: 70% metanolu (A), wodnym (B) oraz frakcji D (p. 

B.ii.1.5.), przeznaczonych do bada� aktywno�ci biologicznej. Do celów analizy 

chromatograficznej liofilizaty wyci�gów i frakcji rozpuszczono w metanolu w stosunku: 

25 mg/1,5 ml (wyci�gi A i B) oraz 1 mg/ml (frakcja D). St��enie C-glikozyloflawonów 

wyra�ono w przeliczeniu na 1 mg liofilizatu (tab. 12) 
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Zwi�zek 

Parametry walidacji

Liniowo�	
(krzywa regresji, 

współczynnik korelacji) 

Granica 
wykrywalno�ci 

(LOD) 
[µg/ml] 

Granica 
oznaczalno�ci 

(LOQ) 
[µg/ml] 

witeksyna y = 5644,68x − 18485,5 
r = 0,9995 

 1,812 5,44 

izowiteksyna y = 5352,59x − 16585,8 
r=0,9999 

 1,995 5,99 

orientyna y = 163,112x − 470,071 
r = 0,9998 

 2,259 6,78 

izoorientyna y = 202,047x − 1131,16 
r = 0,9996 

 3,054 9,16 

wicenina-1 y = 4143,75x − 25165,7 
r = 0,9982 

 2,095 6,29 

wicenina-2 y = 3232,07x − 8687,39 
r = 0,9995 

 2,985 8,95 

wicenina-3 y = 4261,85x − 16595,1 
r = 0,9998 

 1,951 5,853 

szaftozyd y = 434,88x − 1691,1 
r = 0,9999 

 1,482 5,525 

izoszaftozyd y = 238,123x −445,146 
r = 0,9999 

 2,00 6,00 

Tab.11-A. Parametry walidacyjne opracowanej metody LC-LC on-line oznaczenia zawarto�ci C-
glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki: liniowo�
, granica wykrywalno�ci, granica 
oznaczalno�ci.  

Parametry walidacji

Zwi�zek
Precyzja 

jednodniowa 
[RSD, %] 

mi�dzydniowa 
[RSD, %] 

1 0,836 1,182 
2 0,029 0,041 

3a 0,730 1,033 
3b 0,518 0,732 
4a 1,057 1,495 
4b 4,771 6,747 
5 1,615 2,284 
6 0,273 0,386 
7 1,115 1,577 
8 0,073 0,103 
9 0,835 1,181 
10 0,443 0,627 
11 8,194 11,588 
12 0,294 0,416 
13 0,141 0,199 
14 0,430 0,609 
15 0,345 0,488 

Tab.11-B. Parametry walidacyjne opracowanej metody LC-LC on-line oznaczenia zawarto�ci C-
glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki: precyzja jedno- i mi�dzydniowa. 
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Tab.12. Zawarto�
 C-glikozydów flawonowych, oznaczona metod� LC-LC-DAD on-line w 
nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego oraz otrzymanych wyci�gach: 70% 
metanolu (A), wodnym (B) oraz  frakcji D wyci�gu metanolowego. Numeracja zwi�zków 
odpowiada przedstawionej w tabeli 7. 

 Zawarto�
 C-glikozyloflawonów w nasionach kozieradki pospolitej oznaczono w 

wyci�gu 70% metanolu (A), otrzymanym z u�yciem opracowanej, najbardziej wydajnej 

metody wytrawiania tych zwi�zków (2 x 100 ml, ekstrakcja z u�yciem mieszadła 

magnetycznego, 2 x 3h, 60°C). Oznaczona zawarto�
 C-glikozydów flawonowych w 

nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego wynosiła 14,409 mg/g i była 

10-krotnie wy�sza od oznaczonej przez Prati i wsp. [435] metod� HPLC-DAD w 

�wie�ych nasionach kozieradki pospolitej (1,5 mg/g, w przeliczeniu na diosmin�). 

 Wykazano ró�nice w zawarto�ci poszczególnych C-glikozyloflawonów w 

odniesieniu do danych literaturowych. Dominuj�cym zwi�zkiem w badanym surowcu 

jest izowiteksyna (zwi�zek 8) (2,508 ± 0,50 mg/g), obok wiceniny-1 (zwi�zek 2) (1,912 

± 0,15 mg/g) oraz obecnej w nieco ni�szym st��eniu witeksyny (zwi�zek 6) (1,782± 

0,09 mg/g). Natomiast w mniejszych ilo�ciach wyst�puj�: izoorientyna (zwi�zek 3a) 

(1,307 ± 0,61 mg/g), izoszaftozyd (zwi�zek  4a) (1,120 ± 0,46 mg/g) i orientyna 

(zwi�zek 3b) (0,994 ± 0,40 mg/g). Odnotowano równie� wysokie st��enia zwi�zków 9 i 

12, zidentyfikowanych jako prawdopodobnie di-C-(6/8)-pentozydy apigeniny (0,921 ± 

Zwi�zek 
Zawarto�	 w 1 mg liofilizatu [µg] Zawarto�	 w 1 g surowca

Wyci�g A Wyci�g B Frakcja D [mg] 

1 1,703 ± 0,12 1,001 ± 0,23 26,575 ± 0,02 0,305 ± 0,04 
2 10,682 ± 0,06 5,884 ± 0,05 194,739 ± 0,04 1,912 ± 0,15 

3a 7,303 ± 0,20 3,693 ± 0,82 31,874 ± 0,03 1,307 ± 0,61 
3b 5,555 ± 0,06 2,866 ± 0,53 18,342 ± 0,03 0,994 ± 0,40 
4a 6,258 ± 0,13 3,343 ± 1,15 120,947 ± 0,06 1,120 ± 0,46 
4b 1,046 ± 0,08 0,580 ± 0,17 21,177 ± 0,07 0,187 ± 0,15 
5 36,681 ± 0,11 2,006 ± 0,91 767,089 ± 0,09 0,682 ± 0,07 
6 9,955 ± 0,05 5,334 ± 0,47 47,663 ± 0,35 1,782± 0,09
7 1,178 ± 0,20 0,741  ± 0,29 22,299 ± 0,23 0,211 ± 0,14 
8 14,011 ± 0,02 0,902 ± 0,17 62,373 ± 0,04 2,508 ± 0,50 
9 5,146 ± 0,08 2,935 ± 0,78 12,038 ± 0,12 0,921 ± 0,74 

10 1,357 ± 0,11 0,885 ± 0,12 25,852 ± 0,05 0,243 ± 0,27 
11 0,437 ± 0,33 0,260 ± 0,30 13,297 ± 0,48 0,078 ± 0,03 
12 4,703 ± 0,03 2,592 ± 0,24 93,385 ± 0,16 0,842 ± 0,08 
13 1,247 ± 0,12 0,765 ± 0,03 25,861 ± 0,06 0,223 ± 0,07 
14 3,025 ± 0,02 1,491  ± 0,19 12,910 ± 0,13 0,541 ± 0,18 
15 3,082 ± 0,02 1,491  ±0,15 14,138 ± 0,16 0,552 ± 0,11 

�C-glikozydów 113,368 ± 0,12 36,769 ± 0,44 823,68 ± 0,14 14,409  ± 0,26 
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0,74 oraz 0,842 ± 0,08, odpowiednio). Jak wspomniano wcze�niej, zwi�zki o takiej 

strukturze nie zostały dotychczas stwierdzone w nasieniu kozieradki pospolitej, 

natomiast w badanym surowcu stanowi� 16% zespołu C-glikozydów flawonowych 

(zwi�zki 9, 10, 11, 12a, 13). 

 Rayyan i wsp. [456] z u�yciem metody HPLC-DAD-ESI-MS wykazali, �e 

dominuj�cymi w zespole C-glikozydów flawonowych w surowcu azjatyckim s�: di-C-

6,8-galaktozyd apigeniny (11%), 6-C-ksylozylo-8-C-galaktopiranozyd apigeniny (20%) 

oraz orientyna (20%), stanowi�ce ł�cznie 51% zespołu.  

 Z kolei w surowcu maroka�skim dominowały: 7-O-[6"-dihydrogaloilo]-glukozylo-

8-C-pentozylo-glukozyd apigeniny (15,80%), wicenina-3 (14,41%) oraz 7-O-[2"-

dihydrogaloilo]-ramnozylo-6-C-(2"'-pentozylo)-glukozyd apigeniny (12,02%) i wicenina-

1 (8,82%) [143]. Natomiast nie wykazano obecno�ci witeksyny, izowiteksyny, 

orientyny, izoorientyny i izoszaftozydu  [143]. 

 Estry p-kumarowe orientyny/izoorientyny (14) oraz witeksyny/izowiteksyny (15) 

wyst�puj� w badanym surowcu w zbli�onych st��eniach (0,541 ± 0,18 mg/g i 0,552 ± 

0,11, odpowiednio), podczas gdy w azjatyckich nasionach kozieradki, zawarto�
 p-

kumarynianu orientyny/izoorientyny jest 4-krotnie wy�sza ni� p-kumarynianu 

witeksyny/izowiteksyny [456]. 

   

Analiza C-glikozyloflawonów w nasieniu kozieradki 

pochodzenia tureckiego i afryka�skiego metod� HPLC-DAD-

ESI-MS oraz LC-LC-DAD on-line

  

 Analizy C-glikozyloflawonów w wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki 

prowadzono we współpracy z Khenifim Mohammedem Lamine z Département des 

Sciences  Naturelles et de la Vie école normal supérieure de Laghouat  (Algieria). 

Rozdzielenia prowadzono w warunkach opracowanej metody LC-LC on-line. Do bada�

przeznaczono nasiona kozieradki pospolitej pochodzenia tureckiego, zebrane ze stanu 

naturalnego prowincji Antalya (nasiona T1) oraz pochodzenia afryka�skiego, 

otrzymane z Département des Sciences  Naturelles et de la Vie école normal 

supérieure de Laghouat  (Algieria) (nasiona T2). Analizie poddano wyci�gi metanolowe 

z nasion T1 i T2, otrzymane w wyniku trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w 

aparacie Soxhleta, według procedury opisanej w punkcie II.6.1.1.1. 
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 Na otrzymanych chromatogramach HPLC wyci�gów metanolowych z nasion 

kozieradki T1 i T2 obserwowano 19 pików, z których 15  (piki 1 - 15) odpowiadało C-

glikozyloflawonom, zidentyfikowanym wcze�niej w surowcu pochodzenia krajowego 

(tab.7.). Natomiast pozostałe 4 (piki 16-19) odpowiadały zwi�zkom nieobecnym w 

surowcu krajowym. W celu ich identyfikacji analizowano widma UV oraz zastosowano 

skanowanie przy u�yciu detektora mas w trybie jonów dodatnich [SCAN(+)] oraz 

ujemnych [SCAN(-)], w zakresie warto�ci mas m/z 400-1200. Ponadto, jako metod�

zbierania danych chromatograficznych zastosowano monitorowanie wybranych jonów 

(SIM) w oparciu o zebrane dane literaturowe [143, 353, 435, 456, 574]. Poszukiwano 

zwi�zków flawonoidowych, wykrytych wcze�niej w kozieradce pospolitej, w ró�nych jej 

cz��ciach - nasionach i li�ciach. Otrzymane dane chromatograficzne zestawiono w 

tabeli 13. 

Nr UVmax
[M+H]+/ [M-H]-/ [M-

H+114]
tR 

(min.)
Zwi�zek

16 270 
335 

595 / 593 / 707 17,22 di-C-(6/8)-heksozyd apigeniny 

17 270 
335 

595 / 593 / 707 21,23 di-C-(6/8)-heksozyd apigeniny 

18 270 
335 

565 / 563 / 677 26,53 
di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd 

apigeniny 

19
270 
333 

565 / 563 / 677 31,67 
di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd 

apigeniny 

Tab.13. Dane chromatograficzne i spektralne nowych zwi�zków flawonoidowych 16-19, 
zidentyfikowanych w wyci�gach metanolowych z nasion kozieradki pochodzenia afryka�skiego i 
tureckiego.

  

 W widmach UV zwi�zków 16-19 obserwowano dwa maksima absorpcji: przy 

długo�ci fali �max 270 nm (I maksimum) i �max 335 nm (II maksimum) (zwi�zki 16-18) lub 

�max 333 nm (II maksimum) (zwi�zek 19), co wskazuje, �e s� one C-glikozylowymi 

pochodnymi apigeniny [353]. 

 Na chromatogramach jonów o warto�ci m/z 595 [M+H]+ w trybie jonów 

dodatnich  i m/z 593 [M-H]- w trybie jonów ujemnych obserwowano obecno�
 dwóch 

pików o tR 17,22 min (zwi�zek 16) oraz tR  21,23 min (zwi�zek 17). Dodatkowo oba 

zwi�zki analizowane w trybie jonów ujemnych tworzyły addukty z kwasem 

trifluorooctowym (TFA) [M-H+114]- przy m/z 707. Na podstawie uzyskanych danych 

chromatograficznych i spektralnych, zwi�zki 16 i 17 zidentyfikowano jako 

prawdopodobnie di-C-(6/8)-heksozydy apigeniny. Uwzgl�dniaj�c obecno�
 zwi�zków 
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16 i 17 obok rozpoznanego wcze�niej w badanym materiale ro�linnym, w tym równie�

w surowcu krajowym, di-C-(6/8)-glukozydu apigeniny (wicenina-2, zwi�zek 1) mo�na 

przypuszcza
, �e zwi�zki 16 i 17 zawieraj� dwie cz�steczki galaktozy lub galaktoz� i 

glukoz�. Zwi�zki o takiej strukturze w surowcu azjatyckim ujawnili Rayyan i wsp. [456] 

(di-C-(6/8)-galaktozyd apigeniny) oraz Shan i wsp. [493] (6-C-�-D-glukozylo-8-C-�-D-

galaktozyd apigeniny). Podobnie w nasionach kozieradki pochodzenia afryka�skiego 

wykryto obok wiceniny-2, dwa ró�ne di-C-heksozydy apigeniny, których pełnych 

struktur nie okre�lono [143]. 

Analiza chromatogramu jonu m/z 565 wykazała obecno�
 6 pików o czasach 

retencji: tR 26,53 min (zwi�zek 18)  i tR 31,67 min (zwi�zek 19), tR 28,98 min (zwi�zek 

2), tR 31,45 min (zwi�zek 4), tR 32,32 min (zwi�zek 5) oraz tR 38,76 min (zwi�zek 7). 

Zwi�zki 2, 4a, 4b, 5 i 7 zidentyfikowano wcze�niej w surowcu krajowym jako 

odpowiednio: wicenin�-1, izoszaftozyd, szaftozyd, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd 

apigeniny i wicenin�-3 (tab. 7). W trybie jonów ujemnych zwi�zki 18 i 19 generowały 

jony molekularne przy m/z 565  [M+H]+ i w trybie jonów ujemnych przy m/z 563 [M-H]-

oraz  przy m/z 677 addukty z TFA [M-H+114]-, co wskazuje, �e s� to di-C-heksozylo-

pentozydy apigeniny. Uwzgl�dniaj�c obecno�
 w badanych wyci�gach z nasion T1 i 

T2, zidentyfikowanych wcze�niej w surowcu krajowym di-C-heksozylo-pentozydów, 

zawieraj�cych w swej cz�steczce: glukoz� i arabinoz� (szaftozyd - 6-C-�-D-

glukopiranozylo-8-C--L-arabinozyd apigeniny, izoszaftozyd - 6-C-�-D-

arabinopiranozylo-8-C--L-glukozyd apigeniny;  zwi�zki 4b i 4a, odpowiednio) lub 

glukoz� i ksyloz� (wicenina-1 - 6-C-ksylopiranozylo-8-C-glukozyd apigeniny i wicenina-

3 - 6-C-glukopiranozylo-8-C-ksylopiranozyd apigeniny; zwi�zki 2 i 7, odpowiednio) 

mo�na przypuszcza
, �e struktury zwi�zków 18 i 19 tworz� odmienne kombinacje 

jednostek cukrowych ni� w opisanch powy�ej  zwi�zkach 2, 7, 4a i 4b. Mo�liwe, �e 

zwi�zki 18 i 19 zawieraj� galaktoz� i pentoz� (ramnoz�, ksyloz� lub arabinoz�) lub 

glukoz� i ramnoz�. Shan i wsp. [493]  zidentyfikowali w surowcu azjatyckim 6-C-

galaktopiranozylo-8-C--L-arabinozyd apigeniny, natomiast Rayyan i wsp. [456] 6-C-�-

arabinopiranozylo-8-C-�-galaktopiranozyd apigeniny oraz jej 6-C- �-ksylopiranozylo-8-

C-�-galaktopiranozyd. W nasionach kozieradki pochodzacych z Maroka Es-Safi i wsp. 

[143] ujawnili obecno�
 8-C-ramnozylo-6-C-glukopiranozydu apigeniny. 

Ponadto analiza HPLC-DAD-MS surowca azjatyckiego ujawniła obecno�
 6,8-

C-di-galaktopiranozydu apigeniny [456]. Prati i wsp. [435] analizuj�c profil zwi�zków 

flawonoidowych w Foenugraeci Semen metod� HPLC-UV-MS, stwierdzili obecno�
 C-

ramnozydów orientyny/izoorientyny lub witeksyny. Natomiast najjnowsze badania z 

u�yciem UPLC/UV/QTOF-MS ujawniły obecno�
 6,8-di-C-heksozydu chryzyny [144] 
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 Zastosowanie dwuwymiarowej HPLC umo�liwiło rozdzielenie i identyfikacj� 4 

zwi�zków: izoorientyny, orientyny, izoszaftozydu i szaftozydu (zwi�zki 3a, 3b, 4a, 4b, 

odpowiednio) w nasionach kozieradki pochodzenia tureckiego i afryka�skiego. W 

surowcu pochodzenia afryka�skiego dominowały di-C-arabinozylo-glukozydy, w tym 

izoszaftozyd obok obecnego w ni�szych st��eniach szaftozydu (ryc. 46). St��enie 

izoorientyny było zbli�one do st��enia szaftozydu, natomiast orientyna wyst�powała w 

niewielkiej ilo�ci (ryc. 46). Profil HPLC ujawnionych zwi�zków flawonoidowych 

odpowiadał profilowi w surowcu krajowym (ryc. 34). Natomiast w nasionach 

pochodzenia tureckiego dominowały mono-C-glukozydy luteoliny: izoorientyna  i 

orientyna. Szaftozyd i izoszaftozyd  wyst�powały w niewielkich ilo�ciach (ryc. 46). 

Ryc.46. Chromatogramy LC-LC-DAD on-line wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki 
pochodzenia afryka�skiego (A) oraz tureckiego (B): 1 – wicenina-2, 2 – wicenina-1, 3a - 
izoorientyna, 3b - orientyna, 4a - izoszaftozyd, 4b - szaftozyd, 5 –C-di-(6/8)-heksozylo-pentozyd 
apigeniny, 6 – witeksyna, 7 – wicenina-3, 8 – izowiteksyna, 9, 10, 11, 12, 13 – C-di-(6/8)-
pentozydy apigeniny, 14 – ester p-kumarowy orientyny/izoorientyny, 15 – ester p-kumarowy 
witeksyny/izowiteksyny; 16-17 - di-C-(6/8)-heksozydy apigeniny; 18-19 - di-C-(6/8)-
heksozylopentozydy apigeniny, fr. Z - frakcja "Z". 1D - kolumna  Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 
mm x 2,6 µm), elucja gradientowa wg programu I, 2D - kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 
mm x 2,6 µm), faza ruchoma 23% ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) i 0,1% TFA (S2), UV �−
330 nm. 
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Analiza saponin steroidowych z u�yciem metod 

chromatograficznych (TLC, HPLC) 

 Nasienie kozieradki pospolitej stanowi bogate �ródło saponin steroidowych, 

zarówno typu spirostanu, jak i furostanu [253, 387, 417, 418, 605, 606]. Badania nad 

saponinami z nasion T. foenum-graecum podj�to ju� w latach 70-tych XX wieku [146, 

198-200, 202, 458, 498], cho
 pierwsze doniesienia o ich obecno�ci pochodz� z 1943 

roku [352, 509]. Charakterystyk� saponin steroidowych w nasieniu kozieradki 

przedstawiono w rozdziale I.2.2. 

 Dotychczas saponiny steroidowe w nasieniu T. foenum-graecum analizowano w 

surowcu pochodzenia azjatyckiego [253, 303, 418, 554, 563], afryka�skiego [113, 202, 

387] oraz uzyskanego na eksperymentalnych uprawach w Kanadzie [542, 543, 548]. 

Analizy zespołu saponin steroidowych z nasion kozieradki prowadzono przede 

wszystkim z u�yciem metod chromatograficznych: chromatografii cienkowarstwowej 

(TLC) [113, 180, 200, 202, 430, 483, 554], chromatografii w przeciwpr�dzie (CCC)  

[178], wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w poł�czeniu z detektorami 

UV [413, 430], laserowym detektorem �wiatła rozproszonego (Evaporative Light 

Scattering Detector - ELSD) [430] i detektorem mas (MS) [413] oraz ultrasprawnej 

chromatografii cieczowej w sprz��eniu ze spektrometrem mas z analizatorem czasu 

przelotu (UHPLC-QTOF-MS) [253, 418]. Niekiedy stosowano równie�  metody 

spektrofotometryczne [43] lub chromatografi� gazow� (GC)  (lub kapilarn� GC [541]) w 

poł�czeniu ze spektrometrami  mas, w tym MS [541] lub QTOF-MS [417]. 

Analiza saponin steroidowych metod� chromatografii 

cienkowarstwowej  

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC, HPTLC) wykorzystywana jest w 

jako�ciowej i ilo�ciowej analizie saponin steroidowych w surowcach ro�linnych [213, 

407, 408]. Stosowane s� techniki jedno- i dwukierunkowe (2D TLC) oraz 

chromatografia cienkowarstwowa z gradientem fazy stacjonarnej [165-167, 213, 303, 

407, 408, 563]. Rozdzielenia prowadzone s� najcz��ciej na płytkach 

chromatograficznych pokrytych �elem krzemionkowym [83, 131, 161, 326, 407, 554, 

563, 575], niekiedy z dodatkiem wska�nika fluorescencyjnego (F254) [326, 575] b�d�

te� impregnowanego tlenkiem glinu lub azotanem (V) srebra [82, 113].  
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Analiza wolnych aglikonów w nasionach kozieradki pospolitej 

W pierwszym etapie prac oceniano obecno�
 wolnych aglikonów  w badanym 

materiale ro�linnym. W tym celu wysuszony i  sproszkowany surowiec poddano 

trójstopniowej wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosuj�c kolejno eter 

naftowy, chloroform i metanol, a otrzymane wyci�gi analizowano z u�yciem 

chromatografii cienkowarstwowej w warunkach opracowanych w niniejszej pracy dla 

analizy diosgeniny jako substancji wzorcowej i składnika wyci�gów z nasion kozieradki. 

Rozdzielenie TLC prowadzono z u�yciem płytek chromatograficznych HPTLC Si 60 

F254 jako fazy stacjonarnej oraz mieszaniny heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2) jako fazy 

ruchomej. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorze automatycznej 

Camag ACD2 (temperatura 22±2ºC; wilgotno�
 47±2%), a nast�pnie po wysuszeniu 

spryskano zmodyfikowanym roztworem aldehydu any�owego i ogrzewano na płycie 

grzewczej (temp. 105ºC, 1 minuta). Na otrzymanych chromatogramach nie 

obserwowano pasm wolnych sapogenin, natomiast obecne były liczne pasma o 

zabarwieniu ró�owo-fioletowym, �wiadcz�ce o obecno�ci znacznych ilo�ci zwi�zków 

sterolowych i/lub terpenowych (ryc. 47). W ekstrakcie metanolowym nie wyst�powały 

zwi�zki, reaguj�ce z zastosowanym odczynnikiem wywołuj�cym. Otrzymane wyniki 

pozwalaj� wykluczy
 wyst�powanie wolnych sapogenin w badanym materiale 

ro�linnym, a dodatkowo potwierdzaj� skuteczno�
 dwustopniowego oczyszczania 

surowca poprzez wytrawianie zwi�zków lipofilowych eterem naftowym i chloroformem. 

Ryc.47. Chromatogram HPTLC wzorcowej diosgeniny (D) oraz wyci�gów organicznych z 
nasion T. foenum-graecum otrzymanych w aparacie Soxhleta: 1 - wyci�g eterowy, 2 - wyci�g 
chloroformowy, 3 - wyci�g metanolowy. Faza stacjonarna - HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma -  
heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2), detekcja - zmodyfikowany aldehyd any�owy (temp. 105°C, 5 
min).
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Analiza glikozydów furostanowych metod� chromatografii 

cienkowarstwowej 

 W nasionach T. foenum-graecum saponiny steroidowe wyst�puj� m.in. w formie 

glikozydów furostanowych: trigofenozydów A – G [176-178], trigoneozydów I – XVIII 

[387, 418, 605, 606] oraz protodioscyny [563] (I.2.2.). Saponozydy typu furostanu 

spotykane s� głównie w �wie�ym materiale ro�linnym, natomiast ich hydroliza mo�e 

prowadzi
 do powstania pochodnych typu spirostanu [124, 362]. Stwierdzono, �e 

saponiny furostanowe odpowiadaj� za gorzki smak surowca [388], uczestnicz� w 

mechanizmie aktywno�ci przeciwcukrzycowej [535] i hipolipidemicznej [430] nasion 

kozieradki. W ostatnich latach Variya i wsp. [563] oznaczyli ilo�ciowo saponin�

furostanow� - protodioscyn� w przetworach z nasienia kozieradki metod� HPTLC. 

Jednak uwzgl�dniaj�c trudno�
 w separacji 25-epimerów z u�yciem chromatografii 

cienkowarstwowej oraz widoczne na zamieszczonych w publikacji chromatogramach 

TLC niecałkowite rozdzielenie zwi�zków, proponowana przez autorów [563] metoda 

wydaje si� problematyczna. 

Do bada� w ramach niniejszej pracy przeznaczono wyci�gi, otrzymane w 

wyniku trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie Soxhleta (eterowy, 

chloroformowy i metanolowy).  W badaniach wykorzystano chromatografi�

cienkowarstwow� TLC i HPTLC, dwukierunkow� chromatografi� cienkowarstwow� (2D 

TLC) oraz chromatografi� cienkowarstwow� z gradientem fazy stacjonarnej. 

W procesie optymalizacji rozdzielenia badanych zwi�zków saponinowych 

stosowano szereg ró�nych adsorbentów:  �el krzemionkowy  TLC - Kieselgel 60 F254, 

Silica gel 60 ADAMANT F254,   Kieselgel 60 F254 Lux Plate oraz �el krzemionkowy 

HPTLC: Si 60 F254, �el krzemionkowy modyfikowany resztami diolowymi  DIOL F254s, 

oktadecylowymi C-18 (TLC) oraz C-18W F254. Jako fazy ruchome stosowano 

mieszaniny nast�puj�cych rozpuszczalników organicznych w ró�nym stosunku 

obj�to�ciowym: chloroformu, metanolu (lub etanolu) i kwasu mrówkowego  (fazy 

ruchome F39 - F44), równie� z dodatkiem wody (faza ruchoma F37, F48); butanolu, wody i 

kwasu octowego (fazy ruchome F45 - F46). Chromatogramy rozwijano na dystansie 85 

mm w warunkach wysycenia parami fazy ruchomej (czas wysycania - 10 minut). 

Wizualizacj� chromatogramów prowadzano przy u�yciu odczynnika Ehrlicha, który 

reaguje z saponinami furostanowymi, wybarwiaj�c ich pasma/plamy na czerwono - 

ró�owo [213, 521]. Jednocze�nie odczynnik nie reaguje z saponinami 

spirostanowymi, umo�liwiaj�c rozró�nienie typu saponin, wyst�puj�cych w badanym 

wyci�gu [213, 521]. 
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Wst�pne analizy prowadzono na płytkach chromatograficznych pokrytych �elem 

krzemionkowym TLC - Kieselgel 60 F254  oraz HPTLC Si 60 z wykorzystaniem faz 

ruchomych stanowi�cych mieszaniny nast�puj�cych rozpuszczalników chloroformu, 

metanolu (lub etanolu) i kwasu mrówkowego  (fazy ruchome F39 - F44), chloroformu, 

metanolu, wody i kwasu mrówkowego  (F48) oraz na płytkach chromatograficznych 

pokrytych �elem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi HPTLC C-

18W F254S z u�yciem faz ruchomych stanowi�cych mieszaniny metanolu, wody i kwasu 

mrówkowego w ró�nym stosunku obj�to�ciowym (70:30:1, v/v/v lub 75:25:1,  v/v/v) 

(F36, F37) lub acetonitrylu, wody i kwasu mrówkowego (50:50:0,5, v/v/v) (F38). 

Spo�ród testowanych warunków separacji najlepsze rozdzielenie otrzymano na 

płytkach chromatograficznych TLC Kieselgel 60 F254 z u�yciem mieszaniny 

chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) (F1) jako eluentu, jakkolwiek 

pasma rozdzielonych zwi�zków były szerokie. Kolejny etap prac stanowiła 

optymalizacja fazy stacjonarnej. W tym celu  testowano adsorbenty stanowi�ce �el 

krzemionkowy HPTLC Si 60 F254, �el krzemionkowy modyfikowany resztami diolowymi  

DIOL F254, �el krzemionkowy Silica gel 60 ADAMANT F254 oraz Kieselgel 60 F254 Lux 

Plate. Rozdzielenia prowadzono w automatycznej komorze chromatograficznej  Camag 

ACD2 w temperaturze 22±2ºC. Najlepsz� separacj� glikozydów furostanowych 

otrzymano na płytkach chromatograficznych pokrytych �elem krzemionkowym HPTLC 

Si 60 F254 (ryc. 48-1). Z u�yciem odczynnika Ehrlicha potwierdzono obecno�
 szeregu 

saponin furostanowych w wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej. 

Zwi�zków tych nie wykryto w wyci�gach: eterowym i chloroformowym (ryc. 47). 

Glikozydy furostanowe efektywnie ekstrahowane s� z badanego surowca metanolem, 

natomiast nie ulegaj� wytrawianiu podczas jego oczyszczania eterem naftowym i 

chloroformem w aparacie Soxhleta.  Na otrzymanym chromatogramie TLC wyci�gu 

metanolowego obserwowano 9 pasm zwi�zków (ryc. 48-1).  

Jako kolejny etap prac podj�to próby separacji badanych zwi�zków z u�yciem 

dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej (2D TLC) oraz chromatografii 

cienkowarstwowej z gradientem fazy stacjonarnej [165, 166]. 

Gle�sk i wsp. [166] analizowali metod� 2D TLC mieszanin� wzorcowych 

saponin z korzeni Medicago sativa (Fabacae) na zło�u TLC Si 60, w fazach 

ruchomych, których kompozycj� opracowano na podstawie wyników separacji metod�

1D TLC [166]. W pierwszym kierunku autorzy zastosowali jako eluent butanol 

nasycony wod�, natomiast w drugim kierunku - mieszanin� octan etylu:kwas 

octowy:woda (7:2:2, v/v/v)  [166]. Stosuj�c analogiczne podej�cie, w analizach 

glikozydów furostanowych w niniejszej pracy prowadzonych metod� 2D TLC jako faz�

stacjonarn� wykorzystano płytki pokryte �elem krzemionkowym: TLC  Kieselgel 60 F254
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Dalsze modyfikacje obejmowały zastosowanie chromatografii 

cienkowarstwowej z gradientem fazy stacjonarnej.  Analizy przeprowadzone w 

warunkach zaproponowanych przez Gle�ska i wsp. [165] w analizie saponin 

triterpenowych w Silene vulgaris (zło�e HPTLC Si 60F254; fazy ruchome: pierwszy 

kierunek - metanol:0,1% kwas mrówkowy (70:30, v/v) (F47); drugi kierunek - F48 – 

chloroform:metanol:kwas mrówkowy:woda (10:4:1:1, v/v/v/v) (F48) nie przyniosły 

oczekiwanych rezultatów. W kolejnej pracy Gle�sk i wsp. [166], jako faz� stacjonarn�

wykorzystali zło�e TLC RP-18 oraz mieszanin� metanol:woda (3:1, v/v) jako faz�

ruchom� w pierwszym rozdzieleniu, natomiast w drugim kierunku chromatogram 

rozwijano na zło�u TLC Si 60 w fazie ruchomej stanowi�cej butanol nasycony wod�

[166]. W niniejszej pracy zastosowano podobn� kombinacj� faz stacjonarnych, 

uwzgl�dniaj�c wyniki otrzymane metodami 1D i 2D TLC: zło�e HPTLC RP-18W w 

pierwszym kierunku oraz zło�e HPTLC Si 60F254 w drugim kierunku. Jako fazy ruchome 

wykorzystano: mieszanin� metanol:woda:kwas mrówkowy (70:30:1, v/v/v) (F37) oraz 

chlorofom:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) (F1) w drugim kierunku. Na 

otrzymanym w pierwszym kierunku (1D) chromatogramie TLC badane zwi�zki eluowały 

w formie 2 pasm. Pasma te przeniesiono na płytk� HPTLC Si 60, wykorzystuj�c 

metod� opisan� przez Migasa i wsp. [372] oraz zaprojektowane przez autora 

urz�dzenie, tzw. Migas device, a nast�pnie rozwini�to na dystansie 85 mm z u�yciem 

wymienionego powy�ej eluentu (F1). Otrzymano rozdzielenie badanych glikozydów 

furostanowych w formie 9, w tym 2 cz��ciowo nierozdzielonych pasm (pasma 7 i 8) 

(Chromatogram 2D) (ryc. 49).  

Ryc.49. Chromatogram 2D HPTLC wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej 
otrzymany z u�yciem gradientu fazy stacjonarnej: 1D - faza stacjonarna HPTLC RP-18W, faza 
ruchoma metanol:woda:kwas mrówkowy (70:30:1, v/v/v) (F37), 

2D - faza stacjonarna HPTLC Si 
60F254, faza ruchoma chlorofom:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) (F1), detekcja: 
odczynnik Ehrlicha (temp. 105ºC, 5 min). 
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Otrzymane rozdzielenie było bardziej efektywne w porównaniu do uzyskanych 

metod� 2D TLC, lecz porównywalne z chromatogramem 1D HPTLC (ryc. 48-1). 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane wyniki oraz zu�ycie adsorbentów i rozpuszczalników, do 

dalszych bada� porównawczych wykorzystano warunki opracowane dla rozdziele� 1D 

HPTLC (faza stacjonarna HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma: chloroform:metanol:kwas 

mrówkowy (30:20:2, v/v/v) (F1). W opracowanych warunkach przeprowadzono analiz�

wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech 

producentów (firmy zielarskie: Lewandowki, Flos, Kawon) (ryc. 50) w obecno�ci 

wzorcowej protodioscyny. W celu zapewnienia powtarzalno�ci separacji, rozdzielenia 

prowadzono w automatycznej komorze Camag ACD 2 w temperaturze 22 ± 2ºC przy 

wilgotno�ci 47 ± 2% (utrzymanie stałej wilgotno�ci zapewniono dzi�ki nasyconemu 

roztworowi tiocyjanianu potasu KSCN). Nie obserwowano ró�nic w składzie 

jako�ciowym saponin furostanowych, natomiast bior�c pod uwag� intensywno�
 pasm 

rozdzielonych zwi�zków stwierdzono, �e surowiec otrzymany z firmy Kawon jest 

prawdopodobnie  nieco ubo�szy w badane zwi�zki, co znajduje odzwierciedlenie w 

ni�szej intensywno�ci pików na densytogramie wyci�gu metanolowego. Obecno�


protodioscyny potwierdzono we wszystkich badanych wyci�gach. 

A     B  

Ryc.50. Chromatogram HPTLC (A) oraz densytogram HPTLC (B) wyci�gów metanolowych z 
nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech producentów krajowych (1-3) oraz 
wzorcowej protodioscyny (P): 1 - firma zielarska „Lewandowski”, 2 - firma zielarska „Flos”, 3 - 
firma zielarska „Kawon”. Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma 
chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v), detekcja: odczynnik Ehrlicha (temp. 
105ºC, 5 min).  
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Analiza ilo�ciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej w 

wyci�gach z nasion kozieradki pospolitej 

 Nasiona kozieradki pospolitej uznawane s� za bogate �ródło diosgeniny (5,25-

-spirostan-3�-olu). Według danych literaturowych [431, 541, 542] diosgenina stanowi 

dominuj�cy aglikon saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum na tle 

pozostałych zidentyfikowanych w surowcu genin. Diosgenina wykazuje 

wielokierunkow� aktywno�
 biologiczn�, potwierdzon� licznymi badaniami. Posiada 

m.in. działanie przeciwnowotworowe [314, 445, 489, 515] i  przeciwzapalne [488, 576]. 

Wykazuje aktywno�
 hipolipidemiczn� [430, 561] oraz  przeciwcukrzycow� [421, 475]. 

Ponadto ujawniono korzystny wpływ diosgeniny na układ sercowo-naczyniowy [350, 

351] oraz zdolno�
 do  ograniczania utraty masy kostnej w przebiegu osteoporozy 

[206, 618, 619]. Zarówno diosgenina jak i nasiona kozieradki, uznawane za jej 

alternatywne �ródło, stanowi� półprodukty w przemysłowej syntezie progesteronu i 

hormonów steroidowych [111, 145, 404].  

 Obecnie, obok tradycyjnego zastosowania w formie przetworów do u�ytku 

wewn�trznego oraz kataplazmów stosowanych na trudno goj�ce rany, Foenugraeci 

Semen jest składnikiem licznych suplementów diety o działaniu m.in. od�ywczym i 

wzmacniaj�cym, przeciwtr�dzikowym oraz obni�aj�cym poziom cukru we krwi. 

Wielokierunkowa aktywno�
 diosgeniny warunkuje wiele potencjalnych zastosowa�

leczniczych surowców ro�linnych bogatych w ten zwi�zek, m.in. nasion kozieradki.  Z 

drugiej strony, wpływ 5,25--spirostan-3�-olu na ludzki układ hormonalny w zakresie 

hormonów płciowych pozostaje niejasny i wymaga dalszych bada� [110, 248, 299, 

367, 588]. W �wietle powy�szych doniesie�, uwzgl�dniaj�c wzrastaj�c� popularno�


nasion kozieradki [91], ocena zawarto�ci diosgeniny w Foenugraeci Semen jest 

konieczna w aspekcie efektywno�ci i bezpiecze�stwa stosowania tego surowca. 

 Dotychczas opracowano szereg metod oznaczania diosgeniny w matrycach 

ro�linnych [35, 120, 161, 272, 393, 403, 542, 554, 575, 597]. Niektóre oparte s� na 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [175, 393, 597], inne na 

chromatografii gazowej (GC) [120, 542]. Uwzgl�dniaj�c fakt, �e obie wymienione 

techniki wymagaj� wykorzystania kosztownego sprz�tu, ich efektywn� alternatyw� jest 

chromatografia cienkowarstwowa (TLC). Technika ta jest stosunkowo niskokosztowa, a 

jej u�ycie - mo�liwe w ka�dym laboratorium fitochemicznym. Dodatkowo TLC 

umo�liwia równoległ�, szybk� analiz� szeregu próbek, przy jednoczesnym niskim 

zu�yciu rozpuszczalników organicznych, dlatego stosowana jest w analizie 
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skryningowej matryc ro�linnych w zakresie ró�nych grup metabolitów wtórnych. TLC w 

poł�czeniu z analiz� densytometryczn� stanowi u�yteczne narz�dzie w analizie 

ilo�ciowej, charakteryzuj�c si� dobr� precyzj�, powtarzalno�ci�, dokładno�ci� i 

odtwarzalno�ci� [343, 500, 572]. 

 Wykazano, �e oznaczona zawarto�
 5,25--spirostan-3�-olu jest bezpo�rednio 

zwi�zana z zastosowan� procedur� analityczn� [420].  Dane literaturowe wskazuj� na 

konieczno�
 optymalizowania warunków hydrolizy kwasowej saponin steroidowych, z 

uwzgl�dnieniem mo�liwo�ci hydrolizy niecałkowitej oraz formowania artefaktów [133, 

428, 541, 542]. Nasiona kozieradki stanowi� zło�on� matryc� ro�linn�, zawieraj�c�

wiele grup metabolitów wtórnych o zró�nicowanej budowie chemicznej, które mog�

utrudnia
 oznaczanie diosgeniny. W procesie optymalizacji parametrów analizy 

diosgeniny w nasionach T. foenum-graecum metod� TLC, konieczne jest 

uwzgl�dnienie nie tylko warunków rozdzielenia chromatograficznego, lecz równie�

warunków ekstrakcji i hydrolizy kwasowej. 

 Cel bada� opisanych w niniejszym rozdziale stanowiło opracowanie metody 

analizy ilo�ciowej diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach kozieradki pospolitej, 

z u�yciem chromatografii cienkowarstwowej w poł�czeniu z analiz� densytometryczn�. 

Przeprowadzone eksperymenty obejmowały optymalizacj� warunków separacji TLC 

diosgeniny w zakresie fazy ruchomej, fazy stacjonarnej i doboru odczynnika 

wywołuj�cego oraz optymalizacj� warunków ekstrakcji i hydrolizy kwasowej saponin 

steroidowych  z nasion T. foenum-graecum.  

 Opracowan� metod� TLC z analiz� densytometryczn� poddano walidacji w 

zakresie: specyficzno�ci, liniowo�ci, wyznaczenia granicy wykrywalno�ci oraz granicy 

oznaczalno�ci, precyzji, powtarzalno�ci oraz stabilno�ci metody (tab. 16). 

 Nast�pnie opracowan� metod� wykorzystano do oznaczenia zawarto�ci 5,25--

spirostan-3�-olu w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech 

producentów krajowych (firmy zielarskie: Lewandowski, Flos, Kawon). 

Optymalizacja warunków analizy chromatograficznej metod�

chromatografii cienkowarstwowej 

W analizie sapogenin sterydowych metod� chromatografii cienkowarstwowej 

jako fazy ruchome najcz��ciej stosowane s� dwu- lub trójskładnikowe mieszaniny 

nast�puj�cych rozpuszczalników organicznych: chloroformu, acetonu, heksanu, octanu 

etylu, dichlorometanu, eteru naftowego oraz  izopropanolu [83, 112, 113, 131, 200, 
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407, 554], niekiedy z dodatkiem kwasu octowego lub mrówkowego [167, 466]. W 

literaturze opisano równie� zastosowanie w analizie sapogenin, w tym diosgeniny, 

eluentów zawieraj�cych benzen [575] lub toluen [161, 272, 393, 466], jednak 

uwzgl�dniaj�c wysok� toksyczno�
 tych zwi�zków [47, 92, 130, 401, 505, 603] w 

ramach niniejszej pracy wykluczono ich u�ycie. 

Warunki rozdzielenia TLC diosgeniny w hydrolizatach, uzyskanych w wyniku 

hydrolizy kwasowej wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki pospolitej 

optymalizowano w zakresie fazy stacjonarnej, fazy ruchomej oraz odczynnika 

wywołuj�cego. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorach 

chromatograficznych: poziomej DS II lub pionowej (10 cm x 11 cm x 6 cm). Analizy 

prowadzono wobec substancji wzorcowej - diosgeniny. Densytogramy rejestrowano 

przy długo�ci fali �-590 nm. 

Do bada� przeznaczono dwa hydrolizaty wyci�gów metanolowych z nasion 

kozieradki (firma zielarska Lewandowski): hydrolizat wyci�gu metanolowego 

otrzymanego pod chłodnic� zwrotn� (hydrolizat ME-H) (II.1.6.3.) oraz hydrolizat 

wyci�gu metanolowego, otrzymanego w wyniku trójstopniowej ekstrakcji w aparacie 

Soxhleta (hydrolizat SPPChE) (II.1.6.3.). W ocenie efektywno�ci rozdziele� TLC i 

HPTLC uwzgl�dniono warto�ci współczynnika opó�nienia [586] diosgeniny (RfD). 

Stosowano adsorbenty oparte na �elu krzemionkowym, powszechnie 

wykorzystywanym w analizie saponin steroidowych [83, 131, 161, 326, 407, 554, 575]. 

W badaniach wykorzystano nast�puj�ce płytki chromatograficzne: TLC (Kieselgel 60 

F254, Kieselgel 60 F254 Lux Plate) oraz HPTLC (Silicagel 60 F254, Silicagel 60 F254 

Lichrospher, RP-18 F254, RP-8 F254, DIOL F254s). Jako fazy ruchome testowano jedno-, 

dwu- i trójskładnikowe mieszaniny nast�puj�cych rozpuszczalników: chloroform, 

aceton, izopropanol, eter naftowy, eter dietylowy, heksan, heptan, cykloheksan, 

dichlorometan, octan etylu, metanol, woda, kwas octowy (fazy ruchome F2, F4-F29). 

 Wst�pne analizy na zło�u TLC Si 60 F254 obejmowały ocen� zastosowania 

pojedynczych rozpuszczalników jako eluentów: metanolu, chloroformu, izopropanolu, 

octanu etylu, butanolu oraz eteru etylowego (fazy ruchome F17 - F22). Z u�yciem �adnej 

z zastosowanych faz ruchomych nie otrzymano separacji produktów hydrolizy. Na 

chromatogramach TLC otrzymanych z u�yciem chloroformu jako eluentu (F18), pomimo 

bardzo dobrej rozpuszczalno�ci aglikonów steroidowych, obserwowano pasmo 

diosgeniny o bardzo niskiej warto�ci RfD 0,1, co �wiadczyło o silnej adsorpcji zwi�zku 

na powierzchni �elu krzemionkowego. Przeprowadzono trzykrotne rozwini�cie 

chromatogramu z u�yciem chloroformu jako eluentu (F18) (tzw. multidevelopment TLC), 

jednak nie uzyskano poprawy efektywno�ci rozdzielenia. Natomiast zastosowanie 
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octanu etylu (F19) i eteru etylowego (F22), skutkowało migracj� badanego zwi�zku w 

pobli�u czoła fazy ruchomej (RfD  0,88 i RfD  0,87, odpowiednio).  

Nast�pnie jako fazy ruchome zastosowano dwu- i trójskładnikowe mieszaniny 

rozpuszczalników organicznych (fazy ruchome F2, F4-F16, F23-F29). Ze wzgl�du na 

wysok� lotno�
 eteru etylowego (F22), co skutkowało problemami z powtarzalno�ci�

warunków rozdzielenia, w dalszych badaniach wykluczono ten rozpuszczalnik jako 

składnik faz ruchomych.  

Podczas rozwijania chromatogramów na zło�u TLC Si 60 F254 w fazach 

ruchomych, zawieraj�cych izopropanol w poł�czeniu z heptanem  lub eterem naftowym 

[35] w stosunku obj�to�ciowym 1:12, v/v (fazy ruchome F13 i F14) obserwowano na 

płytkach chromatograficznych zjawisko demiksji, a warto�ci współczynnika opó�nienia 

diosgeniny były niskie i wynosiły odpowiednio RfD 0,1 (F13) i RfD 0,05 (F14). Natomiast w 

fazie ruchomej, stanowi�cej mieszanin� eteru naftowego i octanu etylu w stosunku 

obj�to�ciowym 7:3 (v/v) (F15) współczynnik  opó�nienia miał warto�
 RfD 0,54, ale na 

chromatogramie TLC pasma zwi�zków obecnych w hydrolizacie były rozmyte. Równie�

fazy ruchome cykloheksan:aceton (1:1, v/v) (F6) oraz butanol:woda:kwas octowy (4:2:1, 

v/v, warstwa organiczna) (F16) były nieefektywne, a diosgenina migrowała wraz z 

innymi zwi�zkami w pobli�u czoła fazy ruchomej (RfD 0,87 (F6) i RfD 0,94 (F16), 

odpowiednio). 

W kolejnym etapie prac optymalizacyjnych testowano eluenty, zawieraj�ce 

chloroform, mianowicie: chloroform:aceton [521] (7:3, 8:2 [131], 9:1, v/v) (F7, F8, F9) 

oraz chloroform:metanol:woda [213] (13:6:2  i 90:5:5, v/v/v) (F4, F5). Analizy 

prowadzono na płytkach chromatograficznych na zło�u TLC Si 60 F254 . Wykazano, �e 

10% zawarto�
 acetonu w mieszaninie z chloroformem (F9) skutkowała zadowalaj�cym 

oddzieleniem pasma badanego zwi�zku (RfD 0,7) (ryc. 51), natomiast jej wzrost do 

20% [131] (F8) skutkował niekorzystnym wzrostem współczynnika opó�nienia (RfD

0,77) z jednoczesnym pogorszeniem koncentracji pasma (ryc. 51), natomiast 30% 

st��enie acetonu w mieszaninie z chloroformem (F7) powodowało, �e pasma zwi�zków 

były szerokie i rozmyte. Równie� z u�yciem trójskładnikowej mieszaniny 

chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4) jako fazy ruchomej nie uzyskano separacji 

analizowanej matrycy, a diosgenina migrowała w pobli�u czoła fazy ruchomej (RfD

0,89). Jakkolwiek w Katedrze i Zakładzie Farmakognozji GUMed z u�yciem fazy 

ruchomej chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4) rozdzielono efektywnie saponiny 

steroidowe w ró�nych odmianach cebuli zwyczajnej [149]. Zmiana stosunku 

obj�to�ciowego poszczególnych rozpuszczalników fazy z 13:6:2, v/v/v (F4) na 90:5:5, 

v/v/v (F5) skutkowała lepszym rozdzieleniem składników hydrolizatu i obni�eniem 

warto�ci współczynnika opó�nienia (RfD 0,61) (ryc. 51). Jednocze�nie na 
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chromatogramie TLC widoczne było rozmycie pasm tworz�ce szare tło, utrudniaj�ce 

analiz� densytometryczn�. Dodatkowo dla obu faz ruchomych 

[chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4) i 90:5:5, v/v/v (F5)] obserwowano 

wydłu�enie czasu migracji (22 min) (ryc.  51).  

W toku prac prowadzono równie� eksperymenty TLC w odwróconym układzie 

faz (RP). Separacja z u�yciem fazy ruchomej  chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) 

(F4), przeprowadzona na zło�u HPTLC RP-8 F254 nie zapewniła rozdzielenia produktów 

hydrolizy, których pasma na otrzymanym chromatogramie TLC grupowały si� w górnej 

cz��ci płytki (RfD 0,84). Natomiast na chromatogramach otrzymanych na zło�u HPTLC 

C-18W z wykorzystaniem fazy ruchomej metanol:woda (8:2, v/v) (F3) pasma 

rozdzielanych zwi�zków koncentrowały si� w dolnej cz��ci chromatogramu, z 

warto�ci� RfD 0,15 dla diosgeniny. Nast�pnie oceniano fazy ruchome, stanowi�ce 

mieszaniny dichlorometan:aceton (9:1, v/v) (F10) oraz heksan:aceton (8:2, v/v) (F11) 

(ryc. 51). Umo�liwiły one lepsze rozdzielenie składników hydrolizatu, jakkolwiek w 

pa�mie odpowiadaj�cym diosgeninie: RfD 0,6 (F10) oraz RfD 0,43 (F11), odpowiednio, 

obserwowano obecno�
 dodatkowego szarozielonego pasma zwi�zku pod wpływem 

odczynnika wywołuj�cego.  

Ryc.51. Chromatogramy TLC (A) i densytogramy TLC (B) hydrolizatu ME-H (1) oraz wzorcowej 
diosgeniny (2), otrzymane na płytkach TLC Si 60 F254 z u�yciem faz ruchomych: a - 
chloroform:aceton (9:1, v/v) (F9), b - chloroform:aceton (8:2, v/v) (F8), c - 
chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4), d - chloroform:metanol:woda (90:5:5, v/v/v) (F5). 
Detekcja: aldehyd any�owy (temp. 105ºC, 5 min).  
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Ryc.52. Chromatogramy TLC (A) i densytogramy TLC (B) hydrolizatu ME-H (1) oraz wzorcowej 
diosgeniny (2) otrzymane na płytkach TLC Si 60 F254 z u�yciem faz ruchomych: a -
dichlorometan:aceton (9:1,v/v) (F10), b - heksan:aceton (8:2, v/v) (F11). Detekcja: aldehyd 
any�owy (temp. 105ºC, 5 min).  

W analizie TLC sapogenin steroidowych jako faz� ruchom� stosuje si� równie�

dwuskładnikow� mieszanin� heksan:octan etylu [83, 478, 554]. W niniejszej pracy 

pocz�tkowo analizy prowadzono na płytkach TLC z wykorzystaniem jako fazy 

ruchomej mieszaniny heksan:octan etylu w stosunku obj�to�ciowym 6:1 (v/v) (F12). 

Jednak lepsz� powtarzalno�
 rozdziele� uzyskano w rezultacie zast�pienia heksanu n-

heptanem, który wykazuje ni�sz� lotno�
. Na chromatogramie TLC otrzymanym z 

u�yciem fazy ruchomej heptan:octan etylu 7:3 (F2) obserwowano pasmo 

odpowiadaj�ce diosgeninie o RfD 0,47. Przeprowadzenie rozdzielenia na zło�u HPTLC 

Si 60F254 skutkowało popraw� koncentracji pasma badanego zwi�zku (ryc. 53) 

. 

Ryc.53. Chromatogramy TLC (A) i HPTLC (B) hydrolizatu SPPChE-H (1) oraz wzorcowej 
diosgeniny (2) otrzymane na płytkach TLC Si 60 (A) oraz HPTLC Si 60 F254 (B) z u�yciem fazy 
ruchomej heptan:octan etylu (7:3, v/v). Detekcja: aldehyd any�owy (temp. 105ºC, 5 min).  
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 W toku dalszych prac podj�to próby ustalenia optymalnego składu 

obj�to�ciowego mieszaniny rozpuszczalników heptan:octan etylu w ró�nym stosunku 

obj�to�ciowym (v/v), mianowicie: 1:2 (F23), 1:1 (F24), 2:1 (F25), 3:1 (F26), 4:1 (F27), 7:3 

(F2) i 10:3 (F28). Analizy prowadzono na zło�u HPTLC Si 60 F254 ze wzgl�du na lepsz�

koncentracj� pasma diosgeniny.. 

 W ocenie efektywno�ci otrzymanych rozdziele� obok warto�ci współczynnika 

opó�nienia Rf (0,2<Rf<0,8 [343]), uwzgl�dniono równie� rozdzielczo�
 metody (Rs), 

wyra�aj�c� stopie� rozsuni�cia na chromatogramie s�siaduj�cych pasm zwi�zków 

[343, 361]: 

��� � �
�� � ��

	
���� � ��

Rs – rozdzielczo�

z1, z2 – odległo�
 �rodków pasm od miejsca naniesienia próbki 
w1, w2 – szeroko�
 pasm mierzona wzdłu� drogi rozwijania chromatogramu  

Dla zwi�zków całkowicie rozdzielonych na chromatogramie rozdzielczo�


wynosi Rs>1,5, natomiast Rs<0,8 �wiadczy o zbyt słabym rozsuni�ciu pasm [361].  

Otrzymane chromatogramy przedstawiono na ryc. 54. Natomiast warto�ci 

współczynników RfD oraz Rs dla pasma diosgeniny w zale�no�ci od stosunków 

obj�to�ciowych składników fazy ruchomej  przedstawiono w tabeli 14. Uwzgl�dniaj�c 

uzyskane wyniki, stwierdzono, �e w�ród ocenianych faz ruchomych (F2,F4-F29) 

najlepszymi wła�ciwo�ciami rozdzielczymi na �elu krzemionkowym TLC 

charakteryzowała si� mieszanina heptan:octan etylu w stosunku obj�to�ciowym 7:3

(v/v) (F2) (RfD 0,47; Rs 14,8). 

Faza ruchoma 

Stosunek obj�to�ciowy  
(v/v) mieszaniny 

rozpuszczalników 
heptan:octan etylu 

RfD Rs 

F23 1:2 0,79 4,6 
F24 1:1 0,63 8,7 
F25 2:1 0,52 11,4 
F2 7:3 0,47 14,8 
F26 3:1 0,34 13,7 
F28 10:3 0,3 17,2 
F27 4:1 0,27 17,5 

Tab.14 Warto�ci RfD diosgeniny oraz rozdzielczo�ci Rs otrzymane z u�yciem faz ruchomych 
stanowi�cych mieszaniny heptan:octan etylu w ró�nych stosunkach obj�to�ciowych (v/v) (F2, 
F23-F27). 
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specyficzno�ci obserwowanych reakcji barwnych oraz mo�liwo�
 stosowania 

poszczególnych reagentów w analizie jako�ciowej i ilo�ciowej sapogenin steroidowych. 

 W badaniach wykorzystano opisane w literaturze odczynniki wywołuj�ce: 

metanolowy roztwór kwasu siarkowego (VI), odczynnik Liebermanna-Burcharda, kwas 

fosforomolibdenowy, aldehydy aromatyczne (wanilin� oraz aldehyd any�owy) i chlorek 

antymonu [82, 131, 154, 213, 408, 430, 572] oraz opracowano własn� modyfikacj�

podstawowego roztworu aldehydu any�owego. Opis przygotowania poszczególnych 

reagentów przedstawiono w rozdziale II.A.4.1.4.1. 

Alkoholowe roztwory kwasu siarkowego (VI) (H2SO4) stosowane s� w 

wizualizacji sapogenin w st��eniach od 2% [131] do 25% [508]. Derywatyzacja 

badanych zwi�zków z u�yciem 2% roztworu H2SO4 w metanolu skutkowała 

niespecyficznym, o niskiej intensywno�ci brunatnym pasmem diosgeniny wraz z 

pozostałymi brunatnymi pasmami rozdzielonych zwi�zków. Z odczynnikiem reaguje 

wi�kszo�
 zwi�zków organicznych [213, 430, 479, 572] i jest on reagentem 

uniwersalnym, co z drugiej strony ogranicza jego wykorzystanie w analizie ilo�ciowej. 

Kwas siarkowy (VI) mo�e by
 u�yty do analizy dobrze oczyszczonych próbek, 

zawieraj�cych diosgenin�, ale nie w separacji zawieraj�cych j� matryc o zło�onym 

składzie, co potwierdzaj� wyniki uzyskane przez innych autorów [131].  

Bardzo słabe wybarwienie jasnobrunatnego pasma diosgeniny otrzymano 

równie� w wyniku zastosowania chlorku antymonu jako odczynnika wywołuj�cego. 

 Odczynnik Liebermanna-Burcharda reaguje ze wszystkimi zwi�zkami o 

budowie steroidowej i wybarwia saponiny sterydowe na kolor zielononiebieski, 

natomiast z saponinami triterpenowymi -  na ró�owo-czerwono [82, 213].  Umo�liwia to 

ró�nicowanie jako�ciowe zespołu saponin obecnego w badanym materiale ro�linnym 

ju� na etapie bada� wst�pnych. Jako wynik wizualizacji otrzymanych chromatogramów 

TLC odczynnikiem Liebermana-Burcharda obserwowano szereg szaroniebieskich 

pasm. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentów, odczynnik Liebermana-

Burcharda uznano za odpowiedni do analizy jako�ciowej saponin steroidowych i ich 

aglikonów, jednak niespecyficzny, aby był u�yty w analizie ilo�ciowej diosgeniny.  

Kwas fosforomolibdenowy, jakkolwiek stosowany w derywatyzacji wzorcowej 

diosgeniny przez Dołowego [131], stanowi niespecyficzny odczynnik o niskiej czuło�ci 

[82], co ogranicza zastosowanie go w analizie wieloskładnikowych próbek. Ponadto 

pod wpływem kwasu fosforomolibdenowego obserwowano silne wybarwienie tła 

chromatogramu TLC przy niskiej intensywno�ci zabarwienia badanego zwi�zku. 

Dane literaturowe wskazuj�, �e wi�ksz� selektywno�ci� w derywatyzacji 

saponin steroidowych charakteryzuj� si� aldehydy aromatyczne w roztworach kwasów 

nieorganicznych [213, 407, 408]. Eksperymenty przeprowadzone w niniejszej pracy  z 
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u�yciem roztworów waniliny w kwasie siarkowym lub fosforowym skutkowały 

wybarwieniem pasma diosgeniny na kolor pomara�czowy. Reakcja nie była 

specyficzna dla badanego zwi�zku. Wanilina reaguje ze zwi�zkami lipofilowymi, 

wł�czaj�c - obok saponin steroidowych - równie� lignany, terpeny, alkaloidy, sterole 

oraz olejki eteryczne [572]. Natomiast aldehyd any�owy w reakcji z saponinami 

steroidowymi tworzy pochodne o barwie od �ółtej do niebieskiej [82, 213, 572]. W toku 

prowadzonych eksperymentów obserwowano silne wybarwienie nie tylko pasma 

diosgeniny (pasmo zielonoszare), lecz równie� towarzysz�cych jej zwi�zków 

balastowych (pasmo ciemnoniebieskie). Dlatego za konieczn� uznano modyfikacj�

składu odczynnika tak, aby zwi�kszy
 jego specyficzno�
 wobec diosgeniny. 

Pocz�tkowo modyfikowano skład według Trivedi i wsp. [554], jednak z wynikiem 

negatywnym. Kolejn� modyfikacj� stanowiło rozcie�czenie podstawowego 

standardowego roztworu aldehydu any�owego w mieszaninie metanolu i kwasu 

octowego (85:15, v/v) w stosunku 1:1. Znacz�co zwi�kszyło to specyficzno�
 reakcji 

barwnej odczynnika z diosgenin�. Zmodyfikowany roztwór aldehydu any�owego 

intensywnie wybarwiał pasmo diosgeniny na zielono, przy jednoczesnej niskiej 

intensywno�ci wybarwienia pozostałych zwi�zków, obecnych w badanym hydrolizacie, 

w tym pasma zwi�zku balastowego znajduj�cego si� na chromatogramie poni�ej 

pasma diosgeniny (hydrolizat ME-H).   

Charakterystyk� barw pasm produktów hydrolizy wyci�gów z nasion kozieradki 

(nieoczyszczonego - ekstrakt ME oraz oczyszczonego - ekstrakt SPPChE) pod 

wpływem ró�nych odczynników wywołuj�cych na chromatogramach HPTLC 

przedstawiono na rycinie 56. 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane wyniki, za najlepszy odczynnik wywołuj�cy w analizie 

jako�ciowej i ilo�ciowej diosgeniny po hydrolizie kwasowej uznano zmodyfikowany 

roztwór aldehydu any�owego. Ponadto wykazano, �e dla wła�ciwego wybarwienia 

pasma diosgeniny wystarczaj�ce jest ogrzewanie chromatogramu TLC spryskanego 

odczynnikiem wywołuj�cym przez 1 minut� w temperaturze 105°C. 

W rezultacie przeprowadzonych eksperymentów opracowano warunki analizy 

TLC produktów hydrolizy kwasowej wyci�gu z nasion T. foenum-graecum obejmuj�ce  

rodzaj adsorbentu - płytki HPTLC Si 60F254 i faz� ruchom� heptan:octan etylu (7:3, v/v) 

oraz odczynnik wywołuj�cy - zmodyfikowany roztwór aldehydu any�owego.  
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Ryc.56. Chromatogramy HPTLC wzorcowej diosgeniny (2) i hydrolizatów kwasowych (1):  ME-H 
(I) i SPPChE-H (II), otrzymane z u�yciem ró�nych odczynników wywołuj�cych: a - wanilina w 
kwasie fosforowym (temp. 105°C; 3 min) , b - kwas siarkowy (temp. 105°C; 3 min), c - 
odczynnik Libermann’a-Burchard’a (temp. 105°C; 3 min), d - kwas fosfomolibdenowy (temp. 
105°C; 3 min), e - aldehyd any�owy (temp. 105°C; 3 min), f - zmodyfikowany aldehyd any�owy 
(temp. 105ºC, 1 min). Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma heptan:octan etylu 
(7:3, v/v).  

Optymalizacja warunków ekstrakcji i hydrolizy kwasowej saponin 

steroidowych z nasion kozieradki 

 Wytrawianie saponin steroidowych z materiału ro�linnego wymaga starannie 

dobranych warunków, poniewa� w trakcie ekstrakcji mo�e zachodzi
 szereg 

niekorzystnych reakcji, m.in. hydroliza enzymatyczna w ekstrahentach z dodatkiem 

wody, transacylacja, estryfikacja kwa�nych saponin lub hydroliza grup estrowych [213]. 

Najcz��ciej stosowanymi rozpuszczalnikami s� mieszaniny alkoholi (metanolu, 

etanolu, butanolu lub izopropanolu) i wody w ró�nym stosunku obj�to�ciowym [161, 

218, 260, 308, 326, 347, 393]. W procesie doboru ekstrahentu nale�y uwzgl�dni
 skład 

chemiczny badanej matrycy ro�linnej w zakresie ró�nych grup metabolitów wtórnych, 

aby uzyska
 wyci�g bogaty w badane zwi�zki przy jednocze�nie mo�liwie jak 

najni�szej zawarto�ci zwi�zków balastowych. Zastosowanie rozpuszczalników 

polarnych, uzasadnione budow� chemiczn� saponin steroidowych, mo�e cz��ciowo 

ogranicza
 przenikanie niektórych zwi�zków lipofilowych do wyci�gu. W przypadku 
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nasion kozieradki pospolitej zastosowanie ekstrahentów zawieraj�cych wod� jest 

ograniczone ze wzgl�du na obecno�
 w matrycy ro�linnej znacznych ilo�ci 

polisacharydów [239, 359]. Dlatego  w eksperymentach prowadzonych w niniejszej 

pracy stosowano rozpuszczalniki organiczne [218, 308, 328, 430, 541].  

 W zakresie technik ekstrakcyjnych w procesie wytrawiania saponin 

steroidowych z materiału ro�linnego najcz��ciej wykorzystywana jest ekstrakcja 

surowca w aparacie Soxhleta lub pod chłodnic� zwrotn� [316, 393, 554]. Rzadziej 

stosowane s� ekstrakcja wspomagana mikrofalami [260] lub sonikacja [538]. W 

ostatnich latach wykorzystano ł�czenie metod ekstrakcji - Wang i wsp. [575] w 

wytrawianiu saponin steroidowych z p�dów Asparagus officinallis zastosowali 

perkolacj�, a nast�pnie sonikacj�. 

Aglikony steroidowe, w tym diosgenina, oznaczane s� po przeprowadzeniu 

hydrolizy kwasowej ich form glikozydowych.  Selekcja warunków hydrolizy kwasowej 

saponin steroidowych powinna uwzgl�dnia
 wysok� wydajno�
 procesu przy 

jednoczesnej eliminacji niekorzystnych przegrupowa� w cz�steczkach badanych 

zwi�zków,  prowadz�cych do formowania artefaktów - spirostadienów [213]. Obecno�


spirostadienów w otrzymanym hydrolizacie prowadzi do obni�enia oznaczanej 

zawarto�ci diosgeniny. Zazwyczaj hydroliza kwasowa przeprowadzana jest z u�yciem 

kwasu solnego (HCl) [81, 393, 575]  lub kwasu siarkowego (VI)  (H2SO4) [326, 428, 

542, 543] w roztworach metanolowych [282], etanolowych [554], wodnych [428]  lub w 

izopropanolu [133, 542, 543].   Dane literaturowe wskazuj�, �e kwas solny nasila 

formowanie spirostadienów [541, 542]. Dlatego w niniejszej pracy zastosowano jako 

odczynnik hydrolityczny kwas siarkowy (VI)  (H2SO4) w roztworze wodnym  (H2SO4 aq) 

oraz w 50% metanolu (H2SO4 50%MeOH). Dodatkowo testowano 2M H2SO4 w 70% 

izopropanolu (st��enie dobrano na podstawie wyników otrzymanych przez Taylor i 

wsp.  [542]). Oceniono szereg procedur ekstrakcji i hydrolizy kwasowej  (A.II.6.3.1.) 

saponin steroidowych w zakresie ich efektywno�ci i przydatno�ci w analizie ilo�ciowej 

diosgeniny po hydrolizie kwasowej w warunkach opracowanej metody HPTLC.  

 Pocz�tkowo oznaczenie ilo�ciowe diosgeniny przeprowadzono z u�yciem 

metody opisanej przez Trivedi i wsp. [554], która ł�czyła w jednym procesie ekstrakcj� i 

hydroliz� kwasow� (etanolowy roztwór H2SO4; 4 godziny;  temp. 80°C). Otrzymano 

wyci�g o niskiej zawarto�ci diosgeniny, zawieraj�cy liczne zwi�zki balastowe, 

utrudniaj�ce analiz� densytometryczn�. Uwzgl�dniaj�c tward� konsystencj�

Foenugraeci Semen, zawieraj�cego liczne grupy metabolitów wtórnych (szczególnie 

du�e ilo�ci polisacharydów), gdy procedurze poddawany jest surowiec rozdrobniony, 

prawdopodobnie dost�p odczynnika hydrolizuj�cego do glikozydowych form był 

ograniczony, natomiast intensywnemu wytrawianiu ulegały zwi�zki balastowe, 
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utrudniaj�ce analiz� diosgeniny. Obni�enie st��enia kwasu do 2M  w roztworach 

wodnym (2M  H2SO4 aq) lub w 50% metanolu (2M H2SO4 50%MeOH) oraz skrócenie czasu 

hydrolizy do 2 godzin nie zwi�kszyły st��enia oznaczanej diosgeniny, a 

przeprowadzane pomiary densytometryczne obci��one były du�ymi bł�dami ze 

wzgl�du na koeluuj�ce z diosgenin� zwi�zki towarzysz�ce, widoczne w postaci 

szarych pasm na chromatogramie TLC. Równie� wł�czenie etapu wst�pnego 

oczyszczania nasion kozieradki poprzez ekstrakcj� eterem naftowym (nasiona SPP) 

albo chloroformem (nasiona SPCh) nie przyniosły pozytywnego rezultatu.  

Na podstawie otrzymanych wyników uznano, �e  wydajna hydroliza kwasowa 

zespołu saponin kozieradki wymaga przeprowadzenia oddzielnego etapu ich ekstrakcji 

z surowca, a nast�pnie poddania hydrolizie kwasowej otrzymanego wyci�gu.  W tym 

celu otrzymano ró�ne wyci�gi metanolowe z nasion nieoczyszczonych oraz wst�pnie 

oczyszczonych eterem naftowym (SPP) lub eterem naftowym i chloroformem (SPCh) 

ekstrahowanych metanolem pod chłodnic� zwrotn� (50 ml, 2h, 80ºC) (otrzymuj�c 

wyci�gi: E, SPPE2, SPChE2, odpowiednio) lub wyczerpuj�co w aparacie Soxhleta 

(wyci�gi SPPE3 SPChE3, SPPChE, odpowiednio). Ponadto nieoczyszczone nasiona 

kozieradki ekstrahowano metanolem z u�yciem ultrad�wi�ków (10 ml; temp. 25°C) w 

ró�nym czasie, mianowicie: 10 minut, 20 minut lub 30 minut (wyci�gi UME1, UME2, 

UME3, odpowiednio). Otrzymane wyci�gi metanolowe poddano hydrolizie kwasowej z 

u�yciem 2M  H2SO4 aq i 2M H2SO4 50%MeOH, uzyskuj�c odpowiednio hydrolizaty: E-H 

SPPE2-H, SPChE2-H, SPPE3-H, SPChE3-H, SPPE3-H,  SPPChE-H, UME1-H, 

UME2-H, UME3-H.  

 We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach zastosowanie jako 

odczynnika hydrolitycznego 2M kwasu siarkowego (VI) w 50% metanolu (H2SO4 

50%MeOH) zwi�kszało koncentracj� zwi�zków balastowych w otrzymanych hydrolizatach. 

Prawdopodobn� przyczyn� stanowi przebieg procedury ekstrakcyjnej: w celu 

wytrawienia wolnych aglikonów mieszanina poreakcyjna wytrz�sana jest z 

chloroformem - je�eli hydroliz� przeprowadzono z u�yciem wodno-alkoholowego (lub 

alkoholowego) roztworu kwasu, co mo�e  skutkowa
 zwi�kszeniem zanieczyszczenia 

zwi�zkami balastowymi oczyszczonego hydrolizatu. Rozpuszczalne w metanolu 

zwi�zki towarzysz�ce, mog� przechodzi
 do ekstraktu metanolowo-chloroformowego 

wraz z badanymi zwi�zkami lipofilowymi. W eksperymentach zastosowano równie� 2M 

H2SO4 w 70% izopropanolu [133, 542], z negatywnym rezultatem, jakkolwiek niektóre 

publikacje [133, 542] wskazuj�, �e odczynnik ten zapewnia wysoki odzysk diosgeniny i 

niski poziom zwi�zków towarzysz�cych.  Nale�y jednak podkre�li
, �e przygotowanie 

hydrolizatu z u�yciem  2M H2SO4 w 70% izopropanolu [133, 542] wi�zało si� z wieloma 

problemami analitycznymi. W trakcie wytrz�sania mieszaniny poreakcyjnej z 



187 

chloroformem cz��
 wyci�gu izopropanolowego tworzyła z warstw� chloroformow�

układ jednorodny. Ponadto hydrolizat otrzymany z u�yciem izopropanolu 

charakteryzował si� zwi�kszon� lepko�ci�, co utrudniało aplikacj� wyci�gów na płytk�

chromatograficzn�. Na otrzymanych chromatogramach, oprócz pasma diosgeniny o 

RfD 0,47,  obserwowano na linii startowej dodatkow� oliwkowozielon� plam� (podobnie 

jak oznaczany zwi�zek). Poniewa� dane literaturowe [133, 541, 542] wskazuj�, �e 

stosowanie 70% izopropanolu jako rozpuszczalnika dla kwasu w procesie hydrolizy 

kwasowej saponin steroidowych, ogranicza formowanie artefaktów (spirostadienów), 

przeprowadzono analiz� porównawcz�. W tym celu otrzymano chromatogram TLC 

hydrolizatu wyci�gu metanolowego z aparatu Soxhleta hydrolizowanego z u�yciem 

dwóch odczynników: 2M wodnego H2SO4 aq i 2M H2SO4 w 70% izopropanolu. Ze 

wzgl�du na brak danych o maksimach absorpcji UV artefaktów, analiz�

chromatogramów przeprowadzono przy nast�puj�cych długo�ciach fali: �-254 nm, �-

366 nm, �-426 nm, �-590 nm.  Na uzyskanych chromatogramach nie obserwowano 

ró�nic jako�ciowych. Nie stwierdzono pasm, które s� obecne w hydrolizatach 

otrzymanych z u�yciem wodnego roztworu kwasu, a które nie wyst�puj� w 

hydrolizatach po hydrolizie z u�yciem H2SO4 w izopropanolu (lub takich, których 

intensywno�
 w wyniku hydrolizy znacz�co zmniejszyła si�).  

 Równie� zwi�kszenie st��enia kwasu siarkowego z 2M do 2,5M i wydłu�enie 

czasu hydrolizy do 4 godzin nie przyniosły poprawy wyników. Natomiast gdy jako 

odczynnik hydrolityczny zastosowano wodny roztwór H2SO4, na etapie wytrz�sania z 

chloroformem, obserwowano, �e zwi�zki lipofilowe przechodz� do frakcji 

chloroformowej bez zwi�zków balastowych. Równie� wł�czenie etapów dodatkowego 

oczyszczania, poprzez wytrz�sanie z heksanem wyci�gu metanolowego 

rozcie�czonego wod� [282] i hydroliza kwasowa wodnej pozostało�ci (hydrolizat Eaq-

H) nie zapewniły otrzymania wyci�gu o wy�szej zawarto�ci diosgeniny i jednocze�nie 

pozbawionego zwi�zków balastowych. 

Spo�ród wszystkich analizowanych hydrolizatów, najwy�szym st��eniem 

diosgeniny (233,6 ng/µl ± 2%) przy najni�szej zawarto�ci zwi�zków balastowych, 

charakteryzował si� hydrolizat SPChE-H, otrzymany w wyniku hydrolizy wyci�gu 

metanolowego SPChE z u�yciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI). 

Wyci�g metanolowy SPPChE otrzymano w aparacie Soxhleta z oczyszczonego 

trójstopniowo surowca. Zastosowana procedura ekstrakcyjna umo�liwiła wydajne 

oczyszczenie materiału ro�linnego i usuni�cie zwi�zków balastowych oraz wydajne 

wytrawienie saponin steroidowych. Według danych literaturowych zastosowanie jako 

odczynnika hydrolitycznego 2M kwasu siarkowego (VI) redukowało tworzenie 

artefaktów [541, 542] oraz dodatkowo ograniczyło niekorzystne przechodzenie 
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zwi�zków balastowych z mieszaniny poreakcyjnej do hydrolizatu na etapie wytrz�sania 

z chloroformem, poniewa� reagent przygotowano jako roztwór wodny. 

Przeprowadzone badania wykazały, �e pomimo długiego czasu przygotowywania 

próbki, jedynie ww. procedura pozwala na ilo�ciowe oznaczenie zawarto�ci diosgeniny 

w nasionach kozieradki pospolitej (ryc. 57). 

Ryc.57. Chromatogramy HPTLC (A) i densytogramy HPTLC (B) wzorcowej diosgeniny (2) i 
hydrolizatów otrzymanych w wyniku hydrolizy kwasowej z u�yciem 2M  H2SO4 aq (2h; temp. 
80°C) ró�nych wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki pospolitej: 1 - hydrolizat SPPChE-
H, 3 - hydrolizat SPChE2-H, 4 - hydrolizat SPChE3, 5 - hydrolizat ME-H. Faza stacjonarna 
HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma heptan:octan etylu (7:3, v/v), detekcja: zmodyfikowany aldehyd 
any�owy (temp. 105ºC, 1 min). 

Analiza ilo�ciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej  w nasionach 

kozieradki pospolitej 

   

W toku przeprowadzonych bada� fitochemicznych opracowano warunki 

oznaczenia ilo�ciowego diosgeniny w badanym materiale ro�linnym metod� HPTLC z 

analiz� densytometryczn�. Zoptymalizowane warunki ekstrakcji, hydrolizy kwasowej 

oraz separacji metod� chromatografii cienkowarstwowej zastosowano do oznaczenia 

diosgeniny w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego, otrzymanych od trzech 

producentów (firmy zielarskie Lewandowski, Flos, Kawon).   

 Rozdzielenia prowadzono na zło�u HPTLC Si 60F254 z u�yciem mieszaniny 

heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2) jako fazy ruchomej. Uwzgl�dniaj�c stały poziom 

wilgotno�ci w komorze ADC2, generowanej stosowaniem nasyconych roztworów 

odpowiednich soli, warunki rozdziele� w komorze ADC2  charakteryzuj� si� wysok�

powtarzalno�ci�. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorze 

automatycznej Camag ACD2, w warunkach wysycenia parami eluentu (10 minut) i 
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prekondycjonowania płytki (5 minut), w temperaturze 22±2ºC oraz wilgotno�ci 47±2%, 

kontrolowanej przy u�yciu nasyconego roztworu tiocyjanianu potasu. Wysuszone 

chromatogramy spryskano zmodyfikowanym roztworem aldehydu any�owego i 

ogrzewano na płycie grzewczej (105ºC, 1 minuta).  

W celu oceny wyst�powania wolnych aglikonów w badanych nasionach T. 

foenum-graecum,  wysuszony i  sproszkowany surowiec poddano trójstopniowej 

wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosuj�c kolejno eter naftowy (wyciag 

SPPE), chloroform (wyci�g SPCh) i metanol (wyci�g SPPChE).  Hydroliz�

otrzymanych wyci�gów prowadzono z u�yciem 2M H2SO4 aq (2h; temp. 80°C), a 

otrzymane hydrolizaty (odpowiednio: SPPE-H, SPChE-H i SPPChE-H) poddano 

analizie metod� TLC (ryc. 58).  

Na otrzymanych chromatogramach TLC hydrolizatów SPPE-H i SPChE-H nie 

obserwowano pasma diosgeniny, które obecne było jedynie na chromatogramie 

HPTLC hydrolizatu wyci�gu metanolowego SPPChE-H. Otrzymane wyniki pozwalaj�

wykluczy
 wyst�powanie pochodnych diosgeniny, w tym saponin spirostanowych, w 

ekstraktach eteru naftowego i chloroformu otrzymanych na etapie oczyszczania 

surowca (ryc. 58). 

Ryc.58. Chromatogram HPTLC wzorcowej diosgeniny (3) i hydrolizatów (1,2,4) wyci�gów 
organicznych z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z u�yciem aparatu Soxhleta: 1 - 
hydrolizat SPPChE-H, 2 - hydrolizat  SPPE-H, 4 - hydrolizat SPChE-H. Faza stacjonarna  
HPTLC Si 60 F254, faza ruchoma  heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2), detekcja zmodyfikowany 
aldehyd any�owy (temp. 105ºC, 1 min).  

Walidacja 

 Opracowan� metod� HPTLC z analiz� densytometryczn� oznaczania 

diosgeniny po hydrolizie kwasowej, zwalidowano w zakresie: specyficzno�ci, 

liniowo�ci, wyznaczenia granicy wykrywalno�ci oraz granicy oznaczalno�ci, precyzji, 

powtarzalno�ci oraz stabilno�ci metody. Parametry walidacyjne przedstawiono w tabeli 

15. Do bada� przeznaczono wyci�g metanolowy, otrzymany w wyniku trójstopniowej 

ekstrakcji w aparacie Soxhleta (A.II.6.1.1.1., który poddano hydrolizie kwasowej z 

u�yciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI) (2h; temp. 80°C).  
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 Dane literaturowe [213] wskazuj�, �e analiza densytometryczna sapogenin 

sterydowych mo�e by
 prowadzona przy ró�nych długo�ciach fali. Barwne produkty 

reakcji sapogenin z aldehydem any�owym wykazuj� maksimum absorpcji w zakresie 

długo�ci fali UV �-510-620 nm. Dodatkowo pochodne spirostanowe posiadaj� drugie 

maksimum absorpcji przy długo�ci fali �-455-460 nm [213]. W publikacjach 

po�wi�conych analizie ilo�ciowej diosgeniny metod� TLC, chromatogramy skanowano 

przy �-366 nm [272], �-428 nm [554], �-430 nm [161] lub �-540 nm [508]. 

Uwzgl�dniaj�c powy�sze doniesienia oraz widmo UV, wykonane dla wzorcowej 

diosgeniny, w którym obserwowano dwa maksima absorpcji (przy długo�ciach fali �-

426 nm oraz �-590 nm) analiz� densytometryczn� prowadzono przy dwóch 

długo�ciach fali UV: �-426 nm oraz �-590 nm (skanowanie liniowe), przy u�yciu 

densytometru CD 60 oraz oprogramowania ProQuant, 5 minut po derywatyzacji 

(czas konieczny do uzyskania temperatury pokojowej chromatogramu TLC). 

Ryc. 59 Chromatogram 2D HPTLC badania specyficzno�ci opracowanej metody separacji 
diosgeniny w hydrolizacie kwasowym SPPChE-H: A - hydrolizat SPPChE-H, B, di -
diosgenina, s1, s2 – nieznane sapogeniny. Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F254, faza 
ruchoma: n-heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F2), detekcja: zmodyfikowany roztwór aldehydu 
any�owego (105ºC, 1 min). 

  

 Specyficzno�
 metody oznaczono na podstawie wyniku rozdzielenia 2D TLC 

badanego hydrolizatu w obecno�ci wzorcowej diosgeniny na zło�u  HPTLC Si 60 F254, z  

u�yciem fazy ruchomej heptan:octan etylu (7:3,v/v) (F2) (por. schemat w p. A.II. 

7.3.2.2.1.) [188]. Wskutek zastosowania identycznych warunków analizy w obu 

kierunkach, na otrzymanym chromatogramie TLC (ryc. 59) składniki badanego 

hydrolizatu migrowały  w formie jednej linii na przek�tnej płytki chromatograficznej, a 

plama diosgeniny była wolna od innych zwi�zków chemicznych (składników 

hydrolizatu), co potwierdza, �e metoda jest specyficzna. Jednocze�nie na 

chromatogramie obserwowano plamy dwóch nieznanych zwi�zków: s1 i s2, które w 

reakcji z odczynnikiem wywołuj�cym wybarwiały si� na oliwkowozielono, podobnie jak 
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diosgenina. Sugeruje to, �e zwi�zki s1 i s2 prawdopodobnie maj� charakter sapogenin 

sterydowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy zawartych w surowcu glikozydów. 

Przeprowadzone oznaczenia potwierdzaj�, �e saponiny sterydowe obecne w nasieniu 

kozieradki pochodzenia krajowego, stanowi� pochodne nie tylko diosgeniny, lecz 

równie� innych aglikonów.  

 Porównuj�c otrzymane parametry walidacyjne wykazano, �e przy długo�ci fali  

�-590 nm, charakteryzuj� si� one mniejszym odchyleniem standardowym (precyzja 

jedno- i mi�dzydniowa), a tym samym - wy�sz� powtarzalno�ci� pomiarów (tab. 15). 

Długo�
 fali UV �-426 nm, pomimo obserwowanego maksimum w widmie wzorcowej 

diosgeniny, uznano za mniej selektywn� w porównaniu do długo�ci fali �-590 nm. 

Analizy przy długo�ci fali UV �-426 nm, charakteryzowała wi�ksza asymetria pików i 

znacznie mniejsza precyzja (wy�sze warto�ci RSD oraz CV). Obserwowany kształt 

pików diosgeniny sugerował, �e na wysoko�ci pasma diosgeniny obecny jest 

dodatkowo zwi�zek, wykazuj�cy absorpcj� w �wietle UV, a niewidoczny w �wietle 

widzialnym przy długo�ci fali �-590 nm. Uwzgl�dniaj�c powy�sze, długo�
 fali �-590 

nm uznano za optymaln� dla densytometrycznych oznacze� ilo�ciowych diosgeniny po 

hydrolizie kwasowej, na chromatogramach wywoływanych zmodyfikowanym 

aldehydem any�owym. 

Parametry walidacyjne �-590nm �-426nm
Liniowo�	 50-900 ng 200-800 ng 

Limit wykrywalno�ci (LOD) 5,1 ng 12,5 ng 
Limit oznaczalno�ci (LOQ) 3xLOD = 15,3 ng 

[S/N=10]* LOQ=17 ng
3xLOD=37,5ng 

[S/N=10]* LOQ=40 ng

Precyzja instrumentalna CV = 1,94 % [wzorzec] 
CV  1,56 [próbka] 

Precyzja jednodniowa RSD=0,102 
CV  1,02% 

RSD=47,7 
CV  22,12 

Precyzja mi�dzydniowa 
(powtarzalno�	) 

RSD=0,128 
CV  1,28% 

RSD=20,1 
CV  8,96% 

* S/N -  stosunek sygnał/szumy (ang. signal/noise) 

Tab.15. Parametry walidacyjne opracowanej metody TLC z analiz� densytometryczn�
oznaczania ilo�ciowego diosgeniny po hydrolizie kwasowej wyci�gu metanolowego z nasion 
kozieradki pospolitej. 
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W opracowanych warunkach przeprowadzono oznaczenie 

diosgeniny w badanym materiale ro�linnym. Obserwowano ró�
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. Przebieg  krzywych kalibracyjnych w opracowanych warunkach metody TLC.

yciem opracowanej metody TLC oznaczona zawarto�


olu w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech producentów 

krajowych (firmy zielarskie: Lewandowski, Flos, Kawon) wynosiła odpowiednio: 0,12% 
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 lepsze warto�ci parametrów 
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ci 15,3 ng/17,3 ng (por. 80 ng 

[554]), precyzja 

7=>9



193 

jednodniowa (wewn�trzdniowa) RSD=0,102 (por. RSD=0,64 [554]), precyzja 

mi�dzydniowa RSD=0,128 (por. RSD=0,28 [554]). Zawarto�
 5,25--spirostan-3�-olu 

w materiale ro�linnym ró�nego pochodzenia  - od Afryki po Kanad� była wy�sza 

(0,42% do 0,98%) ni� oznaczona w badanym w surowcu krajowym [542, 543, 548].  

Podobn� zawarto�
 diosgeniny, badaj�c  T. foenum-graecum ró�nego pochodzenia i 

ró�nych odmian, wykazali Taylor i wsp. [542, 543] w nasionach uprawianych w 

Kanadzie (do 0,98%). Autorzy stwierdzili, �e odmiany T. foenum-graecum: Amber, 

Quatro and ZT-5 wyró�nia najwy�sza zawarto�
 5,25--spirostan-3�-olu - 

odpowiednio: 0,42%, 0,52% i 0,75% [542]. W kolejnej pracy Taylor i wsp. [543] 

wykazali, �e z 10 badanych odmian kozieradki pospolitej, najwy�szym st��eniem 

diosgeniny charakteryzował si� materiał ro�linny z T. foenum-graecum, hodowanych w 

Kanadzie, lecz pochodz�cych z nasion uzyskanych z Iranu i Maroko (0,70%, 0,98%, 

odpowiednio) oraz dwóch odmian z Kanady (0,84 i 0,87 %, odpowiednio). Z drugiej 

strony według Thomas i wsp. [548] zawarto�
 diosgeniny w kanadyjskich odmianach 

kozieradki wynosi około 0,6%. Jedynie Laila i wsp. [303] donosz� o indyjskiej odmianie 

T. foenum-graecum z nisk� zawarto�ci� diosgeniny (0,11-0,14%, w/w), porównywaln�

z oznaczon� w badanym materiale ro�linnym. W �wietle powy�szych wyników, 

Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego stanowi do�
 ubogie �ródło diosgeniny. 

Wydaje si� jednak, �e na tle surowców azjatyckich o wysokiej zawarto�ci diosgeniny, 

badany materiał ro�linny mo�e stanowi
 bardziej bezpieczny surowiec leczniczy, w 

kontek�cie niewyja�nionego w pełni wpływu na układ hormonalny człowieka [110, 248, 

299, 367, 588]. 

Analiza saponin steroidowych metod� HPLC-ELSD oraz HPLC-

ESI-MS 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest powszechnie stosowana 

w analizie saponin steroidowych w matrycach pochodzenia ro�linnego [18, 117, 287, 

319, 323, 327, 331, 347, 399, 426, 591, 596, 598]. Rozdzielenia prowadzone s�

zazwyczaj w układzie faz odwróconych (RP), natomiast rzadziej - w układzie faz 

normalnych [287, 399, 407, 408]. W analizach technik� RP wykorzystuje si� kolumny 

wypełnione �elem krzemionkowym modyfikowanym: resztami oktadecylowymi (C-18), 

oktylowymi (C-8), aminowymi (NH2) lub diolowymi (DIOL) [213, 287, 323, 347, 399, 

407, 408, 596]. Jako rozpuszczalniki w analizie saponin steroidowych w odwróconym 
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układzie faz stosowane s� mieszaniny metanolu i wody  lub acetonitrylu i wody [287, 

399, 407, 408] z dodatkiem kwasów organicznych jako modyfikatorów kwasowych - 

kwasów: octowego, mrówkowego, fosforowego lub trifluorooctowego [287, 323, 347, 

399, 407, 408, 596]. Rozdzielenia najcz��ciej prowadzi si� w warunkach elucji 

gradientowej [117, 287, 319, 327, 331, 347, 399, 591, 596], jakkolwiek Hostettmann 

[213] wskazuje, �e w separacji saponin, nieznacznie ró�ni�cych si� polarno�ci� (np. 

obecno�
 jednej cz�steczki cukru) mo�liwe jest zastosowanie elucji izokratycznej.  

Saponiny steroidowe nie posiadaj� grup chromoforowych i nie wykazuj�

absorpcji promieniowania UV  [213, 407, 408]. Dlatego w analizie HPLC tych zwi�zków 

detektor UV-VIS jest rzadko wykorzystywany. Z drugiej strony, mo�liwa jest 

niespecyficzna detekcja saponin w zakresie długo�ci fal �−200-210 nm lub przy 

długo�ci fali  �−254 nm po ich przeprowadzeniu w pochodne kumarynowe [213, 407, 

408, 596]. Separacj� siedmiu saponin steroidowych z  Cynanchum otophyllum 

Schneid. metod� HPLC z detekcj� UV przy dwóch długo�ciach fali (�−259 nm oraz 

�−223 nm) prowadzili Yang i wsp. [598], uzyskuj�c rozdzielenie 7 zwi�zków. 

Dodatkowym problemem detekcji saponin steroidowych w �wietle ultrafioletowym jest 

ograniczony wybór rozpuszczalników, stanowi�cych składniki fazy ruchomej oraz 

nieodpowiedni program elucji [407, 408]. Organicznym komponentem fazy ruchomej 

powinien by
 acetonitryl ze wzgl�du na słabsz� absorpcj� przy niskich długo�ciach fali 

promieniowania ultrafioletowego w porównaniu do metanolu [213, 407, 408]. Analiza 

chromatograficzna wieloskładnikowych matryc ro�linnych, zawieraj�cych zwi�zki 

saponinowe o ró�nej długo�ci ła�cucha cukrowego oraz ró�nej polarno�ci zazwyczaj 

wymaga zastosowania szerokiego zakresu zmian st��enia składnika organicznego 

eluentu [407, 408]. Jakkolwiek Oleszek [407, 408] zwraca uwag� na fakt, �e program 

elucji gradientowej w separacji HPLC saponin nie mo�e charakteryzowa
 si� du��

ró�nic� st��e� składnika organicznego, poniewa� skutkuje to zaburzeniami linii 

bazowej [407, 408]. 

Ograniczenia w oznaczaniu saponin steroidowych z u�yciem detektora UV-VIS  

powoduj�, �e w analizie tej grupy zwi�zków metod� HPLC najcz��ciej wykorzystywany 

jest laserowy detektor �wiatła rozproszonego (ELSD),  detektor mas (MS) oraz 

tandemowy detektor mas z analizatorem czasu przelotu (Q-TOFMSn) [117, 287, 319, 

327, 331, 347, 399, 591, 596]  

Zasada działania detektora ELSD oparta jest na wykorzystaniu rozpraszania 

przez cz�stki analitu promieniowania emitowanego przez laser [520, 586]. Eluat z 

kolumny zostaje rozproszony za pomoc� dwutlenku w�gla, a nast�pnie ogrzany do 

temperatury 40°C w nebulizatorze, co skutkuje odparowaniem eluentu i utworzeniem 
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aerozolu nielotnych składników analizowanej próbki [586]. Cz�steczki aerozolu 

rozpraszaj� �wiatło, a uzyskane dane rejestrowane s� w postaci chromatogramu [586]. 

Detektor ELSD w porównaniu do detektora UV charakteryzuje si� ni�sz� wra�liwo�ci�

na zaburzenia linii bazowej powstaj�ce w warunkach elucji gradientowej [596]. 

Jednocze�nie uznawany jest za detektor uniwersalny, stosowany w analizie wi�kszo�ci 

zwi�zków, z zachowaniem warunku, �e s� one mniej lotne od rozpuszczalnika [586]. Z 

drugiej strony charakteryzuje si� równie� ni�sz� czuło�ci�, wyra�on� wy�szymi 

warto�ciami granicy wykrywalno�ci badanych zwi�zków [596]. 

 W analizie saponin steroidowych metod� HPLC powszechnie stosowany jest 

detektor mas (MS), szczególnie ESI-MS, wykorzystuj�cy jonizacj� przez rozpylanie w 

polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation) pod ci�nieniem atmosferycznym [117, 

287, 319, 327, 331, 347, 399, 591, 596]. Wykorzystanie Q-TOF-MS umo�liwia 

dokładny pomiar masy analizowanych zwi�zków [252, 253, 418]. Natomiast 

zastosowanie tandemowej spektrometrii mas umo�liwia obserwacj� jonów 

fragmentacyjnych, zwi�zanych z odszczepianiem kolejnych cz�steczek cukrów, co 

pozwala na ustalenie sekwencji ich wi�zania chemicznego w ła�cuchu sacharydowym 

[183, 323, 347, 426, 599, 616]. Obecnie w analizie zespołów saponin steroidowych w 

matrycach ro�linnych coraz cz��ciej wykorzystywana jest ultrasprawna chromatografia 

cieczowa w sprz��eniu z tandemowym detektorem mas i analizatorem czasu przelotu 

(UPLC- Q-TOFMSn) [50, 155, 252, 253, 418, 439].  

 W widmach masowych saponin wyst�puj� charakterystyczne jony 

fragmentacyjne, powstaj�ce wskutek utraty fragmentów rozgał�zionych ła�cuchów 

cukrowych oraz dehydratacji [253]. Widma masowe saponin furostanowych, otrzymane 

w trybie jonów ujemnych (ESI-) charakteryzuje obecno�
 deprotonowanych jonów 

molekularnych [M-H]- oraz adduktów z kwasem np. mrówkowym [M-H+HCOO]- jako 

składnikiem fazy ruchomej [418].  Natomiast w trybie jonów dodatnich (ESI+), saponiny 

furostanowe tworz� addukty z Na [M+Na]+ oraz jony typu [M+H−H2O]+ [418]. Z u�yciem 

tandemowej spektrometrii mas obserwowano zale�no�
 pomi�dzy warto�ci� energii 

kolizyjnej (CE) a zdolno�ci� generowania jonów fragmentacyjnych. W trybie jonów 

ujemnych (ESI-) przy niskiej energii kolizyjnej (6 eV) saponiny steroidowe ulegaj�

minimalnej fragmentacji, tworz�c deprotonowane jony molekularne [M-H]- oraz addukty 

kwasem mrówkowym [M-H+HCOO]-. Natomiast przy wysokiej energii kolizyjnej (45-60 

eV) w trybie jonów ujemnych powstaj� zarówno deprotonowane jony molekularne [M-

H]-, obok odpowiednich jonów fragmentacyjnych powstaj�cych w nast�pstwie 

sekwencyjnej utraty kolejnych reszt cukrowych [253]. W trybie jonów dodatnich (ESI+) 

przy niskiej energii kolizyjnej saponiny furostanowe tworz� addukty z amoniakiem 

[M+NH4]
+ oraz jony typu [M+H−H2O]+, natomiast saponiny spirostanowe - addukty z 
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amoniakiem [M+NH4]
+ oraz jony pseudomolekularne [M+H]+. Przy wysokiej energii 

kolizyjnej saponiny furostanowe tworz� addukty z Na [M+Na]+ oraz jony typu 

[M+Na−H2O]+ i [M+H−H2O]+, natomiast saponiny spirostanowe - addukty z Na [M+Na]+

oraz jony pseudomolekularne  [M+H]+.  

Analizy saponin steroidowych z wykorzystaniem technik sprz��enia 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej z laserowym detektorem �wiatła 

rozproszonego i/lub detektorem mas prowadzono w szeregu matryc ro�linnych [18, 

117, 287, 319, 323, 327, 331, 347, 399, 426, 591, 596, 598], w tym w nasionach 

kozieradki pospolitej pochodzenia chi�skiego [253, 418] oraz uzyskanych z 

eksperymentalnej uprawy w  południowej Francji [430]. 

 Petit i wsp. [430] metod� RP-HPLC w wyci�gach wodno-alkoholowych: 

nieoczyszczonym oraz wst�pnie oczyszczonym, z nasion T. foenum-graecum na 

kolumnie typu C-18 z u�yciem jako fazy ruchomej mieszaniny acetonitrylu i wody oraz 

detektora LDD  (light diffusion detector), wykazali na chromatogramie HPLC-UV przy 

długo�ci fali �-210 nm 9 cz��ciowo koeluuj�cych pików oraz 5 pików na 

chromatogramie HPLC-LDD. Autorzy potwierdzili metod� TLC z derywatyzacj�

odczynnikiem Ehrlicha, �e s� to saponiny furostanowe, a  dominuj�c� sapogenin� jest 

diosgenina [430], co jest zgodne z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy.  

 W analizie saponin steroidowych w wyci�gu wodno-etanolowym z nasion 

kozieradki pochodzenia chi�skiego wykorzystano ultrasprawn� chromatografi�

cieczow� w sprz��eniu ze spektrometrem mas i analizatorem czasu przelotu (UPLC-

ESI-QTOF-MSn) [253, 418]. Pang i wsp. [418] metod� UPLC-ESI-QTOF-MS rozdzielili 

zespół saponin furostanowych w postaci 34 pików i ujawnili w nasionach kozieradki 

obecno�
 46 zwi�zków saponinowych, spo�ród których wydzielili i okre�lili struktury 7 

[253]. Natomiast Kang i wsp. [253] na otrzymanym chromatogramie BPI (base peak 

chromatogram) obserwowali 95 saponin furostanowych, w�ród których zidentyfikowali 

22 pary izomerów oraz 30 nowych zwi�zków. W okre�leniu budowy ła�cucha 

cukrowego saponin izolowanych z nasion T. foenum-graecum  wykorzystano 

tandemow� spektrometri� mas z jonizacj� przez rozpylenie w polu elektrycznym, w 

poł�czeniu z analiz� czasu przelotu (ESI-Q/TOF-MSn) [417, 418] oraz FAB-MS - 

bombardowanie szybkimi atomami [387, 605, 606]. 

 W niniejszej pracy badania prowadzono metod� wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej w odwróconym układzie faz (RP) w sprz��eniu z laserowym 

detektorem �wiatła rozproszonego (ELSD) oraz detektorem mas (MS). Do bada�

przeznaczono nasiona kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego (firma zielarska 

Lewandowski). W rezultacie przeprowadzonych eksperymentów po raz pierwszy 

scharakteryzowano zespół saponin steroidowych w surowcu pochodzenia krajowego. 
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Optymalizacja rozdzielenia składników zespołu saponin steroidowych metod�

HPLC-ELSD obejmowała selekcj� fazy stacjonarnej, dobór programu elucji oraz 

parametrów pracy detektora ELSD: temperatury parownika, wzmocnienia sygnału oraz 

nat��enia przepływu gazu nebulizuj�cego. Stosowano kolumny wypełnione �elem  

krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowym (C-18). Dane literaturowe 

[253, 287] wskazuj�, �e mieszanina acetoniryl:woda z dodatkiem modyfikatora 

kwasowego, stosowana w analizie saponin steroidowych metod� HPLC eliminuje 

formowanie metoksylowych pochodnych przy C-22 saponin furostanowych, 

posiadaj�cych w cz�steczce grup� hydroksylow� w pozycji C-22 (widocznych jako 

dodatkowe piki na chromatogramie HPLC). Zjawisko obserwowano podczas analiz 

prowadzonych na zło�u C-18 z u�yciem eluentów zawieraj�cych metanol [253, 287]. 

Dodatkowo Kang i wsp. [253], analizuj�c wpływ st��enia kwasu mrówkowego w fazie 

ruchomej  na rozdzielenie HPLC saponin z nasion kozieradki, stwierdzili �e jego 0,1% 

st��enie zapewnia najlepszy kształt pików saponin. Jednocze�nie umo�liwia prac�

systemu przy ni�szym ci�nieniu w porównaniu do pracy z eluentem zawieraj�cym 

metanol oraz zapewnia odpowiedni poziom jonizacji badanych zwi�zków. W �wietle 

powy�szych danych [253, 287], w niniejszej pracy jako faz� ruchom� stosowano 

mieszanin� acetonitrylu i wody z dodatkiem kwasu mrówkowego (0,1%). W oparciu o 

dane literaturowe [253, 287] st��enie pocz�tkowe w programie elucji gradientowej 

wynosiło 20% mieszaniny  acetoniryl:kwas mrówkowy (99,9:0,1, v/v) w 0,1% kwasie 

mrówkowym (II.4.2.2.1.). Profil gradientu oraz parametry pracy detektora ELSD 

(temperatur� parownika, wzmocnienie sygnału i nat��enie przepływu gazu 

nebulizuj�cego) dobierano eksperymentalnie.  

Pocz�tkowo rozdzielenia prowadzono z wykorzystaniem systemu opisanego w 

punkcie A.II.3.2.1.3. na kolumnie Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 µm) w 

warunkach elucji gradientowej według programu IX, charakteryzuj�cego si�

wzrastaj�cym st��eniem mieszaniny acetoniryl:kwas mrówkowy (99,9:0,1, v/v) od 20% 

do 100% w 0,1% kwasie mrówkowym w czasie tG 45 minut (gradient skokowo-liniowy) 

przy nat��eniu przepływu 0,2 ml/min. Rozdzielenia prowadzono w temperaturze od 

40°C do 50°C, stosuj�c wzmocnienie 4 i 8 oraz przepływ gazu nebulizuj�cego (azotu) 

od 1,3 l/min do 2,0 l/min. Warunki analizy modyfikowano, uwzgl�dniaj�c uzyskiwan�

intensywno�
 pików rozdzielanych zwi�zków w stosunku do szumów. Obserwowano, 

�e zwi�kszenie temperatury powy�ej 40°C oraz nat��enia przepływu gazu 

nebulizuj�cego do 2,0 l/min obni�a intensywno�
 pików. Jest to prawdopodobnie 

wynikiem powstawania mniejszych kropli aerozolu analitów, a tym samym - 

rejestrowania sygnałów o ni�szej intensywno�ci przez detektor. Najlepsze rozdzielenie 

uzyskano w temperaturze 40°C, przy 4-krotnym wzmocnieniu sygnału i nat��eniu 
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przepływu gazu nebulizuj�cego (azotu) 1,8 l/min. Otrzymano rozdzielenie zespołu 

saponin w badanym wyci�gu w postaci 12 niecałkowicie rozdzielonych pików (ryc. 61-

A) eluuj�cych w czasie tG 13,25 - 23,5 minuty. 

W celu poprawy efektywno�ci separacji kolejny krok stanowiło zastosowanie 

dwóch poł�czonych szeregowo kolumn Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 µm) co 

wydłu�ało drog� migracji analitów i poprawiało rozdzielczo�
 metody. Analizy 

prowadzono przy tych samych parametrach pracy detektora ELSD, z zastosowaniem 

programu elucji gradientowej X, charakteryzuj�cego si� wzrastaj�cym st��eniem 

mieszaniny ACNl:kwas mrówkowy (99,9:0,1, v/v) od 20% do 100% w 0,1% kwasie 

mrówkowym w czasie tG 90 minut (gradient skokowo-liniowy). Dzi�ki wydłu�eniu 

dystansu separacji badanych zwi�zków, na chromatogramie HPLC-ELSD otrzymano 

rozdzielenie składników zespołu saponin steroidowych w wyci�gu metanolowym z 

nasion kozieradki pospolitej w formie 13 pików (ryc. 61-B), eluuj�cych w czasie tR > 21 

min. 

Ryc.61. Chromatogramy HPLC-ELSD frakcji wyci�gu metanolowego (D) z nasion T. foenum-
graecum, otrzymane na kolumnie  HPLC pojedynczej oraz poł�czonych szeregowo dwóch 
kolumnach HPLC: I - XII - numery rozdzielonych pików, A - kolumna Discovery C-18 (150 mm x 
2,1 mm x 3 µm), elucja gradientowa wg programu IX, B - dwie poł�czone szeregowo kolumny 
Discovery C-18 (2 x 150 mm x 2,1 mm x 3 µm), elucja gradientowa wg programu X. 
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Dane literaturowe [126, 176, 213, 253, 287] wskazuj�, �e saponiny 

furostanowe, posiadaj�ce przy atomie w�gla C-22 grup� hydroksylow�, w wyniku 

reakcji z metanolem, stanowi�cym rozpuszczalnik ekstrakcyjny, mog� tworzy
 jako 

artefakty C-22-etery metylowe obecne na chromatogramach HPLC jako dodatkowe 

piki. Dlatego w opracowanych warunkach separacji porównano profile HPLC wyci�gów 

z nasion kozieradki otrzymanych  z u�yciem 70% metanolu (wyci�g A, II.A.6.1.1.2) i 

70% etanolu (wyci�g F, II.A.6.1.1.2), nie wykazuj�c ró�nic, co sugeruje, �e zwi�zki z 

grup� metoksylow� przy atomie w�gla C-22 nie wyst�puj� w badanym wyci�gu lub 

obecne s� w ilo�ciach �ladowych. 

 Kolejny etap analizy zespołu saponin w badanym surowcu stanowiła wst�pna 

identyfikacja zwi�zków obserwowanych na chromatogramie HPLC-ELSD. W tym celu 

wykorzystano metod� sprz��enia HPLC-ESI-MS. Identyfikacj� zwi�zków prowadzono 

z u�yciem detektora mas w trybie jonów dodatnich i ujemnych oraz technik�

monitorowania wybranych jonów (SIM). Otrzymane dane chromatograficzne i 

spektralne (warto�ci tR i m/z) porównano z danymi literaturowymi [177, 253, 387, 416-

418, 483, 605, 606]. Obserwowano, �e w trybie jonów ujemnych sygnały 

deprotonowanych jonów molekularnych charakteryzuj� si� nieco wy�sz�

intensywno�ci� (ryc. 62). Zgodnie z danymi literaturowymi [253], w trybie jonów 

dodatnich obserwowano addukty z Na  [M+Na]+  oraz jony typu [M+H−H2O]+, natomiast 

w trybie jonów ujemnych - deprotonowane jony molekularne [M-H]- oraz addukty z 

kwasem mrówkowym [M-H+HCOO]-. W badanym wyci�gu z u�yciem metody HPLC-

MS oraz monitorowania wybranych jonów (SIM) ujawniono obecno�
 26 zwi�zków z 

grupy saponin steroidowych (ryc. 62). Zastosowane narz�dzie analityczne nie 

umo�liwiało rozró�nienia izomerów 25S i 25R identyfikowanych saponin steroidowych 

o tych samych masach cz�steczkowych.  

 W widmie masowym zwi�zku 1 (tR 21,95 min), otrzymanym w trybie jonów 

dodatnich, obserwowano sygnał adduktu z Na przy m/z 927 [M+Na]+  oraz jonu typu

[M+H−H2O]+ przy m/z 887. W trybie jonów ujemnych zwi�zek 1 generował 

deprotonowany jon molekularny przy m/z 903 [M-H]- oraz addukt z kwasem 

mrówkowym przy m/z 949 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane 

chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR), w oparciu o dane literaturowe [253, 

387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 1 zidentyfikowano jako saponin� o wzorze 

sumarycznym C44H72O19.  Zwi�zek 1 jest prawdopodobnie saponin� furostanow�, 

zawieraj�c� przy atomie w�gla C-3 glukopiranozylo(6�1)-ksylopiranoz� [253, 418]. 

Przypuszczalnie jest to pochodna epimerów: proto-lilageniny (25S) lub proto-

jukkageniny (25R), po raz pierwszy wykryta w surowcu przez Pang i wsp. [418], a 
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nast�pnie potwierdzona przez Kanga i wsp. [253]. Aglikonem zwi�zku 1 mo�e by 

równie� 25(27)-eno-protoneogitogenina [252]. Struktur� zwi�zku 1 zidentyfikowano 

jako 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�6)]-�-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-�-D-

glukopiranozylo-furost-5-eno-2,3�,22,26-tetraolu [253, 418] lub 3-O-[�-D-

ksylopiranozylo(1�6)]-�-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-

25(27)-eno-5-furostano-2,3�,22,26-tetraolu [253].  

  

 W widmie masowym zwi�zku 2 (tR 22,15 min) w trybie jonów dodatnich obecne 

były sygnały: adduktu z Na przy m/z 929  [M+Na]+ oraz jonu typu [M+H−H2O] przy m/z 

889. Natomiast w trybie jonów ujemnych zwi�zek 2 generował deprotonowany jon 

molekularny przy m/z  905 [M-H]- oraz addukt z kwasem mrówkowym przy m/z 951 [M-

H+HCOO].. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci 

m/z, tR) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 2 

zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C44H74O19 - 

przypuszczalnie trigoneozyd Ia lub trigoneozyd Ib [418, 605]. S� to pochodne 

epimerów: proto-neogitogeniny (25S) (trigoneozyd Ia) lub proto-gitogeniny (25R)  

(trigoneozyd Ib), zawieraj�ce w pozycji C-3 glukopiranozylo(6�1)-ksylopiranoz�. 

Struktur� chemiczn� zwi�zku 2 okre�lono jako przypuszczalnie 3-O-[�-D-

ksylopiranozylo(1�6)]-�-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-5α-

furostano-2,3�,2�,26-tetraolu [418, 605]. Trigoneozydy Ia oraz Ib wyizolowali z 

indyjskich nasion kozieradki Yoshikawa i wsp. [418, 605]. Ich obecno�
 potwierdzono 

w dalszych badaniach nad surowcem pochodzenia egipskiego [387] oraz w surowcu 

egipskim i chi�skim z u�yciem UPLC-Q-TOFMSn [253, 387, 418]. 

 W widmie ESI-MS zwi�zku 3 (tR 22,94 min) obserwowano sygnały przy m/z 

1105 odpowiadaj�ce adduktowi z Na [M+Na]+ oraz przy m/z 1065 odpowiadaj�ce 

jonowi typu [M+H−H2O]+ w trybie jonów dodatnich. W trybie jonów ujemnych 

obserwowano sygnały: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z  1081 [M-H]-   

oraz adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 1127 [M-H+HCOOO]-. Uwzgl�dniaj�c 

otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR), w odniesieniu do 

danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 606] zidentyfikowano zwi�zek 3 jako 

saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C51H86O24  [253, 418]. Prawdopodobnie 

jest to izomeryczny glikozyd proto-neogitogeniny (25S) (trigoneozyd XVIIa) lub proto-

gitogeniny (25R) (trigoneozyd XVIIb), zawieraj�cy przy atomie w�gla C-3 rozgał�ziony 

ła�cuch cukrowy glukozylo-[(2�1)ramnozylo]-(4�1)glukozy [253, 418]. Struktur�

chemiczn� zwi�zku 3 okre�lono jako przypuszczalnie 3-O-[ramnopiranozylo(1�2)]- 

glukopiranozylo(1�4)]-�-D-glukopiranozyd   (25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-5-
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furostano-2,3�,22,26-tetraolu [253, 418]. Oba izomery (25S i 25R) wyizolowali z 

chi�skich nasion kozieradki Pang i wsp. [418]. W kolejnych badaniach z u�yciem 

UPLC-Q-TOFMSn potwierdzono w nasionach tego samego pochodzenia obecno�


trigoneozydów XVIIa i XVIIb [253, 418].  

Widmo masowe zwi�zku 4 (tR 23,5 min), otrzymane w trybie jonów dodatnich, 

charakteryzowała obecno�
 sygnału przy m/z 929 odpowiadaj�cego adduktowi z Na 

[M+Na]+ obok sygnału jonu typu [M+H−H2O]+ przy m/z 889.  Natomiast w trybie jonów 

ujemnych w widmie masowym zwi�zku 4 obecne były sygnały deprotonowanego jonu 

molekularnego przy m/z 905 [M-H]- oraz adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 951 

[M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne 

(warto�ci m/z, tR), w oparciu o dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606]  

zwi�zek 4 zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  

C44H74O19 [387, 418]. Jest to prawdopodobnie trigoneozyd XIb,  zidentyfikowany w 

egipskich nasionach T. foenum-graecum przez  Murakami i wsp. [387, 418] i 

potwierdzony w surowcu chi�skim metod� UPLC-Q-TOFMSn [418]. Struktur� zwi�zku 

4 okre�lono przypuszczalnie jako 3-O-[ksylopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 

(25R)-26-O-β-D-5α-furostano-2α,3β,22�,26-tetraolu [387, 418]. 

W widmie masowym zwi�zku 5 (tR 23,75 min) obserwowano sygnały adduktu z 

Na przy m/z 941 [M+Na]+ obok sygnału jonu typu [M+H−H2O] przy m/z 901 w trybie 

jonów dodatnich. Natomiast w trybie jonów ujemnych - sygnał deprotonowanego jonu 

molekularnego przy m/z 917 [M-H]- obok sygnału adduktu z kwasem mrówkowym przy

m/z 963 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne 

(warto�ci m/z, tR), w odniesieniu do danych literaturowych [253, 387, 418, 605, 606] 

zwi�zek 5 zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze C45H74O13. 

Przypuszczalnie jest to 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozyd proto-

lilageniny (25S) lub proto-jukkageniny (25R), identyfikowany przez przez Pang i wsp. 

[418] w nasionach T. foenum-graecum pochodzenia chi�skiego metod� UPLC-Q-

TOFMSn  i potwierdzony w kolejnych badaniach Kang i wsp. [253]. Struktur�

chemiczn� zwi�zku 5 okre�lono jako przypuszczalnie 3-O-[ramnopiranozylo(1�2)]-β-

D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-β-D-glukopiranozylo-furost-5-en-2-,3-β-diolu [253, 

387, 418, 605, 606]. 

 Z u�yciem techniki SIM ujawniono obecno�
 zwi�zku 5" (tR 24,1 min), którego 

widmo ESI-MS otrzymane w trybie jonów dodatnich, charakteryzowały sygnały jonu 
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przy m/z 1235 odpowiadaj�cego adduktowi z Na [M+Na]+ oraz przy m/z 1195 

odpowiadaj�cego jonowi typu [M+H−H2O]. W widmie ESI-MS uzyskanym w trybie 

jonów ujemnych obecne były sygnały deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z  

1211 [M-H]- oraz adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 1257 [M-H+HCOO]-. 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) i dane 

pi�miennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606]  zwi�zek 5" zidentyfikowano jako 

saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym C57H96O27. Przypuszczalnie jest to 

pochodna proto-gitogeniny (25R) lub proto-neogitogeniny (25S), zawieraj�ca w pozycji 

C-3 ła�cuch 3-O-�-D-glukopiranozylo-[[(2�1)-L-ramnopiranozylo]-[(4�1)-L-

ramnopiranozylo]]-(4�1)-L-ramnopiranozy [253, 418]. Struktur� chemiczn� zwi�zku 

5" zidentyfikowano jako 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�4)-[-L-ramnopiranozylo(1�4)]-

[-L-ramnopiranozylo(1�2)]]-�-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-�-D-

glukopiranozylo-5α-furostano-2α,3β, 22�,26-tetraolu. Obydwa epimery rozpoznano w 

surowcu chi�skim w toku analiz UPLC-QTOF-MSn  [253, 418]. 

Ryc.62.  Chromatogramy HPLC-ELSD (A) oraz HPLC-ESI-MS (B i C) frakcji D wyci�gu 

metanolowego z nasion T. foenum-graecum pochodzenia krajowego. Kolumny Discovery C-18 

(2 x 150 mm x 2,1 mm x 3 µm), elucja gradientowa wg programu X.  
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S1 : Glc (6�1)Xyl 

S2: Glc (2�1)Rha 

S3: Glc[(2�1) Rha](4�1)Glc 

S4: Glc(4�1)Xyl 

S5: Glc [[(2�1)Rha](4�1)Rha](4�1)Rha 

S6: Glc[[(4�1)Glc(3�1)Glc(6�1)Glc][(4�1Xyl]] (2�1)Rha 

S7: Glc[(4�1)Glc(3�1)Glc[(6�1)Glc][( 4�1)Xyl]][(2�1)Rha 

S8: Glc[(4�1)Glc(3�1)Glc[(6�1)Glc](2�1)Rha 

S9: Glc [(2�1)Rha][(4�1)Glc(3�1)Glc[(6�1)Glc] 

S10: Glc[[(4�1)Glc(3�1)Glc][(6�1)Glc(4�1)Xyl] (2 �1)Rha   

S11: Glc[[(4�1)Glc(3�1)Glc](2�1)Rha 

S12: Glc[(4�1)Glc](2�1)Rha 

S13: Glc[(4�1)Rha](2�1)Rha 

Ryc. 63. Struktury saponin steroidowych (sapogenin oraz ła�cuchów cukrowych) 
identyfikowanych w nasionach T. foenum-graecum. 
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Tab.16. Dane chromatograficzne i spektralne oraz przypuszczalne struktury chemiczne saponin steroidowych, identyfikowanych z wyci�gu 
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego, S1 - S13 - budowa ła�cuchów cukrowych (ryc. 63) 

Zwi�zek
tR

(min) 

[M+Na]+

m/z

[M+H−H2O]

m/z

[M-H]
-

m/z

[M-H+HCOO]
-

m/z
Prawdopodobna struktura chemiczna (aglikon - Sła�cuch cukrowy)

1 21,95 927 887,50 903,60 949,45. 
proto-lilagenina-S1 / proto-jukkagenina-S1 / 

25(27)-eno-protoneogitogenina-S1 

2 22,15 929 889,25 905,35 951,50 
proto-neogitogenina-S1  / proto-gitogenina-S1 

(trigoneozyd Ia / trigoneozyd Ib) 

3 22,94 1105,90 1065,30 1081,70 1127,60 
proto-neogitogenina-S3 / proto-gitogenina-S3  

(trigoneozyd XVIIa / trigoneozyd XVIIb) 

4 23,5 929,35 889,30 905,45 951,45 proto-neogitogenina-S4 / proto-gitogenina-S4 

5 23,75 941,40 901,20 917,05 963,45 proto-lilagenina-S2 / proto-jukkagenina-S2 

5" 24,1 1235,40 1195,65 1211,45 1257,45 proto-gitogenina-S5 / proto-neogitogenina-S5 

6 24,37 943,30 903,30 919,35 965,55 proto-neogitogenina-S2 ( trigoneozyd Xa) 

7 25,22 943,95 903,30 919,85 965,70 proto-gitogenina-S2 ( trigoneozyd Xb) 

8 30,34 1541,70 1501,55 1517,75 1563,70 25(27)-eno-proto-diosgenina( proto-sceptrumgenina)-S6 (trigoneozyd  VI) 

9 31,17 1543,30 1503,70 1519,85 1565,75 proto-jamogenina-S7 (trigoneozyd Va) 

10 31,80 1543,70 1503,50 1519,75 1565,90 proto-diosgenina-S7 (trigoneozyd Vb) 

11 32,1 1411,65 1371,40 1387,70 1433,50 proto-diosgenina-S8/S9 / proto-jamogenina-S8/S9 

11" 32,1 1545,0 1505,35 1521,90 1567,80 proto-tigogenina-S10 / proto-neotigogenina-S10 

12 33,77 1249,20 1209,35 1225,75 1271,85 proto-jamogenina-S11 (trigoneozyd XIIIa) 
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Zwi�zek tR

(min) 

[M+Na]
+

m/z

[M+H−H2O]
-

m/z

[M-H]
-

m/z

[M-H+HCOO]
-

m/z

Prawdopodobna struktura chemiczna

13 34,22 1249,0 1209,50 1225,75 1271,80 proto-diosgenina-S11 (trigoneozyd XIIIb) 

14 34,89 911,0 871,35 887,55 933,35 proto-diosgenina-S1 / proto-jamogenina-S1 / proto-

makrantogenina-S1 / 22-deoksy-trigoneozyd IIIa/IIIb

15 35,54 1087,35 1047,35 1063,45 1109,55 proto-jamogenina-S12 (trigoneozyd IVa) 

15" 35,54 913,50 873,30 889,25 935,45 proto-neotigogenina-S1  / proto-tigogenina-S1  (trigoneozyd IIa/IIb)

16 36,08 1087,50 1047,35 1063,45 1109,55 proto-diosgenina-S12 (glikozyd F) 

17 36,24 1071,35 1031,35 1047,55 1093,60 proto-jamogenina-S13 (trigonellozyd C, protoneodioscyna) 

18 36,98 1071,45 1031,35 1047,55 1093,90 proto-diosgenina-S13 (zwi�zek C, protodioscyna) 

19 37,60 1073,30 1033,50 1049,60 1095,70 n.i. 

20 38,18 923,35 883,30 899,50 945,45 n.i. 

21 39,00 925,30 885,25 901,45 947,60 proto-jamogenina-S2 (trigofenozyd A) 

22 39,57 925,65 885,25 901,55 947,40 glikozyd D 

23 40,50 927,25 88745 903,40 949,45 proto-neotigogenina-S2 / proto-tigogenina-S2 (trigoneozyd IIIa/IIIb) 

n.i. - zwi�zek dotychczas nie identyfikowany w nasionach T. foenum graecum 

Tab.16. c.d. Dane chromatograficzne i spektralne oraz przypuszczalne struktury chemiczne saponin steroidowych, identyfikowanych z wyci�gu 
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego, S1 - S13 - budowa ła�cuchów cukrowych (ryc. 63). 



206 

W widmie masowym zwi�zku 6 (tR 24,37 min) obserwowano sygnał adduktu z 

Na  przy m/z 943 [M+Na]+ oraz przy m/z 903 sygnał jonu typu  [M+H−H2O] w trybie 

jonów dodatnich. Natomiast w trybie jonów ujemnych obserwowano sygnał 

deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 919 [M-H]-, a przy m/z 965 sygnał 

adduktu z kwasem mrówkowym [M-H+HCOO]-. Porównuj�c otrzymane dane 

chromatograficzne (warto�ci m/z, tR) z danymi literaturowymi [253, 387, 416, 418, 605, 

606]  zwi�zek 6 zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym 

C45H74O19. Przypuszczalnie jest to trigoneozyd Xa, wyizolowany z surowca egipskiego 

przez Murakami i wsp. [387, 418], a nast�pnie potwierdzony metod� UPLC-Q-TOFMSn

w surowcu chi�skim [387, 418]. Trigoneozyd Xa jest glikozydow� pochodn� proto-

neogitogeniny (25S), posiadaj�c� przy atomie w�gla C-3  ła�cuch cukrowy 3-O-�-D-

glukopiranozylo-[(2�1)-L-ramnopiranozy]. Zwi�zek 6 to przypuszczalnie 3-O-[-L-

ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-glukopiranozyd (25S)-26-O-�-D-glukopiranozylo-5α-

furostano-2α,3β,22�,26-tetraolu [387, 418]. Warto�ci tR zwi�zku 6 w stosunku do jego 

25R-epimeru (trigoneozyd Xb) (zwi�zek 7) s� zgodne z warto�ciami tR  

obserwowanymi  przez innych autorów [387, 418]. 

W widmie ESI-MS, otrzymanym w trybie jonów dodatnich, zwi�zek 7 (tR 25,22 

min) tworzył addukt z Na  przy m/z 943 [M+Na]+  oraz jon typu [M+H−H2O] przy m/z

903.  Natomiast w trybie jonów ujemnych w widmie zwi�zku 7 obserwowano sygnały 

deprotonowanego jonu molekularnego przy  m/z  919 [M-H]-  obok sygnału adduktu z 

kwasem mrówkowym przy m/z 965 [M-H+HCOO]-.  Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane 

chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR), w odniesieniu do danych 

literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 7 zidentyfikowano jako saponin�

o wzorze sumarycznym  C45H76O19:  trigoneozyd  Xb - 25R izomer trigoneozydu Xa, 

wyizolowany z surowca egipskiego przez Murakami i wsp. [387, 418], a nast�pnie 

potwierdzony metod� UPLC-Q-TOFMSn w surowcu chi�skim [387, 418].  Struktura 

chemiczna zwi�zku 7 to przypuszczalnie 3-O-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-

glukopiranozyd (25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-5α-furostano-2α,3β,22�,26-tetraolu 

[387, 418].  

Widmo masowe zwi�zku 8 (tR 30,34 min) charakteryzowała obecno�
 sygnału 

adduktu z Na przy m/z 1541 [M+Na]+ obok sygnału jonu typu [M+H−H2O] przy m/z

1501. Natomiast w trybie jonów ujemnych obserwowano obecno�
 sygnału 

deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1517 [M-H]- obok sygnału adduktu z 

kwasem mrówkowym przy m/z 1563 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane 

chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 
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418, 605, 606] zwi�zek 8 zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze 

sumarycznym  C68H110O37 - przypuszczalnie trigoneozyd  VI,  czyli  pochodn� 25(27)-

dieno-proto-diosgeniny (proto-sceptrumgeniny), zawieraj�cy przy atomie C-3 β-D-

glukopiranozylo-[[(4�1)β-D-glukopiranozylo-(3�1)β-D-glukopiranozylo-(6�1)β-D-

glukopiranozylo]-[(4�1)β-D-ksylopiranozylo]]-(2�1)α-L-ramnopiranoz� [387, 418]. 

Struktur� chemiczn� zwi�zku 8 okre�lono jako 3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-[[β-D-

ksylopiranozylo(1�4)]-[β-D-glukopiranozylo(1�6)]-β-D-glukopiranozylo(1�3)-β-D-

glukopiranozylo(1�4)]]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-furost-5,25(27)-

dieno-3β,22�,26-triolu [253, 387, 416, 418, 605, 606]. Trigoneozyd VI wyizolowali z 

surowca indyjskiego Yoshikawa i wsp. [606]. Natomiast Pang i wsp. [418] potwierdzili 

obecno�
 ww. zwi�zku w chi�skich  nasionach kozieradki metod� UPLC-Q-TOF-MSn  . 

W widmie masowym zwi�zku 9 (tR 31,17 min) otrzymanym w trybie jonów 

dodatnich obserwowano sygnały jonów odpowiadaj�ce: adduktowi z Na przy m/z 1543 

[M+Na]+ oraz jonowi typu [M+H−H2O] przy m/z 1503. Natomiast w widmie ESI-MS w 

trybie jonów ujemnych obserwowano sygnały deprotonowanego jonu molekularnego 

przy m/z 1519 [M-H]- obok sygnału adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 1565 [M-

H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci 

m/z, tR) oraz doniesienia literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606]  zwi�zek 9 

zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C68H112O37 - 

prawdopodobnie trigoneozyd  Va, czyli glikozyd proto-jamogeniny (25S),  zawieraj�cy 

w pozycji C-3 ła�cuch cukrowy β-D-glukopiranozylo-[(4�1)β-D-glukopiranozylo-

(3�1)glukopiranozylo-[(6�1)β-D-glukopiranozylo]-[(4�1)β-D-ksylopiranozylo]]-

(2�1)-L-ramnopiranozy [418, 606]. Przypuszczalna struktura chemiczna zwi�zku 9 to 

3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)][[β-D-ksylopiranozylo(1�4)]-[β-D-

glukopiranozylo(1�6)]-β-D-glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-

glukopiranozyd 26-O-β-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-5-eno-3β,22 �,26-triolu [418, 

606]. 

 Widmo zwi�zku 10 (tR 31,80 min) charakteryzowała obecno�
 sygnałów 

adduktu z Na przy m/z 1543 [M+Na]+ oraz jonu typu [M+H−H2O] przy m/z 1503 w 

trybie jonów dodatnich. Natomiast w trybie jonów ujemnych obserwowano sygnał 

deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1519 [M-H]-, obok sygnału adduktu z 

kwasem mrówkowym przy m/z 1565,90 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane 

chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 
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418, 605, 606] zwi�zek 10 zidentyfikowano jako .saponin� furostanow� o wzorze 

sumarycznym C68H112O37. Prawdopodobnie jest to 25R-izomer trigoneozydu Va - 

trigoneozyd Vb, b�d�cy pochodn� proto-diosgeniny (25R) [418, 606]. Warto�ci tR

trigoneozydu Vb w odniesieniu do trigoneozydu Va s� zgodne z danymi literaturowymi 

[418, 606]. Trigoneozyd Vb posiada w pozycji C-3 boczny ła�cuch β-D-

glukopiranozylo-[(4�1)β-D-glukopiranozylo-(3�1)glukopiranozylo-[(6�1)β-D-

glukopiranozylo]-[(4�1)β-D-ksylopiranozylo]]-[(2�1)-L-ramnopiranozy] [418, 606]. 

Struktur� chemiczn� zwi�zku 10 okre�lono przypuszczalnie jako 3-O-[α-L-

ramnopiranozylo(1�2)]-[[β-D-ksylopiranozylo(1�4)]-[β-D-glukopiranozylo(1�6)]-β-D-

glukopiranozylo(1�3)-β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-glukopiranozyd 26-O-β-D-

glukopiranozylo-(25R)-furost-5-eno-3β,22 �,26-triolu [418, 606]. Trigoneozydy Va oraz 

Vb wyizolowali z indyjskich nasion T. foenum-graecum  Yoshikawa i wsp. [606], a ich 

obecno�
 metod�  UPLC-Q-TOF-MSn  potwierdzono w surowcu chi�skim [418]. 

Z u�yciem techniki SIM wykazano w piku 11 obecno�
 dwóch zwi�zków 11 i 

11", które koeluowały w warunkach analizy HPLC (tR 32,1 min).  

W widmie ESI-MS zwi�zku 11 odnotowano obecno�
 jonu przy m/z 1411 

odpowiadaj�cego adduktowi z Na [M+Na]+ i przy m/z 1371 odpowiadaj�cego jonowi 

typu [M+H−H2O]+ w trybie jonów dodatnich. W trybie jonów ujemnych w widmie ESI-

MS zwi�zku 11 obecne były sygnały deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z

1387 [M-H]- obok sygnału adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 1433 [M-

H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci 

m/z, tR) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 11

zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C63H104O33. 

Prawdopodobnie jest to pochodna proto-diosgeniny (25R) lub proto-jamogeniny (25S), 

a ła�cuch boczny przy atomie w�gla C-3 zbudowany jest z 4 cz�steczek glukozy oraz 

1 cz�steczki ramnozy [253, 416, 418]. Zwi�zki o takiej strukturze zidentyfikowano w 

surowcu pochodzenia chi�skiego [253, 416, 418]. Pang i wsp. [416] wyizolowali dwa 

izomeryczne glikozydy furostanowe, których struktury rozpoznano jako 3-O-[β-D-

glukopiranozylo(1�6)]-[β-D-glukopiranozylo(1�3)][β-D-glukopiranozylo(1�4)]-[-L-

ramnopiranozylo(1�2)]-β-D-glukopiranozydy (25S/25R)-26-O-β-D-glukopiranozylo-

furost-5-eno-3β,22�,26-triolu.Obecno�
 ww. zwi�zków potwierdzono w pó�niejszych 

badaniach z u�yciem UPLC-QTOF-MSn  [418]. Natomiast Kang i wsp. [253] z u�yciem 

UPLC-QTOF-MSn rozpoznali glikozydowe formy proto-diosgeniny (25R) lub proto-

jamogeniny (25S), posiadaj�ce przy atomie w�gla C-3 ła�cuch 3-O-�-D-
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glukopiranozylo-[(2�1)
-L-ramnopiranozylo]-[(4�1)�-D-glukopiranozylo-(3�1)�-D-

glukopiranozylo-(6�1)�-D-glukopiranozy]. Struktur� chemiczn� zwi�zków 

rozpoznanych przez Kang i wsp. [253] okre�lono jako 3-O-[�-D-glukopiranozylo(1�6)-

�-D-glukopiranozylo(1�3)-�-D-glukopiranozylo(1�4)]-[
-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-

D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3β,22 �,26-triolu. 

W widmie masowym zwi�zku 11" obecne były sygnały odpowiadaj�ce 

adduktowi z Na przy m/z 1545 [M+Na]+  i jonowi typu [M+H−H2O] przy  m/z 1505 w 

trybie jonów dodatnich oraz deprotonowanemu jonowi molekularnemu przy m/z 1521 

[M-H]-  i adduktowi z kwasem mrówkowym przy m/z 1567 [M-H+HCOO]- w trybie jonów 

ujemnych.  Na podstawie uzyskanych danych chromatograficznych (m/z, tR), które 

porównano z danymi literaturowymi [253, 387, 416, 418, 605, 606], zwi�zek 11" 

zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C68H114O37 - 

prawdopodobnie trigoneozyd  VIIIb, czyli glikozyd  proto-tigogeniny (25R), posiadaj�cy 

w pozycji C-3 ła�cuch �-D-glukopiranozylo-[[(4�1)-�-D-glukopiranozylo-(3�1)-�-D-

glukopiranozylo]-[(6�1)-�-D-glukopiranozylo-(4�1)-�-D-ksylopiranozylo]]-(2�1)--L-

ramnopiranozy [418, 606] lub jego 25S epimer, którego aglikonem jest proto-

neotigogenina [253]. Struktur� chemiczn� zwi�zku 11" okre�lono przypuszczalnie jako 

3-O-�-D-glukopiranozylo-[[(4�1)-�-D-glukopiranozylo-(3�1)-�-D-glukopiranozylo]-

[(6�1)-�-D-glukopiranozylo(4�1)-�-D-ksylopiranozylo]]-(2�1)--L-ramnopiranozyd 

(25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3β,22�,26-triolu [606]. Trigoneozyd 

VIIIb wyizolowano z surowca indyjskiego [606] oraz metod� UPLC-Q-TOF-MSn

potwierdzono w surowcu pochodzenia chi�skiego obecno�
 25R obok 25S izomeru 

[418]. 

W widmie ESI-MS zwi�zków 12 (tR 33,77 min) i 13 (tR 34,22 min) obserwowano 

obecno�
 sygnałów: przy  m/z 1249, odpowiadaj�cych adduktom z Na [M+Na]+ i przy 

m/z 1209, odpowiadaj�cych jonom typu [M+H−H2O]+ w trybie jonów dodatnich. 

Natomiast w trybie jonów ujemnych widmo ESI-MS zwi�zków 12 i 13 charakteryzowała 

obecno�
 sygnałów przy m/z 1225, odpowiadaj�cych deprotonowanym jonom 

molekularnym [M-H]- oraz przy m/z 1271, odpowiadaj�cych adduktom z kwasem 

mrówkowym [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i 

spektralne (warto�ci m/z, tR) na tle danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 

606] zwi�zki 12 i 13 zidentyfikowano jako saponiny furostanowe o wzorze 

sumarycznym C57H94O28. Z uwzgl�dnieniem czasu retencji zwi�zek 12 zidentyfikowano 

wst�pnie jako trigoneozyd XIIIa (glikozyd proto-jamogeniny - 25S) natomiast zwi�zek 

13 - jako jego 25R epimer - trigoneozyd XIIIb (glikozyd proto-diosgeniny) [253, 418, 
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605]. Zwi�zki te posiadaj� w pozycji C-3 ła�cuch cukrowy �-D-glukopiranozylo-[(4�1)-

�-D-glukopiranozylo-(3�1)�-D-glukopiranozylo]-(2�1)-L-ramnopiranozy [253, 418, 

605]. Struktur� chemiczn� zwi�zków 12 i 13 okre�lono jako odpowiednio: 3-O-[ �-D-

glukopiranozylo(1�3)-�-D-glukopiranozylo(1�4)]-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-

glukopiranozyd (25S)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-β,22�-26-triolu oraz 3-

O-[�-D-glukopiranozylo(1�3)-�-D-glukopiranozylo(1�4)]-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-

�-D-glukopiranozyd (25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-β,22�-26-triolu 

[253, 418, 605]. Zwi�zek o podanej strukturze, wykryty przez Panga i wsp. [418], został 

nieprawidłowo opisany przez autorów jako trigoneozyd IIIa, co nie jest zgodne z 

badaniami Yoshikawa i wsp. [605], którzy jako pierwsi wyizolowali z nasion kozieradki 

trigneozyd IIIa i rozpoznali jego struktur� jako 3-O-�-D-glukopiranozylo(2�1)--L-

ramnopiranozydu proto-neotigogeniny.  Natomiast obecno�
 trigoneozydów XIIIa i XIIIb 

w nasieniu kozieradki pochodzenia afryka�skiego po raz pierwszy ujawnili Murakami i 

wsp. [387]. Nast�pnie ich obecno�
 potwierdzono w surowcu chi�skim z u�yciem 

UPLC-Q-TOF-MSn [418]. 

W widmie ESI-MS zwi�zku 14 (tR 34,89 min) obserwowano sygnały adduktów z 

Na przy m/z 911 [M+Na]+ obok sygnałów jonów typu [M+H−H2O]+  przy m/z 871 w 

trybie jonów dodatnich  oraz sygnały deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 

887 [M-H]- i adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 933 [M-H+HCOO]- w trybie jonów 

ujemnych. Porównuj�c otrzymane dane chromatograficzne (warto�ci m/z, tR) oraz dane 

literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 14 zidentyfikowano jako saponin�

furostanow� o wzorze sumarycznym C44H72O18. Opieraj�c si� na wynikach prac Panga 

i wsp. [253], zwi�zek 14 przypuszczalnie mo�e by
 glikozydem proto-diosgeniny (25R) 

lub proto-jamogeniny (25S), zawieraj�cym w pozycji C-3 �-D-glukopiranozylo(6�1)-�-

D-ksylopiranoz�. Natomiast bior�c pod uwag� prac� Kanga i wsp. [418], zwi�zek 14 

mo�na uzna
 równie� za pochodn� proto-makrantogeniny [253], zawieraj�c� w pozycji 

C-3 ła�cuch cukrowy �-D-glukopiranozylo(6�1)-�-D-ksylopiranozy lub za 22-deoksy-

trigoneozyd IIIa/IIIb, czyli 22-deoksy-pochodn� zwi�zku 23, który mo�e by
 jednym z 

dwóch izomerów [trigoneozydem IIIa (25S) lub IIIb (25R)]. Struktur� chemiczn�

zwi�zku 14 okre�lono jako 3-O-[�-D-ksylopiranozy(1�6)]-�-D-glukopiranozyd 

(25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-β,22�-26-triolu [418] lub 26-O-�-D-

glukopiranozylo-3-O-�-D-glukopiranozylo-(6�1)-�-D-ksylopiranozyd furost-5,25(27)-

dieno-3-β,22�-26-triolu [253]. Saponiny o podanej strukturze rozpoznano w surowcu 

pochodzenia chi�skiego. Pang i wsp. [418] po raz pierwszy zidentyfikowali metod�

UPLC-Q-TOF-MSn pochodn� proto-diosgeniny (25R) lub proto-jamogeniny (25S). 



211 

Natomiast Kang i wsp. [418] wykryli w nasionach kozieradki zarówno 22-deoksy-

trigoneozyd IIIa/IIIb, jak i pochodn� proto-makrantogeniny. Obecno�
 ww. saponin 

stwierdzono jedynie w surowcu chi�skim [253, 387, 416, 418, 605, 606]. Uwzgl�dniaj�c 

dane chromatograficzne i spektralne, przypisanie w sposób jednoznaczny struktury 

zwi�zku 14 jako jednej z wymienionych saponin, jest niemo�liwe. 

W opracowanych warunkach analiz HPLC, zwi�zki 15 oraz 15" ulegały koelucji 

(tR 35,54 min), a ich obecno�
 ujawniono z u�yciem techniki SIM. 

W widmie masowym zwi�zku 15 otrzymanym w trybie jonów dodatnich 

obserwowano sygnały adduktu z Na przy m/z 1087 [M+Na]+ i jonu typu [M+H−H2O]+

przy m/z 1047. Natomiast w widmie masowym otrzymanym w trybie jonów ujemnych 

obserwowano sygnały: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1063 [M-H]- 

oraz adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 1109 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c 

otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) oraz dane 

literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606]  zwi�zek 15 zidentyfikowano jako saponin�

furostanow� o wzorze sumarycznym  C51H84O23. - prawdopodobnie trigoneozyd IVa  

[418, 606], stanowi�cy pochodn� proto-jamogeniny (25S), zawieraj�c� w pozycji C-3 �-

D-glukopiranozylo-[(4�1)�-D-glukopiranozylo]-(2�1)-L-ramnopiranoz� [253, 418, 

606]. Struktur� chemiczn� zwi�zku 15 okre�lono przypuszczalnie jako 3-O-[�-D-

glukopiranozylo(1�4)]-[-L-ramnopiranozylo(1�2)]-�-D-glukopiranozyd (25S)-26-O-�-

D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3β,22�,26-triolu [253, 418, 606]. Tigoneozyd IVa z 

surowca indyjskiego wyizolowali po raz pierwszy Yoshikawa i wsp. [606]. Natomiast 

Pang i wsp. [418] metod�  UPLC-Q-TOF-MSn  potwierdzili jego wyst�powanie w 

materiale ro�linnym pochodzenia chi�skiego. 

W widmie ESI-MS zwi�zku 15" obserwowano sygnały adduktu z Na przy m/z

913 [M+Na]+ obok sygnału jonu typu [M+H−H2O]+ przy m/z 873 w trybie jonów 

dodatnich oraz w trybie jonów ujemnych: sygnał deprotonowanego jonu molekularnego

m/z 889 [M-H]- i adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 935 [M-H+HCOO]-. 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) na tle 

danych pi�miennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 15" zidentyfikowano jako 

saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C44H74O18. Mo�e by
 on trigoneozydem 

IIa lub jego 25R-epimerem (trigoneozyd IIb) [418, 605]. Przypuszczalna struktura 

chemiczna zwi�zku 15' to 3-O-[�-D-ksylopiranozylo(1�6)]-�-D-glukopiranozyd 

(25S/25R)-26-O-�-D-glukopiranozylo-5
-furostano-3β,22�,26-triolu [418, 605]. 

Trigoneozydy IIa i IIb wyizolowano z nasion T. foenum-graecum pochodzenia 
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indyjskiego [418, 605], a nast�pnie ujawniono ich obecno�
 równie� w surowcu 

chi�skim  [418, 605]. 

 W widmie masowym zwi�zku 16 (tR 36,08 min) w trybie jonów dodatnich 

obecne były sygnały jonów: przy m/z 1087 odpowiadaj�cy adduktowi z Na [M+Na]+ i 

przy m/z 1047 odpowiadaj�cy  jonowi typu [M+H−H2O]+. Natomiast w trybie jonów 

ujemnych obserwowano sygnały: odpowiadaj�cy deprotonowanemu jonowi 

molekularnemu przy m/z 1063 [M-H]- i odpowiadaj�cy adduktowi z kwasem 

mrówkowym przy m/z 1109 [M-H+HCOO]-. Porównano otrzymane dane 

chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR), z danymi literaturowymi [253, 387, 

416, 418, 605, 606] i zidentyfikowano zwi�zek 16 jako saponin� furostanow� o wzorze 

sumarycznym  C51H84O23. Przypuszczalnie jest to  25R-izomer trigoneozydu IVa  

(glikozyd F) - 3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1�2)]-[β-D-glukopiranozylo(1�4)]-β-D-

glukopiranozyd 26-O- β-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-5-eno-3β,22�,26-triolu [253, 

418, 606]. Zwi�zek ten po raz pierwszy wyizolowano z nasion kozieradki pochodzenia 

indyjskiego [606]. W badaniach z u�yciem UPLC-Q-TOF-MSn  potwierdzono obecno�


glikozydu F w surowcu chi�skim [253, 418]. 

 W widmach ESI-MS zwi�zków 17 (tR 36,24 min) i 18 (tR 36,98 min), 

otrzymanych w trybie jonów dodatnich obserwowano sygnały adduktów z Na przy m/z

1071 [M+Na]+ oraz jonów typu [M+H−H2O]+ przy m/z 1031. Natomiast w trybie jonów 

ujemnych obserwowano sygnały deprotonowanych jonów molekularnych przy m/z

1047 [M-H]-  obok sygnałów adduktów z kwasem mrówkowym przy m/z 1093 [M-

H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci 

m/z, tR) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zki 17 i 18, wst�pnie 

zidentyfikowano jako saponiny furostanowe o wzorze sumarycznym  C51H84O22, b�d�ce 

prawdopodobnie wzajemnymi (25S/25R)-epimerami. Warto�
 tR zwi�zku 18 (tR 36,98 

min) była zgodna z warto�ci� tR wzorcowej protodioscyny (25R). W widmie masowym 

wzorcowej protodioscyny, otrzymanym w trybie jonów dodatnich obserwowano 

sygnał adduktu z Na przy  m/z 1071 [M+Na]+ oraz przy m/z 1031 jonu typu 

[M+H−H2O]+. Natomiast w trybie jonów ujemnych obecne były sygnały 

deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1047 [M-H]- obok adduktu z kwasem 

mrówkowym przy m/z 1093 [M-H+HCOO]-. Sygnały wyst�puj�ce w widmie ESI-MS 

wzorcowej protodioscyny (w trybie jonów dodatnich oraz ujemnych) odpowiadały 

sygnałom widma ESI-MS zwi�zku 18. Jednorodno�
 piku 18 potwierdzono dodatkowo 

metod� HPLC w innych warunkach separacji. Pik 18 wydzielono w formie frakcji w 

wyniku rozdzielenia HPLC na kolumnie Discovery HS C-18 (150 mm x 2,1mm x 3 µm) 
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według programu elucji gradientowej IX, a nast�pnie wydzielon� frakcj� analizowano 

wobec wzorcowej protodioscyny na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 

µm) według programu elucji gradientowej XI, charakteryzuj�cego si� wzrastaj�cym 

st��eniem mieszaniny ACNl:kwas mrówkowy (99,9 :0,1, v/v) w 0,1% kwasie 

mrówkowym od 20% do 100% w czasie tG 45 minut. Potwierdzono zgodno�
 warto�ci 

tR zwi�zku 18 z protodioscyn� (tzw. zwi�zek C (ang. compound C)) 3-O-�-D-

glukopiranozylo-[(4�1)�-D-ramnopiranozylo]-(2�1)-L-ramnopiranozydem proto-

diosgeniny [253, 418, 606]. Zwi�zek C (ang. compound C), po raz pierwszy wyizolowali 

w 1974 roku ze �wie�ych kł�czy Dioscorea gracillima Kawaski i wsp. [267]. Autorzy 

okre�lili jego struktur� chemiczn� i zaproponowali nazw� zwyczajow�: protodioscyna. 

Jednak w pó�niejszych pracach [253, 418, 606], publikowanych w latach 1998-2013, 

zwi�zek opisywano jako  zwi�zek C (ang. compound C). Jedynie Hibasami i wsp. [205] 

w 2003 roku izoluj�c z nasion T. foenum-graecum saponin� furostanow� i ustalaj�c jej 

struktur� chemiczn� powrócili do nazwy protodioscyna. Variya i wsp. [563] oznaczyli 

ilo�ciowo protodioscyn� w przetworach z nasienia kozieradki metod� HPTLC. 

Uwzgl�dniaj�c trudno�ci w separacji 25-epimerów metod� chromatografii 

cienkowarstwowej oraz widoczne na zamieszczonych w publikacji chromatogramach 

niecałkowite rozdzielenie pasm zwi�zków saponinowych, proponowana przez autorów 

metoda wydaje si� problematyczna. Wobec identyfikacji zwi�zku 18 jako protodioscyny 

oraz otrzymanych danych widm ESI-MS(+) i ESI-MS(-), zwi�zek 17 zidentyfikowano 

jako jeden z dwóch 25-epimerów: protoneodioscyn� (trigonellozyd C) - pochodn�

proto-jamogeniny (25S-epimer protodioscyny) [79, 387, 418]. Struktura chemiczna 

zwi�zku 17 to przypuszczalnie 3-O-�-D-glukopiranozylo-[(4�1)-�-D-ramnopiranozylo]-

(2�1)--L-ramnopiranozyd proto-jamogeniny [253, 418, 606]. Trigonellozyd C z nasion 

kozieradki po raz pierwszy wyizolowali Bogacheva i wsp. [79].  Nast�pnie obecno�


ww. zwi�zku potwierdzono w badaniach izolacyjnych i chromatograficznych metod�  

UPLC-Q-TOF-MSn  [387, 418]. W stosowanych w niniejszej pracy warunkach 

rozdziele� HPLC kolejno�
 elucji protoneodioscyny (zwi�zek 17) i protodioscyny 

(zwi�zek 18) nie jest zgodna z opisan� przez Pang i wsp. [418]. Natomiast jest zgodna 

z kolejno�ci� elucji obserwowan� w otrzymanym rozdzieleniu HPLC dla pozostałych 

rozpoznanych zwi�zków saponinowych tworz�cych pary izomerów 25R i 25S, 

mianowicie zwi�zków 6 i 7, 9 i 10, 12 i 13, 15 i 16 oraz 21 i 22. Odnotowano, �e 

epimery 25S maj� ni�sze warto�ci tR w porównaniu do epimerów 25R. Mo�liwe, �e 

obserwowana kolejno�
 elucji zwi�zków 17 i 18, ze wzgl�du na fakt, �e porównano j� z 

wzorcem protodioscyny, jest bardziej wiarygodna ni� podana  przez Pang i wsp. [418]. 

Z drugiej strony  mo�e by
 ona zwi�zana z zastosowanymi przez Panga i wsp. [418] 

warunkami separacji. 
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 Poniewa� z u�yciem techniki SIM nie zidentyfikowano zwi�zku 19, 

przeprowadzono skanowanie w trybie jonów dodatnich oraz ujemnych, w zakresie mas 

[SCAN(+)]; [SCAN(-)] m/z 800-1600. Ujawniono, �e na chromatogramie jonu m/z 1049 

obecny jest pik zwi�zku 19 o tR 37,60 min. Widmo ESI-MS zwi�zku 19 

charakteryzowało si� obecno�ci� sygnału adduktu z Na przy m/z 1073  [M+Na]+ i  przy 

m/z 1033  jonu typu [M+H−H2O]+ w trybie jonów dodatnich. W trybie jonów ujemnych w 

widmie ESI-MS zwi�zku 19 obecne były sygnały: deprotonowanego jonu 

molekularnego przy m/z 1049 [M-H]- i adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z  1095 

[M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne 

(warto�ci m/z, tR) na tle dost�pnych danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 

606] stwierdzono, �e dotychczas w nasionach kozieradki nie opisano saponiny 

steroidowej, której widmo masowe odpowiadałoby otrzymanym danym. Natomiast w 

toku analiz HPLC-ESI-MS zespołu saponin steroidowych w kł�czach i li�ciach 

gatunków z rodzaju Ruscus ujawniono obecno�
 zwi�zku, odpowiadaj�cego 

otrzymanym danym, mianowicie (25R)-25,27-dihydroruskozyd [116].  

 Podobnie jak w przypadku zwi�zku 19, równie� identyfikacja zwi�zku 20 z 

u�yciem techniki SIM nie była efektywna. Dlatego przeprowadzono skanowanie w 

trybie jonów dodatnich oraz ujemnych, w zakresie mas [SCAN(+)]; [SCAN(-)] m/z 800-

1600, ujawniaj�c, �e na chromatogramie jonu  m/z 899 obecny jest pik zwi�zku 20 o tR 

38,18 min. Na otrzymanym w trybie jonów dodatnich widmie masowym zwi�zku 20

obserwowano sygnały: adduktu z Na przy m/z 923 [M+Na]+ i przy  m/z 883 jonu typu 

[M+H−H2O]+. Natomiast widmo ESI-MS, otrzymane w trybie jonów ujemnych 

cechowała obecno�
 sygnałów: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 899 

[M-H]- i adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 945 [M-H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c 

otrzymane dane chromatograficzne (warto�ci m/z, tR) stwierdzono, �e dotychczasowe 

analizy zespołu saponin steroidowych w nasieniu kozieradki [253, 387, 416, 418, 605, 

606] nie wykazały obecno�ci saponiny o masie cz�steczkowej odpowiadaj�cej masie 

zwi�zku 20. Natomiast Yoshikawa i wsp. [607] wyizolowali z m�skich kwiatów 

Borassus flabellifer 2 izomeryczne saponiny steroidowe o wzorze sumarycznym 

C45H72O18. Z u�yciem spektrometrii mas wysokiej rozdzielczo�ci z jonizacj� FAB 

(bombardowania szybkimi atomami) wykazano, �e oba zwi�zki zawieraj� w pozycji C-3 

ła�cuch �-D-glukopiranozylo-[(4�1)-L-ramnopiranozylo]-(2�1)-L-ramnopiranozy 

[607]. Natomiast aglikonami borassozydów B (23,27-dihydroksydioscyny) i C s�

odpowiednio: 23,27-dihydroksydiosgenina oraz 23, 27-dihydroksyjamogenina [607]. 
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 Widma ESI-MS zwi�zków 21 (tR 39,00 min) oraz 22 (tR 39,57 min) 

charakteryzowała obecno�
 sygnałów: adduktów z Na przy m/z 925 [M+Na]+  obok 

sygnałów przy m/z 885 jonów typu [M+H−H2O]+ w trybie jonów dodatnich. Natomiast 

na widmach ESI-MS zwi�zków 21 i 22, otrzymanych w trybie jonów ujemnych, 

obserwowano sygnały deprotonowanych jonów molekularnych przy m/z 901 [M-H]-

obok sygnałów adduktów z kwasem mrówkowym przy m/z 947 [M-H+HCOO]-. 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci m/z, tR) oraz 

dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606],  zwi�zki 21 i 22 zidentyfikowano jako 

izomeryczne saponiny furostanowe o wzorze sumarycznym C45H74O18 - odpowiednio: 

trigofenozyd A [177, 418] i glikozyd D [418, 605]. Oba zwi�zki posiadaj� w pozycji C-3 

ła�cuch 3-O-�-D-glukopiranozylo-(2�1)-L-ramnopiranozy [177, 387, 418]. Glikozyd D 

jest pochodn� proto-diosgeniny (25R) [418, 605], po raz pierwszy wyizolowan� z 

afryka�skich nasion  kozieradki przez Murakami i wsp. [387], natomiast trigofenozyd A 

jest 25S-epimerem glikozydu D [177, 418], pochodn� proto-jamogeniny, po raz 

pierwszy wyizolowan� przez Gupta i wsp. z nasion T. foenum-graecum pochodzenia 

indyjskiego [177, 418]. Obecno�
 trigofenozydu A i glikozydu D w surowcu chi�skim 

potwierdzono z u�yciem UPLC-Q-TOF-MSn [253, 418]. 

 W widmie masowym zwi�zku 23 (tR 40,50 min) obserwowano sygnał adduktu z 

Na przy  m/z 927 [M+Na]+ i sygnału jonu typu [M+H−H2O]+ przy m/z 887 w trybie jonów 

dodatnich oraz w trybie jonów ujemnych sygnałów: deprotonowanwgo jonu 

molekularnego przy m/z 903 [M-H]- i adduktu z kwasem mrówkowym przy m/z 949 [M-

H+HCOO]-. Uwzgl�dniaj�c otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (warto�ci 

m/z, tR) na tle danych pi�miennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwi�zek 23 

zidentyfikowano jako saponin� furostanow� o wzorze sumarycznym  C45H76O18 - 

przypuszczalnie jest to trigoneozyd IIIa lub jego 25R izomer - trigoneozyd IIIb  [253, 

418, 605]. Zwi�zki te zostały po raz pierwszy wyizolowane z nasion kozieradki przez 

Yoshikawa i wsp. [605]. Trigoneozyd IIIa jest pochodn� proto-jamogeniny (25S), 

natomiast trigoneozyd IIIb - proto-diosgeniny (25R) [253, 418, 605]. Oba zwi�zki 

posiadaj� w pozycji C-3 ła�cuch cukrowy 3-O-β-D-glukopiranozylo-(6�1)-β-D-

ksylopiranozy [253, 418, 605]. Trigoneozydy IIIa i IIIb rozdzielili z u�yciem UPLC-Q-

TOF-MSn Pang i wsp. [253, 418] oraz Kang i wsp. [253, 418]. Struktura chemiczna 

zwi�zku 23 to przypuszczalnie 3-O-[α-L-ramnopiranozylo(1 � 2)]-β-D-glukopiranozyd 

(25S/25R)-26-O-D-glukopiranozylo-5α-furostano-3β,22�,26-triolu [253, 418, 605]. 
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 W wyniku przeprowadzonych rozdziele� HPLC-ELSD-ESI-MS po raz pierwszy 

scharakteryzowano zespół saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum

pochodzenia krajowego.  Stwierdzono wyst�powanie w wyci�gu z nasion kozieradki 

pospolitej pochodzenia krajowego 26 saponin steroidowych, stanowi�cych saponiny 

furostanowe, zawieraj�ce od dwóch do sze�ciu cz�steczek cukrów. Spo�ród nich 24 

(1-18; 21-24) przypisano struktury zwi�zków wcze�niej zidentyfikowanych w nasionach 

kozieradki pochodzenia afryka�skiego i azjatyckiego. Ujawniono liczba saponin 

steroidowych jest  mniejsza ni� w surowcu pochodzenia chi�skiego [253, 418], w 

którym przez Pang i wsp. [418] z u�yciem UPLC-QTOF-MSn rozpoznali 46 zwi�zków. 

Natomiast Kang i wsp. [253] - wst�pnie zidentyfikowali 95 saponin, w tym 22 pary 

izomerów. 

 Uwzgl�dniaj�c intensywno�
 pików odpowiadaj�cym saponinom stwierdzono, 

�e w badanym zespole dominuj�: protodioscyna (zwi�zek C, zwi�zek 18) oraz 

trigoneozyd Vb (zwi�zek 10). Natomiast w ni�szych st��eniach obecne s�: trigoneozyd 

IVa (zwi�zek 15) i jego 25R-epimer - glikozyd F (zwi�zek 16), trigoneozyd Va (zwi�zek 

9) i protoneodioscyna (zwi�zek 17).  W wi�kszo�ci s� to pochodne diosgeniny (zwi�zki 

10,16,18) oraz jej 25S-epimeru - jamogeniny (zwi�zki 9,15,17), stanowi�cych główne 

�ródło diosgeniny, uwalnianej w warunkach hydrolizy kwasowej. 25S i 25R sapogeniny 

ulegaj� wzajemnej epimeryzacji [237, 339, 408], dlatego w kwa�nym �rodowisku 

jamogenina przekształca si� w diosgenin�. 

  Profil HPLC zwi�zków saponinowych w surowcu krajowym ró�nił si� od profilu 

saponin surowca chi�skiego. W profilu UPLC-ESI-Q/TOF-MS (low CE full scan) 

saponin steroidowych w nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia chi�skiego, 

najwy�sz� intensywno�ci� charakteryzował si� pik mieszaniny zwi�zku 

zidentyfikowanego jako trigonellozyd C (protoneodioscyna) z saponin� furostanow� o 

wzorze sumarycznym C51H86O23 [418]. Nieco ni�sz� intensywno�
 wykazywały piki 

mieszanin: trigoneozydu Ia z trigoneozydem XVIIb oraz trigoneozydu Ib z 

trigoneozydem XVIIa [418]. Bior�c pod uwag� typ aglikonu, nale�y odnotowa
, �e w 

chi�skich nasionach kozieradki obok protoneodioscyny, b�d�cej pochodn� proto-

jamogeniny, zwi�zkami dominuj�cymi s� pochodne proto-neogitogeniny (trigoneozydy 

Ia i XVIIa) oraz proto-gitogeniny (trigoneozydy Ib i XVIIb) [418]. W badanym surowcu 

pochodzenia krajowego obydwa zwi�zki wyst�puj� w ilo�ciach �ladowych.  
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Analiza saponin steroidowych w nasieniu kozieradki 

pochodzenia tureckiego i afryka�skiego metod� HPLC-ELSD 

 Badania prowadzono we współpracy z Khenifim Mohammedem Lamine z 

Département des Sciences  Naturelles et de la Vie école normal supérieure de 

Laghouat  (Algieria). Opracowan� metod� separacji HPLC-ELSD saponin steroidowych 

zastosowano w analizie wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki pospolitej 

pochodzenia tureckiego zebranych ze stanu naturalnego w prowincji Antalya (nasiona 

T1) oraz pochodzenia afryka�skiego otrzymane z Département des 

Sciences  Naturelles et de la Vie école normal supérieure de Laghouat  (Algieria) 

(nasiona T2).  

 Pomimo wykazanych ró�nic w zespole zwi�zków flawonoidowych pomi�dzy 

nasionami kozieradki pochodzenia krajowego a surowcem pochodzenia tureckiego i 

afryka�skiego, nie wykazano istotnych ró�nic w profilu zwi�zków saponinowych. 

Jednocze�nie, podobnie jak w przypadku surowca krajowego, otrzymane profile HPLC 

saponin steroidowych obecnych w nasionach kozieradki pochodzenia tureckiego 

(nasiona T1) i afryka�skiego (nasiona T2) ró�ni� si� od otrzymanego metod� HPLC-

LDD profilu tych zwi�zków w surowcu francuskim [430] oraz od otrzymanego metod�

UPLC-ESI-Q/TOF-MS (low CE full scan) profilu saponin steroidowych w surowcu 

chi�skim [253, 418]. 

Ryc. 64.  Chromatogramy HPLC-ELSD wyci�gów metanolowych z nasion kozieradki pospolitej 
ró�nego pochodzenia: A - surowiec pochodzenia krajowego, B - surowiec pochodzenia 
tureckiego (nasiona T1); C - surowiec pochodzenia afryka�skiego (nasiona T2).
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Analiza ilo�ciowa saponin steroidowych w wyci�gach i frakcji 

wyci�gu metanolowego z nasienia kozieradki pospolitej metod�

HPLC-ELSD 

Analiz� ilo�ciow� saponin steroidowych w wyci�gach z nasion T. foenum-

graecum metod� HPLC-ELSD prowadzono z wykorzystaniem warunków separacji 

opracowanych dla celów analizy jako�ciowej. Rozdzielenia prowadzono na dwóch 

poł�czonych szeregowo kolumnach Discovery C-18 (2 x 150 mm x 2,1 mm x 3 µm) w 

warunkach elucji gradientowej według programu X, charakteryzuj�cego si�

wzrastaj�cym st��eniem mieszaniny ACN:kwas mrówkowy (99,9:0,1, v/v) w 0,1% 

kwasie mrówkowym od 20% do 100% w czasie tG 90 minut, stosuj�c te same 

parametry pracy detektora ELSD.  Zwi�zki saponinowe analizowano w wyci�gach 

metanolowych z nasion kozieradki pochodzenia tureckiego i afryka�skiego. Ponadto do 

bada� przeznaczono: zliofilizowane wyci�gi: wodno-metanolowy (wyci�g A) i wodny 

przygotowany w postaci naparu  (wyci�g B) oraz frakcj� wyci�gu metanolowego (D) z 

nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego.  

Zawarto�
 saponin steroidowych oznaczono jako sum� w przeliczeniu na 

protodioscyn�. Opracowan� metod� zwalidowano w zakresie wyznaczenia krzywej 

regresji, granicy wykrywalno�ci, granicy oznaczalno�ci, powtarzalno�ci oraz precyzji 

(II.A.7.3.4.1.). W badanym zakresie st��e� wyznaczona krzywa regresji wykazywała 

zale�no�
 logarytmiczn�, co jest zgodne z danymi literaturowymi [586]. Otrzymane 

warto�ci parametrów walidacyjnych przedstawiono w tabeli 17. Natomiast oznaczon�

zawarto�
 saponin steroidowych w badanych wyci�gach i frakcji  przedstawiono w 

tabeli 18. 

 Oznaczona całkowita zawarto�
 saponin steroidowych w surowcu krajowym 

wyniosła 0,14% i była ni�sza ni� w analizowanym porównawczo surowcu tureckim i 

afryka�skim (0,20%) (tab. 17). Na tle doniesie� literaturowych [43, 338], nasiona 

kozieradki pochodzenia krajowego stanowi� surowiec o stosunkowo niskiej zawarto�ci 

saponin steroidowych, co potwierdziły równie� wyniki oznaczenia diosgeniny po 

hydrolizie kwasowej metod� chromatografii cienkowarstwowej. Całkowita zawarto�


saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum, pochodz�cych z  ró�nych 

genotypów, otrzymanych z indyjskiego Narodowego Banku Genów, oznaczona z 

u�yciem metod spektrofotometrycznych wynosiła od 0,92 - 1,68 g/100 g suchej masy 

[43]. Natomiast Madhava Naidu i wsp. [338] analizuj�c nasiona kozieradki pochodzenia 

indyjskiego wykazali zawarto�
 saponin steroidowych na poziomie 5,12 g/100 g.  
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Parametry walidacyjne

Krzywa regresji, 

współczynnik korelacji 

� � ���
��������
�����

R2= 0,999 

Granica wykrywalno�ci (LOD)[ µg/ml] 48,99 

Granica oznaczalno�ci (LOQ) [µg/ml] 146,97 

Precyzja jednodniowa [RSD,%] 1,92 

Powtarzalno�	 [RSD,%] 1,80 

Tab.17. Parametry walidacji opracowanej metody HPLC-ELSD oznaczania ilo�ciowego saponin 
steroidowych w wyci�gach z nasion kozieradki pospolitej. 
  

Wyci�g / frakcja Zawarto�	 w 1 mg liofilizatu [µg]

Wyci�g A 135,157±4,74 

Wyci�g B 63,134±8,14 

Frakcja D 163,182±11,03 

Wyci�gi metanolowe

z nasion T. foenum-graecum

Zawarto�	 w 1 ml wyci�gu 

[µg] 

Zawarto�	 w 1 g 

surowca [%] 

pochodzenia krajowego 28,12 0,14 

pochodzenia tureckiego i 

afryka�skiego
39,19 0,20 

Tab.18. Zawarto�
 saponin steroidowych w przeliczeniu na protodioscyn� oznaczona metod�
HPLC-ELSD w  wyci�gach organicznych i frakcjach  z nasion kozieradki pospolitej ró�nego 
pochodzenia. 

  

 Oznaczona metod� HPLC-ELSD suma saponin steroidowych w badanym 

surowcu (0,14%) oraz zawarto�
 diosgeniny, oznaczona metod� HPTLC z analiz�

densytometryczn�  (0,12%) wskazuj�, �e główn� cz��
 zespołu saponin steroidowych 

w badanym surowcu krajowym stanowi� zwi�zki, z których w wyniku hydrolizy 

kwasowej uwalniana jest diosgenina. Otrzymane dane s� zgodne z danymi 

literaturowymi  [431, 541, 542].  

 Spo�ród analizowanych wyci�gów (70% metanolu - A, naparu - B oraz frakcji 

wyci�gu metanolowego - D), przeznaczonych do bada� aktywno�ci cytotoksycznej i 

przeciwdrobnoustrojowej, najwy�sz� zawarto�ci� saponin steroidowych 

charakteryzowała si� frakcja D (163,182±11,03 µg/mg liofilizatu). Nieco ni�sz�

zawarto�
 badanych zwi�zków wykryto w wyci�gu A otrzymanym z u�yciem 70% 

metanolu (135,157±4,74 µg/mg liofilizatu). Natomiast najni�szym st��eniem saponin 

steroidowych charakteryzował sie wyci�g B otrzymany w formie naparu  (63,134±8,14 

µg/mg liofilizatu). 



220 

B. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADA� AKTYWNO�CI 

BIOLOGICZNEJ 

1. Omówienie wyników bada� aktywno�ci cytotoksycznej. 

 Ocen� aktywno�ci cytotoksycznej prowadzono wobec linii ludzkich komórek 

nowotworowych: raka szyjki macicy HeLa, gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz 

białaczki limfoblastycznej MOLT-4, które inkubowano w ci�gu 24 godzin w obecno�ci 

badanych wyci�gów i frakcji z nasion kozieradki oraz pojedynczych zwi�zków jako ich 

składników. Jako kontrol� wykorzystano nienowotworow� lini� ludzkich keratynocytów 

HaCaT, stosunkowo łatw� w hodowli i charakteryzuj�c� si� nieograniczon� liczb�

podziałów.  W ocenie aktywno�ci cytotoksycznej wyci�gów i metabolitów wtórnych z 

nasion T. foenum-graecum stosowano test redukcji soli tetrazolowej MTT oraz system 

RealTimexCELLigence.

 Test MTT umo�liwia ocen� aktywno�ci metabolicznej komórek i wykorzystuje 

zjawisko redukcji rozpuszczalnej w wodzie, �ółtej lub białej soli tetrazolowej (bromku 3-

4,5-dimetylo-2-ilo-2,5-difenylotetrazolu) do nierozpuszczalnych kryształów 

ciemnoniebieskiego formazanu przez mitochondrialne dehydrogenazy pirogronianowe 

�ywych komórek. Ilo�
 powstałego formazanu, oceniana spektrofotometrycznie po 

rozpuszczeniu kryształów w dimetylosulfotlenku lub izopropanolu, jest proporcjonalna 

do liczby �ywych komórek i umo�liwia ocen� stopnia ich prze�ywalno�ci [7].  

 System RealTimexCELLigence (RTCA) stanowi nowoczesne narz�dzie 

diagnostyczne wykorzystywane do oceny aktywno�ci cytotoksycznej zwi�zków in vitro 

[4]. Umo�liwia obserwacj� �mierci komórek, ocen� stopnia ich �ywotno�ci oraz 

proliferacji i migracji  [4]. Nie wymaga stosowania barwników i znaczników, a procesy 

zachodz�ce w komórkach - w przeciwie�stwie do testu MTT - obserwowane s� w 

czasie rzeczywistym - sygnał z systemu RTCA przesyłany jest do komputera w czasie 

trwania eksperymentu, bez ingerencji badacza. System RTCA wykorzystuje pomiar 

zmian impendancji (Z) w hodowli komórek adherentnych, prowadzonej na specjalnych, 

16-dołkowych płytkach hodowlanych E-Plate, które w 80% pokryte s� zintegrowanymi 

mikrosensorami [4]. Impendancja (Z) stanowi opór wypadkowy pomi�dzy oporem 

pojemno�ciowym i oporem wła�ciwym, a jej zmiany w hodowli komórkowej zwi�zane 

s� z �ywotno�ci� komórek, ich wielko�ci�, morfologi�, adhezj� i zmian� liczebno�ci [4, 

101]. Umo�liwia to stosowanie techniki RTCA w ocenie cytotoksyczno�ci zwi�zków i 

wyci�gów, poprzez obserwacj� wzrostu, proliferacji, adhezji i �mierci komórek, oraz 
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kontrol� ich jako�ci [4]. Pomiar zmian impendancji słu�y do wyznaczenia 

podstawowego parametru eksperymentu,  tzw. Cell Index (CI): 

�� �
��� � ����

����

CI - cell index 
Zi - impendancja w dowolnym momencie eksperymentu 
Z0 – impedancja w punkcie pocz�tkowym eksperymentu 

 Do bada� przeznaczono zliofilizowane wyci�gi z nasion T. foenum-graecum, 

otrzymane przez ekstrakcj� z u�yciem 70% metanolu (wyci�g A), wody (wyci�g B, 

przygotowany w postaci naparu) lub metanolu (wyci�g C) oraz frakcj� D wyci�gu 

metanolowego, uzyskanego w wyniku trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w 

aparacie Soxhleta (II.B.1.5.). Zliofilizowane wyci�giA i B oraz frakcj� D rozpuszczono w 

DMSO (wyci�g A), wodzie dejonizowanej (wyci�g B) lub metanolu (frakcja D), 

otrzymuj�c do bada� odpowiednie st��enia wyj�ciowe: 10 mg/ml dla wyci�gu A i frakcji 

D oraz 0,375 mg/ml dla wyci�gu B. Obok wyci�gów i frakcji do oceny aktywno�ci 

cytotoksycznej przeznaczono 11 zwi�zków chemicznych, wcze�niej identyfikowanych 

w surowcu, z grupy C-glikozydów flawonowych  (witeksyna, orientyna, izoorientyna, 

wicenina-1, wicenina-2, wicenina-3), sapogenin steroidowych (diosgenina, jamogenina, 

tigogenina i esmilagenina) oraz alkaloidów  (trygonelina) w formie roztworów w 

metanolu o st��eniu 1 mg/ml. Aktywno�
 cytotoksyczn� diosgeniny, jamogeniny, 

tigogeniny, wyci�gu 70% metanolu (A) i wyci�gu wodnego (B) oraz frakcji wyci�gu 

metanolowego (D) oceniano z u�yciem testu MTT oraz systemu RTCA, natomiast w 

celu oceny aktywno�ci cytotoksycznej C-glikozydów flawonowych, esmilageniny, 

trygoneliny oraz wyci�gu metanolowego (C) zastosowano test MTT. Do�wiadczenie 

zaprojektowano tak, aby ostateczne st��enie rozpuszczalników w pojedynczym dołku 

hodowlanym nie przekraczało: DMSO - 0,8%, metanol - 4%. St��enie DMSO w 

zakresie 0,5-1,0% oraz 4% st��enie metanolu nie powoduj� znacz�cego spadku 

�ywotno�ci komórek badanych linii komórkowych [102, 507]. Kontrolnie oceniano 

wpływ rozpuszczalników na komórki i wykazano, �e w maksymalnych st��eniach 

stosowanych w eksperymentach nie wykazuj� one działania cytotoksycznego, co 

umo�liwia prawidłow� ocen� zmian ich prze�ywalno�ci. 

Wyniki aktywno�ci cytotoksycznej wyci�gów i frakcji z nasionT. foenum-

graecum oraz substancji wzorcowych, wobec ró�nych linii komórkowych, otrzymane z 

u�yciem testu MTT oraz systemu RealTimexCELLigence przedstawiono w tabelach 

19-23. 
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Linia  
komórkowa 

Wyci�g A Wyci�g B Frakcja D 
IC50 [µg/ml] ± SD 

HeLa 13,47 ± 0,62 17,43 ± 0,3 3,91 ± 0,03 

SKOV-3 10,34  ± 0,16 16,68  ± 0,6 3,97 ± 0,07 

MOLT-4 16,18 ± 1,14 26,55 ± 0,07 7,75 ± 0,37 

HaCaT 3,58 ± 0,21 16,67 ± 0,22 3,94 ± 0,04 

Tab.19. Aktywno�
 cytotoksyczna wyci�gów A i B oraz frakcji D z nasion T. foenum-
graecum wobec badanych linii komórkowych oznaczona z u�yciem testu MTT. 

Linia 
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IC50 [µg/ml]
HeLa > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 

SKOV-3 n.b. > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 

HaCaT > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 
n.b. - nie badano 

Tab.20. Aktywno�
 cytotoksyczna wzorcowych C-glikozyloflawonów wobec badanych 
linii komórkowych oznaczona z u�yciem testu MTT. 

Linia  
komórkowa 

Jamogenina Tigogeniny octan Diosgenina Esmilagenina 
IC50 [µg/ml] ± SD 

HeLa 16,5 ± 0,59 35,6 ± 3,69 16,3 ± 0,26 n.b.* 

SKOV-3 16,7 ± 0,08 >50  19,3 ± 0,97 17,96 ± 1,29 

HaCaT 9,7 ± 0,91 31,1 ± 2,31 12,4 ± 0,5 n.b.* 

Tab.21. Aktywno�
 cytotoksyczna wzorcowych sapogenin steroidowych wobec 
badanych linii komórkowych oznaczona z u�yciem testu MTT. 

Linia  
komórkowa 

Wyci�g A Wyci�g B Frakcja D 
IC50 [µg/ml] ± 

SD 
R2 IC50 [µg/ml] ± 

SD 
R2 IC50 [µg/ml] ± 

SD 
R2

HeLa 9,65 ± 0,78 0,83 31,45 ± 0,21 0,97 3,99 ± 0,26 0,97

SKOV-3 7,73 ± 0,1 0,98 26,4 ± 0,71 098 2,26 ± 0,78 0,90

HaCaT 5,06 ± 0,36 0,54 35,26 ± 0,34 0,99 4,84 ± 1,22 0,89

R2 - współczynnik determinacji  

Tab.22. Aktywno�
 cytotoksyczna wyci�gów A i B oraz frakcji D z nasion T. foenum-
graecum wobec badanych linii komórkowych oznaczona z u�yciem systemu 
RealTimexCELLigence. 
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Linia 
komórkowa 

Jamogenina Tigogeniny octan Diosgenina
IC50 [µg/ml] ± SD R2 IC50 [µg/ml] ± SD R2 IC50 [µg/ml] ± SD R2

HeLa 19,6 ± 1,41 0,92 25,1 ± 0,12 0,85 28,0 ± 2,40 0,87 
SKOV-3 23,9 ± 1,48 0,97 28,3 ± 3,46 0,95 16,9 ± 2,89 0,91 
HaCaT 16,4 ± 1,41 0,94 32,7 ± 0,07 0,89 23,4±0,42 0,91 

n.b. - nie badano 

Tab.23. Aktywno�
 cytotoksyczna wzorcowych sapogenin steroidowych  wobec 
badanych linii komórkowych oznaczona z u�yciem systemu RealTimexCELLigence. 

 Dane literaturowe nie opisuj� aktywno�ci cytotoksycznej przetworów z 

Foenugraeci Semen oraz badanych metabolitów wtórnych wobec linii komórkowych 

gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz białaczki limfoblastycznej MOLT-4 (z wyj�tkiem 

protodioscyny). Równie� potencjalna aktywno�
 tigogeniny, jamogeniny i esmilageniny 

wobec badanych linii komórkowych pozostaje nieznana. 

 W niniejszej pracy po raz pierwszy przeprowadzono ocen� aktywno�ci 

cytotoksycznej przetworów z nasion T. foenum-graeum oraz C-glikozyloflawonów i 

sapogenin wobec linii komórkowej SKOV-3 oraz wyci�gów i frakcji z nasion kozieradki 

wobec linii komórkowej MOLT-4. Do oceny aktywno�ci cytotoksycznej T. foenum-

graecum równie� po raz pierwszy u�yto system RealTimeXCELLigence.

 Analizuj�c otrzymane wyniki bada� aktywno�ci cytotoksycznej uwzgl�dniono 

ograniczenia przyj�te przez Ameryka�ski Narodowy Instytut Raka (ang. US National 

Cancer Institute - NCI). NCI realizuje Projekt Bada� Przesiewowych, w ramach którego 

prowadzone s� analizy skryningowe aktywno�ci cytotoksycznej wyci�gów ro�linnych 

oraz metabolitów wtórnych wobec 60 linii ludzkich komórek nowotworowych [36, 306]. 

Przyj�to, �e za aktywne cytotoksycznie mo�na uzna
 te zwi�zki/wyci�gi, dla których 

wyznaczona warto�
 IC50 (st��enie wyci�gu/zwi�zku, przy którym obserwuje si� 50% 

zahamowanie wzrostu komórek) wynosi < 20-30 �g/ml [36, 306, 345]. Dlatego 

wszystkie badane C-glikozyloflawony (witeksyn�, orientyn�, izoorientyn�, wicenin�-1, 

wicenin�-2 i wicenin�-3), alkaloid trygonelin� oraz wyci�g C uznano za nieaktywne, 

poniewa� warto�ci IC50 wobec badanych linii komórkowych, uzyskane w te�cie MTT 

przekraczały 50 µg/ml (tab.20.). Jakkolwiek w toku bada� prowadzonych przez innych 

autorów niektóre C-glikozydy flawonowe uznano za aktywne przeciwnowotworowo i 

proapoptotycznie wobec ró�nych linii komórkowych, np. ludzkiej białaczki U937 

(witeksyna IC50~200,34 �M [307]), raka przełyku EC109  (witeksyna i orientyna; 80 µM; 

zahamowanie wzrostu o 20,08% ± 1,16 i 34,08% ± 1,16 komórek, odpowiednio [625]), 

raka szyjki macicy HeLa [173] (orientyna; zahamowanie wzrostu 17,12% ± 0,25 

komórek), raka w�trobowo-komórkowego HepG2 [608, 609]  (izoorientyna) oraz raka 
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prostaty (linie komórkowe PC-3, DU-145 and LNCaP) (wicenina-2; IC50 44±3 �M; 

orientyna IC50124±7 �M) [392].  

 Oznaczone warto�ci IC50 dla badanych wyci�gów A i B, frakcji D oraz 

wzorcowych sapogenin (jamogeniny, tigogeniny, diosgeniny i esmilageniny) wobec 

badanych linii komórkowych umo�liwiły zakwalifikowanie wymienionych 

wyci�gów/frakcji/zwi�zków do posiadaj�cych aktywno�
 cytotoksyczn�.  

 Wyniki otrzymane w zakresie oceny siły działania cytotoksycznego z u�yciem 

systemu RealTimexCELLigence były w wi�kszo�ci zgodne z wynikami uzyskanymi w 

te�cie MTT, z wyj�tkiem tigogeniny, która wobec linii komórek nowotworowych SKOV-3  

nie ujawniła aktywno�ci w te�cie MTT (IC50>50 µg/ml), natomiast w badaniach z 

u�yciem systemu RTCA wykazywała działanie przeciwnowotworowe na poziomie IC50 

28,3 ± 3,46 µg/ml. 

 Dotychczas w wielu pracach analizowano aktywno�
 cytotoksyczn� diosgeniny 

[107, 311, 314, 318, 321, 324, 369, 377, 445-447, 489], jednak wpływ na wykorzystan�

w niniejszych badaniach lini� komórek SKOV-3 zarówno diosgeniny, jak i tigogeniny, 

esmilageniny oraz jamogeniny nie był oceniany. Dotychczas stwierdzono jedynie 

antyproliferacyjne działanie tigogeniny i smilageniny wobec linii komórek 

kostniakomi�saka 1547 [106, 555]. Znana jest równie� aktywno�
 cytotoksyczna 

glikozydowych form tigogeniny, przy czym  Ohtsuki i wsp. [406] w badaniach zespołu 

saponin steroidowych z Agave fourcroydes udowodnili, �e działaniem 

proapoptotycznym wobec linii HeLa wyró�niaj� si� heksa-glikozydy sapogenin, 

podczas, gdy formy di-glikozydowe pozostaj� nieaktywne (IC50 dla heksa-glikozydu 

tigogeniny wobec linii HeLa wynosiło 4,8 µg/ml).  

 Równie� wła�ciwo�ci cytotoksyczne wolnej jamogeniny nie były badane, 

jakkolwiek prowadzono badania nad jej formami glikozydowymi, m.in. potwierdzono 

aktywno�
 3-O-�-D-glukozylo(6�1)-3-O-�-D-glukozydu jamogeniny, wyizolowanego z 

Solanum torvum (Solanaceae) wobec szeregu linii komórkowych, m.in. raka �oł�dka 

MCG-803 (IC50  25,2 µg/ml),  w�trobowo-komórkowego Hep2G2 (IC50  32,7 µg/ml)raka 

płuc A549 (IC50  34,2 µg/ml) i raka piersi MCF-7 (IC50  29,4 µg/ml) [332, 432, 604].  

 Spo�ród poddanych ocenie aktywno�ci cytotoksycznej sapogenin steroidowych, 

według wyników uzyskanych w te�cie MTT, najsilniejszym działaniem wobec linii HeLa 

charakteryzowały: jamogenina (IC5016,5 ± 0,59 µg/ml) oraz diosgenina  (IC50 16,3±0,26 

µg/ml), podczas gdy obserwowana aktywno�
 tigogeniny była niemal dwukrotnie 

ni�sza (IC5035,6±3,69 µg/ml). Natomiast wyniki otrzymane z u�yciem systemu RTCA 

wskazuj�, �e siła aktywno�ci sapogenin wzrasta w nast�puj�cej kolejno�ci: diosgenina 

(IC50 28,0±2,40 µg/ml), tigogenina (IC50 25,1±0,12 µg/ml), jamogenina (IC5019,6±1,41 
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µg/ml). Wyznaczone w te�cie MTT warto�ci IC50 dla diosgeniny wobec linii komórek 

HeLa (IC50 16,3 ± 0,26 µg/ml) s� zbli�one do warto�ci IC50 otrzymanych przez innych 

autorów (IC5018,2 µg/ml [577], IC50 30 µmol/L [220] �12 µg/ml).  

 Aktywno�
 cytotoksyczna diosgeniny, jamogeniny i esmilageniny wobec linii 

gruczolakoraka jajnika SKOV-3, oceniana w te�cie MTT była zbli�ona, a warto�ci IC50

wynosiły odpowiednio: 16,7±0,08 µg/ml (jamogenina), 19,3±0,97 µg/ml (diosgenina), 

17,96±1,29 µg/ml (esmilagenina). W oparciu o wytyczne NCI tigogenina nie 

wykazywała aktywno�ci cytotoksycznej (IC50 > 50 µg/ml). Natomiast w badaniach 

działania cytotoksycznego z u�yciem systemu RTCA aktywno�
 przeciwnowotworow�

ujawniły wszystkie badane sapogeniny, a otrzymane warto�ci IC50 wynosiły 

odpowiednio: 16,9±2,89 µg/ml - diosgenina, 23,9±1,48 µg/ml - jamogenina i 28,3±3,46 

µg/ml - tigogenina. 

 Otrzymane wyniki s� pierwszymi danymi o aktywno�ci cytotoksycznej 

jamogeniny. Ponadto uzupełniaj� dane o aktywno�ci diosgeniny, tigogeniny i 

esmilageniny oraz - uwzgl�dniaj�c obecno�
 wymienionych zwi�zków jako aglikonów 

saponin steroidowych w nasionach kozieradki - równie� dane o aktywno�ci 

przeciwnowotworowej surowca. 

 W niniejszej pracy po raz pierwszy przeprowadzono ocen� w aktywno�ci 

przeciwnowotworowej przetworów z Foenugraeci Semen wobec linii komórkowych 

gruczolakoraka jajnika SKOV-3 i MOLT-4. Spo�ród badanych wyci�gów i frakcji z 

nasion T. foenum-graecum, najsilniejsz� aktywno�ci� cytotoksyczn� charakteryzowała 

si� frakcja wyci�gu metanolowego (D), dla której warto�ci IC50 wynosiły odpowiednio: 

wobec linii HeLa3,91 ± 0,03 µg/ml (MTT) i 3,99 ± 0,26 µg/ml (RTCA), wobec linii 

SKOV-3 3,97 ± 0,07 µg/ml (MTT) i 2,26 ± 0,78 µg/ml (RTCA), wobec linii MOLT-4 7,75 

± 0,37 µg/ml (MTT). 

 Nieco słabsz� aktywno�
 cytotoksyczn� obserwowano dla wyci�gu 

otrzymanego z u�yciem 70% metanolu(A), dla którego warto�ci IC50 wynosiły 

odpowiednio: wobec linii HeLa13,47 ± 0,62µg/ml (MTT) i 9,65±0,78 µg/ml (RTCA), 

wobec linii SKOV-3 10,34 ±0,16 µg/ml (MTT) i 7,73±0,1 µg/ml (RTCA), natomiast 

wobec linii MOLT-4 16,18±1,14µg/ml (MTT).  

 Wyci�g wodny, otrzymany w postaci naparu(B) był mniej aktywny wobec 

badanych linii komórek nowotworowych w porównaniu do frakcji wyci�gu 

metanolowego (D) i wyci�gu 70% metanolu (A). Warto�ci IC50 dla wyci�gu B wynosiły 

odpowiednio: wobec linii HeLa 17,43±0,3 µg/ml (MTT) i 31,45±0,21 µg/ml (RTCA), 

wobec linii SKOV-3 16,68±0,6 µg/ml (MTT) i 26,4±0,71 µg/ml (RTCA), natomiast 

wobec linii MOLT-4 26,55±0,07 µg/ml (MTT). 
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FRAKCJA D 

Linia komórkowa HeLa Linia komórkowa SKOV-3

WYCIG A

Linia komórkowa HeLa Linia komórkowa SKOV-3

WYCIG B

Linia komórkowa HeLa Linia komórkowa SKOV-3

Ryc.65. Wpływ badanej frakcji D oraz wyci�gów A i B z nasion T. foenum-graecum na linie 
komórkowe HeLa i SKOV-3 (system RealTimexCELLigence; oprogramowanie RTCA 1.2.1.). 
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Wykazano, �e wyznaczone warto�ci IC50 wyci�gów wodno-alkoholowego (70% 

metanol) (wyci�g A) i wodnego (wyci�g B) oraz frakcji wyci�gu metanolowego (D) z 

nasion T. foenum-graecum wobec linii ludzkiego raka szyjki macicy HeLa s� znacz�co 

ni�sze od warto�ci IC50 analizowanego przez Atkas i wsp. [20] wyci�gu metanolowego 

z surowca (IC50 84,0 ± 0,34 �g/ml).  

 Obserwowana zró�nicowana aktywno�
 cytotoksyczna badanych wyci�gów 

wodno-alkoholowego (70% metanol) (wyci�g A) i wodnego (wyci�g B) oraz frakcji 

wyci�gu metanolowego (D) z nasion kozieradki jest skorelowana z oznaczon� w nich 

zawarto�ci� C-glikozyloflawonów. Najwy�sze st��enia C-glikozyloflawonów obok 

saponin steroidowych, w przeliczeniu na 1 mg liofilizatu, stwierdzono we frakcji 

wyci�gu metanolowego (D) (823,68±0,05 µg oraz 163,182±11,03 µg, odpowiednio). 

Wyci�g wodno-alkoholowy (A) zawierał ponad 7-krotnie mniej C-glikozydów 

flawonowych ni� frakcja D (113,368±0,09 µg), ale jedynie nieznacznie mniej saponin 

steroidowych  (135,157±4,74 µg). Natomiast wyci�g wodny (B) o najsłabszym działaniu 

cytotoksycznym, wyró�niał si� najni�sz� zawarto�ci� badanych metabolitów wtórnych. 

Zawierał ponad 22 razy mniej C-glikozyloflawonów w porównaniu do frakcji wyci�gu 

metanolowego (D) i 3-krotnie mniej w porównaniu do wyci�gu otrzymanego z u�yciem 

70% metanolu (A) (36,769±0,29 µg). Zawarto�
 saponin steroidowych w wyci�gu 

wodnym B była ponad dwukrotnie ni�sza w porównaniu do wyci�gu A i frakcji D 

(63,134±8,14 µg).  

 Ró�nice w zawarto�ci saponin steroidowych pomi�dzy wyci�giem 70% 

metanolu (A) i wodnym (B) s� niewielkie i nie wi��� si� bezpo�rednio ze znacz�c�

ró�nic� w aktywno�ci cytotoksycznej. Jakkolwiek nale�y podkre�li
, �e w niniejszych 

badaniach oceniano aktywno�
 cytotoksyczn� wolnych sapogenin, natomiast w 

badanych wyci�gach z nasion kozieradki obecne s� ich formy glikozydowe, dla których 

udowodniono  aktywno�
 przeciwnowotworow� i proapoptotyczn� [55, 205, 325, 433, 

552, 571, 573, 578]. St�d obserwowana aktywno�
 cytotoksyczna badanych wyci�gów 

nie musi by
 skorelowana z aktywno�ci� wolnych aglikonów. 

 Dominuj�cym zwi�zkiem saponinowym w Foenugraeci Semen pochodzenia 

krajowego jest protodioscyna. National Cancer Institute opublikował raport o 

aktywno�ci cytotoksycznej protodioscyny wobec 60 ró�nych linii komórek 

nowotworowych, z którego wynika, �e saponina jest aktywna wobec wi�kszo�ci z nich 

[215]. Szczególn� wra�liwo�ci� na protodioscyn� charakteryzuj� si� białaczki, 

nowotwory jelita grubego oraz nowotwory prostaty [215]. Ponadto ujawniono, �e 

protodioscyna wykazuje selektywn� aktywno�
 cytotoksyczn� (IC50< 2µM), wobec 

niektórych linii komórek nowotworowych m.in. nowotworów jelita grubego HCT-116 

oraz SW-620, niedrobnokomórkowego raka płuc A549/ATCC, białaczki 
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limfoblastycznej MOLT-4, nowotworu układu nerwowego SNB-75, raka nerek 786-0 i 

czerniaka LOX IMVI [215]. Natomiast ujawniona aktywno�
 cytotoksyczna 

protodioscyny wobec linii komórek nowotworu układu nerwowego EKVX, czerniaka SK-

MEL-2, nowotworów jajników OVCAR-3 i OVCAR-5, nowotworów nerek ACHN i TK-10 

oraz nowotworów piersi MDA-MB-231 i HS 578T była umiarkowana - warto�ci IC50

wynosiły 10-35 µM [215]. Linia komórek nowotworu nerek  A498 była niewra�liwa na 

działanie protodioscyny (IC50 > 100 µM) [215]. Dodatkowo badania wskazuj�, �e pod 

wpływem protodioscyny w komórkach ludzkiej białaczki HL-60 dochodziło do indukcji 

apoptozy, natomiast wzrost komórek ludzkiego raka �oł�dka KATO III był 

zahamowany, ale nie obserwowano indukcji apoptozy [205]. W �wietle powy�szych 

danych literaturowych ró�na zawarto�
 protodioscyny w badanych wyci�gach A 

(wodno-metanolowym) i B (wodnym) oraz frakcji D wyci�gu metanolowego mo�e 

stanowi
 wyja�nienie obserwowanej i zró�nicowanej ich aktywno�ci wobec linii 

białaczki limfoblastycznej MOLT-4. 

 Uwzgl�dniaj�c ró�nice w składzie chemicznym oraz wyniki aktywno�ci 

cytotoksycznej mo�na wnioskowa
, �e obserwowane efekty cytotoksyczne mog� by


zwi�zane z synergizmem działania i obecno�ci� ró�nych grup metabolitów wtórnych. 

Dla zwi�zków z grupy polifenoli udowodniono silny synergistyczny efekt cytotoksyczny 

wobec wielu linii komórek nowotworowych [309, 371, 383, 472, 527]. Z drugiej strony 

brak aktywno�ci cytotoksycznej badanych C-glikozyloflawonów w poł�czeniu z wysok�

aktywno�ci� frakcji wyci�gu metanolowego (D) o najwy�szej zawarto�ci C-glikozydów 

flawonowych sugeruje, �e aktywno�ci� cytotoksyczn� mog� charakteryzowa
 si�

pozostałe C-glikozydy flawonowe obecne w nasionach kozieradki.  

 Inne wyja�nienie mo�e stanowi
 obecno�
 dotychczas nieopisanego składnika 

wyci�gu o potencjalnie silnej aktywno�ci przeciwnowotworowej. Dalsze badania w tym 

zakresie b�d� kontynuowane. 

 Kolejny etap prac stanowiła ocena mechanizmów działania proapoptotycznego 

frakcji wyci�gu metanolowego (D) z nasion kozieradki, wykazuj�cej najsilniejsz�

aktywno�
 cytotoksyczn�. Dotychczas udowodniono, �e w mechanizm apoptozy 

indukowanej przez wyci�gi z nasion kozieradki w komórkach chłoniaka T-

komórkowego Jurkat [21], raka w�troby Hep2 [270] i nowotworu piersi MCF-7 [32, 276]

zaanga�owane s� kaspazy 3 i 8 [21, 32, 270] oraz kaspaza 9 [276]. Stwierdzono, �e 

apoptoza komórek nowotworu piersi MCF-7 warunkowana wyci�giem metanolowym z 

nasion T. foenum-graecum w 90% zachodzi wskutek stymulacji szlaku  zewn�trznego - 

receptorowego [32]. Badania mechanizmów aktywno�ci cytotoksycznej frakcji wyci�gu 

metanolowego z nasion kozieradki (D) wobec linii komórkowych HeLa i SKOV-3 
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obejmowały: wyznaczenie procentu komórek apoptotycznych (ang. apoptosis rate), 

analiz� poziomu aktywno�ci kaspaz wykonawczych 3 i 7, badanie zmian błonowego 

potencjału mitochondrialnego oraz poziomu reaktywnych form tlenu (ROS). W tym celu 

komórki HeLa i SKOV-3 inkubowano w obecno�ci nast�puj�cych st��e� badanej frakcji 

wyci�gu metanolowego (D): 3 µg, 10 µg, 20 µg, 50 µg i 100 µg. Po upływie 12 godzin 

oceniono zmiany potencjału mitochondrialnego, natomiast pozostałe badania 

przeprowadzono po upływie 24 godzin. 

 Obserwowano zale�ny od dawki wzrost procentu komórek apoptotycznych, 

jakkolwiek wi�ksz� wra�liwo�ci� na badan� frakcj� wyci�gu metanolowego z nasion 

kozieradki (D) charakteryzowała si� linia komórkowa SKOV-3 w porównaniu do linii 

HeLa - oznaczony procent komórek apoptotycznych przy tych samych, wzrastaj�cych 

st��eniach badanej frakcji D był wy�szy. W wyniku inkubacji komórek SKOV-3 z frakcj�

wyci�gu metanolowego (D) w st��eniu 10 µg obserwowano ponad 50% komórek 

apoptotycznych, podczas gdy w hodowli komórek HeLa to samo st��enie badanej 

frakcji powodowało apoptoz� u  15% komórek. St��enie frakcji D 20-100 µg wywołało 

apoptoz� u 90% komórek SKOV-3. Natomiast w hodowli linii HeLa obserwowano 

nast�puj�cy wzrost procentu komórek apoptotycznych: 20 µg frakcji D - 20%; 50 µg -  

37%; 100 µg -  55,6%,odpowiednio. 

Ryc. 66. Procent komórek apoptotycznych w hodowli linii komórkowej HeLa po 24-godzinach 
inkubacji z frakcj� D, oznaczony z u�yciem cytometrii przepływowej: ctrl- kontrola (1% metanol) 
(A), FR - frakcja D w st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), 100 µg (F), G -
procent komórek apoptotycznych w zale�no�ci od st��enia frakcji D. 

*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 
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Ryc.67. Procent komórek apoptotycznych w hodowli linii komórkowej SKOV-3 po 24-godzinach 
inkubacji z frakcj� D, oznaczony z u�yciem cytometrii przepływowej: ctrl- kontrola (1% metanol) 
(A), FR - frakcja D w st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), 100 µg (F), G -
procent komórek apoptotycznych w zale�no�ci od st��enia frakcji D. 

*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 

 W mechanizmie apoptozy kluczow� rol� odgrywaj� wewn�trzkomórkowe 

proteazy cysteinowe - kaspazy, w�ród których wyró�niamy kaspazy indukuj�ce (2, 8, 9, 

10) oraz kaspazy wykonawcze (3, 6, 7) [293, 294], obecne w komórkach w formie 

nieczynnych zymogenów - prokaspaz. Prokaspazy ulegaj� aktywacji w wyniku indukcji 

tzw. zewn�trznego lub wewn�trznego szlaku apoptozy [210, 293, 294, 519]. 

Zewn�trzna droga indukcji apoptozy (tzw. szlak receptorowy) zwi�zana jest z 

pobudzeniem receptora �mierci na błonie komórkowej i uruchomieniem kaskady 

kaspaz inicjuj�cych i wykonawczych, przy czym prokaspazy 3 i 7 aktywowane s� przez 

kaspazy 8 i 9 [210, 293, 294, 519]. Wewn�trzny szlak apoptozy, zwi�zany z 

mitochondrium i retikulum endoplazmatycznym, aktywowany jest pod wpływem 

wzrostu st��enia reaktywnych form tlenu, zmian potencjału oksydoredukcyjnego w 

komórce,  wzrostu st��enia jonów Ca2+ w cytoplazmie, zaburze� elektrolitowych i 

uszkodzenia DNA [172, 210, 519].  

 Okre�lenie poziomu aktywno�ci kaspaz wykonawczych 3 i 7 w badanej linii 

komórkowej potwierdzało proces apoptozy. Zarówno w hodowli linii komórkowej HeLa, 

jak i SKOV-3 obserwowano wzrost aktywno�ci kaspaz wykonawczych w obecno�ci 

badanej frakcji D (ryc. 68 i 69). Aktywno�
 kaspaz 3 i 7 zwi�kszała si� wraz ze 

wzrostem st��enia frakcji D  do 50 µg, natomiast zwi�kszenie dawki do 100 µg  nie 

powodowało dalszego wzrostu aktywno�ci. Maksymalna aktywno�
 kaspaz 3 i 7 

wynosiła odpowiednio:  około 75% dla linii HeLa oraz około 80% dla linii SKOV-3 (ryc. 
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68 i 69). Ujawnione w niniejszym do�wiadczeniu zaanga�owanie kaspaz 

wykonawczych w obserwowany proces �mierci komórek nowotworowych pod wpływem 

badanej frakcji D potwierdza indukcj�  apoptozy w komórkach HeLa i SKOV-3. 

Ryc.68. Wpływ frakcji D na aktywno�
 kaspaz wykonawczych 3 i 7 w hodowlach linii 
komórkowych HeLa po 24-godzinach inkubacji: ctrl- kontrola (1% metanol) (A),FR - frakcja D w 
st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), 100 µg (F), G - procent komórek 
apoptotycznych w oparciu o aktywno�
 kaspaz-3/7 w zale�no�ci od st��enia frakcji D. 
*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 

Ryc.69. Wpływ frakcji D na aktywno�
 kaspaz wykonawczych 3 i 7 w hodowlach linii 
komórkowych SKOV-3 po 24-godzinach inkubacji: ctrl- kontrola (1% metanol) (A),FR - frakcja D 
w st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), 100 µg (F), G - procent komórek 
apoptotycznych w oparciu o aktywno�
 kaspaz-3/7 w zale�no�ci od st��enia frakcji D. 
*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 
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 Kolejny etap oceny mechanizmów aktywno�ci cytotoksycznej frakcji wyci�gu 

metanolowego z nasion kozieradki (D) stanowiło okre�lenie zmian błonowego 

potencjału mitochondrialnego w hodowli komórek HeLa i SKOV-3 pod wpływem 12-

godzinnej inkubacji z ró�nymi st��eniami badanej frakcji (ryc. 70). Wskutek aktywacji 

wewn�trznego szlaku apoptozy dochodzi do spadku potencjału błony mitochondrium i 

wycieku cytochromu c do cytoplazmy [172, 519, 629]. W hodowli komórek raka szyjki 

macicy HeLa nie obserwowano zmian błonowego potencjału mitochondrialnego (ryc. 

70). Natomiast w hodowli komórek gruczolakoraka jajnika stwierdzono zale�ne od 

dawki frakcji wyci�gu metanolowego (D) zmiany błonowego potencjału 

mitochondrialnego, co dowodzi zaanga�owania wewn�trznego szlaku apoptozy w 

�mier
 komórek nowotworowych (ryc. 71). 

 W celu oceny udziału stresu oksydacyjnego w �mierci komórek nowotworowych 

w obecno�ci ró�nych st��e� frakcji D, przeprowadzono pomiar poziomu reaktywnych 

form tlenu (reactive oxygen species - ROS) (ryc. 72 i 73). Wykazano, �e pod wpływem 

inkubacji z badan� frakcj� D z nasion T. foenum-graecum komórek HeLa i SKOV-3 

wzrasta poziom wolnych rodników, co �wiadczy o wyst�powaniu stresu oksydacyjnego, 

mog�cego prowadzi
 do indukcji kaspazy-12 oraz wewn�trznego szlaku apoptozy [75, 

172, 210, 519].  

 W wyniku eksperymentów przeprowadzonych z u�yciem testu MTT oraz 

systemu RTCA ujawniono działanie cytotoksyczne badanych: frakcji wyci�gu 

metanolowego (D), wyci�gu 70% metanolu (A) i wyci�gu wodnego (B) z nasion 

kozieradki pochodzenia krajowego oraz wybranych sapogenin steroidowych wobec linii 

komórek ludzkich nowotworów szyjki macicy (HeLa), gruczolakoraka jajnika (SKOV-3) 

oraz białaczki limfoblastycznej (MOLT-4). Wyznaczone st��enia aktywne spełniaj�

wytyczne Ameryka�skiego Narodowego Instytutu Raka (NCI) dotycz�ce wyci�gów 

ro�linnych klasyfikowanych jako aktywne cytotoksycznie (IC50<20-30 µg/ml). Jedynie 

st��enia wyci�gu wodnego B oraz tigogeniny w badaniach z u�yciem linii 

komórkowych HeLa nieznacznie przekraczaj� proponowany przez NCI zakres st��e�

aktywnych i wynosz� odpowiednio: 35,6 ± 3,69 µg/ml (tigogenina, MTT) oraz 31,45 ± 

0,21 µg/ml (wyci�g B, RTCA).  
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Ryc. 70. Wpływ frakcji D na błonowy potencjał mitochondrialny w hodowli linii komórkowej HeLa 
po 24 godzinach inkubacji: A - 1% metanol, B, C, D, E, F - st��enia frakcji D, odpowiednio 3 µg, 
10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg. 

Ryc.71.Wpływ frakcji D na błonowy potencjał mitochondrialny w hodowli linii komórkowej 
SKOV-3 po 24 godzinach inkubacji: A - 1% metanol, B, C, D, E, F - st��enia frakcji D, 
odpowiednio 3 µg, 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg, G - zmiany błonowego potencjału 
mitochondrialnego w zale�no�ci od st��enia frakcji D. 
*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 
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Ryc.72. Wpływ frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%)  w hodowli linii 
komórkowych HeLa po 12-godzinach inkubacji z frakcj� D: ctrl- kontrola (komórki traktowane 
1% metanolem)(A), FR - frakcja D w st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), F - 
wpływ stosowanych st��e� frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%). 
*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 
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Ryc.73. . Wpływ frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%)  w hodowli linii 
komórkowych SKOV-3 po 12-godzinach inkubacji z frakcj� D: ctrl- kontrola (komórki traktowane 
1% metanolem) (A), FR - frakcja D w st��eniach: 3 µg (B), 10 µg (C), 20 µg (D), 50 µg (E), F - 
wpływ stosowanych st��e� frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS, %). 
*  -  ró�nice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica) 
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 Badane sapogeniny steroidowe, wyci�g 70% metanolu (A) i wyci�g wodny (B) 

oraz frakcja wyci�gu metanolowego (D) z Foenugraeci Semen nie wykazuj�

selektywnego działania wobec linii komórek nowotworowych HeLa, SKOV-3 i MOLT-4 

w porównaniu do kontrolnej linii ludzkich keratynocytów HaCaT. W badaniach 

Stefanowicz-Hajduk i wsp. [517] saponiny z Paris quadrifolia wykazywały 

cytotoksyczno�
 w stosunku do linii kontrolnej ludzkich keratynocytów HaCaT. 

Podobne rezultaty otrzymali Shabber i wsp. [491], wykazuj�c aktywno�
 cytotoksyczn�

diosgeniny zarówno wobec komórek nowotworów prostaty (DU-145, LNCaP, PC-3) jak 

i linii kontrolnej prawidłowych komórek epitelialnych gruczołu krokowego. Natomiast Al-

Oqail i wsp. [25] obok aktywno�ci cytotoksycznej ekstraktu eterowego z nasion 

kozieradki wobec linii komórkowych Hep-2 i MCF-7 obserwowali równie� jego działanie 

toksyczne wobec kontrolnych linii komórek. Z drugiej strony, według Shabber i 

wsp.[491], wyci�g z nasion T. foenum-graecum, w przeciwie�stwie do diosgeniny, 

posiada selektywn� aktywno�
 cytotoksyczn� wobec komórek nowotworów  prostaty 

(DU-145, LNCaP, PC-3) [491].  Równie�  Alsemari i wsp. [31] ujawnili,  �e wyci�g 

metanolowy z nasion kozieradki wykazuje aktywno�
 cytotoksyczn� wobec linii 

komórkowych chłoniaka T-komórkowego, B-komórkowego, raka brodawkowatego 

tarczycy (FRO) oraz raka sutka, bez wpływu na wzrost kontrolnej linii ludzkich 

limfocytów. Natomiast według Aktas i wsp. [20] wyci�g wodny z surowca był aktywny 

cytotoksycznie wobec linii ludzkiego raka szyjki macicy HeLa oraz raka prostaty 

szczurów Mat-LyLu, bez wpływu na kontroln� lini� mysich fibroblastów 3T3  . 

 W rezultacie przeprowadzonych eksperymentów cz��ciowo rozpoznano 

mechanizm działania proapoptotycznego frakcji D wobec linii komórkowych HeLa i 

SKOV-3, w który zaanga�owane s� kaspazy 3 i 7, a apoptoza prawdopodobnie 

zachodzi w rezultacie pobudzenia tzw. wewn�trznego szlaku apoptozy, prowadz�cego 

m.in. do zmian potencjału mitochondrialnego komórek (linia komórkowa SKOV-3) i 

wzrostu poziomu wolnych rodników (stres oksydacyjny) (linie komórkowe HeLa i 

SKOV-3).  

 Otrzymane wyniki stanowi� uzupełnienie dotychczasowych danych w zakresie 

aktywno�ci cytotoksycznej Foenugraeci Semen oraz jej wybranych zwi�zków 

czynnych, szczególnie wobec linii komórek gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz 

białaczki limfoblastycznej MOLT-4. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentów po 

raz pierwszy ujawniono działanie proapoptotyczne nasion kozieradki oraz badanych 

sapogenin steroidowych wobec linii komórkowych SKOV-3 i MOLT-4, przy czym 

przedstawione wyniki s� pierwszymi danymi o aktywno�ci cytotoksycznej jamogeniny i 

esmilageniny oraz uzupełnieniem doniesie� o aktywno�ci cytotoksycznej tigogeniny. 
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 Uwzgl�dniaj�c fakt rozpadu saponin steroidowych do aglikonów po podaniu  

per os [478], badania nad aktywno�ci� cytotoksyczn� wolnych sapogenin b�d�

kontynuowane, szczególnie w zakresie nowotworów przewodu pokarmowego. 

2. Omówienie wyników bada� aktywno�ci 

przeciwdrobnoustrojowej. 

Dane literaturowe dotycz�ce aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej wyci�gów z 

nasion kozieradki s� zró�nicowane. Wielu autorów potwierdza działanie 

przeciwbakteryjne ekstraktów alkoholowych wobec licznych patogenów [10, 279, 410, 

473, 487, 506, 544], podczas gdy inni ujawniaj� oporno�
 badanych szczepów 

bakteryjnych wobec wyci�gów alkoholowych z T. foenum-graecum [33, 402, 473]. 

Celem prowadzonych w niniejszej pracy bada� była ocena aktywno�ci 

przeciwdrobnoustrojowej wyci�gów z nasion T. foenum-graecum pochodzenia 

krajowego oraz wybranych zwi�zków czynnych z grupy sapogenin steroidowych, C-

glikozydów flawonowych i alkaloidów jako składników kozieradki. Działanie 

przeciwdrobnoustrojowe analizowano poprzez wyznaczenie warto�ci minimalnego 

st��enia hamuj�cego wzrost bakterii (Minimal Inhibition Concentration - MIC) oraz 

minimalnego st��enia bakteriobójczego (Minimal Bactericidal Concentration - MBC) po 

24 godzinach inkubacji z badanymi wyci�giem/frakcj�/zwi�zkiem. Badania prowadzono 

wobec 7 szczepów bakterii Gram(-): Helicobacter pylori ATCC 43504, Salmonella 

enteritidis, Salmonella enteritica ATCC 13076, Shigella flexneri, Escherichia coli ATCC 

8739, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9077 oraz 1 

szczepu bakterii Gram(+): Staphylococcus aureus ATCC 6538. Do bada�

przeznaczono wyci�gi: 70% metanolu (A), wodny (B), metanolowy (C), frakcj� wyci�gu 

metanolowego (D) z nasion T. foenum-graecum oraz 9 zwi�zków naturalnych, 

pochodzenia ro�linnego, wcze�niej identyfikowanych w surowcu: witeksyn�, 

izowiteksyn�, orientyn�, wicenin�-2 i wicenin�-3 (C-glikozyloflawony), diosgenin�, 

sarsasapogenin� i tigogenin� (sapogeniny steroidowe) oraz trygonelin� (alkaloid).  

Wyci�gi A, B i C badano w  zakresie st��e�  0,05-12,5 mg/ml, frakcj� D w 

zakresie st��e� 0,014-28,25 mg/ml, natomiast zwi�zki naturalne w zakresie st��e�

0,00095-0,25 mg/ml, z wyj�tkiem trygoneliny, której aktywno�


przeciwdrobnoustrojow� analizowano w zakresie st��e� 0,002-0,5 mg/ml. Jako 

kontrol� stosowano metanol w st��eniach 0,07-17,5%.  Udowodniono, �e w zakresie 

stosowanych st��e� metanol nie ma wpływu na wzrost Staphylococcus aureus, 
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Salmonella enteritidis, Salmonella enteritica,  Helicobacter pylori i Escherichia coli. 

Natomiast wykazuje aktywno�
 bakteriostatyczn� wobec Shigella flexneri w st��eniu 

12,5% oraz wobec Proteus vulgaris w st��eniu 6,25%.

 Interesuj�c� cz��ci� prowadzonych bada� była ocena wpływu przetworów z 

surowca i badanych zwi�zków na wzrost Helicobacter pylori - patogenu uznawanego 

za jedn� z głównych przyczyn rozwoju choroby wrzodowej �oł�dka [169] oraz czynnik 

etiologiczny nowotworu �oł�dka [70, 169, 211]. Dotychczas w badaniach wykorzystano 

ró�ne szczepy H. pylori [317, 405, 611], w tym równie� u�yty w niniejszej pracy szczep 

ATCC 43504. Li i wsp. [317] ocenili wpływ 10% wyci�gów wodnych (AE) i 

alkoholowych (EE) z nasion kozieradki na wzrost H. pylori, a wyznaczone warto�ci MIC 

wynosiły >100 µg/ml (AE) oraz 100 µg/ml (EE), odpowiednio. Zaidi i wsp. [611] badaj�c 

ekstrakt otrzymany z u�yciem 70% etanolu, wykazali całkowite zahamowanie wzrostu 

szczepu referencyjnego ATCC 43504 oraz 7 izolatów klinicznych, w st��eniu 500 

µg/ml. Natomiast całkowity brak aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej i antyadhezyjnej 

wyci�gu wodnego z nasion kozieradki wobec szczepów referencyjnych H. pylori NCTC 

11637 oraz szeregu izolatów klinicznych ujawnili inni autorzy [405, 584].  Wykazano 

zdolno�
 hamowania ureazy przez ekstrakt z nasion kozieradki, otrzymany z u�yciem 

80% metanolu - IC50 523,74 µg/ml [73]. 

 Spo�ród analizowanych w niniejszej pracy wyci�gów: 70% metanolu (A), 

wodnego (B), metanolowego (C) i frakcji wyci�gu metanolowego (D) z nasion T. 

foenum-graecum, najsilniejsz� aktywno�ci� wobec H. pylori ATCC 43504 

charakteryzował  si� otrzymany z u�yciem 70% metanolu wyci�g A, dla którego 

warto�
 MIC wynosiła 0,27 mg/ml i była niemal dwukrotnie ni�sza w porównaniu do 

wyników otrzymanych wcze�niej przez Zaidi i wsp. [611] oraz dwukrotnie wy�sza w 

porównaniu do MIC w badaniach Li i wsp. [317]. Frakcja wyci�gu metanolowego (D) 

ujawniła działanie bakteriostatyczne w st��eniu 0,88 mg/ml (MIC). Znacznie słabszy 

wpływ na wzrost patogenu posiadał wyci�g metanolowy (C) (MIC 12,5 mg/ml). 

Natomiast wyci�g wodny B (o najni�szej zawarto�ci badanych zwi�zków) był 

nieaktywny wobec H. pylori. Obserwowane ró�nice w działaniu wobec patogenu mo�na 

uzna
 za zwi�zane z wysokimi zawarto�ciami C-glikozydów flawonowych. Jakkolwiek  

najbogatsza w C-glikozyloflawony i saponiny steroidowe frakcja wyci�gu 

metanolowego (D), ujawniła działanie wobec H. pylori w st��eniu ok. 3-krotnie 

wy�szym ni� zawieraj�cy mniej C-glikozyloflawonów wyci�g 70% metanolu (A). 

Natomiast wyci�g metanolowy (C) zawierał ponad 3-krotnie mniej C-glikozyloflawonów 

ni� wyci�g 70% metanolu A. Wyniki otrzymane dla wyci�gu B s� potwierdzeniem braku 

aktywno�ci ekstraktów wodnych [405, 584], co w �wietle rezultatów analizy 

fitochemicznej przeprowadzonej w niniejszej pracy, mo�e by
 zwi�zane z najni�sz�
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zawarto�ci� C-glikozyloflawonów. Brak aktywno�ci wyci�gów wodnych potwierdzono 

równie� w innych pracach [317, 405, 584].  

 Wyci�gi wodne z nasion T. foenum-graecum stosowane s� pomocniczo w 

leczeniu choroby wrzodowej �oł�dka ze wzgl�du na wysok� zawarto�


polisacharydów, tworz�cych wokół niszy wrzodowej warstw� ochronn�, umo�liwiaj�c�

proces gojenia [528]. Efekt cytoprotekcyjny wyci�gów wodnych z nasion kozieradki 

potwierdzono w eksperymentalnych modelach in vivo choroby choroby wrzodowej 

�oł�dka u szczurów [51, 528, 547].  Dodatkowo w wyniku aplikacji ekstraktów wodnych 

obserwowano zmniejszenie wydzielania pepsyny i soku �oł�dkowego w stopniu 

porównywalnym z omeprazolem [528]. Jednak w �wietle wyników uzyskanych w 

niniejszej pracy oraz otrzymanych przez innych autorów [317, 405, 584], w planowaniu 

terapii nale�ałoby uwzgl�dni
 fakt, �e wyci�gi wodne s� nieaktywne wobec 

Helicobacter pylori. Jako osłaniaj�ce mog� wi�c stanowi
 element skojarzonego 

leczenia wspomagaj�cego, obejmuj�cego leki o działaniu bakteriobójczym wobec tego 

patogenu. Z drugiej strony, wi�ksz� skuteczno�ci� mo�e charakteryzowa
 si� terapia 

prowadzona w u�yciem wyci�gów alkoholowych lub wodno-alkoholowych,  

wykazuj�cych działanie przeciwdrobnoustrojowe wobec Helicobacter pylori, co 

potwierdzaj� dane literaturowe [317, 611] oraz badania przeprowadzone w ramach 

niniejszej pracy (tab.25) 

 Stosunkowo wysok� aktywno�ci� przeciwdrobnoustojow� wobec Helicobacter 

pylori na tle badanych wyci�gów, frakcji oraz zwi�zków, wyró�niały si� 8-C-

glukozyloflawony - witeksyna i orientyna. Witeksyna ujawniła najsilniejsze działanie 

bakteriobójcze wobec H. pylorii, którego warto�
 MBC wynosiła 0,03 mg/ml. Natomiast 

orientyna wykazywała działanie bakteriostatyczne w st��eniu 4-krotnie wy�szym (MIC 

0,125 mg/ml). W badaniach in vitro udowodniono, �e zwi�zki fenolowe, obecne w 

wyci�gach z nasion kozieradki posiadaj� zdolno�
 zmiatania wolnych rodników oraz 

ograniczenia uwalniania reaktywnych form tlenu (ROS) z błony �luzowej jelit, obj�tej 

stanem zapalnym [305]. Ponadto zaburzaj� aktywno�
 ureazy i stymuluj� niekorzystny 

dla H. pylori wzrost kwasowo�ci �rodowiska [450]. Obserwowana aktywno�
 ulega 

nasileniu wraz ze wzrostem st��enia fenoli w ekstrakcie [451]. Zdolno�
 hamowania 

aktywno�ci ureazy w badaniach in vitro ujawniono dla orientyny, witeksyny i jej 2"-O-

ramnozydu [429]. Natomiast badania szeregu frakcji wyci�gu etanolowego z Piper 

carpunya Ruiz & Pav. wykazały, �e najsilniejsz� aktywno�ci� bakteriobójcz� wobec H. 

pylori (MBC 6,25 µg/ml) charakteryzowała si� frakcja zawieraj�ca witeksyn�, 

izowiteksyn�, 4"-O-metylo-2"-O-ramnozylowiteksyn� i 4',7-di-O-metylowiteksyn� obok 

innych zwi�zków o wła�ciwo�ciach przeciwutleniaj�cych [443]. Autorzy sugeruj�, �e 

obserwowany efekt przeciwdrobnoustrojowy wynika bezpo�rednio z obecno�ci 
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Szczep bakterii 
orientyna witeksyna izowiteksyna wicenina-2 wicenina-3 trygonelina 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Salmonella enteritidis 0,0625 - 0,0625 - 0,125 - 0,125 - 0,125 - 0,5 - 

Shigella  flexneri 0,0625 - 0,0625 - 0,0625 - 0,125 - 0,125 - 0,0625 -
Eschericha coli - - 0,125 - 0,0625 - 0,125 - 0,0625 - - - 

Staphylococcus aureus 0,0625 0,125 0,125 0,125 0,0625 0,125 0,125 - 0,125 0,25 0,25 0,5 
Helicobacter pylori 0,125 - - 0,03 - - - - - - - - 

- nie badano 
Tab.24. Aktywno�
 przeciwdrobnoustrojowa (MIC, MBC [mg/ml]) C-glikozyloflawonów i trygoneliny. 

Szczep bakterii 
diosgenina octan tigogeniny sarsasapogenina wyci�g A wyci�g B wyci�g C frakcja D 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Salmonella enteritidis 0,0625 0,25 0,125 - 0,0625 - 12,5 - x x 6,25 - - - 
Salmonella enteritica - - - - - - - - - - - - 28,25 - 

Shigella flexneri 0,0625 - 0,125 - 0,0625 - x x x x 3,125 - - - 
Eschericha coli x x x x x x x x x x x x - - 

Staphylococcus aureus 0,125 0,125 0,0625 0,125 0,125 - x x x x 3,125 6,25 0,44 - 
Proteus vulgaris - - - - - - 1,09 - x x 1,6 - 14,125 28,25
Pseudomonas 

aeruginosa 
- - - - - - x x x x 6,25 6,25 14,125 28,25

Helicobacter pylori - 0,125 - 0,0625 - 0,0625 0,27 - - - 12,5 12,5 0,88 - 
- nie badano 
x -  brak aktywno�ci 

Tab.25. Aktywno�
 przeciwdrobnoustrojowa (MIC, MBC [mg/ml]), sapogenin steroidowych, wyci�gów 70% metanolu (A), wodnego (B), metanolowego 
(C) oraz frakcji wyci�gu metanolowego (D) z nasion kozieradki
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zwi�zków flawonoidowych [443]. Wyniki niniejszej pracy po raz pierwszy wskazuj� na 

działanie bakteriobójcze witeksyny wobec H. pylori. 

 Interesuj�c� cz��ci� bada� aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej była ocena 

aktywno�ci przeciwbakteryjnej sapogenin steroidowych wobec H. pylori. Analizowane 

saponiny wykazały działanie bakteriobójcze na bardzo niskim poziomie warto�ci MBC 

0,0625 mg/ml dla tigogeniny i sarsasapogeniny oraz MBC 0,125 mg/ml dla diosgeniny. 

Otrzymane wyniki stanowi� pierwsze doniesienia o aktywno�ci przeciwbakteryjnej 

wobec Helicobacter pylori wymienionych sapogenin steroidowych. Badane aglikony 

steroidowe ró�ni� si� równie� sił� hamuj�cego wpływu na wzrost Helicobacter pylori:

wyznaczone warto�ci MIC dla sarsasapogeniny i tigogeniny wynosz� 0,0625 mg/ml, 

podczas gdy dla diosgeniny warto�
 MIC jest dwukrotnie wy�sza i wynosi 0,125 mg/ml.  

 Obserwowano zró�nicowan� wra�liwo�
 badanych szczepów bakteryjnych na 

działanie wyci�gów i frakcji z nasion kozieradki oraz zwi�zków wzorcowych. Wyci�g 

metanolowy (C) oraz frakcja wyci�gu metanolowego (D) były aktywne wobec wi�kszej 

liczby drobnoustrojów (6 i 5, odpowiednio) w porównaniu do wyci�gu 70% metanolu (A) 

(3). W badaniach wobec u�ytych szczepów bakterii Gramm(+) i Gramm(-) wyci�g 

wodny B był nieaktywny (tab. 25).  

 Wyci�g otrzymany z u�yciem 70% metanolu (A) był aktywny, poza H. pylori, 

jedynie wobec Salmonella enteritidis i Proteus vulgaris, ujawniaj�c działanie  

bakteriostatyczne z warto�ciami MIC odpowiednio 12,5 mg/ml i 1,09 mg/ml, przy czym 

szczepy H. pylori (MIC 0,27 mg/ml) i P. vulgaris (1,09 mg/ml) wyró�niała najwi�ksza 

wra�liwo�
 na działanie ekstraktu A (tab. 25). Aktywno�
 bakteriostatyczna wobec 

wywołuj�cego zaka�enia układu moczowego szczepu P. vulgaris była zbli�ona do 

aktywno�ci wyci�gu metanolowego (C) (MIC 1,6 mg/ml).  Natomiast w stosunku do 

Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,  Eschericha coli i Pseudomonas aeruginosa

ekstrakt A był nieaktywny (tab. 25). 

 Wyci�g metanolowy (C) z nasion kozieradki ujawnił działanie bakteriostatyczne 

wobec wszystkich badanych szczepów bakteryjnych  w zakresie warto�ci MIC od 1,6 

mg/ml (P. vulgaris) do 12,5 mg/ml  (H. pylori) (tab. 25).  Wyci�g C charakteryzował si�

jako jedyny aktywno�ci� bakteriobójcz� wobec H. pylori (MBC 12,5) spo�ród badanych 

wyci�gów i frakcji z nasion kozieradki. Zarówno w przypadku wyci�gu 70% metanolu 

(A), jak i wyci�gu metanolowego (C) udowodniono, �e na obserwowane działanie 

przeciwbakteryjne wobec P. vulgaris nie ma wpływu rozpuszczalnik - metanol, który w 
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u�ytym st��eniu 3,125% nie wykazywał aktywno�ci bakteriostatycznej ani 

bakteriobójczej wobec badanego szczepu. Wobec S. aureus wyci�g C ujawnił 

aktywno�
 bakteriostatyczn� w st��eniu 3,125 mg/ml, natomiast bakteriobójcz� - w 

st��eniu 6,25 mg/ml. Warto�
 MIC wyznaczona dla wyci�gu C wobec H. pylori 

wyniosła 12,5 mg/ml. 

 Analizowana frakcja wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki (D)  ujawniła 

aktywno�
 bakteriostatyczn�, obok Helicobacter pylori, wobec Salmonella enteritica, 

Proteus vulgaris,  Pseudomonas aeruginosa, a wyznaczone warto�ci MIC wynosiły od 

14,25 mg/ml  do 28,25 mg/ml, przy wielokrotnie ni�szej warto�ci MIC dla H. pylori (MIC 

0,88 mg/ml). Wyj�tek stanowi wywołuj�cy ropne zaka�enia skóry szczep 

Staphylococcus aureus, który był najbardziej wra�liwym szczepem wobec frakcji D z 

warto�ci� MIC 0,44 mg/ml, dwukrotnie ni�sz� od MIC wobec H. pylori (0,88 mg/ml). 

Uwzgl�dniaj�c wykazan� aktywno�
 bakteriobójcz� wobec Staphylococcus aureus

badanych sapogenin (diosgeniny i  tigogeniny - MBC 0,125 mg/ml) oraz C-

glikozyloflawonów (witeksyny, izowiteksyny, orientyny - MBC 0,03 mg/ml i wiceniny-3 - 

MBC 0,25 mg/ml), najsilniejszy efekt przeciwdrobnoustrojowy frakcji wyci�gu 

metanolowego (D) spo�ród badanych wyci�gów mo�na wi�za
 z najwy�sz�

zawarto�ci� tych zwi�zków we frakcji D. W �wietle uzyskanych wyników, spo�ród 

badanych drobnoustrojów, szczep Helicobacter pylori wykazuje najwi�ksz� wra�liwo�


na składniki badanej frakcji D w porównaniu do pozostałych badanych drobnoustrojów 

(tab. 25). 

 Badane C-glikozyloflawony charakteryzowała aktywno�
 bakteriostatyczna 

obok H. pylori, w stosunku do trzech szczepów bakterii Gramm(-): Salmonella 

enteritidis, Shigella flexneriI (wywołuj�cych nie�yty przewodu pokarmowego), 

Eschericha coli oraz wobec Gramm(+): Staphylococcus aureus (tab. 24). 

 Warto�ci minimalnego st��enia hamuj�cego dla mono-C-glukozyloflawonów 

(orientyny, witeksyny i izowiteksyny) wobec Shigella flexneri były identyczne i wynosiły 

0,0625 mg/ml, natomiast dla di-C-glikozydów (wiceniny-2 i wiceniny-3) - 0,125 mg/ml.  

 W zakresie aktywno�ci wobec Salmonella enteritidis obserwowano, �e 

orientyna i witeksyna (MIC 0,0625 mg/ml) działały dwukrotnie silniej ni� izowiteksyna, 

wicenina-2 i wicenina-3 (MIC 0,125 mg/ml) (tab. 24). 

 Szczep Escherichia  coli charakteryzowała wi�ksza wra�liwo�
 na C-glikozydy 

apigeniny, zawieraj�ce glukoz� w pozycji C-6 (izowiteksyna i wicenina-3, MIC 0,0625 

mg/ml) w porównaniu do zawieraj�cych glukoz� przy atomie w�gla C-8 apigeniny 

(witeksyna, wicenina-2, MIC 0,125 mg/ml). Nale�y podkre�li
, �e wyci�gi A (70% 
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metanolu), C (metanolowy) i frakcja D wyci�gu metanolowego oraz sapogeniny nie 

były aktywne wobec tej bakterii. 

 Aktywno�
 bakteriostatyczna badanych C-glikozydów flawonowych wobec 

bakterii Gramm(+) - Staphylococcus aureus była zbli�ona (MIC 0,125 mg/ml), z 

wyj�tkiem orientyny i izowiteksyny, które działały dwukrotnie silniej (MIC 0,0625 

mg/ml). Orientyna, witeksyna, izowiteksyna i wicenina-3 ujawniły równie� działanie 

bakteriobójcze wobec S. aureus. Warto�
 MBC dla mono-C-glukozydów apigeniny i 

luteoliny wyniosła 0,125 mg/ml. Natomiast spo�ród dwóch badanych di-C-glikozydów 

apigeniny (wicenina-2, wicenina-3), jedynie 6-C-glukozylo-8-C-ksylozyd apigeniny 

(wicenina-3) wykazywał działanie bakteriobójcze wobec S. aureus, dwukrotnie słabsze 

w porównaniu do mono-C-glukozydów (MBC 0,25 mg/ml).  

 Dotychczas, działanie preciwdrobnoustrojowe witeksyny wyizolowanej z 

Plagiomnium affine potwierdzono w stosunku do Proteus mirabilis [56]. Natomiast 

orientyna w poł�czeniu z witeksyn� i flawonoidami wyizolowanymi z Ocimum sanctum

hamowała wzrost Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus cohnii, 

Klebsiella pneumoniae, podczas gdy pojedyncze zwi�zki charakteryzowała niska 

aktywno�
 [28]. 

 Alkaloid trygonelina ujawnił działanie hamuj�ce wzrost Salmonella enteritidis, 

Shigella flexneri oraz Staphylococcus aureus, a siła działania, wyra�ona warto�ci� MIC 

kształtowała si� nast�puj�co: Shigella flexneri (MIC 0,0625 mg/ml) > Staphylococcus 

aureus (MIC 0,25 mg/ml) > Salmonella enteritidis (MIC 0,5 mg/ml). Z danych 

literaturowych wynika, �e trygonelina dodana do wyci�gu wodnego z li�ci Coffea 

arabica, wraz z kofein�, kwasem kawowym i protokatechowym, znacz�co zwi�ksza sił�

działania przeciwko Streptococcus mutans [30]. Potwierdzono równie� antybakteryjn�

aktywno�
 alkaloidu m.in. wobec Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

mirabilis, Klebsiella pneumoniae [628]. 

 W toku bada� ujawniono działanie przeciwdrobnoustrojowe sapogenin 

steroidowych w stosunku do szczepów Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, 

Staphylococcus aureus oraz Helicobacter pylori (tab. 25).  

 Diosgenina i sarsasapogenina charateryzuj� si� dwukrotnie silniejszym 

wpływem hamuj�cym na wzrost bakterii Gramm(-): Shigella flexneriI (MIC 0,0625 

mg/ml) i Salmonella enteritidis (MIC 0,0625 mg/ml) w porównaniu do ich aktywno�ci 

wobec bakterii Gramm(+): Staphylococcus aureus (MIC 0,125 mg/ml). Ponadto 

diosgenina i tigogenina ujawniły aktywno�
 bakteriobójcz� wobec S. aureus (MBC 0,25 

mg/ml i 0,125 mg/ml, odpowiednio). Tigogenina wykazała dwukrotnie silniejsz�
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aktywno�
 wobec Staphylococcus aureus (MIC 0,0625 mg/ml) oraz dwukrotnie słabsz�

wobec Shigella flexneri i Salmonella enteritidis (MIC 0,125 mg/ml) w porównaniu do 

diosgeniny i sarsasapogeniny. 

 Dotychczas brakuje doniesie� literaturowych dotycz�cych aktywno�ci 

przeciwbakteryjnej wolnych sapogenin steroidowych. W badaniu szeregu matryc 

ro�linnych udowodniono natomiast aktywno�
 przeciwdrobnoustrojow�  ich 

glikozydowych form - saponin steroidowych wobec ró�nych szczepów bakteryjnych 

[150, 333, 334, 442, 615]. 

 Otrzymane wyniki bada� aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej przetworów z 

Foenugraeci Semen oraz pojedynczych zwi�zków chemicznych z grupy C-glikozydów 

flawonowych oraz sapogenin steroidowych i alkaloidów potwierdziły, �e szczepem o 

szczególnej wra�liwo�ci na składniki nasion kozieradki jest Helicobater pylori. Po raz 

pierwszy wskazano na aktywno�
 hamuj�c� wzrost H. pylori orientyny oraz 

bakteriobójcz� witeksyny, diosgeniny, tigogeniny i sarsapogeniny.
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WYNIKI I WNIOSKI 

 Badaniami obj�to nasiona kozieradki pospolitej Trigonella foenum-graecum L. 

(Fabaceae) pochodzenia krajowego, otrzymane od trzech producentów (firmy 

zielarskie Lewandowski, Flos, Kawon), których skład porównano w zakresie C-

glikozyloflawonów i saponin steroidowych z surowcem pochodzenia tureckiego i 

afryka�skiego. Natomiast w zakresie aktywno�ci biologicznej oceniano efekt 

cytotoksyczny i przeciwdrobnoustrojowy wyci�gów i frakcji  z nasion kozieradki. 

1. Opracowano warunki analizy C-glikozyloflawonów, optymalizuj�c parametry 

ekstrakcji tych zwi�zków z surowca oraz warunki separacji metodami 1D LC i 2D 

LC - LC-LC off-line/on-line, LCxLC off-line/on-line.

2. Wykazano, �e spo�ród zastosowanych metod ekstrakcji (ekstrakcja w klasycznym 

aparacie Soxhleta, ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja, 

ekstrakcja z u�yciem mieszadła magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja 

wspomagana mikrofalami, przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem) 

najbardziej wydajnym było wytrawianie z u�yciem mieszadła magnetycznego i 

70% metanolu jako ekstrahentu (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C). 

3. Zoptymalizowano parametry rozdziele� 1D HPLC C-glikozydów flawonowych oraz 

izoflawonów stosuj�c: kolumn� Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) oraz 

elucj� gradientow� o zło�onym profilu gradientu, obejmuj�cym elucj� izokratyczn�

oraz liniowy wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% 

do 70% w 0,1% TFA w zakresie (tG 70 minut). Uzyskano rozdzielenie mieszaniny 7 

wzorcowych C-glikozyloflawonów, 5 wzorcowych izoflawonów oraz 15 C-

glikozyloflawonów, stanowi�cych zwi�zki czynne wyci�gu metanolowego z 

Foenugraeci Semen. Wykazano, �e w warunkach rozdziele� 1D HPLC nie jest 

mo�liwa separacja wszystkich zwi�zków flawonoidowych zespołu nasion 

kozieradki. Ponadto w surowcu krajowym nie wykazano obecno�ci izoflawonów, 

charakterystycznych dla niektórych nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego. 

4. Opracowano systemy 2D LC - LC-LC off-line/on-line, LCxLC off-line/on-line, 

umo�liwiaj�ce rozdzielenie i identyfikacj� zwi�zków flawonoidowych, obecnych w 

wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej. 
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A. Rozdzielenia w opracowanym systemie comprehensive (LCxLC) umo�liwiły 

separacj� 17 z 20 C-glikozyloflawonów. Rozdzielenia w 1D prowadzono na 

kolumnie Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 µm), natomiast w 2D na 

kolumnie Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 µm) z u�yciem elucji 

gradientowej, charakteryzuj�cej si� w 1D zło�onym profilem gradientu, 

obejmuj�cym elucj� izokratyczn� i liniowy wzrost st��enia mieszaniny 

metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v/v) od 43% do 90% w 0,1% 

wodnym TFA (tG 47 minut), natomiast w 2D gradientem skokowym 

obejmuj�cym wzrost mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) od 26% do 

55% w 0,1% TFA. W systemie LCxLC on-line u�yto dzielnik strumienia 

(stosunek 1:1), umo�liwiaj�cy obni�enie nat��enia przepływu fazy ruchomej 

w 2D (0,23 ml/min).  

B. Całkowite rozdzielenie C-glikozyloflawonów nasion kozieradki otrzymano, w 

opracowanych warunkach separacji w systemie LC-LC off-line - w 1D 

systemu LC-LC rozdzielenie prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl 

(100 mm x 1 mm x 5 µm) w warunkach elucji gradientowej, charakteryzuj�cej 

si� zło�onym profilem gradientu, obejmuj�cym elucj� izokratyczn� oraz 

liniowy wzrost st��enia od 40% do 60% mieszaniny rozpuszczalników 

metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA (tG 15 minut), natomiast w 
2D C-glikozyloflawony obecne w 9 frakcjach otrzymanych z 1D rozdzielano 

na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) w eksperymentalnie 

dobranych dla ka�dej frakcji warunkach elucji izokratycznej i fazach 

ruchomych o ró�nych st��eniach mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 

v/v/v) w 0,1% TFA (20%, 23%, 30%, 32%, 35%, 45%, 50%). 

C. W warunkach opracowanych metod analizy 1D LC oraz 2D LC (LC-LC off-

line, LCxLC off-line/on-line) z u�yciem detektorów DAD oraz MS rozpoznano 

w nasieniu kozieradki obecno�
 nastepuj�cych C-glikozyloflawonów: 

witeksyny, izowiteksyny, orientyny, izoorientyny, wiceniny-1, wiceniny-2, 

wiceniny-3, szaftozydu i izoszaftozydu, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu 

apigeniny, di-C-(6/8)-pentozydów apigeniny, mono-C-glikozydu apigeniny, 

estrów p-kumarowych witeksyny i izowiteksyny oraz estrów p-kumarowych 

orientyny i izoorientyny. Obecno�
 wiceniny-3 oraz izoszaftozydu ujawniono 

wobec wzorców w surowcu po raz pierwszy.  
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D. Opracowane metody 2D LC mog� by
 przydatne w analizie składu 

chemicznego nasion kozieradki ró�nego pochodzenia oraz w identyfikacji C-

glikozyloflawonów w innych matrycach ro�linnych. 

5. Do celów analizy ilo�ciowej C-glikozyloflawonów opracowano zwalidowan�

metod� LC-LC on-line, stanowi�c� modyfikacj� opracowanej metody LC-LC off-

line. W 1D i 2D stosowano kolumny Kinetex C-18 o tej samej długo�ci i ró�nej 

�rednicy, odpowiednio: w 1D Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm) oraz w 2D 

Kinetex C-18  (100 mm x 4,6 mm x 2,6 µm). Rozdzielenia w 1D prowadzono w 

warunkach elucji gradientowej, zoptymalizowanych dla rozdziele� 1D HPLC 

(zło�ony profil gradientu, obejmuj�cy elucj� izokratyczn� oraz liniowy wzrost 

st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% do 70% w 0,1% 

TFA - tG 70 minut). Natomiast separacj� nierozdzielonego zespołu zwi�zków 

flawonowych z 1D uzyskano w 2D w warunkach elucji izokratycznej przy st��eniu 

23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA. 

 Oznaczona zawarto�
 C-glikozyloflawonów wynosiła 14,409 ± 0,26 mg/g surowca. 

Zwi�zkami obecnymi w nasionach kozieradki w najwy�szym st��eniu były: 

izowiteksyna (zwi�zek 8) (2,508 ± 0,50 mg/g), obok wiceniny-1 (zwi�zek 2) (1,912 

± 0,15 mg/g) oraz obecnej w nieco ni�szym st��eniu witeksyny (zwi�zek 6) (1,782 

± 0,09 mg/g). Natomiast w mniejszych ilo�ciach wyst�powały: izoorientyna 

(zwi�zek 3a) (1,307 ± 0,61 mg/g), izoszaftozyd (zwi�zek  4a) (1,120 ± 0,46 mg/g) i 

orientyna (zwi�zek 3b) (0,994 ± 0,40 mg/g).  

6. W oparciu o analizy LC-DAD-ESI-MS wykazano ró�nice jako�ciowe w zespołach 

C-glikozydów flawonowych w surowcu krajowym w porównaniu do surowców 

pochodzenia afryka�skiego i tureckiego, w których ujawniono obecno�
 4 

dodatkowych zwi�zków flawonowych, przypuszczalnie dwóch di-C-(6/8)-

heksozydów apigeniny oraz dwóch di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydów apigeniny.  

7. Opracowano warunki analizy zespołu saponin steroidowych w nasionach 

kozieradki, optymalizuj�c procedur� ekstrakcji, hydrolizy kwasowej i separacji 

metod� TLC z analiz� densytometryczn� sapogeniny - diosgeniny oraz 

optymalizuj�c warunki rozdziele� saponin steroidowych metod� HPLC w 

sprz��eniu z detektorami ELSD i MS.  

A. Analiz� diosgeniny metod� TLC prowadzono w wyci�gu metanolowym, 

otrzymanym w wyniku trójstopniowej, wyczerpuj�cej ekstrakcji w aparacie 
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Soxhleta, obejmuj�cej kolejno eter naftowy, chloroform i metanol, który 

nast�pnie poddano hydrolizie kwasowej z u�yciem 2M wodnego roztworu 

kwasu siarkowego (VI) (2 h, temp. 80°C). Jako optymalne parametry separacji 

zastosowano: płytki chromatograficzne HPTLC Si 60 F254, mieszanin�

heptan:octan etylu (7:3, v/v) jako faz� ruchom� oraz jako odczynnik 

wywołuj�cy roztwór aldehydu any�owego o zmodyfikowanym składzie. 

Zawarto�
 diosgeniny oznaczona w surowcu krajowym w warunkach 

zwalidowanej metody TLC wyniosła 0,12% - Lewandowski i Kawon oraz 

0,13% - Flos.  

B. Po raz pierwszy w separacji saponin steroidowych z  nasienia kozieradki 

metod� HPLC zastosowano dwie poł�czone szeregowo kolumny Discovery C-

18 (150 mm x 2,1 mm x 3 µm). Rozdzielenia prowadzono z zastosowaniem 

eksperymentalnie dobranego programu elucji gradientowej, 

charakteryzuj�cego si� liniowym wzrostem st��enia mieszaniny ACN:kwas 

mrówkowy (99,9:0,1, v/v) od 20% do 100%  w 0,1% kwasie mrówkowym (tG

90 minut).  

C. W opracowanych warunkach analiz HPLC-ELSD-ESI-MS w badanym 

materiale ro�linnym zidentyfikowano w oparciu o otrzymane widma MS 26 

saponin furostanowych, spo�ród których 24 przypisano struktury chemiczne 

wcze�niej identyfikowanych w Foenugraeci Semen zwi�zków saponinowych, 

w oparciu o zebrane dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606]. 

Uwzgl�dniaj�c otrzymane profile HPLC, wykazano, �e dominuj�cymi 

zwi�zkami w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego s�: protodioscyna 

(zwi�zek 18) oraz trigoneozyd Vb (zwi�zek 10). Natomiast w ni�szych 

st��eniach obecne s�: trigoneozyd IVa (zwi�zek 15) i jego 25R-epimer - 

glikozyd F (zwi�zek 16), trigoneozyd Va (zwi�zek 9) i protoneodioscyna 

(zwi�zek 17).  

D. Zawarto�
 saponin steroidowych w surowcu krajowym oznaczona metod�

HPLC-ELSD wyniosła 0,14% i była zbli�ona do zawarto�ci tych zwi�zków w 

surowcu pochodzenia afryka�skiego i tureckiego (0,20%). Wykazano, �e w 

badanym surowcu dominuj� pochodne diosgeniny (�-5,25R--spirostan-3�-

olu) i jamogeniny (�-5, 25S--spirostan-3�-olu), z których w wyniku hydrolizy 

kwasowej uwalniana jest diosgenina. Zawarto�
 saponin steroidowych 
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oznaczona opracowan� metod� HPLC-ELSD była zbli�ona do zawarto�ci 

diosgeniny oznaczonej w warunkach zwalidowanej metody TLC. 

E. Nie wykazano istotnych ró�nic w zespole saponin steroidowych surowca 

krajowego w porównaniu do surowca pochodzenia tureckiego i afryka�skiego. 

8. Z u�yciem testu MTT i systemu RealTimeXCELLigence w czasie rzeczywistym 

wykazano, �e najsilniejsz� aktywno�ci� cytotoksyczn�  wobec linii komórkowych: 

raka szyjki macicy HeLa, gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz białaczki 

limfoblastycznej MOLT-4, skorelowan� z wysok� zawarto�ci� C-glikozyloflawonów 

i saponin steroidowych charakteryzowała si� otrzymana z wyci�gu metanolowego 

z nasion kozieradki frakcja D. W oparciu o przeprowadzone eksperymenty 

biologiczne ujawniono, �e obserwowany efekt cytotoksyczny jest wynikiem indukcji 

apoptozy, wzrostu aktywno�ci kaspaz 3 i 7, zmian błonowego potencjału 

mitochondrialnego oraz wzrostu poziomu wolnych rodników w komórkach 

nowotworowych. Słabsz� aktywno�ci� cytotoksyczn� charakteryzował si� wyci�g 

70% metanolu, natomiast najsłabsz� - wyci�g wodny. Po raz pierwszy ujawniono 

aktywno�
 cytotoksyczn� jamogeniny oraz tigogeniny wobec linii komórkowych 

HeLa, SKOV-3 i MOLT-4 oraz diosgeniny wobec linii SKOV-3. 

9. Potwierdzono aktywno�
 przeciwdrobnoustrojow� wyci�gów z nasion kozieradki 

wobec Helicobacter pylori oraz ujawniono efekt bakteriobójczy wybranych C-

glikozydów flawonowych i sapogenin steroidowych, spo�ród których najsilniejsz�

aktywno�ci� bakteriobójcz� wobec tego patogenu charakteryzowała si� witeksyna 

(MBC 0,03 mg/ml). Aktywno�
 bakteriobójcz� witeksyny wobec Helicobacter pylori

ujawniono po raz pierwszy.  

W oparciu o przeprowadzone eksperymenty ujawniono działanie bakteriostatyczne 

sapogenin steroidowych - tigogeniny i sarsasapogeniny oraz działanie 

bakteriobójcze tigogeniny wobec Staphylococcus aureus. 

10. Uwzgl�dniaj�c wykazany w surowcu krajowym brak izoflawonów oraz oznaczon�

nisk� zawarto�
 diosgeniny, wydaje si�, �e Foenugraeci Semen pochodzenia 

krajowego mo�e stanowi
 bardziej bezpieczny surowiec w porównaniu do nasion 

kozieradki pochodzenia azjatyckiego, w zakresie potencjalnego wpływu na 

gospodark� hormonaln� i poziomy hormonów płciowych. 

. 
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STRESZCZENIE 

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) to jednoroczna 

ro�lina zielna, wyst�puj�ca na terenie Azji i basenu Morza 	ródziemnego. Opisana w 

hinduskiej Ayurwedzie pod nazw� methi,  T. foenum-graecum od wieków stosowana 

jest w tradycyjnej medycynie azjatyckiej. Nasienie kozieradki  (Foenugraeci Semen)

stanowi równie� popularny surowiec leczniczy w krajach europejskich. Foenugraeci 

Semen  posiada monografi� w Farmakopei Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej 

i jest klasyfikowane jako surowiec �luzowy. Nasiona kozieradki stosowane s�

wewn�trznie jako �rodek od�ywczy, wspomagaj�cy trawienie i leczniczy w 

schorzeniach przewodu pokarmowego, chorobie wrzodowej �oł�dka, stanach 

zapalnych oraz pomocniczo w terapii cukrzycy jako obni�aj�ce poziom cukru we krwi. 

Natomiast zewn�trznie surowiec stosowany jest w postaci kataplazmów na trudno 

goj�ce si� rany oraz stany zapalne skóry i tkanki podskórnej. Obecnie nasienie 

kozieradki jest składnikiem coraz wi�kszej liczby suplementów diety dost�pnych na 

krajowym rynku produktów ro�linnych,  stosowanych jako pomocnicze w terapii 

cukrzycy, tr�dziku oraz jako wzmacniaj�ce organizm. 

Nasiona kozieradki zawieraj� szereg grup metabolitów wtórnych, w�ród których, 

obok polisacharydów, dominuj�cymi s� C-glikozydy flawonowe oraz saponiny 

steroidowe, warunkuj�ce wielokierunkow� aktywno�
 biologiczn� surowca - m.in. 

przeciwzapaln�, przeciwcukrzycow�, przeciwdrobnoustrojow� oraz 

przeciwnowotworow�. Jakkolwiek, cho
  udowodniono zale�no�
 składu chemicznego 

od warunków wzrostu i uprawy kozieradki pospolitej, dotychczas badano wył�cznie 

skład chemiczny surowca pochodzenia azjatyckiego i afryka�skiego. W ci�gu ostatnich 

50-ciu lat ukazała si� tylko jedna publikacja (1971) potwierdzaj�ca obecno�
 4 C-

glikozyloflawonów w surowcu pochodzenia krajowego. Bior�c pod uwag�

wielokierunkow� aktywno�
 C-glikozydów flawonowych oraz saponin steroidowych (w 

tym niewyja�niony w pełni wpływ na gospodark� hormonaln� człowieka w zakresie 

hormonów płciowych), rosn�ce zainteresowanie nasionami kozieradki (ponad 1000 

publikacji w latach 2011-16) oraz ich wzrastaj�c� popularno�
 jako składnika 

suplementów diety, uznano za celowe badania nad zwi�zkami czynnymi surowca 

krajowego oraz jego aktywno�ci� biologiczn�. 

 W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki analizy fitochemicznej 

Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego oraz C-glikozydów flawonowych i saponin 

steroidowych jako składników surowca. Ponadto przedstawiono wyniki bada�
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aktywno�ci przeciwnowotworowej i przeciwdrobnoustrojowej surowca oraz zawartych 

w nim zwi�zków czynnych. 

 Rozprawa doktorska składa si� z trzech głównych cz��ci. Cz��
 pierwsza 

obejmuje aktualny stan wiedzy na temat składu chemicznego i aktywno�ci biologicznej 

nasion kozieradki pospolitej oraz wykorzystania dwuwymiarowej wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej w analizie zwi�zków flawonoidowych w matrycach ro�linnych. 

W drugiej cz��ci rozprawy przedstawiono metodologi� prowadzonych bada�. 

Natomiast cz��
 trzeci� dysertacji stanowi omówienie otrzymanych wyników analizy 

fitochemicznej oraz oceny aktywno�ci biologicznej. 

 Cel pracy stanowiła jako�ciowa i ilo�ciowa analiza nasienia kozieradki 

pochodzenia krajowego, w zakresie C-glikozydów flawonowych, izoflawonów oraz 

saponin steroidowych wraz z ocen� aktywno�ci biologicznej surowca oraz zawartych w 

nim zwi�zków czynnych. 

 Do bada� przeznaczono nasiona kozieradki, otrzymane od trzech producentów 

- firmy zielarskie Lewandowski, Flos i Kawon. Dla celów analizy porównawczej 

wykorzystano nasiona kozieradki pochodzenia azjatyckiego i afryka�skiego. 

W rezultacie przeprowadzonej analizy fitochemicznej opracowano i 

zoptymalizowano szereg metod chromatograficznych oraz procedur ekstrakcji 

badanych zwi�zków czynnych z surowca. 

 Oceniono wydajno�
 wytrawiania C-glikozydów flawonowych z u�yciem 

nast�puj�cych technik ekstrakcyjnych: ekstrakcja w klasycznym aparacie Soxhleta, 

ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja, ekstrakcja z u�yciem 

mieszadła magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami, 

przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem. Stosowano zmienne parametry procesu 

(rodzaj rozpuszczalnika, czas, temperatura, moc, ilo�
 cykli). Zawarto�
 C-

glikozyloflawonów w badanych ekstraktach oznaczono z u�yciem opracowanej i 

zwalidowanej metody HPLC-DAD jako sum�, w przeliczeniu na apigenin� i luteolin�. 

Ujawniono ró�nice w profilach C-glikozydów flawonowych w otrzymanych ekstraktach, 

w zale�no�ci od u�ytego rozpuszczalnika. Spo�ród testowanych ekstrahentów 

najbardziej wydajnym był 70% metanol. Ponadto ujawniono ró�nice w zawarto�ci 

badanych zwi�zków w zale�no�ci od stosowanej procedury wytrawiania. Wykazano, �e 

wydajno�
 ekstrakcji C-glikozydów flawonowych w automatycznym aparacie Soxhleta 

(25 cykli) jest  zbli�ona do wydajno�ci ekstrakcji w klasycznym aparacie Soxhleta. 

Ponadto ujawniono, �e w trakcie wytrawiania C-glikozyloflawonów 70% metanolem w 

procesie sonikacji, st��enie badanych zwi�zków w otrzymanym wyci�gu wzrasta do 

30. minuty, a nast�pnie niezale�nie od wydłu�enia czasu trwania procesu, utrzymuje 

si� na stałym poziomie i jest ni�sze ni� w wyci�gu otrzymanym w rezultacie trzykrotnej 
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sonikacji surowca z u�yciem 70% metanolu. Udowodniono, �e niezale�nie od czasu 

trwania ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE), wydajno�
 procesu jest zbli�ona. 

Natomiast znacz�ce ró�nice w zawarto�ci C-glikozyloflawonów obserwowano w 

wyci�gach otrzymanych w wyniku przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem. 

Ponadto ujawniono i poddano dyskusji problemy analityczne zwi�zane z 

zastosowaniem tej techniki oraz 70% metanolu w odniesieniu do Foenugraeci Semen.

Na podstawie wyników przeprowadzonych eksperymentów wykazano, �e najbardziej 

wydajnym było wytrawianie z u�yciem mieszadła magnetycznego i 70% metanolu jako 

ekstrahentu (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C). 

 Analiz� C-glikozydów flawonowych w wyci�gach z nasienia kozieradki 

prowadzono z u�yciem chromatografii cienkowarstwowej (TLC, 2D TLC) oraz 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (1D HPLC, 2D HPLC: LC-LC, LCxLC). 

Separacj� badanych zwi�zków metod� TLC prowadzono na płytkach HPTLC RP-18W 

F254S z u�yciem mieszaniny metanol:woda:kwas mrówkowy (40:60:6, v/v/v) jako fazy 

ruchomej. Ujawniono obecno�
 9 zwi�zków i potwierdzono wyst�powanie w badanym 

surowcu witeksyny, izowiteksyny oraz izoorientyny. Natomiast na chromatogramie 

otrzymanym w rezultacie separacji 2D TLC z u�yciem mieszaniny  butanol:woda:kwas 

octowy (BAW) (3:1:1, v/v/v) (I kierunek) oraz 15% kwasu octowego (II kierunek) na 

płytkach pokrytych celuloz� obserwowano 6 plam flawonów oraz 4 plamy innych 

zwi�zków, przypuszczalnie fenolokwasów. 

  

 Opracowano metod� 1D HPLC-DAD-ESI-MS rozdzielenia składników zespołu 

C-glikozyloflawonów w wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej, 

optymalizuj�c faz� stacjonarn�, faz� ruchom� oraz profil elucji gradientowej. Najlepsze 

rozdzielenie badanych zwi�zków, w formie 15 pików, otrzymano na kolumnie Kinetex 

C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 µm), w warunkach elucji gradientowej o profilu 

zło�onym, obejmuj�cym liniowy wzrost st��enia mieszaniny ACN:woda:TFA 

(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1%  wodnym TFA oraz elucj� izokratyczn�, w zakresie st��e�

16%-70% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1%  wodnym TFA (tG 70 

minut). Potwierdzono obecno�
: witeksyny, izowiteksyny, wiceniny-1, wiceniny-2, 

wiceniny-3, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu, estrów p-kumarowych 

witeksyny/izowiteksyny i orientyny/izoorientyny oraz 5 nieznanych zwi�zków, 

przypuszczalnie di-C-(6/8)-pentozydów apigeniny. Obecno�
 wiceniny-3 w nasieniu 

kozieradki ujawniono po raz pierwszy. W opracowanych warunkach separacji 1D HPLC 

koelucji ulegały: orientyna i izoorientyna oraz szaftozyd i izoszaftozyd. Dodatkowo w 

widmach ESI-MS wzorcowych orientyny i izoorientyny obserwowano ró�nice w 
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intensywno�ci sygnałów deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 447 [M-H]−

(20% - orientyna, 100% - izoorientyna) oraz adduktu z TFA przy m/z 561 [M–H+114]-

(100% - orientyna, 60% - izoorientyna). Ujawnione ró�nice mog� ułatwia
 identyfikacj�

orientyny i izoorientyny w matrycach ro�linnych ró�nego pochodzenia. 

 Z uwagi na brak separacji w warunkach 1D HPLC wzorcowych mono-C-

glukozydów luteoliny (orientyna i izoorientyna) oraz di-C-(6/8)- glukozylo-arabinozydów 

apigeniny (szaftozyd i izoszaftozyd), kolejny etap pracy stanowiło opracowanie 

warunków rozdziele� C-glikozyloflawonów w wyci�gu metanolowym z nasienia 

kozieradki z u�yciem dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D 

LC) oraz technik: heart-cutting (LC-LC) i comprehensive (LCxLC), w trybach off-line i 

on-line. 

 Pocz�tkowo opracowano warunki rozdzielenia badanych zwi�zków metod� LC-

LC off-line, stosuj�c w pierwszym wymiarze kolumn� Sphinx C-18-Phenyl oraz elucj�

gradientow�  o profilu gradientu zło�onym, obejmuj�cym liniowy wzrost st��enia  

mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 40% do 60% w 0,1% wodnym TFA 

w ci�gu pierwszych 5 minut, a nast�pnie elucj� izokratyczn� przy st��eniu 60% 

mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% wodnym TFA przez kolejne 

10 minut (tG 15 minut) przy pr�dko�ci przepływu 0,05 ml/min. W rezultacie z kolumny 

1D zebrano 9 frakcji (I-IX), których składniki nast�pnie rozdzielono w 2D na kolumnie  

Kinetex C-18 w warunkach elucji izokratycznej z u�yciem faz ruchomych, 

eksperymentalnie dobranych dla ka�dej frakcji 1D, o ró�nym st��eniu mieszaniny 

ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1%  wodnym TFA: frakcje I i II - 32%, frakcja III - 

20%, 23%, 32%, frakcja IV - 30%, frakcje V-VII - 35%, frakcja VIII - 45%, frakcja IX - 

50%. W opracowanych warunkach otrzymano rozdzielenie wszystkich C-glikozydów 

flawonowych wyci�gu metanolowego z nasion kozieradki pochodzenia krajowego, w 

tym izomerów: orientyny - izoorientyny oraz szaftozydu - izoszaftozydu. Obecno�


izoszaftozydu w surowcu ujawniono po raz pierwszy. 

 Kolejny etap prac stanowiło opracowanie warunków separacji badanych 

zwi�zków metod� comprehensive off-line. W 1D u�yto kolumn� Sphinx C-18-Phenyl. W 

rezultacie optymalizacji kompozycji fazy ruchomej oraz profilu gradientu, najlepsze 

rozdzielenie uzyskano w warunkach elucji gradientowej, obejmuj�cej elucj�

izokratyczn� przy st��eniu 43% (tG 0-1,2 min)  mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA 

(330:40:80:0,45 v/v/v/v) w 0,1% TFA, a nast�pnie liniowy wzrost jej st��enia od 43% 

do 90% w czasie tG 1,2-47 minut (tG 47 min) przy pr�dko�ci przepływu  0,017 ml/min. 

Otrzymany profil 1D LCxLC off-line był zbli�ony do profilu 1D LC-LC. Badany wyci�g 

podzielono na 12 frakcji (I'-XII'), spo�ród których 9  odpowiadało frakcjom uzyskanym w 

systemie LC-LC, natomiast 3 pozostałe frakcje dodano aby spełni
 podstawowe 
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zało�enie techniki comprehensive o rozdzieleniu w 2D całego eluatu z 1D. W 2D 

wykorzystano kolumn� Discovery HS C-18 zamiast stosowanej w systemie LC-LC 

kolumny Kinetex, uwzgl�dniaj�c jej mniejsz� długo�
 przy zbli�onej �rednicy, 

umo�liwiaj�c� utrzymanie profilu rozdzielenia składników ka�dej frakcji 1D w 2D. 

Składniki frakcji I'-XII' rozdzielano w 2D w warunkach elucji izokratycznej, 

eksperymentalnie dobranych dla ka�dej frakcji 1D o nieznacznie zmodyfikowanych w 

odniesieniu do 2D systemu LC-LC st��eniach mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, 

v/v/v) w 0,1%  wodnym TFA: frakcja I' - 26%, frakcja II' - 30%, frakcja III' - 32%, frakcje 

IV', V', VII' - 35%,  frakcja VI' - 36%, frakcje VIII' iIX' - 38%, frakcje X' iXI' - 50%, frakcja 

XII' - 55%. 

 Opracowano w pełni automatyczn� metod� comprehensive on-line (LCxLC)

separacji C-glikozydów flawonowych nasienia kozieradki. U�yto tych samych kolumn, 

które stosowano w systemie LCxLC off-line oraz tego samego programu elucji 

gradientowej w 1D. Natomiast w 2D opracowane warunki separacji C-glikozyloflawonów 

poł�czono w gradient o profilu skokowym, w którym pojedynczy skok obejmował 

separacj� zwi�zków poszczególnych frakcji w warunkach elucji izokratycznej. Dobrany 

eksperymentalnie czas modulacji był zmienny i wynosił: frakcja I' – 2,7 min, frakcja II' – 

2,1 min, frakcja III' – 2,5 min, frakcja IV' – 3,0 min, frakcja V' – 1,5 min, frakcja VI' – 2,6 

min, frakcja VII' – 2,3 min, frakcja VIII' – 3,1 min, frakcja IX'– 2,9 min, frakcja X' – 2,1 

min, frakcja XI' – 2,5 min, frakcja XII' – 4,0 min. Separacj� HPLC  w 1D prowadzono w 

sprz��eniu z detektorem DAD, natomiast w 2D w sprz��eniu z detektorami DAD i MS. 

W rezultacie w opracowanych warunkach metody LCxLC on-line, otrzymano 

rozdzielenie wszystkich C-glikozyloflawonów, z wyj�tkiem szaftozydu i izoszaftozydu, 

które ulegały koelucji. Udowodniono, �e czas konieczny dla otrzymania ich separacji 

wynosi minimum 25 min, dlatego rozdzielenie szaftozydu i izoszaftozydu jest mo�liwe 

jedynie  warunkach opracowanej metody LC-LC off-line. 

 Kolejny etap prac stanowiło opracowanie zwalidowanej metody LC-LC-DAD 

on-line analizy ilo�ciowej C-glikozydów flawonowych nasienia kozieradki. W 

zoptymalizowanych warunkach rozdziele� 1D HPLC oznaczono zawarto�
 11 

zwi�zków, z wyj�tkiem orientyny, izoorientyny, szaftozydu i izoszaftozydu, które 

zebrano w formie pojedynczej frakcji, a nast�pnie rozdzielono w 2D na kolumnie 

Kinetex C-18 przy st��eniu 23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% 

TFA. Opracowan� metod� LC-LC-DAD on-line wykorzystano do oznaczenia 

zawarto�ci C-glikozydów flawonowych w ró�nych wyci�gach  z nasienia kozieradki 

pochodzenia polskiego: 70% metanolu, wodnym oraz frakcji wyci�gu metanolowego. 

 Z u�yciem opracowanych metod HPLC-DAD-ESI-MS and LC-LC-DAD-ESI-MS 

ujawniono ró�nice w profilach HPLC C-glikozyloflawonów w nasionach kozieradki 
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pochodzenia tureckiego i afryka�skiego, w porównaniu do surowca pochodzenia 

krajowego. W Foenugraeci Semen pochodzenia tureckiego i afryka�skiego ujawniono 

wyst�powanie 4 dodatkowych C-glikozyloflawonów, przypuszczalnie dwóch di-C-(6/8)-

heksozylo-pentozydów apigeniny oraz dwóch di-C-(6/8)-heksozydów apigeniny. 

Ponadto w rezultacie rozdzielenia badanych zwi�zków w wyci�gach metanolowych z 

nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego oraz afryka�skiego z u�yciem 

opracowanej metody LC-LC-DAD-ESI-MS ujawniono, �e profile orientyny, izoorientyny, 

szaftozydu i izoszaftozydu s� zbli�one, a dominuj�cym zwi�zkiem jest izoszaftozyd, 

obok szaftozydu i orientyny, wyst�puj�cych w mniejszych ilo�ciach, podczas gdy 

st��enie izoorientyny jest znacz�co ni�sze. Natomiast w nasionach kozieradki 

pochodzenia tureckiego, mono-C-glukozydy luteoliny (orientyna i izoorientyna) 

stanowiły zwi�zki dominuj�ce, podczas gdy szaftozyd i izoszaftozyd wyst�powały w 

niskich st��eniach. 

  

 Poniewa� według danych literaturowych, nasiona kozieradki zawieraj�

naturalne fitoestrogeny - izoflawony, przeprowadzono analiz� tych zwi�zków w 

warunkach opracowanej metody 1D HPLC-DAD-ESI-MS, wobec 5 zwi�zków 

wzorcowych. Nie wykazano obecno�ci izoflawonów w wyci�gu metanolowym z 

Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego, co istotnie ró�ni badany materiał ro�linny 

od niektórych nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego. 

 W analizie zespołu saponin steroidowych wykorzystano chromatografi�

cienkowarstwow� (TLC, 2D TLC) oraz wysokosprawn� chromatografi� cieczow�

(HPLC) w sprz��eniu z laserowym detektorem �wiatła rozproszonego (ELSD) oraz 

spektrometrem mas (MS). 

 Z u�yciem TLC, 2D TLC oraz TLC z gradientem fazy stacjonarnej, ujawniono 

obecno�
 zespołu saponin furostanowych w surowcu pochodzenia krajowego 

(derywatyzacja odczynnikiem Ehrlicha). Najlepsze rozdzielenie badanych zwi�zków 

otrzymano na płytkach chromatograficznych HPTLC Si60 F254 z u�yciem mieszaniny 

chloroform:metanol:kwas mrówkowy (30:20:2, v/v/v) jako fazy ruchomej. Na 

otrzymanym chromatogramie TLC obserwowano 9 pasm saponin furostanowych. 

 Zoptymalizowano warunki oznaczenia ilo�ciowego diosgeniny po hydrolizie 

kwasowej w nasieniu kozieradki, w zakresie warunków ekstrakcji, hydrolizy kwasowej, 

separacji TLC (faza stacjonarna, faza ruchoma, odczynnik wywołuj�cy) oraz analizy 

densytometrycznej. Udowodniono, �e najbardziej wydajn� metod� wytrawiania jest 
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trójstopniowa, wyczerpuj�ca ekstrakcja w aparacie Soxhleta z u�yciem kolejno eteru 

naftowego, chloroformu oraz metanolu, a nast�pnie hydroliza kwasowa wyci�gu 

metanolowego z u�yciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI) (temp. 80°C, 2 

h). Najlepsze rozdzielenie TLC otrzymano na płytkach chromatograficznych HPTLC 

Si60 F254 z u�yciem mieszaniny  heptan:octan etylu (7:3, v/v) jako fazy ruchomej, w 

automatycznej komorze chromatograficznej ADC2, w temperaturze 22±2°C oraz stałej 

wilgotno�ci 47% (nasycony roztwór tiocyjanianiu potasu). Otrzymane chromatogramy 

TLC poddano wizualizacji z u�yciem zmodyfikowanego roztworu aldehydu any�owego 

Opracowan� metod� zwalidowano i wykorzystano do oznaczenia zawarto�ci 

diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego, 

otrzymanych od trzech producentów: Lewandowski (0,12%), Kawon (0,12%) i Flos 

(0,13%). 

  

 Opracowano metod� HPLC-ELSD-ESI-MS analizy jako�ciowej i ilo�ciowej 

saponin steroidowych w wyci�gu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej. 

Rozdzielenia prowadzono na dwóch poł�czonych szeregowo kolumnach Discovery C-

18 (150 mm x 2,1 mm x 3 µm)  w warunkach elucji gradientowej, obejmuj�cej liniowy 

wzrost st��enia ACN od 20% do 100%  w 0,1% kwasie mrówkowym (tG 90 minut, profil 

gradientu liniowo-skokowy). Otrzymano separacj� składników zespołu saponin 

steroidowych w formie 13 pików. 

 Nie wykazano ró�nic w profilu HPLC-ELSD-ESI-MS  saponin steroidowych 

wyci�gu metanolowego z surowca w porównaniu do wyci�gu etanolowego. Dlatego 

wykluczono obecno�
 artefaktów - 22-metoksy pochodnych saponin. 

 Z u�yciem detektora masowego ujawniono obecno�
 26 saponin steroidowych 

w badanym surowcu, spo�ród których 24 wst�pnie zidentyfikowano w oparciu o 

otrzymane dane spektralne i chromatograficzne (warto�ci tR, m/z), przypisuj�c im 

struktury zwi�zków, rozpoznanych wcze�niej w nasieniu kozieradki pospolitej. Ponadto  

nie wykazano istotnych ró�nic w profilach badanych zwi�zków w surowcach 

pochodzenia tureckiego i afryka�skiego w porównaniu do nasion kozieradki 

pochodzenia krajowego. Dominuj�cymi zwi�zkami były protodioscyna oraz trigoneozyd 

Vb. Trigoneozyd IVa i jego 25-epimer - glikozyd F, trigoneozyd Va oraz trigonellozyd C 

(protoneodioscyna) były obecne w ni�szych st��eniach. Wymienione zwi�zki s�

pochodnymi diosgeniny (protodioscyna, trigoneozyd Vb, glikozyd F) i jamogeniny 

(trigonellozyd C, trigoneozyd IVa, trigoneozyd Va) i stanowi� �ródło diosgeniny, 

uwalnianej w wyniku hydrolizy kwasowej, poniewa� izomery 25S i 25R ulegaj�

epimeryzacji. Jamogenina w �rodowisku kwa�nym mo�e ulega
 przekształceniu do 
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diosgeniny. Otrzymane profile HPLC saponin steroidowych w Foenugraeci Semen

ró�ni� si� of profili HPLC i UPLC  opisanych w literaturze. 

 Kolejny krok stanowiło opracowanie zwalidowanej metody HPLC-ELSD 

oznaczenia ilo�ciowego saponin steroidowych w badanym materiale ro�linnym. 

Zawarto�
 saponin, w przeliczeniu na protodioscyn�, oznaczono w wyci�gach: 70% 

metanolu (163,182±11,03 µg), wodnym (63,134±8,14 µg) oraz frakcji wyci�gu 

metanolowego (163,182±11,3 µg) z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia 

krajowego. Ponadto, oznaczono zawarto�
 saponin steroidowych w surowcach 

pochodzenia tureckiego i afryka�skiego (0,20 %).  

 Ocen� aktywno�ci biologicznej nasion kozieradki pochodzenia krajowego 

przeprowadzono w zakresie aktywno�ci cytotoksycznej oraz przeciwdrobnoustrojowej. 

Do bada� przeznaczono ró�ne wyci�gi z surowca - wodno-alkoholowy, wodny i frakcj�

wyci�gu metanolowego oraz wybrane zwi�zki czynne z grupy C-glikozydów 

flawonowych, sapogenin steroidowych oraz alkaloidów. 

  

 Aktywno�
 cytotoksyczn� ekstraktów z Foenugraeci Semen oraz pojedynczych 

zwi�zków czynnych oceniano wobec linii komórkowych: ludzkiego raka szyjki macicy 

HeLa, ludzkiego gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz ludzkiej białaczki limfoblastycznej 

MOLT-4. Jak kontrol� wykorzystano lini� komórkow� ludzkich keratynocytów HaCaT. 

Badania prowadzono w u�yciem testu MTT oraz systemu RealTimeXCELLigence 

(RTCA). System RTCA zastosowano w ocenie aktywno�ci cytotoksycznej Foenugraeci 

Semen po raz pierwszy. 

 Najsilniejsz� aktywno�
 cytotoksyczn� ujawniła frakcja wyci�gu metanolowego 

(D), dla której oznaczone warto�ci IC50 wyniosły odpowiednio: wobec HeLa 3,91 ± 0,03

µg/ml (MTT) i 3,99 ± 0,26 µg/ml (RTCA), wobec linii SKOV-3 3,97 ± 0,07 µg/ml (MTT) i 

2,26 ± 0,78 µg/ml (RTCA) oraz wobec linii  MOLT-4 7,75 ± 0,37 µg/ml (MTT).  Wyci�g 

wodno-alkoholowy wykazywał słabsz� aktywno�
 wobec badanych linii komórkowych, 

z oznaczonymi warto�ciami IC50: wobec HeLa 13,47 ± 0,62 µg/ml (MTT) i 9,65 ± 0,78 

µg/ml (RTCA), wobec SKOV-3 10,34 ± 0,16 µg/ml (MTT) i 7,73 ± 0,1 µg/ml (RTCA) 

oraz wobec MOLT-4 16,18 ± 1,14 µg/ml (MTT), odpowiednio. Najsłabsz� aktywno�


ujawnił wyci�g wodny, a oznaczone warto�ci IC50 wyniosły: wobec HeLa 17,43 ± 0,3 

(MTT) i 31,45 ± 0,21 µg/ml (RTCA), wobec SKOV-3 16,68  ± 0,6 µg/ml (MTT) i 26,4 ± 

0,71 µg/ml (RTCA) oraz wobec MOLT-4 26,55 ± 0,07 µg/ml (MTT), odpowiednio. 

Natomiast wyci�g metanolowy był nieaktywny. 

 Spo�ród badanych zwi�zków czynnych, znacz�c� aktywno�
 cytotoksyczn�

wobec badanych linii komórkowych ujawniły sapogeniny steroidowe, podczas gdy C-
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glikozydy flawonowe oraz trygonelina były nieaktywne. Otrzymane wyniki stanowi�

pierwsze doniesienia dotycz�ce aktywno�ci proapoptotycznej jamogeniny, tigogeniny 

wobec wszystkich badanych linii komórkowych oraz pierwsze doniesienie o aktywno�ci 

proapoptotycznej diosgeniny wobec linii gruczolakoraka jajnika SKOV-3. Oznaczone 

warto�ci IC50 badanych sapogenin wobec linii raka szyjki macicy HeLa wyniosły 

odpowiednio: jamogenina - 16,5 ± 0,59 µg/ml (MTT) i 19,6 ± 1,41 µg/ml (RTCA), 

diosgenina - 16,3 ± 0,26 µg/ml (MTT) i 28,0 ± 2,40 µg/ml (RTCA), tigogenina 35,6 ± 

3,69 µg/ml (MTT) i 25,1 ± 0,12 µg/ml (RTCA). Wobec linii komórek gruczolakoraka 

jajnika SKOV-3 badane sapogeniny ujawniły zbli�on� aktywno�
 z wyznaczonymi 

warto�ciami IC50 odpowiednio: jamogenina - 16,7 ± 0,08 µg/ml (MTT) i 23,9 ± 1,48 

µg/ml (RTCA), diosgenina - 19,3 ± 0,97 µg/ml (MTT) i 16,9 ± 2,89 µg/ml (RTCA), 

esmilagenina - 17,96 ± 1,29 µg/ml (MTT), tigogenina - 28,3 ± 3,46 µg/ml (RTCA) oraz > 

50 µg/ml (MTT). 

 Poniewa� najsilniejsz� aktywno�ci� cytotoksyczn� charakteryzowała si� frakcja 

wyci�gu metanolowego (D), kolejny etap prac stanowiły badania mechanizmów 

aktywno�ci proapoptotycznej frakcji D wobec linii komórek HeLa i SKOV-3. Oznaczono 

procent komórek apoptotycznych, który w komórkach SKOV-3 wynosił 50% przy 

st��eniu badanej frakcji D 10 µg, natomiast w komórkach HeLa - 50% przy st��eniu 

100 µg badanej frakcji D. Linia komórkowa SKOV-3 charakteryzowała si� wi�ksz�

wra�liwo�ci� na składniki frakcji D. 

 Analiza aktywno�ci kaspaz 3 i 7 ujawniła ich zaanga�owanie w proces �mierci 

komórek nowotworowych pod wpływem składników frakcji D, co potwierdza indukcj�

apoptozy w komórkach linii HeLa i SKOV-3. 

 W rezultacie bada� zmian błonowego potencjału mitochondrialnego w 

komórkach linii HeLa i SKOV-3 po 12 godzinach inkubacji z ró�nymi st��eniami 

badanej frakcji D obserwowano zale�ne od dawki zmiany potencjału błony 

mitochondrialnej w hodowli komórek SKOV-3, co potwierdza zaanga�owanie 

wewn�trznego szlaku indukcji apoptozy w �mier
 komórek gruczolakoraka jajnika 

SKOV-3 pod wpływem frakcji D. Natomiast w hodowli komórek HeLa nie obserwowano 

zmian błonowego potencjału mitochondrialnego. 

 Otrzymane wyniki pomiaru zmian poziomu wolnych rodników (ROS) ujawniły, 

�e w rezultacie inkubacji z frakcj� D poziom ROS wzrasta, co jest zwi�zane z 

wyst�powaniem stresu oksydacyjnego, który mo�e prowadzi
 do indukcji kaspazy-12 i 

wewn�trznego szlaku apoptozy. 

 Ocen� aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej wyci�gów z nasiona kozieradki 

pospolitej oraz wybranych zwi�zków czynnych prowadzono wobec szeregu szczepów 
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bakteryjnych. Udowodniono, �e szczepem o najwi�kszej wra�liwo�ci na przetwory z 

Foenugraeci Semen oraz pojedyncze metabolity wtórne – składniki chemiczne 

surowca był Helicobacter pylori, z najni�sz� warto�ci� MBC 0,27 mg/ml dla wyci�gu 

wodno-alkoholowego. Wyci�g wodny był nieaktywny. Otrzymane wyniki wskazuj�, �e w 

celu efektywnego wspierania terapii choroby wrzodowej, przebiegaj�cej z zaka�eniem 

H. pylori, wskazane jest stosowanie wyci�gów wodno-alkoholowych lub alkoholowych, 

posiadaj�cych aktywno�
 przeciwbakteryjn� wobec patogenu. Natomiast wyci�gi 

wodne mog� pełni
 rol� pomocnicz� jako przeciwzapalne i ułatwiaj�ce gojenie niszy 

wrzodowej. Spo�ród badanych zwi�zków czynnych, witeksyna ujawniła najsilniejsz�

aktywno�
 bakteriobójcz� wobec H. pylori, z warto�ci� MBC 0,03 mg/ml,  obok 

sapogenin steroidowych, dla których warto�ci MBC wyniosły odpowiednio: 0,0625 

mg/ml (tigogenina i sarsasapogenina) oraz 0,125 mg/ml (diosgenina). Natomiast 

orientyna ujawniła jedynie efekt bakteriostatyczny, a oznaczona warto�
 MIC wyniosła 

0,125 mg/ml. 

 W rezultacie przeprowadzonych bada� rozpoznano skład chemiczny surowca 

krajowego w zakresie C-glikozydów flawonowych i saponin steroidowych.  

 Opracowane metody 2D LC mog� by
 przydatne w analizie składu 

chemicznego nasion kozieradki ró�nego pochodzenia oraz w identyfikacji C-

glikozyloflawonów w innych matrycach ro�linnych. 

 Uwzgl�dniaj�c wykazany w surowcu krajowym brak izoflawonów oraz 

oznaczon� nisk� zawarto�
 diosgeniny, wydaje si�, �e Foenugraeci Semen

pochodzenia krajowego mo�e stanowi
 bardziej bezpieczny surowiec w porównaniu do 

nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego, w zakresie potencjalnego wpływu na 

gospodark� hormonaln� i poziomy hormonów płciowych. 
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SUMMARY 

Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae) is annual herbaceous 

plant, widespread in Asia and Mediterranean region. Described in ancient Ayurveda  as 

methi, fenugreek (especially its seeds) was used for centuries in traditional Asian 

medicine. Nowadays, the seed of fenugreek (Foenugraeci Semen) is also a popular 

healing agent in European phytotherapy, applied internally and externally. Foenugraeci 

Semen has a monographs as a mucilaginous plant material in both Polish 

Pharmacopoeia X and European Pharmacopoeia. The chemical composition of 

Foenugraeci Semen consists of several groups of plant secondary metabolites of 

which, besides polysaccharides, flavone C-glycosides and steroidal saponins are the 

most abundant and responsible for multidirectional biological activity of fenugreek 

seeds, including antidiabetic, hypolipidemic and anti-inflammatory. However, in the field 

of principal compounds, only the chemical composition of Asian and African plant 

material was recognized so far, though it is known as depending on the growth or 

cultivation conditions. For the last five decades, only one paper (1971) concerns the 

presence of 4 C-glycosylflavones in Polish Foenugraeci Semen. Taking into account 

the biological activity of flavone C-glycosides and steroidal saponins (including their 

unclear influence on human sex hormones), growing interest in fenugreek seeds (over 

1000 of publications in the past five years) and fact that they are getting more popular 

as the ingredients of increasing number of dietary supplements, the need of 

phytochemical characteristic of secondary metabolites in Polish fenugreek seeds 

arises. 

 This thesis presents phytochemical and biological investigation of flavone-C-

glycosides and steroidal saponins in Foenugraeci Semen of Polish origin and 

evaluation of its anticancer and antibacterial activity, not described previously in the 

literature or for which the insufficient data exist.  

 Presented dissertation consists of three main parts. The first part contains the 

general botanical, phytochemical and pharmacological characteristic of an 

investigated Foenugreci Semen. Moreover, it discusses the current state of 

knowledge about the application of two-dimensional high-performance liquid 

chromatography in the analysis of flavonoids. The second part explains research 

methodology. In the third part the results of phytochemical studies are presented  

together with the study on biological activity.
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The main objective was the qualitative and quantitative analysis of Polish 

fenugreek seeds in terms of three main groups of chemical compounds: flavone-C-

glycosides, isoflavones and steroidal saponins together with the evaluation of biological 

activity of this plant material and its selected secondary metabolites.  

 For the experiments fenugreek seeds of unknown chemical composition, 

obtained from three Polish herbal companies were used, namely: Lewandowski, Flos, 

Kawon. Additionally for comparative analysis also the plant material of Turkish and 

African origin was used. 

 As a result of phytochemical studies, several chromatographic methods were 

developed and optimized together with optimized extraction procedures for the analysis 

of flavone-C-glycosides and steroidal saponins. 

 The influence of extraction mode on the yield of C-glycosylflavones  from 

fenugreek seeds was examined. Several techniques were tested: extraction in classic 

and automatic Soxhlet apparatus, maceration, extraction with the use of magnetic 

stirrer, sonication, microwave-assisted extraction and accelerated solvent extraction. 

Additionally, different parameters of process were examined (time, solvent, 

temperature, power, number of cycles) depending on the technique used. The amount 

of flavone-C-glycosides in obtained extracts, calculated on apigenin or luteolin, was 

quantified with the use of established HPLC-DAD method. 

 The differences in the obtained chromatographic profiles of C-glycosylflavones 

depending on the extraction solvent used, were revealed. The most effective extracting 

solvent was 70% methanol. Moreover, also the differences in the amount of analyzed 

compounds in extracts, obtained through various extraction techniques were revealed. 

The efficiency of flavone-C-glycosides extraction by the use of automatic Soxhlet 

apparatus (25 cycles) was similar to the exhaustive extraction in classic Soxhlet 

apparatus. It was proved, that during the sonication with 70% methanol, the 

concentration of C-glycosylflavones depends on temperature, but increases only till the 

30. min, remaining stabile even if process is prolonged. However, it was still lower than 

in the extract obtained by triple sonication with 70% methanol. The result of microwave 

extraction with 70% methanol showed that independently on the time and power of this 

process,  the effectiveness of extraction remains similar. The significant differences in 

the amount of analyzed compounds were observed as a result of accelerated solvent 

extraction. Some analytical difficulties in the application of this method for the 

extraction of Foenugraeci Semen with 70% methanol were revealed and discussed. On 

the basis of performed experiments, the most effective method for the flavone-C-
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glycosides from fenugreek seeds was: the extraction on magnetic stirrer with 70% 

methanol (2 x 3 h, 2 x 100 ml, temp. 60°C). 

 Analysis of C-glycosylflavones was performed with the use of  thin layer 

chromatography (TLC, 2D TLC) and high-performance liquid chromatography (1D 

HPLC, 2D HPLC: LC-LC, LCxLC). The TLC analyses on HPTLC RP-18W F254S plates 

with the mobile phase methanol:water:formic acid (40:60:6, v/v/v) revealed the 

presence of 9 compounds and confirmed the presence of vitexin, isovitexin and 

isoorientin. The 2D TLC analyses were performed on cellulose plates with the use of 

the mixtures butanol:water:acetic acid (BAW) (3:1:1, v/v/v) (1st direction) and 15% 

acetic acid (2nd direction). On the obtained chromatograms 6 spots of flavones and 4 

spots tentatively identified as phenolic acids were observed. 

 The HPLC-DAD-ESI-MS method for the qualitative analysis of flavone-C-

glycosides in the methanol extract from fenugreek seeds was established. In the 

optimization process different columns, mobile phases and gradient programs were 

tested. The best separation was achieved on Kinetex C-18 column (100 mm x 2,1 mm 

x 2,6 µm) under the gradient elution according to program I, comprising the linear 

increase of concentration of the mixture ACN:water:TFA (50:50:0,1, v/v/v) from 16% to 

70% in 0,1% TFA and the isocratic elution (tG 70 minutes). The separation of analyzed 

compounds was obtained in the form of 15 peaks. The presence of: vitexin, isovitexin, 

vicenin-1, vicenin-2, vicenin-3, apigenin di-C-(6/8)-hexosyl-pentoside, p-coumaric 

esters of vitexin/isovitexin and orientin/isoorientin together with 5 unknown compounds, 

tentatively identified as apigenin di-C-(6/8)-pentosides was revealed. The presence of 

vicenin-3 was revealed in fenugreek seeds for the first time. In the established 

chromatographic conditions (1D HPLC) orientin and isoorientin as well as schaftoside 

and isoschaftoside were coeluting. Additionally HPLC-DAD-ESI-MS analyses of 

reference substances - orientin and isoorientin revealed differences in the intensity of 

deprotonated molecular ions signals at m/z 447 [M-H]− (20% - orientin, 100% - 

isoorientin) and adducts with TFA at m/z 561 [M–H+114]- (100% - orientin, 60% - 

isoorientin). Observed differences in the ESI-MS spectra of orientin and isoorientin  

may be helpful in the HPLC-DAD-ESI-MS identification of these compounds in plant 

matrices of different origin.  

 Due to not achieving the separation of reference isomeric luteolin mono-C-

glucosides (orientin and isoorientin) and isomeric apigenin di-C-(6/8)-glucosyl-

arabinosides (schaftoside and isoschaftoside) in 1D HPLC, next step was 
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establishment the conditions for two-dimensional HPLC separations of C-

glycosylflavones from fenugreek seeds with the use of heart-cutting (LC-LC) and 

comprehensive (LCxLC) techniques in both off-line and on-line modes. 

 Firstly, C-glycosylflavones in the methanol extract of fenugreek seeds were 

separated in the optimized heart-cutting (LC-LC) off-line method, which was the 

introduction to the establishment of the comprehensive off-line and on-line system. In 

the first dimension the LC-LC method, the Sphinx C-18-Phenyl column and gradient 

elution were used. The gradient program was characterized by the increasing 

concentration of the mixture methanol:waer:TFA (50:50:0.1, v/v/v) from 40% to 60% in 

the 0.1% aqueous TFA  in the first 5 minutes, followed by the isocratic elution at 60% of 

the mixture methanol:water:TFA (50:50:0.1, v/v/v) in the 0.1% aqueous TFA for next 10 

minutes (tG 15 minutes) at flow rate 0.05 ml/min. As a result of first-dimensional 

separation the extract was divided into nine fractions (I-IX), which ingredients were 

further successively separated in the second dimension on Kinetex C-18 column with 

the use of isocratic elution at experimentally assorted concentration of the mixture 

ACN:water:TFA (50:50:0.1, v/v/v) in 0.1% aqueous TFA: fractions I and II - 32%, 

fraction III - 20%, 23%, 32%, fraction IV - 30%, fraction V-VII - 35%, fraction VIII - 45%, 

fraction IX - 50%. In the established conditions all C-glycosylflavones in the analyzed 

extract were separated, including isomers: orientin - isoorientin and schaftoside - 

isoschaftoside. The presence of isochsaftoside in fenugreek seeds was revealed for 

the first time. 

 Next, the comprehensive off-line method was established. In the first dimension 

separation was performed on Sphinx C-18-Phenyl column. As a result of mobile phase 

composition optimization, comprising mixtures of different organic solvents and 

different gradient programs, the best separation was obtained with the use of the 

mixture methanol:ACN:water:TFA (330:40:80:0.45 v/v/v/v) in 0.1% aqueous TFA under 

gradient elution. The gradient program comprised initially isocratic elution at 43% (0-1.2 

min) and next the linear increase mixture of methanol:ACN:water:TFA (330:40:80:0.45 

v/v/v/v) in 0.1% aqueous TFA from 43% to 90% in tG 1.2-47 minutes (tG 47 min) at flow 

rate 0.017 ml/min. The obtained 1D LCxLC off-line profile was similar to the in 1D profile 

obtained in LC-LC method. Analyzed extract was divided into 12 fractions (I'-XII'), 9 of 

which corresponded to the fractions obtained in LC-LC method and 3 fractions were 

added to maintain comprehensive technique assumption of transferring the whole 

eluate from the first dimension to the second one. In the 2D the Discovery HS C-18 

column was used instead of Kinetex column, due to its smaller length, while 

maintaining the separation profile of each fraction components in 2D. Ingredients of 

fractions I'-XII'  were separated under experimentally assorted isocratic elution 
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conditions and some additional modifications in the concentration of 2D mobile phase 

(mixture ACN:water:TFA 50:50:0.1, v/v/v in 0.1% aqueous TFA) were made: fraction I' - 

26%, fraction II' - 30%, fraction III' - 32%, fractions IV', V', VII' - 35%,  fraction VI' - 36%, 

fractions VIII' and IX' - 38%, fractions X' and XI' - 50%, fraction XII' - 55%. 

 Finally, the fully automatic comprehensive (LCxLC) on-line method for the 

separation of C-glycosylflavones in the methanol extract from fenugreek seeds was 

established. The same columns were used as in the off-line LCxLC. In the first 

dimension also the same gradient elution was applied, while in the second dimension 

the established isocratic conditions for the separation of analyzed compounds were 

connected into the stepwise gradient, of which each step comprised  single fraction 

separation at isocratic conditions. The modulation time was changeable and 

experimentally assorted: fraction I' – 2.7 min, fraction II' – 2.1 min, fraction III' – 2.5 min, 

fraction IV' – 3.0 min, fraction V' – 1.5 min, fraction VI' – 2.6 min, fraction VII' – 2.3 min, 

fraction VIII' – 3.1 min, fraction IX'– 2.9 min, fraction X' – 2.1 min, fraction XI' – 2.5 min, 

fraction XII' – 4.0 min. In the 1D the DAD detector was used, while in the 2D both DAD 

and MS detectors were applied. As the result in the established on-line LCxLC method, 

all C-glycosylflavones were separated, except for schaftoside and isoschaftoside which 

were coeluting. It was demonstrated that their separation is possible only in the 

established off-line LC-LC-DAD-ESI-MS method, as the time needed for it is at least 25 

minutes. 

 Next, the quantitative LC-LC-DAD on-line method for the estimation of C-

glycosylflavones in fenugreek seeds was established. In the conditions optimized for 

one-dimensional HPLC separation and 11 compounds were quantified, apart from 

orientin, isoorientin, schaftoside and isoschaftoside, which were collected in a form of 

fraction, subsequently separated on Kinetex C-18 column at 23% concentration of the 

mixture ACN:water:TFA (50:50:0.1, v/v/v) in 0.1%  aqueous TFA. The established 

method was applied to the quantitative analysis of C-glycosylflavones in obtained 

different extracts from  plant material of Polish origin: alcohol-aqueous, aqueous and 

the fraction of methanol extract. 

 Comparative analysis of the C-glycosylflavones in Turkish and African 

fenugreek seeds was performed with the use of established HPLC-DAD-ESIMS and 

LC-LC-DAD-ESIMS methods. The qualitative differences were revealed. In comparison 

with Polish plant material, both Turkish and African contained 4 additional flavone C-

glycosides: two apigenin di-C-(6/8)-hexosyl-pentosides and 2 apigenin di-C-(6/8)-

hexosides. Additionally, the separation of methanol extracts with the use of LC-LC-

DAD-ESI-MS method demonstrated that the profile of orientin, isoorientin, schaftoside 
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and isoschaftoside are similar in Polish and African plant material with the 

isoschaftoside being the most abundant, next to schaftoside and orientin, present in 

lower concentration, while the concentration of isoorientin is significantly lower. On the 

other hand, in fenugreek seeds of Turkish origin, luteolin mono-C-glucosides (orientin 

and isoorientin) are  the most abundant, while schaftoside and isoschaftoside are minor 

components. 

 As fenugreek seeds are known to contain natural phytoestrogens - isoflavones, 

the analysis of these compounds was performed in the established 1D HPLC-DAD-

ESI-MS conditions in the comparison with 5 standards. However, none isoflavones 

were detected in the methanol extract from Foenugraeci Semen of Polish origin, which 

significantly differs this plant material from fenugreek seeds originated from the other 

parts of the world. 

 In the analysis of steroidal saponins different chromatographic techniques were 

used, namely: thin layer chromatography (TLC, 2D TLC) and high-performance liquid 

chromatography (HPLC) with the use of evaporative light scattering detector (ELSD) 

and mass detector (MS). 

 With the use of TLC, 2D TLC and TLC with adsorbent gradient, the complex of 

furostanol saponins in the Polish fenugreek seeds was revealed (derivatization with 

Ehrlich reagent). The best separation was achieved on HPTLC Si60 F254 plates with the 

mixture of chloroform:methanol:formic acid (30:20:0.2, v/v/v) as the mobile phase. On 

the obtained TLC chromatogram 9 bands of furostanol saponins were observed. 

 The procedure for the quantification of diosgenin in the fenugreek seeds after 

acid hydrolysis was established, comprising extensive optimization of extraction, acid 

hydrolysis and TLC conditions (stationary phase, mobile phase, visualization reagent) 

and densitometric analysis. Finally, the most effective were: triple exhaustive extraction 

in a Soxhlet apparatus with petroleum ether, chloroform and methanol, followed by acid 

hydrolysis of the methanol extract with 2M aqueous sulphuric acid (temp. 80°C, 2 h). 

The TLC separation was performed on  HPTLC Si60 F254 plates and mobile phase n-

heptane:ethyl acetate (7:3, v/v) in automatic development chamber (ADC2) at 22±2°C 

and 47% humidity (provided by a saturated solution of potassium thiocyanate). 

Obtained chromatograms were visualized by the use of modified anisaldehyde reagent. 

The established method was validated and applied to the estimation of diosgenin in the 
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fenugreek seeds from three Polish herbal companies: Lewandowski (0,12%), Kawon 

(0,12%) and Flos (0,13%). 

 The HPLC-ELSD-ESI-MS method for the qualitative analysis of steroidal 

saponins in methanol extract from fenugreek seeds was established. Compounds were 

separated on the two Discovery C-18 (150 mm x 2.1 mm x 3 µm) columns, connected 

in series under gradient elution, comprising increasing concentration of ACN from 20% 

to 100% in 0,1% formic acid (tG 90 minutes; stepwise-linear gradient). The resolution of 

the steroidal saponins complex was obtained in a form of 13 peaks.  

 Additionally, the analysis of ethanol extract revealed no differences in 

comparison to methanol extract, therefore the presence of 22-methoxy artefacts was 

excluded. 

 The use of mass detector revealed the presence of 26 steroidal saponins, 24 of 

which were tentatively identified as furostanol saponins according to obtained 

chromatographic and spectral data (tR, m/z values) and comparison with literature data. 

The profiles of saponins in Polish, Turkish and African plant material were similar. The 

most abundant compounds were: protodioscin and trigoneoside Vb. Trigoneoside IVa 

and its 25-epimer glycoside F, trigoneoside Va and trigonelloside C (protoneodioscin) 

were present in lower concentrations. These compounds are derivatives of diosgenin 

(protodioscin, trigoneoside Vb, glycoside F) or yamogenin (trigonelloside C, 

trigoneoside IVa, trigoneoside Va), being the source of diosgenin quantified after acid 

hydrolysis, as 25S and 25R isomers are known to undergo the epimerisation. 

Therefore yamogenin may transform into diosgenin under acid hydrolysis conditions. 

The revealed HPLC profile of steroidal saponins varies from the HPLC and UPLC 

profiles of fenugreek seeds, described in literature. 

 Next, the established quantitative HPLC-ELSD was validated. Total amount of 

saponins, calculated as protodioscin, was estimated in extracts: alcohol-aqueous 

(135.157±4.74 µg), aqueous (63.134±8.14 µg) and the fraction from methanol extract 

(163.182±11.03 µg) from the plant material of Polish origin.  Additionally, the amount of 

saponins in Turkish and African fenugreek seeds was calculated  (0.20%). 

 The evaluation of biological activity of analyzed fenugreek seeds of Polish origin 

was performed in the field of cytotoxic and antimicrobial activity. The different extract 

from the plant materials were examined: alcohol-aqueous, aqueous, methanol and the 
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fraction from methanol extract, as well as selected C-glycosylflavones, steroidal 

sapogenins and alkaloids. 

 The cytotoxic activity was evaluated against three human cell lines: cervinal 

cancer HeLA, ovarian carcinoma SKOV-3, lymphoblastic leukemia MOLT-4 and control 

cell line of human keratinocytes HaCaT. In the experiments both MTT and 

RealTimexCELLigence (RTCA) system were used. The use of RTCA in the assesment 

of anticacner activity of Foenugraeci Semen was never described before.  

 The highest cytotoxicity was demonstrated by the fraction of methanol extract 

(D), for which IC50 values were as follows: against HeLa 3.91 ± 0.03 µg/ml (MTT) and 

3.99 ± 0.26 µg/ml (RTCA), against SKOV-3 3.97 ± 0.07 µg/ml (MTT) and 2.26 ± 0.78 

µg/ml (RTCA) and against MOLT-4 7.75 ± 0.37 µg/ml (MTT). The  alcohol-aqueous 

extract (A) revealed moderate cytotoxic activity with the IC50 values: against HeLa 

13.47 ± 0.62 µg/ml (MTT) and 9.65 ± 0.78 µg/ml (RTCA), against SKOV-3 10.34  ± 

0.16 µg/ml (MTT) i 7.73 ± 0.1 µg/ml (RTCA) and against MOLT-4 16.18 ± 1.14 µg/ml 

(MTT). The weakest activity was observed for the aqueous extract, prepared in a form 

of infusion (B), for which obtained IC50 values were : against HeLa 17.43 ± 0.3 µg/ml 

(MTT) and 31.45 ± 0.21µg/ml (RTCA), against SKOV-3 16.68 ± 0.6 µg/ml (MTT) and 

26.4 ± 0.71 µg/ml (RTCA) and against MOLT-4 26.55 ± 0.07 µg/ml (MTT), respectively. 

The methanol extract (C) was inactive. 

 Among the single metabolites examined, the steroidal sapogenins revealed 

significant activity, while C-glycosylflavones and  trigonelline were inactive. These is 

the first report on the proapoptotic activity of yamogenin, tigogenin against all  tested 

cell-lines and the first report on proapoptotic activity of diosgenin against SKOV-3 cell 

line. 

 The obtained IC50 values for steroidal sapogenins against HeLa cell line were: 

yamogenin - 16.5 ± 0.59 µg/ml (MTT) and  19.6 ± 1.41 µg/ml (RTCA), diosgenin - 16.3 

± 0.26 µg/ml (MTT) and 28.0 ± 2.40 µg/ml (RTCA),  tigogenin acetate 35.6 ± 3.69 µg/ml 

(MTT) and 25.1 ± 0.12 µg/ml (RTCA). In experiments with the use of ovarian carcinoma 

cell line, the steroidal sapogenins demonstrated similar activity at following IC50 values: 

yamogenin - 16.7 ± 0.08 µg/ml (MTT) and 23.9 ± 1.48 µg/ml (RTCA); diosgenin - 19.3 ± 

0.97 µg/ml (MTT) and 16.9 ± 2.89 µg/ml (RTCA); esmilagenin - 17.96 ± 1.29 µg/ml 

(MTT); tigogenin - 28.3 ± 3.46 µg/ml (RTCA) with activity > 50 µg/ml in MTT. 

 As fraction obtained from methanol extract form fenugreek seeds revealed the 

strongest cytotoxic activity, further investigation of its proapoptotic mechanisms was 

evaluated with the use of HeLa and SKOV-3 cell lines. The apoptosis rate was 
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calculated. In SKOV-3 cell line apoptosis rate was 50% at  10 µg concentration of 

fraction D, while in the HeLa cell line - 50% apoptosis rate was observed at 100 µg 

concentration of fraction D. The cell line SKOV-3 was more sensitive for the analyzed 

fraction than the HeLa cell line. 

 The analysis of the caspases 3 and 7 activity confirmed their involvement  in the 

observed cancer cells death under the influence of the fraction D, which thus confirmed 

the induction of apoptosis in HeLa cells and SKOV-3. 

 The assessment of changes in mitochondrial potential in HeLa and SKOV-3 

cells after 12-hour incubation with different concentrations of the fraction D revealed 

dose-dependent changes in mitochondrial potential in ovarian adenocarcinoma SKOV-

3. In confirms the participation of the intrinsic pathway of apoptosis in tumor cell death 

SKOV-3 under the influence of the fraction D. In cervical cancer HeLa none changes in 

mitochondrial potential were observed, yet the involvement of intrinsic apoptosis 

pathway in the observed HeLa cells death cannot be excluded.  

 The results of the measurement of reactive oxygen species (ROS) revealed that 

after the incubation with analyzed fraction D from fenugreek seeds, the ROS level 

increases. This indicates the presence of oxidative stress, which can lead to the 

induction of caspase-12 and the intrinsic pathway of apoptosis. 

 The investigation on antimicrobial activity of the extracts from fenugreek seeds 

as well as single metabolites was performed against several bacteria strains. 

Helicobacter pylori  demonstrated the highest  susceptibility to extracts from the seeds 

of T. foenum-graecum at the lowest bacterial inhibitory concentration at 0.27 mg/ml for 

the alcohol-aqueous extract (A). The aqueous extract (B) was inactive. Obtained 

results suggest that in order to effectively support the therapy of peptic ulcers 

connected with H. pylori infection, it is advisable to apply alcohol-aqueous or alcohol 

extracts from fenugreek seeds, which posses antibacterial activity against this bacteria. 

Water extracts may play only a subordinate role due to their anti-inflammatory and 

healing properties. Among the single metabolites, vitexin  was bactericidal against H. 

pylori at MBC 0.03 mg/ml,  tigogenin and sarsasapogenin - at MBC 0.0625 mg/ml and 

diosgenin at MBC 0.125 mg/ml, while orientin demonstrated only bacteriostatic activity 

at MIC 0.125 mg/ml. 

  

 Established 2D LC methods may be used in the phytochemical analysis of 

fenugreek seeds of different origin and in C-glycosylflavones identification in other plant 

matrices. 



269 

 Taking into account the absence of isoflavones and quantified low diosgenin 

content, Foenugraeci Semen of Polish origin seems to be a more secure plant material 

in comparison to fenugreek seeds of Asian origin, regarding its potential effects on the 

human sex hormones. 
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