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Badania nad doborem najkorzystniejszego sktadu eluentu
do rozdzielania metabolitéw wtérnych z grupy
naftochinonéw i flawonoidéw z zastosowaniem
chromatografii planarnej w normalnym i odwréconym
ukfadzie faz

A research on the composition of the eluent for separation
of plant metabolites by reverse phase planar chromatography

Streszczenie: Badania nad opracowywaniem nowej metodyki rozdzielania sktadnikow o skom-
plikowanej budowie chemicznej z mieszanin o ztozonym sktadzie pochodzenia naturalnego
z wykorzystaniem kolumnowej chromatografii cieczowej ze wzgledu na szereg czynnikéw sg
w wiekszosci przypadkéw bardzo kosztowne. Dlatego w celu wstepnego doboru warunkéw roz-
dzielania korzystne jest stosowanie cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (ang. Thin Lay-
er Chromatography - TLC). Relatywnie mniejsza ilo$¢ zuzytych eluentéw, prostota i tatwo$¢ wy-
konania, a takze nieskomplikowana aparatura dowodzi temu, ze na etapie optymalizacji sktadu
eluentu chromatografia cienkowarstwowa jest technikq najkorzystniejszg. TLC umoZliwia takze
réwnolegte prowadzenie rozdzielania duzej liczby réznigcych sie sktadem mieszanin w jednym
uktadzie chromatograficznym w tym samym czasie.

W pracy przedstawiono wyniki badan retencji dla eluentéw wielosktadnikowych w od-
wroéconym uktadzie faz. Analiza otrzymanych danych pozwolita wyselekcjonowac sktadniki elu-
entu o korzystnych parametrach retencyjnych, ktére zostang nastepnie wykorzystane do roz-
dzielania sktadnikow metanolowych ekstraktéow roslin owadozernych z zastosowaniem techniki
kolumnowej chromatografii cieczowey.

Stowa kluczowe: plumbagina, ramentaceon, chloroplumbagina, droseron, mirycetyna, kwerce-
tyna, TLC

Abstract: A development of the methodology for separation of components with complex
chemical structure from natural origin complicated mixtures by column liquid chromatography
techniques in most cases is very expensive. Therefore to obtain the consumption of the chemi-
cals on a lower level, a thin layer chromatography as a main separation technique should be
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used in preselection studies of the eluent composition. In addition, the simplicity of the proce-
dure and equipment are another advantages of TLC. A separation process of a few different
mixtures can be proceeded on a one plate in the same time. The possibility to executing the or-
thogonal separation without any sophisticated equipment is another advantage of TLC tech-
nique.

In the paper the results of separation of plant extracts by RP-TLC with different compo-
sition of the eluents are presented. Analysis of retention data allowed to select components
of the eluent with favorable retention parameters, which can be used in the future for separation
of this type of plant extracts by column liquid chromatography techniques.

Key words: plumbagin, ramentaceone, chloroplumbagin, droserone, myricetin, quercetin, TLC

1. Wstep
(Introduction)

Rosliny, ktére potrafig chwytaé i trawi¢ zwierzeta, aby uzyskac skfad-
niki odzywcze nazywane sg roslinami miesozernymi, z ang. carnivorous
(tac.: Carnisi - mieso, Vorare - potykac). Miesozernos¢, w tym takze owado-
zernosc jest swoistym fenomenem w Krélestwie Roslin. W czasie, gdy wiek-
szos$¢ organizmow roslinnych stanowi grupe Scistych producentéw (niezbed-
ne sktadniki odzywcze sg produkowane ze skfadnikdw nieorganicznych), to
dla roslin owadozernych zrédtem substancji organicznych sg roznego rodza-
ju bezkregowce, tj. owady, pajeczaki oraz mieczaki [1, 2]. Nisze ekologiczne
zasiedlane przez rosliny owadozerne charakteryzujg sie duzym zréznicowa-
niem. Zasiedlajg one powierzchnie, praktycznie, catej kuli ziemskiej wytgcza-
jac Antarktyde i Arktyke. Mozna spotkaé je zaréwno na terenach podmo-
ktych, tj.: bagna, torfowiska, brzegi stawow i rzek, jak rowniez w gorach
i dolinach. Cechg charakterystyczng tego typu siedlisk jest mata dostepnosé
takich mikroelementéw, jak: azot, fosfor i potas. To jest gtdwny powdd, dla
ktdrego rosliny owadozerne odzywiajg sie w tego rodzaju sposob [3].

W sktad grupy roslin rosiczkowatych wchodzg rodziny: Aldrovande
(aldrowanda), Dioneae (muchotdwka) oraz Drosera (rosiczka). Wsrod roslin
owadozernych szczegdlng przydatnos¢ w lecznictwie wykazujg rosliny z ro-
dzin: Droseraceae i Sarraceniaceae. Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu ro-
$lin z rodziny Droseraceae w medycynie ludowej pochodzg z Xl w. Przez
dziesieciolecia rosliny te byty wykorzystywane do leczenia m.in.: suchego
kaszlu, zapalenia oskrzeli, kokluszu, jak rowniez astmy [2]. Dotychczas
w roslinach rosiczkowatych, w szczegodlnosci w gatunkach: Drosera binata,
Drosera capensis, Drosera aliciae oraz Dionea muscipula, zidentyfikowano
szereg zwigzkdéw chemicznych (metabolitdéw wtdrnych) wykazujgcych szereg
interesujgcych wiasciwosci biologicznie czynnych, m.in.: dziatanie immuno-
modulujgce (zwiekszenie aktywnosci uktadu odpornosciowego), prze-
ciwdrobnoustrojowe, przeciwskurczowe, a takze przeciwnowotworowe [4, 5].

Metabolity wtdrne, dawniej nazywane idiolitami sg niezwykle szeroka,
pod wzgledem chemicznym, grupg zwigzkéw chemicznych, w ktérej sktad
wchodza: fenole, chinony, terpenoidy, steroidy, karotenoidy, alkaloidy, kwa-
sy ttuszczowe i woski. W wiekszosci sg to zwigzki chemiczne, produkowane
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na roznych etapach cyklu zyciowego roslin. Najczesciej, kiedy roslina podda-
wana jest dziataniu czynnikow stresowych. W warunkach hodowli roslin owa-
dozernych in vitro mozna wyrézni¢ kilka strategii mobilizacji organizmu do
produkcji metabolitow wtérnych, m.in.: zmiana czynnikéw fizycznych (tempe-
ratura, pH, zasolenie), zakazenie mikrobiologiczne (bakteriami i grzybami)
oraz dodatek do pozywek elicytatoréw, np.: takich jak: kwas jasmonowy, tle-
nek azotu, BION® zmiana temperatury, pH, zakazenie drobnoustrojami [6].

Rosliny owadozerne oprocz wymienionych klas zwigzkow chemicz-
nych produkujg takze naftochinony i flawonoidy, zwigzki chemiczne szeroko
wykorzystywane w lecznictwie. Naftochinony to aromatyczne organiczne
zwigzki chemiczne obecne w organizmach nalezgcych zaréwno do kréle-
stwa Protista (bakterie jelitowe), jak réwniez Eucaryota (rosliny, grzyby) [7].
Zwigzki z grupy naftochinonéw sg pochodnymi juglonu, powstajace w szlaku
poliketydowym [8]. Wystepujg w szerokiej gamie roslin, m.in.: Plumbagina-
ceae, Juglandaceae, grzybow: Marasmius gramium i Verticillium dahliae
oraz drobnoustrojéw: Streptomyces i Fusarium [9].

Aktywnosc¢ biologiczna naftochinonéw zostata zauwazona i wykorzy-
stana przez cztowieka bardzo szybko. Afrykanskie plemie Zulu zamieszkuja-
ce potudniowe wybrzeze Afryki wykorzystywato korzenie Euclea natalensis
do leczenia zapalenia oskrzeli, astmy, zakazen ukfadu moczowego oraz
w leczeniu przebarwien skory powodowanych przez Mycobacterium leprae,
a takze do leczenia takich dolegliwosci, jakim jest bol gtowy [10]. Obecnie
wiadomo, ze za farmakologicznie czynne wiasciwosci roslin z rodziny Drose-
raceae odpowiadajg gtébwnie zawarte w nich naftochinony, w szczegdlnosci
2-metylojuglon oraz 7-metylojuglon. Zainteresowanie tg klasg zwigzkow jest
powodowane tym, ze wykazujg one szeroki zakres aktywnosci biologiczne;j:
od fitotoksycznej [11-13], owadobdjczej [14], przeciwbakteryjnej [15-17], po
grzybobdjcza [16, 17]. Istniejg takze doniesienia o wiasciwosciach cytosta-
tycznych [17] oraz przeciwnowotworowych [14]. Dziatanie cytostatyczne oraz
przeciwdrobnoustrojowe ramentaceonu i plumbaginy wynika z tego, ze
zwigzki te wykazujg dziatanie inhibicyjne transportu elektronéw w szlakach
metabolicznych [18], sg czynnikami hamujgcymi fosforylacje oksydacyjng
oraz posiadajg zdolnos¢ interkalacji do podwdjnej helisy DNA. Dodatkowo
za ich posrednictwem, w procesie cyklu redukcyjnego w warunkach tleno-
wych, powstajg reaktywne formy tlenu, tzw. wolne rodniki [19-21].

Ramentaceon wykazuje dziatanie cytostatyczne przeciwko drozdza-
kom, a takze odznacza sie dziataniem przeciwbakteryjnym [22, 23]. Najnow-
sza literatura donosi, ze 2-metylojuglon bardzo dobrze hamuje aktywnosé
1,2-lipooksygenazy, enzymu, ktory wptywa na kancerogeneze. Dodatkowo
naftochinon ten jest cytotoksyczny w stosunku do znacznej ilosci nowotwo-
row [23-25].

Plumbagina charakteryzuje sie szeregiem bardzo ciekawych witasci-
wosci. Oprécz dziatania przeciwdrobnoustrojowego na m.in. pateczki gruzli-
cy (Mycobacterium tuberculosis) i gronkowca ztocistego (Staphylococcus au-
reus), 2-metylojuglon powoduje inhibicje wzrostu bakterii jamy ustnej, takich
jak Gram dodatnie szczepy Streptococcus spp., dzieki inhibicji syntetazy chi-
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tyny (enzymu odpowiedzialnego za synteze Sciany komodrkowej grzybow)
wykazuje dziatanie przeciwgrzybowe [5, 15]. Badania przeprowadzone
w ostatnich latach wykazaty interesujgce pod wzgledem wiasciwosci farma-
kologicznych dziatanie oraz potencjalne zastosowanie 2-metylojuglonu.
Plumbagina aktywuje szlak odpowiedzialny za odpornos¢ komérek nerwo-
wych na stres oksydacyjny, tym samym hamuje cykl apoptotyczny. Rezulta-
tem tego, jest ochrona przed niedokrwieniem moézgu [26]. Wykazano row-
niez, ze plumbagina hamuje czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za
progresje raka piersi oraz jest inhibitorem adhezji, migracji oraz inwazji ko-
morek nowotworu watroby [27, 28]. W literaturze istnieje niewielka ilos¢ do-
niesien dotyczacych aktywnosci biologicznej pochodnych plumbaginy, jed-
nakze ostatnio pojawita sie informacja, ze zaréwno 2-metylojuglon, jak i jego
chlorowana pochodna (chloroplumbagina), wykazujg dziatanie inhibicyjne
wobec odwrotnej transkryptazy (RT), czyli najwazniejszego enzymu cyklu
zyciowego Ludzkiego Wirusa Niedoboru Odpornosci (HIV) [29].

Flawonoidy stanowig grupe polifenolowych metabolitow wtérnych, kto-
re powszechnie wystepujg w roslinach. Wszystkie flawonoidy oparte sg na
szkielecie flawonu. Jednak w przyrodzie o wiele czesciej wystepujg w posta-
ci glikozydow, czyli potagczen aglikonu (pierscien polifenolowy) oraz glikonu
(fragment weglowodanowy). Flawonoidy spetniajg szereg waznych funkcji
w roslinach. Chronig rosline przed atakiem owadow i grzybéw oraz stanowig
najwazniejszg grupe pigmentow roslinnych o barwie w zakresie od czerwo-
nego do zottego [30]. Istniejg takze doniesienia, ze flawonoidy wykazujg
wtasdciwosci biologicznie czynne, tj. przeciwutleniajgce, chronigce przed
promieniowaniem ultrafioletowym, a takze przeciwalergiczne [30, 32].

Zaréwno kwercetyna, jak i mirycetyna, wykazujg dziatanie prze-
ciwdrobnoustrojowe w stosunku do Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i Klebsiella pneumoniae. Nadmieni¢ nalezy, ze mirycetyna wy-
kazuje silniejsze niz kwercetyna dziatanie wobec pateczek zapalenia ptuc
(Klebsiella pneumoniae) [5]. Dodatkowo oba flawonoidy wykazujg szereg
odrebnych wiasciwosci farmakologicznych. Dowiedziono, ze kwercetyna
hamuje wzrost ludzkich komoérek nowotworowych réznego typu, poniewaz
ma dziatanie inhibicyjne na zmutowane onkogeny (p53, Ras), czego skut-
kiem jest zablokowanie cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym fazg G1/S
[33]. Dodatkowo flawonoid wykazuje dziatanie przeciwcukrzycowe, dzieki
hamowaniu 11b-HSD1 (dehydrogenazy 11b-hydroksysteroidowej), enzymu
specyficznego dla lekéw na bazie kortykosteroidow, ktére hamujg aktywnosc¢
insuliny. To skutkuje wzrostem stezenia glukozy we krwi. Z kolei mirycetyna
chroni neurony przed toksycznym dziataniem a-amyloidu, peptydu uwaza-
nego za jedng z przyczyn powstawania choroby Alzhaimera [25, 34].

Badania przedstawione w artykule skupity sie na opracowaniu najko-
rzystniejszego skfadu eluentu do rozdzielania sktadnikow hydrolizatéw eks-
traktoéw roslin owadozernych z grupy naftochinonéw, tj.: plumbagina, ramen-
taceon, chloroplumbagina oraz droseron (hydroksyplumbagina). Dodatkowo
w artykule zamieszczono wyniki badan opracowania najkorzystniejszych
skfadnikéw eluentu do rozdzielania i identyfikacji mirycetyny i kwercetyny,
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jako przyktadow zwigzkow z grupy flawonoidéw zawartych w ekstraktach ro-
slin owadozernych.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental)

Materiaty i odczynniki
(Materials and reagents)

Materiat roslinny gatunkéw: Drosera aliciae, Drosera capensis, Drose-
ra binata oraz Dioneae muscipula hodowany w warunkach in vitro w Zakta-
dzie Ochrony i Biotechnologii Roslin Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotech-
nologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W badaniach wykorzystywano nastepujgce rozpuszczalniki: metanol,
acetonitryl, izopropanol, tetrahydrofuran,1,4-dioksan, eter metylowo-tert-
-butylowo, dichlorometan, heksan o czysto$ci do HPLC (Merck, Niemcy).
Woda dejonizowana otrzymana z urzadzenia Milli Q (Millipore, USA).

Certyfikowane wzorce: plumbagina, mirycetyna, kwercetyna uzyte
w badaniach zostaty zakupione w firmie Sigma Aldrich (USA). Substancje
niedostepne na rynku, tj. chloroplumbagina i droseron zostaty otrzymane na
drodze syntezy chemicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdan-
skiej. Ramentaceon, ktorego wzorzec réwniez nie jest dostepny w sprzedazy
zostat wyizolowany z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii cieczo-
wej (P-LC).

Aparatura
(Equipment)

Eksperymenty z zastosowaniem chromatografii planarnej zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem szklanych ptytek TLC RP18 z fluoresce-
ing o wymiarach 5 x 10 cm oraz ptytek TLC Si60 z dodatkiem fluoresceiny
o wymiarach 5 x 10 cm i 20 x 20 cm (Merck, Niemcy).

Procedura analityczna
(Analytical procedure)

Procedura analityczna zastosowana w badaniach byla zgodna
z przedstawiong w pracy magisterskiej Aleksandra Lewandowskiego [35].

Badania z zastosowanie techniki cienkowarstwowej chromatografii
cieczowej prowadzono w warunkach odwréconego ukfadu faz (zel krze-
mionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi - RP18).

Po zakonczeniu kazdego rozdzielania dokumentowano otrzymane
wyniki - zaznaczajg miejsca, z ktorego i do ktéorego migrowata w danym eta-
pie rozdzielania plamka sktadnika ekstraktu lub substancji wzorcowej. Na-
stepnie wykonano fotografie ptytki w swietle widzialnym (VIS) oraz w Swietle
UV o dtugosci fali 254 nm oraz 365 nm. Etap dokumentaciji byt poprzedzony
usunieciem pozostatosci eluentu, w celu unikniecia utleniania sie sktadnikow
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rozdzielanych, poprzez suszenie ptytki w temperaturze pokojowej w atmos-
ferze azotu.

Celem badan byto dobranie sktadnikow eluentu, zapewniajgcego naj-
korzystniejsze rozdzielenie sktadnikow zawartych w metanolowych ekstrak-

tach roslin owadozernych.

RP-TLC

W badaniach z zastosowaniem RP-TLC uzyto nastepujgcych eluen-

tow (tab. 1):

Tabela 1. Zestawienie eluentéw uzytych w badaniach

Table 1. A composition of the eluents used in the researches

Nr uktadu chromato- Stosunek A/B
graficznego Sktadnik A Skfadnik B (vIv) H
(Number of chromato- (Component A) (Component B) Ratio A/B P
graphic system) (vIv)
1 Woda + H,SO, Metanol 3:1 3
2 Woda + H,SO, Metanol 1:1 3
3 Woda + H,SO, Metanol 1:3 3
4 Woda + H,SO, Izopropanol 65:35 3
5 Woda + H,SO, Izopropanol 42:58 3
6 Woda + H,SO, Acetonitryl 45:55 3
7 Woda + H,SO, Acetonitryl 65:35 3
8 Woda + H,SO, Tetrahydrofuran 65:35 3
9 Woda + H,SO, Tetrahydrofuran 58:42 3
10 Woda + H,SO, 1,4- dioksan 62:38 3
11 Woda + H,SO, 1,4- dioksan 58:42 3

Kwas siarkowy (VI) dodany do eluentu powodowat cofniecie dysocjacji
flawonoidow, ktore sg stabymi kwasami. W rezultacie mirycetyna i kwercety-
na wykazywaty wiekszg retencje, w wyniku cofniecia ich dysocjacji, a zatem
zwiekszenia powinowactwa do fazy stacjonarnej w uktadzie faz odwrdco-
nych.

W kazdym doswiadczeniu rozwijane byty dwie ptytki (A i B), na kazdej
znajdowaty sie 2 ekstrakty roslinne i 3 wzorce substancji wystepujacych
w rozdzielanych ekstraktach. W kazdym doswiadczeniu na ptytke chromato-
graficzng naktadano po 10 yl metanolowych ekstraktow roslinnych i po 2 pl
WZOrcow.

Na ptytce A rozdzielane byly ekstrakty z ros$lin: Dionaea muscipula,
Drosera binata oraz wzorce: plumbagina, mirycetyna i chloroplumbagina. Na
ptytce B: Drosera aliciae, Drosera capensis oraz wzorce: ramentaceon,
kwercetyna, droseron.

Kolejnos¢ dozowania rozdzielanych sktadnikow byta za kazdym ra-
zem identyczna i zostata przedstawiona ponizej, w tabeli 2.
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Tabela 2. Kolejno$¢ naktadania substancji na ptytki TLC
Table 2. Injection sequence of the solutes on TLC plater

Ptytka A (Plate A) Ptytka B (Plate B)
Nr Nakfadana Nr plamki Nakfadana
plamki Substancja objetos¢ [l] (Spot Substancja | objetos¢ [ul]
(Spot (Substance) (Injected number) (Substance) (Injected
number) volume [ul]) volume [ul])
1 D. muscipula 10 6 D. aliciae 10
2 Plumbagina 2 7 Ramentaceon 2
3 D. binata 10 8 D. capensis 10
4 Mirycetyna 2 9 Kwercetyna 2
5 Chloroplumbagina 2 10 Droseron 2

Opracowanie wynikéw
(Report results)

Na podstawie uzyskanych chromatograméw obliczono: wspoétczynniki
opo6znienia (1) i retencji (2) oraz selektywnosci (3) przy wykorzystaniu arku-
sza kalkulacyjnego programu Microsoft Excel (Microsoft Corp., USA).

Wzory uzyte przy obliczaniu parametrow retencyjnych przedstawiono
ponizej:

a
hR, =100+ (1)
100—hR,
k=—-—L 2)
hR,

gdzie:

hR; — 100 —krotnos$¢ wspotczynnika opdznienia,

a — droga migracji plamki rozdzielanego sktadnika
b — droga migracji czota fazy ruchomej

k — wspotczynnik retencii

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Przyktady reprezentatywnych chromatograméw uzyskanych z rozdzie-
lenia metanolowych ekstraktow roslinnych oraz wzorcow naftochinonow
i flawonoidow z zastosowaniem fazy stacjonarnej RP18 oraz eluentu: izo-
propanol:woda z dodatkiem kwasu siarkowego (VI) (pH 3) zostaty przedsta-
wione na rysunkach 1, 2 i 3.

Parametry retencyjne, tj wspoétczynnik opdznienia (Ry) oraz wspot-
czynnik retencji (k) obliczone na podstawie otrzymanych chromatogramow,
ze wzordw nr 1 i 2 zostaty zamieszczone w tabeli 3.
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Plamki naftochinononéw obserwowane w Swietle widzialnym (rys. 1
— plamki o numerach 2, 5, 7 i 10) wykazujg barwe z06ttg. W Swietle o dtugosci
fali 365 nm te same substancje wykazujg czerwono-rozowg fluorescencje,
a przy dtugosci fali 254 nm wykazujg fluorescencje zotto-zielong (rys. 2 i 3).

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10
[ . S — S

Rys. 1. Chromatogram w $wietle widzialnym (VIS) rozwiniety z zastosowaniem eluentu izopro-
panol:woda 65:35 (v/v) z dodatkiem kwasu siarkowego (VI) do pH 3

Fig. 1. A chromatogram in visible light (VIS). Eluent: isopropanol and water in ration 65:35 (v/v)
with sulfuric acid addition (pH 3)

Rys. 2. Chromatogram dla dlugosci fali 365 nm. Warunki rozdzielania, jak na rysunku 1
Fig. 2. Chromatogram at 365 nm wavelength. Separation conditions were the same as in Fig. 1
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Rys. 3. Chromatogram dla dtugosci fali 365 nm. Warunki rozdzielania, jak na rysunku 1
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Fig. 3. Chromatogram at 365 nm wavelength. Separation conditions were the same as in Fig. 1

Tabela 3. Zestawienie wspoétczynnikow opdznienia oraz wspoétczynnikow reten-
cji otrzymane dla najkorzystniejszego uktadu chromatograficznego

Table 3. A comparison of retardation and retention factors calculated for

optimal conditions of chromatographic process

Ptytka A (Plate A) Ptytka B (Plate B)
Nazwa Nazwa
(Name) hRy k (Name) hRy k
1,1 4,29 22,33 6,1 4,23 22,67
1,2 42,86 1,33 6,2 9,86 9,14
1,3 50,00 1,00 6,3 18,31 4,46
D. muscipula 1,4 61,43 0,63 6,4 29,58 2,38
1,5 68,57 0,46 - 6,5 45,07 1,22
16 | 78,57 | 027 | Pl 6,6 4930 | 1,03
1,7 87,14 0,15 6,7 54,93 0,82
Plumbagina (Plumbagin) 2 42,86 1,33 6,8 63,38 0,58
3,1 4,29 22,33 6,9 70,42 0,42
3,2 42,86 1,33 6,10 81,69 0,22
Ramentaceon
D bt 3,3 50,00 1,00 (Ramentzceone 7 45,07 1,22
’ 3,4 61,43 0,63 8,1 4,23 22,67
3,5 68,57 0,46 8,2 12,68 6,89
3,6 78,57 0,27 8,3 47,89 1,09
3,7 87,14 0,15 D. capensis 8,4 63,38 0,58
Mirycetyna (Mirycetin) 4 78,57 0,27 8,5 70,42 0,42
Chloroplumbagina
(Chloroplumbagin) 5 31,43 2,18 8,6 81,69 0,22
Kwercetyna
(OQuercetin) 9 74,65 0,34
Droseron
(Droseone) 10 56,34 0,78
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Plamki flawonoidéw: mirycetyny i kwercetyny (plamki 4 i 9 rys. 1)
w Swietle widzialnym wykazujg zabarwienie pomaranczowe (rys. 1), przy
dtugosci fali 365 nm wykazujg zéttg fluorescencje (rys. 2), a przy dtugosci fali
254 nm wykazujg fluorescencje btekitno-szarg (rys. 3).

Eluent o sktadzie MeOH:H,O 25:75 (v/v) z dodatkiem kwasu siarko-
wego (pH 3) wykazywat zbyt matg site elucyjng i sktadniki w wiekszosci po-
zostaty na linii startowej lub w jej poblizu. Zastosowanie eluentu o sktadzie
MeOH:H,O 75:25 (v/v) i 50:50 (v/v) z dodatkiem kwasu siarkowego (pH 3)
doprowadzito do rozdzielenia ekstraktow roslinnych. W tych warunkach uzy-
skano selektywne rozdzielenie poszczegdlnych sktadnikéw z grupy flawono-
idow. Przy tym skfadzie eluentu zaobserwowano takze wiekszg, niz po-
przednio, liczbe rozdzielonych substanciji.

Eluenty bedace mieszaninami wody (pH 3) oraz izopropanolu zmie-
szanych w stosunkach 42:35 i 65:35 (v/v) pozwolity natomiast na rozdziele-
nie najwiekszej liczby sktadnikow z ekstraktow roslin owadozernych. Eluent
o sktadzie izopropanol:H,O 42:58 (v/v) (pH 3) odznaczat sie korzystng war-
toscig sity elucyjnej, a takze pozwolit uzyska¢ zadowalajgce rozdzielenie
chloroplumbaginy i droseronu z ekstraktu Drosera aliciae. Eluent o wiekszej
sile elucyjnej, tj. ten, w ktorym stosunek sktadnika organicznego do wody
wynosit 65:35 (v/v) zapewnit rozdzielenie chloroplumbaginy i droseronu, na-
tomiast nie zapewniat dostatecznie selektywnych warunkéw do rozdzielenia
flawonoidow.

Mieszanina acetonitrylu i wody o sktadzie 65:35 (v/v) (pH 3) selektyw-
nie rozdziela flawonoidy - mirycetyne i kwercetyne, pozostate interesujgce
substancje sg jednak stabo rozdzielone.

W badaniach z zastosowaniem mieszaniny wody i tetrahydrofuranu
uzyskano duzg liczbe rozdzielonych substanciji, a takze stwierdzono rozdzie-
lenie chloroplumbaginy w ekstraktach z ro$lin Drosera binata i Drosera ali-
ciae oraz droseronu w ekstraktach z roslin Drosera capensis i Drosera ali-
ciae. Dodatkowo, nalezy podkreslic, ze przy zastosowaniu THF-u do
rozdzielania sktadnikéw ekstraktow roslinnych, mozna zauwazy¢ pojawiaja-
ce sie substancje ponizej plamki chloroplumbaginy niewidoczne przy roz-
dzielaniu ekstraktow z zastosowaniem innych roztworéw rozpuszczalnikow,
CoO oznacza zapewnienie selektywnych warunkéw do rozdzielenia substanc;ji
z grupy naftochinonéw. Rozdzielenie flawonoidow z zastosowaniem THF-u
odznacza sie matg selektywnoscig (mata réznica w wartosciach wspotczyn-
nika hRF oraz wartosci wspoétczynnikéw retencji, mieszczace sie w przedzia-
le od 0,67 dla mirycetyny do 1,47 dla kwercetyny).

Badania z zastosowaniem eluentu bedgcego mieszaning wody i diok-
sanu pokazuja, iz eluent ten niezaleznie od zawartosci rozpuszczalnika or-
ganicznego odznacza sie niewielkg przydatnoscig do rozdzielania ekstrak-
téw roslin owadozernych, poniewaz rozdzieleniu ulega mata ilos¢ substanciji
od 3 dla D. capensis do 6 dla D. muscipula. Ponadto substancje obecne
w ekstraktach roslinnych rozdzielone sg mato selektywnie, tzn. wartosc
wspotczynnikow rozdzielenia (o), miesci sie na poziomie od 1,2 do 1,5.

Camera Separatoria Vol. 3, No 1/2011


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Badania nad doborem najkorzystniejszego sktadu eluentu... 157

4. Podsumowanie

Badania metanolowych ekstraktéw roslin owadozernych z gatunkéw:
D. muscipula, D. binata, D. aliciae, D. capensis przy uzyciu cienkowarstwo-
wej chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP-TLC) wskazu-
ja na koniecznos¢ zastosowania elucji gradientowej, w celu selektywnego
rozdzielenia wszystkich sktadnikow. Sktadnikami eluentu powinny by¢ na-
stepujace rozpuszczalniki:

e izopropanol

e metanol.

Badania z wykorzystaniem chromatografii planarnej wskazuja, iz naj-
bardziej efektywne w rozdzielaniu ekstraktéw z roslin owadozernych bytoby
wykorzystanie elucji gradientowej ze wzgledu na bardzo duzg liczbe sktadni-
kow ekstraktéw o réznej hydrofobowosci. Dodatkowo, mozliwe jest zastoso-
wanie elucji wstecznej eluentu w kolumnie w celu catkowitego oczyszczenia
kolumny po zakonczeniu rozdzielania sktadnikow ekstraktow roslinnych.
Jednak, alternatywnie, mozna wykorzystac takze elucje skokowa, ktora po-
zwolitaby na odzysk sktadnikow eluentéw. Tego typu postepowanie
W znaczny sposob zmniejszy ilosci zuzytych rozpuszczalnikow, co wptynie
na zmniejszenie emisji substancji o wtasciwosciach ekotoksycznych. Dodat-
kowo recyrkulacja rozpuszczalnikbéw pozwoli na zmniejszenie kosztéw otrzy-
mywania sktadnikow o aktywnosci farmakologicznej z ekstraktow roslinnych,
co zwiekszy optacalnos¢ procedury preparatywnego otrzymywania sktadni-
kow farmakologicznie aktywnych z ekstraktéw roslin owadozernych.

Conclusions

Results of research with thin layer chromatography in reversed phase
system (RP-TLC) of methanol extracts of carnivorous plants: D. muscipula,
D. binata, D. aliciae, D. capensis reveals that for selective separation of
compounds from all investigated groups, a gradient elution is necessary.
The eluent should be composition of:

e jsopropanol

e methanol.

Research with planar chromatography revealed that most effective
separation of carnivorous plants extracts regarding to the number of com-
pounds and its hydrophobicity will be observed at gradient elution conditions.
Additionally a back-flush elution after separation of target group of com-
pounds is also possible for complete elution of all injected compounds. Al-
ternatively, it is also possible to use the step elution. In this mode an recov-
ery of the eluent is more possible. This methodology minimizes the volumes
of organic solvents, which minimize the emission of substances with eco-
toxic properties. Additionally recycling of solvent minimizes the costs and
enlarges the profitability of production of compounds with pharmacologically
activeness from carnivorous plants extracts.
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