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wzgledne odchylenie standardowe wyrazone w %

acetylocholinoesteraza

acetonitryl

automatyczna komora chromatograficzna (ang. automatic development chamber)
analiza wariancji

apolipoproteina b

przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika (ang. accelerated solvent extraction)
adenozyno-5'-trifosforan

wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

dwutlenek wegla

cyklooksygenaza-1

cyklooksygenaza-2

wspotczynnik zmiennosci

detektor z matrycag diodowg (ang. diode array detector)

pozywka do hodowli linii komérkowych

kwas deoksyrybonukleinowy

minimalne stezenie efektywne, ktére indukuje okreslony efekt u 50% badanych
komarek/organizmoéw (ang. half maximal effective concentration)

laserowy detektor Swiatta rozproszonego (ang. evaporative light scattering detector)
receptory estrogenowe

elektrorozpylanie w polu elektrycznym,, metoda jonizacji w spektrometrii mas, (ang.
electrospray ionization)

receptory btonowe wigzgce kwas y-aminomastowy

kwas y-aminomastowy

chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

chromatografia gazowa z olfaktometrig (ang. gas chromatography-olfactometry)

kwasne biatko wtokienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein)

lipoproteiny wysokiej gestosci (ang. very low density lipoproteins)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid chromatography)
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (ang. high performance thin layer
chromatography)

wysokosprawna chromatografia przeciwpradowa (ang. high-speed countercurrent
chromatography)

stezenie czynnika, przy ktérym proliferacja komorek zostaje zahamowana o 50%
interleukina

chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography)

acylotransferaza lecytyna:cholesterol

dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa technika heart-cutting
dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa technika comprehensive
lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins)

hormon luteinizujgcy

granica wykrywalnosci, (ang. limit of detection)

granica oznaczalnosci (ang. limit of quantification)

ekstrakcja wspomagana mikrofalami (ang. microwave extraction)

monoaminooksydaza a

monoaminooksydaza b

minimalne stezenie bakteriobojcze (ang. minimal bactericidal concentration)

dialdehyd malonowy

wielowymiarowa chromatografia cieczowa (ang. multidimensional liquid chromatography)
minimalne stezenie hamujgce (ang. minimal inhibitory concentration)

matrycowy kwas rybonukleinowy

spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

czynnik wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor)
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niesteroidowe leki przeciwzapalne

normalny uktad faz

tancuchowa reakcja polimerazy

kinaza pirogronianowa (ang. pyruvate kinase)

receptory aktywowane proliferatorami peroksysomoéw (ang. peroxisome proliferator-activated
receptors),

analiza czasu przelotu (ang. quadrupole — time-off-fligh)

wspotczynnik zatrzymania

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygenspecies)

odwrocony ukiad faz

wspotczynnik separacji (rozdzielenia)

system RealTime xCELLigence

odchylenie standardowe

monitorowanie wybranych jondw (ang. selected ion monitoring)

biatko wigzgce sie z elementem odpowiedzi na sterole) (ang. sterol regulatory element
binding proteins)

produkty peroksydacji reagujgcych z kwasem tiobarbiturowym (ang. (thiobarbituric acid
reactive substances)

tradycyjne surowce medycyny chinskiej

kwas trifluorooctowy

triglicerydy

chromatografia cienkowarstwowa

ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami (sonikacja; ang. ultrasound extraction)

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

Swiatto widzialne

lipoproteiny bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoproteins)
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CEL PRACY

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) wystepuje w
stanie naturalnym na terenie Azji i basenu Morza Srédziemnego [229, 368, 585].
Opisana w hinduskiej Ayurwedzie pod nazwg methi, kozieradka pospolita od wiekow
stosowana jest w medycynie azjatyckiej. Jest réwniez popularnym surowcem
leczniczym w krajach europejskich. Wysuszone nasiona kozieradki w formie wyciggu
wodnego oraz preparatow galenowych podawane sg doustnie jako srodek odzywczy i
wspomagajgcy trawienie oraz leczniczy w schorzeniach przewodu pokarmowego,
stanach zapalnych oraz chorobie wrzodowej zotgdka i ponadto jako obnizajgcy poziom
cukru we krwi w przebiegu cukrzycy. Nasiona kozieradki tradycyjnie stosowane sg w
postaci kataplazmow na trudno gojgce sie rany oraz stany zapalne skoéry i tkanki
podskornej [256, 373, 585].

Nasiona kozieradki zawierajg szereg grup metabolitéw wtornych, wsrod ktérych,
obok polisacharydéw, dominujgcymi sg C-glikozydy flawonowe oraz saponiny
steroidowe, identyfikowane przede wszystkim w surowcach pochodzenia azjatyckiego
[253, 418, 456, 493, 574] i afrykanskiego [66, 113, 143, 202, 387]. Wymienione zwigzki
czynne warunkujg wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczng surowca - m.in.
przeciwzapalng, przeciwcukrzycowa, przeciwdrobnoustrojowg oraz
przeciwnowotworowg w modelach in vitro [270, 276, 486, 491] i in vivo [34, 42, 532].

Nasienie kozieradki (Foenugraeci Semen) posiada monografie w Farmakopei
Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej i jest klasyfikowane jako surowiec sluzowy.
Obecnie Foenugraeci Semen jest skladnikiem coraz wigekszej liczby suplementoéw diety
ze wskazaniem jako pomocnicze w terapii cukrzycy, trgdziku oraz jako wzmacniajgce
organizm.

Pomimo wzrastajgcej popularnosci nasion kozieradki na krajowym rynku
produktow roslinnych jako sktadnika gtéwnie suplementéw diety, sktad chemiczny
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego pozostaje nierozpoznany, z wyjatkiem
doniesienia Adamskiej i wsp. [15], ktorzy w 1971 roku wyizolowali z surowca polskiego
4 C-glikozyloflawony.

Uwzgledniajgc wykazane znaczne roznice w sktadzie jakosciowym i zawartosci
zwigzkdéw czynnych w zaleznosci od warunkow wzrostu kozieradki [54, 108, 153, 185,
356, 422, 627] oraz wielokierunkowa, zroznicowang aktywnos¢ biologiczng, w tym
sygnalizowany w literaturze niewyjasniony w petni wptyw surowca na uktad hormonalny
cztowieka [110, 248, 299, 367, 588], uznano za konieczne badania nad zwigzkami

czynnymi surowca krajowego oraz jago aktywnoscig biologiczna.
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Podstawowy cel pracy stanowita analiza jakosciowa i ilosciowa nasion T.
foenum-graecum pochodzenia krajowego w zakresie 2 grup dominujgcych zwigzkéw
czynnych: C-glikozydoéw flawonowych i saponin steroidowych oraz ocena aktywnosci
biologicznej surowca w zakresie przeciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej, na
tle wystepujgcych w nim metabolitow wtérnych.

Realizacja celu podstawowego obejmowata nastepujgce cele czgstkowe:

e optymalizacje warunkéw ekstrakcji C-glikozydow flawonowych z nasienia kozieradki
z uzyciem roznych technik ekstrakcyjnych (ekstrakcja w klasycznym i
automatycznym  aparacie  Soxhleta, ekstrakcja z uzyciem mieszadta
magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami, przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem)

e opracowanie metod analizy jakosSciowej i ilosciowej zespotu C-glikozydow
flawonowych z uzyciem jednowymiarowej i dwuwymiarowej wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (1D i 2D HPLC) oraz technik: heart-cutting (LC-LC) i
comprehensive (LCxLC) w trybach off-line i on-line, w sprzezeniu z detektorem z
matrycg diodowg (DAD) oraz spektrometrem mas (MS).

e przeprowadzenie analizy izoflawonéw metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w sprzezeniu z detektorem z matrycg diodowg (DAD)

e opracowanie metod analizy zespotu saponin steroidowych z uzyciem rdznych
technik chromatograficznych:

— opracowanie metody TLC analizy diosgeniny po hydrolizie kwasowej, wraz z
optymalizacjg warunkéw ekstrakcji i hydrolizy

— opracowanie metody HPLC analizy jakosciowej i iloSciowej zespotu saponin
steroidowych w sprzezeniu z laserowym detektorem Swiatta rozproszonego

(ELSD) oraz detektorem mas (MS)

e ocene aktywnosci przeciwnowotworowej wyciggow, frakcji i pojedynczych zwigzkow
czynnych z Foenugraeci Semen oraz badania mechanizméw dziatania
proapoptotycznego

e ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyciggow i pojedynczych zwigzkow

czynnych z Foenugraeci Semen wobec wybranych patogendw.

12



CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka botaniczna i

Trigonella foenum-graecum L.

1.1.

Nadkroélestwo:

Krolestwo:

Podkroélestwo:

Gromada:
Podgromada:
Klasa:
Podklasa:
Nadrzad:
Rzad:

Rodzina:

Podrodzina:
Rodzaj:

Gatunek:

Stanowisko systematyczne

Eukaryota

Planta

Viridaeplantae

Tracheophyta
Spermatophytina
Magnoliopsida (Dicotyledones)
Rosidae

Rosanae

Fabales

Fabaceae

(Leguminosae, Papilionaceae)
Trifoliae

Trigonella L.

Trigonella foenum-graecum L.

[13, 368, 431, 468]

stanowisko systematyczne

Griedjifdjes Gen.

el i 4
ﬁf.@,w//g.‘@mmyhm werres

Ryc.1. Kozieradka pospolita

(Trigonella foenum-graecum) [2]
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1.2. Wystepowanie Trigonella foenum-graecum L.

Kozieradka pospolita (Trigonella foenum-graeum) pochodzi z rejonu Morza
Srédziemnego [229, 368, 585] lub wedtug innych zrédet z Azji [115, 368]. W krajach
europejskich T. foenum-graecum spotykana jest jako efemerofit. W stanie naturalnym
wystepuje m.in. w Pakistanie, Turcji, Sudanie oraz Indiach i Chinach [229, 256, 585]
Gatunek jest powszechnie uprawiany w Azji i Europie oraz Ameryce Pdétnocnej jako
roslina lecznicza oraz pastewna [13, 229, 431].

Nazwa rodzaju Trigonella, nadana prawdopodobnie przez starozytnych Rzymian,
wywodzi sie z jezyka facinskiego i oznacza ,maty trojkat” w nawigzaniu do ksztattu
kwiatéw, natomiast nazwa gatunkowa kozieradki pospolitej jest zwigzana z jej
intensywnym zapachem i sposobem uzycia i pochodzi z jezyka greckiego — ,foenum-
graecum” oznacza ‘greckie siano’ [368, 431]. O znaczeniu T. foenum-graecum jako
rosliny leczniczej oraz uzytkowej sSwiadczy m.in. wystepowanie nazwy gatunku w
ponad 30 jezykach swiata [431, 585].

1.3. Charakterystyka botaniczna gatunku Trigonella foenum-

graecum L.

T. foenum-graecum (kozieradka pospolita) jest jednoroczng roslina zielng o
wysokosci 20 — 160 cm. Pedy sg wzniesione, rozgatezione, stabo owtosione, puste,
zazwyczaj u nasady (lub na catej dtugosci) podbarwione fioletowo. Dolne liscie sg
owalne lub okragte, dtugoogonkowe, nieznacznie trojlistkowe. Przylistki dos¢ duze,
miekko owtosione. Gorne liscie sg pierzaste, tréjlistkowe, poszczegodlne listki ksztattu
jajowatego, podiuznego Iub lancetowatego, 1-4 cm dtugosci, pokryte drobnymi
wioskami. Blaszka lisciowa o brzegach zgbkowanych, jest lekko wycieta na szczycie,
wyraznie unerwiona (nerwy zazwyczaj zakohczone w zgbkach blaszki lisciowej).
Ogonki lisciowe sg krotkie, lekko owlosione, o chrzgstkowej konsystenciji, nieznacznie
fioletowo nabiegte.

Kwiaty pojedyncze, zebrane w katach lisci, po dwa lub rzadziej pojedynczo. Kielich
0 zgbkach miekko owitosionych, tej samej dtugosci co rurka kielicha, w potowie tak
diugich jak ptatki korony. Korona jasnozotta (przebarwiajgca sie na biato pod koniec
kwitnienia), u nasady zabarwiona lekko fioletowo. Zagielek w tylnej czesci podtuznie

wyciety, z niebieskawymi plamkami na wierzchotku (plamki sg nieobecne u niektérych
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genotypow). Skrzydetka w potowie tak dtugie jak zagielek, tddeczka tepo zakonczona,
rozwarta, podzielona u nasady.

Owocem jest rownowaski strgk, zakonczony dziébkiem, zazwyczaj lekko
zakrzywiony, zawierajgcy od 10 do 20 nasion. Nasiona twarde, dtugosci 3,5 — 6 mm i
szerokosci 2,5 — 4 mm o zréznicowanym ksztatcie — od romboidalnego do trojkgtnego,
lekko zaokraglonego w zarysie, z wyraznym, gtebokim rowkiem na powierzchni,
oddzielajgcym korzonek od liscieni. Nasiona barwy od jasnoszarej, przez
pomaranczowg lub zielonkawg, do brgzowej, o0 powierzchni nieznacznie
doteczkowatej, lekko btyszczgcej [222, 362, 431, 465, 468, 559].

Korzen palowy, stabo rozgateziony.

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

aktualny stan badan

Nasienie kozieradki pospolitej (Foenugraeci Semen) jest bogatym zrodtem
zwigzkow aktywnych biologicznie o zréznicowanej budowie chemicznej. Sktad
chemiczny Foenugraeci Semen jest w duzym stopniu rozpoznany, szczegolnie
surowcow pochodzgcych z Azji lub Afryki. Dane literaturowe wskazujg na znaczne
réznice w skfadzie jakosciowym i zawartosci zwigzkéw czynnych w zalezno$ci od
warunkéw wzrostu kozieradki [54, 108, 153, 185, 356, 422, 627].

2.1. Flawonoidy

C-glikozydy flawonéw

W nasionach kozieradki pospolitej stwierdzono wystepowanie bogatego zespotu
C-glikozydow flawonowych, gtéwnie pochodnych apigeniny i luteoliny [15, 144, 435,
456, 490, 493, 494, 511, 570, 574]. Wsrod C-glikozyloflawonow zidentyfikowano:
mono-C-glikozydy (zawierajgce reszte cukrowg w pozycji C-6 lub C-8) oraz di-C-
glikozydy (zawierajgce reszty cukrowe w pozycjach C-6 i C-8 czgsteczki flawonu), jak
réwniez estry C-glikozyddéw, ich pochodne O-glukozydowe oraz etery metylowe [15,
143, 144, 435, 456, 490, 493, 494, 511, 570, 574].

OH O

Ryc.3. Struktury chemiczne aglikonéw flawonowych w nasieniu kozieradki pospolitej
(T. foenum-graecum): A — apigenina, B — luteolina.

Pierwszym i dotychczas jedynym doniesieniem o obecnosci C-glikozydow

flawonowych dotyczacym surowca pochodzenia krajowego jest praca Adamskiej i
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Lutomskiego [15]. W toku dalszych badan analizowano gtownie materiat roslinny
pochodzacy z Azji [456, 490, 493, 494, 510, 574] lub Afryki [66, 143, 144].

Zespot mono-C-glikozydéw obejmuje pochodne apigeniny: witeksyne (8-C-
glukopiranozyd apigeniny) [15, 144, 419, 435, 456, 490, 570] i izowiteksyne (6-C-
glukopiranozyd apigeniny) [144, 419, 456, 490, 570] oraz pochodne luteoliny: orientyne
(8-C-glukopiranozyd luteoliny [144, 435, 456] i izoorientyne (6-C-glukopiranozyd
luteoliny) [144, 419, 435, 456, 570].

W obrebie zespotu di-C-glikozydéw rozpoznano pochodne apigeniny: wicenine-
1 (6-C-ksylopiranozylo-8-C-glukozyd apigeniny) [143, 570], wicenine-2 (6,8-di-C-
glukopiranozyd apigeniny) [143, 144, 493, 570], 6-C-B-D-glukopiranozylo-8-C-B-D-
galaktopiranozyd apigeniny [493], szaftozyd (6-C-B-D-glukopiranozylo-8-C-a-L-
arabinozyd apigeniny) [493], 6-C-galaktopiranozylo-8-C-a-L-arabinozyd apigeniny [493]
oraz 8-C-ramnozylo-6-C-glukopiranozyd apigeniny obok dwdch niezidentyfikowanych
6,8-di-C-heksozyddéw apigeniny [143]. Ponadto analiza HPLC-DAD-MS surowca
azjatyckiego ujawnita obecnos¢ 6,8-C-di-galaktopiranozydu apigeniny, 6-C-f3-
arabinopiranozylo-8-C-f-galaktopiranozydu apigeniny oraz 6-C- 3-ksylopiranozylo-8-C-
B-galaktopiranozydu apigeniny [456]. Prati i wsp. [435] analizujgc profil zwigzkow
flawonoidowych w Foenugraeci Semen metodg HPLC-UV-MS, stwierdzili obecnos¢ C-
ramnozydow orientyny/izoorientyny lub witeksyny. Natomiast najjnowsze badania z
uzyciem UPLC/UV/QTOF-MS ujawnity obecnos¢ 6,8-di-C-heksozydu chryzyny [144]

Struktury chemiczne wybranych C-glikozyloflawondéw, obecnych w nasieniu

kozieradki pospolitej przedstawiono na ryc.4.

; dukoza H
bontagra M oz crientyra Jukeza M
wicenina - 1 dlukoza ksyloza izoorientyra H dukaza
wicenima - 2 dglukoza glukoza
szaftozyd arabinoza glukoza

Ryc.4. Struktury niektérych C-glikozyloflawondw, obecnych w nasieniu kozieradki pospolitej (T.
foenum-graecum): A — pochodne apigeniny, B — pochodne luteoliny.
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Adamska i Lutomski [15] metodg jedno- i dwuwymiarowej chromatografii
cienkowarstwowej zidentyfikowali w nasionach kozieradki dwie O-glikozydowe
pochodne mono-C-glikozyloflawonéw:  7-O-glukozyd witeksyny (saponaretyne,
potwierdzong rowniez przez Wagnera [570]) oraz O-arabinozyd orientyny Ilub
izoorientyny. W 2007 roku Prati i wsp. [435] dodatkowo ujawnili metodg HPLC-UV-MS
obecnos$¢ dwoch O-ksylozydéw witeksyny w oparciu o warto$¢ m/z 565 [M+H]" jonu
pseudomolekularnego w ich widmach MS.

W toku badan nad zespotem C-glikozydéw flawonowych w nasieniu kozieradki
wykazano wystepowanie ich potgczen estrowych. W 1976 roku Sood [511] wyizolowat
z surowca pochodzenia indyjskiego ester p-kumarowy witeksyny (27-O-p-
kumaroilowiteksyna). Jednoczesnie Rayyan i wsp. [456] oraz Wang i wsp. [574]
ujawnili obecnos¢ estru p-kumarowego orientyny (2°-O-p-kumaroiloorientyny) [456,
574]. Ponadto Rayyan i wsp. [456] jako pierwsi wykryli w badanym surowcu i rowniez
po raz pierwszy w $Swiecie roslinnym estrowe pochodne di-C-glikozydéw apigeniny,
zawierajgce reszty kwasdw chinowego oraz hydroksymetyloglutarowego: 6-C-[3-
chinowopiranozylo-8-C-B-galaktopiranozydu oraz 6-C-B-D-ksylopiranozylo-8-C-(6-O-(3-
hydroksy-3-metyloglutaroilo)--D-glukopiranozydu.

W ostatnich latach badania afrykanskich nasion kozieradki pospolitej dowiodty
wystepowania zespotu acylowanych pochodnych C-glikozyloflawondéw apigeniny i
luteoliny,  zawierajgcych  reszty kwasow: dihydroferulowego, galusowego,
dihydrogalusowego, metoksyglutarowego, hydroksyglutarowego oraz malonylowego
[143]. W oparciu o otrzymane metodg HPLC-UV-ESI-MS dane chromatograficzne (tr),

oraz spektralne ([M-H], UV A.x) wykazano obecnos¢ nastepujgcych zwigzkow:

e 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, 7-0-(2-
dihydrogaloilo)-glukozylo-8-C-(2”’-pentozylo)-ramnozydu

e 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,0-(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-glikozyloflawonéw w nasionach kozieradki stwierdzono réwniez
wystepowanie metoksylowanych pochodnych flawonéw: trycyny oraz jej 7-O-B-D-
glukopiranozydu [494, 574].

Ryc.5. Struktura chemiczna trycyny.

O-glikozydy flawonoéw

Z uzyciem technik chromatograficznych potwierdzono wystepowanie w surowcu

7-O-glikozydow flawonow: luteoliny i apigeniny oraz wolnej luteoliny [268].

Flawonole

Flawonole (kwercetyna i kemferol oraz ich 3-O-glukozydy i 7-O-glukozydy)
wystepujg gtéwnie w lisciach i pedach T. foenum-graecum [162, 194]. W nasionach
stwierdzono dotychczas obecnos¢ kwercetyny [494], mirycetyny [268] i dwdch
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.
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Flawanony

Shang i wsp. [494] ujawnili wystepowanie naryngeniny w nasionach T. foenum-
graecum, uprawianej w Chinach. Natomiast Kenny i wsp. [268], analizujgc materiat
pochodzacy z Wysp Brytyjskich, stwierdzili wystepowanie 7-O-glukozydu naryngeniny
metodg ultrasprawnej chromatografii cieczowej w sprzezeniu z detektorem mas
(UPLC-MS).

Izoflawony

Badania potwierdzity wystepowanie w nasionach T. foenum-graecum
izoflawonéw — metabolitow wtérnych o charakterze fitoestrogenéw [574]. Wang i wsp.
[574] jako pierwsi wyizolowali z surowca chinskiego zespét izoflawondéw, w ktérym
zidentyfikowali: biochanine A, formononetyne, daidzeine, kalikozyne, irylon oraz 5,7,3’-
trihydroksy-5’-metoksyizoflawon (ryc. 7). Natomiast wedtug innych zrodet [240, 364] w
nasionach kozieradki wystepujg daidzeina i genisteina (10,2 - 18,2 ug/ 100g oraz 9,8 -
11,8 ug/ 100 g, odpowiednio).

Ryc.7. Struktury chemiczne izoflawonéw zidentyfikowanych w nasieniu kozieradki
pospolitej (T. foenum-graecum): A — formonentyna, B — biochanina A, C — 5,7,3-
trihydroksy-5"-metoksyizoflawon, D — kalikozyna, E — irylon.

20



Wykazano, ze T. foenum-graecum w odpowiedzi na stres biotyczny (np. atak
patogendéw) i abiotyczny (np. wzrost stezenia niektorych jonéw metali w podtozu),
wydziela fitoaleksyny - roslinne metabolity wtorne o] dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym [109, 226, 227, 431]. W odpowiedzi na zakazenie
Rhizobium mellilotus, w korzeniach kozieradki pospolitej jest syntezowana
medykarpina — fitoaleksyna, pochodna pterokarpanu [54]. Elicytacja 6-dniowych siewek
T. foenum-graecum dodatkiem do podioza hodowlanego soli miedzi (CuCly)
powodowata wzrost stezenia medykarpiny wskutek redukcji jej 3-O-glukozylo-6’-O-
malonianu lub syntezy de novo, przy czym stezenie wolnego aglikonu byto odwrotnie
proporcjonalne do stezenia jondw miedzi w korzeniach, natomiast wprost
proporcjonalne — w pedach [556, 557]. Podobnie elicytacja solami selenu, glinu lub
kadmu skutkowata nasileniem ekspresji gendéw odpowiedzialnych za synteze
medykarpiny, zwiekszeniem jej stezenia w tkankach roslinnych, a nastepnie

wydzieleniem do podtoza hodowlanego [360].

Ryc.8. Struktura chemiczna medykarpiny.

Inne zwigzki flawonoidowe

Sposréd  innych  zwigzkow  flawonoidowych, w  badanym  surowcu

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

Nasienie kozieradki pospolitej stanowi bogate zrédto saponin steroidowych,
zaréwno typu spirostanu, jak i furostanu . Badania nad saponinami nasion kozieradki
podjeto juz w latach 70-tych XX wieku [146, 198-200, 202, 458, 498], jakkolwiek
pierwsze doniesienia o ich obecnosci pochodzg z 1943 roku [352, 509]. Saponozydy
typu furostanu sg charakterystyczne dla surowcow roslinnych analizowanych
bezposrednio po zbiorze, natomiast w trakcie suszenia ich hydroliza moze prowadzi¢
do powstania pochodnych typu spirostanu poprzez cyklizacje tahcucha alifatycznego
przy C-22 i powstania uktadu piranu, w ktérym atom wegla C-22 ma charakter spiro
[124, 362].

Ryc.9. Struktura chemiczna saponin steroidowych: A - szkielet spirostanu, B - szkielet

furostanu.

2.2.1.1. Saponozydy

Na przestrzeni ostatnich czterech dekad stwierdzono wystepowanie szeregu
saponozydow furostanolowych: trigofenozydow A — G [176-178] oraz trigoneozydow | —
XVIII [387, 418, 605, 606]. W obu grupach wystepujg bidesmozydowe pochodne A’-
nienasycone (wigzanie podwdjne miedzy atomami wegla C-5 i C-6) oraz 5a-nasycone
(brak wigzania podwodjnego miedzy C-5 i C-6), réznigce sie przede wszystkim
rodzajem. Zaréwno trigoneozydy, jak i trigofenozydy posiadajg w pozycji C-3 prosty lub
rozgateziony fancuch cukrowy, zawierajgcy od dwoch do szeSciu czgsteczek
monosacharydéw. Wsréd cukrow prostych, budujgcych tancuch cukrowy saponin w
nasieniu kozieradki rozpoznano B-D-glukopiranoze, [-D-ksylopiranoze i a-L-

ramnopiranoze. W pozycji C-22 znajduje sie grupa hydroksylowa, natomiast do atomu
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wegla w pozycji C-26 przytaczona jest czagsteczka B-D-glukopiranozy. Niektore
glikozydy posiadajg dodatkowe wigzanie nienasycone pomiedzy atomami wegla C-4 i
C-5 (np. trigoneozydy Xlla i Xllb) lub C-25 i C-27 (np. trigoneozydy Vla i VIb). W
czgsteczkach trigofenozyddéw B i C oraz trigoneozydodw la,lb,Xa, Xb, Xla, Xlb w pozyc;ji
C-2 wystepuje dodatkowa grupa hydroksylowa.

Podstawowa roznicg w strukturach obu wymienionych powyzej grup saponin
steroidowych jest obecno$¢ grupy metylowej przy weglu C-25 w trigofenozydach.
Zwigzki te rozpoznano wraz z ich 22-eterami metylowymi (trigofenozydy A1-G1).
Trigoneozydy nie posiadajg grupy metylowej (CH3) w pozycji C-25 i w zaleznosci od
konfiguracji atomu wegla wystepujg w postaci dwoch epimeréw oznaczonych
odpowiednio literami ,@” (25S) oraz ,b” (25R). Struktury chemiczne zidentyfikowanych
trigofenozydow i trigoneozydow przedstawiajg tabele 1 2.

Hardman i wsp. [202] wydzielili ze Swiezych nasion 22-O-eter metylowy (25S)-
3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-[3-D-glukopiranozylo(1—3)]-B-D-glukopiranozylo-26-
O-B-D-glukopiranozydu 5a-furostan-33,22,26-triolu. Natomiast Hibasami i wsp. [205]
wyizolowali z surowca protodioscyne - (3B,22R,25R)-26-3-D-glukopiranozylo-22-
hydroksyfurost-5-eno-3-[a-L-ramnopiranozylo-(1—2)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—4)]-B-D-
glukopiranozyd, a Yang i wsp. [602] - metylo-protodioscyne oraz metylo-protodeltoine.
Uwaza sie, ze protodioscyna odpowiada za gorzki smak surowca, a jej hydroliza
enzymatyczna prowadzi do uwolnienia dioscyny, a nastepnie diosgeniny,
pozbawionych goryczy [388, 537].

Inne glikozydy furostanowe, wyizolowane z nasion kozieradki stanowig: zwigzek
C i dwa glikozydy F [606] oraz D [387]. Pang i wsp. [416] ujawnili wystepowanie dwdch
kolejnych zwigzkéw: 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-[B-D-glukopiranozylo(1—6)-3-D-
glukopiranozylo(1—3)-B-D-glukopiranozylo(1—4)]-B-D-glukopiranozydu (25S)-26-O-f3-
D-glukopiranozylo-furost-5-eno-33,22a,26-triolu oraz 3-O-[a-L-
ramnopiranozylo(1—2)]-[B-D-glukopiranozylo(1—6)]-B-D-glukopiranozylo-(1—3)--D-
glukopiranozylo(1—4)]-B-D-glukopiranozydu (25R)-26-O-3-D-glukopiranozylo-furost-5-
eno-3[3,22a,26-triolu.

Kang i wsp. [253] z uzyciem UHPLC-QTOF-MSE stwierdzili obecnosé 95
saponin, w tym 22 par izomerow. Spos$rod rozpoznanych zwigzkow, 30 autorzy uznali
za nowe [253]. Sg to pochodne gtdéwnie proto-neogitogeniny, proto-gitogeniny, proto-
jukkageniny, proto-gitogeniny, proto-jamogeniny oraz proto-diosgeniny [253]. W
czgsteczce aglikonu niektorych z nich wystepuje dodatkowe wigzanie nienasycone
miedzy atomami wegli C-25 i C-27, reszta cukrowa (ramnoza, glukoza lub ksyloza)

albo grupa hydroksylowa przy weglu C-26 lub C-27 [253].
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Obok glikozydoéw furostanowych, nasiona kozieradki zawierajg rowniez szereg
saponin spirostanowych, m.in. grekuniny H-N, zidentyfikowane przez Varshney’a i

Beg'a w 1978 roku [565] oraz nastepujgce glikozydy ujawnione w toku badan [417]:

e 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd  (25S)-223-O-spirost-5-eno-
3B-olu,

e 3-O-[o-L-ramnopiranozylo (1—2)]-B-D-glukopiranozyd spirost-5,25(27)-dieno-2a,3[3-
diolu,

e 3-O-[o-L-ramnopiranozylo (1—2)]-B-D-glukopiranozyd 5a-spirost-25(27)-eno-2a,3[3-
diolu,

e 3-O-[o-L-ramnopiranozylo(1—2)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—4)]-B-D-glukopiranozyd
(25R)-spirost-5-eno-2a,3B-diolu,

e 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—4)]-[B-D-glukopiranozylo(1—6)]-B-D-
glukopiranozylo(1—3)-p-D-glukopiranozylo(1—4)-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-
glukopiranozyd (25R)-spirost-5-eno-3[3-olu,

e 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—4)]-[B-D-glukopiranozylo(1—6)]-[3-D-
glukopiranozylo(1—3)-B-D-glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-
glukopiranozyd spirost-5,25(27)-dieno-33-olu,

e 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—6)]-p-D-glukopiranozyd (25S)-5a-spirost-2a,3-diolu,

e 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—6)]-p-D-glukopiranozyd (25R)-5B-spirost-33-olu,

e 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—6)]-p-D-glukopiranozyd (25R)-5B-spirost-3(3-olu,

e 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd (25R)-spirost-5-en-2a,33-diolu

e 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd (25S)-spirost-5-en-2a,3[3-diolu

Z surowca wyizolowano dwa glikozydy jamogeniny: 3—0—[B-D-
glukopiranozylo(1—4)]-/-D-ksylopiranozyd [483] oraz trigonellozyd C [(3-O-¢-L-
ramnopiranozylo(1—4)]-[a~L-ramnopiranozylo(1—2)]-#-D-glukopiranozyd 26-0-4-D-
glukopiranozylo-jamogeniny] i jego 22-O-eter metylowy [79].

24



Nazwa Nazwa chemiczna Lit.
Trigofenozyd A 3-0O-c¢+L-ramnopiranozylo(1—2)-4-D-glukopiranozylo-26-O-/-D-glukopiranozyd jamogeniny [177,178]
Glikozyd D 3-0-¢rL-ramnopiranozylo(1—2)-4-D-glukopiranozylo-26-O-/-D-glukopiranozyd diosgeniny [177,178]
Trigofenozyd B 3-O-c+L-ramnopiranozylo(1—4)-4-D-glukopiranozylo-26-O-4-D-glukopiranozyd tigogeniny [178, 179]
Trigofenozyd C 3-O-0:—L-ramnop|ranozylo(1—>4)-[a—L-ramnop|rano.zon(1.—>2)]-,B-D-gIukoplranozylo-26-O-,B-D-gIukop|ranozyd [178, 179]
gitogeniny
Trigofenozyd D 3-O-0:—L-ramnop|ranozylo(1—>2)-[,3-D-g|ukop|ran.ozylo(1—I>3)]-/3-D-gIukop|ranozylo-26-O-ﬂ-D-qukoplranozyd (177, 178]
jamogeniny
Trigofenozyd E 3-O-0:—L-ramnop|ranozylo(1—»2)-[,8—D-ksylop|rano-zylo(1f4)]—,B-D-qukoplranozylo-26-O-,B-D-gIukoplranozyd [178]
tigogeniny
Trigofenozyd F 3-O-0:—L-ramnop|ranozylo(1—»2)-[,B-D-glukop|rano-zylo(1fG)]-ﬂ-D-gIukop|ranozylo-26-O-/3—D-qukoplranozyd [176, 178]
diosgenina
Trigofenozyd G 3-O-a—L-ramnoplranozon(1—>2)-[ﬂ-D-ksyloplranozon.(1—>4)]-ﬂ-l;)-gluk<?p|ranozylo(1—>6)-ﬂ-D-gIukoplranozylo-26- [176, 178]
O-f-D-glukopiranozyd diosgeniny
Zwigzek C [(3-O-c+L-ramnopiranozylo(1—4)[o~L-ramnopiranozylo(1—2)]-3-D-glukopiranozyd-26-O-/-D-glukopiranozyd [253, 418,
(protodioscyna) diosgenina 606],
Trigonellozyd C [(3-O-c+L-ramnopiranozylo(1—4)[o~L-ramnopiranozylo(1—2)]-4-D-glukopiranozyd-26-O-/-D-glukopiranozyd [253, 418,
(protoneodioscyna) jamogeniny 606],

Tab.1. Struktury chemiczne trigofenozyddéw, glikozydu D, zwigzku C (protodioscyny) i trigonellozydu C (protoneodioscyny)
zidentyfikowanych w nasionach T. foenum-graecum.
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Nazwa

Nazwa chemiczna

Lit.

Trigoneozyd la

3-O-[(#D-ksylopiranozylo)(1—6)]-#-D-glukopiranozyd 26-O- f-D-glukopiranozylo-(25S)-5 o~furostano-
20,33,22¢,26-tetraolu

[253, 387, 605]

3-O-[(#-D-ksylopiranozylo)(1—6)]-#-D-glukopiranozyd 26-O- S-D-glukopiranozylo-(25R)-5 o~furostano-

Trigoneozyd Ib 20,33,22¢,26-tetraolu [253, 387, 605]
(25R-epimer trigonezodu la)

Trigoneozyd lla 3-O-[(#-D-ksylopiranozylo)(1 — 6)]-4-D-glukopiranozyd _26-O- -D-glukopiranozylo-(25S)-54-furostano- [253, 605]

33,22¢,26-triolu
3-O-[(/-D-ksylopiranozylo)(1 — 6)]-#-D-glukopiranozyd 26-O- S3-D-glukopiranozylo-(25R)-54-furostano-

Trigoneozyd llb 33,22¢,26-triolu [253, 605]
(25R-epimer trigonezodu lla)

Trigoneozyd llla 3-O-[(arL-ramnopiranozylo)(1 —>2)]-,B-D-glukoplraréozzg/_c:ri)fli&o- S-D-glukopiranozylo-(25S)-5 o~furostano-34,22 [605]

3-O-[(erL-ramnopiranozylo)(1—2)]-4-D-glukopiranozyd 26-O- 3-D-glukopiranozylo-(25R)-5ofurostano-3 43,22

Trigoneozyd llib ¢,26-triolu [605]
(25R-epimer trigonezodu llla)

Trigoneozyd IVa 3-O-[e-L-ramnopiranozylo(1—2)][ #-D-glukopiranozylo (1—4)]- A-D-glukopiranozyd 26-O- S-D-glukopiranozylo- [606]

(25S)-furost-5-en0-3,22¢,26-triolu

Glikozyd F

3-O-[e-L-ramnopiranozylo(1—2)][ #-D-glukopiranozylo (1—4)]- A-D-glukopiranozyd 26-O- S-D-glukopiranozylo-
(25R)-furost-5-eno-33,22¢,26-triolu
(25R-epimer trigoneozydu 1Va)

Trigoneozyd Va

3-O-[erL-ramnopiranozylo(1—2)][[-D-ksylopiranozylo(1—4)] [#-D-glukopiranozylo(1—6)]- A-D-
glukopiranozylo(1—3)-/-D-glukopiranozylo(1—4)]-3-D-glukopiranozyd 26-0O-4-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-
5-eno-34,22 &,26-triolu

[253, 387, 606]

Trigoneozyd Vb

3-O-[erL-ramnopiranozylo(1—2)][[-D-ksylopiranozylo(1—4)] [#-D-glukopiranozylo(1—6)]- AD-
glukopiranozylo(1—3)-/-D-glukopiranozylo(1—4)]-4-D-glukopiranozyd 26-0O-/4-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-
5-eno-34,22 &,26-triolu
(25R-epimer trigoneozydu Va)

[253, 606]

Trigoneozyd VI

3-O-[orL-ramnopiranozylo(1—2)][[#-D-ksylopiranozylo (1—4)] [#-D-glukopiranozylo (1—6)]- f-D-
glukopiranozylo(1—3)--D-glukopiranozylo(1—4)]]-#-D-glukopiranozyd 26-0O-/-D-glukopiranozylo-furost-
5,25(27)-dieno-3/3,22¢,26-triolu

[606]

Trigoneozyd VlIb

3-O-[e~L-ramnopiranozylo)(1—2)][[#-D-ksylopiranozylo(1—4)] [#-D-ksylopiranozylo(1—6)]- -D-
glukopiranozylo(1—3)-3-D-glukopiranozylo(1—4)]-3-D-glukopiranozyd 26-O-/-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-
5-eno-34,22¢,26-triolu

[606]
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3-O-[orL-ramnopiranozylo(1—2)] [[#-D-ksylopiranozylo(1—4)] [#-D-glukopiranozylo(1— 6)]- f-D-

Trigoneozyd Vllib glukopiranozylo(1—3)--D-glukopiranozylo(1—4)]-#-D-glukopiranozyd 26-O- f-D-glukopiranozylo-(25R)-5- [606]
furostano-34,22 &,26-triolu

Trigoneozyd IX Zwigzek wyizolowany z surowca; nie okre$lono struktury chemicznej [606]

. 3-O- orL-ramnopiranozylo(1—2)-4-D-glukopiranozyd 26-0-/3-D-glukopiranozylo-(25S)-5 e~furostano-
Trigoneozyd Xa 20,3/3,22€,26-tetraolu [387]

3-O- ¢-L-ramnopiranozylo(1—2)-4-D-glukopiranozyd 26-O-/4-D-glukopiranozylo-(25R)-5 e~furostano-
Trigoneozyd Xb 20,338,226 26-tetraolu [387]

(25R epimer trigoneozydu Xa)
. 3-O- B-D-ksylopiranozylo(1—4)-4-D-glukopiranozyd 26-O- -D-glukopiranozylo-(25R)-5 e~furostano- [387]
Trigoneozyd Xib 20,33,22¢, 26-tetraolu
Trigoneozyd Xila 3-0O- orL-ramnopiranozylo(1 —>2)-,B-D-glukopirangzzyéc{tﬁgl-f-ﬁ -D-glukopiranozylo-(25S)-furost-4-eno-3 3,22 [387]
3-O- ¢~L-ramnopiranozylo(1—2)-4-D-glukopiranozyd 26-O-4 -D-glukopiranozylo-(25R)-furost-4-eno-34,22
Trigoneozyd Xllb ¢,26-triolu [387]
(25R epimer trigoneozydu Xlla)
Trigoneozyd Xilla 3-O- a—L-ramnopiranozylo(1—>2)-[ﬂ-D-gI-ukopiranozon(1—»3)-/3—D-g|ukopirano_zylo(1.—>4)]-,B-D-glukopiranozyd [387]
26-0- p-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-5-eno-3-4,22-=,26-triolu

. 3-0-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-[a-L-ramnopiranozylo-(1—2)]-B-D-glukopiranozyd 26-O-3-D-glukopiranozylo- 418
Trigoneozyd XIV furost-5,25(27)-dien-322a, 26-triolu (18]
. 3-0-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-[ a-L-ramnopiranozylo-(1—2)]-B -D-glukopiranozyd,26-O-3-D- 418
Trigoneozyd XV glukopiranozylo-(25R)-furost-5-en-2a,3[3,22,26-tetraolu 418]
. 3-0-B-D-glukopiranozylo-(1—4)-[a-L-ramnopiranozylo-(1—2)]-B-D-glukopiranozyd 26-O- (3 -D-glukopiranozylo- 418
Trigoneozyd XVI 5 a -furost-25(27)-en-2 a,3[3,22 a,26-tetraolu 4181
. 3-0O- a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-[B-D-glukopiranozylo-(1—2)]-B-D-glukopiranozyd 418
Trigoneozyd XVl 26-0-B-D-glukopiranozylo-(25S)-5a-furost-2a,33,22a,26-tetraolu 4181
. 3-0-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-[B-D-glukopiranozylo-(1—2)]-B-D-glukopiranozyd 26-O-3-D-glukopiranozylo- 418
Trigoneozyd XVlib (25R)-5a-furost-2a,3p,22a,26-tetrolu 418l
3-0-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-[a-L-ramnopiranozylo-(1—2)]-3-D- [418]

Trigoneozyd XVIII

glukopiranozyd 26-0- -D-glukopiranozylo-(25R)-furost-5-en-2a,3[3,22a,26-tetraolu

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

Struktury genin wchodzacych w sktad saponozydéw obecnych w nasionach
kozieradki pospolitej rozpoznano w oparciu o hydrolize kwasowg glikozydéw i badanie
strukturalne otrzymanych aglikonéw. Zidentyfikowane geniny posiadajg budowe
spirostanowg, a ich prekursorami sg formy furostanowe, nie posiadajgce czasteczki
glukozy przy atomie wegla C-26, tzw. proto-sapogeniny [253, 418] (ryc.11)

Wykazano, ze w surowcu obecne sg pochodne A®-nienasycone: diosgenina (A-5,
25R-a-spirostan-33-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
wystepowanie 5-a-nasyconych pochodnych spirostanu: tigogeniny i jej 25-epimeru
neotigogeniny, gitogeniny i jej 25-epimeru neogitogeniny, jak rowniez sarsasapogeniny
i jej 25-epimeru smilageniny [84, 113, 180, 198-200, 430, 431, 541]. Gitogenina i
jukkagenina oraz ich 25-epimery posiadajg dwie grupy hydroksylowe — w pozycjach C-
2 i C-3. Natomiast w czgsteczkach pozostatych aglikonéw wystepuje tylko jedna grupa
hydroksylowa — przy atomie wegla C-3 (ryc.10.). Wykazano, ze 3,26-diglikozydy A°-
furostenowe uwalniajg w wyniku hydrolizy diosgenine i jamogenine, natomiast 5a-
furostanowe uwalniajg tigogenine i neotigogenine, a 2a,5a-furostanowe — gitogenine
oraz neogitogenine [431]. W wyciggach z surowca stwierdzono obecno$¢ 25a-spirosta-
3,5-dienu, ktéry prawdopodobnie jest artefaktem, powstajgcym w wyniku dehydratacji
diosgeniny [198, 430, 431]. Dodatkowo Yoshikawa i wsp. [606] w wyniku hydrolizy
trigoneozydu VI otrzymali sceptrumgenine. Natomiast Murakami i wsp. [387] w wyniku
hydrolizy enzymatycznej trigoneozydow Xlla i Xllb z uzyciem enzymu narynginazy
uzyskali dwa izomeryczne aglikony, posiadajgce nietypowe wigzanie nienasycone
pomiedzy atomami wegla C4 i C5: triognegenine A (25S) i trigonegenine B (25R),
odpowiednio. Aglikonéw tych nie zidentyfikowano w zadnej innej pracy poswieconej
badaniom sapogenin steroidowych w nasionach kozieradki. Mozliwe, ze ich obecnosé
mogta by¢ wynikiem zachodzgcych w trakcie hydrolizy enzymatycznej przegrupowan
chemicznych w obrebie czgsteczek znanych i identyfikowanych aglikonéw.

Dominujgca gening w nasionach T. foenum-graecum jest diosgenina, ktorej
zawartos¢ w zaleznosci 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,
ze poziom zawartosci diosgeniny oraz innych sapogenin jest zwigzany z aktywnoscig
enzymow endogennych oraz warunkéw przechowywania nasion. Udowodniono wptyw
réznych strategii biotechnologicznych na stezenie sapogenin, w tym A-5,25-a-
spirostan-3B-olu w kulturach in vitro kozieradki [93, 96, 119, 182, 370, 411, 414, 461].
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Uwaza sie, ze Foenugraeci Semen jest alternatywnym zrédiem otrzymywania
diosgeniny [201]. Petropoulos [431] wskazuje, ze hydroliza kwasowa surowca prowadzi
do uwolnienia mieszaniny izomerycznych monohydroksysapogenin: diosgeniny i
jamogeniny w stosunku 3:2. Jedynie 0ok.10% uwolnionych aglikonéw stanowig ich
pochodne 5-a-nasycone: tigogenina i neotigogenina [431]. Natomiast w niewielkich

ilosciach wystepujg dihydroksysapogeniny: jukkagenina, lilagenina, gitogenina i

neogitogenina [431].

Nazwa R4 R, R;
Diosgenina H CH; H
Jamogenina CH,4 H H
Jukkagenina H CH,4 OH

Lilagenina CH, H OH
Sceptrumgenina H H H
25(27)en
Nazwa R, R, R,
Tigogenina H CH,4 H
Neotigogenina CHs; H H
Gitogenina H CH,4 OH
Neogitogenina CHs; H OH
Nazwa R, R,
Sarsasapogenina H CHs
Smilagenina CHj H
Makrantogenina H H
25(27)en

Ryc.10. Wzory strukturalne podstawowych sapogenin zidentyfikowanych w nasionach
T. foenum-graecum.
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Nazwa Ry | Rz | R;
Proto-diosgenina H [CHs; | H

Proto-jamogenina CH; | H H
Proto-jukkagenina H | CH; | OH
Proto-lilagenina CH;| H | OH

Proto-sceptrumgenina | H H H
25(27)en
Nazwa R, R2 | R;
Proto-tigogenina H CH; | H

Proto-neotigogenina | CH; H H
Proto-gitogenina H CH; | OH

Proto-neogitogenina | CH;3 H OH

Nazwa ‘ R, ‘ R,
Proto-sarsasapogenina H CHs;
Proto-smilagenina CHs; H

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

2.3. Alkaloidy

W nasionach kozieradki pospolitej wystepuje alkaloid pirydynowy trygonelina — N-
metylobetaina kwasu nikotynowego (kwas 1-metylonikotynowy) [44, 168, 431, 476,
495]. Zawartosc¢ trygoneliny w swiezych nasionach jest znacznie wyzsza od zawartosci
W surowcu wysuszonym, poniewaz w podwyzszonej temperaturze zwigzek ulega
rozktadowi do kwasu nikotynowego (witaminy PP) [516] i wynosi ok. 0,15% [431].
Trygonelina powstaje w tkankach roslinnych na drodze syntezy z kwasu nikotynowego,

bedacego katabolitem cyklu nukleotydow pirydynowych [44]. Alkaloid pemni w tkankach
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roslinnych role regulatora wzrostu [374] oraz swoistej substancji osmoregulujgcej [44].
Ponadto bierze udziat m.in. w transdukgji sygnatéw [67], nyktynastii [44], detoksyfikac;ji
[44], stanowi sktadnik odzywczy [44] oraz element reakcji obronnej roslin w odpowiedzi
na stres [67, 68, 244].

Ryc.12. Struktura chemiczna trygoneliny.

2.4. Polisacharydy

Ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ polisacharydow (od 20-45% [362, 582, 585])
nasienie kozieradki zaliczane jest do surowcow sluzowych o wskazniku pecznienia nie
mniejszym niz 6 wedtug monografii w Farmakopei Polskiej X. We frakcji rozpuszczalne;j
w wodzie obecne sg galaktomannany — polimery czasteczek B-D-mannopiranozy
potgczonych wigzaniami 1,4-glikozydowymi, do ktérych poprzez wigzanie o-1,6-
glikozydowe przylgczane sg czgsteczki a-D-galaktopiranozy [39, 127, 239, 359, 362,
582]. Liczba i potozenie w bocznych fancuchach czgsteczek galaktozy jest zmienne i
wpltywa na rozpuszczalno$¢ oraz wtasciwosci reologiczne galaktomannanow [359,
582]. Stosunek galaktozy do mannozy w nasionach T. foenum-graecum wynosi 1:1 lub
(rzadziej) 1:2 [156, 412].

Oprécz rozpuszczalnych w wodzie galaktomannanéw w nasionach T. foenum-
gracum wykazano réwniez obecnos¢ nierozpuszczalnej frakcji polisacharydéw: pektyn
(zbudowanych z reszt kwasu galakturonowego i monosacharydéw: ramnozy, ksylozy,
mannozy, galaktozy, arabinozy) oraz hemiceluloz, w skfad ktérych wchodzg czgsteczki

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

2.5. Fenolokwasy

Zespot fenolokwaséw w nasionach kozieradki rozpoznano z uzyciem metod
sprzezenia 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 wystepowanie ztozonych kwaséw

31



fenolowych:  trikawoilo-hydroksyferulowego,  dihydrogalusowego,  disinapinoilo-
hydroferuloilo-feruloilo-hydroksykawowego oraz kawoilo-kumaroilo-chinowego [143]. W
nasionach kozieradki fenolokwasy wystepujg réwniez w formie glikozydowej,
mianowicie: diglukozydu kwasu trikawoilowego, diglukozydu kwasu dikawoilo-

protokatechowego oraz pentozydu kwasu galoilo-kumarowego [143].

2.6. Witaminy

Wsréd zespotu witamin  Foenugraeci Semen wymieniane sg m.in.: kwas
askorbinowy, tiamina, ryboflawina, pirydoksyna, cyjanokobalamina, niacyna i biotyna
[268, 357, 431], tokoferole (wsrdd kitorych a-tokoferol stanowi 84%) [104] oraz kwas
nikotynowy (witamina PP), powstajgcy z alkaloidu trygoneliny podczas obrobki

termicznej surowca [516].

2.7. Zwigzki mineralne

Nasiona T. foenum-graecum sg zrodtem zwigzkéw mineralnych — zaréwno mikro-
jak i makroelementéw, m.in. wapnia (Ca), magnezu (Mg), zelaza (Fe), cynku (Zn), baru
(Ba), bromu (Br), kobaltu (Co), miedzi (Cu) i manganu (Mn) [225, 431, 582]. W
odpowiedzi na stres, zwtaszcza abiotyczny, zmienia sie pobdr sktadnikbw mineralnych
z podtoza, a tym samym ich zawartos¢ w surowcu [221]. Wykazano, ze w warunkach
suszy obniza sie zawartos¢ manganu, azotu, fosforu, potasu, zelaza i miedzi, podczas

gdy zawartos¢ cynku wzrasta [221].

2.8. Aminokwasy i biatka

Nasiona kozieradki zawierajg ok. 25% biatka [529, 582]. 90% zwigzkdéw biatkowych
zgromadzonych jest w liscieniach i zarodku [481]. W sktad protein obecnych w nasieniu
kozieradki wchodzg 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 sie obecnoscig nietypowego aminokwasu: (2S,
3R, 4S)-4hydroksyizoleucyny [26, 60, 151, 168, 185, 186, 189, 582] (ryc. 13),
posiadajgcej aktywnos$¢ m.in. przeciwcukrzycowg (p. rozdziat 3.1. Aktywnosc
przeciwcukrzycowa).  Analiza  stereochemiczna  wykazata, ze 90% 4-
hydroksyizoleucyny w nasionach kozieradki posiada konfiguracie (2S, 3R, 4S),
natomiast izomer (2R, 3R, 4S) wystepuje w niewielkiej ilosci i nie posiada aktywnosci
przeciwcukrzycowej [582]. Zawartos¢ 4-hydroksyizoleucyny w wysuszonych nasionach
T. foenum-graecum moze wynosi¢ nawet 80% wolnych aminokwasow [431, 582] i —
podobnie jak w przypadku innych metabolitéw wtérnych - zalezy od warunkéw wzrostu
i uprawy [185]. Obserwowano wzrost poziomu tego atypowego aminokwasu podczas

kietkowania nasion [185].

OH NH,

Ryc.13. Wz6r strukturalny 4-hydroksyizoleucyny.

2.9. Lipidy

WS$rdod sktadnikow odzywcezych nasion kozieradki wymieniane sg zwigzki lipidowe o
zréznicowanej budowie chemicznej, ktérych zawarto$¢ wynosi ok. 8% [94, 104, 529,
569]. Dotychczas wykazano obecnos¢ triacylogliceroli (85% lipidow), diacylogliceroli
(5,5%), monoacylogliceroli (2,1%), wolnych kwasow ttuszczowych (3,2%), jak rowniez
fosfolipidow [94, 104, 529, 569]. Skiad jakosciowy oraz zawartos$¢ poszczegdlnych
zwigzkow ttuszczowych zalezy nie tylko od warunkéw uprawy, lecz takze od genotypu
rosliny macierzystej [104]. W profilu kwaséw tluszczowych surowa wykazano gtownie
kwasy nienasycone: oleinowy (13%), linolowy (36%) i linolenowy (18%) [94, 104, 365,
529, 569]. Z grupy nasyconych kwasow ttuszczowych w surowcu wystepujg: kwas
palmitynowy (9-11%) [94, 529] oraz kwas stearynowy (4%) [104, 529]. W $ladowych
ilosciach obecne sg kwasy: mirystynowy, palmitooleinowy, arachidonowy,
eikozamonoenowy, behenowy oraz lignocerynowy [529]. Stosunek kwasow
nienasyconych omega-6:omega-3 wynosi 2,1-2,7 [104]. Fosfolipidy wystepujgce w
nasionach T. foenum-graecum  to m.in. fosfatydylocholina (18,5%),

fosfatydyloetanoloamina (6%) oraz fosfatydyloinozytol (1,5%). Ponadto wykazano

33



obecnos$¢ N-acylofosfatydyloetanoloamin (N-Acyl-phosphatidylethanolamines - NAPE),
gtdwnie  N-linoleilofosfatydyloetanoloaminy [94]. W grupie amidow kwasow

ttuszczowych wyrdzniono oleamid [94].

2.10. Sterole

Analiza steroli w ré6znych genotypach T. foenum-graecum wykazata obecnos¢ (3-
sitosterolu  jako gtébwnego skitadnika zespotu (56-72%) [104]. Pozostate
zidentyfikowane zwigzki to kampestrol i cykloartenol [104]. Stwierdzono réwniez
obecnos¢ cholesterolu oraz jego pochodnych, m.in.: A-7-cholesterolu, 24-
metylocholesterolu oraz 24-metylenocholesterolu, obok fukosterolu, A-7-kampestenolu,

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

2.11. Inne zwigzki

Nasiona kozieradki pospolitej posiadajg intensywny, charakterystyczny zapach,
zwigzany z obecnoscig zwigzkow lotnych, ktére rozpoznano z uzyciem chromatografii
gazowej w potgczeniu ze spektrometrig mas (GC-MS) i/lub olfaktometrig (GC-O) [77,
365, 366, 569] oraz chromatografii cienkowarstwowej (TLC) [164]. Badania wykazaty,
ze skitadnikiem odpowiedzialnym za zapach surowca jest sotolon (3-hydroksy-4,5-
dimetylo-2(5H)-furanon) [77, 163, 164, 366]. Sotolon posiada wysoki potencjat
zapachowy i jest wyraznie wyczuwalny juz w bardzo niskich stezeniach - 0,02 ng/L (w
powietrzu) i 0,3 pg/kg (w wodzie) [77]. W nasionach T. foenum-graecum zwigzek w
95% wystepuje w formie enancjomeru (5S) [77]. W r6znych odmianach surowca (w
zaleznosci od pochodzenia) zawarto$¢ sotolonu wynosi od 3 do 25 mg/kg [77]. 3-
hydroksy-4,5-dimetylo-2(5H)-furanon powstaje z odpowiednich prekursorow, ktérymi sg
m.in. lakton 3-amino-4,5-dimetylo-3,4-dihydro-2(5H)-furanon lub 4-hydroksyizoleucyna
[76, 77, 164]. Oprocz sotolonu w skiad olejku eterycznego z nasion kozieradki wchodzg
m.in. n-alkany, aldehydy, ketony, alkohole, estry kwasow ttuszczowych, 2 -
alkilopirazyny, zwigzki siarkowe, fenole, pochodne furanu, mono- i seskwiterpeny [77,
365, 366, 569]. Blank i wsp. [77] z uzyciem GC-O wykazali w surowcu obecnos¢ 17
zwigzkow zapachowych, Mebazaa i wsp. [366] metodg GC-MS zidentyfikowali ponad

67 lotnych metabolitow, natomiast Mazza i wsp. [365] —az 175.

34



W toku badan nad sktadem chemicznym nasion kozieradki, wykazano rowniez
obecnos$¢ kumaryn (0,34 mg/kg), gtdwnie w formie potgczen glikozydowych (68%)
[469]. Ponadto w procesie izolacji z materiatu roslinnego, stanowigcego cate
wysuszone rosliny T. foenum-graecum wyodrebniono trigokumaryne  (3-
(etoksykarbonylo)-1-metylo-4-metylo-5,8-dimetoksy- kumaryne) [424].

Pang i wsp. [419] przeprowadzili izolacje z surowca dwéch glikozydow
diterpenowych i okreslili ich struktury jako: grekumozyd A (ester metylowy 3-O-B-D-
glukopiranozydu kwasu kaur-5,16-dieno-3f3,6,13B-trihydroksy-7-okso-18-owego) i
grekumozyd B (ester metylowy 3-O-B-neohesperydozydu kwasu kaur-5,16-dieno-33, 6,
13B-trihydroksy-7-okso-18-owego).

Sposréd  lignanéw, w  nasionach  kozieradki ujawniono  obecnos¢
sekoizolarycyrezynolu oraz anhydrosekoizolarycyrezynolu [364] - fitoestrogendw i
silnych antyoksydantow, nalezgcych do klasy lignandw, wystepujgcych takze m.in. w
Lini Semen [257].
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3. Aktywnos¢ biologiczna nasion T. foenum-graecum

3.1. Aktywnos¢ przeciwcukrzycowa

Znane juz w starozytnosci obnizajgce poziom glukozy we krwi dziatanie nasion T.
foenum-graecum potwierdzono w modelach in vivo na zwierzetach z cukrzycg
indukowang aloksanem [11, 52, 171, 384, 438, 493] lub streptozocyng [9, 16, 300, 438,
452, 475, 535] oraz w badaniach klinicznych [59, 159, 171, 174, 258, 329].

Stwierdzono, ze suplementacja diety nasionami kozieradki zwigksza obnizong
aktywnos¢ enzymoéw glikolitycznych, m.in. kinazy pirogronianowej (PK) i zwigzanych z
NADP enzymow lipogenicznych (m.in. dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa) oraz
normalizuje podwyzszong aktywnos¢ enzymow glukoneogenicznych (glukozo-6-
fosfataz i fruktozo-1,6-bisfosfataz) [379, 444]. Stymulowana jest réwniez aktywnosc¢
adiponektyny [302]. Surowiec znaczgco obniza stezenie glukozy we krwi [9, 11, 16,
174, 241, 358, 384, 460, 474, 525, 592] oraz ilos¢ glikozylowanej hemoglobiny (HbA1c)
[9, 11, 174, 592], z jednoczesnym zwiekszeniem wydzielania insuliny [9, 11, 452],
regeneracjg komorek (B wysepek Langerhansa w trzustce [52, 438] oraz wzrostem ich
liczby i wielkosci [300, 452]. Ponadto surowiec usprawnia funkcjonowanie nerek i
watroby oraz nasila magazynowanie glikogenu w hepatocytach [9, 493]. Badania
wskazujg, ze mechanizm dziatania ekstraktu z nasion kozieradki obejmuje aktywacje w
adipocytach i komérkach watroby insulinowej Sciezki sygnalizacyjnej [566]. W
obecnosci wyciggu obserwowano aktywacje podjednostki B receptora insulinowego
(IR-B), prowadzgcg do szeregu przemian biochemicznych (fosforylacja biatek, synteza
przekaznikéw drugiego rzedu, aktywacja kinazy biatkowej C), ktérego skutkiem byta
translokacja z przestrzeni miedzykomdrkowej do btony komérkowej insulinozaleznego
transportera glukozy GLUT-4, obecnego w adipocytach i tkance miesniowej [379, 566]
obok zwiekszonego wychwytu glukozy. W przeciwienstwie do insuliny, ekstrakt z
nasion kozieradki nie powodowat aktywacji kinazy biatkowej B [566]. Jednoczesnie w
wyniku podazy wyciggu zwiekszata sie wrazliwos¢ tkanek na insuline [174], natomiast
obnizata sie insulinoopornos¢ [193]. Obserwowano synergistyczny efekt
hipoglikemiczny przy jednoczesnym podawaniu nasion kozieradki oraz glibenklamidu
[304], co wskazuje na mozliwo$¢ stosowania terapii tgczonej lub suplementacji diety
surowcem w przebiegu standardowej terapii przeciwcukrzycowej. Metaanaliza badan

klinicznych weryfikujgcych przeciwcukrzycowe dziatanie surowca potwierdzita spadek
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poziomu glikozylowanej hemoglobiny oraz obnizanie stezenia glukozy na czczo i po
dwoch godzinach od obcigzenia [398].

Dziatanie hipoglikemiczne surowca wynika prawdopodobnie z synergistycznego
wpltywu réznych zwigzkow chemicznych. Dzieki obecnosci znacznych ilosci
galaktomannandéw, nasiona kozieradki przyjmowane doustnie w postaci kleiku,
opozniajg oproznianie zotgdka i wchianianie weglowodandw w jelitach [23, 514] oraz
redukujg popositkowy wzrost stezenia glukozy [29, 463, 533]. Hamujg aktywnosé
enzymow rozktadajgcych weglowodany [23] i obnizajg poziom glukozy, zaréwno we
krwi [195, 250, 463, 513], jak i w moczu [533] .

Aktywnos¢ hipoglikemiczng wykazat obecny w nasionach kozieradki nietypowy
aminokwas — 4-hydroksyizoleucyna. Zwigeksza on uwalnianie insuliny z komorek
wysepek Langerhansa [480]. Jest to dziatanie dwufazowe, zalezne od stezenia
glukozy, obserwowane przy nieobecnosci innych agonistow uwalniania insuliny [480].
Dziatanie insulinotropowe i obnizenie stezenia glukozy we krwi odnotowano réwniez u
zwierzat z cukrzycg typu 2 oporng na insuling [184]. Ponadto 4-hyroksyizoleucyna
zwiekszata wychwyt zwrotny glukozy poprzez nasilenie translokacji transporteréw
GLUT-4 [230].

W badaniach na szczurach z indukowang cukrzycg, wskazano na zwigzek
aktywnosci przeciwcukrzycowej z wystepowaniem saponin [329, 395]. Diosgenina
podawana doustnie obnizata stezenia glukozy we krwi oraz zwigkszata wydzielanie
insuliny w sposob zalezny od dawki [421, 475]. Jednoczesnie ostabieniu ulegata
insulinoopornos¢ [395] Zwigzek regulowat podwyzszone poziomy niektorych enzymow
w miesniach i nerkach (m.in. glukozo-6-fosfatazy i fruktozo-1,6-bisfosfatazy) [475].
Obserwowane efekty byly poréwnywalne z wywotywanymi przez glibenklamid —
standardowy lek stosowany w terapii cukrzycy [475]. Opatentowany pod nazwg
Fenufuro™ wycigg z nasion kozieradki, bogaty w saponiny furostanolowe (>60%, w/w,
HPLC) w znaczacy sposéb obnizat poziom glukozy we krwi, nie wywotujgc efektow
ubocznych [535]. Natomiast badania kliniczne na grupie pacjentéw w cukrzycg typu 2
wykazaty, ze saponiny w kombinacji z pochodnymi sulfonylomocznika znaczgco
obnizajg stezenie glukozy (na czczo i popositkowe), a takze w istotny sposob
zmniejszajg ilos¢ glikozylowanej hemoglobiny [59, 330].

Dziataniem hipoglikemicznym charakteryzuje sie alkaloid — trygonelina [187, 495,
524, 562, 623], ktory wykazuje efekt ochronny wobec komodrek [ wysepek
Langerhansa, zwieksza uwalnianie insuliny i stymuluje wrazliwo$¢ na ten hormon
tkanek [623].

Aktywnos$¢ przeciwcukrzycowa surowca, obejmujgca inhibicje a-amylazy i a-

glukozydazy jest bezposrednio zwigzana z obecnoscig zwigzkow polifenolowych [103,
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451], ktorych zawartos¢ wzrasta w wyniku termicznego przetwarzania nasion [451].
Zespot polifenoli z surowca zwigksza wrazliwos¢ tkanek na insuling w stopniu
porownywalnym z metforming [255]. C-glikozydy apigeniny wykazujg aktywnosé
hipoglikemiczng [493].

3.2. Aktywnos¢ hipolipidemiczna

Nasiona kozieradki po podaniu doustnym powodujg obnizenie w surowicy krwi
stezenia catkowitego cholesterolu, lipoproteiny niskiej gestosci (Low Density
Lipoproteins — LDL), triglicerydow (TG) i lipoproteiny bardzo niskiej gestosci (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]. Obnizeniu ulega réwniez ogoélny poziom
lipidéw oraz biatek zawierajgcych apolipoproteine B (ApoB; gtéwny biatkowy sktadnik
LDL) [78, 302, 525]. Natomiast stezenie lipoproteiny o wysokiej gestosci (High Density
Lipoproteins — HDL) wzrasta [9, 64, 65, 141, 193, 197, 241, 278]. Powyzsze efekty
potwierdzajg korzystny wptyw sktadnikbw surowca na hiperlipidemie, réwniez w
przebiegu zespotu metabolicznego w cukrzycy.

W mechanizm dziatania surowca wigczajg sie saponiny steroidowe. Zwigzki te,
czes$ciowo rozktadane w przewodzie pokarmowym do sapogenin [478], nasilajg
metabolizm cholesterolu i jego przemiane w watrobie do kwasow Zoétciowych [23, 152]
oraz stymulujg ich wydalanie, m.in. w postaci komplekséw z btonnikiem [23].
Jednoczesnie hamujg aktywnos¢ lipazy i opdzniajg wchtanianie zwigzkow
ttuszczowych [152] (dziatanie wykazane réwniez dla ekstraktu wodnego z Foenugraeci
Semen [302]). Sktadniki nasion T. foenum-graecum blokujg akumulacje ttuszczu w
komorkach poprzez aktywacje czynnikéw adipogennych m.in. receptoréw PPARY (ang.
Peroxisome proliferator-activated receptors), zlokalizowanych w tkance ttuszczowe;j,
nerkach, sercu i ptucach, i biatek SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element Binding
Proteins) — biatek wigzgcych czynnik regulujgcy sterole i kontrolujgcych aktywnosé
genow zaangazowanych w synteze cholesterolu, kwasow tluszczowych i triglicerydow
[284, 567]. W rezultacie dochodzi do zwiekszenia na powierzchni hepatocytéw gestosci
receptoréow dla LDL (LDLR) [567], wychwytu czgsteczek LDL z krwi i obnizenia ich
stezenia w osoczu. Badania wykazaty, ze hydrolizat wyciggu saponinowego z nasion
kozieradki oraz diosgenina znaczgco hamujg stezenie triglicerydow w osoczu, ich

akumulacje w komodrkach — watroby HepG2 oraz ekspresje gendow enzymow
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lipolitycznych [561]. Ponadto diosgenina pobudza réznicowanie adipocytow i hamuje
ekspresje genow stanu zapalnego w komorkach ttuszczowych 3T3-L1 [560].

Badania Ghorbani'ego i wsp. [160] wskazuja na hamujgcy wptyw nasion
kozieradki na adipogeneze i powstawanie nowych adipocytow 2z komorek
prekursorowych. Podobne resultaty uzyskali Kim i wsp. [284], badajgc wptyw witeksyny
i orientyny na komorki 3T3-L1. C-glikozyloflawony hamowaty proces adipogenezy
[284]. Shan i wsp. [493] w eksperymentach in vivo ujawnit hipolipidemiczne
wiasciwosci C-glikozydowych pochodnych apigeniny. Natomiast Belguith-Hasaid i wsp.
[65], prowadzgc poréwnawcze badania na zwierzetach réznych wyciggéw z nasion
kozieradki (wodnego, metanolowego, heksanowego, octanowego i
dichlorometanowego) w podaniu per os ujawnili, ze najsilniejszym dziataniem
hipolipidemicznym i antyoksydacyjnym charakteryzuje sie wycigg octanowy, w ktérym
zawartos¢ flawonoiddéw i innych fenoli byta najwyzsza.

Inne zwigzki, obecne w nasionach kozieradki, wywierajgce wpltyw na
gospodarke lipidowa, to m.in. trygonelina ulegajgca rozktadowi do kwasu nikotynowego
oraz amidu kwasu nikotynowego (witamina PP, niacyna). Niacyna jest waznym
skfadnikiem NAD (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) i NADP (fosforan
dinukleotydu  nikotynoamidoadeninowego), biorgcych  udziat w  procesach
energetycznych (rozktad i synteza weglowodanéw, kwasow tluszczowych i
aminokwasow) oraz w oddychaniu komérkowym. NAD i NADP wpltywajg m.in. na
wiasciwe funkcjonowanie osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego oraz stan
skory. Niacyna wywiera wptyw na uktad krgzenia i wykazuje aktywnosé
przeciwmiazdzycowg: w sposob niekompetytywny i bezposredni blokuje obecng w
watrobie acetylotransferaze-2 diacyloglicerolu, co skutkuje obnizeniem syntezy
triglicerydéw oraz VLDL, a takze nasileniem degradacji ApoB [249]. Obnizeniu ulega
réowniez ilo§¢ czgsteczek LDL — produktu katabolizmu VLDL [249]. Wykazano, ze
podawanie niacyny (pojedynczo lub w terapii skojarzonej z innymi $rodkami
obnizajgcymi poziom lipidow) znaczgco zmniejsza smiertelnos¢ i liczbe incydentow
wiehcowych oraz opdznia rozwdj miazdzycy tetnic wiehcowych, jednoczesnie
stymulujac regresje [249].

Dziatanie hipolipidemiczne i przeciwhiperlipidemiczne wykazujg rowniez
polisacharydy, w tym galaktomannany z nasienia kozieradki [78, 463] oraz alkaloid
trygonelina [192].

Badania na zwierzetach wykazaty, Zze wigczenie do diety nasion kozieradki
skutkuje obnizeniem poziomu lipidow w osoczu i w watrobie na skutek aktywacii
acylotransferazy lecytyna:cholesterol (LCAT), lipazy trojglicerydowej i lipazy

lipoproteinowej, poheparynowej aktywnosci lipolitycznej poprzez zwiekszenie
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wydalania kwaséw zétciowych z katem [95]. Réwniez stosowanie ekstraktow wodnych
z surowca powoduje obnizenie przyrostu masy ciata, wskaznika masy ciata (Body

Mass Index —BMI) i usprawnia metabolizm lipidéw [302].

3.3. Aktywnos¢ neurologiczna

Interesujgcym kierunkiem aktywnos$ci farmakologicznej surowca jest wptyw na
uktad nerwowy. Trygonelina obecna w nasionach kozieradki wykazuje zdolnos$¢
hamowania acetylocholinesterazy (AChE) (I1C5=233+0,12 uM) [476, 581].
Chlorowodorek trygoneliny jest kompetytywnym antagonistg receptorow GABA, i
zaleznie od dawki hamuje odpowiedZz neuronalng, stymulowang kwasem +y-
aminomastowym (GABA). Stopien inhibicji stymulowanej chlorowodorkiem trygoneliny
(13mM) jest poréwnywalny z kofeing (15mM) [212]. Zdolno$¢ hamowania AChE
potwierdzono réwniez dla wyciggu z nasion T. foenum-graecum [496]. W badaniach
na komorkach ludzkiej neuroblastomy SK-N-SH obserwowano, ze trygonelina
stymuluje regeneracje aksonow komorek moézgowych [550]. Alkaloid wptywa na
funkcjonalng regeneracje neurytéw, nasilajgc powstawanie synaps [550], co skutkuje
poprawg pamieci [551]. Efekt potwierdzono oceng wptywu suplementacji diety
nasionami kozieradki na zdolnosci prokognitywne w réznych modelach amnezji [470].
Dziatanie neuroprotekcyjne surowca obejmuje ochrone przed dendrytyczng i aksonalng
atrofig mdézgowych neuronéw kortykalnych inkubowanych w obecnosci 3-amyloidu
[551]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze diosgenina moze by¢ obiecujgcym lekiem w
terapii choroby Altzheimera, wykazujgc powinowactwo zaréowno do monomerow, jak i
dojrzatych wtdkien B-amyloidu [400].

Wycigg wodny [546] i wodno-alkoholowy [378] z Foenugraeci Semen w badaniach
na zwierzetach przeciwdziatat objawom neuropatii indukowanej pirydoksyng [378] oraz
uszkodzeniu moézgu wywotanemu etanolem [546]. W szeregu badan odnotowano, ze
zwigzki czynne nasion kozieradki odwracajg zmiany obserwowane w tkance mdzgowej
W przebiegu cukrzycy, co zwigzane jest m.in. z dziataniem hipolipidemicznym,
przeciwutleniajgcym i redukcjg stresu oksydacyjnego [158, 254, 301]. W badaniach na
zwierzetach z neuropatig cukrzycowg diosgenina nasilata produkcje czynnika wzrostu
nerwéw (Nerve Growth Factor — NGF) w nerwie kulszowym, stymulowata rozrost
neurytow w komoérkach PC12 oraz zwiekszata szybkos¢ przewodzenia w neuronach
[254]. Ocena histopatologiczna badanych tkanek z uzyciem mikroskopu elektronowego

wykazata obnizenie poziomu demielinizacji neuronéw i wzrost powierzchni
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zmielinizowanych  aksonow [254]. Diosgenina odwracata funkcjonalne i
ultrastrukturalne zmiany oraz indukowata regeneracje nerwéw w zwierzecym modelu
neuropatii cukrzycowej [254]. Wigczenie do diety sproszkowanych nasion kozieradki
skutkowato dziataniem ochronnym na komorki nerwowe objete neuropatig cukrzycowg
oraz ograniczato wystepujgcg w jej przebiegu degeneracje aksonéw [396]. Autorzy
badan zwrdcili uwage, ze surowiec wigczony jako staty sktadnik diety chorych na
cukrzyce z ryzykiem rozwoju neuropatii, moze by¢ elementem profilaktycznej terapii
ochronnej [396]. Podobne dziatanie obserwowano dla flawonolu — kwercetyny [396].
Podawany per os (p.o.) w modelu in vivo wyciag z Foenugraeci Semen ,INDO1”,
standaryzowany na trygoneline (HPLC) znaczgco poprawiat zaburzone funkcjonowanie
nerwdw w neuropatii [382].

Badania kliniczne, prowadzone na pacjentach z chorobg Parkinsona, leczonych L-
Dopg wykazaty, ze wigczenie do ich diety standaryzowanego wyciggu z nasion
kozieradki (IBHB), wspomaga terapie, a wycigg jest dobrze tolerowany i bezpieczny
[397].

Suplementacja diety nasionami T. foenum-graecum nasila ostabiong aktywnos$c¢
kwasnego biatka widkienkowego (Glial Fibrillary Acidic Protein — GFAP) i ekspresje
interleukiny-6 (IL-6) [63], ktérej obnizone stezenie stanowi jeden z gtéwnych
mechanizmow chronicznej neurotoksycznosci aluminium [63]. Surowiec jako sktadnik
diety moze dziata¢ ochronnie na komoérki astrogleju dzieki wykazywanej aktywnosci
przeciwutleniajgcej oraz immunomodulujgcej [63]. Nalezy podkresli¢, ze podwyzszony
poziom interleukiny prozapalnej IL-6 w komorkach nerwowych zwigzany jest z
patogenezg choroby Altzheimera [19, 462]. Dlatego konieczne sa dalsze badania nad
wptywem Foenugraeci Semen na procesy biochemiczne zwigzane z ekspresjg IL-6 w
tkance mézgowe.

Nasiona T. foenum-graecum wykazujg aktywnos¢ antydepresyjng, co wykazano
dla wyciggéw alkoholowych z surowca [280], jak i pojedynczych zwigzkéw czynnych:
witeksyny [89] i 4-hydroksyizoleucyny [157]. Obserwowany efekt jest porownywalny ze
standardowo stosowanym w terapii trojpierscieniowym lekiem przeciwdepresyjnym —
imipraming [427]. W mechanizmie dziatanie antydepresyjnego surowca wymienia sie
inhibicje monoaminooksydaz A i B (MAO-A i MAO-B) [243, 280, 427], oraz wptyw na
uktad adrenergiczny, serotoninergiczny i GABA-ergiczny [89, 157, 427]

Ze zwigzkow flawonoidowych obecnych w surowcu witeksyna wykazuje
dziatanie przeciwdrgawkowe, prawdopodobnie wskutek powinowactwa do miejsca

wigzania GABA, w obrebie receptora benzodiazepinowego [8].
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Wyniki powyzszych badan pozwalajg zaliczy¢ nasiona kozieradki do grupy
surowcow roslinnych potencjalnie uzytecznych w profilaktyce i leczeniu chordb

neurodegeneracyjnych, szczegolnie choroby Alzheimera.

3.4. Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca ekstraktow z surowca potwierdzono w licznych
eksperymentach in vitro i in vivo, w réznych modelach badawczych [12, 14, 45, 64, 65,
95, 261, 264, 268, 457, 523, 593].

Bogate w polifenole wyciggi z nasion kozieradki i sproszkowany surowiec
stymulujg wzrost poziomu glutationu, stezenie katalazy i dysmutazy nadtlenkowej w
watrobie, sercu, nerkach i soczewce gatki ocznej [27, 45, 64, 65, 72, 95, 181, 302, 497,
503, 534] oraz przywracajg prawidtowe poziomy peroksydazy glutationu i S-transferazy
glutationu [45, 72, 181]. Badania in vitro i in vivo wykazaty, ze obnizeniu ulega poziom
markerow stresu oksydacyjnego, m.in. dialdehydu malonowego (MDA) (w
eksperymentalnym modelu zaémy indukowanej selenitem) [181] oraz poziom grup
karbonylowych oksydacyjnie zmienionych biatek (w uszkodzonych etanolem
komorkach watroby szczuréw) [265].

Ekstrakty z surowca hamujg peroksydacje lipidow [95, 264, 503] oraz obnizajg
poziom produktéw peroksydacji reagujgcych z kwasem tiobarbiturowym (Thiobarbituric
Acid Reactive Substances — TBARS) [65, 302, 503]. Ponadto fenolowe sktadniki
wyciggoéw zmiatajg rodniki nadtlenkowe i ograniczajg uwalnianie reaktywnych form
tlenu (ROS) [305, 523] oraz aktywujg enzymy antyutleniajgce w komodrkach watroby
[265, 457].

Sposréd polifenoli obecnych w surowcu, szczegdlne znaczenie majg C-
glikozydy flawonowe, ktorych aktywnos$¢ przeciwutleniajgca potwierdzono w licznych
badaniach [38, 203, 281, 285, 286, 315, 322, 429, 622]. Witeksyne i izowiteksyne
uznano za antyoksydanty wyciggu octanu etylu z Foenugraeci Semen [277]. Wyciggi
octanu etylu charakteryzowaly sie najwyzszym stezeniem zwigzkédw fenolowych oraz
najsilniejszg aktywnoscig antyoksydacyjng [65, 268].

Dziataniem antyutleniajgcym, potwierdzonym w badaniach in vitro i in vivo

charakteryzowalty sie rowniez kietki T. foenum-graecum [128, 348].
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3.5. Aktywnos¢ przeciwzapalna i immunomodulujgca

Wiasciwosci przeciwzapalne nasion kozieradki opisywano w starozytnej
Ayurvedzie [256]. Tradycyjnie stosowane w tym zakresie przede wszystkim
zewnetrznie (w postaci kataplazmoéw) [256], ujawniajg aktywnos¢ rowniez po podaniu
doustnym (p.o) [346, 568] i dootrzewnowym (i.p.) [568]. Obserwowane efekty
przeciwzapalne sg poréwnywalne z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ,
NSAID), m.in.: pentazocyng [568], diklofenakiem sodu [568] lub potasu [346] oraz
indometacyng [503, 522].

Wyciag z nasion T. foenum-graecum stymuluje uwalnianie interleukin IL-1a, IL-1j,
IL-2, IL-4, II-5, IL-6, IL-10, IL-13 oraz czynnika martwicy nowotworu TNFo i ostabia
ekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2) [53, 208, 266, 328, 385, 534]. W obecnosci
czynnikdw prozapalnych i mutagennych, nasiona kozieradki hamujg synteze
prostaglandyn réwniez poprzez supresje ekspresji genu cyklooksygenazy-1 (COX-1)
[564] i hamowanie aktywnosci enzymu [328]. Jedynie Rastegar Maghadam i wsp. [453]
wykazali, ze wycigg wodny z surowca nie ma wptywu na aktywnos¢ COX-1 i COX-2 ,
jakkolwiek tagodzi stan zapalny i dolegliwosci bélowe.

Badania w modelu obrzeku tapy indukowanego karagening Ilub formaling
potwierdzity przeciwzapalne wiasciwosci podawanych per os wyciggow alkoholowych
[346, 522, 534] i wodnych z surowca [349, 453, 454, 503] oraz frakcji bogatych w
alkaloidy i flawonoidy [349, 454]. Wycigg etanolowy ujawnit silniejszg aktywnos$¢ w
poréwnaniu do wyciggu wodnego [346]. Wykazywat znaczgce dziatanie
przeciwzapalne nie tylko w ostrych (obrzek tapy), ale i przewlektych (ziarniniaki)
stanach zapalnych [522], przy czym stopieh redukcji obrzeku byt wprost proporcjonalny
do dawki [534].

Tradycyjne zastosowanie surowca w chorobach reumatycznych, w tym w
reumatycznym zapaleniu stawdw [45, 57], potwierdzono w badaniach na szczurach
[24, 45, 503]. W zwierzecym modelu zapalenia stawow (ang. adjuvant arthritis)
wykazano, ze macerat z nasion kozieradki znaczgco redukowat obrzek oraz poziomy
czynnikéw prozapalnych (cyklooksygenazy-2, lipooksygenazy, mieloperoksydazy oraz
biatka zapalnego C) [503]. Wycigg wodno-alkoholowy obnizat aktywno$¢ elastazy
neutrofilowej [45]. Obserwowane zmiany w parametrach biochemicznych potwierdzono
histopatologiczng oceng tkanek [45, 503].

W mechanizm aktywnosci przeciwzapalnej surowca zaangazowane sg réznorodne
metabolity wtorne: alkaloidy [349], polifenole [328, 349, 593], saponiny [97, 118, 208,
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266], 4-OH-izoleucyna [363], kwasy ttuszczowe i ich triglicerydy [328] oraz
polisacharydy [362].

Badania na ko-kulturach adipocytow 3T3-L1 i makrofagdw RAW 264 ujawnity
przeciwzapalng i immunomodulujgcg aktywnos¢ diosgeniny, ktéra hamowata produkcje
mediatorow i sygnatéw prozapalnych w makrofagach [208]. Ocena wyciggu
metanolowego z nasion kozieradki, prowadzona na linii komérkowej THP-1
potwierdzita przeciwzapalng aktywnos¢ saponin steroidowych [266]. Zaréwno
sproszkowany surowiec, jak i bogate w polifenole wyciggi, znaczgco obnizaty stezenie
malonodialdehydu, aktywujgc procesy przeciwutleniajgce, co prowadzito do redukciji
stanu zapalnego w eksperymentalnie indukowanym zwtdknieniu ptuc u szczuréw [593]

Z dziataniem przeciwzapalnym surowca bezposrednio zwigzana jest takze jego
aktywnos¢ immunomodulujgca [69, 191, 448]. Ma ona znaczenie w tagodzeniu zespotu
metabolicznego, ktéoremu towarzyszg procesy zapalne [134, 207, 415]. Dziatanie
immunomodulujgce surowca oraz wyciggu etanolowego potwierdzono zaréwno w
badaniach in vitro [553] jak i in vivo [191, 448] oraz w badaniach klinicznych [69].
Sproszkowane nasiona kozieradki fagodzity objawy eksperymentalnie indukowanego
syndromu metabolicznego u szczuréw z cukrzycag typu 1 i otytoscig [448]. Ponadto
wykazywaty  dziatanie  immunostymulujgce w  immunosupresji  wywotanej
cyklofosfamidem [448]. Natomiast ekstrakt etanolowy z lici kozieradki pobudzat
tworzenie przeciwciat i rozet limfocytéw T, stymulujgc uktad siateczkowosrédbtonkowy,
zwiekszajgc indeks fagocytarny oraz znaczgaco zmniejszajgc obrzek zapalny tkanek
[17, 553]. Dodatkowo w eksperymentach in vivo i ex vivo udowodniono, ze wycigg z
nasienia kozieradki ma dziatanie antyalergiczne wobec stanow zapalnych skory na tle
uczuleniowym, a w jego mechanizmie uwzglednia sie m.in.: supresje ekspresiji,
produkcji i wydzielania czynnikdbw prozapalnych, réznicowania komérek Th2 w
splenocytach, a we wczesnej fazie — pobudzenie ekspresji mMRNA interferonu y (IFN-y)
oraz czynnika transkrypcji IFN-y, czynnika transkrypcyjnego T-bet, jak rowniez
zwiekszenia liczby komorek T CD4", wydzielajgcych IFN-y [53].

Dziatanie przeciwzapalne surowca wykorzystywane jest w podaniu
wewnetrznym, jak rowniez zewnetrznym — w formie kataplazméw lub masci w
tagodzeniu stanéw zapalnych skory i tkanki podskérnej oraz gojeniu ran [27, 53, 137,
242, 394, 526, 530, 539, 540].

Jyothi i wsp. [242] w modelu obrzeku tapy indukowanego karagening porownali
dziatanie przeciwzapalne masci zawierajgcych 5% (w/w) wycigg etanolowy z nasion
kozieradki. Mas¢ przygotowana na podfozu zawierajgcym parafine ciektg, statg oraz
wosk wykazywata redukcje obrzeku o 41,77%, natomiast mas¢, ktérg otrzymano na

podtozu zawierajgcym parafine statg, lanoline i alkohol cetosterylowy — o0 40,0% [242].
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Eksperymenty na krélikach w modelu ran cietych ujawnity, ze aplikacjia masci
zawierajgcej 10% zmielonych nasion T. foenum-graecum (podfoze masciowe stanowita
wazelina) znaczaco przyspiesza tworzenie tkanki widknistej i ziarniny, jak réwniez
epitelizacje i dojrzewanie tkanki tgcznej [386]. W badaniu histopatologicznym tkanek
poddanych leczeniu ocenianym preparatem, w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
obserwowano normalizacje warstwy naskorka, tworzenie nowych mieszkéw
witosowych, wzrost syntezy kolagenu oraz hamowanie reakcji zapalnych [386].

Podobne rezultaty odnotowano w wyniku miejscowej aplikacji kleiku z nasion
[530]. Autorzy badan zwrdcili szczegdlng uwage na stopien rozdrobnienia surowca,
poniewaz grubo sproszkowane fragmenty bedg opdzniaé proces gojenia rany,
powodujgc jako ciata obce nawet przewlekte reakcje zapalne [386].

Dziatanie przyspieszajgce procesy gojenia badano w zwierzecych modelach
ran powstatych przez wyciecie, naciecie oraz modelu ran martwiczych [530, 539, 540].
Miejscowe, podskérne (s.c.) podanie wyciggdw z Foenugraeci Semen znaczaco
usprawnito proces zablizniania ran [539], podobnie jak zastosowanie terapii tgczonej,
obejmujgcej miejscowg aplikacje przetworéw z surowca i miodu [390]. Obserwowany
efekt potwierdzono badaniami histopatologicznymi [539]. Zastosowanie kleikdéw i
wyciggdw z nasion kozieradki znaczgco przyspieszato proces zamykania ran oraz
powodowato wzrost wytrzymatosci na rozcigganie i rozrywanie [530, 540]. Autorzy
wskazujg, ze mechanizm ww. aktywnosci zwigzany jest m.in. z nasileniem wydzielenia
hormonu wzrostu oraz wzrostem poziomu kwasu foliowego w surowicy [540].
Interesujgcym jest fakt uzyskania podobnych efektéw po podaniu doustnym kleiku z

Foenugraeci Semen [530].

3.6. Aktywnos¢ przeciwboélowa

Szerokie spektrum aktywnosci biologicznej nasion kozieradki pospolitej
obejmuje rowniez dziatanie przeciwbolowe [71, 349, 385].
Bhalke i wsp. [71] w badaniach na zwierzetach wykazali znaczgcg aktywnosc¢
przeciwbdlowg podawanych dootrzewnowo roznych wyciggdw  organicznych z
Foenugraeci Semen. Ponadto bogata w alkaloidy frakcja chloroformowa wyciggu
metanolowego w modelu in vivo wykazywata zalezny od dawki efekt analgetyczny, w
stezeniu 100 mg/kg m.c. porownywalny z morfing (5 mg/z kg) [349]. Autorzy [453]
wskazujg, ze mechanizm przeciwbdélowego dziatania surowca zwigzany jest z

wptywem na receptory opioidowe i/lub glutaminianowe. Efekt analgetyczny wyciggu
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wodnego z Foenugraeci Semen w pierwszej i drugiej fazie bolu indukowanego
formaling, jest znoszony przez nalokson oraz memantyne [453]

Surowiec okazat sie skuteczny w tagodzeniu dolegliwosci bdlowych w
przebiegu neuropatii cukrzycowej [396]. Dla wyciggu wodno-etanolowego wykazano
zdolnos¢ ograniczania bolu poprzez podnoszenie progu wrazliwosci bélowej badanych
zwierzat [74].

Dziatanie analgetyczne potwierdzono réwniez dla wyciagéw z lisci T. foenum-
graecum [71, 238, 425].

3.7. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

Wyciggi z T. foenum-graecum posiadajg dziatanie antybiotyczne, potwierdzone
wynikami badan mikrobiologicznych [40, 410, 487, 569]. Na podstawie oceny wielkosci
strefy zahamowania wzrostu (mm) patogendéw z grupy bakterii Gramm(+) oraz
Gramm(-) na ptytkach agarowych, wykazano dziatanie 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
réwniez wobec pierwotniakéw: Trichomonas vaginalis oraz Plasmodium falciparum [10,
279, 410, 473, 487, 506, 544]. Ujawniono, ze wyciggi wodne (silniej niz metanolowe)
hamujg wzrost antybiotykoopornego szczepu Xantomonas campestris — patogenu
roslinnego, atakujgcego liczne odmiany zbdz i warzyw [114]

Odmienne wyniki otrzymali Nimri i wsp. [402], badajgcy wptyw wyciggu
etanolowego z surowca na 14 szczepow bakteryjnych (w tym 4 szczepy E. coli),
sposrod ktérych az 13 wykazato opornosé na wyciag (jedynie P. aeruginosa byt
wrazliwy). Alzoreky i wsp. [33] nie potwierdzili aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec
nastepujgcych szczepoéw: 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 uzyciem acetonu oraz buforowanego metanolu (80%MeOH + 20%PBS)
[33]. Wyciggi heksanowe oraz etanolowe z nasion kozieradki w stezeniach 5, 50 i 100
mg/ml hamowaty wzrost E. coli ATCC 25922 i P. aeruginosa ATCC 27853, nie

wplywajgc jednoczesnie 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 aktywnosci przeciwbakteryjnej, metabolity wtérne obecne w etanolowych
ekstraktach z Foenugraeci Semen wykazujg dziatanie przeciwgrzybicze wobec
Aspergillus niger, Alternaria syphillus, Rhizopus syphillus, Fusarium solani oraz
Aspergillus ~ flavus [279]. Znaczacg aktywnos¢  przeciwgrzybicza  wobec
chorobotwdrczych patogenéw potwierdzono dla wodnych ekstraktow z korzeni, nasion i
pedow kozieradki [196] oraz wyciggéw alkoholowych z lisci [58, 436, 504] i nalewek z
ziela [583]. Zdolnos¢ hamowania wzrostu grzybow z gatunku Fusarium oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici (FORL) and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
wykazujg wyciggi z ziela kozieradki, zebranego w réznych okresach rozwoju rosliny
[409].

Olej z nasion kozieradki hamuje rozwdj Staphylococcus aureus i Pseudomonas
aeruginosa oraz Apergillus niger i A. fumigatus [569].

Natomiast wyciggi z lisci T. foenum-graecum wykazujg aktywnos$é
przeciwbakteryjng wobec Serratia marcescens i Bacillus cereus oraz przeciwgrzybiczg
wobec Trichoderma viridae [125].

W badaniach nad aktywnoscig przeciwwirusowg ujawnity, ze diosgenina
catkowicie hamowata replikacje wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w stezeniu 20
MM (ECso= 3,8 pM) [580]. Ponadto zwigzek znaczaco obnizat stezenie wirusowego
RNA oraz biatek wirusa [580].

3.8. Aktywnos¢é hormonalna

Ayurveda, zalicza nasiona kozieradki do srodkéw poronnych [138, 373]. Wedtug
niektorych autoréw T. foenum-graecum wykazuje aktywnos¢ estrogenowg, poniewaz
ujawnia dziatanie mlekopedne [138].

Badania nad oddziatywaniem wyciagéw z Foenugraeci Semen z receptorem
estrogenowym (ER) prowadzono na linii komérek nowotworu piersi MCF-7,
charakteryzujgcej sie ekspresjg receptoréw ER (ER+). Wykazano, ze obecne w
wyciggach zwigzki czynne, wigzg sie z receptorem oraz stymulujg wzrost komoérek
nowotworowych [512]. Odnotowano wzrost ekspresji estrogeno-zaleznego biatka pS2
[512]. W kolejnych badaniach wyciggow etanolowych na linii komdrkowej nowotworu

piersi MCF-7 (ER+) potwierdzono wigzanie z receptorami estrogenowymi [486] i
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obserwowano hamowanie wzrostu linii komorkowej poprzez indukcje apoptozy i
hamowanie cyklu zyciowego na poziomie fazy G2/M [486]. W przeciwienstwie do
ekstraktu z nasion T. foenum-graecum, wyciag z Sojae Semen stymulowat proliferacje
komorek nowotworowych [486].

Przedstawione w literaturze odmienne efekty i wptyw wyciagédw z nasion
kozieradki na rozw¢j komorek nowotworowych mogg by¢ wynikiem roznic w ich
skfadzie chemicznym. Z dotychczasowych badan wynika, Zze jest on zmienny i zalezy
od pochodzenia surowca [54, 387, 430, 435, 605, 606]. W ostatnich latach
potwierdzono obecno$¢ w surowcu izoflawonéw — metabolitow wtérnych o charakterze
fitoestrogendéw, m.in. daidzeiny, formononetyny i biochaniny A [574], jakkolwiek ich
zawartos¢ nie jest znana. Hakimi i wspt. [190] zaliczyli nasiona kozieradki pospolitej do
surowcéw roslinnych o aktywnosci fitoestrogenowej, oceniajgc wptyw suplementacji
diety surowcem na wystepujgce w okresie klimakterium ,uderzenia gorgca”. Wykazali,
ze spozywanie sproszkowanych nasion przez okres 4-8 tygodni (6g surowca dziennie)
ogranicza czestotliwo$¢ ,uderzen gorgca” oraz objawdw wazomotorycznych, jednak
obserwowany efekt byt stabszy w poréwnaniu do hormonalnej terapii zastepczej (w
badaniu zastosowano HTZ: 0,625 mg estrogenu z potgczeniu z 10 mg octanu
medroksyprogesteronu) [190].

W dyskusji o potencjalnej aktywnosci hormonalnej wyciggdow z nasion
kozieradki pospolitej nalezy zwrécic uwage na obecnos¢ w surowcu saponin
steroidowych. Niektorzy autorzy [132, 324] zaliczajg saponiny steroidowe do zwigzkow
o aktywnosci estrogenowej, jednak w wiekszosci prac przeglgdowych, poswieconych
fitoestrogenom, zwigzki te nie sg wymieniane [129, 389]. Jednoczesnie w niektérych
roslinnych preparatach leczniczych, stosowanych w tagodzeniu skutkbw menopauzy,
obok fitoestrogendéw z nasion soi, ktgcza pluskwicy lub kwiatu czerwonej koniczyny
obecne jest kitgcze pochrzynu (Dioscorea) [549]. Produkty te standaryzowane sg na
zawartos¢ diosgeniny lub saponin sterydowych [549], co sugeruje znaczenie tej grupy
zwigzkow w terapii menopauzy.

Jedynie nieliczne prace koncentrujg sie na ocenie aktywnosci hormonalne;j
izolowanych saponin, w tym diosgeniny. W badaniach prowadzonych na gryzoniach
obserwowano efekty fizjologiczne, identyczne do wywolywanych przez naturalne
estrogeny [41, 206]. Wykazano, ze diosgenina posiada zdolnos¢ odwracania
osteoporozy wywotanej brakiem endogennych estrogenéw — badanym zwierzetom
usunieto jajniki i obserwowano indukcje proceséw osteoporozy po 14 dniach od
zabiegu [206]. Ponadto diosgenina odwracata atrofie tkanek reprodukcyjnych,
rozwijajgcg sie wskutek usuniecia zrodla endogennych estrogenéw [206]. W

eksperymencie prowadzonym na myszach po owariektomii, ujawniono, ze diosgenina
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w dawce 20 i 40 mg/kg m.c. (podanie subcutanea) stymulowata rozrost nabtonka
sutka, a jednoczesne podawanie estrogenu i diosgeniny, szczegolnie w dawce 40
mg/kg m.c. potegowato dziatanie saponiny [41]. Z drugiej strony, w trakcie
eksperymentu oceniajgcego wplyw diosgeniny jako substancji przeciwdziatajgcej
procesowi starzenia skéry w okresie klimakterium, stwierdzono, ze w obserwowane
efekty, m.in. nasilenie syntezy DNA oraz wzrost stezenia cAMP wewnatrz
keratynocytow, nie sg zaangazowane receptory estrogenowe ERa ani ERB, poniewaz
wymienione procesy nie byly znoszone w obecnosci inhibitora ER (ICI) [536].

Wptyw frakcji steroidowej z nasion kozieradki na ptodnos$¢ oceniano na
samcach szczurow [248]. Wykazano spadek liczby plemnikéw oraz ich ruchliwosci.
Réwniez waga tkanek reprodukcyjnych i poziom parametrow androgenozaleznych, w
tym kwasu salicylowego oraz fruktozy znacznie sie obnizaty, co swiadczy o spadku
poziomu androgenow [248]. Jednoczesnie odnotowano wzrost poziomu cholesterolu w
jadrach i surowicy, co wskazuje na blokade przemian cholesterolu (bedgcego
substratem do syntezy androgendéw) i jest bezposrednio zwigzane ze spadkiem stezen
hormondw piciowych [248]. Skutkiem obserwowanych proceséw byta utrata ptodnosci
badanych samcéw. Uznano, ze frakcja steroidowa posiada witasciwosci zaréwno
przeciwandrogenowe, jak i obnizajgce ptodnos¢ u samcow [248]. Aktywnosc
antyandrogenowg potwierdzono dla wyciggu z nasion kozieradki, bogatego w
saponiny, m.in. diosgenine [380]. U badanych zwierzat odnotowano obnizenie stezenia
testosteronu oraz hormonu luteinizujgcego (LH) we krwi [380]. Z kolei brak dziatania
androgenowego glikozydéw furostanowych z nasion kozieradki wykazano w badaniach
na szczurach po kastracji (normalna waga i budowa jgder oraz niepodwyzszony
poziom testosteronu we krwi) [46]. Obnizajgcg ptodnos¢ aktywno$¢ surowca
potwierdzono réwniez w eksperymentach na krélikach [259]. Dokarmianie zwierzat
paszg, zawierajacg 30% nasion kozieradki przez okres 3 miesiecy powodowato
znaczgcy spadek poziomu androgendw (testosteron), wagi jader i produkcji spermy u
samcow [259]. Toksyczne dziatanie sktadnikéw paszy na kanaliki plemnikotworcze
potwierdzono badaniami histopatologicznymi [259]. Jednoczes$nie obserwowano, ze
dodatek do paszy 30% nasion kozieradki skutkuje nasileniem owulacji i zwigkszeniem
stezenia progesteronu we krwi u samic, a w okresie cigzy — anormalnym rozwojem
ptodow, przebiegajagcym z ich zwiekszong resorpcjg [259]. Autorzy konkludujg, ze
obserwowane efekty mogg wynikaé¢ z obecnoéci w nasionach zwigzkéw o aktywnosci
estrogenowej, ingerujgcych w proces powstawania i rozwoju nabtonka macicy oraz w
rozwoj ptodu [259]. W badaniach na myszach udowodniono réwniez, ze liofilizowany
wycigg wodny z surowca (1g/kg/dzien) uposledza rozwdj i funkcjonowanie rdzenia

kregowego, zarowno u ptoddw, jak i ciezarnych samic [271].
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W przyrodzie gtéwnym zrédiem diosgeniny sg bulwiaste ktgcza przedstawicielu
rodzaju pochrzyn (Dioscorea sp.), tradycyjnie stosowanego w tagodzeniu objawow
menopauzy [292]. W wielu badaniach oceniano wyciggi z ktgczy Dioscorea w zakresie
aktywnosci hormonalnej, jednak uzyskane wyniki sg niejednoznaczne. W badaniach
wigzania z receptorem estrogenowym (ER) oraz indukowania trans aktywacji genu
reporterowego dla ER ujawniono stabe dziatanie estrogenowe surowego ekstraktu z
ktacza pochrzynu [139]. Natomiast surowy ekstrakt z Dioscorea villosa (pochrzyn
wiochaty), zawierajgcy 0,4% saponin sterydowych nie wykazywat aktywnosci
estrogenowej [209] . W badaniu na linii komoérkowej nowotworu piersi MCF-7 (ER+)
obserwowano, ze wycigg z ktgcza Dioscorea, podobnie jak 17B-estradiol, nasilat
ekspresje genu pS2 oraz powodowat obnizenie liczby receptoréw ERa oraz ilosé
mRNA ERa, a efekty te byty znoszone przez inhibitor receptoréw estrogenowych (ICI).
Sugeruje to zaangazowanie w mechanizm dziatania sktadnikéw aktywnych wyciggu
receptorow ER [423]. Tada i wsp. [536] oceniali wptyw diosgeniny jako skfadnika
wyciggu z D. villosa (zawartos¢ diosgeniny 0,09%) na nowotwor piersi u myszy.
Stwierdzili, ze badany wycigg, w przeciwienstwie do wyciggu z nasion soi, nie
stymulowat rozrostu tkanek rakowych. Z kolei w badaniach na linii komoérkowej BT-474,
charakteryzujgcej sie ekspresjg receptorow estrogenowych (ER), androgenowych (AR)
oraz progesteronowych (PR), wykazano, ze wyciag z ktgcza Dioscorea, 0 nieznanej
zawartosci diosgeniny, posiada stabg aktywnos¢ antagonistyczng wobec receptoréw
estrogenowych [464].

Uwzgledniajgc fakt, Zze diosgenina przeksztatcana jest chemicznie do
progesteronu, uznano ze zwigzek jako sktadnik bulw Dioscorea i surowiec w formie
wyciggoéw posiadajg aktywnos¢ progesteronowg. Dlatego wyciagi z Dioscorea
nazywano naturalnym progesteronem (Natural Progesteron — NP) [423]. Zava i wsp.
[612], badajac poziom progesteronu (PG) i biatek wigzacych progesteron w $linie 11
kobiet stosujgcych wyciag z kigcza D. villosa zawierajgcy diosgenine, wykazali, ze
poziom PG u wszystkich badanych byt bardzo niski, jakkolwiek u niektérych wzrdst
poziom komponentéw wigzgcych PG. W badaniach prowadzonych na grupie 24
zdrowych kobiet w okresie postmenopauzalnym, stosujgcych diete suplementowang
bulwami pochrzynu o zawartosci diosgeniny 360 ug/100 g [589] stwierdzono, ze
diosgenina nie jest wykorzystywana jako prekursor czy aktywator syntezy hormonéw
ptciowych w organizmie ludzkim. Na brak dowoddéw o konwersji diosgeniny w
progesteron wskazano w eksperymencie oceniajgcym niwelowanie przez diosgenine

skutkow niedoboru endogennych estrogenow [206].
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3.9. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa i cytotoksyczna

Wyciggi z nasion T. foenum-graecum posiadajg aktywnos¢ cytotoksyczng,
potwierdzong w badaniach in vitro [270, 276, 486, 491] i in vivo [34, 42, 532].

Shabbeer i wsp. [491] badali aktywnos¢ cytotoksyczng wyciggu etanolowego z
nasion kozieradki oraz diosgeniny wobec linii komérkowych: 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 rowniez linie prawidtowych komorek epitelialnych gruczotu krokowego.
Wykazano, ze po 72 godzinach inkubacji badany ekstrakt w stezeniu 15 pg/ml
znaczgco hamowat proliferacje uzytych linii komérkowych. Ponadto wykazywat
zalezny od dawki efekt cytotoksyczny wobec komérek raka trzustki MiaPaCa, HS766T,
Panc1, raka prostaty DU-145 i LNCaP oraz nowotworu piersi MDA-MB-231, powodujac
catkowitg eliminacje komérek nowotworowych w stezeniu 10 pg/ml. W hodowli linii
komoérek nowotworu gruczotu krokowego PC-3 efekt cytotoksyczny wyciggu
odnotowano w stezeniu 5 pug/ml, natomiast catkowite zahamowanie wzrostu komérek
nowotworu piersi MCF-7, T47D i SKBR3 obserwowano w obecnosci badanego
ekstraktu w stezeniu 1 pg/ml. Jednoczesnie nie stwierdzono toksycznego wptywu
wyciggu na prawidtowe komoérki stercza. Rezultaty badan przeprowadzonych przez
innych autoréw [20, 31] wskazujg na wiasciwosci antyproliferacyjne wyciggéw z
surowca wobec komoérek nowotworowych, bez wptywu na komérki zdrowe. Odmienne
wyniki otrzymano dla diosgeniny, ktéra pomimo ze wykazywata zalezny od dawki efekt
cytotoksyczny wobec komodrek nowotworowych, byta réwniez cytotoksyczna wobec
komorek zdrowych [491].

Badania na linii komodrkowej estrogeno-zaleznego nowotworu piersi MCF-7
potwierdzity wigzanie zwigzkéw czynnych wyciggéow z nasion T. foenum-graeum z
receptorem ER [486, 512]. Obserwowano odmienny wptyw na wzrost nowotworu:
stymulacje proliferacji wskutek zwiekszenia ekspresji receptorébw ER [512] lub
zahamowanie proliferacji, indukcje zmian apoptotycznych i inhibicje cyklu zyciowego
komoédrek na poziomie fazy G2/M [486]. Hamowanie wzrostu komérek MCF-7 przez
wyciggi z nasion kozieradki potwierdzono réwniez w innych badaniach [31, 32, 276].

Inkubacja komorek biataczki T limfoblastycznej Jurkat z 50% etanolowym
ekstraktem z kozieradki (30-1500 pug/ml) skutkowata $miercig komorek
nowotoworowych na drodze autofagii, a obserwowany efekt byt zalezny od dawki i
czasu eksperymentu [21]. Efekt cytotoksyczny wyciggdéw z nasion T. foenum-graecum

ujawniono w badaniach na liniach pierwotnego raka watroby HepG2 [270], ludzkiego
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raka szyjki macicy HelLa oraz raka prostaty szczuréw Mat-LyLu [20], chtoniaka T-
komorkowego [31], chtoniaka B-komodrkowego [31], raka brodawkowatego tarczycy
(FRO) [31], ludzkiego raka jelita grubego HT-29 [445]. Dodatkowo wykazano
aktywnosc¢ cytotoksyczng ekstraktu eterowego z nasion kozieradki wobec linii
komoérkowych Hep-2 i MCF-7 [25]. Z drugiej strony badany wyciag ujawnit dziatanie
toksyczne réwniez wobec kontrolnych linii komorek nabtonkowych z nerki koczkodana
Zielonego (linia Vero) [25].

W badaniach in vivo ekstrakt wodny z nasion kozieradki (200 mg/kg m.c.)
hamowat hiperplazje gruczotu sutkowego i zmniejszat czestos¢ wystepowania
nowotworu piersi indukowanego DMBA (7,12-dimetylobenzenoantracen) u szczurdw,
wykazujgc tym samym efekt chemoprewencyjny [34]. W badaniach na myszach
aplikacja ekstraktu etanolowego hamowata wzrost komorek nowotworu jamy brzusznej
(Ehrlich Ascites Carcinoma) wraz z utratg ich ztosliwosci i zdolnoéci do proliferacji [42,
532]. Jednocze$nie obserwowano liczne zmiany ultrastukturalne wewngtrz komorek
nowotworowych (m.in. zageszczenie chromatyny jadrowej, poszerzenie otoczki
jadrowej, przerost jgderka, obrzmienie lizosomow, poszerzenie kanatéw siateczki
srodplazmatycznej i oddzielanie rybosomow) [42].

W mechanizm indukcji apoptozy powodowany przez wyciggi z nasion
kozieradki zaangazowane sg kaspazy 3 i 8, biatko p53, Fas, FADD, PCNA, Bax i Bak
[21, 32, 270]. Jednoczesnie wykazano, ze zwigzki czynne wyciggu wodnego z nasion
kozieradki pozostajg bez wptywu na komorki NK (Natural Killer) [492]. Natomiast
zwigzki czynne wyciggu chloroformowego z catej rosliny T. foenum-graecum aktywujg
dodatkowo kaspaze-9 [276]

Wiasciwosci przeciwnowotworowe surowca mogg by¢ zwigzane z obecnoscig
saponin steroidowych [205, 433, 552, 571, 578]. W ostatnich latach w toku
wielokierunkowych prac ujawniono aktywno$¢ cytotoksyczng dioscyny wobec linii
komorkowych glejaka wielopostaciowego [336] nowotworéw piersi MCF-7 i MDA-MB-
231 [49], MDA-MB-453 i T47D [283], raka prostaty LNCaP [99], raka trzustki Mia-Pa-
Ca-2 [620], raka watrobowokomérkowego Huh7 [214], nowotworu zotgdka SGC-7901
[216] i raka jelita grubego HT-29 [610]. W mechanizmie dziatania dioscyny wymieniane
sg: aktywacja mitochondrialnego szlaku apoptozy [336, 502], zatrzymanie cyklu
komorkowego, aktywacja kaspaz 3 i 8 oraz modyfikacja ekspresji biatek w tym Bcl-2 i
Bel-xl [99, 214, 216, 283, 336, 610]. Aktywnos$¢ cytotoksyczng wykazano dla
protodioscyny [205] i metyloprotodioscyny [55, 325, 573]. Liczne prace poswiecono
aktywnosci cytotoksycznej i proapoptotycznej aglikonu steroidowego - diosgeniny [107,
311, 314, 318, 321, 324, 369, 377, 445-447, 489]. Zwigzek aktywuje kaspaze 3, nasila
ekspresje biatka p21, obniza ekspresje antyapoptotycznego biatka Bcl-2 i pobudza
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rozpad polimerazy poli(ADP-rybozy) (Poly(ADP-Ribose) Polymerase — PARP),
modyfikuje cykl komérkowy w fazach sub/G1, G1 i G2/M, aktywuje czynnik NF- kB i
receptor Smierci DR5 oraz mitochondrialny szlak apoptozy [107, 311, 324, 377, 445-
447]. Aktywnos¢ cytotoksyczng i proapoptotyczng diosgeniny oceniano zaréwno w
licznych badanich in vitro na liniach komoérkowych [107, 314, 369, 377, 446, 447], jak i
in vivo na zwierzetach [228, 447, 515]. Sposrod aglikonéw steroidowych, wiasciwosci
antyproliferacyjne  wobec linii komérek kostniakomiesaka 1547 wykazuje réwniez

tigogenina [106].

Dotychczasowe badania ujawnity aktywnos¢ przeciwnowotworowg witeksyny
wobec linii komoérkowych ludzkiego raka jamy ustnej OC2 [601], ludzkiej biataczki U937
[307] oraz raka przetyku EC109 [625]. Wiasciwosci przeciwnowotworowe posiadajg
réwniez mono-C-glikozydy luteoliny: orientyna (wobec linii komérkowych : EC109 [37] i
HelLa [173] ) oraz izoorientyna (wobec linii komérkowych HepG2 [608, 609]. Natomiast
vicenina-2 podawana pojedynczo i w kombinacji z docetakselem znaczaco hamuje
wzrost komérek raka prostaty (PC-3, DU-145 and LNCaP), wykazujgc efekt pro-
apoptotyczny [392].

3.10. Schorzenia przewodu pokarmowego

Przetwory z Foenugraeci semen tradycyjnie wykorzystywane sg w leczeniu
schorzen przewodu pokarmowego. Ekstrakty wodne i maceraty wykazujg dziatanie
ochronne na btone sluzowg, zmieniong zapalnie w przebiegu choroby wrzodowej [22,
51, 274, 528]. Pozytywne wyniki terapii choroby wrzodowej otrzymano stosujgc wyciagi
wodne w potgczeniu z miodem [340] lub wyciggami z jeczmienia [22]. Efekt
gastroprotekcyjny wykazano rowniez dla olejku eterycznego z nasion kozieradki w
[251].

Aktywnos¢ przeciwwrzodowa obecnej w surowcu frakcji polisacharydowej wynika z
tworzenia warstwy ochronnej, pokrywajgcej btone sSluzowg zotgdka [528]. Warstwa
chroni sluzéwke przed czynnikami egzogennymi (np. etanol) oraz endogennymi (np.
kwas solny, pepsyna) [528]. Obserwowany efekt protekcyjny, przebiegajgcy ze
zmniejszeniem obrzeku i przekrwienia btony sluzowej, zwigzany jest rowniez z
obnizaniem wydzielania pepsyny i soku zotgdkowego (w stopniu poréwnywalnym z
omeprazolem) oraz dziataniem przeciwutleniajgcym [528]. Polifenole obecne w

wyciggach z nasion kozieradki ograniczajg uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS)
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oraz zmiatajg wolne rodniki nadtlenkowe z objetej stanem zapalnym sluzowki jelit, co
udowodniono w badaniach in vitro [305].

Jedng z gtdwnych przyczyn wrzodow zotgdka jest zakazenie Helicobacter pylori [169].
Badania wskazujg, ze patogen stanowi czynnik etiologiczny nowotworu zotgdka [70,
169, 211]. W dotychczasowych eksperymentach, majgcych na celu ocene wptywu
wyciggow wodnych [317, 405] i alkoholowych [317, 611] z Foenugraeci Semen na
wzrost oraz adhezje bakterii wykorzystano rézne szczepy H. pylori [317, 405, 611].
Niektore badania dowiodly, ze wyciggi z nasion kozieradki hamujg wzrost patogenu
[317, 611], inne wykazaty, Ze surowiec nie posiada aktywnosci bakteriobodjczej oraz
antyadhezyjnej wobec H. pylori [405]. Randhir i wsp. [450] oceniali wptyw wyciggow
wodnych z kietkéw kozieradki na wzrost bakterii. Kietki hodowane byty na pozywce z
dodatkiem grzyba Rhizopus oligosporus, zwiekszajgcego pule zwigzkow fenolowych w
materiale roslinnym [450]. Autorzy wykazali, ze badany ekstrakt hamowat wzrost H.
pylori, a wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu byta bezposrednio zalezna od stezenia
wyciggu [450]. Wykazano, ze efekt przeciwdrobnoustrojowy moze by¢ wynikiem
wzrostu kwasowos$ci srodowiska stymulowanym zwigzkami fenolowymi, co jest
niekorzystne dla H. pylori i prowadzi do uszkodzenia btony komodrkowej patogenu
[450]. Zawarte we wzbogaconym w fenole ekstrakcie z kozieradki zwigzki zaburzajg
takze aktywnos$¢ ureazy, zapewniajgcej idealne, alkaliczne Srodowisko dla komorek
bakteryjnych [450]. Dodatkowo dalsze badania prowadzone przez ten sam zespot
wykazaty, Zze obserwowana aktywnos$¢ ulega nasileniu po termicznej obrobce
wyciggébw wodnych (poprzez autoklawowanie), skutkujgcej wzrostem stezenia
polifenoli [451]. Jednocze$nie udowodniono, ze wyciagi z siewek T. foenum-graecum,
skietkowanych w ciemnosci, bez elicytacji, charakteryzujg sie réwniez silnym
dziataniem przeciwko H. pylori [449]. Natomiast wyciag z surowca, otrzymany z
uzyciem 80% metanolu posiada zdolnos¢ inhibicji ureazy (ICso 523,74 pg/ml) [73].
Warto podkresli¢, ze zdolnos¢ inhibicji ureazy przez witeksyne i jej 2"-O-ramnozyd oraz
orientyne, izolowane wraz z innymi C-glikozyloflawonami z Celtis africana zostata
potwierdzona w badaniach in vitro [429]

Nasienie kozieradki wykazuje dziatanie hepatoprotekcyjne poréwnywalne z
sylimaryng [263, 265, 437], prowadzgc do ograniczenia peroksydacji lipidow i aktywaciji
enzymow przeciwutleniajgcych w  komérkach watroby [265, 457]. Jest to
prawdopodobnie spowodowane obecnoscig zwigzkoéw polifenolowych [265, 437].
Obnizeniu ulega poziom grup karbonylowych oksydacyjnie zmienionych biatek,
stanowigcych jeden z markeréw stresu oksydacyjnego [265]. Podawanie frakcji
polifenolowej z nasion kozieradki lub sproszkowanego surowca normalizuje

podwyzszone poziomy markerow watrobowych, m.in. aminotransferazy alaninowej
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(ALAT), aminotransferazy asparaginianowej (ASPAT), dehydrogenazy mleczanowej
(LDH), fosfatazy alkalicznej (ALP), bilirubiny i y-glutamylotransferazy (GGT) [263, 457]
oraz zwieksza sie poziom zredukowanego glutationu [262, 265]. W innych badaniach
stwierdzono, ze wycigg wodny z nasion kozieradki nie posiada aktywnosci
hepatoprotekcyjnej i sprzyja powstawaniu abberacji chromosomalnych, co wskazuje na
jego potencjat mutagenny [269].

Korzystny wptyw wyciggéw z surowca na przewdd pokarmowy obejmuje ochrone
przed rakiem jelita grubego [445]. Obecna w nasionach diosgenina hamuje wzrost i
stymuluje apoptoze komoérek ludzkiego nowotworu jelita grubego HT-29 [445].
Zwieksza wrazliwo$¢ linii komérek nowotworowych watroby (HCC - hepatocellular
carcinoma) na dziatanie paklitakselu i doksorubicyny oraz hamuje aktywnos$¢ czynnika
transkrypcyjnego STAT3, powigzanego z powstawaniem guza i konstytutywnie
aktywowanego w wielu komodrkach rakowych, w tym réwniez w komoérkach HCC [314].
Inhibicja STAT3 blokuje wzrost komoérek nowotworowych i stymuluje ich apoptoze
[314].

Diosgenina wykazuje wtasciwosci prebiotyczne, potwierdzone w eksperymentach
in vitro i in vivo [217]. Badania wptywu diosgeniny na gestos¢ jelitowych bakterii kwasu
mlekowego (LAB) w mysim modelu alergii pokarmowej ujawnity, ze w wyniku doustne;j
aplikacji sapogeniny przywracane jest prawidlowe zageszczenie bakterii kwasu
mlekowego (LAB), ograniczone wskutek reakcji alergicznych [217]. Diosgenina i
sarsasapogenina znaczgco nasilajg wzrost Lactobacillus murinus i Lactobacillus
reuteri, izolowanych z przewodu pokarmowego badanych zwierzat, w przeciwienstwie
do enterokokow [217]. Autorzy sugeruja, ze sapogeniny steroidowe mogg stanowié
nowg klase prebiotykéw [217]. Jednak ich dziatanie uzaleznione jest od obecnosci
wigzania nienasyconego pomiedzy atomami wegla C-5 i C-6 oraz zachowanej struktury
pierscieni E i F [217].

Udowodniono, ze nasiona kozieradki w wyniku aktywnosci przeciwzapalnej oraz
przeciwutleniajgcej, mogg stanowi¢ cenny surowiec, wspomagajgcy leczenie
nieswoistych stanéw zapalnych jelit (IBD — inflammatory bowel disease) [305].
Diosgenina natomiast znaczaco fagodzi wywotane indometacyng zaburzenia w

wydzielaniu zotci oraz podostre stany zapalne jelit [594].
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4. Dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa w

analizie zwigzkéw flawonoidowych

Wielowymiarowg chromatografie cieczowg (MD-LC), po raz pierwszy
zaprezentowano w 1978 roku [142] jako skuteczne narzedzie w analizie ztozonych,
wielosktadnikowych probek. Wyciggi roslinne, zawierajgce metabolity wtorne o
zroznicowanej budowie, nalezgce do réznych grup chemicznych, sg jednymi z
najbardziej ztozonych matryc analitycznych [142, 219, 501]. Nierzadko stanowig
bardzo duze wyzwanie dla osiggniecia efektywnej separacji sktadnikow prébki oraz ich
identyfikacji [142, 219]. W procesie optymalizacji warunkéw analiz HPLC czesto
obserwuje sie koelucje metabolitow wtérnych, uniemozliwiajgca ich rozpoznanie wobec
wzorcow (pordownanie wartosci tgr) [613]. Niejednokrotnie dotyczy to izomeréw o tej
samej masie czgsteczkowej, co wyklucza ich rozpoznanie w oparciu o wartosci m/z
jonéw molekularnych (zwigzki izobaryczne) w sprzezeniu HPLC-MS [122, 613].
Chromatografia wielowymiarowa umozliwia rozwigzanie wymienionych problemow
analitycznych, zapewniajgc wysokg zdolnos¢ rozdzielczg oraz wysokg pojemnosé
wzgledem pikéw (P - peak capacity), zazwyczaj niemozliwych do osiggniecia w
systemach jednowymiarowych [142, 219, 234, 499, 501]. Wykazano, ze zastosowanie
2D HPLC ogranicza tzw. efekt matrycy [135, 621].

W dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC)
wyrdzniane sg dwie podstawowe techniki: heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive
(LCxLC). W technice heart-cutting (niekiedy heart-cut) jedynie cze$¢ nierozdzielonych
skfadnikéw analizowanej mieszaniny, w formie poszczegolnych frakcji z rozdzielenia w
pierwszym wymiarze ('D), jest przenoszona na kolumne drugiego wymiaru (°D).
Stwarza to mozliwos¢ optymalizacji warunkoéw separacji sktadnikéw kazdej frakcji z
zastosowaniem réznych eluentéw, profili elucji gradientowej/izokratycznej oraz réznych
faz stacjonarnych. Ponadto wykorzystanie techniki LC-LC zwtaszcza w trybie off-line,
nie wymaga uzycia skomplikowanej aparatury, najczesciej wymaganej w peni
zautomatyzowanym procesie w trybie on-line. W praktyce po zebraniu wszystkich
frakcji z 'D, ich analize¢ w °D mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem tego samego
systemu chromatograficznego LC [123]. Dodatkowo heart-cutting umozliwia wykrycie
skfadnikéw, wystepujgcych w badanej probie w niskim stezeniu, poniewaz przed
separacjg na kolumnie 2D, analizowana frakcja jest zageszczana [123, 135, 204, 235,
621]. Natomiast technika comprehensive obejmuje analize wszystkich skfadnikéw
badanej probki w dwoch wymiarach [123, 135, 204, 224, 231, 232, 234, 235, 290].

Analizy z wykorzystaniem technik heart-cutting oraz comprehensive, mogg byc¢
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prowadzone w trybach: off-line lub on-line. W trybie off-line, wybrane/kolejne frakcje z
kolumny 'D przenoszone s3g na kolumne ?D recznie [204]. Jednak w przypadku analiz
zwigzkow wrazliwych na dziatanie czynnikow srodowiskowych, stwarza to ryzyko utraty
analitu lub jego degradacji, bgdz formowania artefaktow pod wplywem Swiatta lub
powietrza [135, 204]. Jednocze$nie manualne przenoszenie frakcji zazwyczaj skutkuje
niskg powtarzalnoscig analiz [135, 204]. Natomiast tryb on-line charakteryzuje petna
automatyzacja procesu. Transfer kolejnych frakcji z 'D na ?D odbywa sie zazwyczaj za
pomocg zaworu zaopatrzonego w petle magazynujgce/dozujgce o réznej pojemnosci,
dostosowanej do warunkow analizy [123, 135, 204, 224, 231, 232, 234, 235, 290]. Jak
wspomniano powyzej, w technice heart-cutting on-line automatycznie sg przenoszone
wyselekcjonowane frakcje, zawierajgce nierozdzielone zwigzki w 'D. Natomiast w
technice comprehensive caty eluat z kolumny 'D zbierany jest w petlach
magazynujgcych w formie frakcji o bardzo matej objetosci, i nastepnie kolejno
przenoszonych na kolumne ?D w wielokrotnych naprzemiennych cyklach,
kontrolowanych czestotliwoscig przetgczania zaworu, stanowigcego tgcznik miedzy
wymiarami 'D i ?D. Sg to najczeéciej dwudrozne zawory 6-, 8- [441], 10- [86], 12-
portowe [2] zaopatrzone w dwie petle magazynujgce/dozujgce [204, 235]. Tryb on-line
wymaga zastosowania specjalistycznego sprzetu, obejmujgcego obok bardziej
ztozonych systeméw HPLC, uzycie tacznika (interfejs) i odpowiedniego
oprogramowania komputerowego umozliwiajgcego zarzgdzanie systemem, obrobke
danych chromatograficznych i generowanie dwuwymiarowych chromatograméw [204,
235]. Automatyzacja procesu zapewnia minimalizacje problemow zwigzanych z
niestabilnoscig analitéw oraz powtarzalnoscig separacji [135, 204]. Rozdzielenia w
trybie on-line, szczegolnie w systemie comprehensive, stanowig doskonate
rozwigzanie w seryjnych analizach duzej liczby prébek [135, 204, 235]. Z drugiej strony
optymalizacja separacji w warunkach catkowitej automatyzaciji procesu jest trudniejsza
i nierzadko zwigzana z problemami niewystepujgcymi w trybie off-line 2D LC, takimi jak
np. niewystarczajgca mieszalno$é rozpuszczalnikéw stosowanych w 'D i D [135, 204].
Niekiedy petle dozujgce zastepowane sg przez tzw. kolumny wychwytujgce (frapping
columns) [86]. Wykorzystanie kolumn wychwytujgcych pomiedzy 'D a D umozliwia
usuniecie eluentu stosowanego w 'D, eliminujgc problem niekompatybilnosci faz
ruchomych 'D i ?D oraz obecnosci niepozadanych zwigzkéw (np. soli) [123].
Opracowanie warunkéw analiz w obu omawianych trybach jest procesem
czasochtonnym. Tryb off-line wymaga bowiem recznego, czesto wielokrotnego
zbierania poszczegdinych frakcji z 'D (niekiedy takze ich zageszczania Ilub

odparowywania do sucha), natomiast optymalizacja pracy systemu w trybie on-line
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wymaga rozwigzania wigkszej liczby problemoéw analitycznych niz w trybie off-line [135,
204, 235].

Niektoérzy autorzy [123, 236, 247, 312] wykorzystujg réwniez tzw. tryb stop-flow
(niekiedy okreslany jako stop-and-go [236]) - tryb pracy w systemie dwuwymiarowym,
polegajacy na przenoszeniu wybranych/wszystkich frakgji 'D na kolumne ?D w czasie
rzeczywistym (bez etapu magazynowania) z jednoczesnym zatrzymaniem przeptywu
fazy ruchomej w kolumnie 'D do czasu zakonczenia separacji w drugim wymiarze.
Zazwyczaj jest on stosowany w analizach LCxLC [236, 246, 247, 312], rzadziej — w LC-
LC [87, 459].

Podstawowg wiasciwoscig uwzgledniang w procesie konfiguracji systemu
dwuwymiarowego jest ortogonalnos¢ [123, 142, 219, 234, 499, 501], odnoszgca sie do
odmiennych mechanizmoéw separacji, charakteryzujgcych pierwszy i drugi wymiar,
umozliwiajgcych zwiekszenie zdolnosci rozdzielczych [123, 142, 219, 234, 499, 501].
Jednak w praktyce systemy w petni ortogonalne, o catkowicie nieskorelowanej
selektywnosci w 'D i 2D, sg rzadko spotykane [86]. Wykazano, ze nawet systemy 2D
HPLC o ograniczonej ortogonalnosci umozliwiajg uzyskanie wysokiej zdolnosci
rozdzielczej [310, 313, 441, 621, 624]. Ponadto stwierdzono, ze uzycie w trybie on-line
systemu RPLC x RPLC, opartego na dwéch roznych fazach stacjonarnych, jest mniej
skomplikowane niz systeméw RPLC x NPLC lub RPLC x HILIC [234].

Podstawowym elementem w konfigurowaniu systemu LCxLC jest wyznaczenie
odpowiedniego czasu modulacji, ktéry obejmuje czas separacji w D skfadnikéw eluatu
z 'D, w czasie napetniania petli magazynujacej/dozujacej kolejnym eluatem z 'D. Czas
modulacji okre$la sie réwniez jako czas pomiedzy wprowadzeniem na kolumne D
dwdch kolejnych eluatéw/frakcji z 'D [354, 484].

Szeroki wybor kolumn chromatograficznych, wraz z mozliwoscig zastosowania
mieszanin rozpuszczalnikéw o réznej sile elucyjnej, stwarza mozliwos¢ projektowania
réznorodnych systeméw 2D HPLC. W analizie 2D LC fazy stacjonarne
wykorzystywane w pierwszym wymiarze sg kolumnami, wypetnionymi Zelem
krzemionkowym modyfikowanym resztami: fenylowymi [86], oktylowymi (C-8) [621],
oktadecylowymi (C-18) [48, 289] i cyjanowymi (CN) [614, 624]. Niekiedy
wykorzystywane sg kolumny wypetnione zelem krzemionkowym modyfikowanym [3-
cyklodekstrynami  (CD) ([613], polietylenoglikolami (PEG) [86, 223, 467] Ilub
immobilizowanymi liposomami [579]. Rozdzielenia zwigzkéw flawonoidowych w
pierwszym wymiarze mogg by¢ rowniez prowadzone z wykorzystaniem chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC) [61, 245, 459], chromatografii wykluczania (SEC)
[122, 485] lub chromatografii jonowymiennej (IE) [100].
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W drugim wymiarze najczesciej wykorzystywane sg kolumny typu C-18 [61, 86,
100, 122, 223, 245, 467, 485, 614, 621, 624]. Jakkolwiek, Zeng i wsp. [613] w
wielowymiarowej analizie LC surowcow roslinnych tradycyjnej medycyny chinskiej
(Traditional Chinese Medicines — TCM) zastosowali rownoczesng separacje na dwéch
kolumnach XTerra C18 oraz kolumnie oligoetyloenoglikolowej (OEG). Kivilompolo i
wsp. [289] w badaniach zwigzkéw fenolowych w winach testowali w D kolumny
wypetnione zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami cyjanowymi, aminowymi
oraz C-18 z reagentem par jonowych. Aturki i wsp. [48] przeprowadzili separacje
stereocizomeréw 7-O-glukozydéw flawanonéw obecnych w sokach cytrusowych,
wykorzystujgc w D kolumne wypetniong zelem krzemionkowym modyfikowanym
karboksymetylowanymi B-cyklodekstrynami. Natomiast w celu rozdzielenia zwigzkow
flawonoidowych w Fagopyrum tataricum w ?D uzyto kolumne z resztami amidowymi
(RSLC Polar Advantage amide-embadded column) [459].

W licznych publikacjach dotyczacych analizy 2D LC zwigzkéw polifenolowych
sg porownywane rézne typy faz stacjonarnych oraz ich kombinacji w dwoch wymiarach
[86, 223, 224, 232]. Przeglad systemow 2D HPLC, opracowanych w analizie zwigzkow
flawonoidowych przedstawili Villiers i wsp. [123] w obszernej pracy przegladowej o
wysokosprawnej chromatografii cieczowej flawonoidéw.

Dotychczas analize zwigzkow flawonoidowych metodg 2D HPLC prowadzono w
szeregu matryc roslinnych, obejmujgcych skfadniki zywnosSci: soki i owoce cytrusowe
[48, 467, 621], wina i piwa [86, 233, 289], herbaty: zielong [245, 485], czarng [485],
rooibos [61] i yerba mate [136] oraz roslinne surowce lecznicze [88, 100, 122, 310,
313, 320, 441, 459, 614, 624]. Ponadto z zastosowaniem 2D LC analizowano surowce
roslinne tradycyjnej medycyny chinskiej (TCM) [337, 440, 579, 613].

Zespoty flawonoidéw obecnhe w matrycach roslinnych metodg dwuwymiarowej
wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej najczesciej analizowane sg 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 technike LCxLC w analizie polifenoli w winach i
piwach wobec mieszaniny 31 zwigzkoéw wzorcowych z grupy polifenoli i prostych fenoli,
m. in flawonow, izoflawondéw, flawanonow, fenolokwaséw i kumaryn. Autorzy testowali
pie¢ réznych konfiguracji systemu 2D LC, stosujgc w D kolumne Chromolith C-18 o
dtugosci 5 cm lub 10 cm oraz profil elucji gradientowej ztozony, obejmujgcy gradient
liniowy oraz elucje izokratyczng w mieszaninie rozpuszczalnikow acetonitrylu i wody
[86]. Natomiast w 'D uzyto kolumn wypetionych zelem krzemionkowym
modyfikowanym resztami fenylowymi oraz kolumn polietylenoglikolowych o réznej

dtugosci PEG (5 cm lub 15 cm), testowanych pojedynczo lub potgczonych szeregowo z
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dodatkowg kolumng Gemini C-18 lub Zorbax SB-Aq [86]. System o najwyzszej
ortogonalnos$ci (najnizsza warto$¢ wspotczynnika korelacji) utworzyty kolumny PEG lub
fenylowa w 'D i C-18 w ?D [86]. Petle magazynujgce zastgpiono dwoma kolumnami
wychwytujgcymi (trapping columns) XTerra, zapewniajgcymi silniejszg retencje
flawonéw, co zapobiegato rozcienczeniu analitéw i zwiekszato czuto$¢ analiz w °D
[86]. Autorzy stosowali w 'D rézne programy elucji gradientowej - gradient liniowy
acetonitrylu w wodzie: od 1% do 57% ACN (tg 200 min), od 10% do 42% ACN (tg 190
min) lub gradient skokowy (ztozony), o profilu obejmujgcym elucje izokratyczng i
gradient liniowy o zmianach stezenia acetonitrylu od 1% do 40% lub od 10% do 50%
lub od 1% do 30% w wodzie. Jandera i wsp. [233] analizowali mieszanine 29 zwigzkow
wzorcowych (flawonéw i fenolokwaséw), wykorzystujgc w 'D kolumne wypetniona
polietylenoglikolem (PEG), natomiast w °D - kolumny C-18, wykonane w technologii
"core-shell” (Ascentis Express oraz Kinetex). Autorzy przeprowadzili szereg analiz,
poréwnujac efektywno$é rozdzielen w 2D w warunkach elucji gradientowej o réznych
profilach - gradient liniowy, liniowo-skokowy, liniowo-izokratyczny oraz tzw. shifting
gradient [233]. System 2D LC zlozony z kolumn PEG w 'D oraz Kinetex w D
wykorzystano nastepnie w analizie czerwonego wina [233].

Quiao i wsp. [441] badali zespdt zwigzkéw flawonoidowych obok saponin
triterpenowych w wyciggach z korzeni Glycyrrhiza uralensis metodg on-line RPLC x
RPLC comprehensive. System optymalizowano testujgc szes¢ kolumn RP,
stanowigcych faze oktadecylowg lub faze mieszang — fenylowo-heksylowg w réznych
konfiguracjach [441]. Ostatecznie w obu wymiarach zastosowano kolumny RP r6znego
typu (Acquity CSH C4s w 'D; Poroshell Phenyl-Hexyl w D). Ponadto ortogonalno$é
systemu zwiekszono, optymalizujgc sktad eluentéw, mianowicie w 'D uzyto metanolu a
w 2D acetonitrylu. W 'D program elucji gradientowej obejmowat liniowy wzrost stezenia
metanolu od 50% do 90% w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego (tc 40 min)
[441]. Natomiast w 2D zastosowano tzw. shift gradient, obejmujacy w poszczegdinych
skokach zmiany stezenia acetonitrylu w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego
w zakresach: 25%-35%-25%, 35%-45%-35%, 52%-72%52%, 75%-88%-75% [441].
Autorzy rozdzielili 39 flawonoidow, w tym flawanonow i ich glikozyddéw, glikozydowych
form chalkonéw oraz izoflawondw, flawonoli i flawonow [441].

Liang i wsp. [320] opracowali warunki kompleksowej analizy off-line 2D LC
zwigzkow flawonoidowych z wyciggu wodnego Scutellaria barbata D. Don. Zwigzki
czynne frakcji réznigcych sie polarnoscia, otrzymanych metodg ekstrakcji do fazy statej
(SPE) rozdzielano w systemie 2D LC HILIC x HILIC oraz w systemie HILIC x RPLC
[320]. W systemie HILIC x HILIC rozdzielenia w 'D prowadzono w warunkach elucji,

obejmujgcej liniowy wzrost stezenia od 5% do 40% mieszaniny ACN:woda (95:5, v/v) w
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wodzie z dodatkiem mréwczanu amonu (5 mM). W ?D zastosowano gradient ztozony,
liniowo-izokratyczny, obejmujgcy wzrost stezenia w zakresie od 10% do 65% ACN w
wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego (v/v) [320]. W rozdzieleniach 2D HILIC
x RPLC frakcji o $redniej polarnosci, zawierajgcej zwigzki flawonoidowe, w obu
wymiarach stosowano elucje gradientowg, charakteryzujgcg sie wzrastajgcym
stezeniem ACN w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mroéwkowego: liniowo od 10% do
30% ACN (ty 30 min) w 'D oraz o profilu liniowo-skokowym w ?D od 10% do 65% (tg 50
min) [320]. We frakcji $rednio-polarnej metodg 2D HILIC x RPLC rozdzielono 543
zwigzki, sposrod ktorych z uzyciem detekcji UV oraz MS, w tym QTOF-MS
zidentyfikowano 22 flawonoidy: glikozydowe formy flawonéw oraz flawanonéw obok
wolnych aglikonow [320].

System 2D LC HILIC x RPLC zastosowano w badaniach zespotu polifenoli w
herbacie rooibos (Aspalathus linearis) [61] oraz mieszaniny sze$ciu surowcow
roslinnych tradycyjnej medycyny chinskiej (TCM) [613]. W analizie wyciggéw wodnych
z A. linearis w 'D wykorzystano jako faze stacjonarng kolumne wypetniong zelem
krzemionkowym, modyfikowanym resztami diolowymi (Nomura Chemical Develosil
Diol-100), natomiast w ’D - kolumne C-18 (Agilent Zorbax SB-C18) [61]. Z uzyciem
detektoréw UV i Q-TOF (ESI+/-) rozpoznano 20 polifenoli z grupy dihydrochalkonéw,
flawanondw, flawonéw oraz flawonoli [61]. W obu wymiarach uzyto gradientu liniowo-
skokowego. W 'D program gradientu obejmowat wzrost stezenia mieszaniny
ACN:woda:kwas octowy (93,05:4,95:2,00, viv/v) od 0% do 10% (tc 0—45 min),
nastepnie od 10% do 100% w mieszaninie woda:kwas octowy (98:2, v/v) (tc 45-65
min). Natomiast w 2D program gradientu obejmowat wzrost stezenia acetonitylu w
wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu octowego w zakresie 10%-14,8% (0-8,5 min),
14,8%-50% (8,5-20,5 min), 50%—-100% (20,5-21,5 min) [61]. Natomiast zwigzki
czynne mieszanki ziotowej TCM (Dalbergia odorifera T. Chen, Scutellaria baicalensis
Georygi, Scutellaria barbata D. Don, Citrus aurantium L., Glycyrrhiza glabra L., Pueraria
lobata) analizowano z wykorzystaniem kolumny wypetnionej zelem krzemionkowym
modyfikowanym B-cyklodekstrynami w 'D oraz dwiema kolumnami pracujgcymi
réwnoczesnie: kolumng C-18 i oligoetylenoglikolowg (OEG) w 2D [613]. Wybér kolumn
o réznych mechanizmach separacji umozliwit skonstruowanie systemu 2D RPLC o
wysokiej ortogonalnosci [613]. Autorzy podkreslajg "elastycznos$¢" systemu - kazda z
kolumn moze byé stosowana w 'D; wéwczas dwie pozostate, potgczone réwnolegle,
decydujg o efektywnosci separacji w °D [613]. Jako skiadnik fazy ruchomej
zastosowano acetonitryl z dodatkiem 0,2% kwasu mrowkowego (A) i wode z dodatkiem
0,2% kwasu mréwkowego (B) na kolumnie C-18 oraz acetonitryl z dodatkiem 0,2%

kwasu mrowkowego (A), wode z dodatkiem 0,2% kwasu mréwkowego (B) oraz 100mM
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mrowczanu amonu (C) w separacji na kolumnie CD. Na kazdej z kolumn zastosowano
odmienne programy elucji gradientowej: kolumna C-18 - liniowy wzrost stezenia A od
5% do 70% w B (tc 15 min), kolumna OEG - liniowy wzrost stezenia A od 5% do 60%
w B (tg 30 min), kolumna CD liniowy wzrost stezenia A od 5% do 40% w mieszaninie
B+30%C (tc 30 min) [613]. W rezultacie uzyskano rozdzielenie 25 flawonoidow, w tym
izoflawonodw, flawonéw i flawanonéw oraz ich glikozydéw [613].

Wang i wsp. [579] analizowali metodg on-line LCxLC z detekcjg UV i APCI-Q-
MS*® produkt ziotowy tradycyjnej medycyny chinskiej Longdan Xiegan Decoction (LXD),
stanowigcy mieszanine dziesieciu roslinnych surowcow 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 zawierajgcej obok flawonoidéw,
réwniez triterpeny, irydoidy, olejki, fenolokwasy i aminokwasy [579]. W opracowanym
systemie wykorzystano w 'D kolumne wypetniong immobilizowanymi liposomami (ILC)
jako imitujgcg btony biologiczne i elucje izokratyczng przy stezeniu 10mM octanu
amonu (pH 6,8), natomiast w D - kolumne C-18 (Kromasil ODS) oraz elucje
gradientowg o wzrastajgcym stezeniu acetonitrylu od 10% do 30% w wodzie z
dodatkiem 0,1% kwasu octowego (g 7 min). W wyniku analizy frakcji octanowe;j
wyciggu wodnego z LDX rozdzielono 50 zwigzkéw, w tym w rezultacie oddziatywan na
kolumnie ILC zidentyfikowano 8 flawonoidow: 7-O-glukuronid oroksyliny, wogonozyd,
7-O-glukuronid chryzyny, bajkaling, ononine, likwirytyne i jej apiozyd oraz 3'4'-
dihydroksy-5,6-dimetoksy-7-O-glukozyloflawon  [579]. Autorzy podkreslajg, ze
opracowang metode mozna wykorzystac w badaniach skryningowych ztozonych
matryc roslinnych w zakresie obecnosci sktadnikéw zdolnych do przenikania przez
btone biologiczng, ktérej model stanowita kolumna ILC [579].

Glikozydy flawonolowe i ich pochodne estrowe analizowano obok irydoidow
metodg LCxLC w wyciggu wodnym z Hedyotis diffusa [313]. System konfigurowano w
oparciu o dwie kolumny - Luna CN w 'D i Kinetex C-18 w ?D [313]. W "D jako sktadniki
fazy ruchomej zastosowano ACN i wode, a elucja gradientowa przebiegata wedtug
nastepujgcego programu: 0-10 min - 0% ACN, 10-150 min - 64% ACN. Sktadnikami
eluentu w drugim wymiarze byty ACN i woda z dodatkiem 0,05% kwasu mréowkowego,
a separacje prowadzono z uzyciem tzw. ,shift gradient” (gradientu skokowego o
liniowym na kazdym etapie w bardzo krotkim czasie wzro$cie stezenia rozpuszczalnika
organicznego) dla ktérego zakres zmian stezen ACN w poczgtkowym etapie separaciji
(czas ,skoku”- 0-0,7 min) wynosit 5%-50%, natomiast w korncowym etapie - 20%-75%.
Uzyskano rozdzielenie 10 zwigzkéw [313]. Czas modulacji obejmujgcy separacje w D i

przenoszenie z 'D wynosit 1 minute [313].
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Analizy chromatograficzne LCxLC wyciggéw wodno-alkoholowych oraz frakgji
wodnych i organicznych (butanolowa, octanowa i chloroformowa) z lisci zielonej i
czarnej herbaty (Camellia sinensis) prowadzono z wykorzystaniem systemu,
sktadajgcego sie z kolumny SEC (chromatografia wykluczania; size exclusion
chromatography) w 'D (Ultrahydrogel-120) oraz kolumny UHPLC BEH-C18 w ?D [485].
W "D stosowano gradient liniowy, obejmujgcy wzrost stezenia ACN od 0% do 50% w
wodzie (tg 40 min), natomiast w D elucje gradientowg o wzrastajgcym stezeniu
metanolu od 0% do 100% w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego (i 6
minut). W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano gtéwnie we frakcji
butanolowej 29 mono-, di-, tri- i tetraglikozydow flawonoli (kemferolu, kwercetyny i
mirycetyny) oraz ich estrow z kwasem galusowym, obok dwdch C-glikozydow
flawonow [485].

Chromatografie wykluczania w potgczeniu z chromatografiag w ukfadzie
odwroconych faz zastosowano w analizie heart-cutting LC-LC flawonoli w wyciggach z
lisci Maytenus ilicifolia [122]. Wykorzystanie kolumny SEC Ultrahydrogel-120 w 'D oraz
RP - SupelCosil LC-18 umozliwito rozdzielenie 36 glikozydéw flawonolowych, gtdéwnie
pochodnych kwercetyny i kemferolu, zawierajgcych od jednej do czterech czgsteczek
cukrow [122]. W obu wymiarach zastosowano elucje gradientowg o profilu ztozonym,
obejmujgcym liniowy wzrost stezenia mieszaniny woda:ACN:kwas octowy (49:50:1,
v/v) w 1% kwasie octowym: w 'D od 10% do 80% (tz 40 min) a nastepnie elucje
izokratyczng przy jej stezeniu 80% (tc 40—45 min), natomiast w °D wzrost od 10% do
40% (tc 17 min) a nastepnie elucje izokratyczng przy stezeniu 40% (ts 17-20 min)
[122].

Rozdzielenie 12 sktadnikbw wyciggu z Fagopyrum tataricum, w tym 7
glikozydéw kwercetyny i kemferolu, otrzymano w systemie on-line stop-flow heart-
cutting, sktadajacym sie z kolumny HILIC w 'D oraz dwéch kolumn w %D wypetnionych
zelem krzemionkowym modyfikowanym odpowiednio resztami amidowymi (kolumna
Polar Advantage IlI) i fenylowymi (kolumna Phenyl-1), na ktorych prowadzono
réwnoczesne separacje [459]. W pracy systemu wykorzystano przeptyw wsteczny tzw.
back-flush poprzedzajacy separacje D odpowiedniej frakcji z 'D [459]. Eluat z kolumny
'D (elucja izokratyczna - 5% ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu
kwasu fosforowego), dzielono na dwie frakcje, spos$rod ktérych jedng kierowano na
kolumne ?D Polar Advantage Il i rozdzielano zwigzki flawonoidowe w warunkach
gradientu liniowego (11%-23% ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu
kwasu fosforowego) [459]. Natomiast drugg frakcje zatrzymywano na kolumnie 'D, a
nastepnie przenoszono wykorzystujac przeptyw wsteczny na kolumne Phenyl-1 w 2D, i

rozdzielano jej sktadniki w warunkach elucji gradientowej (gradient liniowy 35%-43%
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ACN w wodzie z dodatkiem 0,03% wodnego roztworu kwasu fosforowego) [459].
Opracowang metode zwalidowano i wykorzystano do oznaczenia zawartosci 12
zwigzkow w wyciggu z Fagopyrum tataricum [459].

Mozliwos¢ elastycznego konstruowania systeméw 2D LC dyskutowali
Kivilompolo i wsp. [289]. Zastosowali system LCxLC, w analizie jakosciowej i iloSciowe;j
zwigzkéw fenolowych w winach oraz sokach owocowych [289]. Rozdzielenia w 'D
prowadzono na kolumnie Atlantis C-18 wedtug programu elucji gradientowej,
charakteryzujgcego sie wzrastajgcym liniowo stezeniem ACN od 5% do 50% w wodzie
z dodatkiem 0,5% kwasu octowego w czasie tg 45 min. Natomiast w ?D separacje
prowadzono na kolumnie XBridge C-18 w warunkach elucji izokratycznej w fazie
ruchomej, stanowigcej mieszanine 15 mM bromku tetrapentyloamoniowego w
acetonitrylu z dodatkiem 0,05% kwasu octowego (21:79, v/v) [289]. System LCxLC,
zawierajgcy dwa dwudrozne zawory 10-portowe, wyposazono dodatkowo w dwa
zawory 3-portowe, umozliwiajgce przeniesienie eluatu, zawierajgcego mirycetyne,
kwercetyne i kemferol, z kolumny 'D bezposrednio do detektora DAD, z pominieciem
separacji na kolumnie 2D [289]. W rezultacie otrzymano rozdzielenie 16 sktadnikéw
badanego zespotu, w tym 5 flawonoidéw (obok fenolokwasow i flawan-3-oli): rutyny i
izokwercetyny (rozdzielonych w systemie LCxLC) oraz mirycetyny, kwercetyny i
kemferolu (rozdzielonych w 'D) [289].

Przeprowadzono analize NPxRP LC comprehensive flawonoidow obok
glikozydéw stewiolowych w wyciggach ze Stevia rebaudiana [88]. Separacie 'D
prowadzono na mikrokolumnie poliaminowej (YMC-Pack PA-G) w uktadzie NP,
stosujgc elucje gradientowg (gradient liniowo-izokratyczny) wedtug programu
obejmujgcego wzrastajgce stezenie ACN od 5% do 70% w wodzie z dodatkiem
0,004% kwasu fosforowego (ts 85 min). Natomiast rozdzielenia 2D kazdej frakcji
przenoszonej z 'D prowadzono na kolumnie UHPLC C-18 (Agilent Zorbax RRHD SB-
C18 ) w krotkim czasie separacji (0,33 min), w warunkach elucji gradientowej wedtug
programu gradientu liniowo-izokratycznego, obejmujgcego wzrastajgce stezenie ACN
od 5% do 70%w wodzie z dodatkiem 0,004% kwasu fosforowego (v/v/Vv) (tc 0,28 min)
oraz etap kondycjonowania (70%-5% ACN w czasie ts 0,28-0,33 min) [88]. W badanym
wyciggu zidentyfikowano 5 flawonoidéw (7-O-glukozydy apigeniny i luteoliny oraz 3-O-
glukozyd, 3-O-ramnozyd i 3-O- rutynozyd kwercetyny) [88].

Analizy polimetoksylowanych flawonéw obecnych w owocni pomaranczy
(Aurantii Fructus), prowadzone w systemie o ograniczonej ortogonalnosci (kolumny C-
8 i C-18) umozliwity separacje 42 zwigzkéw [621]. W obu wymiarach 'D i D
zastosowano ten sam profil gradientu, obejmujgcy wzrastajgce liniowo stezenie ACN
od 30% do 90% w wodzie (tg 30 min).
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Leme i wsp. [310] wykorzystali system LCxLC, tgczacy kolumny CN w 'D i C-18
w ’D w analizie wyciggu z lidci trzciny (Saccharum sp.). W 'D stosowano elucje
gradientowa, obejmujgcg wzrastajace stezenie etanolu w wodzie z dodatkiem 0,1%
kwasu octowego od 10% do 100% w czasie tsz 132 min. W ?D rozdzielenia
prowadzono z uzyciem metanolu oraz wody z dodatkiem 0,1% kwasu octowego, w
warunkach réznych programow elucji gradientowej, obejmujacych gradienty typu: "CS"
(continuously shifting), "FIF" (full in fraction), "SIF" (segmented in fraction). Otrzymano
rozdzielenie 38 polifenoli, sposrdod ktérych zidentyfikowano 15 pochodnych flawonow i
jedng pochodng flawonolu - 3-O-glukozyd kwercetyny [310].

Z kolei Zhou i wsp. [624] do analizy flawonoidow w zielu Lobelia chinensis
zastosowali kolumne wypetniong zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami
cyjanowymi (CN), ktéra, w zaleznosci od sktadu eluentu, moze by¢ efektywng zaréwno
w systemie faz normalnych (NP), jak i odwréconych (RP) [624]. W 'D autorzy
zastosowali jako faze ruchomg mieszanine metanol:woda, co umozliwito
wykorzystanie kolumny jako stabej fazy stacjonarnej typu RP [624]. Rozdzielenia w 'D
prowadzono wedtug programu gradientu liniowego: 5%-100% metanolu w wodzie (tg
40 min). W 2D zastosowano kolumne ODS C-18 i ,stepwise gradient” o zwiekszajgcym
sie stezeniu acetonitrylu od 5% do 70% w wodzie (liniowo i izokratycznie) (tg 0-55 min)
[624]. Osiggnieto wzrost pojemnosci pikowej do wartosci 5731 [624]. W badanym
wyciggu stwierdzono obecnos¢ 536 zwigzkéw, z ktérych zidentyfikowano 6, w tym 4
flawony [624].

Russo i wsp. [467] poréwnali profile flawonow i flawanonéw w sokach
cytrusowych z uzyciem metod 1D LC i 2D LC. Zastosowanie systemu LCxLC o
wysokiej ortogonalnosci, ztozonego z kolumn: polietylenoglikowej ('D) oraz C-18 (°D)
umozliwito catkowite rozdzielenie sktadnikdw zespotu flawonoidowego soku
pomaranczowego, obejmujgcego 11 zwigzkoéw: 6 flawonéw i 5 flawanonéw [467].
Ponadto przeprowadzono oznaczenie zawartosci flawanondw (eriocytryny, naryrutyny,
hesperydyny, narynginy, dydyminy) metodg 2D LC comprehensive [467]. W 'D i 2D
zastosowano elucje gradientowg o wzrastajgcym = stezeniu  mieszaniny
woda:ACN:izopropanol:kwas mrowkowy (39,9:20:40:0,1, v/v/v) (B) od 0% do 30% w
wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego (A) (tz 55 min). W 2D wykorzystano
wielokrotny gradient o powtarzalnym profilu obejmujgcym wzrost mieszaniny B w
czasie 0,90 minut od 15% do 30% a nastepnie od 0,90 do 0,91 minuty kazdego etapu
kondycjonowanie kolumny fazg ruchomag: 15% B w A [467]. Czas modulacji obejmujacy
separacje w D i przenoszenie z 'D wynosit 1 minute [467].

Izoflawony - zwigzki o charakterze fitoestrogendéw - stanowity przedmiot badan

metodg 2D LC w systemie tgczacym techniki heart-cutting oraz comprehensive jako
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skfadniki mieszanki surowcéw roslinnych tradycyjnej medycyny chifskiej (TCM) "Ge-
Gen", sktadajgcej sie z korzeni Pueraria lobata oraz P. thomsonii [440]. System 2D LC
skonstruowano w oparciu o kolumny Acquity CSH w 'D oraz kolumny Poroshell 120
Phenyl-Hexyl w ?D, wigczajac dodatkowg kolumne wychwytujaca - kolumne XTerra MS
C18 [440]. W "D elucja gradientowa obejmowata wzrastajgce stezenie metanolu w
wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego od 20% do 100% w czasie tg 31 min.
Natomiast w °D rozdzielenia prowadzono wedtug programu elucji gradientowe;j,
obejmujgcego dla kazdej frakcji wzrastajgce stezenie acetonitrylu w wodzie z
dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego od 5% do 60% w czasie tg 35,4 min (ang. shifted
linear gradient). Autorzy wykorzystali technike on-line heart-cutting, jako element
opracowanego systemu on-line comprehensive, do usuniecia z badanego ekstraktu
pieciu dominujgcych sktadnikéw, przenoszac zawierajgcy je eluat z kolumny 'D do
kolumny wychwytujgcej [440]. Pozostaty eluat z kolumny 'D kierowano do kolumny 2D,
co umozliwito rozpoznanie skfadnikéw wystepujgcych w niskich stezeniach [440]. W
rezultacie uzyskano separacje 271 zwigzkéw z wyciggu z P. lobata oraz 254 z P.
thomsonii [440].

Kombinacja chromatografii wykluczania (SEC) i chromatografii w uktadzie faz
odwroconych (RP) umozliwita analize sktadnikow frakcji octanowej wyciggu wodno-
alkoholowego z Astragali Radix (surowiec pochodzit z gatunku A. membranaceus)
[617]. W rozdzieleniach w 'D wykorzystano kolumne BIOSEP-SEC-S 2000,
charakteryzujgcg sie wysokg zdolnoscig separacji glikozydowych form flawonoidéw od
wolnych aglikonéw w oparciu o réznice w masach czagsteczkach [617]. W 'D
stosowano gradient liniowy: 0%-50% ACN w wodzie (g 30 minut). W optymalizaciji
rozdzielen w D testowano siedem kolumn RP, sposrod ktérych najbardziej efektywng
byta kolumna Phenomenex Gemini—-NX C18 [617]. Separacje w ?D prowadzono z
uzyciem elucji gradientowej, obejmujgcej wzrost stezenia ACN od 20% do 75%w
wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu octowego (tz 50 min) [617]. W skonstruowanym
systemie otrzymano rozdzielenie 24 izoflawondéw obok 10 pterokarpanéw i izoflawanéw

oaz 13 astragalozydow [617].
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CZESC 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 (stopien czystosci 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 Gdanski, 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 (stopien czystosci 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 (stopien czystosci J.T. Baker, Deventer, Holandia

HPLC)

1.2 Odczynniki chemiczne

Nazwa

Producent

Aldehyd anyzowy

Bezwodnik octowy

Chlorek antymonu

Chlorek magnezu cz.d.a.
Chlorek sodu

Kwas fosforomolibdenowy cz.d.a.s
Kwas fosforowy cz.d.a.

Kwas mréwkowy cz.d.a.

Kwas octowy cz.d.a.

Kwas siarkowy 98% cz.d.a.
kwas solny 30% cz.d.a

kwas trifluorooctowy 99% cz.d.a
Tiocyjanian potasu cz.d.a.
Wanilina cz.d.a

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
POCh S.A., Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
POCh S.A., Gliwice, Polska
POCh S.A., Gliwice, Polska
POCh S.A., Gliwice, Polska
POCH S.A., Gliwice, Polska
Merck, Darmstadt, Niemcy
POCh S.A,, Gliwice, Polska
POCh S.A,, Gliwice, Polska
Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
POCh S.A,, Gliwice, Polska
Loba Feinchemie, Fischamend, Austria

1.3. Woda

>

>

woda demineralizowana otrzymana z uzyciem systemu Millipore (Molsheim,

Francja)

woda redestylowana otrzymana z uzyciem destylarki REL-5 (Zaktady
Automatyki Mera- Polna, Przemysl, Polska).
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2. Zwiazki wzorcowe

Roztwory  podstawowe zwigzkéw  wzorcowych przygotowano przez
rozpuszczenie 1 mg zwigzku w 1 ml metanolu.

2.1. Flawonoidy

21.1.

Glikozydy flawonoidowe

Nazwa Producent
Witeksyna PhytoLab GmbH & Co. KG (Germany)
Izowiteksyna Wyizolowana z ziela Bryonia dioica w toku wcze$niejszych
badan w Katedrze i Zaktadzie 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 Zaktad Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w
Poznaniu (Polska)
Extrasynthese, Genay, Francja
Izoszaftozyd Katedra i Zaktad Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w
Poznaniu (Polska)
Extrasynthese, Genay, Francja
7-O-glukozyd Extrasynthese, Genay, Francja
izowiteksyny
2"-O-ramnozyd Extrasynthese, Genay, Francja
witeksyny
2.1.2. Aglikony flawonoidowe
Nazwa Producent
Apigenina Fluka, Buchs, Szwajcaria
Luteolina Fluka, Buchs, Szwajcaria
2.1.3. lzoflawony
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 sprzet laboratoryjny

3.1. Chromatografia cienkowarstwowa - TLC i HPTLC

¢ komory chromatograficzne:
— automatyczna komora chromatograficzna ACD 2 (Automating
Developing Chamber) (Camag, Muttenz, Szwajcaria),
— pozioma komora DS Il (Chromdes, Polska) (10 cm x 10 cm)
— komora pionowa o wymiarach 10 cm x 11 cm x 6 cm
— pionowa analityczna komora Chropa,
e potautomatyczny aplikator AS 30 (Desaga, Numbrecht, Niemcy),
e mikrostrzykawka 10 pl (Hamilton, Reno, USA)
e potautomatyczny spryskiwacz TLC (Camag, Szwajcaria)
e kabina do spryskiwania chromatograméw TLC (Camag, Szwajcaria)
o plyta grzewcza Termoplate S (Desaga, Niemcy),
e komora wizualizacyjna z lampg UV (254 nm/366 nm) (Camag, Muttenz,
Szwaijcaria)
e densytometr CD 60 (Desaga, Niemcy), pracujgcy pod kontrolg komputera
PC (oprogramowanie ProQuant).
e przyrzad do ciecia plytek chromatograficznych (Desaga, Niemcy)
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3.2. Systemy wysokosprawnej chromatografii cieczowej -
HPLC

3.21. Systemy do jednowymiarowej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej

3.2.1.1. System HPLC-UV Prominence firmy Shimadzu (Japonia):

e urzadzenie odgazowujgce ciecz elucyjng (degazer) DGU-20A5 Prominence
e termostat kolumny CTO-10ASVP Prominence

e automatyczny podajnik probek (autosampler) SIL-20ACXR Prominence

e pompa LC-20AD Prominence

e detektor UV-VIS SPD-20A Prominence

e tgcznik CBM-20A/20 Alite Prominence

e oprogramowanie LCsolution, wersja 1.2

3.2.1.2. System HPLC-DAD-ESI-MS Prominence firmy Shimadzu (Japonia):

e urzadzenie odgazowujgce ciecz elucyjng (degazer) DGU-20A5

e pompy LC-20AD (2)

e statyczna komora mieszania (mieszalnik) (V 100 pl)

e kontroler CBM-20A

e termostat kolumny CTO-20AC

e automatyczny podajnik probek (autosampler) SIL 20ACxr

e detektor DAD (Diode Array Detector) SPD-20A Prominence

e spektrometr mas LCMS-2020 (Liquid Chromatography Mass Spectrometer) ze
zrodtem jonéw ESI (Electrospray lonization)

e wytwornica azotu (Nitrogen generator) (Peak Scientific, Szkocja)

e oprogramowanie Lab Solution wersja 1.2.

3.2.1.3. System HPLC-ELSD firmy Shimadzu (Japonia):

e urzadzenie odgazowujgce ciecz elucyjng (degazer) DGU-20A5 Prominence

e termostat kolumny CTO-10ASVP Prominence

e automatyczny podajnik probek (autosampler) SIL-20ACXR Prominence

e pompa LC-20AD Prominence

e statyczna komora mieszania (mieszalnik) 0,5-2,6 ml HP

e kontroler CBM-20A

e wytwornica azotu (Nitrogen generator) (Peak Scientific, Szkocja)

e laserowy detektor swiatta rozproszonego ELSD 3300 (Alltech Associates, USA)
z azotem jako gazem nebulizujgcym

e tgcznik CBM-20A/20Alite Prominence

e oprogramowanie LCsolution, wersja 1.2
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3.2.2.

Systemy do dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej

urzadzenie odgazowujgce ciecz elucyjng (degazer) DGU-20A5

pompy LC-20AD (2)

pompy LC-20AD xr (2)

statyczna komora mieszania (mieszalnik) (V 100 pl) (2)

kontroler CBM-20A

termostat kolumny CTO-20AC

automatyczny podajnik prébek (autosampler) SIL 20ACXR

dwukierunkowy zawor 10-drozny

detektor DAD (Diode Array Detector) SPD-20A (2,5 pl objetos¢ celki detektora
dla 'D; 18 pl objetosé celki dla ?D)

spektrometr mas LCMS-2020 ze Zrodtem jonow ESI (Electrospray lonization)
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

>

Y V
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faznie wodne: Unipan typ 356P (Warszawa, Polska), SWL (Bytom, Polska),
mieszadio magnetyczne (IKA, Niemcy),

ekstraktor ASE 350 (Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 Accelerated
Solvent Extractor system) (Dionex, Kalifornia, USA)

ekstraktor mikrofalowy NEOS GR (Milestone, Wtochy)

ptuczka ultradzwiekowa (Bandelin, Niemcy)

automatyczny aparat Soxhleta B-811 (BUCHI Labortechnik AG, Szwajcaria)
klasyczny aparat Soxhleta

wiréwka (MPW Med. Instruments, Polska)

wyparka prézniowa (Unipan, Polska)

saczki membranowe o $rednicy poréw 0,45 um (Supelco, USA).

4. Analiza chromatograficzna

4.1. Chromatografia cienkowarstwowa

4.1.1. Plytki chromatograficzne do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Stosowano ptytki szklane pokryte nastepujgcymi adsorbentami:

zelem krzemionkowym — Kieselgel 60 Fys4 (10 cmx20 cm; 0,25 mm) (Merck,
Niemcy),

zelem krzemionkowym - Kieselgel 60 F,s4 Lux Plate (10 cmx20 cm; 0,25 mm)
(Merck, Niemcy).

celulozg — Cellulose (10 cm x 10 cm; 0,1 mm) (Merck, Niemcy)
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e Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — C-18 Fsss
(10 cm x 20 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy)

e zelem krzemionkowym Kieselgel 60 Fas, Adamant (5,0 cm x 10,0 cm; 0,25 mm)
(Merck, Niemcy).

41.2. Plytki chromatograficzne do wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC)

Stosowano plytki szklane pokryte nastepujgcymi adsorbentami:

e zelem krzemionkowym — Silicagel 60 Fys, ( 10 cm x 20 cm, 0,2 mm) (Merck,
Niemcy),

e Zelem krzemionkowym — Silicagel 60 F,s, Lichrospher ( 10 cm x 20 cm;
0,2 mm),

e zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktylowymi RP-8 Fus5, (10 cm
x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy),

e zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi C-18 Fos4 (10
cm x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy), ;

e Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — C-18W
F2s45 (10 cm x10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)

e zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami diolowymi DIOL Fs4s (10 cm
x 10 cm; 0,25 mm) (Merck, Niemcy).

4.1.3. Fazy ruchome

e F, — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/Av/v)
e F, —heptan:octan etylu (7:3, v/v)

e F; —metanol:woda (4:1, v/Vv)

e F, — chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/V)
e F5 — chloroform:metanol:woda (90:5:5, v/v/v)
e F; —cykloheksan:aceton (1:1, v/V)

e F; —chloroform:aceton (7:3, v/v)

e Fg — chloroform:aceton (8:2, v/v)

e Fy — chloroform:aceton (9:1, v/v)

e Fqo—dichlorometan:aceton (9:1, v/V)

e F4y—heksan:aceton (8:2, v/v)

e F;,— heksan:octan etylu (6:1, v/v)

e Fy3—izopropanol:heptan (1:12, v/v)

e Fq4—izopropanol:eter naftowy (1:12, v/V)

e F,5— eter naftowy:octan etylu (7:3, v/v)

e F,¢— butanol:woda:kwas octowy (4:1:1, v/v/v)
e F,;—izopropanol (100%)

e F,g— chloroform (100%)

e Fi9—octan etylu (100%)

e Fy— metanol (100%)

e Fy;— butanol (100%)
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o F,,—eter etylowy (100%)

e Fy3— heptan:octan etylu (1:2, v/V)

e Fy,— heptan:octan etylu (1:1, v/V)

e Fy— heptan:octan etylu (2:1, v/v)

e Fys— heptan:octan etylu (3:1, v/V)

e Fy;— heptan:octan etylu (4:1, v/V)

e Fys— heptan:octan etylu (10:3, v/v)

e Fy — n-butanol: kwas octowy: woda (BAW) (3:1:1, v/v)

e F30— 15% kwas octowy

e F3; — metanol:woda:kwas mréwkowy (40:60:1, v/v)

e F3, — metanol:woda:kwas mréwkowy (40:60:6, v/v)

e F33— metanol:woda:kwas mrowkowy (25:75:1, v/v/v)

e F3,— metanol:woda:kwas mrowkowy (50:50:1, vAv/v)

e F35 — metanol:woda:kwas mrowkowy (70:30:6, v/v/v)

e F3 — metanol:woda:kwas mrowkowy (75:25:1, v/v/v)

e F3; — metanol:woda:kwas mrowkowy (70:30:1, v/v/v)

e F33 — acetonitryl:woda:kwas mrowkowy (50:50:0,5, v/v/V)
e F39 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (13:6:2, v/v/v)
e F4 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:10:2, v/v/v)
e F41 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (35:30:2, v/Av/v)
e F4 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:3, v/Av/v)
e F,3 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:4, v/v/v)
e F44 — chloroform:etanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/v/v)

e F,45— butanol:woda:kwas octowy (50:20:20, v/v/v)

e F, — butanol:woda:kwas octowy (50:10:10, v/v/v)

e F,4,7—metanol:0,1% kwas mrowkowy (70:30. v/v)

e F,3 — chloroform:metanol:kwas mrowkowy:woda (10:4:1:1, vA/v/v)
e F, — metanol:woda (75:25, v/v)

e F50— octan etylu:kwas octowy:woda (7:2:2, v/v/v)

e Fs5, — tetrahydrofuran:woda:kwas mrowkowy (24:76:1, v/v/v)
e Fs5, — butanol:woda (1:1, v/V)

4.1.4. Odczynniki wywotujace

4.1.4.1. Odczynniki wywotujace sapogeniny steroidowe

» Roztwor waniliny w kwasie fosforowym [521]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 minuty.

» 2 % roztwér kwasu siarkowego w metanolu [521]

Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 minuty.
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Odczynnik Liebermanna — Burcharda [213, 521]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 minuty.

5% etanolowy roztwor kwasu fosforomolibdenowego [521]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 minuty.

10% roztwér chlorku antymonu [213, 521]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 min.

Roztwoér aldehydu anyzowego [82, 213]
Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano w temperaturze
105°C przez 3 min.

Zmodyfikowany roztwér aldehydu anyzowego

Do 10ml roztworu aldehydu anyzowego [82, 213] dodano 8,5 ml metanolu i
1,0 ml kwasu octowego. Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram
ogrzewano na ptycie grzewczej w temperaturze 105°C przez 1 min.

4.1.4.2. Odczynniki wywotujace saponiny furostanowe

» Odczynnik Ehrlicha [213, 521]

Po spryskaniu odczynnikiem chromatogram ogrzewano na ptycie grzewczej
w temperaturze 105°C przez 3 minuty.

4.1.5. Rozdzielenia w automatycznej komorze chromatograficznej ADC2

Parametry rozdzielen TLC w komorze chromatograficznej ADC2
optymalizowano w zakresie:

czasu ustalania okreslonej wilgotnosci z uzyciem nasyconych roztworow
soli nieorganicznych :

— chlorku magnezu (MgCl,) - 33%

— tiocyjanianu potasu (KSCN) - 47%,

— chlorku sodu (NaCl) - 75%

czasu wysycania komory,

czasu prekondycjonowania ptytki w wysyconej komorze chromatograficznej,
dystansu rozwijania chromatogramu,

czasu suszenia chromatogramu po rozwinieciu.
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4.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

4.2.1. Kolumny chromatograficzne
Stosowano kolumny HPLC o réznych wymiarach, wypetnione roznymi adsorbentami o
zmiennej wielkosci ziaren.

4.2.1.1. Systemy jednowymiarowe
» Nova Pack (150 mm x 4 mm x 4 ym) (Waters)
» Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 ym) (Phenomenex, Torrance,

USA)

» Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym) (Phenomenex, Torrance,
USA)

» Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 um) (SUPELCO, Bellefonte,
USA) (2)

4.2.1.2. Systemy dwuwymiarowe

4.2.1.2.1. Kolumny stosowane w pierwszym wymiarze ('D):

» Nucleodur Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym) (Macherey-
Nagel, Duren, Germany)

4.2.1.2.2. Kolumny stosowane w drugim wymiarze (*D):

» Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym) (Phenomenex, Torrance,
USA)

» Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 um) (SUPELCO, Bellefonte,
USA)

4.2.2. Elucja
Stosowano fazy ruchome, stanowigce mieszaniny rozpuszczalnikdw organicznych i
wody, z dodatkiem kwasow organicznych.

4.2.2.1. Fazy ruchome

0,1% roztwoér TFA w wodzie (v/v)

0,1% roztwér TFA w mieszaninie metanol : woda (50:50, v/v)

0,1% roztwér TFA w mieszaninie metanol : woda (85:15, v/v)

0,1% roztwér TFA w mieszaninie metanol : acetonitryl : woda (330:40:80, v/v/v)
0,1% roztwér TFA w mieszaninie acetonitryl : woda (50:50, v/v)

0,1% roztwér TFA w mieszaninie metanol : woda : tetrahydrofuran (83:15:2, v/iv/v)
0,1% roztwoér kwasu mrowkowego w wodzie (v/v)

0,1% roztwdr kwasu mrowkowego w acetonitrylu (v/v)

0,1% roztwér kwasu mrowkowego w metanolu (v/v)

—IOTMUOw®>

Fazy ruchome sporzadzano wykorzystujgc rozpuszczalniki organiczne (stopien
czystosci HPLC) oraz wode redestylowang (analityczny stopien czystosci), a nastepnie
filtrowano przez sgczki membranowe o srednicy porow 0,22 um (Supelco, USA).
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4.2.2.2. Elucja izokratyczna

Stosowano mieszaniny rozpuszczalnikow E i A o r6znym stezeniu E:
e S1-20%EwA+E
e S2-23%EwA+E
e S3-26%EwA+E
e S4-30%EwA+E
e S5-32%EwA+E
e S6-35%EwA+E
o S7-36%EwA+E
e S8-38%EwA+E
e S9-40% E wA+E
e S10-45% E wA+E
e S11-50% EwA+E
e S12-55%E wA+E

Stosowano mieszaniny rozpuszczalnikéw G i | o roznym stezeniu |
e S13-20%Iw G+l
e S14-30%Iw G+l

4.2.2.3. Programy elucji gradientowej

» Program | - mieszanina rozpuszczalnikéw 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 Il - mieszanina rozpuszczalnikéw B + A:
0 min - 40% B, 5 min - 60% B, 5 min, B 15 min—60% B
» Program lll - mieszanina rozpuszczalnikow 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 rozpuszczalnikéw 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 rozpuszczalnikéw 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 rozpuszczalnikéw D + A:
0 min - 43% D, 5 min - 50% D, 20 min - 60% D, 40 min - 80% D, 50 min - 90%,
» Program VIl - mieszanina rozpuszczalnikéw E + A:
0 min - 35% E, 5 min - 40% E, 30 min - 80% E, 40 min - 80% E, 50 min - 90% E
» Program VIl - mieszanina rozpuszczalnikéw 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 rozpuszczalnikéw G + H:
0 min - 20% H, 27 min - 33,5% H, 45 min - 100% H
» Program X - mieszanina rozpuszczalnikéw G + H:
0 min - 20% H, 54 min - 33,5% H, 90 min - 100% H
» Program Xl - mieszanina rozpuszczalnikéw G + H:
0 min - 20% H, 40 min - 25% H, 45 min - 100% H
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» Program Xl - mieszanina rozpuszczalnikéw G + I:

0 min - 20% |, 10 min - 20% |, 30 min - 30% I, 40 min - 30% |,
» Program Xlll - mieszanina rozpuszczalnikéw G + I:

0 min - 10% I, 10min - 30% I, 40 min - 30% I,
» Program XIV - mieszanina rozpuszczalnikéw G + I:

0 min - 10% I, 10 min - 25% |, 30 min - 25% I, 46 min - 30% |,
» Program XV - mieszanina rozpuszczalnikéw A+E:

0 min - 0% E, 50 min - 50% E, 55 min -100% E
» Program XVI - mieszanina rozpuszczalnikéw A+E:

0 min - 0% E, 20 min - 18% E, 30 min - 25% E, 50 min - 50% E,
» Program XVII - mieszanina rozpuszczalnikéw A+E:

0 min-8% E, 20 min - 16% E, 30 min - 24% E, 50 min - 50% E,
» Program XVIII - mieszanina rozpuszczalnikéw A+E:

0 min - 8% E, 10 min - 16% E, 20 min - 24% E, 40 min - 50% E,
» Program XIX - mieszanina rozpuszczalnikéw A+E:

0 min - 16% E, 15 min - 16% E, 35 min - 24% E, 45 min - 50% E,
» Program XX - mieszanina rozpuszczalnikow A+E:

0 min-16% E, 15 min - 16% E, 35 min - 24% E, 45 min - 24% E, 50 min - 50% E.

5. Material roslinny

Materiat roslinny stanowity wysuszone nasiona kozieradki pospolitej (Trigonella
foenum-graecum), otrzymane od trzech producentéw krajowych (firmy zielarskie
Lewandowski, Kawon, Flos) oraz wysuszone nasiona kozieradki pospolitej (Trigonella
foenum-graecum) zebrane ze stanu naturalnego w potudniowo-zachodniej Turcji, w
prowincji Antalya (nasiona T1), a takze otrzymane z Département des
Sciences Naturelles et de la Vie école normal supérieure de Laghouat (Algieria)
(nasiona T2).

6. Ekstrakcja materiatu roslinnego

6.1. Przygotowanie ekstraktow do analizy zwigzkéw czynnych w materiale
roslinnym

Sproszkowany materiat roslinny wytrawiano stosujgc: ekstrakcje w aparacie
Soxhleta, ekstrakcje w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracje, ekstrakcje z
uzyciem mieszadta magnetycznego, sonikacje, ekstrakcje wspomagang mikrofalami
(MAE) oraz przyspieszong ekstrakcje rozpuszczalnikiem (ASE).

Badania w zakresie ekstrakcji surowca roslinnego z zastosowaniem metod
MAE i ASE oraz automatycznego aparatu Soxhleta prowadzono we wspétpracy z
Katedrg Roslin Warzywnych i Leczniczych Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie.
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6.1.1. Przygotowanie ekstraktéow do analizy saponin steroidowych i zwigzkéw

flawonoidowych

6.1.1.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

Sproszkowane nasiona kozieradki (10 g) umieszczono w gilzie ekstrakcyjnej i
poddano trojstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosujgc
kolejno eter naftowy, chloroform i metanol (tgczny czas ekstrakcji 100 godzin).
Otrzymane wyciggi organiczne uzupetniono w kolbach miarowych do objetosci:
wycigg eterowy - 25 ml; wycigg chloroformowy - 25 ml; wyciagg metanolowy
(SPPChE ) - 100 ml.

6.1.1.2. Przygotowanie wyciagu do analizy saponin furostanowych

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano 70% etanolem (v/v) z
uzyciem mieszadta magnetycznego, pod chfodnica zwrotng, w temperaturze
60°C (2 x 3 h; 2 x 100 ml). Otrzymany wycigg F zliofilizowano i przeznaczono
do analiz.

6.1.2. Przygotowanie wyciagéw do oceny wydajnosci ekstrakcji C-

glikozyloflawonéw

Wyciagi otrzymane wedtug 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 wyczerpujgco wedtug
procedury opisanej w punkcie A 6.1.1.1. lub wytrawiano metanolem w aparacie
Soxhleta przez 5 godzin.

6.1.2.2. Ekstrakcja z uzyciem mieszadta magnetycznego

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano 50%, 70% oraz 100%
metanolem (v/v) z uzyciem mieszadta magnetycznego, pod chtodnicg zwrotna,
w temperaturze pokojowej (maceracja) oraz w temperaturze 60°C (2 x 3 h; 2 x
100 ml). Wycigg przesgczono przez sgczek bibutowy i zageszczono pod
zmniejszonym cisnieniem, doprowadzajgc do objetosci 100 ml w kolbie
miarowej

6.1.2.3. Ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami

Sproszkowane nasiona kozieradki (0,5 g) ekstrahowano jedno- lub trzykrotnie w
zamknietych, plastikowych probowkach w ptuczce ultradzwiekowej z uzyciem
50%, 70% oraz 100% metanolu (v/V) (10 ml). Czas ekstrakcji wynosit
odpowiednio: 15 minut, 30 minut, 35 minut, 40 minut, 50 minut oraz 60 minut
lub 3 x 10 minut. Otrzymane wyciggi saczono przez sgczek bibutowy i
doprowadzono do objetosci 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 ekstrakc;ji).
Otrzymane wyciggi (AS-15 i AS-25, odpowiednio) przesaczono przez sgczek
bibutowy i doprowadzono do objetosci 100 ml w kolbie miarowe;j.

6.1.2.5. Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE - Microwave-Assisted
Extraction)

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) poddano ekstrakcji 70% metanolem
(vv) w ekstraktorze mikrofalowym NEOS GR. Stosowano zmienny czas
ekstrakcji (5 min, 10 min, 15 min i 30 min) oraz zmienng moc (50 W, 100 W i
150 W). Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 71°C (temperatura wrzenia
rozpuszczalnika w ekstraktorze).

6.1.2.6. Przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika (ASE -
Accelerated Solvent Extraction)

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) umieszczono w celkach
ekstrakcyjnych ze stali nierdzewnej o pojemnosci 10 ml, ktére dopetniono
ziemig okrzemkowg (Dionex DE (P/N 062819). Materiat roslinny poddano
ekstrakcji 70% metanolem (v/v) oraz 100% metanolem, stosujgc zmienny czas
ekstrakcji (5 min, 10 min, 15 min) oraz zmienng temperature (temp. 25°C, 60°C,
100°C). Objeto$¢ ptukania rozpuszczalnikiem ekstkracyjnym: rinse vol.=50%
objetosci celki ekstrakcyjnej. Otrzymane wyciggi saczono przez sgczek
bibutowy do kolb miarowych, uzupetniajgc rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym do
objetosci 10 ml.

Wyciag Surowiec Rozpuszczalnik llos¢ Temperatura Czas

rozpuszczalnika

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

SPPChE 509 metanol ® 100 ml 80°C 25h
SXb 5049 metanol 100 ml 80°C 5h
Ekstrakcja z uzyciem mieszadta magnetycznego
M1 509 metanol 2x100 ml pokojowa 2x3 h
M2 509 metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h
M3 509 70% metanol 2x100 ml pokojowa ®  2x3 h
M4 504g 70% metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h
M5 509 50% metanol 2x100 ml pokojowa 2x3 h
M6 504g 50% metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h
Ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami
$1 059 metanol 10 ml pokojowa® 15 min.
S2 05¢g 50% metanol 10 ml pokojowa® 15 min.
S3 059 70% metanol 10 ml pokojowa® 15 min.
sS4 059 metanol 10 ml pokojowa® 30 min.
S5 059 50% metanol 10 ml pokojowa® 30 min.
S6 059 70% metanol 10 ml pokojowa® 30 min.
S7 059 metanol 10 ml pokojowa® 35 min.
S8 059 50% metanol 10 ml pokojowa® 35 min.
S9 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa® 35 min.
S10 0,59 metanol 10 ml pokojowa® 40 min.
S11 0,59 50% metanol 10 ml pokojowa® 40 min.
S12 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa® 40 min.
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Wyciag Surowiec Rozpuszczalnik llos¢ Temperatura Czas
rozpuszczalnika

S13 0,59 metanol 10 ml pokojowa® 50 min.
S14 0,59 50% metanol 10 ml pokojowa® 50 min.
S15 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa® 50 min.
S16 0,59 metanol 10 ml pokojowa® 60 min.
S17 0,59 50% metanol 10 ml pokojowa® 60 min.
S18 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa® 60 min.
S$19 0,59 50% metanol 3x10 ml pokojowa® 3 x 10 min.
S20 0,59 70% metanol 3x10 ml pokojowa® 3 x 10 min.
Ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta
AS-15 509 metanol 100 ml 80°C 15 cykli
AS-25 5049 metanol 100 ml 80°C 25 cyKli
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (ASE)
ASE-A 0,59 70% metanol 10ml ° 24°C 5 min.
ASE-B 0,59 70% metanol 10ml ° 24°C 2x5min.
ASE-C 0,59 70% metanol 10ml ° 24°C 4x5min.
ASE-D 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 5 min.
ASE-E 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 2x5min.
ASE-F 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 4x5min.
ASE-G 05g 70% metanol 10ml ° 100°C 5 min.
ASE-H 0,59 70% metanol 10ml ° 100°C 2x5min.
ASE- 0,59 70% metanol 10ml ° 100°C 4x5min.
ASE-J 0,59 70% metanol 10ml ° 125°C 5 min.
ASE-K 0,59 70% metanol 10ml ° 150°C 5 min.
ASE-L 0,59 70% metanol 10ml ° 200°C 5 min.
ASE-Ayeon 059 metanol 10ml ° 24°C 5 min.
ASE-Bpyeon 0,59 metanol 10ml ° 24°C 2x5min.
ASE-Cpeon 059 metanol 10ml ° 24°C 4x5min.
ASE-Dyeon 059 metanol 10ml ° 60°C 5 min.
ASE-Epeon 05g metanol 10ml ° 60°C 2x5min.
ASE-Fpeon 05g metanol 10ml °© 60°C 4x5min.
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (ASE) c.d.
ASE-Gyeon 05¢g metanol 10ml ° 100°C 5 min.
ASE-Hycon 05¢g metanol 10ml ° 100°C 2x5min.
ASE-lycon 05g metanol 10ml ° 100°C 4x5min.
Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
Wyciag llos¢ Rozpuszczalnik llos¢ Temperatura Czas Moc
surowca rozpuszczalnika [min] [W]
MAE1 5049 70% metanol 100 ml 71°C 15 50
MAE2 5049 70% metanol 100 ml 71°C 15 100
MAE3 5049 70% metanol 100 ml 71°C 5 100
MAE4 5049 70% metanol 100 ml 71°C 10 50
MAES 504¢g 70% metanol 100 ml 71°C 5 150
MAEG6 504g 70% metanol 100 ml 71°C 10 100
MAE?7 504g 70% metanol 100 ml 71°C 30 50
MAES 5049 70% metanol 100 ml 71°C 10 150
MAE9 5049 70% metanol 100 ml 71°C 15 150

@ ekstrakcja surowca oczyszczonego wstepnie z uzyciem rozpuszczalnikdw organicznych

(A.6.1.1.1.)

® poczagtkowa temperatura ekstrakcji w tazni ultradzwiekowej

° objetosé celki ekstrakcyjnej, do ktorej wprowadzany jest rozpuszczalnik pod ci$nieniem
maceracja

Tab.3. Zestawienie wyciggéw przeznaczonych do badan wydajnosci ekstrakcji C-

glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki, otrzymanych w uzyciem metod opisanych w punktach
6.1.2.1.-6.1.2.6.
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6.1.3. Przygotowanie préb 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 ponizej. W badaniach wykorzystano surowiec nieoczyszczony oraz
wstepnie odttuszczony. Otrzymane hydrolizaty ekstrahowano za pomocg chloroformem
(3 x 50 ml). Potgczone wyciggi chloroformowe zageszczano pod zmniejszonym
cisnieniem i uzupetniano do objetosci 10 ml w kolbach miarowych.

6.1.3.1 Oczyszczanie materiatu roslinnego

Materiat roslinny w aparacie Soxhleta z uzyciem eteru naftowego (nasiona
SPP)(wyciag SPPE1) lub chloroformu (nasiona SPCh)(wyciagg SPChE1) lub
eteru naftowego, a nastepnie chloroformu (nasiona SPPCh).

6.1.3.2. Otrzymywanie wyciggéw metanolowych

Nasiona SPP, SPCh oraz SPPCh poddano wyczerpujgcej ekstrakcji metanolem
w aparacie Soxhleta (wyciaggi: SPPE2, SPChE2, SPPChME, odpowiednio).
Nieoczyszczone wstepnie nasiona kozieradki, nasiona SPP i SPCh
ekstrahowano metanolem po chtodnicg zwrotng (50 ml, 2h, 80°C) (wyciagi: E,
SPPE3, SPChES3, odpowiednio). Ponadto nieoczyszczone nasiona kozieradki
ekstrahowano z uzyciem ultradzwiekéw metanolem (10 ml; temp. 25°C) (10
minut, 20 minut lub 30 minut) (wyciggi UME1, UME2, UME3, odpowiednio).

6.1.3.3. Oczyszczanie wyciagéw metanolowych

Wycigg E oczyszczano wg zmodyfikowanej metody Kim i wsp. [282]:
rozcienczono wodg destylowang do objetosci 100 ml i wytrzgsano z n-
heksanem (3 x 50 ml). Pozostato§¢ wodng (EAq) poddano hydrolizie kwasowe;j,
a otrzymany hydrolizat (hydrolizat Eaq-H) przeznaczono do badan.

6.1.3.4. Hydroliza kwasowa saponin steroidowych

Hydrolize kwasowg prowadzono z uzyciem roztwordw kwasu siarkowego VI
(H2SO4) 0 réznym stezeniu w roztworach réznych rozpuszczalnikéw, mianowicie:
° 2M H2804 w wodzie (2M H2804 aq)

e 2,5M H,SO, w wodzie (2,5M H,;SOy4 4)

° 2M HQSO4 w 50% metanolu (2M HZSO4 50%MeOH)

e 2MH,SO,w 70% izopropanolu (2M H,SO4,,)

e 25MH,SO,w etanolu (2,5M HoSO4 eton)

Hydrolizie kwasowej poddano :

e nasiona nieoczyszczone (2,0 g) (hydrolizat H)

e nasiona wstepnie odttuszczone: SPP i SPCh (hydrolizaty SPP-H and SPCh-
H, odpowiednio)

e wyciggi metanolowe: ME, SPPME, SPChME, SPPChME, UME1, UMEZ2,
UME3 (hydrolizaty: ME-H, SPPME-H, SPChME-H, SPPChME-H, UME1-H,
UME2-H, UME3-H, odpowiednio)

e wyciggi SPPE oraz SPChE (hydrolizaty SPPE-H i SPChE-H)

e pozostatos¢ wodng po ekstrakcji heksanem (MEAQ) (hydrolizat MEAQ-H).
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Otrzymane hydrolizaty odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem.
Do suchej pozostatosci dodano 2M HySOy 4q lub 2M H,;SO4 s509me0n W Stosunku
50 ml roztworu kwasu na 2,0 g surowca (lub odpowiednig mase wyciggu
organicznego) i ogrzewano pod chtodnica zwrotng w temperaturze 80°C przez
2 godziny.

Stosowano nastepujgce modyfikacje warunkéw hydrolizy:

A. 2,5M H,SOy gron, 80°C, 4 godziny [554]; nieoczyszczone nasiona kozieradki
(hydrolizat HA)

B. 2,5M H,;S0y 5; 80°C, 4 godziny; wycigg SPPChME (hydrolizat SPPCHME-HB)

C. 2M H,S0y, 1,0, 80°C, 2 godziny; wycigg SPPChME (hydrolizat SPPChME-HC).

7. Analiza chromatograficzna zwigzkéw czynnych wyciagéw z nasion

kozieradki

7.1. Analiza chromatograficzna C-glikozyloflawonéw

7.1.1. Analiza jakosciowa metoda chromatografii cienkowarstwowej

7.1.1.1. Analiza metodg HPTLC

Analizy wykonano na ptytkach HPTLC C-18w z zastosowaniem fazy ruchome;j
metanol:woda:kwas mrowkowy (40:60:6, v/) (Fs;). Badane ekstrakty oraz
roztwory substancji wzorcowych nanoszono mikrostrzykawkg w formie plamy.
Chromatogramy rozwijano na dystansie 8 cm, w temperaturze pokojowe;j.
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 jakosciowa metoda dwukierunkowej TLC (2D TLC)

Rozdzielenia prowadzono w analitycznej komorze Chropa, na ptytkach
chromatograficznych pokrytych celulozg. Jako faze ruchomg w pierwszym
kierunku stosowano mieszaning n-butanol: kwas octowy: woda (BAW) (3:1:1,
v/v) (Fa) (czas wysycania komory 30 minut), natomiast w drugim kierunku,
stosowano 15% kwas octowy (F30) jako faze ruchomg (czas wysycania komory
20 minut). Badany wycigg (10 kropli) nanoszono w formie plamy za pomocag
kapilary. Otrzymane chromatogramy analizowano w swietle lampy UV przy
dlugosciach fali A-254 nm i A-366 nm.
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7.1.2. Analiza jakosciowa metodg HPLC-DAD-ESI-MS

7.1.2.1. Analiza jakosciowa metoda jednowymiarowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC-DAD (1D HPLC)

W analizie jakosciowej C-glikozydow 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 ym). Jako faze ruchomg stosowano mieszanine
rozpuszczalnikow A i E (A.4.2.2.) oraz elucje gradientowg wedtug programu |.
Objetos¢ dozowanej prébki wynosita 1 pl; natezenie przeptywu fazy ruchomej 1
ml/min; temperatura kolumny t,, 25°C. Detekcja UV przy dtugosci fali A-330 nm.

7.1.2.2. Analiza jakosciowa metoda 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 ym). Jako faze ruchomag
stosowano mieszaning rozpuszczalnikébw A i E (A.4.2.2.) oraz elucje
gradientowg (program ). Objetos¢ dozowanej probki wynosita 1 ul; natezenie
przeptywu fazy ruchomej 0,25 mi/min; temperatura kolumny ty, 25°C. Detekcja
UV przy diugosci fali A-330 nm.

Jako metode zbierania danych chromatograficznych stosowano monitorowanie
wybranych jonéw SIM (Selected lon Monitoring) w trybie jonéw dodatnich i
ujemnych. Parametry pracy detektora masowego: napiecie jonizacji 1 kV,
napiecie detektora 1,5 kV, temperatura DL 250°C, temperatura bloku
grzewczego 200°C, przeptyw gazu rozpylajgcego (Nz) 1,5 I/min, przeptyw gazu
suszacego (N,) 10 I/min.

Zwigzki identyfikowano na podstawie uzyskanych danych spektralnych DAD-
ESI-MS, poprzez poréwnanie z substancjami wzorcowymi oraz w oparciu o
dane literaturowe [143, 353, 435, 456, 574].

7.1.3. Analiza jakosciowa metodag dwuwymiarowej wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (2D LC)
7.1.3.1. Analiza metoda 2D-LC heart-cutting off-line

7.1.3.1.1. Rozdzielenie w pierwszym wymiarze ('D)

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 ym). Jako faze
ruchomg stosowano mieszanine rozpuszczalnikéw A i B (A.4.2.2.) oraz elucje
gradientowg (program Il). Objeto$¢ dozowanej probki wynosita 0,2 ul, natezenie
przeptywu 0,05 ml/min, temperatura kolumny t, 20°C. Detekcja UV przy
dlugosci fali A-330 nm. Z kolumny 'D zebrano 9 frakgji (Fr. I-IX). Poszczegdlne
frakcje zbierano recznie do naczyn laboratoryjnych o poj. 1,5 ml, poprzez
umieszczenie naczynka przy kapilarze wyprowadzajgcej eluat z detektora
(Srednica kapilary 0,13 mm, dtugos¢ 20 cm). Uwzgledniajgc parametry kapilary
wylotowej oraz natezenie przeptywu fazy ruchomej (0,05 ml/min), zbieranie
kazdej kolejnej frakcji rozpoczynano 2,5 sekundy po poczatku wstepujgcej
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strony odpowiedniego piku [344] na chromatogramie i konczono 2,5 sekundy po
zakonczeniu zstepujacej strony odpowiedniego piku [344] na chromatogramie.
Kazdg frakcje zbierano 16-krotnie, tgczac kolejne eluaty, przechowywano w
szczelnie zamknietych naczyniach laboratoryjnych i poddano analizie w drugim
wymiarze w ciggu 24 godzin od zebrania.

7.1.3.1.2. Rozdzielenie w drugim wymiarze (°D)

Rozdzielenia sktadnikow Fr. I-IX prowadzono na kolumnie Kinetex C-18 (100
mm x 2,1 mm x 2,6 um). Objetos¢ dozowanej probki wynosita 20 ul, natezenie
przeptywu fazy ruchomej 0,2 ml/min, temperatura kolumny t,, 20°C. Detekcja
UV przy dtugosci fali A-330 nm. Sktadniki poszczegodlnych frakcji rozdzielano w
eksperymentalnie dobranych warunkach elucji izokratycznej, stosujgc fazy
ruchome S1 - S12, opisane w punkcie A.4.2.2.2.

7.1.3.2. Analiza metodg 2D HPLC comprehensive

7.1.3.2.1. Optymalizacja separacji metoda comprehensive off-line

Rozdzielenia prowadzono w wykorzystaniem systemu opisanego w punkcie A
3.2.2. Separacje w pierwszym wymiarze prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-
Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), przy natezeniu przeptywu 0,017 ml/min. Jako
fazy ruchome stosowano mieszaniny rozpuszczalnikéw A-F oraz elucje
gradientowg (programy Il - VIII). Z kolumny 'D zebrano 12 frakgji (Fr. IXII').
Zbieranie frakcji prowadzono w warunkach opisanych w punkcie 7.1.3.1.1.
Separacje sktadnikéw Fr. IXII' 2D Wykonano na kolumnie Discovery HS C18
(75 mm x 2,1 mm x 3 ym), przy natezeniu przeptywu 2,3 ml/min, w warunkach
elucji izokratycznej z wykorzystaniem faz ruchomych: S3 - frakcja I; S4 - frakcja
II; S5 - frakcja Ill; S6 - frakcje 1V, V, VII; S7 - frakcja VI; S8 - frakcje VIII i IX; S11
- frakcje X'i XI; S12 - frakcja XII.

7.1.3.2.2. Analiza metodq comprehensive on-line

Wykorzystano system opisany w punkcie 3.2.2. Rozdzielenia w pierwszym
wymiarze ('D) prowadzono na kolumnie Nucleodur Sphinx C-18-Phenyl (100
mm x 1 mm x 5 pm). Jako faze ruchomg zastosowano mieszanine
rozpuszczalnikow A i D (A 4.2.2.) i elucje gradientowg (program VIII). Czas
prébkowania sygnatu analogowego z detektora byt staty i wynosit 0,32 sekundy.
Natezenie przeptywu wynosita 0,017 ml/min, temperatura kolumny t., 20°C.
Eluat z kolumny 'D podzielono na 12 frakcji (Fr. IXII'). Stosowano zmienny
czas modulacji, dobrany eksperymentalnie, ktéry wynosit odpowiednio: frakcja |
- 2,7 min; frakcja Il - 2,1 min; frakcja lll - 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 kolumne Discovery HS C18 (75 mm x 2,1
mm x 3 ym). Faze ruchomg stanowita mieszanina rozpuszczalnikow A i E (A
4.2.2.2). Skitadniki frakcji rozdzielane byly w warunkach izokratycznych z
wykorzystaniem faz ruchomych S3-S8 oraz S11-S12 (p. 4.2.2.): Faza ruchoma
S3 - frakcja I; S4 - frakcja Il; S5 - frakcja lll; S6 - frakcje 1V, V, VII; S7 - frakcja
VI; S8 - frakcje VIII i IX; S11 - frakcje X i XI; S12 - frakcja XIl. Czas
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probkowania: 0,2 sekundy, temperatura kolumny t,, 20°C. Natezenie przeptywu
fazy ruchomej v 2,3 ml/min. Przed wprowadzeniem do detektora masowego
strumien eluatu rozdzielono z uzyciem dzielnika strumienia w stosunku 1:1.

7.1.4. Analiza ilosciowa C-glikozyloflawonéw

7.1.4.1. Analiza ilosciowa sumy C-glikozyloflawonéw metodg HPLC-DAD

Rozdzielenia prowadzono przy uzyciu systemu opisanego w punkcie A 3.2.1.2
na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym) w warunkach elucji
gradientowej wedtug programu |. Objetos¢ dozowanej probki wynosita 1pl;
natezenie przeptywu fazy ruchomej 0,25 ml/min; temperatura kolumny t,, 25°C.
Detekcja UV przy dtugosci fali A-330 nm. Zawarto$¢ C-glikozyloflawonow
obliczono jako sume w przeliczeniu na apigening i luteoline.

7.1.4.1.1. Walidacja metody

Walidacje przeprowadzono w zakresie wyznaczenia: liniowosci, granicy
wykrywalno$ci, granicy oznaczalnosci, precyzji jedno- i miedzydniowej
(powtarzalnosci).

7.1.4.1.2. Sporzadzenie krzywych regresiji

Krzywe regresji wyznaczono w oparciu o analize powierzchni pikéw na
chromatogramie, odpowiadajgcych nastepujgcym stezeniom flawonow:
apigeniny - 1,257; 4,4; 8,8; 22; 66; 110 ug/ml oraz luteoliny - 0,714; 2,5; 5,0;
12,5; 37,5; 62,5 ug/ml. Odpowiednie stezenia przygotowano, wykorzystujgc
roztwory podstawowe flawonéw o stezeniu 1 mg/ml. Réwnanie regresji i
wspotczynnik korelacji podano w tabeli 5.

7.1.41.3. Okreslenie granicy wykrywalnosci (LOD) oraz granicy
oznaczalnosci (LOQ)

Granice wykrywalnosci (LOD) oznaczono dla kazdego zwigzku na
chromatogramie jako trzykrotnos¢ najwyzszej wysokosci piku szumu do piku
wzorca (stosunek sygnat:szum=3). Granice oznaczalnosci dla kazdego zwigzku
na chromatogramie wyznaczono jako stezenie substancji wzorcowej
odpowiadajgce stosunkowi sygnat/szum=10. W obliczeniach uwzgledniono
najwiekszg powierzchnie pola piku szumu na chromatogramie (tab. 5)

7.1.4.1.4. Okreslenie powtarzalnosci

Powtarzalno$¢ metody wyznaczono jako wzgledne odchylenie standardowe (%
RSD) w oparciu o analize powierzchni pikdw otrzymanych w wyniku 8-krotnego
dozowania roztworow substancji wzorcowych: apigeniny (0,714 pg/ml) oraz
luteoliny (1,25 pg/ml) (tab. 5).

7.1.4.1.5. Okreslenie precyz;ji

Precyzje jedno- i miedzydniowg wyznaczono na podstawie 7-krotnej analizy
badanej probki. Parametr wyznaczono dla kazdego z pikdw zwigzkéw na
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chromatogramie HPLC i wyrazono jako wzgledne odchylenie standardowe (%
RSD) (tab. 5).

7.1.4.2. Analiza ilosciowa C-glikozyloflawonéw metodg LC-LC-DAD on-
line

Analizy prowadzono przy uzyciu 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 um), stosujgc elucje gradientowg wedtug programu |
(1.4.2.2.); natezenie przeptywu 0,23 ml/min; t,, 25°C; objeto$¢ dozowane;j
prébki 1 ul. Detekcja UV A - 330 nm. W czasie tg 28,2-30,7 min zebrano frakcje
"Z", ktérg poddano dalszej separacji w drugim wymiarze, stosujgc kolumne
Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 ym) oraz elucje izokratyczng z uzyciem
fazy ruchomej S2 (4.2.2.2.); natezenie przeptywu 1 ml/min; t, 20°C. Zawartosc
C-glikozyloflawonéw obliczono w przeliczeniu na witeksyne, izowiteksyne,
wicenine-1, wicening-2, wicenineg-3, orientyne, izoorientyne, szaftozyd i
izoszaftozyd. Zawartos¢ zwigzkéw 1, 2, 5-15 oznaczono w oparciu o
powierzchnie pikéw, otrzymanych na chromatogramie 'D. Zawarto$¢ zwigzkow
3a, 3b, 4a, 4b oznaczono w oparciu o powierzchnie pikdw, otrzymanych na
chromatogramie 2D.

7.1.4.2.1. Walidacja metody

Walidacje przeprowadzono w oparciu o: liniowos¢, granice wykrywalnosci,
granice oznaczalnosci oraz precyzje jedno- i miedzydniowg (powtarzalnos¢).

7.1.4.2.2. Sporzadzenie krzywych regresiji.

Krzywe regresji wyznaczono w oparciu o analize powierzchni pol pikow,
odpowiadajgcych stezeniom zwigzkéw wzorcowych, przedstawionym ponizej
(tab.4.). Odpowiednie stezenia przygotowano, wykorzystujgc roztwory
podstawowe C-glikozyloflawonoéw o stezeniu 1 mg/ml. Réwnania regresji oraz
wartosci wspotczynnikdw korelacji przedstawiono w tabelach 11-Ai 11-B.

Zwiagzek Stezenie [ug/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. Stezenia zwigzkéw wzorcowych uwzglednione przy wyznaczeniu krzywych
regresji.
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7.1.4.2.3. Okreslenie granicy wykrywalnosci (LOD) oraz granicy
oznaczalnosci (LOQ)

Granice wykrywalnosci (LOD) oraz granice oznaczalnosci (LOQ) wyznaczono
jak wp. 7.1.4.3.

7.1.4.2.4. Okreslenie precyzji jedno- i miedzydniowej (powtarzalnosci)

Zmiennos¢ metody wyrazono, jako precyzje jedno- i miedzydniowa. Precyzje
jedno- i miedzydniowg wyznaczono na podstawie 7-krotnej analizy badanej
probki. Parametr wyznaczono dla kazdego =z pikdw zwigzkow na
chromatogramie i wyrazono jako wzgledne odchylenie standardowe (% RSD)
(tab.11-A'i 11-B.).

7.2. Analiza chromatograficzna izoflawonéw metoda 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 dtugosci fali A-254 nm.

7.3. Analiza chromatograficzna saponin steroidowych

Stosowano  chromatografie  cienkowarstwowe  oraz  wysokosprawng
chromatografie cieczowg z uzyciem laserowego detektora sSwiatta rozproszonego
(ELSD) oraz detektora mas (MS).

7.3.1. Analiza jakosciowa metoda chromatografii cienkowarstwowej TLC i HPTLC
7.3.1.1. Analiza glikozydéw furostanowych metoda TLC i HPTLC

7.3.1.1.1. Optymalizacja rozdzielenia glikozydéw furostanowych metoda
TLC i HPTLC

Stosowano plytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym TLC:
Kieselgel 60 Fs4, Silica gel 60 ADAMANT F,s4, Kieselgel 60 Fos4 Lux Plate
oraz zelem krzemionkowym HPTLC: Si 60 Fjs4, jak réwniez zelem
krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi C-18 (TLC), C-18W
Fasss (HPTLC) oraz modyfikowanym resztami diolowymi DIOL Fys4s. Jako fazy
ruchome stosowano fazy Fq, F33-F4s, opisane w punkcie A.4.1.3. Do wizualizaciji
chromatograméw uzyto odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 3 minuty).

7.3.1.1.2. Rozdzielenia glikozydéw furostanowych metoda

dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej (2D TLC i 2DHPTLC)

Stosowano plytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym: TLC
Kieselgel 60 Fys4 i HPTLC Si 60 F,s54. Badany ekstrakt (3 ul) nanoszono
mikrostrzykawkg w formie plamy. Jako fazy ruchome stosowano: mieszanine
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chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/v/v) (F4) w pierwszym kierunku
oraz mieszanine butanol:woda:kwas octowy (50:10:10, v/v/v) (F45) w drugim
kierunku. Jako odczynnik wywotujgcy uzyto odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 3
minuty).

7.3.1.1.3. Rozdzielenie glikozydéw furostanowych metoda HPTLC =z
gradientem fazy stacjonarnej

Rozdzielenia prowadzono dwuetapowo w pionowe;j komorze
chromatograficznej. W pierwszym etapie stosowano ptytki chromatograficzne
HPTLC C-18w oraz faze ruchomg metanol:woda:kwas mréwkowy (70:30:1,
vivlv) (Fs7). Dystans rozwijania: 5 cm; czas wysycania komory 10 minut.
Otrzymang ptytke TLC z rozwinietym chromatogramem (Chromatogram 1)
potgczono z ptytkg HPTLC pokrytg zelem krzemionkowym Si 60. Zwigzki
przenoszono na ztoze HPTLC Si 60 z uzyciem tzw. Migas device [372], a
nastepnie rozwijano w fazie ruchomej chlorofom:metanol:kwas mrowkowy
(30:20:2, v\v/v) (F1) na dystansie 85 mm. Jako odczynnik wywotujgcy uzyto
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. Dob6r warunkéw analizy

Hydrolizaty analizowano stosujgc nastepujgce ptytki chromatograficzne: TLC Si
60|:254, HPTLC Si 60|:254, LiChrOSpher HPTLC Si 60|:254, TLC Si 60|:254 Lux Plate,
HPTLC C-18 and HPTLC Si 60 DIOL.

Jako fazy ruchome stosowano:

e dwusktadnikowe mieszaniny nastepujgcych rozpuszczalnikow: chloroformu,
acetonu, cykloheksanu, eteru naftowego, izopropanolu, n-heksanu, n-
heptanu, octanu etylu, butanolu, metanolu i wody (fazy ruchome F,, F3, Fy7,
Fe - F1s, Fa3 - Fag);

o trojsktadnikowe mieszaniny chloroformu, metanolu i wody (fazy ruchome
oraz butanolu, kwasu octowego i wody (fazy ruchome Fy, Fs, Fq ).

e pojedyczne rozpuszczalniki (100%) (fazy ruchome F47 - F»y)

Chromatogramy rozwijano w automatycznej komorze chromatograficznej ADC2

w warunkach kontrolowanej wilgotnosci (47%), stosujgc czas wysycania komory

10 minut oraz czas prekondycjonowania ptytki 5 minut. Do wizualizacji

chromatogramoéw stosowano odczynniki wymienione w punkcie A 4.1.4.1.

7.3.2. Analiza ilosciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej

Substancje wzorcowg (1 mg/ml; 1 ul) oraz badane hydrolizaty (1 ul) nanoszono

za pomocg potautomatycznego aplikatora AS 30 w formie pasm (5 mm) na plytki
chromatograficzne HPTLC Si 60 Fuss (20 cm x 5 cm). Aplikacje probki/wzorca
wykonywano w pojedynczym cyklu z predkoscig 15 s/ul. Odlegtosé pasm od bocznej
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krawedzi ptytki - 10 mm; od dolnej krawedzi - 7 mm, pomiedzy pasmami wynosita 5
mm. Jako faze ruchomg stosowano mieszaninie n-heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F,).
Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w automatycznej komorze ADC2 (czas
wysycenia: 10 minut; czas prekondycjonowania ptytki: 5 minut; wilgotnos¢ 47%; temp.
22+2°C). Po wysuszeniu chromatogramu (15 minut w komorze ADC2) badane zwigzKki
poddano wizualizacji poprzez spryskanie zmodyfikowanym roztworem aldehydu
anyzowego i ogrzewanie na ptycie grzewczej (temp. 105 °C; 1 minuta).

Analize densytometryczng otrzymanych chromatogramow prowadzono przy
uzyciu densytometru CD 60 (Desaga, Niemcy) oraz oprogramowania ProQuant, 5
minut po derywatyzacji. Stosowano skanowanie liniowe przy dtugosci fali lampy UV:
A-426 nm oraz A-590 nm. Parametry pracy densytometru: szerokos¢ szczeliny - 4,0
mm, wysokos$¢ szczeliny - 0,02 mm; liczba pomiaréw w punkcie - 4; rozdzielczos¢
pomiaru - 0,025.

7.3.2.2. Walidacja metody

Walidacje metody przeprowadzono w oparciu o oznaczenie: specyficznosci,
liniowosci, precyzji instrumentalnej oraz precyzji jedno- i miedzy-dniowej,
granicy wykrywalnosci oraz granicy oznaczalnosci, powtarzalnosci i statosci.
Parametry walidacyjne przedstawiono w tabeli 15.

7.3.2.2.1. Okreslenie specyficznosci metody

Specyficznos¢ metody okreslono poprzez przeprowadzenie analizy badanej
prébki w obecnosci substancji wzorcowej metodg dwukierunkowej
chromatografii cienkowarstwowej (2D HPTLC), stosujgc jako faze stacjonarng
ztoze HPTLC Si 60 F,s4. Jako faze ruchomg w obu kierunkach stosowano
mieszanine n-heptan:octan etylu (7:3, vV) (F,). Badany hydrolizat (1 ul) oraz
diosgenine (1 mg/ml; 1 pl) nanoszono w formie plamy, wedtug schematu na
ryc.14. Po rozwinigciu chromatogramu w pierwszym Kkierunku, ptytke
wysuszono, a nastepnie poddano analizie w drugim kierunku, prostopadtym do
pierwszego. Po ponownym wysuszeniu zwigzki na chromatogramie
wizualizowano zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.2.3. [188]

1l kierunek

B®

| kierunek

L ] O
A B

Ryc.14. Okreslenie specyficznosci metody - schemat rozdzielen przeprowadzonych
metodg 2D HPTLC: A - badany ekstrakt, B -diosgenina. Warunki analizy opisano w
p.7.3.2.2.1.

7.3.2.2.2. Okreslenie liniowosci metody

Na ptytke chromatograficzng za pomocag potautomatycznego aplikatora AS 30
nanoszono roztwory wzorcowej diosgeniny o stezeniach 0,25 - 0,9 pg/ml,
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przygotowane z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml, odpowiadajgce
ilosci od 25 do 900 ng/pasmo. Kazde stezenie wzorca nanoszono w trzech
punktach startowych. Chromatogram rozwijano, wywotywano i analizowano
densytometrycznie zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.3.2.
Wyznaczono przedziat stezenia diosgeniny, w ktérym obserwowano wprost
proporcjonalng zalezno$¢ pola powierzchni pasma diosgeniny na
chromatogramie od naniesionej ilosci zwigzku (tab. 15).

7.3.2.2.3. Okreslenie granicy wykrywalnosci (LOD) i granicy oznaczalnosci
(LOQ)

Roztwory diosgeniny w ilosci 25 — 900 ng/pkt nanoszono na plytke
chromatograficzng za pomocg potautomatycznego aplikatora AS  30.
Chromatogram rozwijano, wywotywano i analizowano densytometrycznie
zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 7.3.2. Na podstawie
densytogramoéw, wyznaczono granice wykrywalnosci (LOD) oraz granice
oznaczalnosci (LOQ) dla analiz prowadzonych przy dtugosciach fali A-426 nm
oraz A-590 nm.

Granice wykrywalnosci (LOD) oznaczono jako trzykrotno$¢ najwyzszej
wysokosci piku szumu (stosunek sygnat:szum=3). Dodatkowo wyznaczono
praktyczna granice wykrywalnosci, jako najnizsze stezenie substanciji
wzorcowej, widoczne jako pik na densytogramie. Granice oznaczalnosci jako
stezenie substancji wzorcowej odpowiadajgce stosunkowi sygnat/szum=10 oraz
dodatkowo jako jedng trzecig wartosci granicy wykrywalnosci (1/3 LOD). W
obliczeniach uwzgledniono najwiekszg powierzchnie pola piku szumu na
densytogramie (tab. 15).

7.3.2.2.4. Precyzja instrumentalna

Precyzje okreslono wzgledem substancji wzorcowej — diosgeniny (1 mg/ml)
oraz badanej probki, nanoszonych w objetosci 1ul. Rozdzielenia i analize
densytometryczng prowadzono zgodnie z warunkami opisanymi w 7.2.3. i
7.2.3.1.

Precyzje instrumentalng wyznaczono w oparciu o 9-krotny pomiar powierzchni
pola pasma diosgeniny (roztwor podstawowy substancji wzorcowej) oraz 9-
krotny pomiar pasma diosgeniny w badanym hydrolizacie. Otrzymane wyniki
wyrazono jako wspoétczynnik zmiennosci CV (tab. 15).

7.3.2.2.5. Powtarzalnos¢ (precyzja jedno- i miedzy-dniowa)

Na ptytke chromatograficzng nanoszono badany hydrolizat (1 pl) w trzech
punktach  startowych i przeprowadzono rozdzielenia oraz analize
densytometryczng zgodnie z warunkami opisanymi w 7.2.3. i 7.2.3.1.
Powtarzalno$¢ jednodniowg wyznaczono analizujgc trzy kolejne rozdzielenia
chromatograficzne uzyskane w ciggu jednego dnia, natomiast powtarzalnos¢
miedzy-dniowg — poprzez analize trzech rozdzielen chromatograficznych
uzyskanych w trzech kolejnych dniach. Otrzymane wyniki wyrazono jako
wspotczynnik zmiennosci CV (tab. 15).
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7.3.2.2.6. Stabilnos¢ metody

Stailnos¢ metody (ang. robustness), czyli jej odpornos¢ na zmiane warunkoéw,
oceniono w oparciu o analizy przeprowadzone przez roéznych analitykéw, z
uzyciem odczynnikéw réznych producentow.

7.3.3. Analiza jakosciowa 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 dwéch potgczonych szeregowo
kolumnach Discovery C 18 (15 cm x 2,1 mm x 3 ym) w warunkach elucji gradientowej
wedtug programu Xl. Objetos¢ dozowanej prébki wynosita 1 ul; natezenie przeptywu
fazy ruchomej 0,2 ml/min; temp. kolumny t, 20°C.

7.3.3.1. Analiza jakosciowa metodg HPLC-ESI-MS

Analizy ESI-MS prowadzono w trybie jondw dodatnich oraz w trybie jonéw
ujemnych. Jako metode zbierania danych chromatograficznych zastosowano
monitorowanie wybranych jonéw SIM (Selected lon Monitoring). Parametry
pracy detektora masowego: SCAN(+); SCAN(-) m/z 800-1600, napiecie
jonizacji 4,5 kV, napiecie detektora 2 kV, temperatura DL 250°C, temperatura
bloku grzewczego 200°C, przeptyw gazu rozpylajgcego (N,) 1,5 I/min, przeptyw
gazu suszacego (N,) 8,5 I/min. Zwigzki identyfikowano na podstawie
pordwnania uzyskanych danych spektralnych DAD-ESI-MS 2z danymi
literaturowymi [177, 253, 387, 416-418, 483, 605, 606].

7.3.3.2. Analiza jakosciowa metodg HPLC-ELSD

Rozdzielenia prowadzono na kolumnie Discovery C 18 (150 mm x 2,1mm x 3
um) oraz dwoch potgczonych szeregowo kolumnach 2 x Discovery C-18 ( 15
cm x 2,1 mm x 3 um), wedlug programéw elucji gradientowej IX i X,
odpowiednio. Parametry pracy detektora ELSD: temperatura parownika 40°C,
natezenie przeptywu gazu nebulizujgcego (N,) 1,8 L/min, wzmocnienie 4.

7.3.4. Analiza ilosciowa metoda 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 protodioscyne.

7.2.4.1. Walidacja metody

Metode zwalidowano w oparciu o0 oznaczenie liniowosci, granicy wykrywalnosci,
granicy oznaczalnosci, powtarzalno$ci, precyzji jedno- i miedzydniowej (tab.
17).

7.2.4.1.1. Sporzadzenie krzywej regresji
Krzywg regresji wyznaczono w oparciu o analize pol powierzchni pikéw,
odpowiadajgcych nastepujgcym ilosciom wzorcowej protodioscyny: 75; 120;
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150; 240; 300; 600; 750; 200; 1500; 2400 pg/ml. Roéwnanie regresji oraz
warto$¢ wspotczynnika korelacji podano w tabeli 17.

7.2.41.2. Okreslenie granicy wykrywalnosci (LOD) oraz granicy
oznaczalnosci (LOQ)

Granice wykrywalnosci (LOD) oraz granice oznaczalnosci (LOQ)
wyznaczono jak w punkcie 7.1.4.3.

7.2.41.3. Okreslenie precyzji jednodniowej oraz miedzydniowej
(powtarzalnosci)

Zmiennos¢ metody wyrazono, jako precyzje jedno- i miedzydniowg. Precyzje
jednodniowg wyznaczono analizujgc 5 objetosci dozowanej prébki, stanowigcej
roztwor protodioscyny o stezeniu 0,24 mg/ml w ciggu jednego dnia. Precyzje
miedzydniowg (powtarzalno$¢) wyznaczono analizujgc 5 objetosci dozowane;j
prébki tego samego roztworu protodioscyny o stezeniu 0,24 mg/l w ciggu pieciu
kolejnych dni. Parametry wyrazono jako wzgledne odchylenia standardowe
(RSD,%) (tab. 17).

B. BADANIA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ

1. Badania aktywnosci cytotoksycznej

Badania prowadzono we wspélpracy z Katedrg Biologii i Botaniki
Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

1.1. Odczynniki do hodowli linii komérkowych

e 0,4% roztwor btekitu tryptanu Tryptan Blue (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e dimetylosulfotlenek (DMSO) cz.d.a, (POCH, Polska)

e L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e ptodowa surowica bydleca FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy (Sigma-
Aldrich, Niemcy)
Roztwor MTT o stezeniu 5 mg/ml przygotowano w jatowym roztworze DPBS i
przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C bez dostepu Swiatta.

e trypsyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e penicylina G (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e streptomycyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e bufor DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) — buforowana sél
fizjologiczna (Sigma-Aldrich, Niemcy)
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1.2. Pozywki do hodowli

e DMEM (Dulbeccos' Modified Eagles Medium) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
uzupetniona ptodowg surowicg bydleca (FBS10%) oraz antybiotykami:
penicyling G (100 jedn./ml) i streptomycyng (100 ug/ml).

e McCoy’'s 5A (McCoy’s 5A Medium Modified) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
uzupetniona ptodowg surowicg bydlecg (FBS10%) oraz antybiotykami:
penicyling G (100 jedn./ml) i streptomycyng (100 pg/ml).

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Niemcy) - uzupetniona ptodowg surowicg bydleca
(FBS10%), 2 mM L-glutaminy oraz antybiotykami: penicyling G (100 jedn./ml) i
streptomycyng (100 pg/ml).

Pozywki przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

1.3. Linie komoérkowe

W badaniach wykorzystano nastepujgce linie komérek nowotworowych A - D,
pochodzgce z kolekcji Katedry i Zaktadu Histologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (linia A), Katedry i Zaktadu Histologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (linia D) oraz z kolekcji ATCC (American TypeCulture Collection) (LGC
Standards) (linie B i C):

A. Hela - ludzkie komorki raka szyjki macicy; komérki epitelialne, adherentne.

B. SKOV-3 - ludzkie komoérki gruczolakoraka jajnika; komorki epitelialne,
adherentne.

C. MOLT-4 - ludzkie komorki biataczki limfoblastycznej; komorki zawiesinowe.

D. HaCaT - kontrolna linia nienowotworowych komérek ludzkich keratynocytéw;
komorki adherentne.

1.4. Hodowle komoérkowe in vitro

Linie komérkowe Hela oraz HaCaT hodowano w pozywce DMEM, linie
komodrkowg SKOV-3 w pozywce McCoy’s 5A, natomiast linie komérkowg MOLT-4 -w
pozywce RPMI 1640. Hodowle komorkowe inkubowano w temperaturze 37°C, w
atmosferze 5% CO,. Komorki pasazowano co 2-3 dni:

e komorki adherentne (linie komérkowe HelLa, SKOV-3 i HaCaT): po usunigiu pozywki
(ok. 7 ml), komorki przeptukiwano jatowym buforem DBPS, a nastepnie dodawano 4
ml trypsyny i inkubowano w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO, przez 5
minut w celu oderwania komoérek od dna naczynia hodowlanego.

Oderwane komorki usuwano (ok. 70% zawiesiny) z uzyciem pompy aspiracyjnej
(Biosan, totwa), a pozostate uzupetniano 6 ml Swiezej pozywki inkubowano.

o komorki zawiesinowe (linia komorkowa MOLT-4) - z uzyciem pompy aspiracyjnej
(Biosan, totwa), usuwano ok. 70% komoérek, a pozostate rozcienczano Swiezg
pozywkag w stosunku 1:4. Hodowle poddawano dalszej inkubaciji.

Stan i zywotnos¢ komoérek oceniano pod mikroskopem swietinym.
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1.5. Przygotowanie wyciggow i frakcji z nasion kozieradki do badan

1.5.1. Przygotowanie wyciaqgéw Ai B

Sproszkowane nasiona kozieradki (5,0 g) ekstrahowano: 70% metanolem (v/v)
na mieszadle magnetycznym, pod chtodnica zwrotng, w temperaturze 60°C (2 x 3 h; 2
x 100 ml) (wycigg A) lub wodg w temperaturze 100°C przez 5 minut na mieszadle
magnetycznym, a nastepnie ekstrahowano przez 30 minut pod przykryciem (wyciag B).
Wyciggi przesgczono przez sgczki bibutowe i zliofilizowano.

Odpowiednig ilos¢ liofilizatow rozpuszczano w DMSO, uzyskujgc roztwor
wyciggu A o stezeniu 10 mg/ml, lub w wodzie dejonizowanej na fazni wodnej (temp.
90°C), uzyskujgc roztwér wyciggu B o stezeniu wyjsciowym 0,375 mg/ml. Otrzymane
roztwory przechowywano w temperaturze 4°C.

1.5.2. Przygotowanie wyciggu C

Sproszkowane nasiona kozieradki (1,0 g) ekstrahowano metanolem z uzyciem
ultradzwiekéw (20 ml, 15 min), przesgczono i uzupetniono w kolbie miarowej do
objetosci 25 ml.

1.5.3. Przygotowanie frakcji D

Nasiona kozieradki (250 g) poddano dwustopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w
aparacie Soxhleta, stosujgc kolejno chloroform i metanol. Wycigg metanolowy (300 ml)
zageszczono pod zmniejszonym cisnieniem do objetosci 150 ml i umieszczono w
lodéwce (temp. 2-8°C) na 48 godzin. Wytrgcony osad D zliofilizowano i przeznaczono
do badan. Odpowiednig ilo¢ liofilizatu rozpuszczono w metanolu, uzyskujgc roztwor o
stezeniu wyjsciowym 10 mg/ml, ktéry przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.
Roztwor rozcienczano metanolem do 3 mg/ml.

1.6. Przygotowanie roztworéw badanych zwiazkéw flawonoidowych,
saponinowych i alkaloidowych do badan

Roztwory przygotowano poprzez rozpuszczenie 1 mg substancji wzorcowej w 1
ml metanolu. Do badan przeznaczono:
e C-glikozydy flawonowe - witeksyne, orientyne, izoorientyne, wicenine-1,
wicenine-2, wicenine-3,
e sapogeniny steroidowe (diosgeninie, jamogening, octan tigogeniny i
esmilagenine)
e alkaloid trygoneline.

1.7. Test oceny cytotoksycznosci MTT

1.7.1. Okreslenie ilosci komoérek potrzebnej do eksperymentu

e komérki adherentne (linie komérkowe HelLa, SKOV-3 i HaCaT) - po usunieciu
pozywki z naczynia hodowlanego, do komérek dodano 4 ml trypsyny i inkubowano
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przez 5 minut w temperaturze 37°C i obecnosci 5% CO, w celu catkowitego
oderwania komérek od dna naczynia. Do 4 ml zawiesiny komérkowej dodano 0,4%
roztwér btekitu tryptanu w stosunku 1:1. Po 3 minutach zawartos¢ probdwki
przenoszono na ptytke do zliczania komorek. llos¢ komérek obliczano za pomoca
licznika Countness (Automated Cell Counter, Life Technologies, USA).

Odpowiednig objetos¢ zawiesiny komorek przenoszono do probowki z
okreslong objetoscig pozywki. Pozostatg zawiesine komoérek w naczyniu
hodowlanym uzupetniano swiezg pozywkg i poddano dalszej inkubacji. Przed
wysianiem na ptytke, komorki wymieszano.

e komorki zawiesinowe (linia komoérkowa MOLT-4) - do probowki pobrano
okreslong ilos¢ zawiesiny komorkowej, natomiast do pozostatej czesci dodawano
Swiezg pozywke i poddawano dalszej inkubacji. Do 4 ml zawiesiny komorkowe;j
dodano 0,4% roztwor btekitu tryptanu w stosunku 1:1. Po 3 minutach zawartos¢
probdwki przenoszono na plytke do zliczania komérek. Zywotnosé i ilo$¢ komorek
okreslono za pomocg licznika Countness (Automated Cell Counter, Life
Technologies, USA).

Odpowiednig objeto$¢ zawiesiny komorek, przeznaczong do eksperymentu,
przenoszono do probowki z okreslong objetoscig pozywki. Pozostatg zawiesine
komoérek w naczyniu hodowlanym uzupetniono $wiezg pozywkag i poddano dalszej
inkubacji. Przed wysianiem na ptytke, komorki wymieszano

1.7.2. Przeprowadzenie testu MTT

Komérki wysiewano na ptytkach 96-dotkowych (Starstedt) (objetosc
pojedynczego dotka 200 pl) w ilosci: 200 pl/dotek (komorki adherentne) i 100 pl/dotek
(komorki zawiesinowe), otrzymujgc nastepujgce ilosci komoérek: 5000/dotek (komorki
adherentne) i 50000/dotek (komorki zawiesinowe). Po wysianiu, komoérki inkubowano
przez 24 godziny (temp. 37°C; 5% CO,). Nastepnie komorki traktowano przez 24
godziny badanymi roztworami w zakresach stezen: 5-80 ug/ml (wycigg A), 5-120 pug/ml
(wyciag B), 5-100 pg/ml (frakcja D) i 1-50 pg/ml (zwigzki wzorcowe) (temp. 37°C; 5%
COy; ilos¢ powtdrzen dla kazdego stezenia n=6). Po tym czasie usuwano pozywke z
roztworami badanych wyciggéw i zwigzkéw (w przypadku komérek zawiesinowych
ptytke poddawano wirowaniu celem oddzielenia pozywki; 300 x g max.; 7 minut; temp.
8°C) i do kazdego dotka dodano swiezg pozywke (200 pl/dotek - komoérki adherentne;
100 pl/dotek - komoérki zawiesinowe) oraz roztwor MTT w DBPS (5 mg/ml) w celu
otrzymania kohcowego stezenia 0,5 mg/ml (20 ul - komorki adherentne; 10 ul - komorki
zawiesinowe). Plytki poddano inkubacji (2-4 h; temp. 37 ; 5% CO,).

Nastepnie pozywke usuwano (w przypadku eksperymentu z komodrkami
zawiesinowymi - ptytke poddano wczesniej wirowaniu (4000 obr/min., 15 minut, temp.
17°C), a otrzymane krysztaty formazanu rozpuszczono w DMSO (100 pl/dotek). Po
wytrzgsnieciu na wytrzgsarce (10 minut), przeprowadzono pomiar absorbancji przy
dtugosci fali A-570 nm oraz A-650 nm. Jako kontrole stosowano prébki nie poddane
dziataniu  roztworow  badanych  wyciggdw i  zwigzkow: proba  Slepa
(pozywka+rozpuszczalnik), kontrola wzrostu komorek (pozywka+komorki) i kontrola
wptywu rozpuszczalnika o] danym stezeniu na wzrost komorek
(pozywka+komorki+rozpuszczalnik)

95



1.8. Ocena cytotoksycznosci metoda RealTimeXCelligence

W eksperymencie wykorzystano linie komérek adherentnych: HelLa, SKOV-3,
HaCaT oraz system RealTimexCELLigence (xCELLigence Real-Time Analyzer DP,
AceaBiosciences, USA). Poczgtkowo przeprowadzono autozerowanie systemu z ptytkg
16-dotkowg E-plate (AceaBiosciences, USA) (objetos¢ dotka 200 ul) zawierajacg 100
pl samej pozywki [Etap 1]. Nastepnie wysiewano komérki w ilosci 20000
komorek/dotek. Plytke umieszczano w jednym z portéw systemu i poddawano inkubac;ji
(24 godziny; temp. 37°C; 5% CO,) [Etap 2]. Po tym czasie pozywke usuwano za
pomocg pompy aspiracyjnej (Biosan, totwa), do kazdego dotka dodano odpowiednig
kazdym eksperymencie dla kazdego stezenia liczba powtdrzen n=2), a ptytki poddano
dalszej inkubacji (24 godziny; temp. 37°C; 5% CO2) [Etap 3]. Otrzymane wyniki
analizowano uzyciem oprogramowania RTCA wersja 1.2.1

1.9. Badania mechanizmoéw aktywnosci cytotoksycznej i
prooapoptotycznej

1.9.1.0znaczenia cytometryczne

1.9.1.1. Okreslenie populacji komoérek apoptotycznych

Komérki HelLa oraz SKOV-3 wysiano w ilosci 1x10°/dotek i inkubowano przez
24 h w inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,). Nastepnie komoérki inkubowano z
roztworem frakcji w stezeniach 3-100 pg/ml przez kolejne 24 h. Po zakonczone;j
inkubacji, do kazdego dotka ptytki dodano (po usunieciu pozywki) roztwor
trypsyny (100 pl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komérki zebrano
do probowek Eppendorf zawierajgcych po 100 pl kompletnej pozywki DMEM (w
przypadku komorek Hela) oraz McCoy (w przypadku komérek SKOV-3) i
wirowano (200 x g max., 5 minut). Pozywke znad osadu komorek usunigto, a
komorki zawieszono ponownie w 100 pl kompletnej pozywki hodowlanej. Do
przygotowanej zawiesiny komoérek dodano po 100 pl odczynnika Muse Annexin
V & Dead Cell Reagent (zawierajgcego aneksyne V oraz 7-aminoaktynomycyne
(7-AAD)). Zawiesine komoérek zmieszano i pozostawiono w temperaturze
pokojowej, w ciemnym miejscu na 20 minut. Pomiary cytometryczne
prowadzono przy uzyciu analizatora Muse Cell Analyzer (Merck Millipore,
Niemcy). Okreslenie liczby komérek w poszczegdlnych populacjach (zywych,
wczesno-, poznoapoptotycznych oraz martwych) wykonano przy uzyciu
oprogramowania Muse 1.4 Analysis.

1.9.1.2. Okreslenie potencjalu mitochondrialnego w komérkach HelLa oraz

SKOV-3

Komérki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w iloéci 1x10°dotek i inkubowano przez
24 h w inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,). Nastepnie komoérki inkubowano z
roztworami frakcji w stezeniach 3-100 pg/ml przez kolejne 24 h. Po zakonczonej
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inkubacji, do kazdego dotka ptytki dodano (po usunieciu pozywki) roztwor
trypsyny (100 ul) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komérki zebrano
do probéwek Eppendorf zawierajgcych po 100 pl kompletnej pozywki DMEM (w
przypadku komoérek Hela) oraz McCoy (w przypadku komérek SKOV-3) i
wirowano (200 x g max., 5 minut). Pozywke znad osadu komdérek usunieto, a
komorki zawieszono w 100 pl 1 x stezonego buforu Assay Buffer (Merck
Millipore). Nastepnie, do kazdej zawiesiny komérek dodano po 95 pl Muse
MitoPotential Dye (rozcienczonego uprzednio w stosunku 1:1000 (v/v) w 1 X
stezonym buforze Assay Buffer). Komérki po zmieszaniu inkubowano w
inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,) przez 20 minut, a nastepnie dodano do nich
po 5 pl odczynnika Muse MitoPotential 7-AAD (Merck Millipore). Zawiesine
komorek inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie
poddano analizie cytometrycznej przy uzyciu analizatora Muse Cell Analyzer.
Okreslenie liczby komoérek w poszczegdolnych populacjach  (zywych,
zywych/depolaryzowanych, martwych oraz martwych/zdepolaryzowanych)
wykonano przy uzyciu oprogramowania Muse 1.4 Analysis.

1.9.1.3. Okreslenie aktywnosci kaspazy-3/7 w komoérkach HelLa oraz
SKOV-3

Komérki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilosci 1x10°/dotek i inkubowano przez
24 h w inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,). Nastepnie komérki inkubowano z
roztworem frakcji w stezeniach 3-100 pg/ml przez kolejne 24 h. Po zakonczone;j
inkubacji, do kazdego dotka ptytki dodano (po usunieciu pozywki) roztwor
trypsyny (100 pl) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komérki zebrano
do probowek Eppendorf zawierajgcych po 100 pl kompletnej pozywki DMEM (w
przypadku komorek Hela) oraz McCoy (w przypadku komérek SKOV-3) i
wirowano (200 x g max., 5 minut). Pozywke znad osadu komorek usunigto, a
komoérki zawieszono w 50 pl 1 x stezonego buforu Assay Buffer BA (Merck
Millipore). Do kazdej zawiesiny komorek dodano po 5 pl odczynnika Muse
Caspase-3/7 Reagent (rozcienczonego uprzednio w stosunku 1:8 w 1 x
stezonym buforze PBS). Komorki inkubowano w inkubatorze (temp. 37°C, 5%
CO,) przez 30 minut, a nastepnie dodano do nich po 150 yl barwnika Muse
Caspase 7-AAD (uprzednio rozcienczonego 1:75 w 1 x stezonym buforze
Assay Buffer BA). Komorki, po wymieszaniu, inkubowano przez 5 minut w
temperaturze pokojowej, w ciemnym miejscu. Okres$lenie aktywnosci kaspazy-
3/7 wyrazonej jako odsetek komérek wczesno- i pdznoapoptotycznych w
badanych zawiesinach wykonano przy uzyciu analizatora Muse Cell Analyzer
oraz oprogramowania Muse 1.4 Analysis.

1.9.1.4. Okreslenie stresu oksydacyjnego w komoérkach HelLa oraz SKOV-3

Komérki HeLa oraz SKOV-3 wysiano w ilosci 1x10°/dotek i inkubowano przez
24 h w inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,). Nastepnie komoérki inkubowano z
roztworem frakcji w stezeniach 3-50 ug/ml przez kolejne 24 h. Po zakonczonej
inkubacji, do kazdego dotka ptytki dodano (po usunieciu pozywki) roztwor
trypsyny (100 ul) i inkubowano przez 10 minut w inkubatorze. Komérki zebrano
do probowek Eppendorf zawierajgcych po 100 pl kompletnej pozywki DMEM (w
przypadku komérek Hela) oraz McCoy (w przypadku komérek SKOV-3) i
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wirowano (200 x g max, 5 minut). Pozywke znad osadu komoérek usunieto, a
komérki zawieszono w 100 ul 1 x stezonego buforu Assay Buffer. Z tak
przygotowanej zawiesiny komorek pobrano 10 ul i przeniesiono do 190 l
odczynnika Muse Oxidative Stress Reagent (rozcienczonego uprzednio 1:8000
w 1 x stezonym buforze Assay Buffer). Komorki, po zmieszaniu, inkubowano
przez 30 minut w temp. 37°C, a nastepnie analizowano przy uzyciu analizatora
Muse Cell Analyzer oraz oprogramowania Muse 1.4 Analysis.

2. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Badania przeprowadzono we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem Mikrobiologii
Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W badaniach wykorzystano 7 szczepdéw 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 wyciagow do badan
Do badan przeznaczono wyciagi A - C oraz frakcje D, przygotowane wedtug procedur
opisanych w punkcie 11.B.1.5.

2.2. Przygotowanie roztworéw substancji wzorcowych do badan

Roztwory zwigzkow wzorcowych przygotowano poprzez rozpuszczenie 1mg
substancji referencyjnej w 1 ml metanolu, z wyjgtkiem trygoneliny, ktérg rozpuszczono
w stosunku 2 mg/ml. Do badah przeznaczono C-glikozydy flawonowe (witeksyne,
izowiteksyne, orientyne, wicening-2, wicenine-3), saponiny steroidowe (diosgeninie,
sarsasapogenine, octan tigogeniny) oraz alkaloid trygoneline.

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 podfozu agarowym tryptozowo-sojowym (TSA,
BectonDickinson) a oznaczanie wrazliwosci przeprowadzano na podiozu ptynnym
tryptozowo-sojowym w zestawie do hodowli GENbagmicroaer (BioMerieux) (72-96
godzin, temp. 37 °C, warunki mikroaerofilne).

2.4. Oznaczanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Hodowle bakterii, prowadzong na odpowiednim podtozu rozcienczano do
gestosci 10° CFU/ml. Badane ekstrakty rozpuszczano w: 70% metanolu (Wycigg A),
100% metanolu (Wycigg C, substancje wzorcowe), wodzie dejonizowanej (Wyciag B) i
metanolu (frakcja D), a nastepnie rozcienczano w postepie geometrycznym w 96-
dotkowych ptytkach mikrotitracyjnych (n=3). Nastepnie do kazdej préby dodano
zawiesine bakterii i catos¢ poddano inkubacji w warunkach wzrostowych, odpowiednich
dla danego szczepu bakteryjnego. Wyjagtek stanowit szczep Helicobacter pylori,
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ktorego wyjsciowg zawiesing sporzgdzono z kolonii bakterii hodowanych na podtozu
TSA, inkubowanych w warunkach przeznaczonych do hodowli tej bakterii. W toku
badan wyznaczono MIC (Minimal Inhibitory Concentration), tj. najnizsze stezenie
badanego zwigzku/ekstraktu, dla ktérego nie stwierdzono wizualnie wzrostu bakterii.

Dodatkowo, z kazdego dotka bez wzrostu bakterii pobierano 100 ul zawiesiny i
przenoszono na ptytki agarowe w celu okreslenie zywotnosci komoérek. MBC (Minimal
Bactericidal Concentration) byto okreslano jako najnizsze stezenie bakteriobdjcze po
24 godzinach inkubadiji.
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lll. BADANIA W ASNE

A. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN FITOCHEMICZNYCH

Przeprowadzone badania fitochemiczne obejmowaty opracowanie metod
analizy jakosciowej i ilosciowej metabolitbw wtérnych z grupy C-glikozydéw
flawonowych oraz saponin steroidowych w nasieniu kozieradki pospolitej (T. foenum-
graecum) pochodzenia krajowego. W tym celu wykorzystano chromatografie
cienkowarstwowg (Thin Layer Chromatography - TLC, High Performance Thin Layer
Chromatography - HPTLC) z analizg densytometryczng oraz wysokosprawng
chromatografie cieczowg (HPLC) w systemach jedno- i dwuwymiarowych, sprzezonych
z detektorem UV, z matrycg diodowg (DAD), laserowym detektorem $Swiatta
rozproszonego (ELSD) oraz detektorem mas (MS). W separacji metodg
dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC) zastosowano
techniki heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive (LCxLC), zaréwno w trybie off-line
jak i on-line.

Dotychczas badano zespoty wymienionych grup zwigzkow czynnych gtéwnie w
surowcu pochodzenia azjatyckiego [253, 418, 456, 493, 574] i afrykanskiego [66, 113,
143, 202, 387] oraz zebranym z eksperymentalnej uprawy w potudniowej Francji [435] i
wykorzystywanym w produkcji suplementow diety (firma Aboca) [435]. Natomiast
brakuje doniesien o kompozycji metabolitow wtornych nasion kozieradki pospolitej
uprawianej w srodkowo-wschodniej Europie, w tym w Polsce. Wzrastajgca popularnos¢
nasienia kozieradki jako surowca leczniczego oraz sktadnika coraz wiekszej liczby
suplementéw diety na krajowym rynku produktéw rodlinnych wymaga wyczerpujgcej
wiedzy o kompozycji zwigzkow czynnych, warunkujgcych aktywnosc¢ farmakologiczna.
Potwierdzeniem wzrastajgcego zainteresowania nasionami kozieradki jako surowcem
leczniczym jest znaczgca liczba publikacji naukowych, ktére ukazaty sie w ostatnich 5
latach (2011-2016) - ponad 1000 prac.

Do badan przeznaczono surowiec otrzymany od trzech producentow krajowych,
firm zielarskich: Lewandowski, Kawon oraz Flos. Analizie poréwnawczej poddano
réwniez nasiona Trigonella foenum-graecum pochodzenia azjatyckiego (Turcja,

nasiona T1) oraz afrykanskiego (Algieria, nasiona T2).
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Optymalizacja warunkéw ekstrakcji C-glikozyloflawonéw z

nasienia kozieradki

W celu opracowania wydajnej metody wytrawiania C-glikozydéw flawonowych z
badanej matrycy roslinnej optymalizowano warunki ekstrakcji wysuszonych,
sproszkowanych nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z firmy zielarskiej Flos, z
uwzglednieniem roznych technik ekstrakcji, mianowicie: ekstrakcji w klasycznym
aparacie Soxhleta, ekstrakcji w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracji,
ekstrakcji z uzyciem mieszadta magnetycznego, ekstrakcji z uzyciem ultradZzwiekéw
(sonikacje), ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE; MASE) oraz przyspieszonej
ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE).

Ekstrakcje C-glikozyloflawonow, jako zwigzkéw polarnych, najczescie]
przeprowadza sie, stosujgc jako rozpuszczalniki alkohole (metanol, etanol) lub ich
mieszaniny z wodg w roznym stosunku objetosciowym [38, 98, 105, 143, 147, 148,
435, 456, 471, 587]. Niekiedy dla celéow analizy C-glikozyloflawonéw otrzymywane sg
wyciggi wodne [98, 531, 626].

W zakresie technik ekstrakcyjnych najczesciej stosowane sg: bezposrednia
ekstrakcja surowca pod chtodnicg zwrotng lub z uzyciem mieszadta magnetycznego
lub ekstrakcja w aparacie Soxhleta [38, 98, 143, 355, 435, 456, 590]. W ostatnich
latach w wytrawianiu C-glikozyloflawonéw z materiatu roslinnego wykorzystuje sie
réwniez nowoczesne techniki ekstrakcyjne: ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
[90, 355], przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE) [66, 143] oraz ekstrakcja
z uzyciem ultradzwiekow (UE; USAE) [105, 148, 587].

Ocene wydajnosci wytrawiania C-glikozyloflawonéw prowadzono metodg 1D
HPLC-DAD na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym), stosujac elucje
gradientowg wedtug programu |, ktéry charakteryzowat sie wzrastajgcym stezeniem
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 |, 11.4.2.2.). Dla oznaczen iloSciowych opracowana
metoda HPLC zostata zwalidowana w zakresie liniowosci, granicy wykrywalnosci,
granicy oznaczalno$ci, precyzji jedno- i miedzydniowej (tab. 5). Zawartos¢ C-
glikozyddéw flawonowych obliczono jako sume, w przeliczeniu na apigenine (zwigzki 1,
2, 4a, 4b, 5, 6-13, 15 - glikozydy i glikozydoestry, pochodne apigeniny) i luteoline
(zwigzki 3a, 3b oraz 14 - glikozydy i glikozydoestry, pochodne luteoliny).
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Parametry walidacji

Apigenina Luteolina
Liniowosé
(krzywa regresji, y = 6804,x - 6966, y = 6238,x - 10996
wspotczynnik korelacji) R2=0,998 R%=0,998
Powtarzalnosé [RSD, %] 4,16 3,29
Parametry walidacji
Precyzja Granica Granica
Zwiazek jednodniowa miedzydniowa WYkrywalnosci(LOD)  oznaczalnosci (LOQ)
[RSD, %] [RSD, %] [ug/mi]

2 1,53 1,42 1,1° 33°
3a+3b 1,53 1,40 1,1° 33°
4a+4b 1,36 1,27 0,95° 3,3°

5 2,01 1,88 1,1° 3,3°

6 0,45 0,33 0,73° 22°

7 1,65 1,12 0,73° 22°

8 0,82 0,54 0,73° 22°

9 0,97 0,74 0,73° 22°

10 2,42 3,01 0,73° 22°

11 8,18 9,78 0,73° 22°

12 1,13 1,18 0,73° 1,1°

13 1,55 1,47 0,22° 0,66 °

14 0,76 0,80 0,23° 0,7°

15 1,06 1,12 0,22° 0,66 °

@ - w przeliczeniu na apigenine
®_ w przeliczeniu na luteoling

Tab.5. Parametry walidacji opracowanej metody 1D HPLC oznaczania ilosciowego C-
glikozyloflawonéw w wyciggach metanolowych z nasion kozieradki pospolitej.

Obserwowano réznice w profilu i zawarto$ci C-glikozydow flawonowych, w
zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika. 50% metanol stabo wytrawiat di-C-glikozydy
flawonowe (zwigzki 2, 4a+4b, 5, 7, 9-13) (ryc. 15, tab. 5), natomiast silniej mono-C-
glukozydy (zwigzki 3a+3b, 6, 8) (ryc. 15, tab. 5) oraz ich estry p-kumarowe (zwigzki 14
i 15) (ryc. 15, tab. 5). Jednoczesnie ekstrakcja prowadzona z uzyciem 50% metanolu
powodowata wytrawienie znacznej ilosci polisacharydéw, a otrzymane ekstrakty
charakteryzowaty sie zwiekszong lepkoscig, co utrudniato ich sgczenie i dalszg analize.
Frakcja polisacharydowa utrudniata wytrawianie pozostatych zwigzkow, stanowigc
rodzaj bariery mechanicznej dla rozpuszczalnika. W wyciggach otrzymanych z uzyciem
100% metanolu (niezaleznie od zastosowanej techniki ekstrakcji) dominujgcymi
zwigzkami sg di-C-glikozydy flawonowe (zwigzki 2, 4a+4b, 5, 7) (ryc. 15), natomiast w
mniejszych ilosciach wystepuja mono-C-glukozyloflawony (zwigzki 3a+3b, 6, 8) (ryc.
15) oraz ich estry p-kumarowe (zwigzki 14 i 15) (ryc. 15 , tab. 5). Przeprowadzone
badania nad wydajnoscig ekstrakcji C-glikozyloflawonéw wskazuja, ze 100% metanol

dobrze ekstrahuje di-C-glikozydy flawonowe, ale jest stabszym ekstrahentem dla
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mono-C-glukozyloflawonéw oraz ich estrow (ryc. 15, tab. 5). Zastosowanie 70%
metanolu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego umozliwito wydajne wytrawienie mono-
C-glukozydoéw flawonowych (zwigzki 3a+3b, 6, 8) i ich estrow (zwigzki 14 i 15) przy
poziomie ekstrakcji di-C-glikozyloflawondéw poréwnywalnym do ekstrakcji z uzyciem
100% metanolu (ryc. 15, tab. 5). Na podstawie otrzymanych wynikéw do dalszych
badan nad wydajnoscig ekstrakcji uzyto jako ekstrahentéw 70% i 100% metanol.

2
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Ryc.15. Chromatogramy 1D HPLC-DAD C-glikozydow flawonowych w wyciggach z nasion
kozieradki, otrzymanych przy uzyciu réznych rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych : 1 - 50%
metanol, 2 - 70% metanol, 3 - 100% metanol. Kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6
pum), elucja gradientowa wedtug programu |, UV A-330 nm. Numery zwigzkéw odpowiadajg
opisanym w tabeli 7.
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Wi llosé Rozpuszczalnik llos¢ rozpuszczalnika Temperatura Czas Zawqrtoéé )
yclag surowca C-glikozyloflawonéw
Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
SPPChE 509 metanol ? 100 ml 80°C 25h 341,690 £ 14,23
SXb 509 metanol 100 ml 80°C 5h 149,806 + 18,77
Ekstrakcja z uzyciem mieszadfa magnetycznego
M1 50¢g metanol 2x100 ml pokojowa 2x3 h 140,51 + 20,01
M2 509 metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h 237,581 + 18,27
M3 5049 70% metanol 2x100 ml pokojowa a 2x3 h 404,781 + 17,35
M4 509 70% metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h 557,082 + 15,62
M5 509 50% metanol 2x100 ml pokojowa d 2x3 h 118,612 + 36,98
M6 509 50% metanol 2x100 ml 60°C 2x3 h 268,539 + 27,49
Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami
S1 059 metanol 10 ml pokojowa ° 15 min. 164,525 + 13,13
S2 0,59 50% metanol 10 ml pokojowa ° 15 min. 128,964 + 27,56
S3 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa ° 15 min. 229,486 * 25,31
S4 0,59 metanol 10 ml pokojowa ° 30 min. 198,564 + 26,68
S5 059 50% metanol 10 ml pokojowa ° 30 min. 119,744 + 16,98
S6 0,59 70% metanol 10 ml pokojowa ° 30 min. 354,195 + 31,04
S7 059 metanol 10 ml pokojowa ° 35 min. 202,669 + 23,24
S8 059 50% metanol 10 ml pokojowa ° 35 min. 125,632 + 28,55
S9 059 70% metanol 10 ml pokojowa ° 35 min. 356,112 + 20,54
S10 059 metanol 10 ml pokojowa ° 40 min. 242,656 + 36,17
S11 059 50% metanol 10 ml pokojowa ° 40 min. 121,366 + 17,58
S12 059 70% metanol 10 ml pokojowa ° 40 min. 362, 412 + 22,14
S13 059 metanol 10 ml pokojowa ° 50 min. 288,981 + 35,96
S14 059 50% metanol 10 ml pokojowa ° 50 min. 126,119 + 32,46
S15 059 70% metanol 10 ml pokojowa ° 50 min. 374,723 £ 31,45
S16 059 metanol 10 ml pokojowa ° 60 min. 324,765 + 18,93
S17 059 50% metanol 10 ml pokojowa ° 60 min. 130,999 + 23,78
S18 059 70% metanol 10 ml pokojowa ° 60 min. 382,881 + 38,85
S19 059 50% metanol 3x10 ml pokojowa ° 3 x 10 min. 270,788 + 42,59
S20 059 70% metanol 3x10 ml pokojowa ° 3 x 10 min. 548,174 + 19,06
Ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta
AS-15 509 metanol 100 ml 80°C 15 cykli 269,765 + 25,58
AS-25 509 metanol 100 ml 80°C 25 cykli 339,473 £ 24,36

Tab.6. Zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w wyciggach z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z uzyciem réznych procedur ekstrakcji badanego materiatu roslinnego.
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Wi llosé Rozpuszczalnik llos¢ rozpuszczalnika Temperatura Czas Zawartos¢
yciag . .
surowca C-glikozyloflawonéw
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (ASE)
ASE-A 0,59 70% metanol 10ml ° 24°C 5 min. 93,152 £ 1,78
ASE-B 0,59 70% metanol 10ml° 24°C 2x5min. 84,614 + 10,59
ASE-C 0,59 70% metanol 10ml ° 24°C 4x5min. 85,381 + 16,18
ASE-D 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 5 min. 100,979 + 12,39
ASE-E 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 2x5min. 96,117 + 13,59
ASE-F 0,59 70% metanol 10ml ° 60°C 4x5min. 120,852 + 12,80
ASE-G 0,59 70% metanol 10ml ° 100°C 5 min. 93,505 + 10,91
ASE-H 0,59 70% metanol 10ml ° 100°C 2x5min. 133,391 + 13,49
ASE-I 0,59 70% metanol 10ml ° 100°C 4x5min. 144,632 + 19,10
ASE-J 0,59 70% metanol 10ml ¢ 125°C 5 min. 256,295 + 12,01
ASE-K 059 70% metanol 10ml ° 150°C 5 min. 70,051 + 24,31
ASE-L 059 70% metanol 10ml ° 200°C 5 min. 151,995 + 19,14
ASE-AneoH 05g metanol 10ml ° 24°C 5 min. 43,172 £ 8,59
ASE-Bwmeon 059 metanol 10ml ° 24°C 2x5min. 103,018 + 18,45
ASE-Cwmeon 05g metanol 10ml ° 24°C 4x5min. 129,613 + 17,66
ASE-Dyeon 059 metanol 10 ml © 60°C 5 min. 191,778 + 20,59
ASE-EneoH 05g metanol 10ml ° 60°C 2x5min. 254,796 + 18,55
ASE-Fyeon 0,59 metanol 10ml ¢ 60°C 4x5min. 262,833 + 16,03
ASE-Gueon 059 metanol 10ml ° 100°C 5 min. 336,543 + 24,88
ASE-Hweon 05g metanol 10ml ° 100°C 2x5min. 305,978 + 30,09
ASE-lveon 05g metanol 10ml ° 100°C 4x5min. 338,054 + 28,36
Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
. llosé Rozpuszczalnik llo$¢ rozpuszczalnika Temperatura Czas Moc [W]
Wyciag surowca [min]
MAE1 509 70% metanol 100 ml 71°C 15 50 363,28 + 59,8
MAE2 50¢9 70% metanol 100 ml 71°C 15 100 X
MAE3 509 70% metanol 100 ml 71°C 5 100 369,13 + 16,87
MAE4 509 70% metanol 100 ml 71°C 10 50 416,90 £ 72,62
MAES5 509 70% metanol 100 ml 71°C 5 150 347,484 + 18,485
MAE6 509 70% metanol 100 ml 71°C 10 100 X
MAE7 509 70% metanol 100 ml 71°C 30 50 383,688, + 7,33
MAES 509 70% metanol 100 ml 71°C 10 150 X
MAE9 509 70% metanol 100 ml 71°C 15 150 X

Tab.6.c.d. Zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w wyciggach z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z uzyciem réznych procedur ekstrakcji badanego materiatu

roslinnego.
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W niniejszej pracy wytrawianie materiatu roslinnego w aparacie Soxhleta
metanolem przeprowadzono z zastosowaniem dwoch procedur ekstrakcyjnych
(11.6.1.1.1.). Analiza ilosciowa 1D HPLC-DAD wykazata, ze wyczerpujgca ekstrakcja w
aparacie Soxhleta (wycigg SPPChE) umozliwia wytrawienie znacznie wigkszej ilosci
badanych zwigzkow (341,690 £ 4,23 ug/ml) w poréwnaniu do ekstrakcji 5-godzinnej
(wycigg SXb - 149,806 + 18,77 pg/ml) (tab. 6). W analizie fitochemicznej ekstrakcja w
aparacie Soxhleta stanowi standardowg procedure analityczng, ktorej popularnosé
zwigzana jest ze stosunkowo niskim kosztem, wykorzystaniem nieskomplikowane;j
aparatury i wysokg wydajnoscig [341, 342]. W klasycznym aparacie Soxhleta
ekstrakcja prowadzona jest zazwyczaj do catkowitego wytrawienia surowca, a punkt
kohcowy procesu wyznacza obserwowany brak zabarwienia rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego, badz negatywny wyniku préby na obecnos¢ wytrawianych zwigzkow w
ostatniej porcji ekstraktu. Wadg jest jednak zuzywanie znacznych objetosci
rozpuszczalnikdw ekstrakcyjnych [341]. Alternatywag dla klasycznego aparatu Soxhleta
jest automatyczny aparat Soxhleta (ryc. 16), w ktérym punkt kohcowy ekstrakciji
stanowi przeprowadzenie zaprogramowanej liczby cykli ekstrakcyjnych, przy czym
jeden cykl obejmuje ekstrakcje materiatu roslinnego skraplajgcymi sie parami
rozpuszczalnika wypetniajgcego gilze ekstrakcyjng i przeniesienie otrzymanej porcji
wyciggu do odbieralnika. Dodatkowo po wykonaniu odpowiedniej liczby cykili
ekstrakcyjnych, zebrany w odbieralniku wycigg moze zosta¢ zageszczony/odparowany
do sucha w rezultacie bezposredniego ogrzewania odbieralnika [341, 342]. Eliminuje to
dodatkowe, czasochtonne etapy procedury laboratoryjnej, takie jak przenoszenie
otrzymanego wyciggu do kolby okrggtodennej, a nastepnie zageszczanie z uzyciem

wyparki prézniowej, co moze niekiedy skutkowac niskg powtarzalnoscig procesu.

Ryc. 16. Automatyczny aparat Soxhleta B-811 (BUCHI Labortechnik AG, Szwaijcaria).
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W niniejszej pracy wytrawianie surowca w automatycznym aparacie Soxhleta
prowadzono w oparciu 0 zroznicowang ilos¢ cykli (15 - wycigg AS-15 lub 25 - wyciag
AS-25). Wykazano, ze zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w wyciggu uzyskanym w 25-
cyklach ekstrakcyjnych (wycigg AS-25; 339,473 + 24,36 ug/ml) jest zblizona do
zawartosci w wyciggu uzyskanym przez wyczerpujgcg ekstrakcie w klasycznym
aparacie Soxhleta (wyciagg SPPChE; 341,690 % 14,23 ug/ml). Natomiast ilos¢
badanych zwigzkéw wytrawiona podczas 15 cykli ekstrakcji w automatycznym aparacie
Soxhleta jest znacznie nizsza i wynosi 269,765 + 25,58 ug/ml (wyciag AS-15) (tab. 6).
Wycigg AS-25 uzyskano w wyniku ok. 9 godzin wytrawiania, jakkolwiek uzyty do
ekstrakcji metanol nadal wykazywat zo6tte zabarwienie w koncowym punkcie procesu.
Otrzymanie wyciggu SPPChE wymagato ok. 35 godzin ekstrakcji i prowadzone byto do
uzyskania bezbarwnego wyciggu (metanol). Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze
wycigg SPPChE otrzymano z wstepnie odttuszczonego i oczyszczonego surowca przy
uzyciu eteru naftowego i chloroformu (11.6.1.1.1), co skutkowato znacznym obnizeniem
zawartosci zwigzkow balastowych, korzystnym dla utrzymania sprawnosci detektora

mas oraz wydtuzenia czasu zycia kolumn HPLC.

Ekstrakcje surowca z uzyciem mieszadla magnetycznego prowadzono w
temperaturze pokojowej (maceracja) lub w temperaturze 60°C przy uzyciu réznych
rozpuszczalnikow (11.6.1.2.2., tab. 6). Podwyzszenie temperatury ekstrakcji do 60°C
(wyciggi M2, M4, M6), skutkowato wytrawieniem wiekszej ilosci badanych zwigzkow,
bez zmian w ich profilu, w poréwnaniu do ekstrakcji w temperaturze pokojowej (wyciggi
M1, M2, M5). Sposréd wyciggoéw otrzymanych tg technika, najwyzszg zawartoscig C-
glikozyloflawonow charakteryzowat sie ekstrakt M4, otrzymany w temperaturze 60°C z
uzyciem 70% metanolu (557,082 £15,62 pg/ml) (tab. 6). Jednoczesnie, biorgc pod
uwage tradycyjne techniki ekstrakcji, procedura otrzymania wyciggu M4 zapewnita
wytrawienie najwiekszej ilosci badanych zwigzkow w poréwnaniu z maceracjg oraz
ekstrakcjg w aparacie Soxhleta. Natomiast maceracja, tradycyjnie stosowana w
przygotowywaniu przetworow z Foenugraeci Semen [273], nie zapewnia wytrawienia

maksymalnej ilosci C-glikozydéw flawonowych.

W procesie ekstrakcji z uzyciem ultradzwiekéw (sonikacja; UE - ulfrasound
extraction; UAE - ultrasound-assisted extraction) wykorzystano zmienny czas procesu
oraz rozne rozpuszczalniki. Sonikacje prowadzono jedno- lub trzykrotnie (11.6.1.2.3.)

(tab. 6) poprzez umieszczenie naczyn ekstrakcyjnych w ptuczce ultradzwickowej, w
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temperaturze pokojowej. Poniewaz w trakcie procesu wytrawiania temperatura
wzrastata, dlatego jej ponownego pomiaru dokonywano rowniez na etapie koncowym
procesu (ryc. 17). Obserwowano, ze w ciggu pierwszych 15 minut ekstrakgji
temperatura nie ulegata zmianie, natomiast wydtuzenie czasu procesu do 50 minut
powodowato liniowy wzrost temperatury do 40°C. Natomiast w 60-ej minucie nie
odnotowano dalszego jej wzrostu.

Sonikacja uwazana jest za szybkg i wydajng metode wytrawiania, w ktorej
proces ekstrakcji trwa zazwyczaj od 10 do 60 minut [375, 518]. Wytrawianie zwigzkéw
czynnych wspomagane jest przez fale ultradzwiekowe, ktore rozchodzac sie w cieczy,
powodujg zjawisko jej sprezania i rozprezania, skutkujgce zmianami cisnienia,
wystepowaniem zjawiska kawitacji, tarcia na powierzchniach miedzyfazowych oraz
absorbowania energii fali akustycznej, co prowadzi do wytwarzania ciepta [375, 518].

Podobnie jak w przypadku ekstrakcji z uzyciem mieszadta magnetycznego,
wzrost temperatury (bedacy skutkiem wydtuzenia czasu ekstrakcji) powodowat
wytrawienie wiekszej ilosci badanych zwigzkow. Znanym jest fakt, ze podwyzszenie
temperatury dodatkowo nasila zjawisko kawitacji i skutkuje zwiekszeniem wydajnoSci
ekstrakcji [335].
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Ryc.17. Zmiany temperatury ekstrakcji z uzyciem ultradzwiekéw w zaleznosci od czasu trwania
procesu.

Wraz z wydiluzeniem czasu wytrawiania surowca 70% metanolem oraz 100%
metanolem od 15 do 60 minut, w otrzymanych wyciggach wzrastato stezenie C-
glikozyloflawonéw. Obserwowano wzrost intensywnosci pikéw, szczegolnie mono-C-
glukozydoéw i ich estréw p-kumarowych na chromatogramach HPLC-DAD wyciggow
otrzymanych z uzyciem 70% metanolu w réznym czasie (15 minut - wycigg S3, 30

minut - wycigg S6 i 60 minut - wycigg S18), co skutkowato zmiang profilu badanego

108



zespotu C-glikozyloflawonéw. Odnotowano zmiane proporcji miedzy iloscig
wytrawionych di-C-glikozydéw i mono-C-glukozyddéw oraz ich estrami. Zaleznosci takiej
nie obserwowano dla wyciggoéw otrzymanych z uzyciem 50% metanolu, ktérych profil
nie zmieniat sie zaleznie od wydtuzenia czasu i wzrostu temperatury ekstrakcji.
Sposrod  wyciggdw  otrzymanych technikg jednokrotnej sonikacji, najwyzsza
zawartoscig C-glikozyloflawonow (382,88 + 38,85 ug/ml) charakteryzowat sie ekstrakt,
otrzymany z uzyciem 70% metanolu w czasie 60 minut (ekstrakt S18) (tab. 6). Jednak
analiza statystyczna (Anova) wynikédw oznaczonej zawartosci w wyciggach
otrzymanych w czasie 15, 30 i 60 minut - S3, S6, S18, odpowiednio, wykazata istotne
statystycznie réznice pomiedzy wyciggiem S3 a wyciggami S6 i S18. Oznacza to, ze
ilos¢ C-glikozydéw flawonowych, wytrawionych z uzyciem ultradzwiekdw i 70%
metanolu wzrasta w wyciggu do 30. minuty ekstrakcji (wycigg S6) i nie ulega istotnym
zmianom wraz z dalszym wydtuzeniem procesu (do 60 minut - wycigg S18) (ryc. 18).
Zastosowanie trzykrotnej sonikacji 70% metanolem (wycigg S20) skutkowato
zwiekszeniem sumy wytrawionych C-glikozyloflawonéw do 548,174 + 19,06 pg/ml, a
otrzymany wynik byt statystycznie istotnie rozny od wynikéw uzyskanych dla wyciggow
S3, S6 i S18, otrzymanych tym samym rozpuszczalnikiem w czasie: 15 minut, 30 minut
i 60 minut, odpowiednio (tab. 6). Podczas trzykrotnej sonikacji, kazdorazowo przed
wykonaniem kolejnego cyklu ekstrakcji kontrolowano temperature wody w pluczce
ultradzwiekowej i utrzymywata sie ona na poziomie temperatury pokojowej. Dlatego na
wydajnos¢ ekstrakcji nie miata wptywu temperatura, lecz jedynie czas trwania procesu

oraz ilo$¢ uzytego rozpuszczalnika w stosunku do surowca.
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Ryc.18. Zawartosci C-glikozydow flawonowych w wyciggach z nasion kozieradki pospolitej,
otrzymanych z uzyciem sonikacji 70% metanolem w zaleznosci od czasu procesu.
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Kolejny etap prac nad optymalizacjg ekstrakcji C-glikozyloflawonéw z nasienia
kozieradki stanowita ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) oraz przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE). Na podstawie wynikéw otrzymanych podczas

eksperymentow, z dalszych badan wykluczono ekstrakcje 50% metanolem.

Ekstrakcje wspomagang mikrofalami (microwave-assisted extraction -
MAE; microwave-assisted solvent extraction - MASE) prowadzono z uzyciem 70%
metanolu. Wybor rozpuszczalnika ekstrakcyjnego warunkowany byt zaréwno wynikami
wczesniejszych eksperymentow, jak i mechanizmem wytrawiania zwigzkéw czynnych z
materiatu rodlinnego z uzyciem promieniowania mikrofalowego. W mechanizmie
ekstrakcji technikg MAE wykorzystywana jest zdolno$¢ czgsteczek substancji do
bezposredniej absorpcji promieniowania mikrofalowego, ktére wywotuje ruch jonéw w
polu elektromagnetycznym [376, 455, 518, 558]. W ekstrakcji MAE wskazanym jest
uzycie rozpuszczalnikéw polarnych, tworzacych dipole i absorbujgcych promieniowanie
mikrofalowe [376, 455, 558]. Ekstrakcja prowadzona jest w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika, a maksymalny odzysk analitow uzyskiwany jest zazwyczaj po 5-20

minutach wytrawiania [376, 558].

Ryc.19. Ekstraktor mikrofalowy NEOS GR (Milestone, Wtochy)

W niniejszej pracy w badaniach zastosowano zmienny czas ekstrakcji oraz
zmienng moc (50 W, 100 W oraz 150 W). Sposréd wyciggoéw otrzymanych technikg

MAE najwyzszg zawartoscig C-glikozyloflawonow charakteryzowat sie wyciag MAE4
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(416,90 £ 72,62 pg/ml), uzyskany w wyniku 10 minutowej ekstrakcji przy mocy 50 W
(tab. 6). Jednak ekstrakcja wspomagana mikrofalami o mocy 50 W w ciggu 10 minut
(wycigg MAE4) lub 15 minut (wycigg MAE1) charakteryzowata niska powtarzalnos¢,
wyrazona wysokg wartoscig odchylenia standardowego (SD) otrzymanych wynikow
(tab. 6). Analiza statystyczna (Anova) wykazata brak istotnych réznic w zawartosci C-
glikozyloflawonéw w zaleznosci od zastosowanych procedur ekstrakcji MAE - wyciggi
MAE1, MAE3 - MAES, MAE7, otrzymane z uzyciem réznej mocy 50W (MAE1, MAE4,
MAE7), 100W (MAE3) lub 150W (MAE5) w czasie 5 minut (MAE3, MAES5), 10 minut
(MAE4), 15 minut (MAE1) lub 30 minut (MAE7) (tab. 6). Stwierdzono, ze
charakteryzuje je zblizona wydajnos¢ (ryc. 20). Podobnie jak w przypadku techniki
ASE, zawartos¢ badanych zwigzkéw w ekstraktach otrzymanych w wyniku wytrawiania
wspomaganego mikrofalami przy uzyciu 70% metanolu byta nizsza w poréwnaniu do
wyciggdw otrzymanych z uzyciem mieszadta magnetycznego (wyciagg M4) lub
ultradzwiekow (wycigg S20) (tab. 6). Dodatkowo ekstrakcja przy mocy 100 W lub 150
W mozliwa byta jedynie w czasie 5 minut. Wydtuzenie czasu procesu do 10 minut
(wyciggi MAE6 i MAE9, odpowiednio) lub 15 minut (wyciggi MAE2 i MAED9,
odpowiednio) skutkowato nadmiernym wrzeniem mieszaniny ekstrakcyjnej i jej
"wyrzucaniem" do chtodnicy zwrotnej. Mieszanina metanolu i wody absorbuje
promieniowanie mikrofalowe i ulega szybkiemu nagrzewaniu, dlatego wytrawianie
matrycy w temperaturze powyzej temperatury wrzenia musi odbywac sie przy uzyciu

specjalnej aparatury, w ukfadzie zamknietym [518].
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Ryc.20. Zawartos¢ C-glikozyloflawonoéw w wyciggach otrzymanych z uzyciem réznych procedur
ekstrakcji wspomaganej mikrofalami.
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Wytrawianie surowca z uzyciem przyspieszonej ekstrakciji
rozpuszczalnikiem (ASE) prowadzono stosujgc metanol oraz 70% metanol
Zastosowano zmienny czas, temperature oraz iloS¢ cykli ptukania Swiezym
rozpuszczalnikiem.

ASE (ang. accelerated solvent extraction lub pressurized fluid extraction - PFE
lub pressurized liquid extraction - PLE) jest nowoczesng technikg ekstrakcyjng, w ktorej
podwyzszona temperatura oraz wysokie ciSnienie umozliwiajg ekstrakcje materiatu
roslinnego w stosunkowo krotkim czasie [518, 545]. W ekstraktorze ASE 350
wytrawianie prowadzone jest pod cisnieniem 10,4 MPa (1500psi) w wykonanych ze
stali nierdzewnej celkach i sktada sie z nastepujgcych etapéw: doprowadzenia pieca do
wymaganej temperatury, zatadowania celki ekstrakcyjnej do pieca, napetnienia celki
rozpuszczalnikiem, a nastepnie ogrzewania do wymaganej temperatury (tzw.
rownowazenie), ekstrakcja statyczna, ptukanie swiezym rozpuszczalnikiem, usuwanie
rozpuszczalnika z systemu poprzez wydmuchiwanie, odprezanie uktadu (odprezanie
ciénienia z celek ekstrakcyjnych i przewoddéw), odstawienie celki [545]. Poniewaz
podgrzewanie rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w zamknietym naczyniu prowadzi do
wzrostu cisnienia, wytrawianie moze by¢ prowadzone w temperaturze przewyzszajgce;j
temperature wrzenia stosowanego rozpuszczalnika [518]. W celu iloSciowego
przeniesienia otrzymanego wyciggu z ekstraktora, mozliwe jest mycie celki dodatkowg
objetoscig sSwiezego rozpuszczalnika po zakonczeniu podstawowego procesu
ekstrakcji [545]. Dotychczas zespdt polifenoli z nasion kozieradki z wykorzystaniem
ASE analizowano w nielicznych pracach a jako rozpuszczalnik ekstrakcyjny
zastosowano 50% metanol [66, 143]. Wyniki badan prowadzonych w ramach niniejszej
pracy wykazaty jednak, ze rozpuszczalnik ten nie jest wydajnym ekstrahentem dla C-
glikozyddéw flawonowych

Zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w wyciggach otrzymanych technikg ASE przy
uzyciu 70% metanolu wynosita od 70,051 + 24,31 ug/ml (wycigg ASE-K) do 256,295 +
12,01 pg/ml (wycigg ASE-J) i w kazdym z badanych wariantéw parametréw ekstrakcji
byta nizsza w poréwnaniu do wyciggdw otrzymanych 2z uzyciem mieszadta
magnetycznego (wycigg M4) lub ultradzwiekéw (wyciag S20). 70% metanol uzyto w
oparciu 0 wczesniejsze eksperymenty jako najbardziej wydajny ekstrahent dla
badanych zwigzkow flawonoidowych. Otrzymane wyniki mogg by¢ zalezne od
obecnosci w badanej matrycy roslinnej znacznych iloéci polisacharydéw. Mozliwe, ze w
przypadku podwyzszonego cisnienia i ekstrakcji prowadzonej z uzyciem
rozpuszczalnika zawierajgcego wode, polisacharydy ulegajg szybszej ekstrakcji niz
badane C-glikozydy flawonowe i stanowig rodzaj mechanicznej bariery dla

rozpuszczalnika podczas wytrawiania flawonoidéw. W toku prac laboratoryjnych po
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przeprowadzonej ekstrakcji ASE, podczas czyszczenia celek ekstraktora, kazdorazowo
obserwowano obecnos$¢ gestej, bardzo kleistej mieszaniny surowca i ziemi

okrzemkowej zatykajgcej cele ekstrakcyjng, ktdrej usuniecie byto utrudnione.

Ryc.21. Ekstraktor ASE 350 (Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 Accelerated
Solvent Extractor system) (Dionex, Kalifornia, USA).

Zastosowanie 100% metanolu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
eliminowato problem, a zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w otrzymanych wyciggach
(ASE-Ayieon - ASE-lyeon) byta wyzsza niz w ekstraktach uzyskanych z uzyciem 70%
metanolu, osiggajgc maksymalne wartosci w wyciggach otrzymanych w temperaturze
100°C: ASE-Gyeon 336,543 + 24,88 pg/ml, ASE-Hyeon 305,978 + 30,09 pg/ml oraz
ASE-lyeon 338,054 + 28,36 pg/ml). Jednak zawartosci te sg znacznie nizsze od
zawartosci w wyciggach: M4, otrzymanym z uzyciem mieszadta magnetycznego i 70%
metanolu (557,082 +15,62 ug/ml) oraz S20, otrzymanym w wyniku trzykrotnej sonikacji
surowca 70% metanolem (3 x 10 min) (548,174 £ 19,06 ug/ml). Wydajno$¢ wytrawiania
C-glikozydow flawonowych z nasion kozieradki przy uzyciu przyspieszonej ekstrakciji
metanolem jest poréwnywalna z wydajnoscig wyczerpujagcej ekstrakcji w aparacie
Soxhleta, ekstrakcji w automatycznym aparacie Soxhleta (25 cykli), jednokrotnej
sonikacji 70% metanolem w czasie 30-60 minut (wyciggi S9, S12, S15, S18) lub
ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE) (tab. 6).

Wyniki przeprowadzonych badan nad optymalizacjg warunkéw wytrawiania C-
glikozyloflawonow z nasienia kozieradki wskazujg, ze najbardziej wydajnymi metodami
wytrawiania badanych zwigzkow z materiatu roslinnego jest ekstrakcja 70%

metanolem, prowadzona: z uzyciem mieszadta magnetycznego, w temperaturze 60°C

113



(2 x 3 h) (wyciag M4) oraz trzykrotna ekstrakcja z uzyciem ultradzwiekow (sonikacja 3
x 10 min, wycigg S20). Analiza statystyczna wykazata brak istotnych réznic pomiedzy
zawartoscig C-glikozyloflawonéw w wyciggach M4 i S20 (Anova). Jakkolwiek wybor
metody wytrawiania zalezy od dostepnosci aparatury laboratoryjnej, nalezy jednak
podkresli¢, ze otrzymanie wyciggu M4 wymaga az 6 godzin ekstrakcji, podczas gdy
uzyskanie wyciggu S20 z uzyciem ultradzwigkow trwa jedynie 30 minut, co przemawia
na korzys¢ sonikacji. Z drugiej strony trzykrotna sonikacja sproszkowanych nasion
kozieradki prowadzita do silnego zmetnienia ekstraktu, utrudniajgcego saczenie
otrzymanych wyciggow. Jest to zwigzane ze zjawiskami towarzyszgcymi procesowi
ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami, m.im. czesciowym rozdrabnianiem surowca i
kawitacjg [518].

Uwzgledniajac czas ekstrakcji, nalezy podkreslic, ze dla celdéw analizy
jakosciowej zespotu C-glikozyloflawonéw mozliwe jest otrzymanie wyciggu z
zastosowaniem ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE) w bardzo krétkim czasie -
nawet 5 minut (wyciggi MAE3, MAES), co pozwala na wytrawienie ok. 65% badanych
zwigzkéw w poréwnaniu z wyciggami M4 lub S20 (100%). W ten sposdb jest mozliwe
uzyskanie w krétkim czasie wyciggu z przeznaczeniem do okreslenia profilu C-
glikozydéw flawonoidowych w surowcu. Natomiast badania z uzyciem przyspieszonej
ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE) wymagajg dalszej optymalizacji i oceny uzycia

innych rozpuszczalnikow.

Badania C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki z
zastosowaniem roéznych technik chromatograficznych - TLC,
HPLC

Dane literaturowe wskazujg, ze zespdt C-glikozydéw flawonowych w nasieniu
kozieradki obejmuje mono- i di-C-glikozydowe pochodne apigeniny i luteoliny [15, 435,
456, 490, 493, 494, 511, 570, 574], tworzgce pary 6-C i/lub 8-C izomerdéw o tej samej
masie czasteczkowej, réznigce sie potozeniem wigzania C-glikozydowego w strukturze
flawonu: apigeniny lub luteoliny. Charakterystyke C-glikozyloflawonéw w nasieniu
kozieradki przedstawiono w rozdziale 1.2.1.

Dotychczas zespoty flawonoidow analizowano w surowcu pochodzenia
azjatyckiego i marokanskiego [66, 143, 456, 490, 493, 494]. W Europie badania nad

114



komercyjnie dostepnymi nasionami kozieradki nieznanego pochodzenia w zakresie C-
glikozyloflawonoéw prowadzili Wagner i wsp. [570] oraz Prati i wsp. [435]

W analizie C-glikozyloflawonéw w nasionach T. foenum-graceum wykorzystano
chromatografie cienkowarstwowg [15, 490, 570] oraz wysokosprawng chromatografie
cieczowg [143, 435, 456)].

Analiza C-glikozyloflawonow metoda chromatografii

cienkowarstwowej

Analiza C-glikozyloflawonéw metoda HPTLC

Analize chromatograficzng ekstraktow metanolowych z nasion kozieradki
pospolitej prowadzono wobec 5 substancji wzorcowych: witeksyny, izowiteksyny,
orientyny, izoorientyny (wczesniej zidentyfikowanych w surowcu) oraz 7-O-glukozydu
izowiteksyny (saponaryna). Rozdzielenia prowadzono na ptytkach TLC RP-18W Fjsys,
stosujgc fazy ruchome, stanowigce mieszaniny: wody i metanolu (F3; - F37),
acetonitrylu (Fsg) lub tetrahydrofuranu (Fsq) w réznych stosunkach objetosciowych, z
dodatkiem kwasu mrowkowego. Chromatogramy rozwijano na dystansie 8 cm w
komorze chromatograficznej, wysyconej parami fazy ruchome;.

Najlepsze rozdzielenie otrzymano z uzyciem fazy ruchomej metanol:woda:kwas
mrowkowy (40:60:6, v/v) (F3p). Zwigzki flawonoidowe analizowano w $wietle UV przy
dtugosci fali A-254 nm bez derywatyzacji (ryc. 22).

Na otrzymanym chromatogramie HPTLC wyciggu metanolowego obserwowano
9 pasm zwigzkéw. Wartosci Rf czterech z nich odpowiadaty wartosciom Rf substancji
wzorcowych: witeksynie (1), izowiteksynie (2), orientynie (4), izoorientynie (5) oraz
saponarynie (6). Wartosci wspoétczynnikow Rf dla orientyny (3) oraz 7-O-glukozydu
izowiteksyny (6) (Rf 0,52) byty identyczne i rozdzielenia tych zwigzkéw nie otrzymano
w zadnej ze stosowanych faz  ruchomych. Chromatografia cienkowarstwowa
umozliwita potwierdzenie w badanym materiale roslinnym obecnosci witeksyny,

izowiteksyny oraz izoorientyny.
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Zwigzek Rf

Witeksyna 0,47

E - - Izowiteksyna 0,30
- Orientyna 0,52
Izoorientyna 0,44

7-O-glukozyd izowiteksyny | 0,52

1.7 T T 490

e T ¥ LSRR H e 5

Ryc.22. Chromatogram HPTLC wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej
(3) oraz wzorcowych C-glikozyloflawondéw: 1 - witeksyna; 2 - izowiteksyna; 4 -
orientyna; 5 - izoorientyna, 6 - 7-O-glukozyd izowiteksyny. Faza stacjonarna: Zzel
krzemionkowy RP-18W F,s4s, faza ruchoma: metanol:woda:kwas mrowkowy (40:60:6,
v/v/v), detekcja: UV A-254nm.

Analiza C-glikozyloflawonéw metoda 2D TLC

Analize chromatograficzng metodg 2D TLC ekstraktow metanolowych z nasion
kozieradki pospolitej przeprowadzono na ptytkach celulozowych, stosujgc nastepujgce
fazy ruchome: w pierwszym kierunku — mieszanine n-butanol: kwas octowy: woda
(BAW) (3:1:1, v/v) (Fy), natomiast w drugim kierunku — 15% kwas octowy (Fzp) w
warunkach wysycenia komory chromatograficznej parami fazy ruchomej (30 minut
(Fz9) lub 20 minut (F3), odpowiednio (I.7.1.1.2.).  Otrzymany chromatogram
analizowano w swietle lampy UV przy dtugosciach fali A-254 nm oraz A-366 nm.

Na chromatogramie 2D TLC wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
obecnych byto 10 plam zwigzkéw o réznej fluorescencji (ryc. 23) i przy zmianie
dtugosci fali, przy ktérej analizowano chromatogram (A-254 nm oraz A-366 nm), nie
obserwowano zmian we fluorescencji poszczegodlnych rozdzielonych analitow.

W badanym ekstrakcie dominowaty zwigzki flawonowe o charakterystycznej,
brunatnej fluorescenciji (6 plam) [353]. Ponadto obserwowano 3 plamy o fluorescencji
biekitnej oraz 1 plame o fluorescencji intensywnie niebieskiej, przypuszczalnie
zwigzkéw o charakterze fenolokwaséw [353, 572]. Ponadto na chromatogramie
widoczna byta 1 plama o zéttej fluorescencji, prawdopodobnie nalezgca do zwigzku o
budowie flawonoidowej [353, 572].
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Dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa (2D TLC) wykazata, ze
badany wycigg zawiera szereg innych zwigzkéw flawonoidowych, w tym czesciowo
nierozdzielonych zwigzkoéw X i Y, prawdopodobnie di-C-glikozydow flawonowych, o
wartosciach Rf: Rf(l)x ,36; Rf(l)y 0,36 oraz Rf(ll)x 0,33; Rf(ll)y 0,26.

UV 254 nm UV 366 nm

e O e O
@ @ @ @ e
~.

o )Y(j ¢ :{(:. &)
l. [

Ryc.23. Chromatogramy 2D TLC wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej
pochodzenia krajowego: A - wideoskan, B - schemat chromatogramu. Faza stacjonarna:
celuloza, faza ruchoma: | - butanol:kwas octowy:woda (3:1:1, vAiv/v) (BAW) (Fag), Il - 15% kwas
octowy (F30), detekcja UV A-254 nm oraz UV A-366 nm.

Analiza  C-glikozyloflawonéw  metoda  wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC)

Optymalizacja warunkéw separacji C-glikozydéw flawonowych
metoda 1D HPLC-DAD

W analizie chromatograficznej zwigzkéw flawonoidowych w matrycach
roslinnych narzedziem stosowanym z wyboru jest wysokosprawna chromatografia
cieczowa w systemie faz odwroconych (RP-HPLC) [38, 121, 123, 275, 391, 595, 626].
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Faze stacjonarng najczesciej stanowi zel krzemionkowy modyfikowany resztami
oktadecylowymi (C-18) lub (rzadziej) - oktylowymi (C-8). Natomiast stosowana faza
ruchoma jest przewaznie dwusktadnikowg mieszaning rozpuszczalnika organicznego
(acetonitryl, metanol, tetrahydrofuran) i wody, z dodatkiem niewielkich objetosci
modyfikatora kwasowego - kwasu mrowkowego, 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]. Zespot C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki réznego pochodzenia metodag
HPLC analizowano w szeregu prac [66, 143, 435, 456].

W  niniejszej pracy optymalizacje warunkow separacji HPLC C-
glikozyloflawonéw prowadzono w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych z firmy
Zielarskiej Lewandowski (Polska). Do badah przeznaczono ekstrakty metanolowe,
otrzymane w wyniku tréjstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w aparacie Soxhleta,
wedtug procedury opisanej w punkcie 11.6.1.1.1.

Optymalizacja rozdzielenia sktadnikdw zespotu C-glikozyloflawonéw w
badanym surowcu obejmowata selekcje fazy stacjonarnej i kompozycji eluentu, jak
réwniez dobdr programu elucji gradientowej. Analizy prowadzono z wykorzystaniem
detektora DAD (Diode Array Detector) przy dtugosci fali A-330 nm, przy ktorej
obserwowano | maksimum absorpcji w widmach UV C-glikozydow flawonowych [353].
Jako fazy stacjonarne stosowano zele krzemionkowe modyfikowane resztami
oktadecylowymi, porowate: kolumna Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm x 4 ym) oraz
czesciowo porowate typu "core-shell": kolumny Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6
pm) oraz Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym). W badaniach zastosowano elucje
izokratyczng (fazy ruchome S13 i S14, p.4.2.2.1.) oraz elucje gradientowg (programy |,
XII-XX) przy natezeniu przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min oraz temperaturze kolumny
tyol 25°C.

Poczatkowo analizy prowadzono na kolumnie Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm
X 4 um) z wykorzystaniem fazy ruchomej, stanowigcej mieszanine metanolu i wody w
stosunku 80:20 (v/v) lub 30:70 (v/v), z dodatkiem kwasu mrowkowego w stezeniu 0,1%
(fazy ruchome S13 i S14, odpowiednio, 11.4.2.2.1.). Badane zwigzki eluowaty w formie
niecatkowicie rozdzielonych: czterech (faza S13) lub siedmiu (faza S14) pikéw. W
rezultacie nie uzyskano separacji skladnikbw badanego wyciggu. Efektywne
rozdzielenie C-glikozydéw flawonowych w warunkach elucji izokratycznej uzyskano
metodg HPLC w ekstraktach z szes$ciu gatunkéw z rodzaju Passiflora [626].

Kolejny  krok stanowito  opracowanie profilu elucji gradientowej,
charakteryzujgcego sie wzrastajacym stezeniem metanolu w wodzie z dodatkiem 0,1%

kwasu mréowkowego (fazy ruchome G+l, 11.4.2.2.1.) w zakresie 20%-30% (gradient
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ztozony liniowo-izokratyczny, program Xll) lub 10%-30% (gradient liniowy, programy
X, XIV) w czasie: tg 40 (programy XII i XIlI) lub tg 46 minut (program XIV). Na
otrzymanych chromatogramach HPLC-DAD analizowane zwigzki byly stabo
rozdzielone i widoczne w postaci 8 pikow, jako czesciowo koeluujgcych, co
wskazywato na koniecznosc¢ dalszej optymalizacji warunkow analizy (ryc. 24).

W kolejnym etapie prac zmieniono sktadnik organiczny fazy ruchomej z
metanolu na acetonitryl, natomiast jako modyfikator kwasowy zastosowano kwas
trifluorooctowy (TFA). Analizy prowadzono w warunkach elucji gradientowej,
charakteryzujgcej sie wzrostem stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v)
od 0% do 50% w 0,1% TFA (fazy ruchome A+E, 11.4.2.2.1.) w czasie tg 50 minut
(gradient liniowy, program XV). Otrzymane chromatogramy charakteryzowaty sie
lepszym rozdzieleniem zwigzkéw w poréwnaniu do wczesniej testowanych warunkéw
analizy (ryc. 24). Skfadniki badanego zespotu ulegaty czesciowej separacji w formie 12
pikow, z ktérych 10 eluowato w zakresie tgr 28-36 minut. Aby przyspieszy¢ wymywanie
analitéw z kolumny zwiekszono stezenie mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/A/V)
w 0,1% TFA w poczatkowej fazie gradientu do 8% (program XVI), co jednak nie
przyniosto pozytywnych rezultatéw (ryc. 24).

Kolejnym krokiem w procesie optymalizacji rozdzielenia sktadnikéw zespotu C-
glikozydéw flawonowych w badanej matrycy byla optymalizacja fazy stacjonarnej.
Stosowana w poczatkowym etapie prac kolumna Nova-Pak C-18 (150 mm x 4 mm x 4
pm) charakteryzuje sie standardowym wypetnieniem C-18 o Srednicy ziaren 4 um [5].
W celu zwigkszenia rozdzielczosci zastgpiono jg kolumng Kinetex C-18 (100 mm x 4,6
mm x 2,6 um), ktérej wypetnienie stanowi zel krzemionkowy modyfikowany resztami
oktadecylowymi, w technologii "core-shell" [6]. Pojedyncze ziarno wypetnienia o
Srednicy 2,6 pm skfada sie z nieporowatego rdzenia (1,9 um) oraz cienkiej porowatej
powtoki zelu krzemionkowego modyfikowanego resztami oktadecylowymi (0,35 pm) [3,
6], co skutkuje wyzszg sprawnoscig kolumny, lepszg rozdzielczoscig i czutoscia, przy
akceptowalnym cisnieniu (<400 bar) [6, 586]. Dlatego kolumny z wypetnieniem "core-
shell" mogg by¢ stosowane nie tylko w systemach UHPLC, ale rowniez w
standardowych systemach HPLC [6, 586].

Analizy na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 ym) prowadzono
poczatkowo z wykorzystaniem elucji gradientowej wedtug programu XVII,
charakteryzujgcego sie liniowym wzrostem stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, v/iv/v) w od 8% do 50% 0,1% TFA (11.4.2.2.1.) w czasie tg 50 minut. Zmiana
fazy stacjonarnej skutkowata lepszg rozdzielczoscig, a obserwowane na
chromatogramie piki byty wezsze niz w przypadku analiz HPLC prowadzonych na

kolumnie Nova-Pak C-18 (ryc. 25). Wysoka sprawnos$¢ kolumn Kinetex teoretycznie
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stwarza rdéwniez mozliwoS¢ prowadzenia analiz w czasie krétszym niz na
standardowych kolumnach HPLC, =z jednoczesnym zachowaniem wysokiej
efektywnosci rozdzielen [6]. Jednak w przypadku analizowanego zespotu zwigzkow z
nasion kozieradki proba skrocenia czasu analizy do 40 min (program XVIII - gradient
liniowy, wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 8% do 50% w
0,17% TFA w czasie tc 40 minut nie przyniosta poprawy rozdzielenia, a C-
glikozyloflawony eluowaty dopiero w czasie tg = 29 minut (ryc. 25). Celem zwiekszenia
mocy elucyjnej fazy ruchomej w poczatkowej fazie gradientu dwukrotnie zwiekszono
stezenie mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA z 8% do 16% oraz
wprowadzono etap elucji izokratycznej w pierwszych 15 minutach programu elucji przy
stezeniu 16% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/V) w 0,1% TFA, po ktérym
nastepowat liniowy wzrost stezenia od 16% do 50% w czasie tg 45 minut [profil
gradientu ztozony, obejmujgcy liniowy wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA oraz elucje izokratyczng, program XIX]. Wprowadzone
zmiany owocowaty lepszym rozdzieleniem pikow na chromatogramie HPLC i elucjg
pierwszych analitdw w czasie tg = 20 minut (ryc. 25). W kolejnym etapie optymalizacji
warunkow separacji wprowadzono do programu elucji dodatkowy etap elucji
izokratycznej przy stezeniu 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 ztozony, obejmujgcy elucje izokratyczng oraz liniowy
wzrost stezenia 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 zwiekszono z 50% do
70% stezenie ACN:woda:TFA (50:50:0,1, vv/) w 0,1% TFA w koncowej fazie
gradientu (tg 60-70 minut), wraz z wydtuzeniem czasu analizy do tg 70 minut - program
[, stanowigcy gradient o profilu ztozonym, obejmujacy elucje izokratyczng oraz liniowy
wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% do 70% w 0,1%
TFA (tc 70 minut) (ryc. 26). Obserwowano, ze zmiana temperatury kolumny (o, 20°C,
twot 25°C lub ty, 30°C) nie wptywa na efektywnos¢ rozdzielenia. W celu uzyskania
powtarzalnych rozdzielen konieczne byto wydtuzenie czasu kondycjonowania kolumny
fazg ruchomg o stezeniu 16% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1%
TFA ze stosowanych dotychczas 10 minut do 20 minut.

Sposréd testowanych w procesie optymalizacji zréznicowanych warunkéw
analizy, najlepsze rozdzielenie badanego zespotu C-glikozyloflawonéw, w formie 15
pikéw, otrzymano na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 um), stosujgc
elucje gradientowg wedlug programu | (gradient ztozony, izokratyczno-liniowy) przy
natezeniu przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml/min i temperaturze kolumny t,, 25°C (ryc.
26).

120



O T T T
0 10 20 30
40
P
20 - /
O T T
0 20 40

20

10

100 '
50
0 1 T T
0 20 40

u\v
ZO000

600006+
50000
40000
30000
20000
10000
o

40
20
0 T T T )
0 10 20 30 40

40000
30000
20000

10000

100
) :I/
0

o
N
o
iy
o

100 ~

0 /
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Ryc.24. Chromatogramy 1D HPLC-DAD wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej,
otrzymane z uzyciem réznych programow elucji gradientowej: A - program XllI, B - program XllI,
C - program XIV, D - program XV, E - program XVI, F - program XVII. Kolumna Nova-Pak C-18

(150 mm x 4 mm x 4 ym), UV A-330 nm.
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Ryc.25. Chromatogramy 1D HPLC-DAD wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej,
otrzymane z uzyciem réznych programéw 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 sym), UV A-330 nm.
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Ryc.26. Chromatogram 1D HPLC-DAD (A) wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
pospolitej pochodzenia krajowego, otrzymany w warunkach elucji gradientowej wedtug
programu | (B): A - 0,1% TFA, E - ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v//v). Kolumna Kinetex C-18
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym), UV A— 330nm. 1 - wicenina-2, 2 - wicenina-1, 3a+3b -
izoorientyna+orientyna, 4a+4b - izoszaftozyd+szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd
apigeniny, 6 - witeksyna, 7 - wicenina-3, 8 - izowiteksyna, 9, 10, 11, 12, 13 di-C-(6/8)-pentozydy
apigeniny, 14 - ester p-kumarowy orientyny/izoorientyny, 15 - ester p-kumarowy
witeksyny/izowiteksyny.

Opracowane warunki separacji zastosowano na kolumnie Kinetex C-18 o tej
samej dtugosci, ale mniejszej $rednicy (100 mm x 2,1 mm x 2,6 uym), obnizajgc
natezenie przeptywu fazy ruchomej do 0,25 mil/min i otrzymujgc identyczny profil
chromatograficzny. Biorgc pod uwage mniejsze zuzycie rozpuszczalnikéw, dalsze
eksperymenty chromatograficzne prowadzono z wykorzystaniem kolumny Kinetex o

srednicy 2,1 mm.
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Analiza i identyfikacja C-glikozydéw flawonowych metoda
HPLC-DAD-ESI-MS

Opracowane warunki analizy HPLC-UV w sprzezeniu z detektorami DAD i MS
zastosowano do identyfikacji zwigzkéw flawonoidowych w wyciggu metanolowym z
nasion kozieradki pochodzenia krajowego. W procesie identyfikacji poszczegoinych C-
glikozyloflawondéw uwzgledniono wartosci czasu retencji (tr), przebieg widma UV i
widma MS, otrzymanych odpowiednio z uzyciem detektora DAD oraz detektora
masowego. Jako technike jonizacji zastosowano rozpylanie w polu elektrycznym (ES/ -
Electrospray lonisation). Analizowano widma ESI-MS, otrzymane w trybie jonow
dodatnich i ujemnych oraz wykorzystano technike monitorowania wybranych jonéw
SIM (Selected lon Monitoring) w trybie jonéw dodatnich i ujemnych (ryc. 28).
Rozdzielenia metodg HPLC-DAD-ESI-MS prowadzono wobec 11 zwigzkow
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

zwigzkow porownano z opisanymi w literaturze [66, 143, 353, 435, 456, 574].
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Ryc.27. Chromatogram 1D HPLC-DAD mieszaniny wzorcéw C-glikozyloflawonéw: 1 — wicenina-
2, 2+2a — wicenina-1+7-0O-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 ym), elucja gradientowa wedtug
programu |, UV A-330 nm.
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Ryc.28. Chromatogram 1D HPLC-DAD-ESI-MS wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
pospolitej pochodzenia krajowego:
A — chromatogram HPLC-DAD; detekcja UV A-330 nm
B — chromatogram catkowitego prgdu jonowego (TIC), otrzymany w trybie jondéw
dodatnich (TIC (+))
C-H - chromatogramy jonéw przy m/z 433, m/z 449 m/z, m/z 565, m/z 535, m/z 579 i
m/z 595.
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Zwiagzek/ UV nax [M+H]/ [M-H] / [M-H+TFA]" tg (min) Zwiagzek zidentyfikowany
Pik HPLC
1 269,333 5951593 /707 22,67 wicenina-2
2 269, 333 5651563 /677 28,98 wicenina-1
3a/l3b  254sh, 269, 346 449 | 447 | 561 31,07 izoorientyna / orientyna
4a/4b 270, 334 5651563 /677 31,45 izoszaftozyd / szaftozyd
5 270, 335 5651563 /677 32,32 di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny
6 267, 336 4331431/ 545 36,96 witeksyna
7 269, 333 5651563 /677 38,76 wicenina-3
8 268, 335 4331431 /545 40,48 izowiteksyna
9 270, 335 5351533 /647 40,85 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny
10 270, 335 5351533 /647 43,74 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny
11 271, 335 5351533 /647 47,50 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny
12 269, 333 5351533 /647 48,67 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny
13 269, 333 5351533 /647 51,30 di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny
14 255sh, 269, 315 5951593 /707 59,41 ester p-kumarowy orientyny / izoorientyny
15 269, 315 579 1577 /1 691 61,79  ester p-kumarowy witeksyny / izowiteksyny

Tab.7. Dane spektralne i chromatograficzne C-glikozyloflawonow zidentyfikowanych w nasieniu kozieradki pospolitej metodg HPLC-DAD-ESI-MS.
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Na podstawie otrzymanych widm UV 13 sposrod 15 rozdzielonych zwigzkow
zidentyfikowano wstepnie jako pochodne apigeniny (zwigzki 1, 2, 4, 5-13 oraz 15),
uwzgledniajgc obecnos¢ dwoch maksimow absorpcji przy dtugosciach fali Ay 270 nm
(I maksimum) oraz Ayax 330 nm (Il maksimum) (zwigzki 1, 2, 4, 5-13) lub Ay 270 nm (1
maksimum) oraz A 315 nm (zwigzek 15) [353].

Kolejne dwa zwigzki (3 i 14) rozpoznano jako pochodne luteoliny,
charakteryzujgce sie wystepowaniem w widmach UV przegiecia (tzw. shoulder) przy
diugosci fali Asp-254-255 nm, obok dwoch maksimoéw absorpcji przy dtugosci fali Apax
269 nm (I maksimum) i Apax 346 nm (Il maksimum) (zwigzek 3) lub An.x 269 nm (I
maksimum) i Apax 315 nm (Il maksimum) (zwigzek 14), [298].

Uwzgledniajagc obecnos¢ przesuniecia hipsochromowego I maksimum
absorpcji w widmach zwigzkéw 14 i 15 o wartosci AM,.x 32 nm, wskazujgcego na
obecno$¢ wigzania estrowego C-glikozyloflawonu z resztg kwasu fenolowego [297],
zwigzki te rozpoznano jako estry C-glikozyloflawonéw, odpowiednio: apigeniny
(zwigzek 15) oraz luteoliny (zwigzek 14).

Na chromatogramie jonu pseudomolekularnego przy m/z 595 [M+H]" (w trybie
jonéw dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 593 [M-H] (w trybie
jonéw ujemnych) obserwowano obecno$¢ dwoch pikéw o tg 22,67 min. (zwigzek 1)
oraz tg 59,41 min. (zwigzek 14). Dodatkowo na widmach ESI-MS, otrzymanych w
trybie jonéw ujemnych odnotowano obecnos¢ adduktu z kwasem trifluorooctowym
(TFA) przy m/z 707 [M-H+114]. Warto$¢ tg zwigzku 1 byta zgodna z wartoscig tr
wzorcowej wiceniny-2 (6,8-di-C-glukozydu apigeniny). Na podstawie uzyskanych
danych chromatograficznych i spektralnych zwigzek 1 zidentyfikowano jako wicenine-2,
natomiast zwigzek 14 jako ester p-kumarowy orientyny lub izoorientyny [456, 574].

W widmach ESI-MS zwigzku 15 (tr 61,79 min) w zastosowanych warunkach
jonizacji obserwowano obok sygnatu jonu pseudomolekularnego przy m/z 595 [M+H]"
w trybie jondéw dodatnich oraz w trybie jonéw ujemnych deprotonowanego jonu
molekularnego przy m/z 593 [M-H] i sygnat jonu przy m/z 707, odpowiadajgcy
adduktowi z TFA [M-H+114]". Na podstawie uzyskanych danych chromatograficznych i
spektralnych zwigzek 15 zidentyfikowano jako ester p-kumarowy
witeksyny/izowiteksyny [456, 511, 574].

W widmach masowych zwigzkéw 6 (tr 69,96 min) i 8 (tx 40,48 min)
obserwowano sygnat jonu pseudomolekularnego przy m/z 433 [M+H]" (w trybie jonow
dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 431 [M-H] (w trybie jonéw
ujemnych), odpowiadajgcego masie czgsteczkowej mono-C-glukozydéw apigeniny
oraz jonu przy m/z 545, odpowiadajgcy adduktowi z TFA [M-H+114]" (w trybie jonéw

ujemnych). Wartosci tr zwigzkéw 6 i 8 byly zgodne z wartosciami tg wzorcowych
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witeksyny i izowiteksyny, odpowiednio. Na podstawie uzyskanych danych
chromatograficznych i spektralnych zwigzki 6 i 8 zidentyfikowano jako odpowiednio:

witeksyne (8-C-glukozyd apigeniny) oraz i izowiteksyne (6-C-glukozyd apigeniny).

W  widmie ESI-MS  zwigzku 12  obserwowano sygnaty jonu
pseudomolekularnego przy m/z 535 [M+H]" w trybie jonéw dodatnich oraz w trybie
jonéw ujemnych deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 533 [M-H] obok
sygnatu przy m/z 647, odpowiadajgcego adduktowi z TFA [M-H+114]". Identyfikacje
zwigzkow 9,10,11,12 i 13 (tgr 40,85 min, tgr 43,74 min, tgr 47,50 min, tg 48,67 min i tr
51,30 min, odpowiednio) oparto o technike SIM (Selected lon Monitoring), monitorujgc
jony m/z 535 [M+H]" (w trybie jonow dodatnich), m/z 533 [M-H] (w trybie jonéw
ujemnych) oraz m/z 647 [M-H+114] (w trybie jondéw ujemnych). Na podstawie
uzyskanych danych chromatograficznych (wartosci tr) i spektralnych (wartosci m/z,
widmo UV), zwigzki 9-13 zidentyfikowano jako di-C-(6/8)-glikozydowe pochodne
apigeniny, zawierajgce w czgsteczce dwie pentozy (tab. 7).

Na otrzymanym technikg SIM chromatogramie jonu molekularnego m/z 565
wykazano obecnos¢ czterech pikow o czasach retencji: tr 28,98 min (zwigzek 2), tr
31,45 min (zwigzek 4), tr 32,32 min (zwigzek 5) oraz tg 38,76 min (zwigzek 7). W
widmach ESI-MS otrzymanych w trybie jondéw dodatnich zwigzkéw 2, 4, 5 i 7
obserwowano sygnaty jonéw pseudomolekularnych przy m/z 565 [M+H]". Natomiast w
widmach ESI-MS otrzymanych w trybie jondw ujemnych obserwowano sygnaty
deprotonowanych jonéw molekularnych przy m/z 563 [M-H] oraz sygnaty przy m/z
677 [M-H+114], odpowiadajgce adduktom z TFA. Na podstawie uzyskanych danych
chromatograficznych i spektralnych zwigzki 2, 4, 5 i 7 wstepnie identyfikowano jako di-
C-heksozylopentozydy apigeniny. Ponadto wartosci tr zwigzkoéw 2 i 7 byly zgodne z
wartosciami tg 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 (wartosci m/z, tr, widmo UV)
zwigzek 2 zidentyfikowano jako wicenine-1, zwigzek 7 jako wicenine-3, zwigzek 5 jako
di-C-heksozylo-pentozyd apigeniny. Identyfikacja zwigzku 4 w warunkach opracowanej
metody nie byta mozliwa ze wzgledu na identyczne: wartosci tg, widmo UV i wartosci
m/z jonéw molekularnych nierozdzielonych substancji wzorcowych - szaftozydu (4b) i
izoszaftozydu (4a).

W widmie masowym zwigzku 3 obserwowano jon pseudomolekularny przy m/z
449 [M+H]" w trybie jonéw dodatnich i deprotonowany jon molekularny przy m/z 447
[M-H] oraz addukt z TFA przy m/z 561 [M-H+114]" w trybie jondw ujemnych. Podobnie,

jak w przypadku zwigzku 4, rowniez identyfikacja zwigzku 3 nie byla mozliwa ze
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wzgledu na identyczne: wartosci tg, widmo UV i wartosci m/z jondw molekularnych
nierozdzielonych zwigzkéw wzorcowych: orientyny (3b) i izoorientyny (3a).

Na otrzymanym chromatogramie HPLC obserwowano koelucje pikéw zwigzkow
3a+3b oraz 4a+4b (tab. 7, ryc. 26), co mogto utrudnia¢ ich analize iloSciowg w
wyciggach z nasion kozieradki.

Kolejne proby separacji zwigzkow 3a, 3b i 4a, 4b skutkowaty pogorszeniem
rozdzielenia pozostatych zwigzkéw flawonoidowych obecnych w nasionach kozieradki.
Dlatego postanowiono w dalszej czesci pracy zastosowac techniki dwuwymiarowe;j
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC).

W otrzymanych w trybie jonéw ujemnych widmach ESI-MS wzorcowych
orientyny i izoorientyny (ryc. 29), obserwowano réznice w intensywnosci sygnatow
deprotonowanych jonéw molekularnych przy m/z 447 [M-H]™ oraz ich adduktow z TFA
przy m/z 561 [M-H+114], mianowicie: 20% i 100% odpowiednio dla orientyny i
izoorientyny oraz 100% i 60% odpowiednio dla orientyny i izoorientyny. Odnotowane
réznice w charakterystyce widm ESI-MS w trybie jonéw ujemnych ufatwity identyfikacje
orientyny i izoorientyny w badanej matrycy roslinnej i mogg by¢ wykorzystane w
analizie tych zwigzkéw w matrycach roslinnych réznego pochodzenia metodg HPLC-
DAD-ESI-MS.
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Ryc.29. Chromatogram 1D HPLC-DAD mieszaniny zwigzkéw wzorcowych: orientyny i
izoorientyny oraz ich widma ESI-MS, otrzymane w trybie jonéw ujemnych. Kolumna Kinetex
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym), faza ruchoma 32% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v)
w 0,1% TFA (S5), UV A-330 nm.
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Analiza izoflawonéw w nasieniu kozieradki metoda HPLC-DAD-
ESI-MS

Dane literaturowe wskazujg na obecnos¢ w nasionach T. foenum-graecum
obok C-glikozyloflawonoéw réwniez izoflawonow - zwigzkéw flawonoidowych o
charakterze fitoestrogenéw [240, 364, 574]. Wang i wsp. [574] wyizolowali z surowca:
biochaning A, formononetyne, daidzeine, kalikozyne, irylon, trycyne oraz 5,7,3-
trihydroksy-5’-metoksyizoflawon. Natomiast wedtug innych autoréw [240, 364] w
nasionach kozieradki wystepujg daidzeina i genisteina (10,2-18,2 yg / 100 g oraz 9,8-
11,8 pg / 100 g, odpowiednio).

Izoflawony posiadajg struktury zblizone do 17-B-estradiolu i oddziatujg z
receptorem estrogenowym [138, 291]. Surowce roslinne zawierajgce izoflawony
stosowane sg w formie wyciggdw w fagodzeniu objawéw niedoboru endogennych
estrogenow w przebiegu menopauzy [170, 291]. W ostatnich latach ujawniono réwniez
korzystne efekty izoflawonoéw w profilaktyce nowotworéw hormonozaleznych, chordb
uktadu sercowo-naczyniowego oraz osteoporozy [291].

Analize izoflawonéw w badanym materiale roslinnym prowadzono w warunkach
rozdzielen, opracowanych dla C-glikozydéw flawonowych, na kolumnie Kinetex C-18
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 um), stosujgc elucje gradientowg wedtug programu |, ktory
charakteryzowat sie wzrastajgcym stezeniem mieszaniny ACN:woda.TFA (50:50:0,1,
v/viv) w 0,1% wodnym TFA od 16% do 70% w czasie tg 70 minut, (program eluciji |,
[1.4.2.2.). W analizie izoflawonéw stosowano detekcje UV przy dtugosci fali A-254 nm
(11.7.2.). Analizy prowadzono wobec 5 substancji wzorcowych: biochaniny A, daidzeiny,
formononetyny, kalikozyny oraz 7-O-glukozydu kalikozyny. Jako metode zbierania
danych chromatograficznych zastosowano monitorowanie wybranych jonéw SIM

(Selected lon Monitoring) w trybie jonéw dodatnich.

Na chromatogramie HPLC-DAD nie obserwowano pikow odpowiadajgcych
wzorcowym izoflawonom (ryc. 31 B). Na podstawie analiz HPLC-DAD-ESI-MS z
uzyciem techniki SIM wobec wzorcow 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 réwniez obecnosci irylonu
(m/z 299 [M+H]") oraz 5,7,3'-trihydroksy-5"-metoksyizoflawonu (m/z 301 [M+H]") [574].
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Ryc.30. Chromatogram 1D HPLC-DAD mieszaniny wzorcéw C-glikozyloflawondw i
izoflawonéw: 1-8 C-glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 27), izoflawony: kalikozyna, 7-
O-glukozyd kalikozyny, daidzeina, formononetyna, biochanina A. Kolumna Kinetex C-18 (100
mm x 2,1 mm x 2,6 ym), elucja gradientowa wedtug programu |, UV-254 nm.
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Ryc.31. Chromatogramy HPLC-DAD-ESI-MS wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
pospolitej (B) i mieszaniny wzorcéow C-glikozyloflawonéw i izoflawonow (A).

A. chromatogram HPLC-DAD mieszaniny wzorcow C-glikozyloflawonoéw i izoflawonow. 1-8 C-
glikozyloflawony (numeracja odpowiada ryc. 27), izoflawony: kalikozyna, 7-O-glukozyd
kalikozyny, daidzeina, formononetyna, biochanina A, UV A-254 nm

B. chromatogram HPLC-DAD-ESI-MS wyciagu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej,
UV A-254 nm

C. catkowity prad jonowy (TIC) w trybie jonéw dodatnich

D. chromatogram jonu m/z 285, otrzymany technikg SIM w trybie jonéw dodatnich
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Na chromatogramie jonu molekularnego przy m/z 285 [M+H]" obserwowano pik
o tg 69,33 min, odpowiadajacy wzorcowej biochaninie A (ryc. 31 D). Niska
intensywnos¢ obserwowanego piku oraz brak odpowiadajgcego mu piku na
chromatogramie HPLC-DAD pozwalajg przypuszcza¢, ze biochanina A moze by¢
obecna w badanych nasionach kozieradki pospolitej jedynie w niewielkim stezeniu.

Otrzymane wyniki wskazujg na odmienny sktad surowca pochodzenia
krajowego w porownaniu z nasionami kozieradki pochodzenia azjatyckiego [240, 574].
Brak izoflawonéw w analizowanych wyciggach metanolowych moze mie¢ istotny
zwigzek z wplywem surowca oraz jego przetworéow na ludzki uktad hormonailny,
szczegolnie w zakresie hormondéw piciowych. Izoflawony sg zwigzkami
charakterystycznymi dla rodziny Leguminosae, do ktérej nalezy kozieradka pospolita.
Jednak niewielka ilos¢ doniesien literaturowych, pos$wieconych izoflawonom i ich
wystepowaniu w nasionach T. foenum-graecum [240, 364, 574] moze dodatkowo
wskazywaé, ze za obserwowang w toku wielu badan, zréznicowang aktywnosc¢
hormonalng surowca (p. rozdziat 1.3.8. Aktywno$¢ hormonalna), odpowiadajg inne
zwigzki. Jednoczesnie nie mozna wykluczy¢ faktu, ze w zaleznosci od pochodzenia i
warunkow wzrostu, kozieradka pospolita akumuluje lub nie biosyntezuje w nasionach

izoflawonow.

Analiza C-glikozyloflawonow metoda dwuwymiarowej

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D HPLC)

Ze wzgledu na brak rozdzielenia w warunkach 1D HPLC izomerycznych mono-
C-(6/8)-glukozydow luteoliny (orientyny i izoorientyny) oraz di-C-(6/8/)-glukozylo-
arabinozyddéw apigeniny (szaftozydu i izoszaftozydu) jako sktadnikéw mieszaniny
wzorcow oraz odpowiadajgcych im sktadnikéw wycigagu z nasion kozieradki (3a -
izoorientyna, 3b - orientyna, 4a - izoszaftozyd, 4b - izoszaftozyd), w kolejnym etapie
prac zastosowano dwuwymiarowg wysokosprawng chromatografie cieczowg, z
uzyciem 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.ll.3.2.2..
Opracowanie warunkow analiz metodg heart-cutting byto wstepem do opracowania
systemu separacji, wykorzystujgcego technike comprehensive w obu trybach (off-line i

on-line).
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Analiza C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki metoda
heart-cutting off-line (LC-LC off-line)

Opracowanie warunkéw rozdzielen w pierwszym wymiarze ('D)

Opracowujgc metode heart-cutting off-line zatozono, ze celem separacji w
pierwszym wymiarze bedzie rozdzielenie badanego ekstraktu z nasion kozieradki na
szereg pikow o szerokiej podstawie, zawierajgcych grupy nierozdzielonych zwigzkow
flawonowych. Dodatkowym celem byto skrdcenie czasu separacji w poréwnaniu do
rozdzielen 1D HPLC (tg 70 minut). Analizujgc wyniki rozdzielenia sktadnikow badanego
wyciggu metoda 1D HPLC uznano, ze wybdr typu kolumny w pierwszym wymiarze ('D)
ma kluczowe znaczenie dla opracowywanego systemu LC-LC. Poniewaz na kolumnie
C-18 nie rozdzielono izomerdéw potozeniowych: orientyny i izoorientyny (zwigzki 3b i
3a, odpowiednio) oraz szaftozydu i izoszaftozydu (zwigzki 4b i 4a, odpowiednio), przy
wyborze kolumny w systemie 2D LC heart-cutting uwzgledniono uzycie adsorbentu o
mieszanych grupach funkcyjnych, obejmujgcych grupy oktadecylowe i grupy fenylowe.
Do separacji w pierwszym wymiarze zastosowano kolumne Sphinx C-18-Phenyl (100
mm x 1 mm x 5 pm), ktérej wypetnienie stanowi Zel krzemionkowy chemicznie
modyfikowany grupami fenylowymi oraz oktadecylowymi w stosunku 1:1. Kolumne
Sphinx C-18-Phenyl charakteryzuje inny mechanizm separacji w poréwnaniu do zelu
krzemionkowego C-18, oparty nie tylko na oddziatywaniach hydrofobowych,
zwigzanych z resztami oktadecylowymi, lecz rowniez na oddziatywaniach grup
fenylowych, warunkowanych kompozycjg fazy ruchomej. Zastosowanie metanolu jako
rozpuszczalnika organicznego powoduje, ze poprzez oddziatywania elektronow Tr-11
pierscieni aromatycznych w rozdzieleniu sktadnikow badanej prébki uczestniczg grupy
fenylowe (50% fazy stacjonarnej) [600]. Natomiast uzycie acetonitrylu w sktadzie fazy
ruchomej powoduje, ze udziat grup fenylowych w mechanizmie separacji jest zmienny i
zalezny od jego stezenia. Wraz ze wzrostem stezenia ACN, oddziatywania elektronéw
-7 Z analitem stabng, poniewaz elektrony zaangazowane sg w interakcje z potréjnym
wigzaniem nienasyconym C=N czgsteczek acetonitrylu [600], a w mechanizmie
separacji biorg udziat jedynie grupy C-18. Utrzymanie aktywnos$ci grup fenylowych w
fazie stacjonarnej, uniemozliwia catkowita wymiane metanolu jako sktadnika fazy
ruchomej na acetonitryl.

W poczatkowych eksperymentach oceniano z efektem negatywnym separacje
ekstraktu z nasion kozieradki na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl, stosujgc program eluciji

gradientowej VII, charakteryzujgcy sie wzrastajgcym stezeniem 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 ztozony, obejmujgcy elucje izokratyczng oraz liniowy wzrost stezenia
mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1) w 0,1% TFA] (A.11.4.2.2.3.).

Nastepnie jako fazy ruchome w pierwszym wymiarze ('D) zastosowano
mieszaniny metanolu i wody z dodatkiem kwasu trifluorooctowego jako modyfikatora
kwasowego w réznych stosunkach objetosciowych: 50:50:0,1 v/iv/v (B; A.ll.4.2.2.1.)
oraz 85:15:0,1 viw/v (C, p. A.ll.4.2.2.1.). Separacje prowadzono z zastosowaniem
dwéch programéw elucji gradientowej: 1l i IV (11.4.2.2.3.). Program |l charakteryzowat
sie liniowym wzrostem stezenia 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 nastepnie
izokratyczng elucjg przy stezeniu 60% przez kolejne 10 minut czasu gradientu (tg 15
minut), przy natezeniu przeptywu 0,05 mil/min. Natomiast program elucji gradientowej
IV przy tym samym natezeniu przeptywu charakteryzowat sie liniowym wzrostem
stezenia 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 tg27-30 minut i 60%-100% w czasie tg 40-50
minut oraz elucjg izokratyczng przy stezeniu 50% mieszaniny metanol:woda:TFA
(85:15:0,1 viv/v) w 0,1% TFA w czasie tg 5-27 minut i przy stezeniu 60% czasie tg 30-
40 minut (profil gradientu ztozony, tg 50 minut).

Optymalne rozdzielenie badanego ekstraktu z nasion kozieradki na
poszczegodlne frakcje otrzymano z uzyciem fazy ruchomej metanol:woda:TFA
(50:50:0,1, vAv/v) i 0,1% roztworu wodnego TFA oraz programu elucji gradientowej Il.
Obserwowano skrocenie czasu separacji (tc 15 minut) oraz czasu zbierania
poszczegdlnych frakcji z 'D w poréwnaniu do analiz prowadzonych wedtug programu
elucji gradientowej IV.

W rezultacie, w wyniku rozdzielen na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl w
pierwszym wymiarze ('D), w podanych wyzej warunkach, dziewie¢ frakcji (frakcje I-1X)
zebrano do dalszej analizy w drugim wymiarze (°D) (ryc. 32). Frakcje zbierano recznie
do naczynek analitycznych o pojemnosci 1,5 ml, poprzez umieszczenie naczynka u
wylotu kapilary ($rednica - 0,13 mm, diugos¢ - 20 cm) wyprowadzajgcej eluat z
detektora UV. Uwzgledniajgc parametry kapilary wylotowej oraz natezenie przeptywu
fazy ruchomej (0,05 mil/min), zbieranie kazdej kolejnej frakcji rozpoczynano 2,5
sekundy po pojawieniu sie poczatku wstepujgcej strony odpowiedniego piku [344] na
chromatogramie HPLC i korczono 2,5 sekundy po zakonczeniu jego zstepujgcej strony
[344]. Ze wzgledu na niskie stezenie analitdw w eluacie 'D, kazdg frakcje zbierano 16-
krotnie, taczgc kolejne eluaty, ktére przechowywano w szczelnie zamknietych
naczyniach laboratoryjnych i poddano analizie w 2D w ciggu 24 godzin od zebrania.

Czas zbierania poszczegélnych frakcji byt zmienny, zalezny od szerokosci piku przy
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podstawie i przy zastosowanym natezeniu przeptywu fazy ruchomej (0,05 ml/min)

wynosit odpowiednio: 0,5 min - frakcje IV-VIl oraz 1 min - frakcje I-Ill, VIII-IX.
20
=R, III FR.T/

[=}) FR.W

FR.II
47 F2.uT
20 [\

FR. T ’\ FR.WII FR.ATII FR.IX
\l
N a | A
2 4 5 6 7 3 3 10 11 12 13 14 15 16 17

rmin

Ryc.32. Chromatogram 'D wyciggu metanolowego z nasion T. foenum-graecum otrzymany
metodg heart-cutting off-line (LC-LC off-line): Fr.l - Fr. IX - frakcje zebrane w 'D. Kolumna
Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), elucja gradientowa wedtug programu Il, UV A-
330 nm.

Opracowanie warunkéw rozdzielen w drugim wymiarze ?D

W wielu pracach dotyczacych separacji 2D LC w 2D wykorzystywane sg
kolumny z wypetnieniem stanowigcym zel krzemionkowy C-18 [61, 86, 100, 122, 223,
245, 467, 614, 621, 624]. Biorgc pod uwage zadowalajgce parametry retencyjne
wiekszo$ci rozdzielonych metodg 1D HPLC zwigzkow na kolumnie Kinetex C-18 (100
mm x 2,1 mm x 2,6 ym), w fazie ruchomej stanowigcej mieszanine ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA, zdecydowano o uzyciu tej kolumny w separacji ?D frakcji
I-IX z 'D. Zastosowano jako eluent mieszanine rozpuszczalnikéw: ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, v/v/v) oraz 0,1% TFA. Zatozono, ze zespoty zwigzkdéw czynnych frakcji I-1X
beda rozdzielane w D w warunkach elugiji izokratycznej. Kompozycje faz ruchomych
dobierano eksperymentalnie [mieszanina ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1%
TFA w roznych stosunkach objetosciowych (fazy ruchome S1 - S13, 11.4.2.2.2.)],
stosujgc natezenie przeptywu 0,2 ml/min.

Identyfikacje zwigzkéw flawonoidowych frakcji |-IX prowadzono wobec
substancji wzorcowych, w oparciu o otrzymane z uzyciem detektorow DAD oraz MS
dane chromatograficzne i spektralne (wartosci tr i m/z, widmo UV), w poréwnaniu do
danych literaturowych [143, 353, 435, 456, 574].
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Zwigzki zidentyfikowane we frakcjach | - IX (Fr. | - IX) w rezultacie rozdzielen w
drugim wymiarze zestawiono w tabeli 8. Otrzymane chromatogramy HPLC

przedstawiono na ryc. 36.

W analizie zwigzkéw flawonoidowych frakeji 1 (Fr. 1) poczatkowo testowano
fazy ruchome, stanowigce 30%, 32%, 35% i 40% mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 vW/v) w 0,1% TFA (fazy ruchome S4, S5, S6 i S9, odpowiednio). Do
dalszych badan wybrano faze ruchomg, zawierajgcg 32% mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 vA/) w 0,1% TFA (S5). Na otrzymanym chromatogramie “D

zidentyfikowano jako dominujgcy zwigzek wicenine-2 (zwigzek 1; tgr 2,5 min) (ryc. 36).

Sposrod testowanych w separacji frakcji Il (Fr. 1) faz ruchomych, stanowigcych
32%, 35% i 40% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/) w 0,1% TFA (fazy
ruchome S4, S5 i S9, odpowiednio) do dalszych analiz, podobnie jak w przypadku
frakcji |, wybrano faze ruchomg S5. We frakcji Il potwierdzono obecnos$¢ wiceniny-1
(zwigzek 2; tg 2,95 min) (ryc. 36).

Przeprowadzenia wiekszej liczby eksperymentéw wymagata optymalizacja
warunkéw separacji zwigzkow flawonoidowych frakgeji Ill (Fr. Ill). Przypuszczano, ze
we frakcji obecnych jest co najmniej 3, a maksymalnie 5 zwigzkéw. W rozdzieleniu 1D
HPLC wobec wzorcow wykazano, ze rozdzieleniu nie ulegaty pary zwigzkow:
izoorientyna i orientyna (zwigzki 3a i 3b, odpowiednio) oraz izoszaftozyd i szaftozyd
(zwigzki 4a i 4b, odpowiednio). Zastosowano trzy fazy ruchome: 32% ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 viw/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S5) (metoda 1), 20% ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S1) (metoda Il) oraz 23% ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S2) (metoda Ill). W badaniach
wykorzystano mieszanine zwigzkdw wzorcowych: izoorientyny (zwigzek 3a), orientyny
(zwigzek 3b), izoszaftozydu (zwigzek 4a) i szaftozydu (zwigzek 4b).

W wyniku zastosowania fazy ruchomej, stanowigcej 20% mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (S1) (metoda Il) na otrzymanym profilu
chromatograficznym obserwowano dwa piki szerokie przy podstawie (tr 12,84 min oraz
tr 24,11 min), z ktorych kazdy zawierat jeden mono-C-glukozyd luteoliny (orientyne lub
izoorientyne) oraz jeden di-C-arabinozylo-glukozyd apigeniny (szaftozyd Iub
izoszaftozyd). Z uzyciem jako detektora spektrometru mas oraz techniki SIM
potwierdzono obecnos¢ jako koeluujgcych: izoorientyny (3a) i izoszaftozydu (4a) (tr
12,84 min) oraz orientyny (3b) i szaftozydu (4b) (tr 24,11 min). Stwierdzono, ze w

warunkach separacji HPLC z uzyciem detektora ESI-MS i fazy ruchomej S1 jest
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mozliwa jakosciowa i iloSciowa analiza zwigzkéw 3a, 3b, 4a i 4b (ryc. 33). W
powyzszych warunkach we frakcji Ill (Fr. lll), obok wyzej wymienionych zwigzkéw
potwierdzono obecnos¢ di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu apigeniny (5). Wystepowanie

izoszaftozydu ujawniono w nasionach T. foenum-graecum po raz pierwszy.

A B

3at4a
3b+4b UV -330 nm

mAU 150 17.5 0 250 275 . min
+
5. (x100 000) 3a+da TICH)
3b+4b
4 1.00
sa
3atda
21 3b+4b 100 m/z 449
14 3a
3b
0 J\A_
T T T T T T T T T T
21.0 21.5 22.0 225 23.0 235 24.0 245 250 25.5 260 4a
min 4b m/z 565
1.00+
5

150 175 200 225 25.0 27.5 30.0 min

Ryc.33. Chromatogramy LC-LC-DAD-ESI-MS off-line mieszaniny zwigzkéw wzorcowych (A)
oraz frakcji Il (B), otrzymane w warunkach metdy Ill: 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 ym), faza ruchoma: 20% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1
v/v/v) w 0,1% TFA (S1), UV A-330 nm.

W kolejnym etapie prac optymalizowano warunki rozdzielenia tych zwigzkow
poprzez zwiekszenie stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/Vv) w 0,1%
wodnym TFA z 20% (faza ruchoma S1) do 23% (faza ruchoma S2). W rezultacie
zmianie ulegty wartosci tg poszczegodlnych zwigzkéw. Zastosowanie fazy ruchomej S2
(23% mieszaniny ACN:woda:TFA, 50:50:0,1 vWv/v w 0,1% TFA) (metoda IIl) w
separacji mieszaniny 4 wzorcow skutkowato czesciowym rozdzieleniem 3 sposrdd nich
- izoszaftozydu (4a), szaftozydu (4b), izoorientyny (3a) o wartosciach tg odpowiednio:
tr 12,11 min, tg 12,52 min, tg 12,71 min, obok orientyny (3b) - tr 14,02 min. Jednak
analizujgc frakcje Il w tych warunkach chromatograficznych nie obserwowano
separacji zwigzkéw 3a - orientyny i 4b - szaftozydu (ryc. 34 B). Prawdopodobnie
stosunek ilosciowy zwigzkoéw 3a i 4b decydowat o ich separacji w formie jednego piku o
tr 12,90 min. Zastosowanie detektora mas i techniki SIM potwierdzito obecnosc

izoorientyny (3a) oraz szaftozydu (4b) we frakgji lll (ryc. 34 B).
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Ryc.34. Chromatogramy LC-LC-DAD-ESI-MS off-line mieszaniny zwigzkéw wzorcowych (A)
oraz frakcji lll (B), otrzymane w warunkach metody lll: 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 pm), faza ruchoma: 23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1
v/v/v) w 0,1% TFA (S2), UV A-330 nm.

W opracowanych trzech wariantach warunkéw analizy HPLC-DAD-ESI-MS
frakcji Ill: 32% ACN:woda:TFA (50:50:0,1 vAv/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S5)
(metoda 1); 20% ACN:woda:TFA (50:50:0,1 vAiv/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S1)
(metoda 11); 23% ACN:woda:TFA (50:50:0,1 vWv/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S2)
(metoda I1ll) ujawniono obecno$¢ orientyny (zwigzek 3b), izoorientyny (zwigzek 3a),
szaftozydu (zwigzek 4b) oraz izoszaftozydu (zwigzek 4a) wraz z di-C-(6/8)-heksozylo-
pentozydem apigeniny (zwigzek 5).

Najlepsze rozdzielenie izoorientyny (3a) (tr 3,44 min) od orientyny (3b) (ir 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 1) przy Rs 0,0 dla izoszaftozydu (4a) i szaftozydu (4b) (tgx 3,11 min)
(ryc. 36).

Stwierdzono, ze jakkolwiek mozliwe jest uzyskanie separacji mono-C-
glukozydoéw luteoliny (orientyny i izoorientyny) jako zwigzkéw wzorcowych oraz jako
zwigzkow flawonoidowych badanej frakcji w czasie 5 minut (ryc. 36), to czas konieczny
do ich rozdzielenia obok di-C-arabinozylo-glukozydéw apigeniny (szaftozydu i
izoszaftozydu) jest dtuzszy i wynosi 25 minut. Ponadto separacja orientyny i

izoorientyny obok szaftozydu i izoszaftozydu jest mozliwa jedynie z uzyciem
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opracowanej metody heart-cutting off-line (LC-LC off-line), nieograniczajgcej czasu
analizy w 2D, co jest konieczne w rozdzieleniach 2D HPLC on-line [123, 135, 204, 224,
231, 232, 234, 235, 290].

Rozdzielenie zwigzkéw flawonoidowych frakcji IV (Fr. IV) w ?D prowadzono
poczatkowo, testujagc fazy ruchome o stezeniu 30% i 35% mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% TFA (fazy ruchome S4 i S5, odpowiednio). Separacje
zwigzkow frakgcji IV otrzymano z uzyciem fazy ruchomej stanowigcej 30% mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA (ryc. 36). We frakcji IV potwierdzono
obecno$¢ witeksyny (zwigzek 6) (tr 7,27 min.) i wiceniny-3 (zwigzek 7) (tr 5,24 min)
(ryc. 36).

Separacje ?D zwigzkéw flawonoidowych frakcji V (Fr. V) i frakcji VI (Fr. VI)
prowadzono z zastosowaniem fazy ruchomej o stezeniu 35% mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S6). Poniewaz uzyskano
zadowalajgce rozdzielenie, dalsze modyfikacje sktadu eluentu nie byty konieczne. We
frakcji V ujawniono obecnos¢ 3 zwigzkow, natomiast we frakcji VI - 2 zwigzkow
flawonoidowych. Problemem byta identyfikacja zwigzkéw 10 i 11, poniewaz na
podstawie wartosci m/z jonéw pseudomolekularnych w trybie jonéw dodatnich przy m/z
535 [M+H]" oraz w trybie jondw ujemnych deprotonowanych jonéw molekularnych przy
m/z 533 [M-H] i adduktéw z TFA przy m/z 647 [M-H+114] nie byto mozliwe
przypisanie obecnosci obydwu zwigzkéw do odpowiednich frakcji. Zwigzki te sg
zwigzkami izobarycznymi. W celu identyfikacji zwigzkow 10 i 11 jako zwigzkow
flawonoidowych frakcji V lub VI przeprowadzono dodatkowe eksperymenty. W
warunkach rozdzielenia 1D HPLC (program elucji gradientowej I; 11.7.1.2.2) zebrano
frakcje zawierajgce zwigzki 10 i 11. Nastepnie przeprowadzono koiniekcje frakcji
zawierajgcych odpowiednio zwigzek 10 i 11 z frakcjami V i VI, wykazujac, ze zwigzek
10 obecny jest we frakcji V (°D tz 7,05 min), natomiast zwigzek 11 - we frakcji VI (°D tg
3,79 min). Ponadto frakcja V (Fr. V) zawierata zwigzki 8 (tg 8,01 min) i 9 (tr 6,16 min),
zidentyfikowane w toku wczesniejszych badan odpowiednio jako: izowiteksyna oraz
prawdopodobnie di-C-(6/8)-pentozyd apigeniny (ryc. 36). Natomiast we frakcji VI (Fr.
VI) ujawniono obecnosé¢ zwigzkow 12a (tr 3,96 min) i 12b (tx 4,35 min) (ryc. 36).
Analiza widma masowego zwigzku 12a, uzyskanego w trybie jonow dodatnich i
ujemnych wykazata obecnosé sygnatow jonéw molekularnych przy m/z 535 [M+H]" (w
trybie jonéw dodatnich) i deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 533 [M-H]
obok adduktu z TFA przy m/z 647 [M-H+114] (w trybie jonéw ujemnych). W oparciu o

uzyskane dane, zwigzek 12a zidentyfikowano jako C-di-(6/8)-pentozyd apigeniny.
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Natomiast w widmie ESI-MS zwigzku 12b obecne byty sygnaty charakterystyczne dla
mono-C-glukozyddw apigeniny przy m/z 433 [M+H]" (w trybie jonéw dodatnich) i m/z
431 [M-H]- oraz m/z 545 [M-H+114] (addukt z TFA) (w trybie jonéw ujemnych). W
widmie UV zwigzku 12b obecne byty dwa charakterystyczne dla apigeniny maksima
absorpcji: Apax 269 nm (I maksimum) oraz A,.x 334 nm (Il maksimum). W oparciu o
uzyskane dane, stwierdzono, ze zwigzek 12b jest prawdopodobnie mono-C-

heksozydem apigeniny, o nieznanym charakterze chemicznym heksozy.

Analiza frakcji VII (Fr. VIlI) z uzyciem 35% mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 vAv/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S6) ujawnita obecnos¢ jako dominujgcego
zwigzku, zidentyfikowanego w toku wczesniejszych badan jako przypuszczalnie di-C-

(6/8)-pentozyd apigeniny (zwigzek 13) (ryc. 36).

Rozdzielenie zwigzkéw flawonoidowych frakcji VIII (Fr. VIII) i frakcji IX (Fr.
IX), zawierajgcych estry p-kumarowe mono-C-glukozyloflawonéw, wymagato uzycia faz
ruchomych o wyzszym stezeniu mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1%
TFA, poniewaz zawarte w tych frakcjach zwigzki wymywaty sie z kolumny 'D w
koncowym etapie gradientu, przy najwyzszym programowanym stezeniu mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1 viv/v) w 0,1% TFA (program elugji gradientowej 11). W *D
zastosowano nastepujgce 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 frakgji IX -
50% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (faza ruchoma S11). Na
chromatogramach D obserwowano obecno$é dwoch pikéw o widmach UV i MS
odpowiadajgcych estrom p-kumarowym: orientyny (15a) i izoorientyny (15b) we frakcji
VIl oraz witeksyny (15a) i izowiteksyny (15b) we frakcji IX (ryc. 35, 36). Poréwnujgc
kolejnos¢ elucji wzorcowych izomerow C-6/8-glikozydow apigeniny - witeksyny
(zwigzek 6) i izowiteksyny (zwigzek 8) oraz C-6/8-glikozydow luteoliny - orientyny
(zwigzek 3b) i izoorientyny (zwigzek 3a), zatozono, ze we frakcji VIII dominujgcym
zwigzkiem jest ester p-kumarowy orientyny (zwigzek 14b), natomiast we frakcji IX -

ester p-kumarowy izowiteksyny (zwigzek 15b) (ryc. 35).
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Ryc.35. Chromatogramy D frakcji VIII (A) i IX (B) otrzymane metodg heart-cutting off-line (LC-
LC off-line): 14a - ester p-kumarowy izoorientyny; 14b - ester p-kumarowy orientyny;
ester p-kumarowy witeksyny; 15b - ester p-kumarowy izowiteksyny. Kolumna Kinetex C-18, fazy
ruchome: 45% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 viv/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 A-

15a -

330 nm.
Frakcja Zwiazki
I 1 | wicenina-2 (6,8-C-diglukozyd)
Il 2 | wicenina-1 (6-C-ksylozylo-8-C-glukozyd)
1] 3a | izoorientyna (6-C-glukozyd luteoliny)
3b | orientyna (8-C-glukozyd luteoliny)
4a | izoszaftozyd (6-C-a-L-arabinozylo-8-C-B-D-glukozyd apigeniny)
4b | szaftozyd(6-C-B-D-glukozylo-8-C-a-L-arabinozyd apigeniny)
5 | C-di-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny
v 6 | witeksyna (8-C-glukozyd apigeniny)
7 | wicenina-3 (6-C-glukozylo-8-C-ksylozyd apigeniny)
Vv 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
VI 14a | ester p-kumarowy izoorientyny
14b | ester p-kumarowy orientyny
IX 15a | ester p-kumarowy izowiteksyny
15b | ester p-kumarowy witeksyny

Tab.8. Charakterystyka C-glikozyloflawonéw, rozdzielonych metoda heart-cutting off-line (LC-

LC off-line).
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Ryc.36. Chromatogram LC-LC wyciggu metanolowego z nasion T. foenum-graecum otrzymany w trybie off-line: 1-15 C-glikozyloflawony (p.
tab. 7.): 'D - kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), elucja gradientowa wedtug programu I, %D - kolumna Kinetex C-18 100
mm x 2,1 mm x 2,6 ym), fazy ruchome: S5 — frakcje I-lll; S4— frakcja IV; S6- frakcje V-VII; S10- frakcja VIII; S11- frakcja IX, UV A-330 nm.
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W wyniku analiz wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej metodag
dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej LC-LCheart-cutting off-line,
uzyskano rozdzielenie 18 C-glikozyloflawondéw (zwigzki 1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 5-11, 12a,
12b, 13, 14, 15), w tym pary izomerycznych: mono-C-glukozydow luteoliny (orientyny i
izoorientyny) oraz izomerycznych di-C-arabinozylo-glukozydéw apigeniny (szaftozydu i
izoszaftozydu). Obecno$¢ izoszaftozydu oraz wiceniny-3 ujawniono w badanym
materiale roslinnym po raz pierwszy.

Ponadto wskazano na obecno$¢ 4 zwigzkéw o charakterze estrow, pochodnych
izoorientyny, orientyny, izowiteksyny i witeksyny z kwasem p-kumarowym (zwigzki 14a,
14b, 15a, 15b, odpowiednio).

Ujawniono obecno$¢ 5 zwigzkoéw flawonoidowych o charakterze di-C-(6/8)-
pentozyddéw apigeniny (zwigzki 9, 10, 11 12a, 13) i 1 mono-C-heksozydu apigeniny
(zwigzek 12b). Stwierdzone di-C-(6/8)-pentozydy apigeniny mogg zawiera¢ dwie
czasteczki arabinozy, dwie czgsteczki ksylozy lub arabinoze i ksyloze przytgczone do
aglikonu w pozycjach C-6 i C-8. Dotychczas nie wyizolowano z nasion kozieradki
pospolitej C-glikozyloflawondw, zawierajgcych dwie pentozy. Natomiast uwzgledniajgc
obecnosc w surowcu mono-C-glukozydow apigeniny (witeksyny i izowiteksyny),
ujawniony mono-C-heksozyd (zwigzek 12b) prawdopodobnie zawiera w swojej
czgsteczce galaktoze, przytaczong do czgsteczki apigeniny w pozycji C-6 lub C-8.

Biorgc pod uwage dane chromatograficzne i spektralne zwigzku 5,
identyfikowanego jako di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd apigeniny oraz wykazang
obecno$¢ w surowcu 4 innych di-C-heksozylo-pentozyddw, zawierajgcych w swej
czgsteczce: glukoze i arabinoze (szaftozyd i izoszaftozyd, zwigzki 4b i 4a,
odpowiednio) lub glukoze i ksyloze (wicenina-1 i wicenina-3, zwigzki 2 i 7,
odpowiednio) mozna przypuszczaé, ze w strukturze zwigzku 5 wystepuje odmienna niz
w zwigzkach 2, 7, 4a i 4b kombinacja cukrow. Mozliwe, ze zwigzek 5 zawiera pentoze
(ksyloze lub arabinoze) i galaktoze. Shan i wsp. [493] zidentyfikowali w surowcu
azjatyckim 6-C-galaktopiranozylo-8-C-a-L-arabinozyd apigeniny, natomiast Rayyan i
wsp. [456] 6-C-B-arabinopiranozylo-8-C-B-galaktopiranozyd apigeniny oraz jej 6-C- [3-
ksylopiranozylo-8-C-B-galaktopiranozyd.
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Analiza C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki metoda

comprehensive (LCxLC)

Jednym z kluczowych elementow projektowania systemu comprehensive jest
czas separacji w °D, ktéry musi by¢ wystarczajgco dtugi, aby uzyskaé¢ rozdzielenie
sktadnikéw frakcji przenoszonych z 'D, zanim kolejna frakcja bedzie wprowadzona na
kolumne ?D. Uwzgledniajgc ztozono$é sktadu chemicznego matrycy, nalezy dgzyé do
otrzymania jak najwiekszej liczby frakcji z 'D i maksymalnego skrécenia czasu
separacji w ?D przy zachowaniu efektywno$ci rozdzielen. W toku prac nad systemem
comprehensive (off-line, on-line) utrzymano zatozenie rozdzielenia w 2D sktadnikéw
poszczegdlnych frakcji z 'D w warunkach elucji izokratycznej. Technika LCXLC w
trybie off-linel/on-line wymaga przeniesienia wszystkich sktadnikoéw prébki na kolumne
drugiego wymiaru, w formie catej objetosci eluatu z kolumny 'D, zawierajgcego
rozdzielang matryce, a nie tylko wyselekcjonowanych frakcji, jak ma to miejsce w
technice heart-cutting [204, 235]. Konstruujgc system LCxLC jako wyjsciowe przyjeto
warunki separacji opracowanej metody heart-cutting off-line, czesciowo je modyfikujgc,
poczatkowo dla trybu off-line comprehensive, a nastepnie - trybu on-line

comprehensive.

Opracowanie warunkoéw rozdzieler w pierwszym wymiarze ('D) off-line

Separacje w pierwszym wymiarze prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-
Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), uzytej w systemie LC-LC off-line. Biorgc pod uwage
ograniczenia techniczne projektowanego systemu comprehensive - przede wszystkim
rodzaj tgcznika stanowigcego zawodr 10-portowy dwudrozny z dwoma petlami o
objetosci 50 pl, optymalizacja rozdzielen w 'D obejmowata gtéwnie modyfikacje sktadu
eluentu oraz programu elucji gradientowej. Uwzgledniajgc objetos¢ petli dozujgcej w
systemie LCxLC, elementem determinujgcym separacje w obydwu wymiarach, byto
natezenie przeptywu fazy ruchomej na kolumnie 'D. Objeto$é kazdej przenoszone;
frakcji z 'D musiata by¢ réwna objetosci petli lub mniejsza. Dlatego w poréwnaniu do
opracowanego systemu heart-cutting off-line natezenie przeptywu fazy ruchomej
zmniejszono z 0,05 ml/min do 0,015 ml/min (program Ill) lub 0,017 ml/min (programy
V, VI, VIII).

W pierwszym etapie prac wykorzystano faze ruchomg uzytg w analizach w
systemie heart-cutting off-line - metanol:woda:TFA (50:50:0,1 vW/v) w 0,1% TFA,
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stosujgc przy natezeniu przeptywu fazy ruchomej 0,015 ml/min program elucji
gradientowej I, charakteryzujgcy sie liniowym wzrostem stezenia 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 elucjg izokratyczng przy stezeniu 50% mieszaniny metanol:woda: TFA (50:50:0,1
v/v/v) w 0,1% TFA w czasie tg 5-27 minut, natomiast przy stezeniu 60% w czasie tg
30-40 minut (ryc. 37, 38-1), co nie dato pozytywnych rezultatow.

Dlatego postanowiono oceni¢ wptyw dodatku innych rozpuszczalnikow
organicznych (acetonitrylu i tetrahydrofuranu) do mieszaniny metanol:woda:TFA. W
celu uzyskania profilu chromatograficznego wyciggu metanolowego 2z nasion
kozieradki, umozliwiajgcego przeniesienie wielosktadnikowych pikow o szerokiej
podstawie, najkorzystniej rozdzielonych do linii bazowej, eliminujgc przeniesienie
pojedynczego zwigzku w dwoéch oddzielnych frakcjach. Kompozycje objetosciowe
mieszaniny metanol:woda:TFA 2z dodatkiem acetonitrylu Iub tetrahydrofuranu
modyfikowano w oparciu o wartos¢ sity elucyjnej mieszanin rozpuszczalnik
organiczny:woda. W rezultacie porownano wptyw na rozdzielczos¢ dwdch
dodatkowych mieszanin rozpuszczalnikéw: metanol:woda:tetrahydrofuran (83:15:2,
v/v/v) z dodatkiem TFA w stezeniu 0,1% oraz metanol:ACN:woda (330:40:80, viv/V) z
dodatkiem TFA w stezeniu 0,1%. Na podstawie danych literaturowych [600] zaktadano,
ze takie rozwigzanie powinno zapewni¢ utrzymanie ortogonalnosci projektowanego
systemu oraz redukcje piku rozpuszczalnika prébki, widocznego na poczatku
chromatogramu 2D, poniewaz eluent pierwszego wymiaru stanowi dla detektora UV w
drugim wymiarze rozpuszczalnik prébki. Catkowite zastgpienie metanolu acetonitrylem
nie byto mozliwe ze wzgledu na utrzymanie mechanizmu separacji na kolumnie Sphinx
C-18-Phenyl [600].

Rozdzielenia z uzyciem fazy ruchomej metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA
(83:15:2:0,1, wv//WV/v) prowadzono wedtug programu elucji gradientowej V,
charakteryzujgcego sie wzrostem stezenia mieszaniny
metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA (83:15:2:0,1, vw/W/v) od 43% do 90% w 0,1%
wodnym roztworze TFA w czasie tg 40 minut przy natezeniu przeptywu fazy ruchome;j
0,017 ml/min (ryc. 37, 38-2). Na otrzymanym chromatogramie 'D obserwowano
czesciowg separacje skfadnikéw frakcji 1l (Fr. Ill) - orientyny i izoorientyny. W
rezultacie czas konieczny do zebrania frakgc;ji Il ulegat wydtuzeniu, co byto niekorzystne
w kontekscie koniecznosci maksymalnego skrocenia czasu zbierania poszczegolnych
frakcji. Poniewaz orientyna i izoorientyna mogg by¢ efektywnie rozdzielone w drugim
wymiarze, ich separacja w 'D nie byta konieczna. Dodatkowo, na chromatogramie

HPLC, oftrzymanym =z uzyciem mieszaniny metanol:woda:tetrahydrofuran:TFA
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(83:15:2:0,1, viv/v/v) w 0,1% wodnym TFA wedtug programu elucji gradientowej V,
frakcje IV i V nie byly rozdzielone do linii bazowej, co utrudniato ich prawidtowe
zebranie i skutkowato przeniesieniem niektorych zwigzkéw w dwdch frakcjach.
Rozdzielenia z uzyciem mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45,
v/v/v/v) poczgtkowo prowadzono wedtug programu elucji gradientowej VI,
charakteryzujgcego sie liniowym wzrostem stezenia 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 natezeniu przeptywu 0,017
ml/min (ryc. 37, 38-3). Na otrzymanym chromatogramie HPLC-DAD obecne byty
niesymetryczne piki, dobrze rozdzielone do linii bazowej. Nastepnie separacje
prowadzono wedtug programu elucji gradientowej VIII, charakteryzujgcego sie elucjg
izokratyczng przy stezeniu 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 nastepnie liniowym
wzrostem stezenia 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). Umozliwito to
lepsze rozdzielenie poszczegolnych wielosktadnikowych pikéw o szerokiej podstawie,
przy czym zmniejszyly sie ich wartosci tg, co skutkowato osiggnieciem zaktadanego

skrocenia czasu separacji w 'D z 50 do 47 minut (ryc. 37, 38-4, 39).
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Ryc.37. Programy elucji gradientowe;j (lll, V, VI, VIII) stosowane w separac;ji 'D comprehensive
off-line wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolite;.
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W rezultacie do separacji w pierwszym wymiarze systemu LCxLC off-line na
kolumnie  Sphinx  C-18-Phenyl uzyto 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),
otrzymujgc w krotkim czasie (47 minut) separacje zblizong do separacji w systemie LC-
LC.
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Ryc.38. Chromatogramy 'D wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, otrzymane w

wyniku separacji z uzyciem réznych faz ruchomych i programoéw elucji gradientowej:

1. metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/A/v) w mieszaninie z 0,1% roztworem TFA w wodzie,
program Il

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 'D LC

wyrézniono 12 frakcji  (I'-XII'), z ktérych 9 odpowiadato frakcjom z rozdzielenia 'D 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 zawierato C-glikozyloflawony

(frakcje I'-1V', VI'-IX', XI'-XII'), natomiast pozostate 2 stanowity frakcje "puste" (brak C-

glikozydéw flawonowych, frakcje V' i X') (tab. 9). Poszczegodlne frakcje zbierano

recznie, a nastepnie poddawano analizie w drugim wymiarze.

Frakcja 'D
off-line off-line | on-line
heart-cutting comprehensive
I I
Il I
1 nr

- V'
Y V'
\Y VI'
\ VII'
W VI
- IX'
— X'
VI XI
IX Xl
Tab.9. Charakterystyka frakcji 'D otrzymanych w systemach heart-cutting
comprehensive off-line i on-line.
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Ryc.39. Chromatogram 'D LCXLC off-linelon-line wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
pospolitej: I' - XII' - frakcje 'D. Kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), elucja

gradientowa wedtug programu VIII, UV A-330 nm.
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Opracowanie warunkéw rozdzieler w drugim wymiarze (°D)

W celu skrécenia czasu analizy w drugim wymiarze zmieniono kolumne °D ze
stosowanej wczesniej w systemie heart-cutting off-line kolumny Kinetex C-18 (100 mm
x 2,1 mm x 2,6 yum) na kolumne krotszg o zblizonej srednicy ziaren - Discovery HS C18
(75 mm x 2,1 mm x 3 ym). Dodatkowo zwigkszono natezenie przeptywu fazy ruchomej
w ’D z 1 ml/min (LC-LC off-line) do 2,3 ml/min (LCxLC). Wstepne rozdzielenia
wykazaly, ze profile separacji sktadnikéw poszczegdlnych frakcji, otrzymane z uzyciem
kolumny Discovery sg identyczne z uzyskanymi na kolumnie Kinetex. Ponadto
obserwowano zmniejszenie wartoéci tz i skrocenie czasu separacji w “D frakcji
przenoszonych z 'D.

Separacje “D sktadnikéw poszczegolnych przenoszonych frakcji prowadzono w
warunkach elucji izokratycznej, stosujgc jako fazy ruchome mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1,v/v/v) w 0,1% wodnym TFA w réznym stosunku objetosciowym: 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
uzytych do separacji skiadnikéw poszczegdlnych frakcji w ?D  dobierano
eksperymentalnie. Uwzgledniajgc przedstawione zatozenia w projektowaniu systemu
comprehensive on-line warunki separacji w 2D modyfikowano w niewielkim zakresie,
zwigzanym ze zmiang kolumny w “D. Wypetnienie kolumny Discovery uzytej w D
stanowig sferyczne ziarna zelu krzemionkowego chemicznie modyfikowanego resztami
oktadecylowymi, porowate w catej objetosci, podczas gdy kolumna Kinetex wykonana
jest w technologii "core-shell" - warstwa Zzelu krzemionkowego chemicznie
modyfikowanego resztami oktadecylowymi stanowi powloke osadzong na
nieporowatym rdzeniu. W rezultacie na kolumnie Kinetex zwigzki ulegajg adsorpcji w
powierzchniowej warstwie ziaren wypetnienia, podczas gdy na kolumnie Discovery - w
catej objetosci ziaren, co w celu ich desorpcji moze skutkowac¢ koniecznoscig zmian
stezenia rozpuszczalnika organicznego (tab. 10). Dlatego w separacji sktadnikow
frakcji I' i II' obnizono stezenie 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 sktadnikéw frakcji V', VIII', XI' i XII' zwiekszono stezenie
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"). Zwigkszenie stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,v/iv/v) w 0,1%
wodnym TFA byto konieczne aby uzyskac separacje sktadnikéw frakcji V', VIII', IX', X".
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Numer frakcji Faza ruchoma ’D Numer frakcji Faza ruchoma ’D
off-line zf:'_llli’;g off-line Zfrt;-llli’;j off-line ‘::Z-llli’r:zl off-line %f:-lllir'zl
LC-LC Lexie texee | ¢ Lexe YOC Lexic

I I' S5 S3 Vi viIr S6 S6

] i S5 S4 Vi vir S6 S8

[} i S1/S2/S5 S5 - X' - S8

- v’ - S6 - X - S11

v \'A S4 S6 Vil X S10 S11

\' VI’ S6 S7 IX Xir S11 S12

Tab.10. Charakterystyka faz ruchomych, stosowanych w separacji “D  zwigzkow
flawonoidowych z frakcji I'-XII' metodami 2D LC (LC-LC, LCxLC), stanowigcych mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1,v//v) (E) w 0,1% wodnym TFA (v/) (A): S1-20% E, S2 — 23% E,
S3 -26% E, S4 —30% E, S5 -32% E, S6 — 35% E, S7 - 36% E, S8 — 38% E, S9 —40% E,
S10-45% E, S11-50% E, S12 - 55% E.

Wyniki analizy °D frakcji I' - XII' potwierdzity obecno$¢ C-glikozyloflawonéw,
zidentyfikowanych z uzyciem opracowanego systemu heart-cutting off-line, przy czym
czes¢ zwigzkdéw obecnych we frakcji llI' (izoorientyna - 3a, orientyna - 3b, izoszaftozyd
- 4a i szaftozyd - 4b) byla obecna réwniez we frakcji IV (ryc. 40). Dwa zwigzki,
zidentyfikowane wczesniej metodg heart-cutting off-line, mianowicie: izoszaftozyd (4a) i
szaftozyd (4b) moga byc¢ rozdzielone tylko w systemie LC-LC off-line, ze wzgledu na

diugi czas (t =2 25 min) konieczny do ich separacji w obecno$ci w matrycy orientyny i

izoorientyny.
FR LD
10 4a+4b
FRWIIT'
. =]
FRII' |
2 |
s FR VI FR VIII
[} 1Za
2a
s
9
FR IV
i 12b R IX'
FR.I' aan | 7 10 FRX  poop FROMIT
1 FR V! d 13
b\ 1 L 14 s
n_I‘—J MLy k - _\,\ N [

A0 40,0 n:IS;:)
Ryc.40. Chromatogram D LCXLC on-line wyciggu metanolowego z nasion kozieradki: Fr I' - XII'
- frakcje 'D. Kolumna Discovery HS C18 (75 mm x 2,1 mm x 3 ym), fazy ruchome: S;, Sy, Ss,
SG; S7, Ss, S11, 812, UV A-330 nm.
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Opracowane warunki separacji 'D i D C-glikozydéw flawonowych w badanej
matrycy roslinnej metodg LCxLC off-line mogg by¢ stosowane w systemach HPLC,

ktore nie wymagajg automatyzaciji.

Analiza C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki metoda

comprehensive on-line (LCxLC on-line)

Warunki opracowane w systemie comprehensive off-line wykorzystano w
systemie comprehensive on-line. Uzyto tych samych kolumn i faz ruchomych. W
pierwszym wymiarze stosowano detektor DAD, natomiast w drugim wymiarze -
detektory DAD i MS. Uwzgledniajgc petng automatyzacje procesu (LCxLC on-line),
podstawowym problemem systemu jest optymalizacja czasu modulacji. Jest to czas
miedzy wprowadzeniem na kolumne 2D kolejnych frakcji z 'D, obejmujacy réwniez czas
konieczny do rozdzielenia skiadnikéw pojedynczej frakcji w *D [354, 484]. W
opracowywanym systemie LCxLC czas modulacji zalezat od szerokosci pikéw
odpowiadajgcych poszczegéinych frakcjom na chromatogramie 'D (mierzonej u
podstawy piku), jak i czasu koniecznego dla rozdzielenia sktadnikéw frakcji w drugim
wymiarze. Jednoczeé$nie nie moze by¢ on dluzszy od czasu napetniania petli w
zaworze stanowigcym tacznik miedzy dwoma wymiarami - 'D i ?D. W badaniach
wykorzystywano petle o objetosci 50 pl, dlatego objetos¢ kazdej przenoszonej frakcji
musiata by¢ rowna objetosci petli lub mniejsza. W analizach w systemie
comprehensive on-line zastosowanie dzielnika strumienia w celu zmniejszenia
objetosci eluentu z 'D w jednostce czasu, nie zawsze jest dobrym rozwigzaniem,
poniewaz dodatkowo obniza stezenia zwigzkéw, czesto ponizej granicy ich
wykrywalno$ci. Dlatego czas konieczny do zebrania frakcji uzalezniono od natezenia
przeptywu fazy ruchomej w 'D na uzytej kolumnie Sphinx C-18-Phenyl (0,017 ml/min) i
wyniost on odpowiednio: frakcja I' — 2,7 min, frakcja II' — 2,1 min, frakcja lllI' — 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', stanowigce eluaty z kolumny 'D,

przenoszone byty automatycznie na kolumne 2D.
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Automatyczny Kolumna
Y I—) = ——)I Detektor DAD
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Dzielnik strumienia {1:1}

Ryc.41. Schemat systemu LCxLC stosowanego w analizie C-glikozyloflawonéw w wyciggu
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej.
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Ryc.42. Schemat konfiguracji tgcznika systemu LCxLC on-line, stosowanego w analizie C-
glikozyloflawonéw z nasion kozieradki pospolitej [235]: A - dozowanie na kolumne Dz uzyciem
petli 2, B - dozowanie na kolumne Dz uzyciem petli 1.
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W drugim wymiarze separacje prowadzono na kolumnie Discovery HS C18 (75
mm x 2,1 mm x 3 ym) z uzyciem gradientu skokowego (ryc. 44), w ktérym sktadniki
poszczegolnych frakcji I'-XII' rozdzielano w warunkach elucji izokratycznej (pojedynczy
skok), z wykorzystaniem faz ruchomych opracowanego systemu LCxLC off-line,
charakteryzujgcych sie nastepujgcym stezeniem 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 Il;
32% (S5) - frakcja lll; 35% (S6) - frakcje 1V, V, VII; 36% (S7) - frakcja VI; 38% (S8) -
frakcje VIII i IX; 50% (S11) - frakcje X i XI; 55% (S12) - frakcja Xll. Zastosowanie
detektora mas w D wymagato uzycia dzielnika strumienia eluatu z kolumny *D
(natezenie przeptywu 2,3 ml/min; strumieh dzielono w stosunku 1:1), poniewaz
maksymalna objetos¢ eluatu, ktéra mogta by¢ wprowadzona do detektora wynosita ok.
1 ml. Czas analizy pojedynczej frakcji nie przekraczat 3 minut, z wyjgtkiem ostatniej
frakcji XII, ktorej czas rozdzielenia mdgt pozosta¢ nieograniczony i nie miat wptywu na
efektywnos¢ separacji. Jako technike zbierania danych chromatograficznych

zastosowano monitorowanie wybranych jonéw SIM (Selected lon Monitoring) (ryc. 43).

Analizujgc C-glikozyloflawony w nasieniu kozieradki pospolitej metodg
comprehensive on-line (LCxLC) otrzymano rozdzielenie 17 zwigzkow. Opracowany
system nie umozliwit separacji szaftozydu i izoszaftozydu, ktére w badanym zespole
mogq by¢ efektywnie rozdzielone jedynie z uzyciem opracowanych metod heart-cutting
off-line (LC-LC off-line, metody | i Il). Jednoczesnie przedstawiony system LCxLC on-
line, ze wzgledu na peilng automatyzacje procesu analitycznego, stanowi przydatne
narzedzie do szybkich analiz serii probek, zawierajgcych C-glikozyloflawony, pochodne

apigeniny i luteoliny.

Wyniki separacji LCxLC on-line zespotu C-glikozyloflawonéw badanego
ekstraktu przedstawiono w formie pojedynczych chromatograméw (ryc. 43) oraz w
postaci dwuwymiarowego diagramu konturowego (ang. contour plot) (ryc. 45).
Prezentacja wynikow 2D LC rozdzielen chromatograficznych w formie diagramu
stanowi efektowne narzedzie wizualizacji osiggnietych efektow rozdzielczych w

odniesieniu do badanej matrycy roslinnej [123].
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Ryc.43. Chromatogramy LCxLC off-line/on-line wyciggu metanolowego z nasion kozieradki
pos1politej pochodzenia krajowego:

A. 'D: kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), elucja gradientowa wedtug
Erogramu VI, UV A-330 nm;

B. “D: kolumna Discovery (75 mm x 2,1 mm x 3 pm), fazy ruchome S;, S4, Ss, Sg, S7, Ss, Si1,
S42, UV A-330 nm.

C. catkowity prad jonowy w trybie jonéw dodatnich (TIC+)

D. chromatogramy jonéw molekularnych m/z 433, 449, 535, 565, 579, 595, otrzymane technikg
SIM w trybie jonéw dodatnich.
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Ryc.44. Chromatogramy 'D i 2D systemu LCXLC on-line rozdzielenia C-glikozydéw
flawonowych w wyciggu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego z
profilami elucji gradientowe;: 'D - kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), elucja
gradientowa wg programu VIIl, ’D - kolumna Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 ym), fazy
ruchome S;, S, Ss, Ss, S7, Sg, Si1i, Si2 (gradient skokowy), A - 0,1% TFA, D -
metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, viw/v), E - ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/vA), UV A-
330 nm.
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Ryc.45. Chromatogram LCxLC on-line C-glikozydéw flawonowych w wyciggu metanolowym z
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego: 'D - kolumna Sphinx C-18-Phenyl (100
mm x 1 mm x 5 ym), elucja gradientowa wedtug programu VIII, ?D - kolumna Discovery (75 mm
x 2,1 mm x 3 uym), fazy ruchome S3, S,, Ss, Sg, S7, Sg, S11, S12 (gradient skokowy), UV A-330
nm, numeracja pikow odpowiada przedstawionej w tabeli 7.

Przeprowadzone analizy zespotu C-glikozydoéw flawonowych w nasieniu
kozieradki pochodzenia krajowego z zastosowaniem roznych technik jedno- i
dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej, umozliwity wykrycie w
surowcu po raz pierwszy dwoch metabolitow wtérnych z grupy C-glikozyloflawondw:
wiceniny-3 oraz izoszaftozydu. Petne rozdzielenie C-glikozyloflawonéw zespotu
otrzymano w warunkach opracowanej metody heart-cutting off-line (LC-LC off-line).

Na tle wynikow uzyskanych przez innych autorow [143, 435, 456], badany w
niniejszej pracy materiat roslinny, obok podobienstw, charakteryzujg istotne réznice w
skfadzie jako$ciowym zespotu C-glikozydow flawonowych.

Wykazano, ze w profilu badanego zespotu dominujg C-glikozydowe pochodne
apigeniny (zwigzki 1, 2, 4a, 4b, 5-13, 15a, 15b), co potwierdzajg wyniki otrzymane
przez innych autoréw [143, 435, 456, 493]. Ujawniono, ze analizowany zespodt
obejmuje 11 di-C-glikozyddéw apigeniny (zwigzki 1, 2, 4a, 4b, 5, 7, 9-13) o
zréznicowanej budowie, 2 izomeryczne mono-C-glukozydy: witeksyne i izowiteksyne
oraz 2 estry p-kumarowe: p-kumaroilo-witeksyne (15a) i p-kumaroilo-izowiteksyne
(15b).
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Witeksyna i izowiteksyna sg powszechnie wykrywane w nasieniu kozieradKi
réznego pochodzenia [15, 419, 435, 456, 490, 570]. Wyjatek stanowig badania Prati i
wsp. [435], w ktérych nie stwierdzono obecnosci izowiteksyny, jakkolwiek jej 8-C-
izomer (witeksyna) byt obecny.

Natomiast w zakresie di-C-glikozydowych pochodnych surowiec wykazuje
znaczng roznorodnos$¢. W badanym materiale roslinnym wystepujg di-C-heksozylo-
pentozydy (zwigzki: 2 - wicenina-1, 4a - izoszaftozyd, 4b - szaftozyd, 5 - di-C-(6/8)-
heksozylo-pentozyd, 7 - wicenina-3), zawierajgce glukoze (wicenina-1, izoszaftozyd,
szaftozyd, wicenina-3) oraz ksyloze (wicenina-1, wicenina-3) Ilub arabinoze
(izoszaftozyd, szaftozyd). Dominujgcym di-C-glikozyloflawonem jest wicenina-1
(zwigzek 2), ktorej obecnos¢ wykryli wczesniej w nasieniu kozieradki Wagner i wsp.
[570], a potwierdzili - Es-Safi i wsp. [143]. Szaftozyd (zwigzek 4b) jako sktadnik zespotu
C-glikozydow w nasieniu kozieradki opisat Shan i wsp. [493]. W toku niniejszych
badan prowadzonych metodg 2D-LC heart-cutting ujawniono wystepowanie w
nasionach kozieradki izoszaftozydu (6-C-arabinopiranozylo-8-C-glukopiranozydu
apigeniny) (zwigzek 4a), dotychczas nie opisanego w nasionach T. foenum-graecum.
Roéwniez wicenina-3 (zwigzek 7) zostata stwierdzona w surowcu po raz pierwszy.
Niedawno jej obecnos¢ potwierdzono rowniez w nasionach kozieradki pochodzgcych z
Maroka [143]. Ponadto w analizowanym surowcu wystepuje wicenina-2, zawierajgca w
strukturze dwie czgsteczki glukozy [143, 493, 570]. Jest to jedyny di-C-heksozyd,
ujawniony w badanym materiale ro$linnym, jakkolwiek w surowcu azjatyckim
stwierdzono rowniez wystepowanie di-C-heksozydow, zawierajgcych dwie czgsteczki
galaktozy [456] lub galaktoze i glukoze [493]. Natomiast Es-Safi i wsp. [143] w
nasionach kozieradki z Maroka wykazali obecno$s¢ az trzech di-C-heksozydow
apigeniny, sposrod ktérych dwdch nie zidentyfikowano (okreslane przez autoréw jako
izomery wiceniny-2), natomiast trzecim byta wicenina-2. Interesujgcg grupe stanowi 5
zwigzkow (9, 10, 11, 12a i 13), zidentyfikowane wstepnie jako di-C-pentozydy
apigeniny. Obecnos$¢ di-C-pentozydow apigeniny nie zostata dotychczas opisana w
zespole C-glikozyloflawondéw nasienia kozieradki, jednak w celu okreslenia ich petnych
struktur chemicznych konieczne sg dalsze prace izolacyjne.

Dodatkowo w badanym surowcu potwierdzono wystepowanie czterech
pochodnych luteoliny (zwigzki 3a, 3b, 14a, 14b). Ponadto ujawniono wystepowanie
réznic w intensywnos$ci sygnatow deprotonowanych jonéw molekularnych przy m/z 447
[M-H]” oraz ich adduktéw z TFA przy m/z 561 [M-H+114] w widmach ESI-MS
wzorcowych orientyny i izoorientyny,otrzymanych w trybie jonéw ujemnych.
Izomeryczne mono-C-glukozydy luteoliny - orientyna (3b) oraz izoorientyna (3a)

wystepujg w surowcu zaréwno krajowym, jak i azjatyckim [419, 435, 456, 570],
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jakkolwiek czesto potwierdzano obecnos¢ jedynie 6-C-glukozydu luteoliny [435, 456].
Jednoczesnie zwigzki 14a i 14b (p-kumaroilo-izoorientyna i p-kumaroilo-orientyna,
odpowiednio) stanowig, jak wspomniano wczesniej, pochodne estrowe luteoliny,
jakkolwiek udowodniono, ze surowiec afrykanski zawiera az szes¢ réznych estréw tego
C-glukozyloflawonu [143].

W analizowanych ekstraktach nie stwierdzono obecnosci acylowanych

pochodnych apigeniny i luteoliny, zawierajgcych reszty kwasow fenolowych:
galusowego, dihydrogalusowego, dihydroferulowego, hydroksyglutarowego,
metoksyglutarowego i malonylowego [143] oraz chinowego i hydroksy-

metyloglutarowego [456]. Szereg zwigzkow o takiej budowie ujawniono w surowcu
afrykanskim [143], natomiast dwoch - w palestyhskim [456]. Jedynymi zwigzkami o
budowie estrowej, wystepujgcymi w surowcu polskim sg zestryfikowane resztg kwasu
p-kumarowego pochodne izoorientyny i orientyny (zwigzki 14a i 14b, odpowiednio)
oraz witeksyny i izowiteksyny (zwigzki 15a i 15b, odpowiednio). Wystepowanie p-
kumaroilo-orientyny w surowcu pochodzenia azjatyckiego wykazali niezaleznie od
siebie w 2010 roku Wang i wsp. [574] oraz Rayyan i wsp. [456]. Natomiast obecno$ci
estru p-kumarowego izoorientyny nie stwierdzono. Sposréd pochodnych estrowych C-
6/8-glukozydow apigeniny, jedynie ester p-kumarowy witeksyny zostat stwierdzony
przez Sood'a w 1976 roku [511], a nastepnie potwierdzony w roku 2010 przez Rayyan i
wsp. [456, 574] oraz Wang i wsp. [456, 574] .

W toku analiz nie potwierdzono wystepowania w badanym materiale O-
glikozydowych pochodnych C-glikozyloflawonéw, metoksylowych flawonéw oraz
wolnych flawonoéw. Wobec substancji wzorcowych wykluczono obecnos¢: 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 potwierdzity rowniez obecnosci metoksylowych
flawonéw: trycyny (m/z 331) oraz jej 7-O-glukozydu [494, 574]. Prati i wsp. [435]
stwierdzili metodg HPLC-UV-MS obecno$¢ dwoch zwigzkéw, ktore wstepnie
identyfikowali jako O-ramnozylowe pochodne orientyny/izoorientyny (m/z 595, Apnax 318
nm) lub witeksyny (m/z 578, Anax 318 nm). Biorgc jednak pod uwage warto$¢ Apax 318
nm, wskazujgcg na obecnos¢ przesuniecia hipsochromowego maksimum absorpcji |,
charakterystycznego dla zwigzkéw o budowie estrowej, prawdopodobnie zwigzki te,
rozpoznane jako O-glikozydy mono-C-glikozyloflawondéw, w rzeczywistosci byty ich
pochodnymi estrowymi. Zaréwno obserwowane wartosci m/z i Anay, jak rowniez dane
literaturowe [456, 511, 574] wskazujg, ze w badanym przez autoréw surowcu mogty

wystepowac estry p-kumarowe mono-C-glikozyloflawondw.
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Analiza ilosciowa C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki
metoda LC-LC-DAD on-line

Kolejny etap prac stanowito opracowanie i walidacja metody LC-LC-DAD
oznaczenia ilosciowego poszczegdlnych C-glikozyloflawonéw zespotu nasion
kozieradki. Rozdzielenia w pierwszym wymiarze ('D) prowadzono w warunkach
separacji 1D HPLC C-glikozyloflawonow (11.7.1.2.), opracowanych na kolumnie Kinetex
C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym), stosujgc elucje gradientowg wedtug programu |
(11.4.2.2.), ktory charakteryzowat sie wzrastajgcym stezeniem mieszaniny
ACN:woda;TFA (50:50:0,1; v/W/Vv) od 16% do 70% w 0,1% wodnym TFA w czasie tg
70 minut (program elucji |, rodziat 11.4.2.2.) - gradient mieszany, obejmujgcy liniowy
wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA oraz elucje
izokratyczng, przy natezeniu przeptywu fazy ruchomej 0,23 ml/min. Zawarto$¢
zwigzkow 1, 2, 5-15 oznaczono w oparciu o wartosci powierzchni pdél pikdw,
otrzymanych na chromatogramie 'D. Poniewaz w warunkach rozdzielenia 'D zwigzki
3a, 3b, 4a, 4b koeluowaty, w celu oznaczenia ich zawartosci zastosowano metode
heart-cutting on-line (LC-LC on-line). W wyniku rozdzielenia 'D, frakcje "Z" (tz 28,2-
30,7 min), zawierajgcg zwigzki 3a, 3b, 4a i 4b przeniesiono automatycznie na kolumne
D o ponad dwukrotnie wiekszej $rednicy - Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 um),
wykorzystujgc dzielnik strumienia, umozliwiajgcy podziat eluatu z kolumny 'D w
stosunku 210:20, przy objetosci petli dozujgcej zaworu (tgcznika) 50 pl. Sktadniki frakcji
"Z" rozdzielono, stosujac elucje izokratyczng z uzyciem fazy ruchomej o stezeniu 23%
mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1% TFA (S2)(4.2.2.2.) przy natezeniu
przeptywu 1 ml/min. Uzytg faze ruchomg zastosowano w opracowanej metodzie heart-
cutting off-line (metoda Il). Podobnie jak w przypadku zwigzkéw 1, 2, 5-15, zawartos¢
zwigzkéw 3a, 3b, 4a, 4b oznaczono w oparciu o wartosci pol powierzchni pikow,
otrzymanych na chromatogramie “D. Opracowang metode zwalidowano w zakresie
liniowosci, granicy wykrywalnosci, granicy oznaczalnosci oraz precyzji jedno- i
miedzydniowj (powtarzalnosci) (I1.7.1.5.). Parametry walidacyjne przedstawiono w
tabelach 11-A i 11-B. Opracowang metode wykorzystano do oznaczenia zawartosci C-
glikozyloflawonoéw w wyciggach: 70% metanolu (A), wodnym (B) oraz frakcji D (p.
B.ii.1.5.), przeznaczonych do badan aktywnos$ci biologicznej. Do celéow analizy
chromatograficznej liofilizaty wyciagow i frakcji rozpuszczono w metanolu w stosunku:
25 mg/1,5 ml (wyciggi A i B) oraz 1 mg/ml (frakcja D). Stezenie C-glikozyloflawonow

wyrazono w przeliczeniu na 1 mg liofilizatu (tab. 12)
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Parametry walidacji
Granica Granica
wykrywalnosci oznaczalnosci
(LOD) (LOQ)
[ug/ml] [pug/ml]

Liniowos¢é

AU (krzywa regresiji,

wspotczynnik korelaciji)

witeksyna y = 564:.4;608,)39—9;8485,5 1,812 5,44
izowiteksyna [Ri 5353;8’99)(95; 6585.8 1,995 5,99
orientyna [k 16?_’1102139_9‘;;70’071 2,259 6,78
izoorientyna [RA 202:',2407,39_9161 31,16 3,054 9,16
wicenina-1 [Ri 41‘:'3;705,39_8%5165’7 2,095 6,29
wicenina-2 [Ri 32?_2;007,39_9%687’39 2,985 8,95
wicenina-3 s 426'-1;805,39—9236595,1 1,951 5,853
szaftozyd y= 4?4;808’)9(9_9‘&691 X 1,482 5,525
izoszaftozyd |4 23?’2 %?;9;4945’146 2,00 6,00

Tab.11-A. Parametry walidacyjne opracowanej metody LC-LC on-line oznaczenia zawartosci C-
glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki: liniowo$¢, granica wykrywalnosci, granica
oznaczalno$ci.

Parametry walidacji

Precyzja

Zwiazek jednodniowa migdzydniowa
[RSD, %] [RSD, %]

Tab.11-B. Parametry walidacyjne opracowanej metody LC-LC on-line oznaczenia zawartosci C-
glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki: precyzja jedno- i miedzydniowa.
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Zawartos¢ w 1 mg liofilizatu [ug] Zawartosé w 1 g surowca
Zwiazek
Wyciag A Wyciag 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

Y C-glikozydsw | 113,368 £ 0,12 36,769 + 0,44 823,68 £ 0,14 14,409 + 0,26

Tab.12. Zawarto$¢ C-glikozydéw flawonowych, oznaczona metodg LC-LC-DAD on-line w
nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego oraz otrzymanych wyciggach: 70%
metanolu (A), wodnym (B) oraz frakcji D wyciaggu metanolowego. Numeracja zwigzkéw
odpowiada przedstawionej w tabeli 7.

Zawartos¢ C-glikozyloflawonéw w nasionach kozieradki pospolitej oznaczono w
wyciggu 70% metanolu (A), otrzymanym z uzyciem opracowanej, najbardziej wydajnej
metody wytrawiania tych zwigzkéw (2 x 100 ml, ekstrakcja z uzyciem mieszadta
magnetycznego, 2 x 3h, 60°C). Oznaczona zawarto$¢ C-glikozydéw flawonowych w
nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego wynosita 14,409 mg/g i byta
10-krotnie wyzsza od oznaczonej przez Prati i wsp. [435] metodg HPLC-DAD w
Swiezych nasionach kozieradki pospolitej (1,5 mg/g, w przeliczeniu na diosmineg).

Wykazano réznice w zawartosci poszczegdlnych C-glikozyloflawonéw w
odniesieniu do danych literaturowych. Dominujgcym zwigzkiem w badanym surowcu
jest izowiteksyna (zwigzek 8) (2,508 £ 0,50 mg/g), obok wiceniny-1 (zwigzek 2) (1,912
+ 0,15 mg/g) oraz obecnej w nieco nizszym stezeniu witeksyny (zwigzek 6) (1,782+
0,09 mg/g). Natomiast w mniejszych ilosciach wystepuja: izoorientyna (zwigzek 3a)
(1,307 = 0,61 mg/g), izoszaftozyd (zwigzek 4a) (1,120 £ 0,46 mg/g) i orientyna
(zwigzek 3b) (0,994 £ 0,40 mg/g). Odnotowano réwniez wysokie stezenia zwigzkow 9 i

12, zidentyfikowanych jako prawdopodobnie di-C-(6/8)-pentozydy apigeniny (0,921 +
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0,74 oraz 0,842 + 0,08, odpowiednio). Jak wspomniano wczesniej, zwigzki o takiej
strukturze nie zostaly dotychczas stwierdzone w nasieniu kozieradki pospolitej,
natomiast w badanym surowcu stanowig 16% zespotu C-glikozydéw flawonowych
(zwigzki 9, 10, 11, 12a, 13).

Rayyan i wsp. [456] z uzyciem metody HPLC-DAD-ESI-MS wykazali, ze
dominujgcymi w zespole C-glikozydéw flawonowych w surowcu azjatyckim sg: di-C-
6,8-galaktozyd apigeniny (11%), 6-C-ksylozylo-8-C-galaktopiranozyd apigeniny (20%)
oraz orientyna (20%), stanowigce tgcznie 51% zespotu.

Z kolei w surowcu marokanskim dominowaty: 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 obecnosci witeksyny, izowiteksyny,
orientyny, izoorientyny i izoszaftozydu [143].

Estry p-kumarowe orientyny/izoorientyny (14) oraz witeksyny/izowiteksyny (15)
wystepujg w badanym surowcu w zblizonych stezeniach (0,541 + 0,18 mg/g i 0,552 +
0,11, odpowiednio), podczas gdy w azjatyckich nasionach kozieradki, zawartos¢ p-
kumarynianu orientyny/izoorientyny jest 4-krotnie wyzsza niz p-kumarynianu

witeksyny/izowiteksyny [456].

Analiza C-glikozyloflawonéw w nasieniu kozieradki
pochodzenia tureckiego i afrykanskiego metoda HPLC-DAD-
ESI-MS oraz LC-LC-DAD on-line

Analizy C-glikozyloflawonéw w wyciggu metanolowym z nasion kozieradki
prowadzono we wspotpracy 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 badan
przeznaczono nasiona kozieradki pospolitej pochodzenia tureckiego, zebrane ze stanu
naturalnego prowincji Antalya (nasiona T1) oraz pochodzenia afrykanskiego,
otrzymane z Département des Sciences Naturelles et de la Vie école normal
supérieure de Laghouat (Algieria) (nasiona T2). Analizie poddano wyciggi metanolowe
z nasion T1 i T2, otrzymane w wyniku trojstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w

aparacie Soxhleta, wedtug procedury opisanej w punkcie 11.6.1.1.1.
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Na otrzymanych chromatogramach HPLC wyciggéw metanolowych z nasion
kozieradki T1 i T2 obserwowano 19 pikow, z ktérych 15 (piki 1 - 15) odpowiadato C-
glikozyloflawonom, zidentyfikowanym wczesniej w surowcu pochodzenia krajowego
(tab.7.). Natomiast pozostate 4 (piki 16-19) odpowiadaty zwigzkom nieobecnym w
surowcu krajowym. W celu ich identyfikacji analizowano widma UV oraz zastosowano
skanowanie przy uzyciu detektora mas w trybie jonéw dodatnich [SCAN(+)] oraz
ujemnych [SCAN(-)], w zakresie wartosci mas m/z 400-1200. Ponadto, jako metode
zbierania danych chromatograficznych zastosowano monitorowanie wybranych jonéw
(SIM) w oparciu o zebrane dane literaturowe [143, 353, 435, 456, 574]. Poszukiwano
zwigzkow flawonoidowych, wykrytych wczesniej w kozieradce pospolitej, w réznych jej
czesciach - nasionach i lisciach. Otrzymane dane chromatograficzne zestawiono w
tabeli 13.

[M+H]*/ [M-H]7 [M- tn :
Nr | UV ax H+114] (min.) Zwigzek
16| 270 595/ 593 /707 1722 | di-C~(6/8)-heksozyd apigeniny
17| 209 595/ 593 / 707 21,23 |  di-C-(6/8)-heksozyd apigeniny
18 270 565/ 563/ 677 26.53 di-C-(6/8)-hekso;ylo-pentozyd
335 apigeniny
19 270 565/ 563/ 677 31,67 d|-C-(6/8)-hekso;ylo-pentozyd
333 apigeniny

Tab.13. Dane chromatograficzne i spektralne nowych zwigzkéw flawonoidowych 16-19,
zidentyfikowanych w wyciggach metanolowych z nasion kozieradki pochodzenia afrykanskiego i
tureckiego.

W widmach UV zwigzkoéw 16-19 obserwowano dwa maksima absorpcji: przy
dtugosci fali Ayax 270 nm (I maksimum) i Apax 335 nm (Il maksimum) (zwigzki 16-18) lub
Amax 333 nm (Il maksimum) (zwigzek 19), co wskazuje, ze sg one C-glikozylowymi
pochodnymi apigeniny [353].

Na chromatogramach jonéw o wartosci m/z 595 [M+H]+ w trybie jondow
dodatnich i m/z 593 [M-H]- w trybie jonéw ujemnych obserwowano obecno$¢ dwdch
pikéw o tg 17,22 min (zwigzek 16) oraz tg 21,23 min (zwigzek 17). Dodatkowo oba
zwigzki analizowane w trybie jondéw ujemnych tworzyly addukty z kwasem
trifluorooctowym (TFA) [M-H+114]" przy m/z 707. Na podstawie uzyskanych danych
chromatograficznych i spektralnych, zwigzki 16 i 17 zidentyfikowano jako

prawdopodobnie di-C-(6/8)-heksozydy apigeniny. Uwzgledniajgc obecnos¢ zwigzkow
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16 i 17 obok rozpoznanego wczesniej w badanym materiale roslinnym, w tym réwniez
w surowcu krajowym, di-C-(6/8)-glukozydu apigeniny (wicenina-2, zwigzek 1) mozna
przypuszczac, ze zwigzki 16 i 17 zawierajg dwie czgsteczki galaktozy lub galaktoze i
glukoze. Zwigzki o takiej strukturze w surowcu azjatyckim ujawnili Rayyan i wsp. [456]
(di-C-(6/8)-galaktozyd apigeniny) oraz Shan i wsp. [493] (6-C-B-D-glukozylo-8-C-B-D-
galaktozyd apigeniny). Podobnie w nasionach kozieradki pochodzenia afrykanskiego
wykryto obok wiceniny-2, dwa rozne di-C-heksozydy apigeniny, ktérych petnych
struktur nie okreslono [143].

Analiza chromatogramu jonu m/z 565 wykazata obecno$¢ 6 pikow o czasach
retencji: tr 26,53 min (zwigzek 18) i tg 31,67 min (zwigzek 19), tg 28,98 min (zwigzek
2), tr 31,45 min (zwigzek 4), tr 32,32 min (zwigzek 5) oraz tg 38,76 min (zwigzek 7).
Zwigzki 2, 4a, 4b, 5 i 7 zidentyfikowano wczesniej w surowcu krajowym jako
odpowiednio: wicening-1, izoszaftozyd, szaftozyd, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozyd
apigeniny i wicening-3 (tab. 7). W trybie jonow ujemnych zwigzki 18 i 19 generowaty
jony molekularne przy m/z 565 [M+H]" i w trybie jondw ujemnych przy m/z 563 [M-H]
oraz przy m/z 677 addukty z TFA [M-H+114], co wskazuje, ze sg to di-C-heksozylo-
pentozydy apigeniny. Uwzgledniajgc obecno$¢ w badanych wyciggach z nasion T1 i
T2, zidentyfikowanych wczesniej w surowcu krajowym di-C-heksozylo-pentozydow,
zawierajgcych w swej czgsteczce: glukoze i arabinoze (szaftozyd - 6-C-B-D-
glukopiranozylo-8-C-a-L-arabinozyd apigeniny, izoszaftozyd - 6-C-B-D-
arabinopiranozylo-8-C-a-L-glukozyd apigeniny; zwigzki 4b i 4a, odpowiednio) lub
glukoze i ksyloze (wicenina-1 - 6-C-ksylopiranozylo-8-C-glukozyd apigeniny i wicenina-
3 - 6-C-glukopiranozylo-8-C-ksylopiranozyd apigeniny; zwigzki 2 i 7, odpowiednio)
mozna przypuszczac, ze struktury zwigzkoéw 18 i 19 tworzg odmienne kombinacje
jednostek cukrowych niz w opisanch powyzej zwigzkach 2, 7, 4a i 4b. Mozliwe, ze
zwigzki 18 i 19 zawierajg galaktoze i pentoze (ramnoze, ksyloze lub arabinoze) lub
glukoze i ramnoze. Shan i wsp. [493] zidentyfikowali w surowcu azjatyckim 6-C-
galaktopiranozylo-8-C-a-L-arabinozyd apigeniny, natomiast Rayyan i wsp. [456] 6-C-[3-
arabinopiranozylo-8-C-f3-galaktopiranozyd apigeniny oraz jej 6-C- B-ksylopiranozylo-8-
C-B-galaktopiranozyd. W nasionach kozieradki pochodzacych z Maroka Es-Safi i wsp.
[143] ujawnili obecnos¢ 8-C-ramnozylo-6-C-glukopiranozydu apigeniny.

Ponadto analiza HPLC-DAD-MS surowca azjatyckiego ujawnita obecnos¢ 6,8-
C-di-galaktopiranozydu apigeniny [456]. Prati i wsp. [435] analizujgc profil zwigzkéw
flawonoidowych w Foenugraeci Semen metodg HPLC-UV-MS, stwierdzili obecnos¢ C-
ramnozydéw orientyny/izoorientyny lub witeksyny. Natomiast najjnowsze badania z
uzyciem UPLC/UV/QTOF-MS ujawnity obecnos¢ 6,8-di-C-heksozydu chryzyny [144]
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Zastosowanie dwuwymiarowej HPLC umozliwito rozdzielenie i identyfikacje 4
zwigzkéw: izoorientyny, orientyny, izoszaftozydu i szaftozydu (zwiazki 3a, 3b, 4a, 4b,
odpowiednio) w nasionach kozieradki pochodzenia tureckiego i afrykanskiego. W
surowcu pochodzenia afrykanskiego dominowaty di-C-arabinozylo-glukozydy, w tym
izoszaftozyd obok obecnego w nizszych stezeniach szaftozydu (ryc. 46). Stezenie
izoorientyny byto zblizone do stezenia szaftozydu, natomiast orientyna wystepowata w
niewielkiej ilosci (ryc. 46). Profii HPLC ujawnionych zwigzkéw flawonoidowych
odpowiadat profilowi w surowcu krajowym (ryc. 34). Natomiast w nasionach
pochodzenia tureckiego dominowaty mono-C-glukozydy luteoliny: izoorientyna i

orientyna. Szaftozyd i izoszaftozyd wystepowaty w niewielkich ilosciach (ryc. 46).

p
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5 10 1520 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

min
B 1007 1
0] D D

704

5 10 1520 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 7o 300 a8 0 ER o s 450 s 5
min

Ryc.46. Chromatogramy LC-LC-DAD on-line wyciggédw metanolowych z nasion kozieradki
pochodzenia afrykanskiego (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". 'D - kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 2,1
mm x 2,6 ym), elucja gradientowa wg programu |, ’D - kolumna Kinetex C-18 (100 mm x 4,6
mm x 2,6 ym), faza ruchoma 23% ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) i 0,1% TFA (S2), UV A-
330 nm.
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Analiza saponin steroidowych z uzyciem metod
chromatograficznych (TLC, HPLC)

Nasienie kozieradki pospolitej stanowi bogate zrédto saponin steroidowych,
zaréwno typu spirostanu, jak i furostanu [253, 387, 417, 418, 605, 606]. Badania nad
saponinami z nasion T. foenum-graecum podjeto juz w latach 70-tych XX wieku [146,
198-200, 202, 458, 498], cho¢ pierwsze doniesienia o ich obecnosci pochodzg z 1943
roku [352, 509]. Charakterystyke saponin steroidowych w nasieniu kozieradki
przedstawiono w rozdziale 1.2.2.

Dotychczas saponiny steroidowe w nasieniu T. foenum-graecum analizowano w
surowcu pochodzenia azjatyckiego [253, 303, 418, 554, 563], afrykanskiego [113, 202,
387] oraz uzyskanego na eksperymentalnych uprawach w Kanadzie [542, 543, 548].
Analizy zespotu saponin steroidowych z nasion kozieradki prowadzono przede
wszystkim z uzyciem metod chromatograficznych: chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) [113, 180, 200, 202, 430, 483, 554], chromatografii w przeciwprgdzie (CCC)
[178], wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w potaczeniu z detektorami
UV [413, 430], laserowym detektorem $wiatta rozproszonego (Evaporative Light
Scattering Detector - ELSD) [430] i detektorem mas (MS) [413] oraz ultrasprawne;j
chromatografii cieczowej w sprzezeniu ze spektrometrem mas z analizatorem czasu
przelotu (UHPLC-QTOF-MS) [253, 418]. Niekiedy stosowano roéwniez  metody
spektrofotometryczne [43] lub chromatografie gazowg (GC) (lub kapilarng GC [541]) w
potagczeniu ze spektrometrami mas, w tym MS [541] lub QTOF-MS [417].

Analiza saponin steroidowych metoda chromatografii

cienkowarstwowej

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC, HPTLC) wykorzystywana jest w
jakosciowej i ilosciowej analizie saponin steroidowych w surowcach roslinnych [213,
407, 408]. Stosowane sg techniki jedno- i dwukierunkowe (2D TLC) oraz
chromatografia cienkowarstwowa z gradientem fazy stacjonarnej [165-167, 213, 303,
407, 408, 563]. Rozdzielenia prowadzone sg najczesciej na ptytkach
chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym [83, 131, 161, 326, 407, 554,
563, 575], niekiedy z dodatkiem wskaznika fluorescencyjnego (F.s4) [326, 575] badz

tez impregnowanego tlenkiem glinu lub azotanem (V) srebra [82, 113].
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Analiza wolnych aglikonéw w nasionach kozieradki pospolitej

W pierwszym etapie prac oceniano obecnos$¢ wolnych aglikonow w badanym
materiale roslinnym. W tym celu wysuszony i sproszkowany surowiec poddano
trojstopniowej wyczerpujacej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosujgc kolejno eter
naftowy, chloroform i metanol, a otrzymane wyciggi analizowano z uzyciem
chromatografii cienkowarstwowej w warunkach opracowanych w niniejszej pracy dla
analizy diosgeniny jako substancji wzorcowe;j i sktadnika wyciggow z nasion kozieradki.
Rozdzielenie TLC prowadzono z uzyciem piytek chromatograficznych HPTLC Si 60
F2s4 jako fazy stacjonarnej oraz mieszaniny heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F,) jako fazy
ruchomej. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorze automatycznej
Camag ACD2 (temperatura 22+2°C; wilgotnos¢ 47+2%), a nastepnie po wysuszeniu
spryskano zmodyfikowanym roztworem aldehydu anyzowego i ogrzewano na ptycie
grzewczej (temp. 105°C, 1 minuta). Na otrzymanych chromatogramach nie
obserwowano pasm wolnych sapogenin, natomiast obecne byty liczne pasma o
zabarwieniu rézowo-fioletowym, Swiadczace o obecnosci znacznych ilosci zwigzkéw
sterolowych i/lub terpenowych (ryc. 47). W ekstrakcie metanolowym nie wystepowaty
zwigzki, reagujace z zastosowanym odczynnikiem wywotujgcym. Otrzymane wyniki
pozwalajg wykluczy¢ wystepowanie wolnych sapogenin w badanym materiale
roslinnym, a dodatkowo potwierdzajg skutecznos¢ dwustopniowego oczyszczania

surowca poprzez wytrawianie zwigzkow lipofilowych eterem naftowym i chloroformem.

- “...

—
2

Ryc.47. Chromatogram HPTLC wzorcowej diosgeniny (D) oraz wyciggow organicznych z
nasion T. foenum-graecum otrzymanych w aparacie Soxhleta: 1 - wycigg eterowy, 2 - wycigg
chloroformowy, 3 - wycigg metanolowy. Faza stacjonarna - HPTLC Si 60 F,s4, faza ruchoma -
heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F,), detekcja - zmodyfikowany aldehyd anyzowy (temp. 105°C, 5
min).
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Analiza glikozydow furostanowych metoda chromatografii

cienkowarstwowej

W nasionach T. foenum-graecum saponiny steroidowe wystepujg m.in. w formie
glikozyddéw furostanowych: trigofenozydéw A — G [176-178], trigoneozydow | — XVIII
[387, 418, 605, 606] oraz protodioscyny [563] (I.2.2.). Saponozydy typu furostanu
spotykane sg gtdéwnie w swiezym materiale roslinnym, natomiast ich hydroliza moze
prowadzi¢ do powstania pochodnych typu spirostanu [124, 362]. Stwierdzono, ze
saponiny furostanowe odpowiadajg za gorzki smak surowca [388], uczestniczg w
mechanizmie aktywnosci przeciwcukrzycowej [535] i hipolipidemicznej [430] nasion
kozieradki. W ostatnich latach Variya i wsp. [563] oznaczyli iloSciowo saponine
furostanowg - protodioscyne w przetworach z nasienia kozieradki metodg HPTLC.
Jednak uwzgledniajgc trudno$¢ w separacji 25-epimerdéw z uzyciem chromatografii
cienkowarstwowej oraz widoczne na zamieszczonych w publikacji chromatogramach
TLC niecatkowite rozdzielenie zwigzkéw, proponowana przez autoréw [563] metoda
wydaje sie problematyczna.

Do badan w ramach niniejszej pracy przeznaczono wyciggi, otrzymane w
wyniku tréjstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w aparacie Soxhleta (eterowy,
chloroformowy i metanolowy). W badaniach wykorzystano chromatografie
cienkowarstwowg TLC i HPTLC, dwukierunkowg chromatografie cienkowarstwowg (2D
TLC) oraz chromatografie cienkowarstwowg z gradientem fazy stacjonarne;j.

W procesie optymalizacji rozdzielenia badanych zwigzkéw saponinowych
stosowano szereg réznych adsorbentow: Zzel krzemionkowy TLC - Kieselgel 60 Fys4,
Silica gel 60 ADAMANT F,s4, Kieselgel 60 Fys4 Lux Plate oraz zel krzemionkowy
HPTLC: Si 60 Fus54, zel krzemionkowy modyfikowany resztami diolowymi DIOL Fs4s,
oktadecylowymi C-18 (TLC) oraz C-18W F.s4. Jako fazy ruchome stosowano
mieszaniny nastepujacych rozpuszczalnikow organicznych w réznym stosunku
objetosciowym: chloroformu, metanolu (lub etanolu) i kwasu mréwkowego (fazy
ruchome F3g- F44), rowniez z dodatkiem wody (faza ruchoma F37, F45); butanolu, wody i
kwasu octowego (fazy ruchome F,5- F46). Chromatogramy rozwijano na dystansie 85
mm w warunkach wysycenia parami fazy ruchomej (czas wysycania - 10 minut).
Wizualizacje chromatogramow prowadzano przy uzyciu odczynnika Ehrlicha, ktory
reaguje z saponinami furostanowymi, wybarwiajgc ich pasma/plamy na czerwono -
rozowo [213, 521]. Jednoczesnie odczynnik nie reaguje 2z saponinami
spirostanowymi, umozliwiajgc rozroznienie typu saponin, wystepujgcych w badanym
wyciagu [213, 521].
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Wstepne analizy prowadzono na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem
krzemionkowym TLC - Kieselgel 60 Fy4 oraz HPTLC Si 60 z wykorzystaniem faz
ruchomych stanowigcych mieszaniny nastepujgcych rozpuszczalnikéw chloroformu,
metanolu (lub etanolu) i kwasu mrowkowego (fazy ruchome Fsg - F44), chloroformu,
metanolu, wody i kwasu mrowkowego (F4) oraz na ptytkach chromatograficznych
pokrytych zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi HPTLC C-
18W Fjs45 z uzyciem faz ruchomych stanowigcych mieszaniny metanolu, wody i kwasu
mréwkowego w réznym stosunku objetosciowym (70:30:1, v/A/v lub 75:25:1, v/v/v)
(Fze, F37) lub acetonitrylu, wody i kwasu mrowkowego (50:50:0,5, v/v/v) (Fzg).

Sposréd testowanych warunkow separacji najlepsze rozdzielenie otrzymano na
ptytkach chromatograficznych TLC Kieselgel 60 Fy4 z uzyciem mieszaniny
chloroform:metanol:kwas mréwkowy (30:20:2, v/v/V) (F,) jako eluentu, jakkolwiek
pasma rozdzielonych zwigzkéw byty szerokie. Kolejny etap prac stanowita
optymalizacja fazy stacjonarnej. W tym celu testowano adsorbenty stanowigce zel
krzemionkowy HPTLC Si 60 F,s4, Zel krzemionkowy modyfikowany resztami diolowymi
DIOL Fys4, zel krzemionkowy Silica gel 60 ADAMANT Fos, oraz Kieselgel 60 Fjs4 Lux
Plate. Rozdzielenia prowadzono w automatycznej komorze chromatograficznej Camag
ACD2 w temperaturze 22+2°C. Najlepszg separacje glikozydow furostanowych
otrzymano na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym HPTLC
Si 60 Fus4 (ryc. 48-1). Z uzyciem odczynnika Ehrlicha potwierdzono obecno$¢ szeregu
saponin furostanowych w wyciggu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej.
Zwigzkoéw tych nie wykryto w wyciggach: eterowym i chloroformowym (ryc. 47).
Glikozydy furostanowe efektywnie ekstrahowane sg z badanego surowca metanolem,
natomiast nie ulegajg wytrawianiu podczas jego oczyszczania eterem naftowym i
chloroformem w aparacie Soxhleta. Na otrzymanym chromatogramie TLC wyciggu
metanolowego obserwowano 9 pasm zwigzkow (ryc. 48-1).

Jako kolejny etap prac podjeto proby separacji badanych zwigzkéw z uzyciem
dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej (2D TLC) oraz chromatografii
cienkowarstwowej z gradientem fazy stacjonarnej [165, 166].

Glensk i wsp. [166] analizowali metodg 2D TLC mieszanine wzorcowych
saponin z korzeni Medicago sativa (Fabacae) na ziozu TLC Si 60, w fazach
ruchomych, ktérych kompozycje opracowano na podstawie wynikéw separacji metodg
1D TLC [166]. W pierwszym kierunku autorzy zastosowali jako eluent butanol
nasycony wodg, natomiast w drugim kierunku - mieszanine octan etylu:kwas
octowy:woda (7:2:2, v/Wv/v) [166]. Stosujgc analogiczne podejscie, w analizach
glikozydoéw furostanowych w niniejszej pracy prowadzonych metodg 2D TLC jako faze

stacjonarng wykorzystano ptytki pokryte zelem krzemionkowym: TLC Kieselgel 60 Fs,4
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i HPTLC Si 60 F,ss. Uwzgledniajac wyniki otrzymane metodg 1D TLC oraz dane
literaturowe [166], zastosowano trzy ukfady faz ruchomych: ) mieszanine
butanol:woda:kwas octowy  (50:20:20, vA/v) (Fs4) w pierwszym Kkierunku oraz
mieszanine chloroform:metanol:kwas mréwkowy (30:20:2, vA/v) (F4) w drugim
kierunku; IlI) mieszanine chloroform:metanol:kwas mréwkowy (30:20:2, viv/V) (Fy) w
pierwszym kierunku oraz mieszanine butanol:woda:kwas octowy (50:10:10, v/v/v) (F4s5)
w drugim kierunku oraz Ill) octan etylu:kwas octowy:woda (7:2:2, v//v) (Fso) W
pierwszym kierunku oraz butanol wysycony wodg (Fs,) w drugim kierunku [166].

Z uzyciem uktadéw | i Il nie uzyskano zadowalajgcego rozdzielenia badanych
zwigzkow, natomiast zastosowanie uktadu Il faz ruchomych skutkowato separacjg
saponin w formie 7 pasm (ryc. 48-2), podczas gdy metodg 1D TLC otrzymano 9 pasm
(ryc. 48-1).

A B - - —

Ryc.48-1. Chromatogram HPTLC (A) oraz densytogram HPTLC (A-520 nm) (B) ekstraktéw
organicznych z nasion kozieradki pospolitej otrzymanych w aparacie Soxhleta: 1 - ekstrakt
chloroformowy, 2 - ekstrakt eterowy, 3 - ekstrakt metanolowy. Faza stacjonarna - HPTLC Si 60
F2s4, faza ruchoma - chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/v/v), detekcja - odczynnik
Ehrlicha (temp. 105°C, 5 min).

I. CHCI3:MeOH:FA 30:20:2 v/u/v

Il. BUOH:AA:H20 50:10:10 v/v/v

Ryc.48-2. Chromatogram 2D HPTLC wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolitej.
Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F,s4, faza ruchoma: | kierunek - chloroform:metanol:kwas
mrowkowy (30:20:2, vAv/v) (F4); Il kierunek - butanol:woda:kwas octowy (50:10:10, v/v/v) (F4s),
detekcja: odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 5 min).
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Dalsze modyfikacje obejmowaty zastosowanie chromatografii
cienkowarstwowej z gradientem fazy stacjonarnej. Analizy przeprowadzone w
warunkach zaproponowanych przez Glenska i wsp. [165] w analizie saponin
triterpenowych w Silene vulgaris (ztoze HPTLC Si 60gys4; fazy ruchome: pierwszy
kierunek - metanol:0,1% kwas mréwkowy (70:30, v/v) (F47); drugi kierunek - Fyg —
chloroform:metanol:kwas mrowkowy:woda (10:4:1:1, vA/v/v) (Fss) nie przyniosty
oczekiwanych rezultatéw. W kolejnej pracy Glensk i wsp. [166], jako faze stacjonarng
wykorzystali ztoze TLC RP-18 oraz mieszaning metanol:woda (3:1, v/v) jako faze
ruchomg w pierwszym rozdzieleniu, natomiast w drugim kierunku chromatogram
rozwijano na ztozu TLC Si 60 w fazie ruchomej stanowigcej butanol nasycony wodag
[166]. W niniejszej pracy zastosowano podobng kombinacje faz stacjonarnych,
uwzgledniajgc wyniki otrzymane metodami 1D i 2D TLC: zloze HPTLC RP-18W w
pierwszym kierunku oraz ztoze HPTLC Si 60254 W drugim kierunku. Jako fazy ruchome
wykorzystano: mieszanine metanol:woda:kwas mrowkowy (70:30:1, v/W/V) (Fs;) oraz
chlorofom:metanol:kwas mréwkowy (30:20:2, v/AW/Av) (Fy) w drugim kierunku. Na
otrzymanym w pierwszym kierunku (‘D) chromatogramie TLC badane zwigzki eluowaty
w formie 2 pasm. Pasma te przeniesiono na pltytke HPTLC Si 60, wykorzystujgc
metode opisang przez Migasa i wsp. [372] oraz zaprojektowane przez autora
urzadzenie, tzw. Migas device, a nastepnie rozwinieto na dystansie 85 mm z uzyciem
wymienionego powyzej eluentu (F;). Otrzymano rozdzielenie badanych glikozydéw
furostanowych w formie 9, w tym 2 czesciowo nierozdzielonych pasm (pasma 7 i 8)

(Chromatogram 2D) (ryc. 49).

W N =

€70
&
e

Ryc.49. Chromatogram D HPTLC wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pospolite]
otrzymany z uzyciem gradientu fazy stacjonarnej: 'D - faza stacjonarna HPTLC RP-18W, faza
ruchoma metanol:woda:kwas mréowkowy (70:30:1, v/v/v) (Fz7), ’D - faza stacjonarna HPTLC Si
60r254, faza ruchoma chlorofom:metanol:kwas mréwkowy (30:20:2, vA/v) (F,), detekcja:
odczynnik Ehrlicha (temp. 105°C, 5 min).
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Otrzymane rozdzielenie byto bardziej efektywne w poréwnaniu do uzyskanych
metodg 2D TLC, lecz poréwnywalne z chromatogramem 1D HPTLC (ryc. 48-1).
Uwzgledniajgc otrzymane wyniki oraz zuzycie adsorbentéw i rozpuszczalnikéw, do
dalszych badan poréwnawczych wykorzystano warunki opracowane dla rozdzieleh 1D
HPTLC (faza stacjonarna HPTLC Si 60 F,s4 faza ruchoma: chloroform:metanol:kwas
mrowkowy (30:20:2, v/v/v) (F4). W opracowanych warunkach przeprowadzono analize
wyciggobw metanolowych z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech
producentow (firmy zielarskie: Lewandowki, Flos, Kawon) (ryc. 50) w obecnosci
wzorcowej protodioscyny. W celu zapewnienia powtarzalnosci separacji, rozdzielenia
prowadzono w automatycznej komorze Camag ACD 2 w temperaturze 22 + 2°C przy
wilgotnosci 47 + 2% (utrzymanie statej wilgotno$ci zapewniono dzieki nasyconemu
roztworowi tiocyjanianu potasu KSCN). Nie obserwowano réznic w sktadzie
jakosciowym saponin furostanowych, natomiast biorgc pod uwage intensywno$¢ pasm
rozdzielonych zwigzkoéw stwierdzono, ze surowiec otrzymany z firmy Kawon jest
prawdopodobnie nieco ubozszy w badane zwigzki, co znajduje odzwierciedlenie w
nizszej intensywnosci pikow na densytogramie wyciggu metanolowego. Obecnos¢

protodioscyny potwierdzono we wszystkich badanych wyciggach.

- o

\ T orasml |

Ryc.50. Chromatogram HPTLC (A) oraz densytogram HPTLC (B) wyciggéw metanolowych z
nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech producentéw krajowych (1-3) oraz
wzorcowej protodioscyny (P): 1 - firma zielarska ,Lewandowski”, 2 - firma zielarska ,Flos”, 3 -
firma zielarska ,Kawon”. Faza stacjonarna HPTLC Si 60 Fy, faza ruchoma
chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/Av/v), detekcja: odczynnik Ehrlicha (temp.
105°C, 5 min).

ol |
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Analiza ilosciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej w

wyciggach z nasion kozieradki pospolitej

Nasiona kozieradki pospolitej uznawane sg za bogate zrédto diosgeniny (5,25-
a-spirostan-3p3-olu). Wedtug danych literaturowych [431, 541, 542] diosgenina stanowi
dominujgcy aglikon saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum na tle
pozostatych  zidentyfikowanych ~w  surowcu genin. Diosgenina  wykazuje
wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczng, potwierdzong licznymi badaniami. Posiada
m.in. dziatanie przeciwnowotworowe [314, 445, 489, 515] i przeciwzapalne [488, 576].
Wykazuje aktywnos¢ hipolipidemiczng [430, 561] oraz przeciwcukrzycowg [421, 475].
Ponadto ujawniono korzystny wptyw diosgeniny na uktad sercowo-naczyniowy [350,
351] oraz zdolnos¢ do ograniczania utraty masy kostnej w przebiegu osteoporozy
[206, 618, 619]. Zarowno diosgenina jak i nasiona kozieradki, uznawane za jej
alternatywne Zzrodto, stanowig potprodukty w przemystowej syntezie progesteronu i
hormondw steroidowych [111, 145, 404].

Obecnie, obok tradycyjnego zastosowania w formie przetworéw do uzytku
wewnetrznego oraz kataplazmow stosowanych na trudno gojgce rany, Foenugraeci
Semen jest sktadnikiem licznych suplementéw diety o dziataniu m.in. odzywczym i
wzmacniajgcym, przeciwtrgdzikowym oraz obnizajgcym poziom cukru we Krwi.
Wielokierunkowa aktywnos¢ diosgeniny warunkuje wiele potencjalnych zastosowan
leczniczych surowcdw roslinnych bogatych w ten zwigzek, m.in. nasion kozieradki. Z
drugiej strony, wptyw 5,25-a-spirostan-33-olu na ludzki uktad hormonalny w zakresie
hormondw pfciowych pozostaje niejasny i wymaga dalszych badan [110, 248, 299,
367, 588]. W sSwietle powyzszych doniesien, uwzgledniajgc wzrastajgcg popularnosé
nasion kozieradki [91], ocena zawartosci diosgeniny w Foenugraeci Semen jest
konieczna w aspekcie efektywnosci i bezpieczenstwa stosowania tego surowca.

Dotychczas opracowano szereg metod oznaczania diosgeniny w matrycach
roslinnych [35, 120, 161, 272, 393, 403, 542, 554, 575, 597]. Niektére oparte sg na
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [175, 393, 597], inne na
chromatografii gazowej (GC) [120, 542]. Uwzgledniajgc fakt, ze obie wymienione
techniki wymagajg wykorzystania kosztownego sprzetu, ich efektywng alternatywg jest
chromatografia cienkowarstwowa (TLC). Technika ta jest stosunkowo niskokosztowa, a
jej uzycie - mozliwe w kazdym laboratorium fitochemicznym. Dodatkowo TLC
umozliwia réwnolegtg, szybkg analize szeregu probek, przy jednoczesnym niskim

zuzyciu rozpuszczalnikéw organicznych, dlatego stosowana jest w analizie
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skryningowej matryc roslinnych w zakresie roznych grup metabolitéw wtérnych. TLC w
potgczeniu z analizg densytometryczng stanowi uzyteczne narzedzie w analizie
ilosciowej, charakteryzujgc sie dobrg precyzjg, powtarzalnoscig, doktadnoscig i
odtwarzalnoscig [343, 500, 572].

Wykazano, ze oznaczona zawartos¢ 5,25-a-spirostan-3p-olu jest bezposrednio
zwigzana z zastosowang procedurg analityczng [420]. Dane literaturowe wskazujg na
konieczno$¢ optymalizowania warunkoéw hydrolizy kwasowej saponin steroidowych, z
uwzglednieniem mozliwosci hydrolizy niecatkowitej oraz formowania artefaktow [133,
428, 541, 542]. Nasiona kozieradki stanowig ztozong matryce ro$linng, zawierajgcg
wiele grup metabolitbw wtérnych o zréznicowanej budowie chemicznej, ktére mogg
utrudnia¢ oznaczanie diosgeniny. W procesie optymalizacji parametrow analizy
diosgeniny w nasionach T. foenum-graeccum metodg TLC, konieczne jest
uwzglednienie nie tylko warunkéw rozdzielenia chromatograficznego, lecz réwniez
warunkéw ekstrakciji i hydrolizy kwasowe;.

Cel badan opisanych w niniejszym rozdziale stanowito opracowanie metody
analizy ilosciowej diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach kozieradki pospolitej,
z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej w potgczeniu z analizg densytometryczna.
Przeprowadzone eksperymenty obejmowaty optymalizacje warunkéw separacji TLC
diosgeniny w zakresie fazy ruchomej, fazy stacjonarnej i doboru odczynnika
wywotujgcego oraz optymalizacje warunkow ekstrakcji i hydrolizy kwasowej saponin
steroidowych z nasion T. foenum-graecum.

Opracowang metode TLC z analiza densytometryczng poddano walidacji w
zakresie: specyficznosci, liniowosci, wyznaczenia granicy wykrywalnosci oraz granicy
oznaczalnosci, precyzji, powtarzalnosci oraz stabilno$ci metody (tab. 16).

Nastepnie opracowang metode wykorzystano do oznaczenia zawartosci 5,25-a-
spirostan-3p-olu  w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech

producentoéw krajowych (firmy zielarskie: Lewandowski, Flos, Kawon).

Optymalizacja warunkow analizy chromatograficznej metoda

chromatografii cienkowarstwowej

W analizie sapogenin sterydowych metodg chromatografii cienkowarstwowej
jako fazy ruchome najczesciej stosowane sg dwu- lub trojsktadnikowe mieszaniny
nastepujgcych rozpuszczalnikow 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 mréwkowego [167, 466]. W
literaturze opisano rowniez zastosowanie w analizie sapogenin, w tym diosgeniny,
eluentéw zawierajgcych benzen [575] lub toluen [161, 272, 393, 466], jednak
uwzgledniajgc wysokg toksycznos¢ tych zwigzkow [47, 92, 130, 401, 505, 603] w
ramach niniejszej pracy wykluczono ich uzycie.

Warunki rozdzielenia TLC diosgeniny w hydrolizatach, uzyskanych w wyniku
hydrolizy kwasowej wyciggdbw metanolowych z nasion kozieradki pospolitej
optymalizowano w zakresie fazy stacjonarnej, fazy ruchomej oraz odczynnika
wywotujgcego. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorach
chromatograficznych: poziomej DS Il lub pionowej (10 cm x 11 cm x 6 cm). Analizy
prowadzono wobec substancji wzorcowej - diosgeniny. Densytogramy rejestrowano
przy dtugosci fali A-590 nm.

Do badanh przeznaczono dwa hydrolizaty wyciggéw metanolowych z nasion
kozieradki (firma zielarska Lewandowski): hydrolizat wyciggu metanolowego
otrzymanego pod chtodnicg zwrotng (hydrolizat ME-H) (11.1.6.3.) oraz hydrolizat
wyciggu metanolowego, otrzymanego w wyniku trojstopniowej ekstrakcji w aparacie
Soxhleta (hydrolizat SPPChE) (I1.1.6.3.). W ocenie efektywnosci rozdzielen TLC i

HPTLC uwzgledniono wartosci wspoétczynnika opéznienia [586] diosgeniny (Rfp).

Stosowano adsorbenty oparte na zelu krzemionkowym, powszechnie
wykorzystywanym w analizie saponin steroidowych [83, 131, 161, 326, 407, 554, 575].
W badaniach wykorzystano nastepujgce ptytki chromatograficzne: TLC (Kieselgel 60
Fos4, Kieselgel 60 Fys4 Lux Plate) oraz HPTLC (Silicagel 60 Fs4, Silicagel 60 Fos4
Lichrospher, RP-18 Fys4, RP-8 Fy54, DIOL Fy548). Jako fazy ruchome testowano jedno-,
dwu- i trojsktadnikowe mieszaniny nastepujgcych rozpuszczalnikow: chloroform,
aceton, izopropanol, eter naftowy, eter dietylowy, heksan, heptan, cykloheksan,
dichlorometan, octan etylu, metanol, woda, kwas octowy (fazy ruchome F,, F4-F).

Wstepne analizy na ztozu TLC Si 60 F,s, obejmowaty ocene zastosowania
pojedynczych rozpuszczalnikow jako eluentéw: metanolu, chloroformu, izopropanolu,
octanu etylu, butanolu oraz eteru etylowego (fazy ruchome F7 - F2,). Z uzyciem zadnej
z zastosowanych faz ruchomych nie otrzymano separacji produktow hydrolizy. Na
chromatogramach TLC otrzymanych z uzyciem chloroformu jako eluentu (F1g), pomimo
bardzo dobrej rozpuszczalnosci aglikonéw steroidowych, obserwowano pasmo
diosgeniny o bardzo niskiej wartosci Rfy 0,1, co swiadczyto o silnej adsorpcji zwigzku
na powierzchni zelu krzemionkowego. Przeprowadzono trzykrotne rozwiniecie
chromatogramu z uzyciem chloroformu jako eluentu (F1g) (tzw. multidevelopment TLC),

jednak nie uzyskano poprawy efektywnosci rozdzielenia. Natomiast zastosowanie
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octanu etylu (Fqo) i eteru etylowego (F2,), skutkowato migracja badanego zwigzku w
poblizu czota fazy ruchomej (Rfp 0,88 i Rfy 0,87, odpowiednio).

Nastepnie jako fazy ruchome zastosowano dwu- i tréjsktadnikowe mieszaniny
rozpuszczalnikdw organicznych (fazy ruchome F,, F4-Fis, Fo3-F29). Ze wzgledu na
wysokg lotnos¢ eteru etylowego (F»,»), co skutkowato problemami z powtarzalnoscig
warunkow rozdzielenia, w dalszych badaniach wykluczono ten rozpuszczalnik jako
skfadnik faz ruchomych.

Podczas rozwijania chromatograméw na ztozu TLC Si 60 F,s4 w fazach
ruchomych, zawierajgcych izopropanol w potgczeniu z heptanem lub eterem naftowym
[35] w stosunku objetosciowym 1:12, v/v (fazy ruchome F4; i F44) obserwowano na
ptytkach chromatograficznych zjawisko demiksji, a wartosci wspotczynnika opdznienia
diosgeniny byly niskie i wynosity odpowiednio Rfp 0,1 (F43) i Rfp 0,05 (F14). Natomiast w
fazie ruchomej, stanowigcej mieszanine eteru naftowego i octanu etylu w stosunku
objetosciowym 7:3 (v/v) (F15) wspotczynnik opdznienia miat wartos¢ Rfp 0,54, ale na
chromatogramie TLC pasma zwigzkow obecnych w hydrolizacie byty rozmyte. Réwniez
fazy ruchome cykloheksan:aceton (1:1, v/v) (Fs) oraz butanol:woda:kwas octowy (4:2:1,
v/v, warstwa organiczna) (F) byly nieefektywne, a diosgenina migrowata wraz z
innymi zwigzkami w poblizu czota fazy ruchomej (Rfp 0,87 (Fe) i Rfp 0,94 (Fi6),
odpowiednio).

W kolejnym etapie prac optymalizacyjnych testowano eluenty, zawierajgce
chloroform, mianowicie: chloroform:aceton [521] (7:3, 8:2 [131], 9:1, wV) (F7, Fs, Fo)
oraz chloroform:metanol:woda [213] (13:6:2 i 90:5:5, v/W/WV) (F4, Fs). Analizy
prowadzono na ptytkach chromatograficznych na ztozu TLC Si 60 Fys,  Wykazano, ze
10% zawartos¢ acetonu w mieszaninie z chloroformem (Fj) skutkowata zadowalajacym
oddzieleniem pasma badanego zwigzku (Rfp 0,7) (ryc. 51), natomiast jej wzrost do
20% [131] (Fs) skutkowat niekorzystnym wzrostem wspétczynnika opdznienia (Rfp
0,77) z jednoczesnym pogorszeniem koncentracji pasma (ryc. 51), natomiast 30%
stezenie acetonu w mieszaninie z chloroformem (F7) powodowato, ze pasma zwigzkéw
byly szerokie i rozmyte. Réwniez z uzyciem trojsktadnikowej mieszaniny
chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F,4) jako fazy ruchomej nie uzyskano separaciji
analizowanej matrycy, a diosgenina migrowata w poblizu czota fazy ruchomej (Rfp
0,89). Jakkolwiek w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji GUMed z uzyciem fazy
ruchomej chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4) rozdzielono efektywnie saponiny
steroidowe w réznych odmianach cebuli zwyczajnej [149]. Zmiana stosunku
objetosciowego poszczegdlnych rozpuszczalnikéw fazy z 13:6:2, v/v/v (F4) na 90:5:5,
v/v/v (Fs) skutkowata lepszym rozdzieleniem sktadnikéw hydrolizatu i obnizeniem

wartosci wspotczynnika opodznienia (Rfp 0,61) (ryc. 51). Jednoczesnie na
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chromatogramie TLC widoczne byto rozmycie pasm tworzgce szare tto, utrudniajgce
analize densytometryczna. Dodatkowo dla obu faz ruchomych
[chloroform:metanol:woda (13:6:2, vAW/A) (F4) i 90:5:5, v/iv/v (Fs)] obserwowano
wydtuzenie czasu migracji (22 min) (ryc. 51).

W toku prac prowadzono réwniez eksperymenty TLC w odwréconym uktadzie
faz (RP). Separacja z uzyciem fazy ruchomej chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v)
(F4), przeprowadzona na ztozu HPTLC RP-8 Fas4 nie zapewnita rozdzielenia produktow
hydrolizy, ktérych pasma na otrzymanym chromatogramie TLC grupowaty sie w gornej
czesci ptytki (Rfp 0,84). Natomiast na chromatogramach otrzymanych na ztozu HPTLC
C-18W z wykorzystaniem fazy ruchomej metanol:woda (8:2, v/V) (F3) pasma
rozdzielanych zwigzkéw koncentrowaty sie w dolnej czedci chromatogramu, z
wartoscig Rfp 0,15 dla diosgeniny. Nastepnie oceniano fazy ruchome, stanowigce
mieszaniny dichlorometan:aceton (9:1, v/v) (F1) oraz heksan:aceton (8:2, v/V) (F11)
(ryc. 51). Umozliwity one lepsze rozdzielenie sktadnikdow hydrolizatu, jakkolwiek w
pasmie odpowiadajgcym diosgeninie: Rfp 0,6 (F4) oraz Rfp 0,43 (F44), odpowiednio,
obserwowano obecnos$¢ dodatkowego szarozielonego pasma zwigzku pod wptywem

odczynnika wywotujgcego.
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Ryc.51. Chromatogramy TLC (A) i densytogramy TLC (B) hydrolizatu ME-H (1) oraz wzorcowej
diosgeniny (2), otrzymane na ptytkach TLC Si 60 Fas4 z uzyciem faz ruchomych: a -
chloroform:aceton  (9:1, wA) (Fg), b - chloroform:aceton (8:2, wv) (Fg), ¢ -
chloroform:metanol:woda (13:6:2, v/v/v) (F4), d - chloroform:metanol:woda (90:5:5, v/v/v) (Fs).
Detekcja: aldehyd anyzowy (temp. 105°C, 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 piytkach TLC Si 60 F,s4 z uzyciem faz ruchomych: a -
dichlorometan:aceton (9:1,v/v) (Fq), b - heksan:aceton (8:2, v/v) (F4). Detekcja: aldehyd
anyzowy (temp. 105°C, 5 min).

W analizie TLC sapogenin steroidowych jako faze ruchomg stosuje sie rowniez
dwuskfadnikowg mieszaninge heksan:octan etylu [83, 478, 554]. W niniejszej pracy
poczatkowo analizy prowadzono na ptytkach TLC z wykorzystaniem jako fazy
ruchomej mieszaniny heksan:octan etylu w stosunku objetosciowym 6:1 (v/v) (Fi,).
Jednak lepszg powtarzalnosc¢ rozdzieleh uzyskano w rezultacie zastgpienia heksanu n-
heptanem, ktéry wykazuje nizszg lotnos¢. Na chromatogramie TLC otrzymanym z
uzyciem fazy ruchomej heptan:octan etylu 7:3 (F,) obserwowano pasmo
odpowiadajgce diosgeninie o Rfp 0,47. Przeprowadzenie rozdzielenia na ztozu HPTLC

Si 60F 54 skutkowato poprawg koncentracji pasma badanego zwigzku (ryc. 53)

Ryc.53. Chromatogramy TLC (A) i HPTLC (B) hydrolizatu SPPChE-H (1) oraz wzorcowej
diosgeniny (2) otrzymane na ptytkach TLC Si 60 (A) oraz HPTLC Si 60 Fs54 (B) z uzyciem fazy
ruchomej heptan:octan etylu (7:3, v/v). Detekcja: aldehyd anyzowy (temp. 105°C, 5 min).
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W toku dalszych prac podjeto proby ustalenia optymalnego sktadu
objetosciowego mieszaniny rozpuszczalnikéw heptan:octan etylu w réznym stosunku
objetosciowym (v/v), mianowicie: 1:2 (Fz3), 1:1 (Fa4), 2:1 (F25), 3:1 (F26), 4:1 (F27), 7:3
(F2) i1 10:3 (F2s). Analizy prowadzono na ztozu HPTLC Si 60 Fzs4 ze wzgledu na lepsza
koncentracje pasma diosgeniny .

W ocenie efektywnosci otrzymanych rozdzielen obok wartosci wspoétczynnika
opo6znienia Rf (0,2<Rf<0,8 [343]), uwzgledniono réwniez rozdzielczos¢ metody (Rs),
wyrazajgcg stopien rozsuniecia na chromatogramie sgsiadujgcych pasm zwigzkéw
[343, 361]:

z2 — 71

Rs = ———
> T 05 (wl+w2)

Rs — rozdzielczos¢
z1, z2 — odlegtos¢ srodkéw pasm od miejsca naniesienia probki
w1, w2 — szerokos¢ pasm mierzona wzdtuz drogi rozwijania chromatogramu

Dla zwigzkéw catkowicie rozdzielonych na chromatogramie rozdzielczos¢
wynosi Rs>1,5, natomiast Rs<0,8 swiadczy o zbyt stabym rozsunieciu pasm [361].

Otrzymane chromatogramy przedstawiono na ryc. 54. Natomiast wartosci
wspotczynnikdbw Rfp oraz Rs dla pasma diosgeniny w zaleznosci od stosunkow
objetosciowych skfadnikéw fazy ruchomej przedstawiono w tabeli 14. Uwzgledniajgc
uzyskane wyniki, stwierdzono, ze wsréd ocenianych faz ruchomych (Fj,Fs-Foo)
najlepszymi  wiasciwosciami  rozdzielczymi na zelu krzemionkowym TLC
charakteryzowata sie mieszanina heptan:octan etylu w stosunku objetosciowym 7:3
(v/v) (F») (Rfp 0,47; Rs 14,8).

Stosunek objetosciowy

Faza ruchoma (v/v) mieszaniny Rfp Rs

rozpuszczalnikow

heptan:octan etylu
F23 1:2 0,79 4,6
F24 1:1 0,63 8,7
Fos 2:1 0,52 11,4
Fa 7:3 0,47 14,8
Fos 3:1 0,34 13,7
Fos 10:3 0,3 17,2
Fo; 4:1 0,27 17,5

Tab.14 Wartosci Rfy diosgeniny oraz rozdzielczosci Rs otrzymane z uzyciem faz ruchomych
stanowigcych mieszaniny heptan:octan etylu w réznych stosunkach objeto$ciowych (v/v) (F»,
F23'F27)-
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Ryc.54. Chromatogramy HPTLC hydrolizatu SPPChE-H (1) oraz wzorcowej diosgeniny (2)
otrzymane z uzyciem faz ruchomych stanowigcych mieszaniny heptan:octan etylu w réznych
stosunkach objetosciowych (v/v): a - 1:1 (Fo4), b - 1:2 (F23), ¢ - 2:1 (F25), d - 3:1 (F), € - 4:1
(Fo7), f-7:3 (F2), g - 10:3 (Fos). Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F,s4, detekcja: aldehyd anyzowy
(temp. 105°C, 5 min).

W Kkolejnym etapie prac optymalizowano warunki rozdzielenia diosgeniny w
hydrolizacie kwasowym wyciggu z nasion kozieradki z uzyciem fazy ruchomej
heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F,) w zakresie doboru fazy stacjonarnej stanowigcej ztoza
TLC Si 60,54 Lux Plate, HPTLC Lichrospher Si 60 F,s54, HPTLC RP-8 Fy54 i HPTLC Si
60 DIOL Fys4.

Na chromatogramach TLC otrzymanych na ptytkach TLC Si 60g,54 Lux Plate,
HPTLC Lichrospher Si 60 F.s4 pasmu diosgeniny towarzyszyto pasmo nieznanego
zwigzku (ryc. 55). Na ztozu TLC Si 60254 Lux Plate pozostate sktadniki hydrolizatu
rozdzielaty sie w formie nieostrych pasm, natomiast na ztozu HPTLC Lichrospher Si 60
F2s4 Uzyskano ich dobrg separacje. Wspotczynnik opdznienia dla badanego zwigzku -
diosgeniny - wynosit odpowiednio: Rfp 0,41 (TLC Si 60g2s4 Lux Plate) oraz Rfp 0,37
(HPTLC Lichrospher Si 60 Fy4) (ryc. 55). Separacja przeprowadzona z
wykorzystaniem fazy stacjonarnej HPTLC RP — 8 F,s4 charakteryzowata sie dobrym
oddzieleniem pasma diosgeniny od pozostatych sktadnikéw hydrolizatu, migrujgcych w
wiekszos$ci w poblizu czota fazy ruchomej, a jej wspoétczynnik opdznienia wynosit Rfp
0,63. Natomiast na ztozu HPTLC Si 60 DIOL F,s, pasmo diosgeniny charakteryzowato
sie niskg wartoscia wspotczynnika opdznienia (Rfp 0,24), a pozostate zwigzki
migrowaty w formie pojedynczej plamy znajdujgcej sie w poblizu czota fazy ruchomej
(ryc. 55).
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Ryc.55. Chromatogramy TLC (A) i densytogramy TLC (B) hydrolizatu SPPChE-H (1) oraz
wzorcowej diosgeniny (2), otrzymane z uzyciem réznych faz stacjonarnych: a - HPTLC RP — 8
Fos4; b - HPTLC Si 60 DIOL Fys4; € - TLC Si 60g254 Lux Plate; d - HPTLC Lichrospher Si 60 Fs4.
Faza ruchoma heptan:octan etylu (7:3, v/v), detekcja: aldehyd anyzowy (temp. 105°C, 5 min).

Na podstawie wynikébw przeprowadzonych eksperymentéw w zakresie
optymalizacji warunkéw separacji metodg TLC produktéw hydrolizy wyciggow
metanolowych z nasion kozieradki pospolitej, za najbardziej efektywne warunki
rozdzielenia uznano faze stacjonarng stanowigcg zel krzemionkowy HPTLC Si 60 Fys,
oraz mieszanine heptan:octan etylu 7:3, (v/V) (F.) jako faze ruchoma.

Dodatkowy eksperyment stanowita ocena wptywu czasu przechowywania
eluentu na jako$¢ rozdzieleh. Wykazano, ze przechowywanie fazy ruchomej przez
okres do 48 godzin nie wplywa na jakos¢ rozdzielenia, natomiast wydtuzenie tego
czasu skutkuje poszerzeniem pasm oraz nierbwnomierng migracjg czota fazy
ruchomej. Uwzgledniajgc obserwowane efekty, w procesie walidacji metody oraz
podczas prowadzonych analiz faza ruchoma przygotowywana byta ex tempore.

Waznym etapem w procesie optymalizacji warunkow separacji produktow
hydrolizy wyciggéw metanolowych z nasion kozieradki pospolitej metodg TLC byta
selekcja odczynnika wywotujgcego. Ze wzgledu na brak ugrupowan chromoforowych
w czgsteczkach sapogenin steroidowych, ich detekcja w swietle UV jest niemozliwa. W
analizie metodg chromatografii cienkowarstwowej wykorzystywane sg ich barwne
reakcje z odpowiednimi odczynnikami derywatyzujgcymi. Do badan w zakresie selekc;ji
efektywnego odczynnika  wywotujgcego  przeznaczono hydrolizat  wyciggu
metanolowego z nasion kozieradki pospolitej, charakteryzujgcego sie wysokag

zawartoscig zwigzkéw balastowych (hydrolizat ME-H), co mialo na celu ocene
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specyficznosci obserwowanych reakcji barwnych oraz mozliwosé stosowania
poszczegdlnych reagentdw w analizie jakosciowej i ilosciowej sapogenin steroidowych.

W badaniach wykorzystano opisane w literaturze odczynniki wywotujace:
metanolowy roztwér kwasu siarkowego (VI), odczynnik Liebermanna-Burcharda, kwas
fosforomolibdenowy, aldehydy aromatyczne (waniling oraz aldehyd anyzowy) i chlorek
antymonu [82, 131, 154, 213, 408, 430, 572] oraz opracowano wiasng modyfikacje
podstawowego roztworu aldehydu anyzowego. Opis przygotowania poszczegolnych
reagentow przedstawiono w rozdziale 11.A.4.1.4.1.

Alkoholowe roztwory kwasu siarkowego (VI) (H.SO,) stosowane sg w
wizualizacji sapogenin w stezeniach od 2% [131] do 25% [508]. Derywatyzacja
badanych zwigzkéw z uzyciem 2% roztworu H,SO, w metanolu skutkowata
niespecyficznym, o niskiej intensywnosci brunatnym pasmem diosgeniny wraz z
pozostatymi brunatnymi pasmami rozdzielonych zwigzkéw. Z odczynnikiem reaguje
wiekszo$¢ zwigzkdéw organicznych [213, 430, 479, 572] i jest on reagentem
uniwersalnym, co z drugiej strony ogranicza jego wykorzystanie w analizie ilosciowej.
Kwas siarkowy (VI) moze by¢ uzyty do analizy dobrze oczyszczonych prébek,
zawierajgcych diosgenine, ale nie w separacji zawierajgcych jg matryc o ztozonym
sktadzie, co potwierdzajg wyniki uzyskane przez innych autorow [131].

Bardzo stabe wybarwienie jasnobrunatnego pasma diosgeniny otrzymano
rowniez w wyniku zastosowania chlorku antymonu jako odczynnika wywotujgcego.

Odczynnik Liebermanna-Burcharda reaguje ze wszystkimi zwigzkami o
budowie steroidowej i wybarwia saponiny sterydowe na kolor zielononiebieski,
natomiast z saponinami triterpenowymi - na rézowo-czerwono [82, 213]. Umozliwia to
réznicowanie jakosciowe zespotu saponin obecnego w badanym materiale roslinnym
juz na etapie badan wstepnych. Jako wynik wizualizacji otrzymanych chromatogramow
TLC odczynnikiem Liebermana-Burcharda obserwowano szereg szaroniebieskich
pasm. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentéw, odczynnik Liebermana-
Burcharda uznano za odpowiedni do analizy jakosciowej saponin steroidowych i ich
aglikonéw, jednak niespecyficzny, aby byt uzyty w analizie ilosciowej diosgeniny.

Kwas fosforomolibdenowy, jakkolwiek stosowany w derywatyzacji wzorcowej
diosgeniny przez Dotowego [131], stanowi niespecyficzny odczynnik o niskiej czutosci
[82], co ogranicza zastosowanie go w analizie wielosktadnikowych probek. Ponadto
pod wptywem kwasu fosforomolibdenowego obserwowano silne wybarwienie tta
chromatogramu TLC przy niskiej intensywnosci zabarwienia badanego zwigzku.

Dane literaturowe wskazujg, ze wiekszg selektywnoscig w derywatyzacji
saponin steroidowych charakteryzujg sie aldehydy aromatyczne w roztworach kwasow

nieorganicznych [213, 407, 408]. Eksperymenty przeprowadzone w niniejszej pracy z
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uzyciem roztworow waniliny w kwasie siarkowym lub fosforowym skutkowaty
wybarwieniem pasma diosgeniny na kolor pomaranczowy. Reakcja nie byta
specyficzna dla badanego zwigzku. Wanilina reaguje ze zwigzkami lipofilowymi,
wigczajgc - obok saponin steroidowych - rowniez lignany, terpeny, alkaloidy, sterole
oraz olejki eteryczne [572]. Natomiast aldehyd anyzowy w reakcji z saponinami
steroidowymi tworzy pochodne o barwie od zéttej do niebieskiej [82, 213, 572]. W toku
prowadzonych eksperymentéw obserwowano silne wybarwienie nie tylko pasma
diosgeniny (pasmo zielonoszare), lecz roéwniez towarzyszacych jej zwigzkéw
balastowych (pasmo ciemnoniebieskie). Dlatego za konieczng uznano modyfikacje
sktadu odczynnika tak, aby zwiekszy¢ jego specyficznos¢ wobec diosgeniny.
Poczatkowo modyfikowano sktad wedtug Trivedi i wsp. [554], jednak z wynikiem
negatywnym. Kolejng modyfikacje stanowito rozciefczenie podstawowego
standardowego roztworu aldehydu anyzowego w mieszaninie metanolu i kwasu
octowego (85:15, v/v) w stosunku 1:1. Znaczgco zwigkszyto to specyficznos¢ reakcji
barwnej odczynnika z diosgening. Zmodyfikowany roztwor aldehydu anyzowego
intensywnie wybarwiat pasmo diosgeniny na zielono, przy jednoczesnej niskiej
intensywnosci wybarwienia pozostatych zwigzkéw, obecnych w badanym hydrolizacie,
w tym pasma zwigzku balastowego znajdujgcego sie na chromatogramie ponizej
pasma diosgeniny (hydrolizat ME-H).

Charakterystyke barw pasm produktéw hydrolizy wyciggéw z nasion kozieradki
(nieoczyszczonego - ekstrakt ME oraz oczyszczonego - ekstrakt SPPChE) pod
wplywem réznych odczynnikbw wywotujgcych na chromatogramach HPTLC
przedstawiono na rycinie 56.

Uwzgledniajgc otrzymane wyniki, za najlepszy odczynnik wywotujgcy w analizie
jakosciowej i ilosciowej diosgeniny po hydrolizie kwasowej uznano zmodyfikowany
roztwér aldehydu anyzowego. Ponadto wykazano, ze dla wiasciwego wybarwienia
pasma diosgeniny wystarczajgce jest ogrzewanie chromatogramu TLC spryskanego
odczynnikiem wywotujgcym przez 1 minute w temperaturze 105°C.

W rezultacie przeprowadzonych eksperymentdéw opracowano warunki analizy
TLC produktéw hydrolizy kwasowej wyciggu z nasion T. foenum-graecum obejmujgce
rodzaj adsorbentu - ptytki HPTLC Si 60g,54 i faze ruchomg heptan:octan etylu (7:3, v/v)

oraz odczynnik wywotujgcy - zmodyfikowany roztwér aldehydu anyzowego.
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Ryc.56. Chromatogramy HPTLC wzorcowej diosgeniny (2) i hydrolizatéw kwasowych (1): ME-H
(I) i SPPChE-H (ll), otrzymane z uzyciem réznych odczynnikow wywotujgcych: a - wanilina w
kwasie fosforowym (temp. 105°C; 3 min) , b - kwas siarkowy (temp. 105°C; 3 min), ¢ -
odczynnik Libermann’a-Burchard’a (temp. 105°C; 3 min), d - kwas fosfomolibdenowy (temp.
105°C; 3 min), e - aldehyd anyzowy (temp. 105°C; 3 min), f - zmodyfikowany aldehyd anyzowy
(temp. 105°C, 1 min). Faza stacjonarna HPTLC Si 60 F,s4, faza ruchoma heptan:octan etylu
(7:3, v/v).

Optymalizacja warunkéw ekstrakcji i hydrolizy kwasowej saponin

steroidowych z nasion kozieradki

Wytrawianie saponin steroidowych z materiatu roslinnego wymaga starannie
dobranych warunkéw, poniewaz w trakcie ekstrakcji moze zachodzi¢ szereg
niekorzystnych reakcji, m.in. hydroliza enzymatyczna w ekstrahentach z dodatkiem
wody, transacylacja, estryfikacja kwasnych saponin lub hydroliza grup estrowych [213].
Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami sg mieszaniny alkoholi (metanolu,
etanolu, butanolu lub izopropanolu) i wody w réznym stosunku objetosciowym [161,
218, 260, 308, 326, 347, 393]. W procesie doboru ekstrahentu nalezy uwzgledni¢ skfad
chemiczny badanej matrycy roslinnej w zakresie réoznych grup metabolitow wtérnych,
aby uzyska¢ wycigg bogaty w badane zwigzki przy jednoczesnie mozliwie jak
najnizszej zawarto$ci zwigzkéw balastowych. Zastosowanie rozpuszczalnikow
polarnych, uzasadnione budowg chemiczng saponin steroidowych, moze czesciowo

ogranicza¢ przenikanie niektorych zwigzkow lipofilowych do wyciggu. W przypadku
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nasion kozieradki pospolitej zastosowanie ekstrahentow zawierajgcych wode jest
ograniczone ze wzgledu na obecnos¢ w matrycy roslinnej znacznych iloSci
polisacharydéw [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 materiatu roslinnego najczesciej wykorzystywana jest ekstrakcja
surowca w aparacie Soxhleta lub pod chfodnicg zwrotng [316, 393, 554]. Rzadziej
stosowane sg ekstrakcja wspomagana mikrofalami [260] lub sonikacja [538]. W
ostatnich latach wykorzystano tgczenie metod ekstrakcji - Wang i wsp. [575] w
wytrawianiu saponin steroidowych z pedoéw Asparagus officinallis zastosowali
perkolacje, a nastepnie sonikacje.

Aglikony steroidowe, w tym diosgenina, oznaczane sg po przeprowadzeniu
hydrolizy kwasowej ich form glikozydowych. Selekcja warunkéw hydrolizy kwasowe;j
saponin steroidowych powinna uwzglednia¢ wysokg wydajnos¢ procesu przy
jednoczesnej eliminacji niekorzystnych przegrupowan w czgsteczkach badanych
zwigzkow, prowadzacych do formowania artefaktéw - spirostadienow [213]. Obecnosc¢
spirostadienéw w otrzymanym hydrolizacie prowadzi do obnizenia oznaczanej
zawartosci diosgeniny. Zazwyczaj hydroliza kwasowa przeprowadzana jest z uzyciem
kwasu solnego (HCI) [81, 393, 575] lub kwasu siarkowego (VI) (H.SO,) [326, 428,
542, 543] w roztworach metanolowych [282], etanolowych [554], wodnych [428] lub w
izopropanolu [133, 542, 543]. Dane literaturowe wskazujg, ze kwas solny nasila
formowanie spirostadienow [541, 542]. Dlatego w niniejszej pracy zastosowano jako
odczynnik hydrolityczny kwas siarkowy (VI) (H2SO,) w roztworze wodnym (H;SOy 4q)
oraz w 50% metanolu (H,SO4 so%meon). Dodatkowo testowano 2M H,SO, w 70%
izopropanolu (stezenie dobrano na podstawie wynikéw otrzymanych przez Taylor i
wsp. [542]). Oceniono szereg procedur ekstrakcji i hydrolizy kwasowej (A.11.6.3.1.)
saponin steroidowych w zakresie ich efektywnosci i przydatnosci w analizie ilosciowej
diosgeniny po hydrolizie kwasowej w warunkach opracowanej metody HPTLC.

Poczatkowo oznaczenie iloSciowe diosgeniny przeprowadzono z uzyciem
metody opisanej przez Trivedi i wsp. [554], ktdra tgczyta w jednym procesie ekstrakcje i
hydrolize kwasowg (etanolowy roztwér H,SOy; 4 godziny; temp. 80°C). Otrzymano
wycigg o niskiej zawartosci diosgeniny, zawierajgcy liczne zwigzki balastowe,
utrudniajgce analize densytometryczng. Uwzgledniajgc twardg konsystencje
Foenugraeci Semen, zawierajgcego liczne grupy metabolitobw wtérnych (szczegodlnie
duze ilosci polisacharydéw), gdy procedurze poddawany jest surowiec rozdrobniony,
prawdopodobnie dostep odczynnika hydrolizujgcego do glikozydowych form byt

ograniczony, natomiast intensywnemu wytrawianiu ulegaly zwigzki balastowe,
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utrudniajgce analize diosgeniny. Obnizenie stezenia kwasu do 2M w roztworach
wodnym (2M H,SOy4,q) lub w 50% metanolu (2M H,SO4 spumeon) Oraz skrocenie czasu
hydrolizy do 2 godzin nie zwiekszyty stezenia oznaczanej diosgeniny, a
przeprowadzane pomiary densytometryczne obcigzone byly duzymi btedami ze
wzgledu na koeluujgce z diosgening zwigzki towarzyszgce, widoczne w postaci
szarych pasm na chromatogramie TLC. Roéwniez wigczenie etapu wstepnego
oczyszczania nasion kozieradki poprzez ekstrakcje eterem naftowym (nasiona SPP)
albo chloroformem (nasiona SPCh) nie przyniosty pozytywnego rezultatu.

Na podstawie otrzymanych wynikdw uznano, ze wydajna hydroliza kwasowa
zespotu saponin kozieradki wymaga przeprowadzenia oddzielnego etapu ich ekstrakcji
z surowca, a nastepnie poddania hydrolizie kwasowej otrzymanego wyciggu. W tym
celu otrzymano rézne wyciggi metanolowe z nasion nieoczyszczonych oraz wstepnie
oczyszczonych eterem naftowym (SPP) lub eterem naftowym i chloroformem (SPCh)
ekstrahowanych metanolem pod chtodnicg zwrotng (50 ml, 2h, 80°C) (otrzymujac
wyciggi: E, SPPE2, SPChE2, odpowiednio) lub wyczerpujgco w aparacie Soxhleta
(wyciggi SPPE3 SPChE3, SPPChE, odpowiednio). Ponadto nieoczyszczone nasiona
kozieradki ekstrahowano metanolem z uzyciem ultradzwiekéw (10 ml; temp. 25°C) w
réznym czasie, mianowicie: 10 minut, 20 minut lub 30 minut (wyciggi UME1, UME2,
UME3, odpowiednio). Otrzymane wyciggi metanolowe poddano hydrolizie kwasowej z
uzyciem 2M  HySOy4 aq | 2M H;SO4 soumeon, Uzyskujgc 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 (H,SO,
s0%MeoH) ZWiekszato koncentracje zwigzkow balastowych w otrzymanych hydrolizatach.
Prawdopodobng przyczyne stanowi przebieg procedury ekstrakcyjnej: w celu
wytrawienia wolnych aglikonbw mieszanina poreakcyjna wytrzgsana jest z
chloroformem - jezeli hydrolize przeprowadzono z uzyciem wodno-alkoholowego (lub
alkoholowego) roztworu kwasu, co moze skutkowac zwigkszeniem zanieczyszczenia
zwigzkami balastowymi oczyszczonego hydrolizatu. Rozpuszczalne w metanolu
zwigzki towarzyszgce, mogg przechodzi¢ do ekstraktu metanolowo-chloroformowego
wraz z badanymi zwigzkami lipofilowymi. W eksperymentach zastosowano réwniez 2M
H,SO, w 70% izopropanolu [133, 542], z negatywnym rezultatem, jakkolwiek niektore
publikacje [133, 542] wskazujg, ze odczynnik ten zapewnia wysoki odzysk diosgeniny i
niski poziom zwigzkow towarzyszgcych. Nalezy jednak podkresli¢, ze przygotowanie
hydrolizatu z uzyciem 2M H,SO, w 70% izopropanolu [133, 542] wigzato sie z wieloma

problemami analitycznymi. W trakcie wytrzgsania mieszaniny poreakcyjnej z
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chloroformem cze$¢ wyciggu izopropanolowego tworzyta z warstwg chloroformowg
uktad jednorodny. Ponadto hydrolizat otrzymany 2z uzyciem izopropanolu
charakteryzowat sie zwiekszong lepkosciag, co utrudniato aplikacje wyciagow na ptytke
chromatograficzng. Na otrzymanych chromatogramach, oprécz pasma diosgeniny o
Rfp 0,47, obserwowano na linii startowej dodatkowg oliwkowozielong plame (podobnie
jak oznaczany zwigzek). Poniewaz dane literaturowe [133, 541, 542] wskazujg, ze
stosowanie 70% izopropanolu jako rozpuszczalnika dla kwasu w procesie hydrolizy
kwasowe] saponin steroidowych, ogranicza formowanie artefaktéw (spirostadienéw),
przeprowadzono analize poréwnawczg. W tym celu otrzymano chromatogram TLC
hydrolizatu wyciggu metanolowego z aparatu Soxhleta hydrolizowanego z uzyciem
dwoch odczynnikow: 2M wodnego H,SOy o i 2M H,SO4 w 70% izopropanolu. Ze
wzgledu na brak danych o maksimach absorpcji UV artefaktow, analize
chromatogramoéw przeprowadzono przy nastepujgcych dtugosciach fali: A-254 nm, A-
366 nm, A-426 nm, A-590 nm. Na uzyskanych chromatogramach nie obserwowano
réznic jakosciowych. Nie stwierdzono pasm, ktére sg obecne w hydrolizatach
otrzymanych z uzyciem wodnego roztworu kwasu, a ktore nie wystepujg w
hydrolizatach po hydrolizie z uzyciem H,SO, w izopropanolu (lub takich, ktérych
intensywnos¢ w wyniku hydrolizy znaczgco zmniejszyta sie).

Réwniez zwiekszenie stezenia kwasu siarkowego z 2M do 2,5M i wydtuzenie
czasu hydrolizy do 4 godzin nie przyniosty poprawy wynikow. Natomiast gdy jako
odczynnik hydrolityczny zastosowano wodny roztwor H,SO,4, na etapie wytrzgsania z
chloroformem, obserwowano, ze zwigzki lipofilowe przechodzg do frakgji
chloroformowej bez zwigzkéw balastowych. Réwniez wigczenie etapow dodatkowego
oczyszczania, poprzez wytrzgsanie z heksanem wyciggu metanolowego
rozcienczonego wodg [282] i hydroliza kwasowa wodnej pozostatosci (hydrolizat Eag-
H) nie zapewnity otrzymania wyciggu o wyzszej zawartosci diosgeniny i jednocze$nie
pozbawionego zwigzkow balastowych.

Sposrdéd  wszystkich analizowanych hydrolizatéw, najwyzszym stezeniem
diosgeniny (233,6 ng/ul £ 2%) przy najnizszej zawartosci zwigzkéw balastowych,
charakteryzowat sie hydrolizat SPChE-H, otrzymany w wyniku hydrolizy wyciggu
metanolowego SPChE z uzyciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI).
Wycigg metanolowy SPPChE otrzymano w aparacie Soxhleta z oczyszczonego
trojstopniowo surowca. Zastosowana procedura ekstrakcyjna umozliwita wydajne
oczyszczenie materiatu roslinnego i usuniecie zwigzkow balastowych oraz wydajne
wytrawienie saponin steroidowych. Wedtug danych literaturowych zastosowanie jako
odczynnika hydrolitycznego 2M kwasu siarkowego (VI) redukowato tworzenie

artefaktéw [541, 542] oraz dodatkowo ograniczyto niekorzystne przechodzenie
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zwigzkow balastowych z mieszaniny poreakcyjnej do hydrolizatu na etapie wytrzgsania
z chloroformem, poniewaz reagent przygotowano jako roztwor wodny.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze pomimo dlugiego czasu przygotowywania
prébki, jedynie ww. procedura pozwala na iloSciowe oznaczenie zawartosci diosgeniny

w nasionach kozieradki pospolitej (ryc. 57).
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Ryc.57. Chromatogramy HPTLC (A) i densytogramy HPTLC (B) wzorcowej diosgeniny (2) i
hydrolizatéw otrzymanych w wyniku hydrolizy kwasowej z uzyciem 2M H,;SO4 o4 (2h; temp.
80°C) roéznych wyciggdw metanolowych z nasion kozieradki pospolitej: 1 - hydrolizat SPPChE-
H, 3 - hydrolizat SPChE2-H, 4 - hydrolizat SPChES3, 5 - hydrolizat ME-H. Faza stacjonarna
HPTLC Si 60 Fas4, faza ruchoma heptan:octan etylu (7:3, v/v), detekcja: zmodyfikowany aldehyd
anyzowy (temp. 105°C, 1 min).

Analiza ilosciowa diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach

kozieradki pospolitej

W toku przeprowadzonych badah fitochemicznych opracowano warunki
oznaczenia ilosciowego diosgeniny w badanym materiale roslinnym metodg HPTLC z
analizg densytometryczng. Zoptymalizowane warunki ekstrakcji, hydrolizy kwasowej
oraz separacji metodg chromatografii cienkowarstwowej zastosowano do oznaczenia
diosgeniny w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego, otrzymanych od trzech
producentow (firmy zielarskie Lewandowski, Flos, Kawon).

Rozdzielenia prowadzono na ztiozu HPTLC Si 60F,s, z uzyciem mieszaniny
heptan:octan etylu (7:3, v/V) (F.) jako fazy ruchomej. Uwzgledniajgc staty poziom
wilgotnosci w komorze ADC2, generowanej stosowaniem nasyconych roztworéw
odpowiednich soli, warunki rozdzielen w komorze ADC2 charakteryzujg sie wysoka
powtarzalnoscig. Chromatogramy rozwijano na dystansie 45 mm w komorze

automatycznej Camag ACD2, w warunkach wysycenia parami eluentu (10 minut) i
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prekondycjonowania ptytki (5 minut), w temperaturze 22+2°C oraz wilgotnosci 47+2%,
kontrolowanej przy uzyciu nasyconego roztworu tiocyjanianu potasu. Wysuszone
chromatogramy spryskano zmodyfikowanym roztworem aldehydu anyzowego i
ogrzewano na ptycie grzewczej (105°C, 1 minuta).

W celu oceny wystepowania wolnych aglikonow w badanych nasionach T.
foenum-graecum, wysuszony i sproszkowany surowiec poddano trojstopniowej
wyczerpujgcej ekstrakcji w aparacie Soxhleta, stosujgc kolejno eter naftowy (wyciag
SPPE), chloroform (wycigg SPCh) i metanol (wyciag SPPChE). Hydrolize
otrzymanych wyciggéow prowadzono z uzyciem 2M H,SO, .4 (2h; temp. 80°C), a
otrzymane hydrolizaty (odpowiednio: SPPE-H, SPChE-H i SPPChE-H) poddano
analizie metodg TLC (ryc. 58).

Na otrzymanych chromatogramach TLC hydrolizatéw SPPE-H i SPChE-H nie
obserwowano pasma diosgeniny, ktére obecne bylo jedynie na chromatogramie
HPTLC hydrolizatu wyciggu metanolowego SPPChE-H. Otrzymane wyniki pozwalajg
wykluczyé wystepowanie 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 hydrolizatow (1,2,4) wyciggow
organicznych z nasion kozieradki pospolitej, otrzymanych z uzyciem aparatu Soxhleta: 1 -
hydrolizat SPPChE-H, 2 - hydrolizat SPPE-H, 4 - hydrolizat SPChE-H. Faza stacjonarna
HPTLC Si 60 F,s4, faza ruchoma heptan:octan etylu (7:3, v/v) (F,), detekcja zmodyfikowany
aldehyd anyzowy (temp. 105°C, 1 min).

Walidacja

Opracowang metode HPTLC 2z analizg densytometryczng oznaczania
diosgeniny po hydrolizie kwasowej, zwalidowano w zakresie: specyficznosci,
liniowosci, wyznaczenia granicy wykrywalnosci oraz granicy oznaczalnosci, precyzji,
powtarzalnosci oraz stabilnosci metody. Parametry walidacyjne przedstawiono w tabeli
15. Do badan przeznaczono wycigg metanolowy, otrzymany w wyniku tréjstopniowej
ekstrakcji w aparacie Soxhleta (A.ll.6.1.1.1., ktéry poddano hydrolizie kwasowej z

uzyciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (V1) (2h; temp. 80°C).
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Dane literaturowe [213] wskazujg, ze analiza densytometryczna sapogenin
sterydowych moze by¢ prowadzona przy réznych dtugosciach fali. Barwne produkty
reakcji sapogenin z aldehydem anyzowym wykazujg maksimum absorpcji w zakresie
dtugosci fali UV A-510-620 nm. Dodatkowo pochodne spirostanowe posiadajg drugie
maksimum absorpcji przy dtugosci fali A-455-460 nm [213]. W publikacjach
poswieconych analizie ilosciowej diosgeniny metodg TLC, chromatogramy skanowano
przy A-366 nm [272], A-428 nm [554], A-430 nm [161] lub A-540 nm [508].
Uwzgledniajac powyzsze doniesienia oraz widmo UV, wykonane dla wzorcowe;j
diosgeniny, w ktérym obserwowano dwa maksima absorpcji (przy dtugosciach fali A-
426 nm oraz A-590 nm) analize densytometryczng prowadzono przy dwdch
diugosciach fali UV: A-426 nm oraz A-590 nm (skanowanie liniowe), przy uzyciu
densytometru CD 60 oraz oprogramowania ProQuant, 5 minut po derywatyzaciji

(czas konieczny do uzyskania temperatury pokojowej chromatogramu TLC).
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Ryc. 59 Chromatogram 2D HPTLC badania specyficznosci 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 F,s4, faza
ruchoma: n-heptan:octan etylu (7:3, v/) (F,), detekcja: zmodyfikowany roztwér aldehydu
anyzowego (105°C, 1 min).

Specyficznos¢é metody oznaczono na podstawie wyniku rozdzielenia 2D TLC
badanego hydrolizatu w obecnosci wzorcowej diosgeniny na ztozu HPTLC Si 60 Fys4 z
uzyciem fazy ruchomej heptan:octan etylu (7:3,v/v) (F,) (por. schemat w p. A.l
7.3.2.2.1.) [188]. Wskutek zastosowania identycznych warunkéw analizy w obu
kierunkach, na otrzymanym chromatogramie TLC (ryc. 59) sktadniki badanego
hydrolizatu migrowaty w formie jednej linii na przekatnej ptytki chromatograficznej, a
plama diosgeniny byta wolna od innych zwigzkéw chemicznych (skfadnikow
hydrolizatu), co potwierdza, ze metoda jest specyficzna. Jednoczesnie na
chromatogramie obserwowano plamy dwoch nieznanych zwigzkéw: s1 i s2, ktore w

reakcji z odczynnikiem wywotujgcym wybarwiaty sie na oliwkowozielono, podobnie jak
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diosgenina. Sugeruje to, ze zwigzki s1 i s2 prawdopodobnie majg charakter sapogenin
sterydowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy zawartych w surowcu glikozydow.
Przeprowadzone oznaczenia potwierdzajg, ze saponiny sterydowe obecne w nasieniu
kozieradki pochodzenia krajowego, stanowig pochodne nie tylko diosgeniny, lecz
réwniez innych aglikonow.

Poréwnujgc otrzymane parametry walidacyjne wykazano, ze przy dtugosci fali
A-590 nm, charakteryzujg sie one mniejszym odchyleniem standardowym (precyzja
jedno- i miedzydniowa), a tym samym - wyzszg powtarzalnoscig pomiaréw (tab. 15).
Dtugos¢ fali UV A-426 nm, pomimo obserwowanego maksimum w widmie wzorcowe;j
diosgeniny, uznano za mniej selektywng w porownaniu do dtugosci fali A-590 nm.
Analizy przy dtugosci fali UV A-426 nm, charakteryzowata wieksza asymetria pikow i
znacznie mniejsza precyzja (wyzsze wartosci RSD oraz CV). Obserwowany ksztait
pikbw diosgeniny sugerowat, ze na wysokosci pasma diosgeniny obecny jest
dodatkowo zwigzek, wykazujgcy absorpcje w swietle UV, a niewidoczny w swietle
widzialnym przy dlugosci fali A-590 nm. Uwzgledniajgc powyzsze, dtugosé¢ fali A-590
nm uznano za optymalng dla densytometrycznych oznaczen iloSciowych diosgeniny po
hydrolizie kwasowej, na chromatogramach wywotywanych zmodyfikowanym
aldehydem anyzowym.

Parametry walidacyjne A-590nm A-426nm
Liniowos¢ 50-900 ng 200-800 ng
Limit wykrywalnosci (LOD) 5,1 ng 12,5 ng
Limit oznaczalnosci (LOQ) 3xLOD = 15,3 ng 3xLOD=37,5ng
[S/N=10]* LOQ=17 ng [S/N=10]* LOQ=40 ng
Precyzja instrumentalna CV =1,94 % [wzorzec]
CV 1,56 [prébkal
Precyzja jednodniowa RSD=0,102 RSD=47,7
CV 1,02% CV 22,12
Precyzja miedzydniowa RSD=0,128 RSD=20,1
(powtarzalnos¢) CV 1,28% CV 8,96%

* SIN - stosunek sygnal/szumy (ang. signal/noise)

Tab.15. Parametry walidacyjne opracowanej metody TLC z analizg densytometryczng
oznaczania ilosciowego diosgeniny po hydrolizie kwasowej wyciggu metanolowego z nasion
kozieradki pospolitej.
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Statos¢ metody (ang. robustness) jest parametrem charakteryzujgcym
niezaleznos¢ otrzymanych wynikéw od niewielkich zmian parametrow takich jak:
prowadzenie analiz przez roéznych analitykow lub stosowanie
rozpuszczalnikdw/odczynnikow chemicznych réznych producentéw. W niniejszej pracy
stato§¢ metody oceniono przez wykorzystanie do przygotowania eluentu octanu etylu
oraz n-heptanu otrzymanych od dwodch producentéw. Ponadto uwzgledniono analizy
prowadzone przez dwdéch réznych analitykéw. Potwierdzono, ze opracowana metoda
charakteryzuje sie statoscig, bez wzgledu na zmiane ww. parametréw.

W opracowanych warunkach przeprowadzono oznaczenie zawartoSci
diosgeniny w badanym materiale roslinnym. Obserwowano réznice w przebiegu
krzywych wzorcowych dla poszczegdlnych rozdzielen (ryc. 60), dlatego kazde

oznaczenie prowadzono, wyznaczajgc krzywa kalibracyjna.
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Ryc.60. Przebieg krzywych kalibracyjnych w opracowanych warunkach metody TLC.

Z uzyciem opracowanej metody TLC oznaczona zawartos¢ 5,25-a-spirostan-
3B-olu w nasionach kozieradki pospolitej, otrzymanych od trzech producentéw
krajowych (firmy zielarskie: Lewandowski, Flos, Kawon) wynosita odpowiednio: 0,12%
(Lewandowski i Kawon); 0,13% (Flos) i byta nizsza w poréwnaniu do materiatu
roslinnego pochodzgcego z innych czesci Swiata [542, 543, 548, 554]. Zawartos¢
diosgeniny oznaczona przez Trivedi i wsp. [554] w nasionach kozieradki, komercyjnie
dostepnych w sprzedazy na terenie Indii, byta ponad 5-krotnie wyzsza (0,529 - 0,658
%). W poréwnaniu do metody Trivedi i wsp. [554] opracowang w niniejszej pracy
metode TLC analizy ilosciowej diosgeniny, charakteryzujg lepsze wartosci parametrow
walidacyjnych: liniowos¢ w zakresie stezen 50-900 ng (por. 98-588 ng [554]), limit
wykrywalnosci 5,1 ng (por. 20 ng [554]), limit oznaczalnosci 15,3 ng/17,3 ng (por. 80 ng
[554]), precyzja instrumentalna CV=1,94% (por. RSD=0,45 [554]), precyzja
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jednodniowa (wewngtrzdniowa) RSD=0,102 (por. RSD=0,64 [554]), precyzja
miedzydniowa RSD=0,128 (por. RSD=0,28 [554]). Zawartos¢ 5,25-a-spirostan-3-olu
w materiale roslinnym roznego pochodzenia - od Afryki po Kanade byta wyzsza
(0,42% do 0,98%) niz oznaczona w badanym w surowcu krajowym [542, 543, 548].
Podobng zawartos¢ diosgeniny, badajgc T. foenum-graecum réznego pochodzenia i
réznych odmian, wykazali Taylor i wsp. [5642, 543] w nasionach uprawianych w
Kanadzie (do 0,98%). Autorzy stwierdzili, ze odmiany T. foenum-graecum: Amber,
Quatro and ZT-5 wyrdznia najwyzsza zawarto$¢ 5,25-a-spirostan-33-olu -
odpowiednio: 0,42%, 0,52% i 0,75% [542]. W Kkolejnej pracy Taylor i wsp. [543]
wykazali, ze z 10 badanych odmian kozieradki pospolitej, najwyzszym stezeniem
diosgeniny charakteryzowat sie materiat roslinny z T. foenum-graecum, hodowanych w
Kanadzie, lecz pochodzgcych z nasion uzyskanych z Iranu i Maroko (0,70%, 0,98%,
odpowiednio) oraz dwéch odmian z Kanady (0,84 i 0,87 %, odpowiednio). Z drugiej
strony wedtug Thomas i wsp. [548] zawarto$¢ diosgeniny w kanadyjskich odmianach
kozieradki wynosi okoto 0,6%. Jedynie Laila i wsp. [303] donoszg o indyjskiej odmianie
T. foenum-graecum z niskg zawartoscig diosgeniny (0,11-0,14%, w/w), porownywalng
z oznaczong w badanym materiale roslinnym. W Swietle powyzszych wynikéw,
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego stanowi dos¢ ubogie zrédto diosgeniny.
Wydaje sie jednak, ze na tle surowcow azjatyckich o wysokiej zawartosci diosgeniny,
badany materiat roslinny moze stanowi¢ bardziej bezpieczny surowiec leczniczy, w
kontekscie niewyjasnionego w petni wptywu na uktad hormonalny cztowieka [110, 248,
299, 367, 588].

Analiza saponin steroidowych metodg HPLC-ELSD oraz HPLC-
ESI-MS

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest powszechnie stosowana
w analizie saponin steroidowych w matrycach pochodzenia roslinnego [18, 117, 287,
319, 323, 327, 331, 347, 399, 426, 591, 596, 598]. Rozdzielenia prowadzone sg
zazwyczaj w uktadzie faz odwroconych (RP), natomiast rzadziej - w uktadzie faz
normalnych [287, 399, 407, 408]. W analizach technikg RP wykorzystuje sie kolumny
wypetnione zelem krzemionkowym modyfikowanym: resztami oktadecylowymi (C-18),
oktylowymi (C-8), aminowymi (NH) lub diolowymi (DIOL) [213, 287, 323, 347, 399,

407, 408, 596]. Jako rozpuszczalniki w analizie saponin steroidowych w odwréconym

193



ukftadzie faz stosowane sg mieszaniny metanolu i wody lub acetonitrylu i wody [287,
399, 407, 408] z dodatkiem kwaséw organicznych jako modyfikatorow kwasowych -
kwasow: octowego, mrowkowego, fosforowego lub trifluorooctowego [287, 323, 347,
399, 407, 408, 596]. Rozdzielenia najczesciej prowadzi sie w warunkach elucji
gradientowej [117, 287, 319, 327, 331, 347, 399, 591, 596], jakkolwiek Hostettmann
[213] wskazuje, ze w separacji saponin, nieznacznie réznigcych sie polarnoscig (np.
obecnosc¢ jednej czgsteczki cukru) mozliwe jest zastosowanie elucji izokratyczne;.

Saponiny steroidowe nie posiadajg grup chromoforowych i nie wykazujg
absorpcji promieniowania UV [213, 407, 408]. Dlatego w analizie HPLC tych zwigzkéw
detektor UV-VIS jest rzadko wykorzystywany. Z drugiej strony, mozliwa jest
niespecyficzna detekcja saponin w zakresie dtugosci fal A-200-210 nm lub przy
diugosci fali A-254 nm po ich przeprowadzeniu w pochodne kumarynowe [213, 407,
408, 596]. Separacje siedmiu saponin steroidowych z  Cynanchum otophyllum
Schneid. metodg HPLC z detekcjg UV przy dwéch dtugosciach fali (259 nm oraz
A-223 nm) prowadzili Yang i wsp. [598], uzyskujgc rozdzielenie 7 zwigzkdw.
Dodatkowym problemem detekcji saponin steroidowych w Swietle ultrafioletowym jest
ograniczony wybor rozpuszczalnikow, stanowigcych sktadniki fazy ruchomej oraz
nieodpowiedni program elucji [407, 408]. Organicznym komponentem fazy ruchomej
powinien by¢ acetonitryl ze wzgledu na stabszg absorpcje przy niskich dtugosciach fali
promieniowania ultrafioletowego w poréwnaniu do metanolu [213, 407, 408]. Analiza
chromatograficzna wielosktadnikowych matryc roslinnych, zawierajgcych zwigzki
saponinowe o réznej dtugosci fancucha cukrowego oraz réznej polarnosci zazwyczaj
wymaga zastosowania szerokiego zakresu zmian stezenia sktadnika organicznego
eluentu [407, 408]. Jakkolwiek Oleszek [407, 408] zwraca uwage na fakt, ze program
elucji gradientowej w separacji HPLC saponin nie moze charakteryzowaé sie duzag
réznicg stezen sktadnika organicznego, poniewaz skutkuje to zaburzeniami linii
bazowej [407, 408].

Ograniczenia w oznaczaniu saponin steroidowych z uzyciem detektora UV-VIS
powoduijg, ze w analizie tej grupy zwigzkéw metodg HPLC najczesciej wykorzystywany
jest laserowy detektor sSwiatta rozproszonego (ELSD), detektor mas (MS) oraz
tandemowy detektor mas z analizatorem czasu przelotu (Q-TOFMS") [117, 287, 319,
327, 331, 347, 399, 591, 596]

Zasada dziatania detektora ELSD oparta jest na wykorzystaniu rozpraszania
przez czastki analitu promieniowania emitowanego przez laser [520, 586]. Eluat z
kolumny zostaje rozproszony za pomocg dwutlenku wegla, a nastepnie ogrzany do

temperatury 40°C w nebulizatorze, co skutkuje odparowaniem eluentu i utworzeniem
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aerozolu nielotnych sktadnikow analizowanej prébki [586]. Czgsteczki aerozolu
rozpraszajg Swiatto, a uzyskane dane rejestrowane sg w postaci chromatogramu [586].
Detektor ELSD w poréwnaniu do detektora UV charakteryzuje sie nizszg wrazliwoscig
na zaburzenia linii bazowej powstajgce w warunkach elucji gradientowej [596].
Jednoczesnie uznawany jest za detektor uniwersalny, stosowany w analizie wiekszoSci
zwigzkow, z zachowaniem warunku, ze sg one mniej lotne od rozpuszczalnika [586]. Z
drugiej strony charakteryzuje sie réwniez nizszg czutoscig, wyrazong wyzszymi
wartosciami granicy wykrywalnosci badanych zwigzkow [596].

W analizie saponin steroidowych metodg HPLC powszechnie stosowany jest
detektor mas (MS), szczegdlnie ESI-MS, wykorzystujgcy jonizacje przez rozpylanie w
polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation) pod cisnieniem atmosferycznym [117,
287, 319, 327, 331, 347, 399, 591, 596]. Wykorzystanie Q-TOF-MS umozliwia
doktadny pomiar masy analizowanych zwigzkéw [252, 253, 418]. Natomiast
zastosowanie tandemowej spektrometrii mas umozliwia obserwacje jonow
fragmentacyjnych, zwigzanych z odszczepianiem kolejnych czgsteczek cukréw, co
pozwala na ustalenie sekwencji ich wigzania chemicznego w tancuchu sacharydowym
[183, 323, 347, 426, 599, 616]. Obecnie w analizie zespotdéw saponin steroidowych w
matrycach roslinnych coraz czesciej wykorzystywana jest ultrasprawna chromatografia
cieczowa w sprzezeniu z tandemowym detektorem mas i analizatorem czasu przelotu
(UPLC- Q-TOFMS") [50, 155, 252, 253, 418, 439].

W widmach masowych saponin wystepujg charakterystyczne jony
fragmentacyjne, powstajgce wskutek utraty fragmentéw rozgatezionych tancuchow
cukrowych oraz dehydratacji [253]. Widma masowe saponin furostanowych, otrzymane
w trybie jonéw ujemnych (ESI-) charakteryzuje obecnosé¢ deprotonowanych jonow
molekularnych [M-H] oraz adduktéw z kwasem np. mréwkowym [M-H+HCOO] jako
skfadnikiem fazy ruchomej [418]. Natomiast w trybie jonéw dodatnich (ESI+), saponiny
furostanowe tworzg addukty z Na [M+Na]" oraz jony typu [M+H-H,O]" [418]. Z uzyciem
tandemowej spektrometrii mas obserwowano zalezno$¢ pomiedzy wartoscig energii
kolizyjnej (CE) a zdolnoscig generowania jonéw fragmentacyjnych. W trybie jondw
ujemnych (ESI-) przy niskiej energii kolizyjnej (6 eV) saponiny steroidowe ulegajg
minimalnej fragmentacji, tworzgc deprotonowane jony molekularne [M-H] oraz addukty
kwasem mrowkowym [M-H+HCOOQO]. Natomiast przy wysokiej energii kolizyjnej (45-60
eV) w trybie jonéw ujemnych powstajg zarébwno deprotonowane jony molekularne [M-
H], obok odpowiednich jonéw fragmentacyjnych powstajagcych w nastepstwie
sekwencyjnej utraty kolejnych reszt cukrowych [253]. W trybie jonéw dodatnich (ESI+)
przy niskiej energii kolizyjnej saponiny furostanowe tworzg addukty z amoniakiem

[M+NH,]" oraz jony typu [M+H-H,QO]’, natomiast saponiny spirostanowe - addukty z
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amoniakiem [M+NH,]" oraz jony pseudomolekularne [M+H]*. Przy wysokiej energii
kolizyjnej saponiny furostanowe tworzg addukty z Na [M+Na]" oraz jony typu
[M+Na-H,0]" i [M+H-H,0]"*, natomiast saponiny spirostanowe - addukty z Na [M+Na]"
oraz jony pseudomolekularne [M+H]".

Analizy saponin steroidowych z wykorzystaniem technik sprzezenia
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z laserowym detektorem $wiatta
rozproszonego i/lub detektorem mas prowadzono w szeregu matryc roslinnych [18,
117, 287, 319, 323, 327, 331, 347, 399, 426, 591, 596, 598], w tym w nasionach
kozieradki pospolitej pochodzenia chinskiego [253, 418] oraz uzyskanych z
eksperymentalnej uprawy w potudniowej Francji [430].

Petit i wsp. [430] metodg RP-HPLC w wyciggach wodno-alkoholowych:
nieoczyszczonym oraz wstepnie oczyszczonym, z nasion T. foenum-graecum na
kolumnie typu C-18 z uzyciem jako fazy ruchomej mieszaniny acetonitrylu i wody oraz
detektora LDD (light diffusion detector), wykazali na chromatogramie HPLC-UV przy
diugosci fali A-210 nm 9 czesciowo koeluujgcych pikdw oraz 5 pikow na
chromatogramie HPLC-LDD. Autorzy potwierdzili metodg TLC z derywatyzacjg
odczynnikiem Ehrlicha, ze sg to saponiny furostanowe, a dominujgcg sapogening jest
diosgenina [430], co jest zgodne z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy.

W analizie saponin steroidowych w wyciggu wodno-etanolowym z nasion
kozieradki pochodzenia chinskiego wykorzystano ultrasprawng chromatografie
cieczowg w sprzezeniu ze spektrometrem mas i analizatorem czasu przelotu (UPLC-
ESI-QTOF-MS") [253, 418]. Pang i wsp. [418] metodg UPLC-ESI-QTOF-MS rozdzielili
zespot saponin furostanowych w postaci 34 pikéw i ujawnili w nasionach kozieradki
obecnosc 46 zwigzkoéw saponinowych, sposrod ktérych wydzielili i okreslili struktury 7
[253]. Natomiast Kang i wsp. [253] na otrzymanym chromatogramie BPI (base peak
chromatogram) obserwowali 95 saponin furostanowych, wsréd ktérych zidentyfikowali
22 pary izomeréw oraz 30 nowych zwigzkéw. W okresleniu budowy tfancucha
cukrowego saponin izolowanych z nasion T. foenum-graecum  wykorzystano
tandemowg spektrometrie mas z jonizacjg przez rozpylenie w polu elektrycznym, w
potgczeniu z analizg czasu przelotu (ESI-Q/TOF-MS") [417, 418] oraz FAB-MS -
bombardowanie szybkimi atomami [387, 605, 606].

W niniejszej pracy badania prowadzono metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP) w sprzezeniu z laserowym
detektorem $wiatta rozproszonego (ELSD) oraz detektorem mas (MS). Do badan
przeznaczono nasiona kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego (firma zielarska
Lewandowski). W rezultacie przeprowadzonych eksperymentdéw po raz pierwszy

scharakteryzowano zespét saponin steroidowych w surowcu pochodzenia krajowego.
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Optymalizacja rozdzielenia sktadnikow zespotu saponin steroidowych metodg
HPLC-ELSD obejmowata selekcje fazy stacjonarnej, dobér programu elucji oraz
parametréw pracy detektora ELSD: temperatury parownika, wzmocnienia sygnatu oraz
natezenia przeptywu gazu nebulizujgcego. Stosowano kolumny wypetnione Zzelem
krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowym (C-18). Dane literaturowe
[253, 287] wskazujg, ze mieszanina acetoniryl:lwoda z dodatkiem modyfikatora
kwasowego, stosowana w analizie saponin steroidowych metodg HPLC eliminuje
formowanie metoksylowych pochodnych przy C-22 saponin furostanowych,
posiadajgcych w czgsteczce grupe hydroksylowg w pozycji C-22 (widocznych jako
dodatkowe piki na chromatogramie HPLC). Zjawisko obserwowano podczas analiz
prowadzonych na ztozu C-18 z uzyciem eluentéw zawierajgcych metanol [253, 287].
Dodatkowo Kang i wsp. [253], analizujgc wptyw stezenia kwasu mrowkowego w fazie
ruchomej na rozdzielenie HPLC saponin z nasion kozieradki, stwierdzili ze jego 0,1%
stezenie zapewnia najlepszy ksztatt pikbw saponin. Jednoczesnie umozliwia prace
systemu przy nizszym cisnieniu w poréwnaniu do pracy z eluentem zawierajgcym
metanol oraz zapewnia odpowiedni poziom jonizacji badanych zwigzkow. W Swietle
powyzszych danych [253, 287], w niniejszej pracy jako faze ruchomg stosowano
mieszanine acetonitrylu i wody z dodatkiem kwasu mréwkowego (0,1%). W oparciu o
dane literaturowe [253, 287] stezenie poczgtkowe w programie elucji gradientowej
wynosito 20% mieszaniny acetoniryl:kwas mréwkowy (99,9:0,1, v/v) w 0,1% kwasie
mréowkowym (11.4.2.2.1.). Profil gradientu oraz parametry pracy detektora ELSD
(temperature parownika, wzmocnienie sygnatu i natezenie przeptywu gazu
nebulizujgcego) dobierano eksperymentalnie.

Poczatkowo rozdzielenia prowadzono z wykorzystaniem systemu opisanego w
punkcie A.ll.3.2.1.3. na kolumnie Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 ym) w
warunkach elucji gradientowej wedtlug programu IX, charakteryzujgcego sie
wzrastajgcym stezeniem mieszaniny acetoniryl:kwas mréwkowy (99,9:0,1, v/v) od 20%
do 100% w 0,1% kwasie mrowkowym w czasie ts 45 minut (gradient skokowo-liniowy)
przy natezeniu przeptywu 0,2 ml/min. Rozdzielenia prowadzono w temperaturze od
40°C do 50°C, stosujgc wzmocnienie 4 i 8 oraz przeptyw gazu nebulizujgcego (azotu)
od 1,3 I/min do 2,0 I/min. Warunki analizy modyfikowano, uwzgledniajgc uzyskiwang
intensywnos¢ pikow rozdzielanych zwigzkéw w stosunku do szumow. Obserwowano,
ze zwiekszenie temperatury powyzej 40°C oraz natezenia przeptywu gazu
nebulizujgcego do 2,0 I/min obniza intensywnos¢ pikow. Jest to prawdopodobnie
wynikiem powstawania mniejszych kropli aerozolu analitow, a tym samym -
rejestrowania sygnatow o nizszej intensywnosci przez detektor. Najlepsze rozdzielenie

uzyskano w temperaturze 40°C, przy 4-krotnym wzmocnieniu sygnatu i natezeniu

197



przeptywu gazu nebulizujgcego (azotu) 1,8 I/min. Otrzymano rozdzielenie zespotu
saponin w badanym wyciggu w postaci 12 niecatkowicie rozdzielonych pikéw (ryc. 61-
A) eluujgcych w czasie tg 13,25 - 23,5 minuty.

W celu poprawy efektywnosci separacji kolejny krok stanowito zastosowanie
dwéch potgczonych szeregowo kolumn Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm x 3 ym) co
wydtuzato droge migracji analitbw i poprawiato rozdzielczo§¢ metody. Analizy
prowadzono przy tych samych parametrach pracy detektora ELSD, z zastosowaniem
programu elucji gradientowej X, charakteryzujgcego sie wzrastajgcym stezeniem
mieszaniny ACNI:kwas mrowkowy (99,9:0,1, v/v) od 20% do 100% w 0,1% kwasie
mrowkowym w czasie tg 90 minut (gradient skokowo-liniowy). Dzieki wydtuzeniu
dystansu separacji badanych zwigzkéw, na chromatogramie HPLC-ELSD otrzymano
rozdzielenie sktadnikbw zespotu saponin steroidowych w wyciggu metanolowym z

nasion kozieradki pospolitej w formie 13 pikow (ryc. 61-B), eluujgcych w czasie tgr > 21
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Ryc.61. Chromatogramy HPLC-ELSD frakcji wyciggu metanolowego (D) z nasion T. foenum-
graecum, otrzymane na kolumnie HPLC pojedynczej oraz pofgczonych szeregowo dwoch
kolumnach HPLC: | - XII - numery rozdzielonych pikéw, A - kolumna Discovery C-18 (150 mm x
2,1 mm x 3 ym), elucja gradientowa wg programu IX, B - dwie potgczone szeregowo kolumny
Discovery C-18 (2 x 150 mm x 2,1 mm x 3 ym), elucja gradientowa wg programu X.
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Dane literaturowe [126, 176, 213, 253, 287] wskazuja, ze saponiny
furostanowe, posiadajgce przy atomie wegla C-22 grupe hydroksylowg, w wyniku
reakcji z metanolem, stanowigcym rozpuszczalnik ekstrakcyjny, mogg tworzy¢ jako
artefakty C-22-etery metylowe obecne na chromatogramach HPLC jako dodatkowe
piki. Dlatego w opracowanych warunkach separacji poréwnano profile HPLC wyciggow
z nasion kozieradki otrzymanych z uzyciem 70% metanolu (wyciag A, 11.A.6.1.1.2) i
70% etanolu (wycigg F, 11.A.6.1.1.2), nie wykazujgc rdznic, co sugeruje, ze zwigzki z
grupg metoksylowg przy atomie wegla C-22 nie wystepujg w badanym wyciggu lub
obecne sg w ilosciach Sladowych.

Kolejny etap analizy zespotu saponin w badanym surowcu stanowita wstepna
identyfikacja zwigzkéw obserwowanych na chromatogramie HPLC-ELSD. W tym celu
wykorzystano metode sprzezenia HPLC-ESI-MS. Identyfikacje zwigzkéw prowadzono
z uzyciem detektora mas w trybie jondw dodatnich i ujemnych oraz technikg
monitorowania wybranych jonéw (SIM). Otrzymane dane chromatograficzne i
spektralne (wartosci tg i m/z) poréwnano z danymi literaturowymi [177, 253, 387, 416-
418, 483, 605, 606]. Obserwowano, ze w ftrybie jondw ujemnych sygnaty
deprotonowanych jonéw molekularnych  charakteryzujg sie nieco wyzszag
intensywnoscig (ryc. 62). Zgodnie z danymi literaturowymi [253], w trybie jonow
dodatnich obserwowano addukty z Na [M+Na]" oraz jony typu [M+H-H,O]*, natomiast
w trybie jonéw ujemnych - deprotonowane jony molekularne [M-H] oraz addukty z
kwasem mréwkowym [M-H+HCOO]. W badanym wyciggu z uzyciem metody HPLC-
MS oraz monitorowania wybranych jonéw (SIM) ujawniono obecnos¢ 26 zwigzkéw z
grupy saponin steroidowych (ryc. 62). Zastosowane narzedzie analityczne nie
umozliwiato rozréznienia izomerow 25S i 25R identyfikowanych saponin steroidowych

o tych samych masach czgsteczkowych.

W widmie masowym zwigzku 1 (tg 21,95 min), otrzymanym w trybie jonéw
dodatnich, obserwowano sygnat adduktu z Na przy m/z 927 [M+Na]+ oraz jonu typu
[M+H-H,O]+ przy m/z 887. W trybie jondw ujemnych zwigzek 1 generowat
deprotonowany jon molekularny przy m/z 903 [M-H] oraz addukt z kwasem
mréowkowym przy m/z 949 [M-H+HCOOQO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane
chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tg), w oparciu o dane literaturowe [253,
387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 1 zidentyfikowano jako saponine o wzorze
sumarycznym Cy4H7,049, Zwigzek 1 jest prawdopodobnie saponing furostanowa,
zawierajgcg przy atomie wegla C-3 glukopiranozylo(6—1)-ksylopiranoze [253, 418].
Przypuszczalnie jest to pochodna epimerow: proto-lilageniny (25S) Iub proto-

jukkageniny (25R), po raz pierwszy wykryta w surowcu przez Pang i wsp. [418], a
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nastepnie potwierdzona przez Kanga i wsp. [253]. Aglikonem zwigzku 1 moze by
réwniez 25(27)-eno-protoneogitogenina [252]. Strukture zwigzku 1 zidentyfikowano
jako 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—6)]-B-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-0O-B-D-
glukopiranozylo-furost-5-eno-2a,3,22a,26-tetraolu ~ [253, 418] Ilub  3-O-[B-D-
ksylopiranozylo(1—6)]-B-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-
25(27)-eno-5-furostano-2a,3[,22a,26-tetraolu [253].

W widmie masowym zwiazku 2 (g 22,15 min) w trybie jonéw dodatnich obecne
byty sygnaty: adduktu z Na przy m/z 929 [M+Nal+ oraz jonu typu [M+H-H,O] przy m/z
889. Natomiast w trybie jondw ujemnych zwigzek 2 generowat deprotonowany jon
molekularny przy m/z 905 [M-H] oraz addukt z kwasem mréwkowym przy m/z 951 [M-
H+HCOO].. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci
m/z, tg) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 2
zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym  CyH74049 -
przypuszczalnie trigoneozyd la lub trigoneozyd Ib [418, 605]. Sg to pochodne
epimeréw: proto-neogitogeniny (25S) (trigoneozyd la) lub proto-gitogeniny (25R)
(trigoneozyd |b), zawierajgce w pozycji C-3 glukopiranozylo(6—1)-ksylopiranoze.
Strukture chemiczng zwigzku 2 okreslono jako przypuszczalnie 3-O-[B3-D-
ksylopiranozylo(1—6)]-B-D-glukopiranozyd  (25S/25R)-26-0O-3-D-glukopiranozylo-5o-
furostano-2a,33,2¢,26-tetraolu [418, 605]. Trigoneozydy la oraz Ib wyizolowali z
indyjskich nasion kozieradki Yoshikawa i wsp. [418, 605]. Ich obecnos¢ potwierdzono
w dalszych badaniach nad surowcem pochodzenia egipskiego [387] oraz w surowcu
egipskim i chinskim z uzyciem UPLC-Q-TOFMS" [253, 387, 418].

W widmie ESI-MS zwigzku 3 (igr 22,94 min) obserwowano sygnaty przy m/z
1105 odpowiadajgce adduktowi z Na [M+Na]" oraz przy m/z 1065 odpowiadajgce
jonowi typu [M+H-H,O]" w trybie jonéw dodatnich. W trybie jonéw ujemnych
obserwowano sygnaty: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1081 [M-H]
oraz adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 1127 [M-H+HCOOO]. Uwzgledniajgc
otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tz), w odniesieniu do
danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 606] zidentyfikowano zwigzek 3 jako
saponine furostanowg o wzorze sumarycznym CsHgsO,4 [253, 418]. Prawdopodobnie
jest to izomeryczny glikozyd proto-neogitogeniny (25S) (trigoneozyd XVlla) lub proto-
gitogeniny (25R) (trigoneozyd XVIIb), zawierajgcy przy atomie wegla C-3 rozgateziony
tancuch cukrowy glukozylo-[(2—1)ramnozylo]-(4—1)glukozy [253, 418]. Strukture
chemiczng zwigzku 3 okreslono jako przypuszczalnie 3-O-[ramnopiranozylo(1—2)]-

glukopiranozylo(1—4)]-B-D-glukopiranozyd  (25S/25R)-26-O-3-D-glukopiranozylo-5a-
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furostano-2a,33,22a,26-tetraolu [253, 418]. Oba izomery (25S i 25R) wyizolowali z
chinskich nasion kozieradki Pang i wsp. [418]. W kolejnych badaniach z uzyciem
UPLC-Q-TOFMS" potwierdzono w nasionach tego samego pochodzenia obecnos$¢
trigoneozydow XVlla i XVIIb [253, 418].

Widmo masowe zwiazku 4 (tz 23,5 min), otrzymane w trybie jonéw dodatnich,
charakteryzowata obecnos¢ sygnatu przy m/z 929 odpowiadajgcego adduktowi z Na
[M+Na]" obok sygnatu jonu typu [M+H-H,0]" przy m/z 889. Natomiast w trybie jondw
ujemnych w widmie masowym zwigzku 4 obecne byly sygnaty deprotonowanego jonu
molekularnego przy m/z 905 [M-H] oraz adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 951
[M-H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne
(wartoéci m/z, tr), w oparciu o dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606]
zwigzek 4 zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym
C44H74049 [387, 418]. Jest to prawdopodobnie trigoneozyd Xlb, zidentyfikowany w
egipskich nasionach T. foenum-graecum przez  Murakami i wsp. [387, 418] i
potwierdzony w surowcu chinskim metodg UPLC-Q-TOFMS" [418]. Strukture zwigzku
4 okreslono przypuszczalnie jako 3-O-[ksylopiranozylo(1—4)]-B-D-glukopiranozyd
(25R)-26-0O-B-D-50-furostano-2a,383,22¢,26-tetraolu [387, 418].

W widmie masowym zwigzku 5 (tr 23,75 min) obserwowano sygnaty adduktu z
Na przy m/z 941 [M+Na]® obok sygnatu jonu typu [M+H-H,O] przy m/z 901 w trybie
jonoéw dodatnich. Natomiast w trybie jonéw ujemnych - sygnat deprotonowanego jonu
molekularnego przy m/z 917 [M-H] obok sygnatu adduktu z kwasem mréwkowym przy
m/z 963 [M-H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne
(wartoéci m/z, tr), w odniesieniu do danych literaturowych [253, 387, 418, 605, 606]
zwigzek 5 zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze CysH7404s.
Przypuszczalnie jest to 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd proto-
lilageniny (25S) lub proto-jukkageniny (25R), identyfikowany przez przez Pang i wsp.
[418] w nasionach T. foenum-graecum pochodzenia chinskiego metodg UPLC-Q-
TOFMS" i potwierdzony w kolejnych badaniach Kang i wsp. [253]. Strukture
chemiczng zwigzku 5 okres$lono jako przypuszczalnie 3-O-[ramnopiranozylo(1—2)]-B-
D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-furost-5-en-2-a,3--diolu [253,
387, 418, 605, 606].

Z uzyciem techniki SIM ujawniono obecnos¢ zwiazku 5" (tgr 24,1 min), ktérego

widmo ESI-MS otrzymane w trybie jonéw dodatnich, charakteryzowaty sygnaty jonu
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przy m/z 1235 odpowiadajgcego adduktowi z Na [M+Na]+ oraz przy m/z 1195
odpowiadajgcego jonowi typu [M+H-H,O]. W widmie ESI-MS uzyskanym w trybie
jonéw ujemnych obecne byty sygnaty deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z
1211 [M-H] oraz adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 1257 [M-H+HCOO].
Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tg) i dane
piSmiennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 5" zidentyfikowano jako
saponine furostanowg o wzorze sumarycznym Cs;HgsO27. Przypuszczalnie jest to
pochodna proto-gitogeniny (25R) lub proto-neogitogeniny (25S), zawierajgca w pozycji
C-3 tancuch 3-0-B-D-glukopiranozylo-[[(2—1)a-L-ramnopiranozylo]-[(4—1)a-L-
ramnopiranozylo]]-(4—1)a-L-ramnopiranozy [253, 418]. Strukture chemiczng zwigzku
5" zidentyfikowano jako 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—4)-[a-L-ramnopiranozylo(1—4)]-
[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]]-B-D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-0O-3-D-
glukopiranozylo-5o-furostano-2¢, 3, 22¢,26-tetraolu. Obydwa epimery rozpoznano w
surowcu chinskim w toku analiz UPLC-QTOF-MS" [253, 418].
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Ryc.62. Chromatogramy HPLC-ELSD (A) oraz HPLC-ESI-MS (B i C) frakcji D wyciggu
metanolowego z nasion T. foenum-graecum pochodzenia krajowego. Kolumny Discovery C-18
(2x 150 mm x 2,1 mm x 3 ym), elucja gradientowa wg programu X.
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tr [M+Na]+ [M+H-H,O] [M-HY [M-H+HCOO] . .
Zwiazek Prawdopodobna struktura chemiczna (aglikon - Sy scuch cukrowy)
(min) m/z m/z m/z m/z
proto-lilagenina-S1 / proto-jukkagenina-S1 /
1 21,95 927 887,50 903,60 949,45. ) ]
25(27)-eno-protoneogitogenina-S1
proto-neogitogenina-S1 / proto-gitogenina-S1
2 22,15 929 889,25 905,35 951,50
(trigoneozyd la / trigoneozyd Ib)
proto-neogitogenina-S3 / proto-gitogenina-S3
3 22,94  1105,90 1065,30 1081,70 1127,60 ) )
(trigoneozyd XVlla / 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" 241 1235,40 1195,65 1211,45 1257,45 proto-gitogenina-S5 / proto-neogitogenina-S5
24,37 943,30 903,30 919,35 965,55 proto-neogitogenina-S2 ( trigoneozyd Xa)
25,22 943,95 903,30 919,85 965,70 proto-gitogenina-S2 ( trigoneozyd Xb)
30,34  1541,70 1501,55 1517,75 1563,70 25(27)-eno-proto-diosgenina( proto-sceptrumgenina)-S6 (trigoneozyd VI)
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)
11 321 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 Xllla)

Tab.16. Dane chromatograficzne i spektralne oraz przypuszczalne struktury chemiczne saponin steroidowych, identyfikowanych z wyciggu
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego, S1 - S13 - budowa tancuchéw cukrowych (ryc. 63)
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Zwiazek tr [M+Na]® [M+H-H,O] [M-H] [M-H+HCOO] Prawdopodobna struktura chemiczna
(min) m/z m/z m/z m/z
13 34,22 1249,0 1209,50 1225,75 1271,80 proto-diosgenina-S11 (trigoneozyd XllIb)
14 34,89 911,0 871,35 887,55 933,35 proto-diosgenina-S1 / proto-jamogenina-S1 / proto-
makrantogenina-S1 / 22-deoksy-trigoneozyd llla/lllb
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 lla/llb)
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 (zwigzek 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 llla/lllb)

n.i. - zwigzek dotychczas nie identyfikowany w nasionach T. foenum graecum

Tab.16. c.d. Dane chromatograficzne i spektralne oraz przypuszczalne struktury chemiczne saponin steroidowych, identyfikowanych z wyciggu
metanolowym z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego, S1 - S13 - budowa tancuchéw cukrowych (ryc. 63).
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W widmie masowym zwigzku 6 (ir 24,37 min) obserwowano sygnat adduktu z
Na przy m/z 943 [M+Na]+ oraz przy m/z 903 sygnat jonu typu [M+H-H,O] w trybie
jonow dodatnich. Natomiast w trybie jondw ujemnych obserwowano sygnat
deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 919 [M-H], a przy m/z 965 sygnat
adduktu z kwasem mrowkowym [M-H+HCOO]. Poréwnujgc otrzymane dane
chromatograficzne (wartosci m/z, tg) z danymi literaturowymi [253, 387, 416, 418, 605,
606] zwigzek 6 zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym
C4s5H74049. Przypuszczalnie jest to trigoneozyd Xa, wyizolowany z surowca egipskiego
przez Murakami i wsp. [387, 418], a nastepnie potwierdzony metodg UPLC-Q-TOFMS"
w surowcu chinskim [387, 418]. Trigoneozyd Xa jest glikozydowg pochodng proto-
neogitogeniny (25S), posiadajgcg przy atomie wegla C-3 tancuch cukrowy 3-O-B-D-
glukopiranozylo-[(2—1)a-L-ramnopiranozy]. Zwigzek 6 to przypuszczalnie 3-O-[a-L-
ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd (25S)-26-0-B-D-glukopiranozylo-5¢-
furostano-2¢,34,22¢,26-tetraolu [387, 418]. Wartosci tr zwigzku 6 w stosunku do jego
25R-epimeru (trigoneozyd Xb) (zwigzek 7) sg zgodne z wartosciami tg

obserwowanymi przez innych autoréw [387, 418].

W widmie ESI-MS, otrzymanym w trybie jonéw dodatnich, zwigzek 7 (tg 25,22
min) tworzyt addukt z Na przy m/z 943 [M+Na]® oraz jon typu [M+H-H,0] przy m/z
903. Natomiast w trybie jonéw ujemnych w widmie zwigzku 7 obserwowano sygnaty
deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 919 [M-H] obok sygnatu adduktu z
kwasem mrowkowym przy m/z 965 [M-H+HCOOQO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane
chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tg), w odniesieniu do danych
literaturowych [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 7 zidentyfikowano jako saponine
0 wzorze sumarycznym CysH;6049: trigoneozyd Xb - 25R izomer trigoneozydu Xa,
wyizolowany z surowca egipskiego przez Murakami i wsp. [387, 418], a nastepnie
potwierdzony metodg UPLC-Q-TOFMS" w surowcu chinskim [387, 418]. Struktura
chemiczna zwigzku 7 to przypuszczalnie 3-O-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-
glukopiranozyd (25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-5o~furostano-2 ¢, 3 5,22¢,26-tetraolu
[387, 418].

Widmo masowe zwiazku 8 (tz 30,34 min) charakteryzowata obecnos¢ sygnatu
adduktu z Na przy m/z 1541 [M+Na]+ obok sygnatu jonu typu [M+H-H,O] przy m/z
1501. Natomiast w trybie jonéw ujemnych obserwowano obecnosé sygnatu
deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1517 [M-H] obok sygnatu adduktu z
kwasem mrowkowym przy m/z 1563 [M-H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane

chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tr) oraz dane literaturowe [253, 387, 416,
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418, 605, 606] zwigzek 8 zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze
sumarycznym CggH110037 - przypuszczalnie trigoneozyd VI, czyli pochodng 25(27)-
dieno-proto-diosgeniny (proto-sceptrumgeniny), zawierajgcy przy atomie C-3 f-D-
glukopiranozylo-[[(4—1)4-D-glukopiranozylo-(3—1)B-D-glukopiranozylo-(6—1)4-D-

glukopiranozylo]-[(4—1)4-D-ksylopiranozylo]]-(2—1)o-L-ramnopiranoze  [387, 418].
Strukture chemiczng zwigzku 8 okreslono jako 3-O-[o~L-ramnopiranozylo(1—2)]-[[#-D-
ksylopiranozylo(1—4)]-[#-D-glukopiranozylo(1—6)]-#-D-glukopiranozylo(1—3)-4-D-

glukopiranozylo(1—4)]]-4-D-glukopiranozyd 26-0O-/-D-glukopiranozylo-furost-5,25(27)-
dieno-3/3,22¢,26-triolu [253, 387, 416, 418, 605, 606]. Trigoneozyd VI wyizolowali z
surowca indyjskiego Yoshikawa i wsp. [606]. Natomiast Pang i wsp. [418] potwierdzili

obecnos$¢ ww. zwigzku w chinskich nasionach kozieradki metodg UPLC-Q-TOF-MS" .

W widmie masowym zwiazku 9 (tr 31,17 min) otrzymanym w trybie jondw
dodatnich obserwowano sygnaty jonéw odpowiadajgce: adduktowi z Na przy m/z 1543
[M+Na]+ oraz jonowi typu [M+H-H,O] przy m/z 1503. Natomiast w widmie ESI-MS w
trybie jonéw ujemnych obserwowano sygnaty deprotonowanego jonu molekularnego
przy m/z 1519 [M-H] obok sygnatu adduktu z kwasem mréwkowym przy m/z 1565 [M-
H+HCOOYJ. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci
m/z, tgr) oraz doniesienia literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 9
zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym CggH112037 -
prawdopodobnie trigoneozyd Va, czyli glikozyd proto-jamogeniny (25S), zawierajgcy
w pozycji C-3 fancuch cukrowy A-D-glukopiranozylo-[(4—1)p-D-glukopiranozylo-
(83—1)glukopiranozylo-[(6—1)4-D-glukopiranozylo]-[(4—1)4-D-ksylopiranozylo]]-
(2—1)a-L-ramnopiranozy [418, 606]. Przypuszczalna struktura chemiczna zwigzku 9 to
3-O-[o~L-ramnopiranozylo(1—2)][[#-D-ksylopiranozylo(1—4)]-[#-D-
glukopiranozylo(1—6)]-4#D-glukopiranozylo(1—3)-3-D-glukopiranozylo(1—4)]-4-D-
glukopiranozyd 26-O-4-D-glukopiranozylo-(25S)-furost-5-eno-343,22 ¢&,26-triolu  [418,
606].

Widmo zwigzku 10 (tx 31,80 min) charakteryzowata obecno$¢ sygnatéw
adduktu z Na przy m/z 1543 [M+Na]+ oraz jonu typu [M+H-H,O] przy m/z 1503 w
trybie jondw dodatnich. Natomiast w trybie jonéw ujemnych obserwowano sygnat
deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1519 [M-H], obok sygnatu adduktu z
kwasem mréwkowym przy m/z 1565,90 [M-H+HCOQ]. Uwzgledniajgc otrzymane dane

chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tr) oraz dane literaturowe [253, 387, 416,
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418, 605, 606] zwigzek 10 zidentyfikowano jako .saponine furostanowg o wzorze
sumarycznym CggH112037. Prawdopodobnie jest to 25R-izomer trigoneozydu Va -
trigoneozyd Vb, bedgcy pochodng proto-diosgeniny (25R) [418, 606]. Wartosci tr
trigoneozydu Vb w odniesieniu do trigoneozydu Va sg zgodne z danymi literaturowymi
[418, 606]. Trigoneozyd Vb posiada w pozycji C-3 boczny tancuch pA-D-
glukopiranozylo-[(4—1)4D-glukopiranozylo-(3—1)glukopiranozylo-[(6—1)-D-

glukopiranozylo]-[(4—1)/-D-ksylopiranozylo]]-[(2—1)a-L-ramnopiranozy] [418, 606].
Strukture chemiczng zwigzku 10 okreslono przypuszczalnie jako 3-O-[orL-
ramnopiranozylo(1—2)]-[[#-D-ksylopiranozylo(1—4)]-[#-D-glukopiranozylo(1—6)]-4-D-
glukopiranozylo(1—3)-4-D-glukopiranozylo(1—4)]-3-D-glukopiranozyd 26-0O-4-D-
glukopiranozylo-(25R)-furost-5-eno-34,22 ¢,26-triolu [418, 606]. Trigoneozydy Va oraz
Vb wyizolowali z indyjskich nasion T. foenum-graecum Yoshikawa i wsp. [606], a ich

obecnos$¢ metodg UPLC-Q-TOF-MS" potwierdzono w surowcu chinskim [418].

Z uzyciem techniki SIM wykazano w piku 11 obecnos¢ dwoch zwigzkow 11 i

11", ktére koeluowaty w warunkach analizy HPLC (tg 32,1 min).

W widmie ESI-MS zwigzku 11 odnotowano obecno$¢ jonu przy m/z 1411
odpowiadajgcego adduktowi z Na [M+Na]" i przy m/z 1371 odpowiadajgcego jonowi
typu [M+H-H,O]" w trybie jonéw dodatnich. W trybie jondéw ujemnych w widmie ESI-
MS zwigzku 11 obecne byly sygnaty deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z
1387 [M-H] obok sygnatu adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 1433 [M-
H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci
m/z, tg) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 11
zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym  CgzHyp4Oss.
Prawdopodobnie jest to pochodna proto-diosgeniny (25R) lub proto-jamogeniny (25S),
a fancuch boczny przy atomie wegla C-3 zbudowany jest z 4 czgsteczek glukozy oraz
1 czgsteczki ramnozy [253, 416, 418]. Zwigzki o takiej strukturze zidentyfikowano w
surowcu pochodzenia chinskiego [253, 416, 418]. Pang i wsp. [416] wyizolowali dwa
izomeryczne glikozydy furostanowe, ktérych struktury rozpoznano jako 3-O-[#-D-
glukopiranozylo(1—6)]-[#-D-glukopiranozylo(1—3)][#-D-glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-
ramnopiranozylo(1—2)]-#D-glukopiranozydy (25S/25R)-26-0O-/-D-glukopiranozylo-
furost-5-eno-34,22¢,26-triolu.Obecnos¢ ww. zwigzkéw potwierdzono w pdézniejszych
badaniach z uzyciem UPLC-QTOF-MS" [418]. Natomiast Kang i wsp. [253] z uzyciem
UPLC-QTOF-MS" rozpoznali glikozydowe formy proto-diosgeniny (25R) lub proto-
jamogeniny (25S), posiadajgce przy atomie wegla C-3 fancuch 3-O-B-D-
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glukopiranozylo-[(2—1)a-L-ramnopiranozylo]-[(4—1)B-D-glukopiranozylo-(3—1)B-D-
glukopiranozylo-(6—1)B-D-glukopiranozy]. Strukture chemiczng zwigzkow
rozpoznanych przez Kang i wsp. [253] okreslono jako 3-O-[3-D-glukopiranozylo(1—6)-
B-D-glukopiranozylo(1—3)-B-D-glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-3-
D-glukopiranozyd (25S/25R)-26-O-3-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-34,22 &,26-triolu.

W widmie masowym zwigzku 11" obecne byly sygnaty odpowiadajgce
adduktowi z Na przy m/z 1545 [M+Na]+ i jonowi typu [M+H-H,O] przy m/z 1505 w
trybie jonéw dodatnich oraz deprotonowanemu jonowi molekularnemu przy m/z 1521
[M-H] i adduktowi z kwasem mrowkowym przy m/z 1567 [M-H+HCOO] w trybie jonéw
uiemnych. Na podstawie uzyskanych danych chromatograficznych (m/z, tg), ktére
poréwnano z danymi literaturowymi [253, 387, 416, 418, 605, 606], zwigzek 11"
zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym CggH114037 -
prawdopodobnie trigoneozyd VIlIb, czyli glikozyd proto-tigogeniny (25R), posiadajgcy
w pozycji C-3 fancuch B-D-glukopiranozylo-[[(4—1)-B-D-glukopiranozylo-(3—1)-B-D-
glukopiranozylo]-[(6—1)-B-D-glukopiranozylo-(4—1)-B-D-ksylopiranozylo]]-(2—1)-a-L-
ramnopiranozy [418, 606] lub jego 25S epimer, ktérego aglikonem jest proto-
neotigogenina [253]. Strukture chemiczng zwigzku 11" okreslono przypuszczalnie jako
3-O-B-D-glukopiranozylo-[[(4—1)-B-D-glukopiranozylo-(3—1)-3-D-glukopiranozylo]-
[(6—1)-B-D-glukopiranozylo(4—1)-B-D-ksylopiranozylo]]-(2—1)-a-L-ramnopiranozyd
(25S/25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-34,22¢,26-triolu  [606]. Trigoneozyd
VIlIb wyizolowano z surowca indyjskiego [606] oraz metodg UPLC-Q-TOF-MS"
potwierdzono w surowcu pochodzenia chinskiego obecno$¢ 25R obok 25S izomeru
[418].

W widmie ESI-MS zwigzkéw 12 (g 33,77 min) i 13 (tgr 34,22 min) obserwowano
obecnos$¢ sygnatow: przy m/z 1249, odpowiadajgcych adduktom z Na [M+Na]* i przy
m/z 1209, odpowiadajgcych jonom typu [M+H-H,O]" w trybie jonéw dodatnich.
Natomiast w trybie jonéw ujemnych widmo ESI-MS zwigzkéw 12 i 13 charakteryzowata
obecnos¢ sygnatow przy m/z 1225, odpowiadajgcych deprotonowanym jonom
molekularnym [M-H] oraz przy m/z 1271, odpowiadajgcych adduktom z kwasem
mréowkowym [M-H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i
spektralne (wartosci m/z, tr) na tle danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605,
606] zwigzki 12 i 13 zidentyfikowano jako saponiny furostanowe o wzorze
sumarycznym Cs7Hg,O05. Z uwzglednieniem czasu retencji zwigzek 12 zidentyfikowano
wstepnie jako trigoneozyd Xllla (glikozyd proto-jamogeniny - 25S) natomiast zwigzek

13 - jako jego 25R epimer - trigoneozyd Xlllb (glikozyd proto-diosgeniny) [253, 418,
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605]. Zwigzki te posiadajg w pozycji C-3 tancuch cukrowy B-D-glukopiranozylo-[(4—1)-
B-D-glukopiranozylo-(3—1)B-D-glukopiranozylo]-(2—1)a-L-ramnopiranozy [253, 418,
605]. Strukture chemiczng zwigzkoéw 12 i 13 okreslono jako odpowiednio: 3-O-[ B-D-
glukopiranozylo(1—3)-p-D-glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-
glukopiranozyd (25S)-26-O-p-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-4,22¢-26-triolu oraz 3-
O-[B-D-glukopiranozylo(1—3)-B-D-glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-
B-D-glukopiranozyd (25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-4,22¢-26-triolu
[253, 418, 605]. Zwigzek o podanej strukturze, wykryty przez Panga i wsp. [418], zostat
nieprawidtowo opisany przez autoréw jako trigoneozyd llla, co nie jest zgodne z
badaniami Yoshikawa i wsp. [605], ktorzy jako pierwsi wyizolowali z nasion kozieradki
trigneozyd llla i rozpoznali jego strukture jako 3-O-B-D-glukopiranozylo(2—1)-a-L-
ramnopiranozydu proto-neotigogeniny. Natomiast obecnos$c¢ trigoneozydow Xllla i XllIb
w nasieniu kozieradki pochodzenia afrykanskiego po raz pierwszy ujawnili Murakami i
wsp. [387]. Nastepnie ich obecnos¢ potwierdzono w surowcu chinskim z uzyciem
UPLC-Q-TOF-MS" [418].

W widmie ESI-MS zwiazku 14 (tg 34,89 min) obserwowano sygnaty adduktéw z
Na przy m/z 911 [M+Na]® obok sygnatéw jonow typu [M+H-H,O]" przy m/z 871 w
trybie jonéw dodatnich oraz sygnaty deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z
887 [M-H] i adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 933 [M-H+HCOO] w trybie jonéw
ujemnych. Poréwnujgc otrzymane dane chromatograficzne (wartosci m/z, tg) oraz dane
literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 14 zidentyfikowano jako saponine
furostanowg o wzorze sumarycznym Cy4H72045. Opierajgc sie na wynikach prac Panga
i wsp. [253], zwigzek 14 przypuszczalnie moze by¢ glikozydem proto-diosgeniny (25R)
lub proto-jamogeniny (25S), zawierajgcym w pozycji C-3 3-D-glukopiranozylo(6—1)-3-
D-ksylopiranoze. Natomiast biorgc pod uwage prace Kanga i wsp. [418], zwigzek 14
mozna uznac réwniez za pochodng proto-makrantogeniny [253], zawierajacg w pozycji
C-3 tancuch cukrowy B-D-glukopiranozylo(6—1)-B-D-ksylopiranozy lub za 22-deoksy-
trigoneozyd llla/lllb, czyli 22-deoksy-pochodng zwigzku 23, ktéry moze by¢ jednym z
dwoch izomerow [trigoneozydem llla (25S) lub Illb (25R)]. Strukture chemicznag
zwigzku 14  okreslono jako 3-O-[B-D-ksylopiranozy(1—6)]-B-D-glukopiranozyd
(25S/25R)-26-0-B-D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3-3,22¢-26-triolu [418] lub 26-O-3-D-
glukopiranozylo-3-O-3-D-glukopiranozylo-(6—1)-p-D-ksylopiranozyd  furost-5,25(27)-
dieno-3-4,22¢-26-triolu [253]. Saponiny o podanej strukturze rozpoznano w surowcu
pochodzenia chinskiego. Pang i wsp. [418] po raz pierwszy zidentyfikowali metodg
UPLC-Q-TOF-MS" pochodng proto-diosgeniny (25R) lub proto-jamogeniny (25S).
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Natomiast Kang i wsp. [418] wykryli w nasionach kozieradki zaréwno 22-deoksy-
trigoneozyd llla/lllb, jak i pochodng proto-makrantogeniny. Obecnos¢ ww. saponin
stwierdzono jedynie w surowcu chinskim [253, 387, 416, 418, 605, 606]. Uwzgledniajgc
dane chromatograficzne i spektralne, przypisanie w sposéb jednoznaczny struktury

zwigzku 14 jako jednej z wymienionych saponin, jest niemozliwe.

W opracowanych warunkach analiz HPLC, zwiazki 15 oraz 15" ulegaty koeluc;ji

(tr 35,54 min), a ich obecnos¢ ujawniono z uzyciem techniki SIM.

W widmie masowym zwigzku 15 otrzymanym w trybie jonow dodatnich
obserwowano sygnaty adduktu z Na przy m/z 1087 [M+Na]" i jonu typu [M+H-H,0]"
przy m/z 1047. Natomiast w widmie masowym otrzymanym w trybie jonéw ujemnych
obserwowano sygnaty: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1063 [M-H]
oraz adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 1109 [M-H+HCOOQO]. Uwzgledniajgc
otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tg) oraz dane
literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 15 zidentyfikowano jako saponine
furostanowg o wzorze sumarycznym CsHg4O2;3. - prawdopodobnie trigoneozyd I1Va
[418, 606], stanowigcy pochodng proto-jamogeniny (25S), zawierajgcg w pozycji C-3 B-
D-glukopiranozylo-[(4—1)B-D-glukopiranozylo]-(2—1)a-L-ramnopiranoze  [253, 418,
606]. Strukture chemiczng zwigzku 15 okreslono przypuszczalnie jako 3-O-[B-D-
glukopiranozylo(1—4)]-[a-L-ramnopiranozylo(1—2)]-B-D-glukopiranozyd (25S)-26-O-3-
D-glukopiranozylo-furost-5-eno-3/3,22¢,26-triolu [253, 418, 606]. Tigoneozyd IVa z
surowca indyjskiego wyizolowali po raz pierwszy Yoshikawa i wsp. [606]. Natomiast
Pang i wsp. [418] metodg UPLC-Q-TOF-MS" potwierdzili jego wystepowanie w

materiale roslinnym pochodzenia chinskiego.

W widmie ESI-MS zwigzku 15" obserwowano sygnaty adduktu z Na przy m/z
913 [M+Na]" obok sygnatu jonu typu [M+H-H,O]" przy m/z 873 w trybie jonow
dodatnich oraz w trybie jonéw ujemnych: sygnat deprotonowanego jonu molekularnego
m/z 889 [M-H] i adduktu z kwasem mrowkowym przy m/z 935 [M-H+HCOOQT].
Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tg) na tle
danych pismiennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 15" zidentyfikowano jako
saponine furostanowg o wzorze sumarycznym Cy4H74013 Moze by¢ on trigoneozydem
lla lub jego 25R-epimerem (trigoneozyd IIb) [418, 605]. Przypuszczalna struktura
chemiczna zwigzku 15' to 3-O-[B-D-ksylopiranozylo(1—6)]-B-D-glukopiranozyd
(25S/25R)-26-0O-B-D-glukopiranozylo-5a-furostano-343,22¢,26-triolu [418, 605].

Trigoneozydy lla i llb wyizolowano z nasion T. foenum-graecum pochodzenia
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indyjskiego [418, 605], a nastepnie ujawniono ich obecnosé¢ réwniez w surowcu
chinskim [418, 605].

W widmie masowym zwigzku 16 (tr 36,08 min) w trybie jonéw dodatnich
obecne byty sygnaty jonow: przy m/z 1087 odpowiadajgcy adduktowi z Na [M+Na]" i
przy m/z 1047 odpowiadajgcy jonowi typu [M+H-H,O]". Natomiast w trybie jonow
uijemnych obserwowano sygnaly: odpowiadajgcy deprotonowanemu  jonowi
molekularnemu przy m/z 1063 [M-H] i odpowiadajgcy adduktowi z kwasem
mrowkowym przy m/z 1109 [M-H+HCOO]. Poréwnano otrzymane dane
chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tr), z danymi literaturowymi [253, 387,
416, 418, 605, 606] i zidentyfikowano zwigzek 16 jako saponine furostanowg o wzorze
sumarycznym  Cs1HgsO23. Przypuszczalnie jest to 25R-izomer trigoneozydu IVa
(glikozyd F) - 3-O-[o~L-ramnopiranozylo(1—2)]-[#D-glukopiranozylo(1—4)]-3-D-
glukopiranozyd 26-O- [-D-glukopiranozylo-(25R)-furost-5-eno-34,22¢€,26-triolu  [253,
418, 606]. Zwigzek ten po raz pierwszy wyizolowano z nasion kozieradki pochodzenia
indyjskiego [606]. W badaniach z uzyciem UPLC-Q-TOF-MS" potwierdzono obecnos$¢
glikozydu F w surowcu chinskim [253, 418].

W widmach ESI-MS zwigzkéw 17 (tx 36,24 min) i 18 (tr 36,98 min),
otrzymanych w trybie jonéw dodatnich obserwowano sygnaty adduktéw z Na przy m/z
1071 [M+Na]* oraz jonow typu [M+H-H,O]" przy m/z 1031. Natomiast w trybie jonow
ujemnych obserwowano sygnaty deprotonowanych jondw molekularnych przy m/z
1047 [M-H]' obok sygnatéw adduktéw z kwasem mrowkowym przy m/z 1093 [M-
H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci
m/z, tr) oraz dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzki 17 i 18, wstepnie
zidentyfikowano jako saponiny furostanowe o wzorze sumarycznym Cs1Hg,O,, bedace
prawdopodobnie wzajemnymi (25S/25R)-epimerami. Warto$¢ tr zwigzku 18 (i 36,98
min) byta zgodna z warto$cig tg wzorcowej protodioscyny (25R). W widmie masowym
wzorcowej protodioscyny, otrzymanym w trybie jonéw dodatnich obserwowano
sygnat adduktu z Na przy m/z 1071 [M+Na]" oraz przy m/z 1031 jonu typu
[M+H-H,0]". Natomiast w trybie jondéw ujemnych obecne byty sygnaty
deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 1047 [M-H] obok adduktu z kwasem
mréwkowym przy m/z 1093 [M-H+HCOO]. Sygnaty wystepujace w widmie ESI-MS
wzorcowej protodioscyny (w trybie jonéw dodatnich oraz ujemnych) odpowiadaty
sygnatom widma ESI-MS zwigzku 18. Jednorodnos¢ piku 18 potwierdzono dodatkowo
metodg 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 ym)

212



wedtug programu elucji gradientowej IX, a nastepnie wydzielong frakcje analizowano
wobec wzorcowej protodioscyny na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6
pm) wedtug programu elucji gradientowej XI, charakteryzujgcego sie wzrastajgcym
stezeniem mieszaniny ACNIl:kwas mréowkowy (99,9 :0,1, wv) w 0,1% kwasie
mréwkowym od 20% do 100% w czasie tg 45 minut. Potwierdzono zgodnos¢ wartosci
tr zwigzku 18 z protodioscyng (tzw. zwigzek C (ang. compound C)) 3-O-B-D-
glukopiranozylo-[(4—1)B-D-ramnopiranozylo]-(2—1)a-L-ramnopiranozydem proto-
diosgeniny [253, 418, 606]. Zwigzek C (ang. compound C), po raz pierwszy wyizolowali
w 1974 roku ze $wiezych kigczy Dioscorea gracillima Kawaski i wsp. [267]. Autorzy
okreslili jego strukture chemiczng i zaproponowali nazwe zwyczajowg: protodioscyna.
Jednak w pdézniejszych pracach [253, 418, 606], publikowanych w latach 1998-2013,
zwigzek opisywano jako zwigzek C (ang. compound C). Jedynie Hibasami i wsp. [205]
w 2003 roku izolujgc z nasion T. foenum-graecum saponine furostanowg i ustalajgc jej
strukture chemiczng powrdcili do nazwy protodioscyna. Variya i wsp. [563] oznaczyli
ilosciowo protodioscyne w przetworach z nasienia kozieradki metodg HPTLC.
Uwzgledniajgc  trudnosci w separacji 25-epimeréw metodg chromatografii
cienkowarstwowej oraz widoczne na zamieszczonych w publikacji chromatogramach
niecatkowite rozdzielenie pasm zwigzkéw saponinowych, proponowana przez autorow
metoda wydaje sie problematyczna. Wobec identyfikacji zwigzku 18 jako protodioscyny
oraz otrzymanych danych widm ESI-MS(+) i ESI-MS(-), zwigzek 17 zidentyfikowano
jako jeden z dwodch 25-epimerdw: protoneodioscyne (trigonellozyd C) - pochodng
proto-jamogeniny (25S-epimer protodioscyny) [79, 387, 418]. Struktura chemiczna
zwigzku 17 to przypuszczalnie 3-O-B-D-glukopiranozylo-[(4—1)-B-D-ramnopiranozylo]-
(2—1)-a-L-ramnopiranozyd proto-jamogeniny [253, 418, 606]. Trigonellozyd C z nasion
kozieradki po raz pierwszy wyizolowali Bogacheva i wsp. [79]. Nastepnie obecno$é
ww. zwigzku potwierdzono w badaniach izolacyjnych i chromatograficznych metodg
UPLC-Q-TOF-MS"  [387, 418]. W stosowanych w niniejszej pracy warunkach
rozdzielen HPLC kolejno$¢ elucji protoneodioscyny (zwigzek 17) i protodioscyny
(zwigzek 18) nie jest zgodna z opisang przez Pang i wsp. [418]. Natomiast jest zgodna
z kolejnoscig elucji obserwowang w otrzymanym rozdzieleniu HPLC dla pozostatych
rozpoznanych zwigzkéw saponinowych tworzgcych pary izomeréw 25R i 25S,
mianowicie zwigzkéw 6 i 7, 9 i 10, 12 i 13, 15 i 16 oraz 21 i 22. Odnotowano, ze
epimery 25S majg nizsze wartosci tr w poréwnaniu do epimeréw 25R. Mozliwe, ze
obserwowana kolejnos¢ elucji zwigzkoéw 17 i 18, ze wzgledu na fakt, ze poréwnano jg z
wzorcem protodioscyny, jest bardziej wiarygodna niz podana przez Pang i wsp. [418].
Z drugiej strony moze by¢ ona zwigzana z zastosowanymi przez Panga i wsp. [418]

warunkami separacji.
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Poniewaz z uzyciem techniki SIM nie zidentyfikowano zwigzku 19,
przeprowadzono skanowanie w trybie jonow dodatnich oraz ujemnych, w zakresie mas
[SCAN(+)]; [SCAN(-)] m/z 800-1600. Ujawniono, ze na chromatogramie jonu m/z 1049
obecny jest pik zwiazku 19 o tg 37,60 min. Widmo ESI-MS zwigzku 19
charakteryzowato sie obecnoscig sygnatu adduktu z Na przy m/z 1073 [M+Na]" i przy
m/z 1033 jonu typu [M+H-H,0]" w trybie jonéw dodatnich. W trybie jonéw ujemnych w
widmie ESI-MS zwigzku 19 obecne bylty sygnaly: deprotonowanego jonu
molekularnego przy m/z 1049 [M-H] i adduktu z kwasem mréwkowym przy m/z 1095
[M-H+HCOO]. Uwzgledniajgac otrzymane dane chromatograficzne i spektralne
(wartosci m/z, tg) na tle dostepnych danych literaturowych [253, 387, 416, 418, 605,
606] stwierdzono, Zze dotychczas w nasionach kozieradki nie opisano saponiny
steroidowej, ktérej widmo masowe odpowiadatoby otrzymanym danym. Natomiast w
toku analiz HPLC-ESI-MS zespotu saponin steroidowych w kitgczach i lisciach
gatunkdw z rodzaju Ruscus ujawniono obecno$¢ zwigzku, odpowiadajgcego

otrzymanym danym, mianowicie (25R)-25,27-dihydroruskozyd [116].

Podobnie jak w przypadku zwigzku 19, réwniez identyfikacja zwigzku 20 z
uzyciem techniki SIM nie byta efektywna. Dlatego przeprowadzono skanowanie w
trybie jonéw dodatnich oraz ujemnych, w zakresie mas [SCAN(+)]; [SCAN(-)] m/z 800-
1600, ujawniajgc, ze na chromatogramie jonu m/z 899 obecny jest pik zwigzku 20 o tr
38,18 min. Na otrzymanym w trybie jonéw dodatnich widmie masowym zwigzku 20
obserwowano sygnaty: adduktu z Na przy m/z 923 [M+Na]" i przy m/z 883 jonu typu
[M+H-H,O]". Natomiast widmo ESI-MS, otrzymane w trybie jonéw ujemnych
cechowata obecnos¢ sygnatoéw: deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 899
[M-H] i adduktu z kwasem mréwkowym przy m/z 945 [M-H+HCOO]. Uwzgledniajgc
otrzymane dane chromatograficzne (wartosci m/z, tr) stwierdzono, ze dotychczasowe
analizy zespotu saponin steroidowych w nasieniu kozieradki [253, 387, 416, 418, 605,
606] nie wykazaty obecnosci saponiny o masie czgsteczkowej odpowiadajgcej masie
zwigzku 20. Natomiast Yoshikawa i wsp. [607] wyizolowali z meskich kwiatéw
Borassus flabellifer 2 izomeryczne saponiny steroidowe o wzorze sumarycznym
C4sH72045. Z uzyciem spektrometrii mas wysokiej rozdzielczosci z jonizacjg FAB
(bombardowania szybkimi atomami) wykazano, ze oba zwigzki zawierajg w pozycji C-3
tancuch B-D-glukopiranozylo-[(4—1)a-L-ramnopiranozylo]-(2—1)a-L-ramnopiranozy
[607]. Natomiast aglikonami borassozydéw B (23a,27-dihydroksydioscyny) i C sg
odpowiednio: 23a,27-dihydroksydiosgenina oraz 23a, 27-dihydroksyjamogenina [607].
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Widma ESI-MS zwigzkéow 21 (tg 39,00 min) oraz 22 (g 39,57 min)
charakteryzowata obecno$¢ sygnatow: adduktéw z Na przy m/z 925 [M+Na]" obok
sygnatoéw przy m/z 885 jonow typu [M+H-H,O]" w trybie jondéw dodatnich. Natomiast
na widmach ESI-MS zwigzkéw 21 i 22, otrzymanych w trybie jonéw ujemnych,
obserwowano sygnaty deprotonowanych jonéw molekularnych przy m/z 901 [M-H]
obok sygnatéw adduktow z kwasem mrowkowym przy m/z 947 [M-H+HCOO].
Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci m/z, tr) oraz
dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606], zwigzki 21 i 22 zidentyfikowano jako
izomeryczne saponiny furostanowe o wzorze sumarycznym CysH74045 - odpowiednio:
trigofenozyd A [177, 418] i glikozyd D [418, 605]. Oba zwigzki posiadajg w pozycji C-3
tahcuch 3-O-B-D-glukopiranozylo-(2—1)a-L-ramnopiranozy [177, 387, 418]. Glikozyd D
jest pochodng proto-diosgeniny (25R) [418, 605], po raz pierwszy wyizolowang z
afrykanskich nasion kozieradki przez Murakami i wsp. [387], natomiast trigofenozyd A
jest 25S-epimerem glikozydu D [177, 418], pochodng proto-jamogeniny, po raz
pierwszy wyizolowang przez Gupta i wsp. z nasion T. foenum-graecum pochodzenia
indyjskiego [177, 418]. Obecnos¢ trigofenozydu A i glikozydu D w surowcu chifskim
potwierdzono z uzyciem UPLC-Q-TOF-MS" [253, 418].

W widmie masowym zwigzku 23 (g 40,50 min) obserwowano sygnat adduktu z
Na przy m/z 927 [M+Na]" i sygnatu jonu typu [M+H-H,O]" przy m/z 887 w trybie jondw
dodatnich oraz w trybie jondéw ujemnych sygnatéw: deprotonowanwgo jonu
molekularnego przy m/z 903 [M-H] i adduktu z kwasem mréwkowym przy m/z 949 [M-
H+HCOO]. Uwzgledniajgc otrzymane dane chromatograficzne i spektralne (wartosci
m/z, tgr) na tle danych pismiennictwa [253, 387, 416, 418, 605, 606] zwigzek 23
zidentyfikowano jako saponine furostanowg o wzorze sumarycznym  CysH7604s -
przypuszczalnie jest to trigoneozyd llla lub jego 25R izomer - trigoneozyd llib [253,
418, 605]. Zwigzki te zostaty po raz pierwszy wyizolowane z nasion kozieradki przez
Yoshikawa i wsp. [605]. Trigoneozyd llla jest pochodng proto-jamogeniny (25S),
natomiast trigoneozyd Illb - proto-diosgeniny (25R) [253, 418, 605]. Oba zwigzki
posiadajg w pozycji C-3 tancuch cukrowy 3-O-4-D-glukopiranozylo-(6—1)-4-D-
ksylopiranozy [253, 418, 605]. Trigoneozydy llla i lllb rozdzielili z uzyciem UPLC-Q-
TOF-MS" Pang i wsp. [253, 418] oraz Kang i wsp. [253, 418]. Struktura chemiczna
zwigzku 23 to przypuszczalnie 3-O-[c~L-ramnopiranozylo(1 — 2)]-4-D-glukopiranozyd
(25S/25R)-26-0O-D-glukopiranozylo-5 o~furostano-3/3,22¢,26-triolu [253, 418, 605].
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W wyniku przeprowadzonych rozdzielenn HPLC-ELSD-ESI-MS po raz pierwszy
scharakteryzowano zespot saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum
pochodzenia krajowego. Stwierdzono wystepowanie w wyciggu z nasion kozieradki
pospolitej pochodzenia krajowego 26 saponin steroidowych, stanowigcych saponiny
furostanowe, zawierajgce od dwoch do szesciu czgsteczek cukrow. Sposréd nich 24
(1-18; 21-24) przypisano struktury zwigzkéw wczeéniej zidentyfikowanych w nasionach
kozieradki pochodzenia afrykanskiego i azjatyckiego. Ujawniono liczba saponin
steroidowych jest mniejsza niz w surowcu pochodzenia chinskiego [253, 418], w
ktérym przez Pang i wsp. [418] z uzyciem UPLC-QTOF-MS" rozpoznali 46 zwigzkow.
Natomiast Kang i wsp. [253] - wstepnie zidentyfikowali 95 saponin, w tym 22 pary
izomerow.

Uwzgledniajgc intensywno$¢ pikdw odpowiadajgcym saponinom stwierdzono,
ze w badanym zespole dominujg: protodioscyna (zwigzek C, zwigzek 18) oraz
trigoneozyd Vb (zwigzek 10). Natomiast w nizszych stezeniach obecne sg: trigoneozyd
IVa (zwigzek 15) i jego 25R-epimer - glikozyd F (zwigzek 16), trigoneozyd Va (zwigzek
9) i protoneodioscyna (zwigzek 17). W wiekszosci sg to pochodne diosgeniny (zwigzki
10,16,18) oraz jej 25S-epimeru - jamogeniny (zwigzki 9,15,17), stanowigcych gtéwne
zrodto diosgeniny, uwalnianej w warunkach hydrolizy kwasowej. 25S i 25R sapogeniny
ulegajg wzajemnej epimeryzacji [237, 339, 408], dlatego w kwasnym $rodowisku
jamogenina przeksztatca sie w diosgenine.

Profil HPLC zwigzkoéw saponinowych w surowcu krajowym réznit sie od profilu
saponin surowca chinskiego. W profilu UPLC-ESI-Q/TOF-MS (low CE full scan)
saponin steroidowych w nasionach kozieradki pospolitej pochodzenia chinskiego,
najwyzszg intensywnoscig charakteryzowat sie pik mieszaniny zwigzku
zidentyfikowanego jako trigonellozyd C (protoneodioscyna) z saponing furostanowg o
wzorze sumarycznym CsiHgsOo3 [418]. Nieco nizszg intensywnos¢ wykazywaty piki
mieszanin: trigoneozydu la z trigoneozydem XVIIb oraz trigoneozydu |b z
trigoneozydem XVlla [418]. Biorgc pod uwage typ aglikonu, nalezy odnotowac, ze w
chinskich nasionach kozieradki obok protoneodioscyny, bedgcej pochodng proto-
jamogeniny, zwigzkami dominujgcymi sg pochodne proto-neogitogeniny (trigoneozydy
la i XVlla) oraz proto-gitogeniny (trigoneozydy Ib i XVIIb) [418]. W badanym surowcu

pochodzenia krajowego obydwa zwigzki wystepujg w ilosciach sladowych.
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Analiza saponin steroidowych w nasieniu kozieradki

pochodzenia tureckiego i afrykanskiego metodg HPLC-ELSD

Badania prowadzono we wspotpracy z Khenifim Mohammedem Lamine z
Département des Sciences Naturelles et de la Vie école normal supérieure de
Laghouat (Algieria). Opracowang metode separacji HPLC-ELSD saponin steroidowych
zastosowano w analizie wyciggow metanolowych z nasion kozieradki pospolitej
pochodzenia tureckiego zebranych ze stanu naturalnego w prowincji Antalya (nasiona
T1) oraz pochodzenia afrykanskiego otrzymane z  Département des
Sciences Naturelles et de la Vie école normal supérieure de Laghouat (Algieria)
(nasiona T2).

Pomimo wykazanych réznic w zespole zwigzkéw flawonoidowych pomiedzy
nasionami kozieradki pochodzenia krajowego a surowcem pochodzenia tureckiego i
afrykanskiego, nie wykazano istotnych réznic w profilu zwigzkéw saponinowych.
Jednoczesnie, podobnie jak w przypadku surowca krajowego, otrzymane profile HPLC
saponin steroidowych obecnych w nasionach kozieradki pochodzenia tureckiego
(nasiona T1) i afrykanskiego (nasiona T2) réznig sie od otrzymanego metodg HPLC-
LDD profilu tych zwigzkéow w surowcu francuskim [430] oraz od otrzymanego metodag
UPLC-ESI-Q/TOF-MS (low CE full scan) profilu saponin steroidowych w surowcu
chinskim [253, 418].
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Ryc. 64. Chromatogramy HPLC-ELSD wyciggéw metanolowych z nasion kozieradki pospolitej

réoznego pochodzenia: A - surowiec pochodzenia krajowego, B - surowiec pochodzenia
tureckiego (nasiona T1); C - surowiec pochodzenia afrykanskiego (nasiona T2).
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Analiza ilosciowa saponin steroidowych w wyciagach i frakcji
wyciggu metanolowego z nasienia kozieradki pospolitej metoda
HPLC-ELSD

Analize ilosciowg saponin steroidowych w wyciggach z nasion T. foenum-
graecum metodg HPLC-ELSD prowadzono z wykorzystaniem warunkoéw separacji
opracowanych dla celow analizy jakosciowej. Rozdzielenia prowadzono na dwoch
potaczonych szeregowo kolumnach Discovery C-18 (2 x 150 mm x 2,1 mm x 3 ym) w
warunkach elucji gradientowej wedtug programu X, charakteryzujgcego sie
wzrastajgcym stezeniem mieszaniny ACN:kwas mrowkowy (99,9:0,1, v/) w 0,1%
kwasie mrowkowym od 20% do 100% w czasie tg 90 minut, stosujgc te same
parametry pracy detektora ELSD. Zwigzki saponinowe analizowano w wyciggach
metanolowych z nasion kozieradki pochodzenia tureckiego i afrykanskiego. Ponadto do
badan przeznaczono: zliofilizowane wyciggi: wodno-metanolowy (wycigg A) i wodny
przygotowany w postaci naparu (wycigg B) oraz frakcje wyciggu metanolowego (D) z
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego.

Zawartos¢ saponin steroidowych oznaczono jako sume w przeliczeniu na
protodioscyne. Opracowang metode zwalidowano w zakresie wyznaczenia krzywej
regresji, granicy wykrywalnosci, granicy oznaczalnosci, powtarzalnosci oraz precyzji
(ILA.7.3.4.1.). W badanym zakresie stezen wyznaczona krzywa regresji wykazywata
zaleznos¢ logarytmiczng, co jest zgodne z danymi literaturowymi [586]. Otrzymane
wartosci parametréw walidacyjnych przedstawiono w tabeli 17. Natomiast oznaczong
zawartos¢ saponin steroidowych w badanych wyciggach i frakcji przedstawiono w
tabeli 18.

Oznaczona catkowita zawartos¢ saponin steroidowych w surowcu krajowym
wyniosta 0,14% i byta nizsza niz w analizowanym poréwnawczo surowcu tureckim i
afrykanskim (0,20%) (tab. 17). Na tle doniesien literaturowych [43, 338], nasiona
kozieradki pochodzenia krajowego stanowig surowiec o stosunkowo niskiej zawartosci
saponin steroidowych, co potwierdzity réwniez wyniki oznaczenia diosgeniny po
hydrolizie kwasowej metodg chromatografii cienkowarstwowej. Catkowita zawarto$¢
saponin steroidowych w nasionach T. foenum-graecum, pochodzgcych z réznych
genotypéw, otrzymanych z indyjskiego Narodowego Banku Gendw, oznaczona z
uzyciem metod spektrofotometrycznych wynosita od 0,92 - 1,68 g/100 g suchej masy
[43]. Natomiast Madhava Naidu i wsp. [338] analizujgc nasiona kozieradki pochodzenia

indyjskiego wykazali zawarto$¢ saponin steroidowych na poziomie 5,12 g/100 g.
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Parametry walidacyjne

0,586726—1,26915

Krzywa regresiji, y=x
wspotczynnik korelacji R?= 0,999

Granica wykrywalnosci (LOD)[ pg/mi] 48,99

Granica oznaczalnosci (LOQ) [ug/ml] 146,97
Precyzja jednodniowa [RSD,%)] 1,92
Powtarzalnosé [RSD, %] 1,80

Tab.17. Parametry walidacji opracowanej metody HPLC-ELSD oznaczania ilosciowego saponin
steroidowych w wyciggach z nasion kozieradki pospolitej.

Wyciag / frakcja Zawartos¢ w 1 mg liofilizatu [ug]

Wyciag A 135,157+4,74

Wyciag B 63,13418,14

Frakcja D 163,182+11,03

Wyciagi metanolowe Zawartos¢ w 1 ml wyciagu Zawartoséw1g
z nasion T. foenum-graecum [ng] surowca [%]
pochodzenia krajowego 28,12 0,14
pochodzenia tureckiego i
afrykanskiego 3919 020

Tab.18. Zawartos¢ saponin steroidowych w przeliczeniu na protodioscyne oznaczona metodg
HPLC-ELSD w wyciggach organicznych i frakcjach z nasion kozieradki pospolitej réznego
pochodzenia.

Oznaczona metodg HPLC-ELSD suma saponin steroidowych w badanym
surowcu (0,14%) oraz zawartos¢ diosgeniny, oznaczona metodg HPTLC z analizg
densytometryczng (0,12%) wskazujg, ze gtdwng czes¢ zespotu saponin steroidowych
w badanym surowcu krajowym stanowig zwigzki, z ktérych w wyniku hydrolizy
kwasowej uwalniana jest diosgenina. Otrzymane dane sg zgodne z danymi
literaturowymi [431, 541, 542].

Sposrod analizowanych wyciggéw (70% metanolu - A, naparu - B oraz frakcji
wyciggu metanolowego - D), przeznaczonych do badan aktywnosci cytotoksycznej i
przeciwdrobnoustrojowe;j, najwyzszg zawartoscig saponin steroidowych
charakteryzowata sie frakcja D (163,182+11,03 pg/mg liofilizatu). Nieco nizszg
zawartos¢ badanych zwigzkéw wykryto w wyciggu A otrzymanym z uzyciem 70%
metanolu (135,157+4,74 pg/mg liofilizatu). Natomiast najnizszym stezeniem saponin
steroidowych charakteryzowat sie wycigg B otrzymany w formie naparu (63,134+8,14

pg/mg liofilizatu).
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B. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN AKTYWNOSCI
BIOLOGICZNEJ

1. Omoéwienie wynikéw badan aktywnosci cytotoksyczne;.

Ocene aktywnosci cytotoksycznej prowadzono wobec linii ludzkich komorek
nowotworowych: raka szyjki macicy Hela, gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz
biataczki limfoblastycznej MOLT-4, ktére inkubowano w ciggu 24 godzin w obecnosci
badanych wyciggéw i frakcji z nasion kozieradki oraz pojedynczych zwigzkow jako ich
sktadnikéw. Jako kontrole wykorzystano nienowotworowg linie ludzkich keratynocytéw
HaCaT, stosunkowo fatwg w hodowli i charakteryzujgcg sie nieograniczong liczbg
podziatbw. W ocenie aktywnosci cytotoksycznej wyciggow i metabolitow wtérnych z
nasion T. foenum-graecum stosowano test redukcji soli tetrazolowej MTT oraz system
RealTimexCELLigence.

Test MTT umozliwia ocene aktywnosci metabolicznej komorek i wykorzystuje
zjawisko redukcji rozpuszczalnej w wodzie, zottej lub biatej soli tetrazolowej (bromku 3-
4,5-dimetylo-2-ilo-2,5-difenylotetrazolu) do nierozpuszczalnych krysztatow
ciemnoniebieskiego formazanu przez mitochondrialne dehydrogenazy pirogronianowe
zywych komoérek. llos¢ powstatego formazanu, oceniana spektrofotometrycznie po
rozpuszczeniu krysztatdw w dimetylosulfotlenku lub izopropanolu, jest proporcjonalna
do liczby zywych komorek i umozliwia ocene stopnia ich przezywalnosci [7].

System RealTimexCELLigence (RTCA) stanowi nowoczesne narzedzie
diagnostyczne wykorzystywane do oceny aktywnosci cytotoksycznej zwigzkdw in vitro
[4]. Umozliwia obserwacje smierci komorek, ocene stopnia ich zywotnoéci oraz
proliferacji i migracji [4]. Nie wymaga stosowania barwnikow i znacznikéw, a procesy
zachodzgce w komorkach - w przeciwienstwie do testu MTT - obserwowane sg w
czasie rzeczywistym - sygnat z systemu RTCA przesytany jest do komputera w czasie
trwania eksperymentu, bez ingerencji badacza. System RTCA wykorzystuje pomiar
zmian impendancji (Z) w hodowli komorek adherentnych, prowadzonej na specjalnych,
16-dotkowych ptytkach hodowlanych E-Plate, ktére w 80% pokryte sg zintegrowanymi
mikrosensorami [4]. Impendancja (Z) stanowi opér wypadkowy pomiedzy oporem
pojemnosciowym i oporem wiasciwym, a jej zmiany w hodowli komorkowej zwigzane
sg z zywotnoscig komoérek, ich wielkoscig, morfologig, adhezjg i zmiang liczebnosci [4,
101]. Umozliwia to stosowanie techniki RTCA w ocenie cytotoksycznosci zwigzkow i

wyciggow, poprzez obserwacje wzrostu, proliferacji, adhezji i Smierci komorek, oraz
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kontrole ich jakosci [4]. Pomiar zmian impendancji stuzy do wyznaczenia
podstawowego parametru eksperymentu, tzw. Cell Index (Cl):

_ (Zi—Z0)Q
T 150

ClI - cell index
Zi - impendancja w dowolnym momencie eksperymentu
Zy — impedancja w punkcie poczatkowym eksperymentu

Do badan przeznaczono zliofilizowane wyciggi z nasion T. foenum-graecum,
otrzymane przez ekstrakcje z uzyciem 70% metanolu (wycigg A), wody (wyciag B,
przygotowany w postaci naparu) lub metanolu (wycigg C) oraz frakcje D wyciggu
metanolowego, uzyskanego w wyniku trojstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w
aparacie Soxhleta (11.B.1.5.). Zliofilizowane wyciggiA i B oraz frakcje D rozpuszczono w
DMSO (wycigg A), wodzie dejonizowanej (wycigg B) lub metanolu (frakcja D),
otrzymujgc do badan odpowiednie stezenia wyjsciowe: 10 mg/ml dla wyciggu A i frakciji
D oraz 0,375 mg/ml dla wyciggu B. Obok wyciggdéw i frakcji do oceny aktywnosci
cytotoksycznej przeznaczono 11 zwigzkéw chemicznych, wczesniej identyfikowanych
w surowcu, z grupy C-glikozydow flawonowych (witeksyna, orientyna, izoorientyna,
wicenina-1, wicenina-2, wicenina-3), sapogenin steroidowych (diosgenina, jamogenina,
tigogenina i esmilagenina) oraz alkaloidow (trygonelina) w formie roztworow w
metanolu o stezeniu 1 mg/ml. Aktywnos¢ cytotoksyczng diosgeniny, jamogeniny,
tigogeniny, wyciggu 70% metanolu (A) i wyciggu wodnego (B) oraz frakcji wyciggu
metanolowego (D) oceniano z uzyciem testu MTT oraz systemu RTCA, natomiast w
celu oceny aktywnosci cytotoksycznej C-glikozydéw flawonowych, esmilageniny,
trygoneliny oraz wyciggu metanolowego (C) zastosowano test MTT. Doswiadczenie
zaprojektowano tak, aby ostateczne stezenie rozpuszczalnikéw w pojedynczym dotku
hodowlanym nie przekraczato: DMSO - 0,8%, metanol - 4%. Stezenie DMSO w
zakresie 0,5-1,0% oraz 4% stezenie metanolu nie powodujg znaczgcego spadku
zywotnosci komorek badanych linii komérkowych [102, 507]. Kontrolnie oceniano
wpltyw rozpuszczalnikow na komoérki i wykazano, ze w maksymalnych stezeniach
stosowanych w eksperymentach nie wykazujg one dziatania cytotoksycznego, co
umozliwia prawidtowg ocene zmian ich przezywalnosci.

Wyniki aktywnos$ci cytotoksycznej wyciggdéw i frakcji z nasionT. foenum-
graecum oraz substancji wzorcowych, wobec réznych linii komoérkowych, otrzymane z
uzyciem testu MTT oraz systemu RealTimexCELLigence przedstawiono w tabelach
19-23.
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Linia Wyciag A | Wyciag B | Frakcja D
komérkowa IC5 [g/ml] £ SD
HelLa 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. Aktywnos$¢ cytotoksyczna wyciggéow A i B oraz frakcji D z nasion T. foenum-
graecum wobec badanych linii komoérkowych oznaczona z uzyciem testu MTT.

< - N [y} ©

g g S & & & = ©

- 7y 2 € £ £ £ ] 2

Linia x c o = = c 5 S
komérkowa £ £ o 8 8 8 2 o

= | o | 8§ | = s | = g | 3

ICs0 [Mg/ml]

HelLa > 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. Aktywnos$¢ cytotoksyczna wzorcowych C-glikozyloflawonéw wobec badanych
linii komorkowych oznaczona z uzyciem testu MTT.

Linia Jamogenina | Tigogeniny octan | Diosgenina Esmilagenina
komoérkowa ICso [ug/ml] £ SD
HelLa 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. Aktywnos$¢ cytotoksyczna wzorcowych sapogenin steroidowych wobec

badanych linii komoérkowych oznaczona z uzyciem testu MTT.

Linia Wyciag A Wyciag B Frakcja D
. ICso [g/mI] £ 2 ICs0 [Mg/mI] £ 2 ICso [Mg/mI] £ 2
komoérkowa SD R sD R sD R
HelLa 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 0,99 484 +1,22 0,89

R - wspétczynnik determinacii

Tab.22. Aktywnos$¢ cytotoksyczna wyciggéow A i B oraz frakcji D z nasion T. foenum-
graecum wobec badanych linii komorkowych oznaczona z uzyciem systemu
RealTimexCELLigence.
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Linia Jamogenina Tigogeniny octan Diosgenina

komoérkowa | ICso [ug/mi]£SD | R® | IC5 [ug/imI]£SD | R® | ICs [ug/mi]£SD | R?
Hela 19,6 + 1,41 0,92 251+0,12 0,85 28,0 + 240 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. Aktywnos$¢ cytotoksyczna wzorcowych sapogenin steroidowych — wobec
badanych linii komérkowych oznaczona z uzyciem systemu RealTimexCELLigence.

Dane literaturowe nie opisujg aktywnosci cytotoksycznej przetworow z
Foenugraeci Semen oraz badanych metabolitow wtérnych wobec linii komdrkowych
gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz biataczki limfoblastycznej MOLT-4 (z wyjatkiem
protodioscyny). Réwniez potencjalna aktywnos¢ tigogeniny, jamogeniny i esmilageniny
wobec badanych linii komérkowych pozostaje nieznana.

W niniejszej pracy po raz pierwszy przeprowadzono ocene aktywnoSci
cytotoksycznej przetworéw z nasion T. foenum-graeum oraz C-glikozyloflawondéw i
sapogenin wobec linii komoérkowej SKOV-3 oraz wyciggow i frakcji z nasion kozieradki
wobec linii komérkowej MOLT-4. Do oceny aktywnosci cytotoksycznej T. foenum-
graecum rowniez po raz pierwszy uzyto system RealTimeXCELLigence.

Analizujgc otrzymane wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej uwzgledniono
ograniczenia przyjete przez Amerykanski Narodowy Instytut Raka (ang. US National
Cancer Institute - NCI). NClI realizuje Projekt Badah Przesiewowych, w ramach ktérego
prowadzone sg analizy skryningowe aktywnosci cytotoksycznej wyciggéw roslinnych
oraz metabolitow wtérnych wobec 60 linii ludzkich komoérek nowotworowych [36, 306].
Przyjeto, ze za aktywne cytotoksycznie mozna uznac¢ te zwigzki/wyciagi, dla ktérych
wyznaczona wartos¢ ICs, (stezenie wyciggu/zwigzku, przy ktéorym obserwuje sie 50%
zahamowanie wzrostu komodrek) wynosi < 20-30 pg/ml [36, 306, 345]. Dlatego
wszystkie badane C-glikozyloflawony (witeksyne, orientyne, izoorientyne, wicenine-1,
wicenine-2 i wicenineg-3), alkaloid trygoneline oraz wycigg C uznano za nieaktywne,
poniewaz wartosci ICsq wobec badanych linii komérkowych, uzyskane w tescie MTT
przekraczaty 50 ug/ml (tab.20.). Jakkolwiek w toku badan prowadzonych przez innych
autorow niektére C-glikozydy flawonowe uznano za aktywne przeciwnowotworowo i
proapoptotycznie wobec réznych linii komoérkowych, np. ludzkiej biataczki U937
(witeksyna 1C5,~200,34 uM [307]), raka przetyku EC109 (witeksyna i orientyna; 80 uM;
zahamowanie wzrostu 0 20,08% + 1,16 i 34,08% + 1,16 komorek, odpowiednio [625]),
raka szyjki macicy Hela [173] (orientyna; zahamowanie wzrostu 17,12% % 0,25

komorek), raka watrobowo-komérkowego HepG2 [608, 609] (izoorientyna) oraz raka
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prostaty (linie komorkowe PC-3, DU-145 and LNCaP) (wicenina-2; ICsy 4413 pM;
orientyna ICsy124+7 uM) [392].

Oznaczone wartosci ICsy dla badanych wyciagow A i B, frakcji D oraz
wzorcowych sapogenin (jamogeniny, tigogeniny, diosgeniny i esmilageniny) wobec
badanych  linii  komérkowych — umozliwity  zakwalifikowanie  wymienionych
wyciggow/frakcji/lzwigzkéw do posiadajgcych aktywnosc¢ cytotoksyczna.

Wyniki otrzymane w zakresie oceny sity dziatania cytotoksycznego z uzyciem
systemu RealTimexCELLigence byty w wigkszosci zgodne z wynikami uzyskanymi w
tescie MTT, z wyjatkiem tigogeniny, ktéra wobec linii komoérek nowotworowych SKOV-3
nie ujawnita aktywnosci w tescie MTT (ICs50>50 pg/ml), natomiast w badaniach z
uzyciem systemu RTCA wykazywata dziatanie przeciwnowotworowe na poziomie ICs
28,3 £ 3,46 pug/mil.

Dotychczas w wielu pracach analizowano aktywnosc¢ cytotoksyczng diosgeniny
[107, 311, 314, 318, 321, 324, 369, 377, 445-447, 489], jednak wptyw na wykorzystang
w niniejszych badaniach linie komoérek SKOV-3 zaréwno diosgeniny, jak i tigogeniny,
esmilageniny oraz jamogeniny nie byt oceniany. Dotychczas stwierdzono jedynie
antyproliferacyjne dziatanie tigogeniny i smilageniny wobec linii komoérek
kostniakomiesaka 1547 [106, 555]. Znana jest rowniez aktywnos$¢ cytotoksyczna
glikozydowych form tigogeniny, przy czym Ohtsuki i wsp. [406] w badaniach zespotu
saponin  steroidowych z Agave fourcroydes udowodnili, ze dziataniem
proapoptotycznym wobec linii HelLa wyrdzniajg sie heksa-glikozydy sapogenin,
podczas, gdy formy di-glikozydowe pozostajg nieaktywne (ICso dla heksa-glikozydu
tigogeniny wobec linii HeLa wynosito 4,8 pg/ml).

Réwniez wiasciwosci cytotoksyczne wolnej jamogeniny nie byty badane,
jakkolwiek prowadzono badania nad jej formami glikozydowymi, m.in. potwierdzono
aktywnos¢ 3-O-p-D-glukozylo(6—1)-3-O-B-D-glukozydu jamogeniny, wyizolowanego z
Solanum torvum (Solanaceae) wobec szeregu linii komoérkowych, m.in. raka Zzotgdka
MCG-803 (ICso 25,2 ug/ml), watrobowo-komadrkowego Hep2G2 (ICs, 32,7 pg/ml)raka
ptuc A549 (ICso 34,2 ug/ml) i raka piersi MCF-7 (ICso 29,4 ug/ml) [332, 432, 604].

Sposrdéd poddanych ocenie aktywnosci cytotoksycznej sapogenin steroidowych,
wedtug wynikow uzyskanych w tescie MTT, najsilniejszym dziataniem wobec linii HeLa
charakteryzowaty: jamogenina (IC5016,5 + 0,59 ug/ml) oraz diosgenina (ICs, 16,3+0,26
pMg/ml), podczas gdy obserwowana aktywnos$¢ tigogeniny byta niemal dwukrotnie
nizsza (1C5035,6+3,69 pg/ml). Natomiast wyniki otrzymane z uzyciem systemu RTCA
wskazujg, ze sita aktywnosci sapogenin wzrasta w nastepujgcej kolejnosci: diosgenina
(ICs0 28,0£2,40 ug/ml), tigogenina (ICso 25,1£0,12 ug/ml), jamogenina (ICs,19,6+1,41
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pg/ml). Wyznaczone w tescie MTT wartosci ICso dla diosgeniny wobec linii komorek
HelLa (ICs 16,3 = 0,26 pg/ml) sg zblizone do wartosci ICsy otrzymanych przez innych
autoréw (1C5018,2 pg/ml [577], 1Cs0 30 umol/L [220] =12 pg/ml).

Aktywnos¢ cytotoksyczna diosgeniny, jamogeniny i esmilageniny wobec linii
gruczolakoraka jajnika SKOV-3, oceniana w tescie MTT byta zblizona, a wartosci 1Csy
wynosity odpowiednio: 16,7+0,08 pg/ml (jamogenina), 19,3+0,97 pg/ml (diosgenina),
17,96£1,29 pg/ml (esmilagenina). W oparciu o wytyczne NCI tigogenina nie
wykazywata aktywnos$ci cytotoksycznej (ICso > 50 pg/ml). Natomiast w badaniach
dziatania cytotoksycznego z uzyciem systemu RTCA aktywno$¢ przeciwnowotworowg
ujawnity wszystkie badane sapogeniny, a otrzymane wartosci ICsy wynosity
odpowiednio: 16,9+2,89 pg/ml - diosgenina, 23,9+1,48 ug/ml - jamogenina i 28,3+3,46
pg/ml - tigogenina.

Otrzymane wyniki sg pierwszymi danymi o aktywnosci cytotoksycznej
jamogeniny. Ponadto uzupetniajg dane o aktywnos$ci diosgeniny, tigogeniny i
esmilageniny oraz - uwzgledniajgc obecno$¢ wymienionych zwigzkow jako aglikonéw
saponin steroidowych w nasionach kozieradki - rowniez dane o aktywnosci
przeciwnowotworowej surowca.

W niniejszej pracy po raz pierwszy przeprowadzono ocene w aktywnosSci
przeciwnowotworowej przetworéw z Foenugraeci Semen wobec linii komorkowych
gruczolakoraka jajnika SKOV-3 i MOLT-4. Sposréd badanych wyciggéw i frakcji z
nasion T. foenum-graecum, najsilniejszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowata
sie frakcja wyciggu metanolowego (D), dla ktérej wartosci ICso wynosity odpowiednio:
wobec linii HeLa3,91 + 0,03 pg/ml (MTT) i 3,99 + 0,26 pg/ml (RTCA), wobec linii
SKOV-3 3,97 = 0,07 pg/ml (MTT) i 2,26 £ 0,78 pg/ml (RTCA), wobec linii MOLT-4 7,75
+ 0,37 pg/ml (MTT).

Nieco stabszg aktywnos¢ cytotoksyczng obserwowano dla wyciggu
otrzymanego z uzyciem 70% metanolu(A), dla ktérego wartosci 1Csy wynosity
odpowiednio: wobec linii HeLa13,47 + 0,62ug/ml (MTT) i 9,65+£0,78 pg/ml (RTCA),
wobec linii SKOV-3 10,34 +0,16 pg/ml (MTT) i 7,73£0,1 pg/ml (RTCA), natomiast
wobec linii MOLT-4 16,18+1,14ug/ml (MTT).

Wycigg wodny, otrzymany w postaci naparu(B) byt mniej aktywny wobec
badanych linii komoérek nowotworowych w poréwnaniu do frakcji wyciggu
metanolowego (D) i wyciggu 70% metanolu (A). Wartosci 1Cs, dla wyciggu B wynosity
odpowiednio: wobec linii HeLa 17,431£0,3 pg/ml (MTT) i 31,45+£0,21 pg/ml (RTCA),
wobec linii SKOV-3 16,68+0,6 pg/ml (MTT) i 26,4+0,71 pg/ml (RTCA), natomiast
wobec linii MOLT-4 26,55+0,07 pg/ml (MTT).
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FRAKCJA D
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Ryc.65. Wptyw badanej frakcji D oraz wyciggéw A i B z nasion T. foenum-graecum na linie
komorkowe Hela i SKOV-3 (system RealTimexCELLigence; oprogramowanie RTCA 1.2.1.).

226



Wykazano, ze wyznaczone wartosci ICsy wyciggdw wodno-alkoholowego (70%
metanol) (wycigg A) i wodnego (wycigg B) oraz frakcji wyciggu metanolowego (D) z
nasion T. foenum-graecum wobec linii ludzkiego raka szyjki macicy HeLa sg znaczaco
nizsze od wartosci ICsy analizowanego przez Atkas i wsp. [20] wyciagu metanolowego
z surowca (ICso 84,0 £ 0,34 pg/ml).

Obserwowana zréznicowana aktywnos¢ cytotoksyczna badanych wyciggéw
wodno-alkoholowego (70% metanol) (wycigg A) i wodnego (wycigg B) oraz frakcji
wyciggu metanolowego (D) z nasion kozieradki jest skorelowana z oznaczong w nich
zawartoscig C-glikozyloflawonéw. Najwyzsze stezenia C-glikozyloflawonéw obok
saponin steroidowych, w przeliczeniu na 1 mg liofilizatu, stwierdzono we frakciji
wyciggu metanolowego (D) (823,68+0,05 ug oraz 163,182+11,03 ug, odpowiednio).
Wycigg wodno-alkoholowy (A) zawierat ponad 7-krotnie mniej C-glikozydéw
flawonowych niz frakcja D (113,368+0,09 ug), ale jedynie nieznacznie mniej saponin
steroidowych (135,157+4,74 ug). Natomiast wycigg wodny (B) o najstabszym dziataniu
cytotoksycznym, wyrdzniat sie najnizszg zawartoscig badanych metabolitow wtérnych.
Zawierat ponad 22 razy mniej C-glikozyloflawonéw w poréwnaniu do frakcji wyciggu
metanolowego (D) i 3-krotnie mniej w poréwnaniu do wyciggu otrzymanego z uzyciem
70% metanolu (A) (36,769+0,29 ug). Zawarto$¢ saponin steroidowych w wyciggu
wodnym B byta ponad dwukrotnie nizsza w poréwnaniu do wyciggu A i frakcji D
(63,134£8,14 pg).

Roznice w zawarto$ci saponin steroidowych pomiedzy wyciggiem 70%
metanolu (A) i wodnym (B) sag niewielkie i nie wigzg sie bezposrednio ze znaczaca
réznicg w aktywnosci cytotoksycznej. Jakkolwiek nalezy podkresli¢, ze w niniejszych
badaniach oceniano aktywnos¢ cytotoksyczng wolnych sapogenin, natomiast w
badanych wyciggach z nasion kozieradki obecne sg ich formy glikozydowe, dla ktorych
udowodniono aktywnos$¢ przeciwnowotworowg i proapoptotyczng [55, 205, 325, 433,
552, 571, 573, 578]. Stad obserwowana aktywnos¢ cytotoksyczna badanych wyciggéw
nie musi by¢ skorelowana z aktywnos$cig wolnych aglikonéw.

Dominujgcym zwigzkiem saponinowym w Foenugraeci Semen pochodzenia
krajowego jest protodioscyna. National Cancer Institute opublikowat raport o
aktywnosci cytotoksycznej protodioscyny wobec 60 réznych linii  komorek
nowotworowych, z ktérego wynika, ze saponina jest aktywna wobec wigkszos$ci z nich
[215]. Szczegdlng wrazliwoscia na protodioscyne charakteryzujg sie biataczki,
nowotwory jelita grubego oraz nowotwory prostaty [215]. Ponadto ujawniono, ze
protodioscyna wykazuje selektywng aktywnosé cytotoksyczng (ICsp< 2uM), wobec
niektorych linii komdérek nowotworowych m.in. nowotworéw jelita grubego HCT-116
oraz SW-620, niedrobnokomérkowego raka pluc  A549/ATCC, biataczki
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limfoblastycznej MOLT-4, nowotworu uktadu nerwowego SNB-75, raka nerek 786-0 i
czerniaka LOX [IMVI [215]. Natomiast ujawniona aktywno$¢ cytotoksyczna
protodioscyny wobec linii komoérek nowotworu ukfadu nerwowego EKVX, czerniaka SK-
MEL-2, nowotworéw jajnikow OVCAR-3 i OVCAR-5, nowotworéw nerek ACHN i TK-10
oraz nowotworow piersi MDA-MB-231 i HS 578T byta umiarkowana - wartosci 1Cs
wynosity 10-35 yM [215]. Linia komérek nowotworu nerek A498 byla niewrazliwa na
dziatanie protodioscyny (ICso> 100 uM) [215]. Dodatkowo badania wskazujg, ze pod
wptywem protodioscyny w komadrkach ludzkiej biataczki HL-60 dochodzito do indukcji
apoptozy, natomiast wzrost komoérek ludzkiego raka zotgdka KATO |[lIl byt
zahamowany, ale nie obserwowano indukcji apoptozy [205]. W Swietle powyzszych
danych literaturowych rézna zawartos¢ protodioscyny w badanych wyciggach A
(wodno-metanolowym) i B (wodnym) oraz frakcji D wyciggu metanolowego moze
stanowi¢ wyjasnienie obserwowanej i zréznicowanej ich aktywnosci wobec linii
biataczki limfoblastycznej MOLT-4.

Uwzgledniajgc roznice w sktadzie chemicznym oraz wyniki aktywno$ci
cytotoksycznej mozna wnioskowac, ze obserwowane efekty cytotoksyczne mogg by¢
zwigzane z synergizmem dziatania i obecnoscig réznych grup metabolitow wtérnych.
Dla zwigzkow z grupy polifenoli udowodniono silny synergistyczny efekt cytotoksyczny
wobec wielu linii komoérek nowotworowych [309, 371, 383, 472, 527]. Z drugiej strony
brak aktywnosci cytotoksycznej badanych C-glikozyloflawondéw w potgczeniu z wysokg
aktywnoscig frakcji wyciggu metanolowego (D) o najwyzszej zawartosci C-glikozydéw
flawonowych sugeruje, ze aktywnoscig cytotoksyczng mogg charakteryzowac sie
pozostate C-glikozydy flawonowe obecne w nasionach kozieradki.

Inne wyjasnienie moze stanowi¢ obecnos$¢ dotychczas nieopisanego sktadnika
wyciggu o potencjalnie silnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Dalsze badania w tym

zakresie bedg kontynuowane.

Kolejny etap prac stanowita ocena mechanizmow dziatania proapoptotycznego
frakcji wyciggu metanolowego (D) z nasion kozieradki, wykazujgcej najsilniejszg
aktywnosc¢ cytotoksyczng. Dotychczas udowodniono, ze w mechanizm apoptozy
indukowanej przez wyciggi z nasion kozieradki w komodrkach chioniaka T-
komorkowego Jurkat [21], raka watroby Hep2 [270] i nowotworu piersi MCF-7 [32, 276]
zaangazowane sg kaspazy 3 i 8 [21, 32, 270] oraz kaspaza 9 [276]. Stwierdzono, ze
apoptoza komorek nowotworu piersi MCF-7 warunkowana wyciggiem metanolowym z
nasion T. foenum-graecum w 90% zachodzi wskutek stymulacji szlaku zewnetrznego -
receptorowego [32]. Badania mechanizméw aktywnosci cytotoksycznej frakcji wyciggu

metanolowego z nasion kozieradki (D) wobec linii komoérkowych HelLa i SKOV-3
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obejmowaty: wyznaczenie procentu komorek apoptotycznych (ang. apoptosis rate),
analize poziomu aktywno$ci kaspaz wykonawczych 3 i 7, badanie zmian btonowego
potencjatu mitochondrialnego oraz poziomu reaktywnych form tlenu (ROS). W tym celu
komoérki HelLa i SKOV-3 inkubowano w obecnosci nastepujgcych stezen badanej frakgji
wyciggu metanolowego (D): 3 ug, 10 ug, 20 ug, 50 ug i 100 ug. Po uptywie 12 godzin
oceniono zmiany potencjatu mitochondrialnego, natomiast pozostate badania
przeprowadzono po uptywie 24 godzin.

Obserwowano zalezny od dawki wzrost procentu komérek apoptotycznych,
jakkolwiek wiekszg wrazliwoscig na badang frakcje wyciggu metanolowego z nasion
kozieradki (D) charakteryzowata sie linia komérkowa SKOV-3 w poréwnaniu do linii
HelLa - oznaczony procent komorek apoptotycznych przy tych samych, wzrastajgcych
stezeniach badanej frakcji D byt wyzszy. W wyniku inkubacji komérek SKOV-3 z frakcjg
wyciggu metanolowego (D) w stezeniu 10 pg obserwowano ponad 50% komorek
apoptotycznych, podczas gdy w hodowli komérek HelLa to samo stezenie badanej
frakcji powodowato apoptoze u 15% komoérek. Stezenie frakcji D 20-100 pg wywotato
apoptoze u 90% komérek SKOV-3. Natomiast w hodowli linii HeLa obserwowano
nastepujgcy wzrost procentu komoérek apoptotycznych: 20 ug frakcji D - 20%; 50 ug -
37%; 100 pg - 55,6%,0dpowiednio.
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Ryc. 66. Procent komérek apoptotycznych w hodowli linii komoérkowej HeLa po 24-godzinach
inkubacji z frakcjg D, oznaczony z uzyciem cytometrii przeptywowej: ctrl- kontrola (1% metanol)
(A), FR - frakcja D w stezeniach: 3 pg (B), 10 ug (C), 20 pg (D), 50 ug (E), 100 pg (F), G -
procent komérek apoptotycznych w zaleznosci od stezenia frakcji D.

* - roznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)
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Ryc.67. Procent komérek apoptotycznych w hodowli linii komérkowej SKOV-3 po 24-godzinach
inkubacji z frakcjg D, oznaczony z uzyciem cytometrii przeptywowej: ctrl- kontrola (1% metanol)
(A), FR - frakcja D w stezeniach: 3 pg (B), 10 ug (C), 20 pg (D), 50 ug (E), 100 pg (F), G -
procent komoérek apoptotycznych w zaleznosci od stezenia frakcji D.

* - rdznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)

W mechanizmie apoptozy kluczowg role odgrywajg wewngtrzkomérkowe
proteazy cysteinowe - kaspazy, wsréd ktérych wyrdzniamy kaspazy indukujgce (2, 8, 9,
10) oraz kaspazy wykonawcze (3, 6, 7) [293, 294], obecne w komérkach w formie
nieczynnych zymogendw - prokaspaz. Prokaspazy ulegajg aktywacji w wyniku indukcji
tzw. zewnetrznego Iub wewnetrznego szlaku apoptozy [210, 293, 294, 519].
Zewnetrzna droga indukcji apoptozy (tzw. szlak receptorowy) zwigzana jest z
pobudzeniem receptora Smierci na btonie komoérkowej i uruchomieniem kaskady
kaspaz inicjujgcych i wykonawczych, przy czym prokaspazy 3 i 7 aktywowane sg przez
kaspazy 8 i 9 [210, 293, 294, 519]. Wewnetrzny szlak apoptozy, zwigzany z
mitochondrium i retikulum endoplazmatycznym, aktywowany jest pod wptywem
wzrostu stezenia reaktywnych form tlenu, zmian potencjatu oksydoredukcyjnego w
komodrce, wzrostu stezenia jonéw Ca®* w cytoplazmie, zaburzen elektrolitowych i
uszkodzenia DNA [172, 210, 519].

Okreslenie poziomu aktywnos$ci kaspaz wykonawczych 3 i 7 w badanej linii
komérkowej potwierdzato proces apoptozy. Zaréwno w hodowli linii komérkowej Hela,
jak i SKOV-3 obserwowano wzrost aktywnosci kaspaz wykonawczych w obecnosci
badanej frakcji D (ryc. 68 i 69). Aktywnos¢ kaspaz 3 i 7 zwiekszata sie wraz ze
wzrostem stezenia frakcji D do 50 pg, natomiast zwiekszenie dawki do 100 ug nie
powodowato dalszego wzrostu aktywnosci. Maksymalna aktywnos¢ kaspaz 3 i 7

wynosita odpowiednio: okoto 75% dla linii HeLa oraz okoto 80% dla linii SKOV-3 (ryc.

230



68 i 69). Ujawnione w niniejszym doswiadczeniu zaangazowanie kaspaz
wykonawczych w obserwowany proces smierci komorek nowotworowych pod wptywem

badanej frakcji D potwierdza indukcje apoptozy w komdrkach HelLa i SKOV-3.
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Ryc.68. Wptyw frakcji D na aktywnos$¢ kaspaz wykonawczych 3 i 7 w hodowlach linii
komodrkowych Hela po 24-godzinach inkubacii: ctrl- kontrola (1% metanol) (A),FR - frakcja D w
stezeniach: 3 pg (B), 10 pg (C), 20 ug (D), 50 ug (E), 100 ug (F), G - procent komoérek
apoptotycznych w oparciu o aktywnos¢ kaspaz-3/7 w zaleznosci od stezenia frakcji D.
* - rdznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)

APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE

A 3 “Toea Apoptotic/Dead BE Dead Apoplotic/Dead C ¢ “oeas Apoptotic/Dead D§ Dead Apcptotic/Dead
o |ros% 210%| O J135% 425% 5 loso% 2185%| O fqe5% 56.35%
3 E 3 b
> - > 5 3
£ £ £ iy = ﬁ
5 2 g 2 g 2 5 2
< < < 2
5 = = >
1 ¥ ' 1
. |95 Ay 3.10 % . |9180% 2.90 % 3 855% 5.05%
I glkive Apaptotic 5 plbive | Apoptatic 1 Apoplatic | i Apaptetic
1 2 3 4 1 2 3 4 1 z ¥ & 1 3 £3
Live CASPASE-T  apoptote Live CASPASE-37  Asopiote CASPASENT  apopiotec A CASPASE-3T  aseston
E APOPTOSIS PROFILE F ., apoprosis eROFILE G 1
$oes T ApopotiDead] ?;;d% sugo.:g =
o " % B Lot
1.65% 86.80 % = .;‘__ 80
o
a2 E M O
£
z = gz =
] o] =
7 ! £EE ¥
< < g3 a0
> > ol ~ cZ
- ® = & ag
1 i g e
§ i E= 20
. |915% 240%|  11650% 236% B2E 45
£ JlLive Apoptotic| % Live Apoptotlc I3 g.
1 2 £l 4 0 1 Fi A 4 o -
Live CASPASE-3/T Apoplatic Live CASPASE-37 Apdplotic

oirl MR3vg MRI1I0us FRZI0ue MR530us MIuz

Ryc.69. Wptyw frakcji D na aktywnos$¢ kaspaz wykonawczych 3 i 7 w hodowlach linii
komaérkowych SKOV-3 po 24-godzinach inkubacji: ctrl- kontrola (1% metanol) (A),FR - frakcja D
w stezeniach: 3 ug (B), 10 ug (C), 20 ug (D), 50 pug (E), 100 pg (F), G - procent komérek
apoptotycznych w oparciu o aktywnos¢ kaspaz-3/7 w zaleznosci od stezenia frakcji D.
* - roznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)
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Kolejny etap oceny mechanizméw aktywnosci cytotoksycznej frakcji wyciggu
metanolowego z nasion kozieradki (D) stanowito okreslenie zmian btonowego
potencjatu mitochondrialnego w hodowli komérek HelLa i SKOV-3 pod wptywem 12-
godzinnej inkubacji z roznymi stezeniami badanej frakcji (ryc. 70). Wskutek aktywacji
wewnetrznego szlaku apoptozy dochodzi do spadku potencjatu btony mitochondrium i
wycieku cytochromu ¢ do cytoplazmy [172, 519, 629]. W hodowli komérek raka szyjki
macicy HelLa nie obserwowano zmian btonowego potencjatu mitochondrialnego (ryc.
70). Natomiast w hodowli komdrek gruczolakoraka jajnika stwierdzono zalezne od
dawki frakcji wyciggu metanolowego (D) zmiany btonowego potencjatu
mitochondrialnego, co dowodzi zaangazowania wewnetrznego szlaku apoptozy w
Smier¢ komoérek nowotworowych (ryc. 71).

W celu oceny udziatu stresu oksydacyjnego w smierci komérek nowotworowych
w obecnoséci roznych stezen frakcji D, przeprowadzono pomiar poziomu reaktywnych
form tlenu (reactive oxygen species - ROS) (ryc. 72 i 73). Wykazano, ze pod wptywem
inkubacji z badang frakcjg D z nasion T. foenum-graecum komoérek HelLa i SKOV-3
wzrasta poziom wolnych rodnikow, co swiadczy o wystepowaniu stresu oksydacyjnego,
mogagcego prowadzi¢ do indukcji kaspazy-12 oraz wewnetrznego szlaku apoptozy [75,
172, 210, 519].

W wyniku eksperymentéw przeprowadzonych z uzyciem testu MTT oraz
systemu RTCA ujawniono dziatanie cytotoksyczne badanych: frakcji wyciggu
metanolowego (D), wyciggu 70% metanolu (A) i wyciaggu wodnego (B) z nasion
kozieradki pochodzenia krajowego oraz wybranych sapogenin steroidowych wobec linii
komorek ludzkich nowotwordw szyjki macicy (HelLa), gruczolakoraka jajnika (SKOV-3)
oraz biataczki limfoblastycznej (MOLT-4). Wyznaczone stezenia aktywne spetniajg
wytyczne Amerykanskiego Narodowego Instytutu Raka (NCI) dotyczace wyciggéw
roslinnych klasyfikowanych jako aktywne cytotoksycznie (IC50<20-30 pg/ml). Jedynie
stezenia wyciggu wodnego B oraz tigogeniny w badaniach z uzyciem linii
komoérkowych Hela nieznacznie przekraczajg proponowany przez NCI zakres stezen
aktywnych i wynoszg odpowiednio: 35,6 + 3,69 ug/ml (tigogenina, MTT) oraz 31,45 +
0,21 pg/ml (wyciag B, RTCA).
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Ryc. 70. Wptyw frakcji D na btonowy potencjat mitochondrialny w hodowli linii komérkowej HelLa
po 24 godzinach inkubacji: A - 1% metanol, B, C, D, E, F - stezenia frakcji D, odpowiednio 3 ug,
10 pg, 20 ug, 50 pg, 100 pg.
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Ryc.71.Wptyw frakcji D na btonowy potencjat mitochondrialny w hodowli linii komodrkowej
SKOV-3 po 24 godzinach inkubacji: A - 1% metanol, B, C, D, E, F - stezenia frakcji D,
odpowiednio 3 pg, 10 pg, 20 ug, 50 ug, 100 pg, G - zmiany blonowego potencjatu
mitochondrialnego w zaleznosci od stezenia frakcji D.

*

- roznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)
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Ryc.72. Wplyw frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%) w hodowli linii
komodrkowych Hela po 12-godzinach inkubacji z frakcjg D: ctrl- kontrola (komorki traktowane
1% metanolem)(A), FR - frakcja D w stezeniach: 3 pug (B), 10 ug (C), 20 ug (D), 50 pg (E), F -
wplyw stosowanych stezen frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%).

* - roznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)
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Ryc.73. . Wptyw frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS,%) w hodowli linii
komérkowych SKOV-3 po 12-godzinach inkubaciji z frakcjg D: ctrl- kontrola (komorki traktowane
1% metanolem) (A), FR - frakcja D w stezeniach: 3 pg (B), 10 pg (C), 20 pg (D), 50 ug (E), F -
wptyw stosowanych stezen frakcji D na poziom reaktywnych form tlenu (ROS, %).

* - roznice istotne statystycznie (test t-Studenta, p < 0,05, oprogramowanie Statistica)
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Badane sapogeniny steroidowe, wycigg 70% metanolu (A) i wyciag wodny (B)
oraz frakcja wyciggu metanolowego (D) z Foenugraeci Semen nie wykazujg
selektywnego dziatania wobec linii komérek nowotworowych HeLa, SKOV-3 i MOLT-4
w poréwnaniu do kontrolnej linii ludzkich keratynocytow HaCaT. W badaniach
Stefanowicz-Hajduk i wsp. [517] saponiny z Paris quadrifolia wykazywaty
cytotoksycznos¢ w stosunku do linii kontrolnej ludzkich keratynocytow HaCaT.
Podobne rezultaty otrzymali Shabber i wsp. [491], wykazujgc aktywnos¢ cytotoksyczng
diosgeniny zarowno wobec komérek nowotworéw prostaty (DU-145, LNCaP, PC-3) jak
i linii kontrolnej prawidtowych komoérek epitelialnych gruczotu krokowego. Natomiast Al-
Oqail i wsp. [25] obok aktywnosci cytotoksycznej ekstrakiu eterowego z nasion
kozieradki wobec linii komérkowych Hep-2 i MCF-7 obserwowali réwniez jego dziatanie
toksyczne wobec kontrolnych linii komérek. Z drugiej strony, wedtug Shabber i
wsp.[491], wycigg z nasion T. foenum-graecum, w przeciwienstwie do diosgeniny,
posiada selektywng aktywnosc¢ cytotoksyczng wobec komoérek nowotwordw prostaty
(DU-145, LNCaP, PC-3) [491]. Roéwniez Alsemari i wsp. [31] ujawnili, Ze wyciag
metanolowy z nasion kozieradki wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec linii
komorkowych chtoniaka T-komérkowego, B-komodrkowego, raka brodawkowatego
tarczycy (FRO) oraz raka sutka, bez wplywu na wzrost kontrolnej linii ludzkich
limfocytow. Natomiast wedtug Aktas i wsp. [20] wycigg wodny z surowca byt aktywny
cytotoksycznie wobec linii ludzkiego raka szyjki macicy HelLa oraz raka prostaty
szczuréw Mat-LyLu, bez wptywu na kontrolng linie mysich fibroblastéw 3T3 .

W rezultacie przeprowadzonych eksperymentow czeSciowo rozpoznano
mechanizm dziatania proapoptotycznego frakcji D wobec linii komérkowych Hela i
SKOV-3, w ktéry zaangazowane sg kaspazy 3 i 7, a apoptoza prawdopodobnie
zachodzi w rezultacie pobudzenia tzw. wewnetrznego szlaku apoptozy, prowadzacego
m.in. do zmian potencjatu mitochondrialnego komorek (linia komérkowa SKOV-3) i
wzrostu poziomu wolnych rodnikéw (stres oksydacyjny) (linie komoérkowe Hela i
SKOV-3).

Otrzymane wyniki stanowig uzupetnienie dotychczasowych danych w zakresie
aktywnosci cytotoksycznej Foenugraeci Semen oraz jej wybranych zwigzkéw
czynnych, szczegodlnie wobec linii komoérek gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz
biataczki limfoblastycznej MOLT-4. W rezultacie przeprowadzonych eksperymentéw po
raz pierwszy ujawniono dziatanie proapoptotyczne nasion kozieradki oraz badanych
sapogenin steroidowych wobec linii komérkowych SKOV-3 i MOLT-4, przy czym
przedstawione wyniki sg pierwszymi danymi o aktywnosci cytotoksycznej jamogeniny i

esmilageniny oraz uzupetnieniem doniesien o aktywnosci cytotoksycznej tigogeniny.
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Uwzgledniajgc fakt rozpadu saponin steroidowych do aglikonéw po podaniu
per os [478], badania nad aktywnos$cig cytotoksyczng wolnych sapogenin bedag

kontynuowane, szczegolnie w zakresie nowotworow przewodu pokarmowego.

2. Omoéwienie wynikow badan aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowe;j.

Dane literaturowe dotyczgce aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wyciggow z
nasion kozieradki sg zroznicowane. Wielu autoréw potwierdza dziatanie
przeciwbakteryjne ekstraktow alkoholowych wobec licznych patogendéw [10, 279, 410,
473, 487, 506, 544], podczas gdy inni ujawniajg oporno$¢ badanych szczepéw
bakteryjnych wobec wyciggéw alkoholowych z T. foenum-graecum [33, 402, 473].
Celem prowadzonych w niniejszej pracy badan byla ocena aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wyciggéw z nasion T. foenum-graecum pochodzenia
krajowego oraz wybranych zwigzkéw czynnych z grupy sapogenin steroidowych, C-
glikozydéw flawonowych i alkaloidow jako sktadnikow kozieradki. Dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe analizowano poprzez wyznaczenie wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego wzrost bakterii (Minimal Inhibition Concentration - MIC) oraz
minimalnego stezenia bakteriobdjczego (Minimal Bactericidal Concentration - MBC) po
24 godzinach inkubacji z badanymi wyciggiem/frakcja/zwigzkiem. Badania prowadzono
wobec 7 szczepow 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 badan
przeznaczono wyciggi: 70% metanolu (A), wodny (B), metanolowy (C), frakcje wyciggu
metanolowego (D) z nasion T. foenum-graecum oraz 9 zwigzkéw naturalnych,
pochodzenia roslinnego, wczesniej identyfikowanych w surowcu: witeksyne,
izowiteksyne, orientyne, wicening-2 i wicening-3 (C-glikozyloflawony), diosgenine,
sarsasapogenineg i tigogenine (sapogeniny steroidowe) oraz trygoneline (alkaloid).

Wyciggi A, B i C badano w zakresie stezen 0,05-12,5 mg/ml, frakcje D w
zakresie stezen 0,014-28,25 mg/ml, natomiast zwigzki naturalne w zakresie stezen
0,00095-0,25 mg/ml, z wyjatkiem trygoneliny, ktorej aktywnosc¢
przeciwdrobnoustrojowg analizowano w zakresie stezeh 0,002-0,5 mg/ml. Jako
kontrole stosowano metanol w stezeniach 0,07-17,5%. Udowodniono, ze w zakresie

stosowanych stezeh metanol nie ma wplywu na wzrost Staphylococcus aureus,
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Salmonella enteritidis, Salmonella enteritica, Helicobacter pylori i Escherichia coli.
Natomiast wykazuje aktywnos¢ bakteriostatyczng wobec Shigella flexneri w stezeniu
12,5% oraz wobec Proteus vulgaris w stezeniu 6,25%.

Interesujgcg czescig prowadzonych badan byta ocena wptywu przetworow z
surowca i badanych zwigzkéw na wzrost Helicobacter pylori - patogenu uznawanego
za jedng z gtownych przyczyn rozwoju choroby wrzodowej zotgdka [169] oraz czynnik
etiologiczny nowotworu zotgdka [70, 169, 211]. Dotychczas w badaniach wykorzystano
rézne szczepy H. pylori [317, 405, 611], w tym réwniez uzyty w niniejszej pracy szczep
ATCC 43504. Li i wsp. [317] ocenili wptyw 10% wyciggdbw wodnych (AE) i
alkoholowych (EE) z nasion kozieradki na wzrost H. pylori, a wyznaczone wartosci MIC
wynosity >100 pg/ml (AE) oraz 100 pyg/ml (EE), odpowiednio. Zaidi i wsp. [611] badajgc
ekstrakt otrzymany z uzyciem 70% etanolu, wykazali catkowite zahamowanie wzrostu
szczepu referencyjnego ATCC 43504 oraz 7 izolatow klinicznych, w stezeniu 500
Mg/ml. Natomiast catkowity brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i antyadhezyjnej
wyciggu wodnego z nasion kozieradki wobec szczepdéw referencyjnych H. pylori NCTC
11637 oraz szeregu izolatow klinicznych ujawnili inni autorzy [405, 584]. Wykazano
zdolnos¢ hamowania ureazy przez ekstrakt z nasion kozieradki, otrzymany z uzyciem
80% metanolu - ICso 523,74 pg/ml [73].

Sposrod analizowanych w niniejszej pracy wyciggéw: 70% metanolu (A),
wodnego (B), metanolowego (C) i frakcji wyciggu metanolowego (D) z nasion T.
foenum-graecum, najsilniejszg aktywnoscig wobec H. pylori ATCC 43504
charakteryzowat sie otrzymany z uzyciem 70% metanolu wyciag A, dla ktérego
wartos¢ MIC wynosita 0,27 mg/ml i byta niemal dwukrotnie nizsza w poréwnaniu do
wynikéw otrzymanych wczesniej przez Zaidi i wsp. [611] oraz dwukrotnie wyzsza w
porownaniu do MIC w badaniach Li i wsp. [317]. Frakcja wyciggu metanolowego (D)
ujawnita dziatanie bakteriostatyczne w stezeniu 0,88 mg/ml (MIC). Znacznie stabszy
wpltyw na wzrost patogenu posiadat wycigg metanolowy (C) (MIC 12,5 mg/ml).
Natomiast wycigg wodny B (0 najnizszej zawartosci badanych zwigzkéw) byt
nieaktywny wobec H. pylori. Obserwowane réznice w dziataniu wobec patogenu mozna
uzna¢ za zwigzane z wysokimi zawartosciami C-glikozydéw flawonowych. Jakkolwiek
najbogatsza w C-glikozyloflawony i saponiny steroidowe frakcja wyciggu
metanolowego (D), ujawnita dziatanie wobec H. pylori w stezeniu ok. 3-krotnie
wyzszym niz zawierajgcy mniej C-glikozyloflawonéw wycigg 70% metanolu (A).
Natomiast wycigg metanolowy (C) zawierat ponad 3-krotnie mniej C-glikozyloflawonéw
niz wyciag 70% metanolu A. Wyniki otrzymane dla wyciggu B sg potwierdzeniem braku
aktywnosci ekstraktéw wodnych [405, 584], co w sSwietle rezultatéw analizy

fitochemicznej przeprowadzonej w niniejszej pracy, moze by¢ zwigzane z najnizszg
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zawartoscig C-glikozyloflawonéw. Brak aktywnosci wyciggéw wodnych potwierdzono
réwniez w innych pracach [317, 405, 584].

Woyciagi wodne z nasion T. foenum-graecum stosowane sg pomocniczo w
leczeniu choroby wrzodowej zofgdka ze wzgledu na wysokg zawarto$¢
polisacharydow, tworzgcych wokot niszy wrzodowej warstwe ochronng, umozliwiajacg
proces gojenia [528]. Efekt cytoprotekcyjny wyciagdw wodnych z nasion kozieradki
potwierdzono w eksperymentalnych modelach in vivo choroby choroby wrzodowej
zotgdka u szczurow [51, 528, 547]. Dodatkowo w wyniku aplikacji ekstraktéw wodnych
obserwowano zmniejszenie wydzielania pepsyny i soku zotgdkowego w stopniu
porownywalnym z omeprazolem [528]. Jednak w Swietle wynikow uzyskanych w
niniejszej pracy oraz otrzymanych przez innych autoréw [317, 405, 584], w planowaniu
terapii nalezatoby uwzgledni¢ fakt, ze wyciggi wodne sg nieaktywne wobec
Helicobacter pylori. Jako ostaniajgce mogg wiec stanowi¢ element skojarzonego
leczenia wspomagajgcego, obejmujgcego leki o dziataniu bakteriobdjczym wobec tego
patogenu. Z drugiej strony, wiekszg skutecznoscig moze charakteryzowac sie terapia
prowadzona w uzyciem wyciggow alkoholowych Ilub wodno-alkoholowych,
wykazujgcych dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec Helicobacter pylori, co
potwierdzajg dane literaturowe [317, 611] oraz badania przeprowadzone w ramach
niniejszej pracy (tab.25)

Stosunkowo wysokg aktywnoscig przeciwdrobnoustojowg wobec Helicobacter
pylori na tle badanych wyciggéw, frakcji oraz zwigzkéw, wyrdzniaty sie 8-C-
glukozyloflawony - witeksyna i orientyna. Witeksyna ujawnita najsilniejsze dziatanie
bakteriobdjcze wobec H. pylorii, ktérego wartos¢ MBC wynosita 0,03 mg/ml. Natomiast
orientyna wykazywata dziatanie bakteriostatyczne w stezeniu 4-krotnie wyzszym (MIC
0,125 mg/ml). W badaniach in vitro udowodniono, ze zwigzki fenolowe, obecne w
wyciggach z nasion kozieradki posiadajg zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikéw oraz
ograniczenia uwalniania reaktywnych form tlenu (ROS) z btony sluzowej jelit, objetej
stanem zapalnym [305]. Ponadto zaburzajg aktywnos¢ ureazy i stymulujg niekorzystny
dla H. pylori wzrost kwasowosci $rodowiska [450]. Obserwowana aktywnos¢ ulega
nasileniu wraz ze wzrostem stezenia fenoli w ekstrakcie [451]. Zdolno$¢ hamowania
aktywnosci ureazy w badaniach in vitro ujawniono dla orientyny, witeksyny i jej 2"-O-
ramnozydu [429]. Natomiast badania szeregu frakcji wyciggu etanolowego z Piper
carpunya Ruiz & Pav. wykazaty, Zze najsilniejszg aktywnos$cig bakteriobdjczg wobec H.
pylori (MBC 6,25 ug/ml) charakteryzowata sie frakcja zawierajgca witeksyne,
izowiteksyne, 4"-O-metylo-2"-O-ramnozylowiteksyne i 4',7-di-O-metylowiteksyne obok
innych zwigzkéw o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych [443]. Autorzy sugeruja, ze

obserwowany efekt przeciwdrobnoustrojowy wynika bezposrednio z obecnosci
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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. Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa (MIC, MBC [mg/ml]) C-glikozyloflawonéw i trygoneliny.
Szczep bakterii diosgenina octan tigogeniny | sarsasapogenina | wyciag A wyciag B wyciag 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 - - - - - - x | x | x| x |625 625141252825
aeruginosa
Helicobacter pylori - 0,125 - 0,0625 - 0,0625 | 0,27 - - - 12,5 | 125 | 0,88 -
- nie badano

X - brak aktywnosci

Tab.25. Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa (MIC, MBC [mg/ml]), sapogenin steroidowych, wyciggdéw 70% metanolu (A), wodnego (B), metanolowego
(C) oraz frakcji wyciggu metanolowego (D) z nasion kozieradki
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zwigzkow flawonoidowych [443]. Wyniki niniejszej pracy po raz pierwszy wskazujg na
dziatanie bakteriobodjcze witeksyny wobec H. pylori.

Interesujgcg czescig badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej byta ocena
aktywnosci przeciwbakteryjnej sapogenin steroidowych wobec H. pylori. Analizowane
saponiny wykazaty dziatanie bakteriobéjcze na bardzo niskim poziomie warto$ci MBC
0,0625 mg/ml dla tigogeniny i sarsasapogeniny oraz MBC 0,125 mg/ml dla diosgeniny.
Otrzymane wyniki stanowig pierwsze doniesienia o aktywno$ci przeciwbakteryjnej
wobec Helicobacter pylori wymienionych sapogenin steroidowych. Badane aglikony
steroidowe réznig sie réwniez sitg hamujgcego wptywu na wzrost Helicobacter pylori:
wyznaczone wartosci MIC dla sarsasapogeniny i tigogeniny wynoszg 0,0625 mg/ml,

podczas gdy dla diosgeniny warto$¢ MIC jest dwukrotnie wyzsza i wynosi 0,125 mg/ml.

Obserwowano zroznicowang wrazliwo$¢ badanych szczepdw bakteryjnych na
dziatanie wyciggow i frakcji z nasion kozieradki oraz zwigzkéow wzorcowych. Wyciag
metanolowy (C) oraz frakcja wyciggu metanolowego (D) byly aktywne wobec wiekszej
liczby drobnoustrojéw (6 i 5, odpowiednio) w poréwnaniu do wyciggu 70% metanolu (A)
(3). W badaniach wobec uzytych szczepow bakterii Gramm(+) i Gramm(-) wyciag

wodny B byt nieaktywny (tab. 25).

Woyciag otrzymany z uzyciem 70% metanolu (A) byt aktywny, poza H. pylori,
jedynie wobec Salmonella enteritidis | Proteus vulgaris, ujawniajgc dziatanie
bakteriostatyczne z wartosciami 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) wyrézniata najwieksza
wrazliwos¢ na dziatanie ekstraktu A (tab. 25). Aktywnos¢ bakteriostatyczna wobec
wywotujgcego zakazenia uktadu moczowego szczepu P. wvulgaris byta zblizona do
aktywnosci wyciggu metanolowego (C) (MIC 1,6 mg/ml). Natomiast w stosunku do
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Eschericha coli i Pseudomonas aeruginosa
ekstrakt A byt nieaktywny (tab. 25).

Wycigg metanolowy (C) z nasion kozieradki ujawnit dziatanie bakteriostatyczne
wobec wszystkich badanych szczepdw bakteryjnych w zakresie warto$ci MIC od 1,6
mg/ml (P. vulgaris) do 12,5 mg/ml (H. pylori) (tab. 25). Wycigg C charakteryzowat sie
jako jedyny aktywnoscig bakteriobdjczg wobec H. pylori (MBC 12,5) sposrod badanych
wyciggow i frakcji z nasion kozieradki. Zaréwno w przypadku wyciggu 70% metanolu
(A), jak i wyciggu metanolowego (C) udowodniono, ze na obserwowane dziatanie

przeciwbakteryjne wobec P. vulgaris nie ma wptywu rozpuszczalnik - metanol, ktory w
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uzytym stezeniu 3,125% nie wykazywat aktywnosci bakteriostatycznej ani
bakteriobdjczej wobec badanego szczepu. Wobec S. aureus wycigg C ujawnit
aktywnos¢ bakteriostatyczng w stezeniu 3,125 mg/ml, natomiast bakteriobdjczg - w
stezeniu 6,25 mg/ml. Wartos¢ MIC wyznaczona dla wyciaggu C wobec H. pylori
wyniosta 12,5 mg/ml.

Analizowana frakcja wyciggu metanolowego z nasion kozieradki (D) ujawnita
aktywnosc¢ bakteriostatyczng, obok Helicobacter pylori, wobec Salmonella enteritica,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, a wyznaczone wartosci MIC wynosity od
14,25 mg/ml do 28,25 mg/ml, przy wielokrotnie nizszej wartosci MIC dla H. pylori (MIC
0,88 mg/ml). Wyjatek stanowi wywotujgcy ropne zakazenia skory szczep
Staphylococcus aureus, ktory byt najbardziej wrazliwym szczepem wobec frakcji D z
wartoscig MIC 0,44 mg/ml, dwukrotnie nizszg od MIC wobec H. pylori (0,88 mg/ml).
Uwzgledniajac wykazang aktywnosc¢ bakteriobdjczg wobec Staphylococcus aureus
badanych sapogenin (diosgeniny i tigogeniny - MBC 0,125 mg/ml) oraz C-
glikozyloflawonow (witeksyny, izowiteksyny, orientyny - MBC 0,03 mg/ml i wiceniny-3 -
MBC 0,25 mg/ml), najsilniejszy efekt przeciwdrobnoustrojowy frakcji wyciagu
metanolowego (D) spos$rod badanych wyciggdbw mozna wigza¢ z najwyzszg
zawartoscig tych zwigzkow we frakcji D. W Swietle uzyskanych wynikéw, sposréd
badanych drobnoustrojow, szczep Helicobacter pylori wykazuje najwiekszg wrazliwo$¢
na skfadniki badanej frakcji D w poréwnaniu do pozostatych badanych drobnoustrojow
(tab. 25).

Badane C-glikozyloflawony charakteryzowata aktywnos¢ bakteriostatyczna
obok H. pylori, w stosunku do trzech szczepdéw bakterii Gramm(-): Salmonella
enteritidis, Shigella flexneril (wywotujgcych niezyty przewodu pokarmowego),
Eschericha coli oraz wobec Gramm(+): Staphylococcus aureus (tab. 24).

Wartosci minimalnego stezenia hamujgcego dla mono-C-glukozyloflawonow
(orientyny, witeksyny i izowiteksyny) wobec Shigella flexneri byty identyczne i wynosity
0,0625 mg/ml, natomiast dla di-C-glikozydow (wiceniny-2 i wiceniny-3) - 0,125 mg/ml.

W zakresie aktywnosci wobec Salmonella enteritidis obserwowano, ze
orientyna i witeksyna (MIC 0,0625 mg/ml) dziataty dwukrotnie silniej niz izowiteksyna,
wicenina-2 i wicenina-3 (MIC 0,125 mg/ml) (tab. 24).

Szczep Escherichia coli charakteryzowata wieksza wrazliwos¢ na C-glikozydy
apigeniny, zawierajgce glukoze w pozycji C-6 (izowiteksyna i wicenina-3, MIC 0,0625
mg/ml) w poréwnaniu do zawierajgcych glukoze przy atomie wegla C-8 apigeniny

(witeksyna, wicenina-2, MIC 0,125 mg/ml). Nalezy podkresli¢, ze wyciagi A (70%
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metanolu), C (metanolowy) i frakcja D wyciggu metanolowego oraz sapogeniny nie
byty aktywne wobec tej bakterii.

Aktywnos¢ bakteriostatyczna badanych C-glikozydow flawonowych wobec
bakterii Gramm(+) - Staphylococcus aureus byta zblizona (MIC 0,125 mg/ml), z
wyjatkiem orientyny i izowiteksyny, ktore dziataty dwukrotnie silniej (MIC 0,0625
mg/ml). Orientyna, witeksyna, izowiteksyna i wicenina-3 ujawnity réwniez dziatanie
bakteriobdjcze wobec S. aureus. Warto§¢ MBC dla mono-C-glukozydéw apigeniny i
luteoliny wyniosta 0,125 mg/ml. Natomiast sposréd dwoch badanych di-C-glikozydow
apigeniny (wicenina-2, wicenina-3), jedynie 6-C-glukozylo-8-C-ksylozyd apigeniny
(wicenina-3) wykazywat dziatanie bakteriobojcze wobec S. aureus, dwukrotnie stabsze
w poréwnaniu do mono-C-glukozydow (MBC 0,25 mg/ml).

Dotychczas, dziatanie preciwdrobnoustrojowe witeksyny wyizolowanej z
Plagiomnium affine potwierdzono w stosunku do Proteus mirabilis [56]. Natomiast
orientyna w potgczeniu z witeksyng i flawonoidami wyizolowanymi z Ocimum sanctum
hamowata wzrost Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus cohnii,
Klebsiella pneumoniae, podczas gdy pojedyncze zwigzki charakteryzowata niska

aktywnosc [28].

Alkaloid trygonelina ujawnit dziatanie hamujgce wzrost Salmonella enteritidis,
Shigella flexneri oraz Staphylococcus aureus, a sita dziatania, wyrazona wartoscig MIC
ksztattowata sie nastepujgco: 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, ze trygonelina dodana do wyciggu wodnego z lisci Coffea
arabica, wraz z kofeing, kwasem kawowym i protokatechowym, znaczgco zwigksza site
dziatania przeciwko Streptococcus mutans [30]. Potwierdzono rowniez antybakteryjng
aktywnosc¢ alkaloidu m.in. wobec Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus

mirabilis, Klebsiella pneumoniae [628].

W toku badan ujawniono dziatanie przeciwdrobnoustrojowe sapogenin
steroidowych w stosunku do szczepéw Salmonella enteritidis, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus oraz Helicobacter pylori (tab. 25).

Diosgenina i sarsasapogenina charateryzujg sie dwukrotnie silniejszym
wptywem hamujgcym na wzrost bakterii Gramm(-): Shigella flexneril (MIC 0,0625
mg/ml) i Salmonella enteritidis (MIC 0,0625 mg/ml) w poréwnaniu do ich aktywnosci
wobec bakterii Gramm(+): Staphylococcus aureus (MIC 0,125 mg/ml). Ponadto
diosgenina i tigogenina ujawnity aktywnos¢ bakteriobdjczg wobec S. aureus (MBC 0,25

mg/ml i 0,125 mg/ml, odpowiednio). Tigogenina wykazata dwukrotnie silniejszg
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aktywnos¢ wobec Staphylococcus aureus (MIC 0,0625 mg/ml) oraz dwukrotnie stabszg
wobec Shigella flexneri i Salmonella enteritidis (MIC 0,125 mg/ml) w poréwnaniu do
diosgeniny i sarsasapogeniny.

Dotychczas brakuje doniesien literaturowych dotyczgcych aktywno$ci
przeciwbakteryjnej wolnych sapogenin steroidowych. W badaniu szeregu matryc
roslinnych udowodniono natomiast aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg ich
glikozydowych form - saponin steroidowych wobec réznych szczepow bakteryjnych
[150, 333, 334, 442, 615].

Otrzymane wyniki badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przetworéw z
Foenugraeci Semen oraz pojedynczych zwigzkéw chemicznych z grupy C-glikozydow
flawonowych oraz sapogenin steroidowych i alkaloidow potwierdzity, ze szczepem o
szczegolnej wrazliwosci na sktadniki nasion kozieradki jest Helicobater pylori. Po raz
pierwszy wskazano na aktywno$¢ hamujgcg wzrost H. pylori orientyny oraz

bakteriobdjczg witeksyny, diosgeniny, tigogeniny i sarsapogeniny.
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WYNIKI | WNIOSKI

Badaniami objeto nasiona kozieradki pospolitej Trigonella foenum-graecum L.
(Fabaceae) pochodzenia krajowego, otrzymane od trzech producentow (firmy
zielarskie Lewandowski, Flos, Kawon), ktérych skfad poréwnano w zakresie C-
glikozyloflawonéw i saponin steroidowych z surowcem pochodzenia tureckiego i
afrykanskiego. Natomiast w zakresie aktywnosci biologicznej oceniano efekt

cytotoksyczny i przeciwdrobnoustrojowy wyciggow i frakcji z nasion kozieradki.

1. Opracowano warunki analizy C-glikozyloflawondéw, optymalizujgc parametry
ekstrakcji tych zwigzkéw z surowca oraz warunki separacji metodami 1D LC i 2D
LC - LC-LC off-line/on-line, LCXLC off-line/on-line.

2. Wykazano, ze sposrod zastosowanych metod ekstrakcji (ekstrakcja w klasycznym
aparacie Soxhleta, ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja,
ekstrakcja z uzyciem mieszadta magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja
wspomagana mikrofalami, przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem)
najbardziej wydajnym byto wytrawianie z uzyciem mieszadta magnetycznego i
70% metanolu jako ekstrahentu (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C).

3. Zoptymalizowano parametry rozdzielen 1D HPLC C-glikozydoéw flawonowych oraz
izoflawondw stosujgc: kolumne Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym) oraz
elucje gradientowg o ztozonym profilu gradientu, obejmujgcym elucje izokratyczng
oraz liniowy wzrost stezenia 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-glikozyloflawonéw, 5 wzorcowych izoflawonéw oraz 15 C-
glikozyloflawondéw, stanowigcych zwigzki czynne wyciggu metanolowego z
Foenugraeci Semen. Wykazano, ze w warunkach rozdzieleh 1D HPLC nie jest
mozliwa separacja wszystkich zwigzkéw flawonoidowych zespotu nasion
kozieradki. Ponadto w surowcu krajowym nie wykazano obecnosci izoflawondw,

charakterystycznych dla niektorych nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego.

4. Opracowano systemy 2D LC - LC-LC off-line/on-line, LCxLC off-line/on-line,
umozliwiajgce rozdzielenie i identyfikacje zwigzkéw flawonoidowych, obecnych w

wyciggu metanolowym z nasion kozieradki pospolite;.
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Rozdzielenia w opracowanym systemie comprehensive (LCxLC) umozliwity
separacje 17 z 20 C-glikozyloflawonéw. Rozdzielenia w 'D prowadzono na
kolumnie Sphinx C-18-Phenyl (100 mm x 1 mm x 5 ym), natomiast w °D na
kolumnie Discovery HS C-18 (75 mm x 2,1 mm x 3 pym) z uzyciem elucji
gradientowej, charakteryzujgcej sie w 'D ziozonym profilem gradientu,
obejmujgcym elucje izokratyczng i liniowy wzrost stezenia mieszaniny
metanol:ACN:woda:TFA (330:40:80:0,45, v/v/v/v) od 43% do 90% w 0,1%
wodnym TFA (t¢ 47 minut), natomiast w D gradientem skokowym
obejmujgcym wzrost mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 v/Av/v) od 26% do
55% w 0,1% TFA. W systemie LCxLC on-line uzyto dzielnik strumienia
(stosunek 1:1), umozliwiajgcy obnizenie natezenia przeptywu fazy ruchomej
w %D (0,23 ml/min).

Catkowite rozdzielenie C-glikozyloflawonéw nasion kozieradki otrzymano, w
opracowanych warunkach separacji w systemie LC-LC off-ine - w 'D
systemu LC-LC rozdzielenie prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl
(100 mm x 1 mm x 5 ym) w warunkach elucji gradientowej, charakteryzujgcej
sie ztozonym profilem gradientu, obejmujgcym elucje izokratyczng oraz
liniowy wzrost stezenia od 40% do 60% mieszaniny rozpuszczalnikéw
metanol:woda: TFA (50:50:0,1, v/v/V) w 0,1% TFA (tc 15 minut), natomiast w
D C-glikozyloflawony obecne w 9 frakcjach otrzymanych z 'D rozdzielano
na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 pm) w eksperymentalnie
dobranych dla kazdej frakcji warunkach elucji izokratycznej i fazach
ruchomych o roéznych stezeniach mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1
v/v/v) w 0,1% TFA (20%, 23%, 30%, 32%, 35%, 45%, 50%).

W warunkach opracowanych metod analizy 1D LC oraz 2D LC (LC-LC off-
line, LCxLC off-line/on-line) z uzyciem detektoréw DAD oraz MS rozpoznano
w nasieniu kozieradki obecnos¢ nastepujgcych C-glikozyloflawonow:
witeksyny, izowiteksyny, orientyny, izoorientyny, wiceniny-1, wiceniny-2,
wiceniny-3, szaftozydu i izoszaftozydu, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu
apigeniny, di-C-(6/8)-pentozydoéw apigeniny, mono-C-glikozydu apigeniny,
estrow p-kumarowych witeksyny i izowiteksyny oraz estréw p-kumarowych
orientyny i izoorientyny. Obecnos¢ wiceniny-3 oraz izoszaftozydu ujawniono

wobec wzorcow w SUrowcu po raz pierwszy.

246



D. Opracowane metody 2D LC mogg by¢ przydatne w analizie sktadu
chemicznego nasion kozieradki r6znego pochodzenia oraz w identyfikacji C-

glikozyloflawonéw w innych matrycach roslinnych.

Do celéow analizy ilosciowej C-glikozyloflawonéw opracowano zwalidowang
metode LC-LC on-line, stanowigcg modyfikacje opracowanej metody LC-LC off-
line. W 'D i 2D stosowano kolumny Kinetex C-18 o tej samej dtugosci i réznej
$rednicy, odpowiednio: w 'D Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym) oraz w °D
Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 ym). Rozdzielenia w D prowadzono w
warunkach elucji gradientowej, zoptymalizowanych dla rozdzielen 1D HPLC
(ztozony profil gradientu, obejmujgcy elucje izokratyczng oraz liniowy wzrost
stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 16% do 70% w 0,1%
TFA - tg 70 minut). Natomiast separacje nierozdzielonego zespotu zwigzkow
flawonowych z 'D uzyskano w 2D w warunkach elucji izokratycznej przy stezeniu
23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1 viv/v) w 0,1% TFA.

Oznaczona zawartos¢ C-glikozyloflawondéw wynosita 14,409 £ 0,26 mg/g surowca.
Zwigzkami obecnymi w nasionach kozieradki w najwyzszym stezeniu byty:
izowiteksyna (zwigzek 8) (2,508 £ 0,50 mg/g), obok wiceniny-1 (zwigzek 2) (1,912
1 0,15 mg/g) oraz obecnej w nieco nizszym stezeniu witeksyny (zwigzek 6) (1,782
+ 0,09 mg/g). Natomiast w mniejszych ilosciach wystepowaty: izoorientyna
(zwigzek 3a) (1,307 £ 0,61 mg/qg), izoszaftozyd (zwigzek 4a) (1,120 £ 0,46 mg/g) i
orientyna (zwigzek 3b) (0,994 + 0,40 mg/g).

W oparciu o analizy LC-DAD-ESI-MS wykazano réznice jako$ciowe w zespotach
C-glikozydow flawonowych w surowcu krajowym w poréwnaniu do surowcow
pochodzenia afrykanskiego i tureckiego, w ktérych ujawniono obecnos¢ 4
dodatkowych zwigzkéw flawonowych, przypuszczalnie dwéch  di-C-(6/8)-

heksozyddéw apigeniny oraz dwoch di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydoéw apigeniny.

Opracowano warunki analizy zespotu saponin steroidowych w nasionach
kozieradki, optymalizujgc procedure ekstrakcji, hydrolizy kwasowej i separacji
metodg TLC 2z analiza densytometryczng sapogeniny - diosgeniny oraz
optymalizujgc warunki rozdzielen saponin steroidowych metodg HPLC w

sprzezeniu z detektorami ELSD i MS.

A. Analize diosgeniny metodg TLC prowadzono w wyciggu metanolowym,

otrzymanym w wyniku trojstopniowej, wyczerpujgcej ekstrakcji w aparacie
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Soxhleta, obejmujgcej kolejno eter naftowy, chloroform i metanol, ktéry
nastepnie poddano hydrolizie kwasowej z uzyciem 2M wodnego roztworu
kwasu siarkowego (VI) (2 h, temp. 80°C). Jako optymalne parametry separac;ji
zastosowano: ptytki chromatograficzne HPTLC Si 60 54, mieszanine
heptan:octan etylu (7:3, v/V) jako faze ruchomg oraz jako odczynnik
wywotujgcy roztwédr aldehydu anyzowego o zmodyfikowanym sktadzie.
Zawartos¢ diosgeniny oznaczona w surowcu krajowym w warunkach
zwalidowanej metody TLC wyniosta 0,12% - Lewandowski i Kawon oraz
0,13% - Flos.

Po raz pierwszy w separacji saponin steroidowych z nasienia kozieradki
metodg HPLC zastosowano dwie potgczone szeregowo kolumny Discovery C-
18 (150 mm x 2,1 mm x 3 ym). Rozdzielenia prowadzono z zastosowaniem
eksperymentalnie dobranego programu elucji gradientowej,
charakteryzujgcego sie liniowym wzrostem stezenia mieszaniny ACN:kwas
mrowkowy (99,9:0,1, v/v) od 20% do 100% w 0,1% kwasie mréwkowym (tg
90 minut).

W opracowanych warunkach analiz HPLC-ELSD-ESI-MS w badanym
materiale roslinnym zidentyfikowano w oparciu o otrzymane widma MS 26
saponin furostanowych, sposrod ktérych 24 przypisano struktury chemiczne
wczesniej identyfikowanych w Foenugraeci Semen zwigzkéw saponinowych,
w oparciu o zebrane dane literaturowe [253, 387, 416, 418, 605, 606].
Uwzgledniajgc otrzymane profile HPLC, wykazano, ze dominujgcymi
zwigzkami w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego sg: protodioscyna
(zwigzek 18) oraz trigoneozyd Vb (zwigzek 10). Natomiast w nizszych
stezeniach obecne sa: trigoneozyd IVa (zwigzek 15) i jego 25R-epimer -
glikozyd F (zwigzek 16), trigoneozyd Va (zwigzek 9) i protoneodioscyna
(zwigzek 17).

Zawartos¢ saponin steroidowych w surowcu krajowym oznaczona metodg
HPLC-ELSD wyniosta 0,14% i byta zblizona do zawartosci tych zwigzkow w
surowcu pochodzenia afrykanskiego i tureckiego (0,20%). Wykazano, ze w
badanym surowcu dominujg pochodne diosgeniny (A-5,25R-a-spirostan-3[3-
olu) i jamogeniny (A-5, 25S-a-spirostan-33-olu), z ktérych w wyniku hydrolizy

kwasowej uwalniana jest diosgenina. Zawarto$¢ saponin steroidowych
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8.

10.

oznaczona opracowang metodg HPLC-ELSD byta zblizona do zawartosci

diosgeniny oznaczonej w warunkach zwalidowanej metody TLC.

E. Nie wykazano istotnych roznic w zespole saponin steroidowych surowca

krajowego w poréwnaniu do surowca pochodzenia tureckiego i afrykanskiego.

Z uzyciem testu MTT i systemu RealTimeXCELLigence w czasie rzeczywistym
wykazano, ze najsilniejszg aktywnoscig cytotoksyczng wobec linii komoérkowych:
raka szyjki macicy Hela, gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz biataczki
limfoblastycznej MOLT-4, skorelowang z wysokg zawartoscig C-glikozyloflawonéw
i saponin steroidowych charakteryzowata sie otrzymana z wyciggu metanolowego
z nasion kozieradki frakcja D. W oparciu o przeprowadzone eksperymenty
biologiczne ujawniono, ze obserwowany efekt cytotoksyczny jest wynikiem indukcji
apoptozy, wzrostu aktywnosci kaspaz 3 i 7, zmian btonowego potencjatu
mitochondrialnego oraz wzrostu poziomu wolnych rodnikbw w komdrkach
nowotworowych. Stabszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowat sie wycigg
70% metanolu, natomiast najstabszg - wycigg wodny. Po raz pierwszy ujawniono
aktywnosc¢ cytotoksyczng jamogeniny oraz tigogeniny wobec linii komdrkowych
HelLa, SKOV-3 i MOLT-4 oraz diosgeniny wobec linii SKOV-3.

Potwierdzono aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg wyciggéw z nasion kozieradki
wobec Helicobacter pylori oraz ujawniono efekt bakteriobdjczy wybranych C-
glikozydéw flawonowych i sapogenin steroidowych, sposréd ktorych najsilniejszg
aktywnoscig bakteriobojczg wobec tego patogenu charakteryzowata sie witeksyna
(MBC 0,03 mg/ml). Aktywnos¢ bakteriobdjczg witeksyny wobec Helicobacter pylori

ujawniono po raz pierwszy.

W oparciu o przeprowadzone eksperymenty ujawniono dziatanie bakteriostatyczne
sapogenin steroidowych - tigogeniny i sarsasapogeniny oraz dziatanie

bakteriobdjcze tigogeniny wobec Staphylococcus aureus.

Uwzgledniajgc wykazany w surowcu krajowym brak izoflawonéw oraz oznaczong
niskg zawartos¢ diosgeniny, wydaje sie, ze Foenugraeci Semen pochodzenia
krajowego moze stanowi¢ bardziej bezpieczny surowiec w poréwnaniu do nasion
kozieradki pochodzenia azjatyckiego, w zakresie potencjalnego wptywu na

gospodarke hormonalng i poziomy hormondw piciowych.
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STRESZCZENIE

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) to jednoroczna
roslina zielna, wystepujgca na terenie Azji i basenu Morza Srédziemnego. Opisana w
hinduskiej Ayurwedzie pod nazwg methi, T. foenum-graecum od wiekow stosowana
jest w tradycyjnej medycynie azjatyckiej. Nasienie kozieradki (Foenugraeci Semen)
stanowi rowniez popularny surowiec leczniczy w krajach europejskich. Foenugraeci
Semen posiada monografie w Farmakopei Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej
i jest klasyfikowane jako surowiec $luzowy. Nasiona kozieradki stosowane sg
wewnetrznie jako $rodek odzywczy, wspomagajgcy trawienie i leczniczy w
schorzeniach przewodu pokarmowego, chorobie wrzodowej Zzotgdka, stanach
zapalnych oraz pomocniczo w terapii cukrzycy jako obnizajgce poziom cukru we Krwi.
Natomiast zewnetrznie surowiec stosowany jest w postaci kataplazméw na trudno
gojgce sie rany oraz stany zapalne skory i tkanki podskornej. Obecnie nasienie
kozieradki jest sktadnikiem coraz wiekszej liczby suplementow diety dostepnych na
krajowym rynku produktéw roslinnych, stosowanych jako pomocnicze w terapii
cukrzycy, tragdziku oraz jako wzmacniajgce organizm.

Nasiona kozieradki zawierajg szereg grup metabolitéw wtornych, wsrod ktérych,
obok polisacharydéw, dominujgcymi sg C-glikozydy flawonowe oraz saponiny
steroidowe, warunkujgce wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczng surowca - m.in.
przeciwzapalng, przeciwcukrzycowa, przeciwdrobnoustrojowg oraz
przeciwnowotworowg. Jakkolwiek, cho¢ udowodniono zaleznos¢ sktadu chemicznego
od warunkéw wzrostu i uprawy kozieradki pospolitej, dotychczas badano wytgcznie
sktad chemiczny surowca pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego. W ciggu ostatnich
50-ciu lat ukazata sie tylko jedna publikacja (1971) potwierdzajgca obecnos¢ 4 C-
glikozyloflawonéw w surowcu pochodzenia krajowego. Biorgc pod uwage
wielokierunkowg aktywnosé C-glikozydow flawonowych oraz saponin steroidowych (w
tym niewyjasniony w pemni wptyw na gospodarke hormonalng cztowieka w zakresie
hormondow piciowych), rosngce zainteresowanie nasionami kozieradki (ponad 1000
publikacji w latach 2011-16) oraz ich wzrastajgcg popularnosé¢ jako skfadnika
suplementéow diety, uznano za celowe badania nad zwigzkami czynnymi surowca
krajowego oraz jego aktywnoscig biologiczna.

W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki analizy fitochemicznej
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego oraz C-glikozydéw flawonowych i saponin

steroidowych jako skfadnikéw surowca. Ponadto przedstawiono wyniki badan
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aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwdrobnoustrojowej surowca oraz zawartych
w nim zwigzkéw czynnych.

Rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. CzesS¢ pierwsza
obejmuje aktualny stan wiedzy na temat skfadu chemicznego i aktywnosci biologicznej
nasion kozieradki pospolitej oraz wykorzystania dwuwymiarowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w analizie zwigzkow flawonoidowych w matrycach roslinnych.
W drugiej czesci rozprawy przedstawiono metodologie prowadzonych badan.
Natomiast czes¢ trzecig dysertacji stanowi omowienie otrzymanych wynikow analizy
fitochemicznej oraz oceny aktywnosci biologiczne;j.

Cel pracy stanowita jakosciowa i ilosciowa analiza nasienia kozieradki
pochodzenia krajowego, w zakresie C-glikozydéw flawonowych, izoflawonéw oraz
saponin steroidowych wraz z oceng aktywnosci biologicznej surowca oraz zawartych w
nim zwigzkéw czynnych.

Do badan przeznaczono nasiona kozieradki, otrzymane od trzech producentéow
- firmy zielarskie Lewandowski, Flos i Kawon. Dla celéw analizy poréwnawczej
wykorzystano nasiona kozieradki pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego.

W rezultacie przeprowadzonej analizy fitochemicznej opracowano i
zoptymalizowano szereg metod chromatograficznych oraz procedur ekstrakgcji
badanych zwigzkow czynnych z surowca.

Oceniono wydajnos¢ wytrawiania C-glikozydow flawonowych z uzyciem
nastepujgcych technik ekstrakcyjnych: ekstrakcja w klasycznym aparacie Soxhleta,
ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja, ekstrakcja z uzyciem
mieszadta magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem. Stosowano zmienne parametry procesu
(rodzaj rozpuszczalnika, czas, temperatura, moc, ilo$¢ cykli). Zawartos¢ C-
glikozyloflawonéw w badanych ekstraktach oznaczono z uzyciem opracowanej i
zwalidowanej metody HPLC-DAD jako sume, w przeliczeniu na apigenine i luteoline.
Ujawniono réznice w profilach C-glikozydow flawonowych w otrzymanych ekstraktach,
w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika. Sposréd testowanych ekstrahentow
najbardziej wydajnym byt 70% metanol. Ponadto ujawniono roznice w zawartosci
badanych zwigzkéw w zaleznosci od stosowanej procedury wytrawiania. Wykazano, ze
wydajnos¢ ekstrakcji C-glikozydéw flawonowych w automatycznym aparacie Soxhleta
(25 cykli) jest zblizona do wydajnosci ekstrakcji w klasycznym aparacie Soxhleta.
Ponadto ujawniono, ze w trakcie wytrawiania C-glikozyloflawonéw 70% metanolem w
procesie sonikacji, stezenie badanych zwigzkéw w otrzymanym wyciggu wzrasta do
30. minuty, a nastepnie niezaleznie od wydtuzenia czasu trwania procesu, utrzymuje

sie na statym poziomie i jest nizsze niz w wyciggu otrzymanym w rezultacie trzykrotnej
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sonikacji surowca z uzyciem 70% metanolu. Udowodniono, ze niezaleznie od czasu
trwania ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE), wydajnos¢ procesu jest zblizona.
Natomiast znaczgce réznice w zawartosci C-glikozyloflawonéw obserwowano w
wyciggach otrzymanych w wyniku przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem.
Ponadto ujawniono i poddano dyskusji problemy analityczne zwigzane =z
zastosowaniem tej techniki oraz 70% metanolu w odniesieniu do Foenugraeci Semen.
Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentow wykazano, ze najbardziej
wydajnym byto wytrawianie z uzyciem mieszadta magnetycznego i 70% metanolu jako
ekstrahentu (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C).

Analize C-glikozydow flawonowych w wyciggach z nasienia kozieradki
prowadzono z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej (TLC, 2D TLC) oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (1D HPLC, 2D HPLC: LC-LC, LCxLC).
Separacje badanych zwigzkéw metodg TLC prowadzono na ptytkach HPTLC RP-18W
Fas4s z Uuzyciem mieszaniny metanol:woda:kwas mrowkowy (40:60:6, v/v/v) jako fazy
ruchomej. Ujawniono obecno$¢ 9 zwigzkdw i potwierdzono wystepowanie w badanym
surowcu witeksyny, izowiteksyny oraz izoorientyny. Natomiast na chromatogramie
otrzymanym w rezultacie separacji 2D TLC z uzyciem mieszaniny butanol:woda:kwas
octowy (BAW) (3:1:1, vAv/v) (I kierunek) oraz 15% kwasu octowego (Il kierunek) na
ptytkach pokrytych celulozg obserwowano 6 plam flawonéw oraz 4 plamy innych

zwigzkow, przypuszczalnie fenolokwaséw.

Opracowano metode 1D HPLC-DAD-ESI-MS rozdzielenia sktadnikéw zespotu
C-glikozyloflawonéw w wyciggu metanolowym z nasion Kkozieradki pospolitej,
optymalizujgc faze stacjonarng, faze ruchomg oraz profil elucji gradientowej. Najlepsze
rozdzielenie badanych zwigzkéw, w formie 15 pikdw, otrzymano na kolumnie Kinetex
C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 ym), w warunkach elucji gradientowej o profilu
ztozonym, obejmujgcym liniowy wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, viW/v) w 0,1% wodnym TFA oraz elucje izokratyczng, w zakresie stezen
16%-70% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, viv/v) w 0,1% wodnym TFA (tg 70
minut). Potwierdzono obecnos$¢: witeksyny, izowiteksyny, wiceniny-1, wiceniny-2,
wiceniny-3, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu, estrow p-kumarowych
witeksyny/izowiteksyny i orientyny/izoorientyny oraz 5 nieznanych zwigzkdw,
przypuszczalnie di-C-(6/8)-pentozydéw apigeniny. Obecnos¢ wiceniny-3 w nasieniu
kozieradki ujawniono po raz pierwszy. W opracowanych warunkach separacji 1D HPLC
koelucji ulegaty: orientyna i izoorientyna oraz szaftozyd i izoszaftozyd. Dodatkowo w

widmach ESI-MS wzorcowych orientyny i izoorientyny obserwowano rdznice w
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intensywnosci sygnatow 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 réznice mogg utatwia¢ identyfikacje
orientyny i izoorientyny w matrycach roslinnych ré6znego pochodzenia.

Z uwagi na brak separacji w warunkach 1D HPLC wzorcowych mono-C-
glukozydow luteoliny (orientyna i izoorientyna) oraz di-C-(6/8)- glukozylo-arabinozyddw
apigeniny (szaftozyd i izoszaftozyd), kolejny etap pracy stanowito opracowanie
warunkéw rozdzielen C-glikozyloflawonéw w wyciggu metanolowym z nasienia
kozieradki z uzyciem dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D
LC) oraz technik: heart-cutting (LC-LC) i comprehensive (LCxLC), w trybach off-line i
on-line.

Poczatkowo opracowano warunki rozdzielenia badanych zwigzkéw metodg LC-
LC off-line, stosujgc w pierwszym wymiarze kolumne Sphinx C-18-Phenyl oraz elucje
gradientowg o profilu gradientu ztozonym, obejmujgcym liniowy wzrost stezenia
mieszaniny metanol:woda: TFA (50:50:0,1, v/v/v) od 40% do 60% w 0,1% wodnym TFA
w ciggu pierwszych 5 minut, a nastepnie elucje izokratyczng przy stezeniu 60%
mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/iv/v) w 0,1% wodnym TFA przez kolejne
10 minut (tg 15 minut) przy predkosci przeptywu 0,05 ml/min. W rezultacie z kolumny
'D zebrano 9 frakcji (I-1X), ktérych sktadniki nastepnie rozdzielono w 2D na kolumnie
Kinetex C-18 w warunkach elucji izokratycznej z uzyciem faz ruchomych,
eksperymentalnie dobranych dla kazdej frakcji 'D, o réznym stezeniu mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% wodnym TFA: frakcje | i Il - 32%, frakcja Ill -
20%, 23%, 32%, frakcja IV - 30%, frakcje V-VII - 35%, frakcja VIII - 45%, frakcja IX -
50%. W opracowanych warunkach otrzymano rozdzielenie wszystkich C-glikozydow
flawonowych wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pochodzenia krajowego, w
tym izomerow: orientyny - izoorientyny oraz szaftozydu - izoszaftozydu. Obecnos$c
izoszaftozydu w surowcu ujawniono po raz pierwszy.

Kolejny etap prac stanowito opracowanie warunkéw separacji badanych
zwigzkéw metodg comprehensive off-line. W 'D uzyto kolumne Sphinx C-18-Phenyl. W
rezultacie optymalizacji kompozycji fazy ruchomej oraz profilu gradientu, najlepsze
rozdzielenie uzyskano w warunkach elucji gradientowej, obejmujgcej elucje
izokratyczng przy stezeniu 43% (i 0-1,2 min) mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA
(330:40:80:0,45 v/\v/v/v) w 0,1% TFA, a nastepnie liniowy wzrost jej stezenia od 43%
do 90% w czasie tg 1,2-47 minut (tc 47 min) przy predkosci przeptywu 0,017 ml/min.
Otrzymany profil 'D LCXLC off-line byt zblizony do profilu 'D LC-LC. Badany wyciag
podzielono na 12 frakcji (I'-XII'), sposrod ktérych 9 odpowiadato frakcjom uzyskanym w

systemie LC-LC, natomiast 3 pozostate frakcje dodano aby spetni¢ podstawowe
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zatozenie techniki comprehensive o rozdzieleniu w D catego eluatu z 'D. W D
wykorzystano kolumne Discovery HS C-18 zamiast stosowanej w systemie LC-LC
kolumny Kinetex, uwzgledniajgc jej mniejszg dtugos¢ przy zblizonej Srednicy,
umozliwiajgcg utrzymanie profilu rozdzielenia skiadnikéw kazdej frakcji 'D w 2D.
Sktadniki frakcji I'-XII' rozdzielano w °D w warunkach elucji izokratycznej,
eksperymentalnie dobranych dla kazdej frakcji 'D o nieznacznie zmodyfikowanych w
odniesieniu do *D systemu LC-LC stezeniach mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,
v/v/v) w 0,1% wodnym TFA: frakcja I' - 26%, frakcja II' - 30%, frakcja llI' - 32%, frakcje
V', V', VII' - 35%, frakcja VI' - 36%, frakcje VIII"ilX' - 38%, frakcje X' iXI' - 50%, frakcja
XII" - 55%.

Opracowano w petni automatyczng metode comprehensive on-line (LCxLC)
separacji C-glikozydow flawonowych nasienia kozieradki. Uzyto tych samych kolumn,
ktére stosowano w systemie LCxXLC off-line oraz tego samego programu elucji
gradientowej w 'D. Natomiast w 2D opracowane warunki separacji C-glikozyloflawonéw
potgczono w gradient o profilu skokowym, w ktorym pojedynczy skok obejmowat
separacje zwigzkow poszczegolnych frakcji w warunkach elucji izokratycznej. Dobrany
eksperymentalnie czas modulacji byt zmienny i wynosit: frakcja I' — 2,7 min, frakcja Il' —
2,1 min, frakcja IlI' = 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. Separacje HPLC w 'D prowadzono w
sprzezeniu z detektorem DAD, natomiast w D w sprzezeniu z detektorami DAD i MS.
W rezultacie w opracowanych warunkach metody LCxLC on-line, otrzymano
rozdzielenie wszystkich C-glikozyloflawonow, z wyjatkiem szaftozydu i izoszaftozydu,
ktore ulegaty koelucji. Udowodniono, ze czas konieczny dla otrzymania ich separacji
wynosi minimum 25 min, dlatego rozdzielenie szaftozydu i izoszaftozydu jest mozliwe
jedynie warunkach opracowanej metody LC-LC off-line.

Kolejny etap prac stanowito opracowanie zwalidowanej metody LC-LC-DAD
on-line analizy ilosciowej C-glikozydéw flawonowych nasienia kozieradki. W
zoptymalizowanych warunkach rozdzielen 1D HPLC oznaczono zawarto$¢ 11
zwigzkow, z wyjgtkiem orientyny, izoorientyny, szaftozydu i izoszaftozydu, ktore
zebrano w formie pojedynczej frakcji, a nastepnie rozdzielono w D na kolumnie
Kinetex C-18 przy stezeniu 23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/V) w 0,1%
TFA. Opracowang metode LC-LC-DAD on-line wykorzystano do oznaczenia
zawartosci C-glikozydéw flawonowych w roéznych wyciggach z nasienia kozieradki
pochodzenia polskiego: 70% metanolu, wodnym oraz frakcji wyciggu metanolowego.

Z uzyciem opracowanych metod HPLC-DAD-ESI-MS and LC-LC-DAD-ESI-MS

ujawniono roznice w profilach HPLC C-glikozyloflawonéw w nasionach kozieradki
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pochodzenia tureckiego i afrykanskiego, w poréwnaniu do surowca pochodzenia
krajowego. W Foenugraeci Semen pochodzenia tureckiego i afrykanskiego ujawniono
wystepowanie 4 dodatkowych C-glikozyloflawonéw, przypuszczalnie dwoch di-C-(6/8)-
heksozylo-pentozydéw apigeniny oraz dwodch di-C-(6/8)-heksozyddéw apigeniny.
Ponadto w rezultacie rozdzielenia badanych zwigzkéw w wyciggach metanolowych z
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego oraz afrykanskiego z uzyciem
opracowanej metody LC-LC-DAD-ESI-MS ujawniono, ze profile orientyny, izoorientyny,
szaftozydu i izoszaftozydu sg zblizone, a dominujgcym zwigzkiem jest izoszaftozyd,
obok szaftozydu i orientyny, wystepujgcych w mniejszych ilosciach, podczas gdy
stezenie izoorientyny jest znaczaco nizsze. Natomiast w nasionach Kkozieradki
pochodzenia tureckiego, mono-C-glukozydy luteoliny (orientyna i izoorientyna)
stanowity zwigzki dominujgce, podczas gdy szaftozyd i izoszaftozyd wystepowaty w

niskich stezeniach.

Poniewaz wedlug danych literaturowych, nasiona kozieradki zawierajg
naturalne fitoestrogeny - izoflawony, przeprowadzono analize tych zwigzkéw w
warunkach opracowanej metody 1D HPLC-DAD-ESI-MS, wobec 5 zwigzkow
wzorcowych. Nie wykazano obecnosci izoflawonéw w wyciggu metanolowym z
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego, co istotnie rozni badany materiat roslinny

od niektorych nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego.

W analizie zespotu saponin steroidowych wykorzystano chromatografie
cienkowarstwowg (TLC, 2D TLC) oraz wysokosprawng chromatografie cieczowg
(HPLC) w sprzezeniu z laserowym detektorem Swiatta rozproszonego (ELSD) oraz

spektrometrem mas (MS).

Z uzyciem TLC, 2D TLC oraz TLC z gradientem fazy stacjonarnej, ujawniono
obecno$¢ zespotu saponin furostanowych w surowcu pochodzenia krajowego
(derywatyzacja odczynnikiem Ehrlicha). Najlepsze rozdzielenie badanych zwigzkéw
otrzymano na ptytkach chromatograficznych HPTLC Si60 F,54 z uzyciem mieszaniny
chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/A/v) jako fazy ruchomej. Na
otrzymanym chromatogramie TLC obserwowano 9 pasm saponin furostanowych.

Zoptymalizowano warunki oznaczenia ilosciowego diosgeniny po hydrolizie
kwasowej w nasieniu kozieradki, w zakresie warunkéw ekstrakcji, hydrolizy kwasowej,
separacji TLC (faza stacjonarna, faza ruchoma, odczynnik wywotujgcy) oraz analizy

densytometrycznej. Udowodniono, ze najbardziej wydajng metodg wytrawiania jest
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trojstopniowa, wyczerpujgca ekstrakcja w aparacie Soxhleta z uzyciem kolejno eteru
naftowego, chloroformu oraz metanolu, a nastepnie hydroliza kwasowa wyciggu
metanolowego z uzyciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI) (temp. 80°C, 2
h). Najlepsze rozdzielenie TLC otrzymano na ptytkach chromatograficznych HPTLC
Si60 Fs4 z uzyciem mieszaniny heptan:octan etylu (7:3, v/v) jako fazy ruchomej, w
automatycznej komorze chromatograficznej ADC2, w temperaturze 22+2°C oraz statej
wilgotnosci 47% (nasycony roztwér tiocyjanianiu potasu). Otrzymane chromatogramy
TLC poddano wizualizacji z uzyciem zmodyfikowanego roztworu aldehydu anyzowego
Opracowang metode zwalidowano i wykorzystano do oznaczenia zawartosci
diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego,
otrzymanych od trzech producentéw: Lewandowski (0,12%), Kawon (0,12%) i Flos
(0,13%).

Opracowano metode HPLC-ELSD-ESI-MS analizy jakosciowej i ilosciowej
saponin steroidowych w wyciggu metanolowym z nasion kozieradki pospolitej.
Rozdzielenia prowadzono na dwoch potgczonych szeregowo kolumnach Discovery C-
18 (150 mm x 2,1 mm x 3 ym) w warunkach elucji gradientowej, obejmujgcej liniowy
wzrost stezenia ACN od 20% do 100% w 0,1% kwasie mrowkowym (tg 90 minut, profil
gradientu liniowo-skokowy). Otrzymano separacje sktadnikébw zespotu saponin
steroidowych w formie 13 pikow.

Nie wykazano réznic w profilu HPLC-ELSD-ESI-MS saponin steroidowych
wyciggu metanolowego z surowca w porownaniu do wyciggu etanolowego. Dlatego
wykluczono obecnosc¢ artefaktéw - 22-metoksy pochodnych saponin.

Z uzyciem detektora masowego ujawniono obecnos¢ 26 saponin steroidowych
w badanym surowcu, sposréd ktérych 24 wstepnie zidentyfikowano w oparciu o
otrzymane dane spektralne i chromatograficzne (wartoéci tr, m/z), przypisujgc im
struktury zwigzkdw, rozpoznanych wczesniej w nasieniu kozieradki pospolitej. Ponadto
nie wykazano istotnych réznic w profilach badanych zwigzkéw w surowcach
pochodzenia tureckiego i afrykanskiego w porédwnaniu do nasion kozieradki
pochodzenia krajowego. Dominujgcymi zwigzkami byty protodioscyna oraz trigoneozyd
Vb. Trigoneozyd IVa i jego 25-epimer - glikozyd F, trigoneozyd Va oraz trigonellozyd C
(protoneodioscyna) byly obecne w nizszych stezeniach. Wymienione zwigzki sag
pochodnymi diosgeniny (protodioscyna, trigoneozyd Vb, glikozyd F) i jamogeniny
(trigonellozyd C, trigoneozyd IVa, trigoneozyd Va) i stanowig zrédito diosgeniny,
uwalnianej w wyniku hydrolizy kwasowej, poniewaz izomery 25S i 25R ulegajg

epimeryzacji. Jamogenina w $rodowisku kwasnym moze ulegaé przeksztatceniu do
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diosgeniny. Otrzymane profile HPLC saponin steroidowych w Foenugraeci Semen
réznig sie of profili HPLC i UPLC opisanych w literaturze.

Kolejny krok stanowito opracowanie zwalidowanej metody HPLC-ELSD
oznaczenia ilosciowego saponin steroidowych w badanym materiale roslinnym.
Zawartos¢ saponin, w przeliczeniu na protodioscyne, oznaczono w wyciggach: 70%
metanolu (163,182+11,03 pg), wodnym (63,134+8,14 pg) oraz frakcji wyciggu
metanolowego (163,182+11,3 ug) z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia
krajowego. Ponadto, oznaczono zawarto$¢ saponin steroidowych w surowcach

pochodzenia tureckiego i afrykanskiego (0,20 %).

Ocene aktywnosci biologicznej nasion kozieradki pochodzenia krajowego
przeprowadzono w zakresie aktywnos$ci cytotoksycznej oraz przeciwdrobnoustrojowe;j.
Do badan przeznaczono rézne wyciagi z surowca - wodno-alkoholowy, wodny i frakcje
wyciggu metanolowego oraz wybrane zwigzki czynne z grupy C-glikozydéw

flawonowych, sapogenin steroidowych oraz alkaloidow.

Aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktow z Foenugraeci Semen oraz pojedynczych
zwigzkow czynnych oceniano wobec linii komorkowych: ludzkiego raka szyjki macicy
Hela, ludzkiego gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz ludzkiej biataczki limfoblastyczne;j
MOLT-4. Jak kontrole wykorzystano linie komérkowg ludzkich keratynocytow HaCaT.
Badania prowadzono w uzyciem testu MTT oraz systemu RealTimeXCELLigence
(RTCA). System RTCA zastosowano w ocenie aktywnosci cytotoksycznej Foenugraeci
Semen po raz pierwszy.

Najsilniejszg aktywnos¢ cytotoksyczng ujawnita frakcja wyciggu metanolowego
(D), dla ktorej oznaczone wartosci ICs, wyniosty odpowiednio: wobec Hela 3,91 £ 0,03
pg/ml (MTT) i 3,99 + 0,26 pg/ml (RTCA), wobec linii SKOV-3 3,97 + 0,07 pg/ml (MTT) i
2,26 £ 0,78 pg/ml (RTCA) oraz wobec linii MOLT-4 7,75 + 0,37 pyg/ml (MTT). Wyciag
wodno-alkoholowy wykazywat stabszg aktywnos¢ wobec badanych linii komdrkowych,
z oznaczonymi wartosciami 1Csy: wobec Hela 13,47 + 0,62 ug/ml (MTT) i 9,65 + 0,78
pug/ml (RTCA), wobec SKOV-3 10,34 £ 0,16 pug/ml (MTT) i 7,73 £ 0,1 pg/ml (RTCA)
oraz wobec MOLT-4 16,18 £ 1,14 ug/ml (MTT), odpowiednio. Najstabszg aktywno$¢
ujawnit wycigg wodny, a oznaczone wartosci 1Csq wyniosty: wobec HelLa 17,43 + 0,3
(MTT) i 31,45 + 0,21 pg/ml (RTCA), wobec SKOV-3 16,68 + 0,6 ug/ml (MTT) i 26,4 +
0,71 pg/ml (RTCA) oraz wobec MOLT-4 26,55 = 0,07 pg/ml (MTT), odpowiednio.
Natomiast wycigg metanolowy byt nieaktywny.

Sposréd badanych zwigzkéw czynnych, znaczgcg aktywnosé cytotoksyczng

wobec badanych linii komdérkowych ujawnity sapogeniny steroidowe, podczas gdy C-
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glikozydy flawonowe oraz trygonelina byly nieaktywne. Otrzymane wyniki stanowig
pierwsze doniesienia dotyczgce aktywnosci proapoptotycznej jamogeniny, tigogeniny
wobec wszystkich badanych linii komérkowych oraz pierwsze doniesienie o aktywnosci
proapoptotycznej diosgeniny wobec linii gruczolakoraka jajnika SKOV-3. Oznaczone
wartosci 1Cso badanych sapogenin wobec linii raka szyjki macicy HelLa wyniosty
odpowiednio: jamogenina - 16,5 + 0,59 ug/ml (MTT) i 19,6 £ 1,41 pg/ml (RTCA),
diosgenina - 16,3 + 0,26 pug/ml (MTT) i 28,0 £ 2,40 ug/ml (RTCA), tigogenina 35,6 *
3,69 pg/ml (MTT) i 25,1 = 0,12 ug/ml (RTCA). Wobec linii komoérek gruczolakoraka
jajnika SKOV-3 badane sapogeniny ujawnity zblizong aktywnos$¢ z wyznaczonymi
wartosciami 1Cs, odpowiednio: jamogenina - 16,7 + 0,08 pg/ml (MTT) i 23,9 + 1,48
pg/ml (RTCA), diosgenina - 19,3 + 0,97 pyg/ml (MTT) i 16,9 + 2,89 ug/ml (RTCA),
esmilagenina - 17,96 + 1,29 ug/ml (MTT), tigogenina - 28,3 + 3,46 pg/ml (RTCA) oraz >
50 pg/ml (MTT).

Poniewaz najsilniejszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowata sie frakcja
wyciggu metanolowego (D), kolejny etap prac stanowity badania mechanizméw
aktywnosci proapoptotycznej frakcji D wobec linii komorek HeLa i SKOV-3. Oznaczono
procent komérek apoptotycznych, ktéry w komérkach SKOV-3 wynosit 50% przy
stezeniu badanej frakcji D 10 pg, natomiast w komorkach HelLa - 50% przy stezeniu
100 pg badanej frakcji D. Linia komérkowa SKOV-3 charakteryzowata sie wiekszg
wrazliwoscig na skfadniki frakcji D.

Analiza aktywnosci kaspaz 3 i 7 ujawnita ich zaangazowanie w proces smierci
komodrek nowotworowych pod wptywem sktadnikow frakcji D, co potwierdza indukcje
apoptozy w komaérkach linii HeLa i SKOV-3.

W rezultacie badan zmian btonowego potencjatu mitochondrialnego w
komorkach linii HeLa i SKOV-3 po 12 godzinach inkubacji z réoznymi stezeniami
badanej frakcji D obserwowano zalezne od dawki zmiany potencjatu btony
mitochondrialnej w hodowli komérek SKOV-3, co potwierdza zaangazowanie
wewnetrznego szlaku indukcji apoptozy w $mier¢ komérek gruczolakoraka jajnika
SKOV-3 pod wptywem frakcji D. Natomiast w hodowli komorek Hela nie obserwowano
zmian btonowego potencjatu mitochondrialnego.

Otrzymane wyniki pomiaru zmian poziomu wolnych rodnikéw (ROS) ujawnity,
ze w rezultacie inkubacji z frakcjg D poziom ROS wzrasta, co jest zwigzane z
wystepowaniem stresu oksydacyjnego, ktory moze prowadzi¢ do indukcji kaspazy-12 i

wewnetrznego szlaku apoptozy.

Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyciggdw z nasiona kozieradki

pospolitej oraz wybranych zwigzkéw czynnych prowadzono wobec szeregu szczepow
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bakteryjnych. Udowodniono, ze szczepem o najwiekszej wrazliwosci na przetwory z
Foenugraeci Semen oraz pojedyncze metabolity wtorne — sktadniki chemiczne
surowca byt Helicobacter pylori, z najnizszg wartoscig MBC 0,27 mg/ml dla wyciggu
wodno-alkoholowego. Wycigg wodny byt nieaktywny. Otrzymane wyniki wskazujg, ze w
celu efektywnego wspierania terapii choroby wrzodowej, przebiegajgcej z zakazeniem
H. pylori, wskazane jest stosowanie wyciggdw wodno-alkoholowych lub alkoholowych,
posiadajgcych aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec patogenu. Natomiast wyciggi
wodne mogg petni¢ role pomocniczg jako przeciwzapalne i utatwiajgce gojenie niszy
wrzodowej. Sposrod badanych zwigzkdéw czynnych, witeksyna ujawnita najsilniejszg
aktywnosc¢ bakteriobdjczg wobec H. pylori, z wartoscig MBC 0,03 mg/ml, obok
sapogenin steroidowych, dla ktérych wartosci MBC wyniosty odpowiednio: 0,0625
mg/ml (tigogenina i sarsasapogenina) oraz 0,125 mg/ml (diosgenina). Natomiast
orientyna ujawnita jedynie efekt bakteriostatyczny, a oznaczona warto$¢ MIC wyniosta
0,125 mg/ml.

W rezultacie przeprowadzonych badan rozpoznano sktad chemiczny surowca
krajowego w zakresie C-glikozydow flawonowych i saponin steroidowych.

Opracowane metody 2D LC mogg by¢ przydatne w analizie sktadu
chemicznego nasion kozieradki roéznego pochodzenia oraz w identyfikacji C-
glikozyloflawonéw w innych matrycach roslinnych.

Uwzgledniajgc wykazany w surowcu krajowym brak izoflawonéw oraz
oznaczong niskg zawarto$¢ diosgeniny, wydaje sie, ze Foenugraeci Semen
pochodzenia krajowego moze stanowi¢ bardziej bezpieczny surowiec w poréwnaniu do
nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego, w zakresie potencjalnego wptywu na

gospodarke hormonalng i poziomy hormondw ptciowych.
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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 Fos4s 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/A/Vv) (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 ym) under the gradient elution according to program |, comprising the linear
increase of concentration of the mixture ACN:water:TFA (50:50:0,1, vAW/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, vAv/v) in the 0.1% aqueous TFA for next 10
minutes (g 15 minutes) at flow rate 0.05 ml/min. As a result of first-dimensional
separation the extract was divided into nine fractions (I-1X), 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 | and Il - 32%,
fraction Il - 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 vA/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 'D LCxLC off-line profile was similar to the in 'D 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 D 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 ?D. Ingredients of

fractions I'-XIlI' were separated under experimentally assorted isocratic elution

263



conditions and some additional modifications in the concentration of 2D mobile phase
(mixture ACN:water:TFA 50:50:0.1, vAv/v in 0.1% aqueous TFA) were made: fraction I' -
26%, fraction II' - 30%, fraction Ill' - 32%, fractions V', 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 'D 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, vAv/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 F,s4 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 F.s4 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 pym) 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 (tg, 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 1Va, 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 pg), aqueous (63.134+8.14 pg) and the fraction from methanol extract
(163.182+11.03 pg) 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 ICs, values were as follows: against HeLa 3.91 + 0.03 pg/ml (MTT) and
3.99 + 0.26 pg/ml (RTCA), against SKOV-3 3.97 + 0.07 pg/ml (MTT) and 2.26 + 0.78
pg/ml (RTCA) and against MOLT-4 7.75 £ 0.37 pg/ml (MTT). The alcohol-aqueous
extract (A) revealed moderate cytotoxic activity with the ICsy values: against Hela
13.47 £ 0.62 ug/ml (MTT) and 9.65 + 0.78 ug/ml (RTCA), against SKOV-3 10.34 +
0.16 pg/ml (MTT) i 7.73 £ 0.1 pg/ml (RTCA) and against MOLT-4 16.18 + 1.14 pg/ml
(MTT). The weakest activity was observed for the aqueous extract, prepared in a form
of infusion (B), for which obtained ICs, values were : against HeLa 17.43 + 0.3 ug/ml
(MTT) and 31.45 £ 0.21ug/ml (RTCA), against SKOV-3 16.68 + 0.6 ug/ml (MTT) and
26.4 + 0.71 pg/ml (RTCA) and against MOLT-4 26.55 £ 0.07 ug/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 IC5, values for steroidal sapogenins against HelLa cell line were:
yamogenin - 16.5 + 0.59 ug/ml (MTT) and 19.6 + 1.41 pg/ml (RTCA), diosgenin - 16.3
1+ 0.26 ug/ml (MTT) and 28.0 + 2.40 pg/ml (RTCA), tigogenin acetate 35.6 + 3.69 pg/ml
(MTT) and 25.1 £ 0.12 pg/ml (RTCA). In experiments with the use of ovarian carcinoma
cell line, the steroidal sapogenins demonstrated similar activity at following I1C5 values:
yamogenin - 16.7 + 0.08 pg/ml (MTT) and 23.9 + 1.48 ug/ml (RTCA); diosgenin - 19.3 +
0.97 pg/ml (MTT) and 16.9 + 2.89 ug/ml (RTCA); esmilagenin - 17.96 + 1.29 pg/ml
(MTT); tigogenin - 28.3 + 3.46 pg/ml (RTCA) with activity > 50 yg/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 pg concentration of
fraction D, while in the HeLa cell line - 50% apoptosis rate was observed at 100 ug
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 HelLa 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 HelLa 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.
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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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