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Poréwnanie efektywnosci wybranych technik
ekstrakcji/lugowania metabolitow wtérnych
z suchego materiatu roslin owadozernych z hodowli in vitro

A comparison of efficiency of secondary metabolites
extraction/leaching techniques from carnivorous plants
dry material from in vitro culture

Streszczenie: W roSlinach owadozernych za efekt terapeutyczny odpowiadajq gtownie po-
chodne 1,4-naftochinonu (juglon) oraz flawonoidy. Ze wzgledu na interesujgce wtasciwosci tych
zwigzkoéw oraz mozliwo$¢ synergicznego dziatania wielu innych metabolitéw wtérnych na efekt
terapeutyczny, podjeto prace przygotowania technologii efektywnego wyodrebniania tych
zwigzkéw z tkanek roslinnych. W publikacji poréwnano efektywno$c réznych technik ekstrakcji
i tfugowania. Jako materiat badany postuzyty wysuszone i rozdrobnione rosliny owodozerne
z rodziny Droseraceae: Dionaea muscipula, bogata w pochodng 1,4-naftochinonu-plumbagine
oraz Drosera aliciae, bogata w ramentaceon. Zbadany zostat wptyw temperatury na efektyw-
nosc¢ ekstrakcjitugowania.

Wykazano, ze zastosowane, nowoczesnej techniki ekstrakcji — fugowania pozwala na
skrocenie czasu przygotowania wsadu do rozdzielania, bez utraty zawartosci metabolitéw
w ekstraktach — tugach, w stosunku do stosowania technik i warunkow tradycyjnych. Jednocze-
Snie, w przypadku nietrwatych termicznie metabolitow wtérnych, krotki czas operacji i mozliwos¢
Jjej wykonywania w stosunkowo niskiej temperaturze, zapewnia wyzszy stopien ekstrak-
cjitugowania, niz stosowanie tradycyjnych technik i warunkéw. Ofrzymane wyniki stanowig
podstawe do opracowania technologii pozyskiwania w sposéb ciggty, ekstraktéw/tugéw boga-
tych w metabolity roslinne lub grzybowe, a takze skfadniki tkanek zwierzecych, na wiekszg ska-
le, do przemystowej, wigcznie.

Stowa kluczowe: Ekstrakcja, tugowanie, Metabolity wtérne, 1,4-Naftochinony, Flawonoidy,

Rosliny owadozerne

Abstract: Plants from the Droseraceae family are interesting because of the secondary metabolites
profile that results from their way of nutrition. The use of carnivorous plants in medical treatment was
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first mentioned in the 12th century. It was applied to heal human air passages infections. This thera-
pedtical effect is caused by secondary metabolites. The most widely known are 1,4-naphtoquinones
(for expample: plumbagin, ramentaceone), which have antibacterial and anticancer activity. It is
caused by the ability to generate Reactive Oxygen, inhibition of topoisomerase, and inactivation of
DNA. Moreover, carnivorous plants contain flavonoids (quercetin and myricetin) , which are stronger
antioxidants than vit. C and E. Furthermore, in our research material we found more than 20 different,
already identified and unrecognized metabolites. This variety of discovered substances could poten-
tially indicate a synergic therapeutic effect.

This study was conducted to develop the most efficient procedure to isolate metabolites
from plants or fungi using Droseraceae as an example of plants contained very important me-
tabolites and in relative high concentration. The conclusions from this research should be valid
also for extraction/leaching of metabolites from other plants. The following extraction/leaching
techniques were compared: Soxhlet extraction in Soxtec® device, Microwave assisted extraction
(MAE), Ultrawave assisted extraction (UAE), homogenization in a high-shear mixer and macera-
tion with stirring. The influence of time and temperature was investigated, in order to find opti-
mal conditions for each operation. As an experiment material plants from Droseracae species
were used: Dionaea musicpula and Drosera aliciae - which are riched in 1,4-naphtoquinones:
plumbagin or ramentaceone.

It was concluded that modern extraction/leaching techniques using ulfrawaves or micro-
waves are less time-consuming without causing any additional metabolites loss in comparison to tra-
ditional methods. Additionally, for metabolites with low thermal stability, shorter operation time is more
preferable. It have been also concluded on the basis of our study, that some of searched operations
can be relative simple apply for an industrial scale and continuous operation.

Key words: Extraction, Leaching, Metabolites, 1,4-Naphtoquinones, Flavonoids, Carnivorous Plants

1. Wstep
(Introduction)

Rosliny owadozerne nalezg do gromady roslin okrytonasiennych (An-
giospermae) i obejmujg ponad 600 gatunkéw [1, 2]. Znalazty sie one w kre-
gu zainteresowania biologow i chemikéw ze wzgledu na cudzozywny sposob
odzywiania. Rekompensuje on braki w sktadnikow odzywczych w poditozu
(miejsce wystepowania: bagna, torfowiska, tereny skalne). Jednakze taka
forma odzywiania jest ,energetycznie kosztowna”, dlatego tez u roslin owa-
dozernych ograniczona zostata aktywnos¢ fotosyntezy [3].

Juz w medycynie ludowej znano zastosowanie roslin owadozernych
w leczeniu: bronchitu, kaszlu czy astmy [4]. Obecnie wiadomo, ze za wia-
Sciwosci lecznicze odpowiadajg metabolity wtérne. Do najwazniejszych na-
lezg zwigzki z grupy naftochinow oraz flawonoidéw. Naftochinony w rosli-
nach owadozernych, m.in. w Droseraceae, to pochodne 1,4-naftochinonu
(juglon). Badajac poszczegdlne gatunki wykazano, ze kazdy z nich posiada
jedng z pochodnych juglonu w stosunkowo wysokich stezeniach: plumbagi-
ne (5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon; 2-metylojuglon) lub ramentaceon
(5-hydroksy-7-metylo-1,4-naftochinon; 7-metylojuglon). Sg one izomerami
strukturalnymi. Posiadajg wiec podobne witasciwosci fizyko-chemiczne. Do-
brze rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: eter
etylowy, chloroform, dichlorometan, stabiej w metanolu, natomiast bardzo
stabo w wodzie. Podstawowg rolg naftochinonéw syntetyzowanych przez ro-
Sliny owadozerne jest obrona przed mikroorganizmami, owadami i roslino-
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zercami [5]. Zwigzki te wykazujg takze aktywnos¢ przeciwnowotworowg [6],
a szczegolnie aktywnos¢ przeciwbakteryjng, w stosunku do bakterii gram-
dodatnich i gram-ujemnych (w tym do metycylinooporonych szczepéw Sta-
phylococcus aureus — MRSA) oraz przeciwpasozytniczg [7, 8]. Wiasciwosci
te zwigzane sg ze zdolnoscig do generacji aktywnych form tlenu, inhibicjg
enzymow topoizomeraz oraz oddziatywaniem z DNA [8].

Innymi metabolitami wystepujacymi w roslinach owadozernych sg fla-
wony z rodziny flawonoidoéw [9]. W roslinach z rodziny Droseraceae sg to
gtéwnie: kwercetyna (3,3,4’,5,7-pentahydroksyflawnon) oraz mirycetyna
(3,3’,4’,5,5',7-heksahydroksyflawon). Zwigzki te posiadajg szereg wiasciwo-
8ci biologicznych takich jak: przeciwalergiczng, przeciwzapalna, przeciwbak-
teryjng, przeciwzakrzepowa, przeciwutleniajgca, dziatajg ochronnie na serce
i rozszerzajg naczynia krwionosne [10]. Wykazano skuteczne dziatanie fla-
wonolow w leczeniu zapalenia jelit oraz okreznicy, a takze dziatanie chronia-
ce bfony Sluzowe przed owrzodzeniem [11]. Ponadto zwigzki te zaktdcajg
transport ksenobiotykow w organizmie [12] oraz wspomagajq leczenie cu-
krzycy typu Il [13].

Ze wzgledu na ciekawe wtasciwosci wyzej opisanych metabolitow, ce-
lowa jest optymalizacja procesu ich pozyskiwania z opisywanych roslin,
z hodowli in vitro w takze na skale przemystowa. Takie procedury hodowli
i otrzymywania zwigzkow biologicznie czynnych jest alternatywg dla czesto
bardzo koszto- i czasochtonnej syntezy chemicznej, jak rowniez pod wzgle-
dem proekologicznym. Jednakze aby ten postulat zrealizowac nalezato naj-
pierw opracowac optymalne warunki ekstrakcjifugowania metabolitéw z wy-
suszonego materiatu roslinnego w skali laboratoryjnej, czego rezultatem jest
niniejsza praca. Naszym celem byto poréwnanie efektywnosci technik
ekstrakcjilugowania naturalnych zwigzkéw bioaktywnych z wysuszonego
materiatu z roslin owadozernych: Dionaea muscipula i Drosera aliciae, ho-
dowanych w warunkach In vitro. Na efektywnos¢ procesu wptywa wiele
czynnikow, takich jak: zastosowana technika ekstrakcji/tugowania, tempera-
tura, czas trwania operacji, dobor odpowiedniego rozpuszczalnika, stosunku
masy materiatu badanego do objetosci rozpuszczalnika uzytego do ekstrak-
cji oraz charakterystyka materiatu badanego. Bardzo istotny jest stopien ad-
sorpcji sktadnikow ekstrahowanych do powierzchni wysuszonych bton ko-
morkowych i organelli. Gdy jest on wysoki konieczne jest zastosowanie
rozpuszczalnika powodujgcego efektywng desorpcje. Nalezy réwniez zwré-
cic uwage na zastosowanie optymalnej temperatury operacji w zaleznosci
od trwatosci termicznej metabolitow.

W tabeli 1 przedstawiono i scharakteryzowano opisane w literaturze
warunki prowadzenia ekstrakcji/lugowania metabolitow z materiatu roslinne-
go. Opisane sg zarébwno czasochtonne, klasyczne techniki ekstrak-
cjitugowania: maceracja czy ekstrakcja w aparacie Soxhlet’a, jak réwniez
nowoczesne, szybkie techniki ekstrakcjifugowania, wspomagane dziata-
niem fal ultradzwiekowych (UAE-Ultrawave Assisted Extraction), mikrofalo-
wych (MAE-Microwave Assisted Extraction) czy sit Scinajgcych. W przypad-
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Tabela 1. Zestawienie przegladu literatury dotyczacej technik ekstrakcji
tugowania metabolitéw z materiatu roslinnego

Table 1. Results of literature review of metabolites extraction/leaching
techniques form plant material

Sktadnik Udziat:
Materiat po;l IegaI:QEy Stosowana Warunki I materiat -l R
badany ekstrakji technika operacji rozpuszczal-| Rozpusz- |5
(Plant ftugowaniu (Used (Operation nik czalnik Ref.
Material) (Extracted technique) | parameters) (Material / (Solvent) .
/leached solvent
compunds) participation)
Propolis Flzfv’;‘r’]'oeiay UAE -faznia |30 min, 25°C | 1g/20ml 70%EOH | (0
- Propolis Inne metabolity MAE 2x10s,25°C | 1g/tom | 0% HO
Kwas chlorogeno-
wy, rutyna,
Hypericum 3-0O-glukozyd
p[;erforatu_m . kwercetyny Soxhlet 24h/ temp. 19/200 ml [15]
- Dziurawiec izokwercetyna, wrzenia
zwyczajny kwercetyna, amen-
toflawon, pseudo-
hiperycyna
Citrus latifolia . o 30-60 min:
Citrus sinensis Flawonoidy UAE - taznia 40°C, 60 kHz MeOH [16]
- cytryny
Flawonoidy:
Mentha katechiny, 6 h/temp
spicata L epikatechiny, Soxhlet wrzenia ' 1g/50ml EtOH [17]
- Mieta zielona |rutyna, mirycetyna,
luteolin,
Radix Astragali .
- korzeh Flawonoidy MAE 110°C, 5min | 1g/25ml 9105@ 'ﬂo('; [18]
Traganka 0T
g
Antocyjaniany
Vitis i Flawonole:
vinifera kwerycetyna, . 50% MeOH
- winoros| wita- mirycetyna, UAE 20 min 1g/10ml 50% H,O [19]
$ciwa (skorka) kemferol,
larycytyna
Diospyros
canaliculata
Diospyros Plumbagina Maceracia | 4g1, o5°c | 3g/10ml | MeOH | [20]
crassiflora z wytrzasaniem
-Persemona,
Hurma
Dionaea
muscipula, . UAE - dezinte- | 30 min, 40°C
- mucho’:c')wka Plumbagina grator 150W, 38 kHz 1g/5ml MeOH [21]
amerykanska

ku tych drugich korzystne jest znaczne skrocenia czasu operacji co utatwia
realizacje operacji w sposob ciggty, a takze umozliwia stosowanie wzglednie
niskich temperatur. Materiat roslinny, bywa najczesciej przed operacjg roz-
drabniany w zakresie 10-80 mesh. Do ekstrakcji/fugowania uzywa sie roz-
puszczalnikéw polarnych gtéwnie metanolu i etanolu oraz ich mieszanin
z woda, szczegolnie gdy ekstrahowane/tugowane sg metabolity polarne i ich
glikozydy. W przypadku, gdy mamy do czynienia ze zwigzkami nisko i Sred-
nio polarnymi zastosowanie majg takie rozpuszczalniki jak: chloroform, eter
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etylowy, dichlorometan, itd. Stosunek materiatu badanego do rozpuszczalni-
ka wynosi od 0,005 do 0,1. Wiele sposrod metabolitow jest nietrwata ter-
micznie, co réwniez przedstawig otrzymane wyniki, dlatego bezcelowe jest
znaczne podwyzszanie temperatur operacji.

Literatura dotyczaca badan nad efektywnoscig technik ekstrak-
cjifugowania metabolitow z materiatu roslinnego jest stosunkowo uboga.
Nasuwa sie wniosek o istotnosci prowadzenia badan naukowych w tej dzie-
dzinie. Jest to dos¢ czaso- i praco-chtonne, ze wzgledu na dobor warunkow
prowadzenia najefektywniejszej techniki ekstrakcji/flugowania dla danego
materiatu roslinnego. Chociaz mozna przewidzie¢ wilasciwosci fizyko-
chemiczne danych zwigzkow, to dochodzi do tego odmienna budowa roslin
oraz wspoétzaleznosci pomiedzy innymi metabolitami. Na przyktad w ro$li-
nach owadozernych oprécz wspomnianych juz metabolitéw wystepuje po-
nad 20 innych zwigzkdéw (rys.1) m.in. karetonoidy, chlorofil , oraz zwigzki do
tej pory nie zidentyfikowane.

Wawve length  (nmwj

a H 4 & L] 1] 1z 14 16 18 0 22 24 L EL 0
Retention Timwe (mwin)

Rys. 1. Przyktad chromatogramu UV-DAD uzyskanego podczas rozdzielania ekstraktu metano-
lowego. Ekstrakcje/tugowanie wykonano z zastosowaniem dezintegratora ultradzwie-
kowego w czasie 4 min w 50°C z rozdrobnionego materiatu roslinnego Dionaea musci-
pula poddanego hydrolizie kwasnej. Chromatogram uzyskany z zastosowaniem techniki
NP-HPLC, kolumna: LiChrospher DIOL, 5 ym, 250 mm x 4 mm, przeptyw 1,5 ml/min do
30 min i 2 ml/min od 30 min, backflush w 30 minucie, temperatura 20°C, objeto$¢ do-
zowana 20 pl, stezenie probki 0,1 g suchej masy roslinnej / 1 ml ekstrahentu, eluenty
A:n-heksan B:THF, program elucji w gradiencie stezen: 0-15 min 90:10 (A:B, v/v)
15-45 min 50:50 (A:B, v/v) 45-48 min 91:10 (A:B v/v)

Fig. 1. An example of UV-DAD chromatogram of methanol extract separation. Extraction
/leaching operation was made using Ultrasonic disintegration by 4 min. in 50°C. As
a dry plant material, Dionaea muscipula was used. Also acid hydrolysis of glycosides
was made. Separation conditions: column-LiChrospher DIOL, 5 um, 250 mm x 4 mm,
flow-1,5 ml/min to 30 min i 2 mi/min from 30 min, backflush w 30 min., temperature
20°C, sample volume 20 ul, sample concentration 0.1 g plant dry mass / 1 ml solvent,
solvents A:n-hexan B:THF,gradient elution program: 0-15 min 90:10 (A:B, v/v) 15-45
min 50:50 (A:B, v/v) 45-48 min 90:10 (A:B v/v)
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Celem niniejszej pracy jest porownanie efektywnosci wybranych tech-
nik ekstrakcjitugowania metabolitéw wtérnych, przede wszystkim z grupy
naftochinonéw oraz flawonoidow z wysuszonego materiatu roslinnego, roslin
owadozernych Drosera aliciae i Dionaea muscipula. Do badan wybrano za-
réwno techniki ,klasyczne”: ekstrakcja/tugowanie metodg Soxhleta® czy ma-
ceracje z mieszaniem, poniewaz sg ciggle powszechnie stosowane i stano-
wig swoisty ,stan odniesienia”. Sposréd technik nowoczesnych wybrano
przede wszystkim te, ktére mozna realizowa¢ w warunkach ciggtych. Wa-
runkiem dokonywania porownania jest taka sama metodyka wstepnego
przygotowania wsadu.

Opis stosowanych technik ekstrakcjiflugowania mozna znalezé¢ we
wczesniejszej pracy przegladowej [22].

2. Czesc¢ eksperymentlana
(Experiment)

2.1 Materialy i odczynniki
(Materials and reagents)

Materiat roslinny: rosliny owadozerne z gatunku Drosera aliciae oraz
Dionaea muscipula byty hodowane w kulturach in vitro w Zaktadzie Ochrony
i Biotechnologii Roslin Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersy-
tetu Gdanskiego oraz Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Rosliny owado-
zerne hodowano na zestalonej 0,7% agarem pozywce Murashige i Skoog [23]
o pH 5,6, z obnizong o potowe iloscig makroelementow (2MS), zredukowang
iloscig sacharozy (20 g/l), z dodatkiem 0,2% wegla aktywnego. Rosliny owa-
dozerne hodowano w fitotronie w temp. 20 - 22°C, przy sztucznym os$wietleniu
(Philips, TLD 58W/840, 30-35 pmol-m?s™, fotoperiod 16/8 h) przez 90 dni.
Rosliny wyjete z pozywki i optukane woda destylowang suszono w strumieniu
powietrza w temp. 40°C i mielono w mozdzierzu na proszek.

Odczynniki, rozpuszczalniki i substancje wzorcowe: metanol
- Merck (Niemcy), gradient grade; kwas solny - J.T. Baker, cz.d.a.; eter diety-
lowy - POCH (Polska), cz.d.a.; n-heksan - Merck Niemcy), do HPLC; tetra-
hydrofuran - Merck (Niemcy), do HPLC; eter di-etylowy - POCH (Polska),
cz.d.a.; wzorzec ramentaceonu - izolacja z materiatu roslinnego przy pomo-
cy HPLC na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej; wzorzec plum-
baginy - stezenie 296% (Sigma Aldrich, U.S.A., 2002); wzorzec kwercetyny
- stezenie 296% (Sigma Aldrich, U.S.A., 2002).

Inne: kolumna LiChrosphere 100 DIOL 250 x 4 mm dp = 5 um; filtry
celulozowe, Grade: 3W, Dia. 11 cm, Qty-100.

Aparatura: aparat Soxtec® HT 6 1043 +1046 (Foss-Tecator, U.S.A);
homogenizator wysokoobrotowy Ultraturrax T18 basic (IKA, Niemcy); taznia
ultradzwiekowa Sonorex RK 250H (Bandelin, Niemcy), dezintegrator ultra-
dzwiekowy UD-20 (TechPan, Polska); MAE MARS 5 (CEM, USA); wytrzg-
sarka z faznig wodng GLS 400 (Grant Instruments, U.K.); wyparka obrotowa
Laborota 4000 (Heidolph, Niemcy); taznia wodna 365D (Upipan, Polska);
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Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy, Ja-
ponia) szesciokanatowy system elucji gradientowej, pompe L-7100, zawor
dozujacy Rheodyne Rh-7725i, termostat L-7350 z systemem chtodzenia
7350i, detektor UV-DAD 7450A, oprogramowanie HSM oraz dodatkowo
w szesciodrogowy, dwupotozeniowy zawér V 7226 (Knauer, Niemcy).

2.2 Metodyka
(Methods)

Odwazano 0,1 g suchej masy roslinnej D. muscipula / D. aliciae oraz
uzywano 30 mL metanolu czysto$ci gradient grade jako ekstrahentu.
W przypadku ekstrakcji wspomaganej mikrofalami - MAE (microwave assi-
sted extraction) pobierano 0,05 g suchej masy roslinnej i zalewano 15 mL
rozpuszczalnika z powodu ograniczen aparaturowych. Warunki prowadzenia
operaciji ekstrakcji/tugowania przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Warunki przeprowadzenia operacji ekstrakcji/lugowania metaboli-
téw z roslin owadozernych Drosera aliciae oraz Dionaea musci-
pula

Table 2. Conditions of metabolites extraction/leaching operations from
carnivorous plants: Drosera aliciae and Dionaea muscipula

Technika ekstrakcji / fugowania Warunki operaciji
(Extraction/leaching technique) (Operation parameters)
Temperatura: temp. wrzenia rozpuszczalnika
Czas trwania: 30, 60, 180 min
Temperatura ptyty grzejnej: 200°C

Temperatura: 25°C; 50°C

Ekstrakcja w aparacie Soxtec ®
(Extraction in Soxtec ® device)

Ekstrakcja za pomocg homogenizatora

wysokoobrotowego e .
; L Czas trwania: 2, 4, 8 min
(Extraction by homogenization Obrotv: 22000 rom
in High-Shear mixer) y: P
Ekstrakcja wspomagana Temperatura: 25°C; 50°C
dezintegratorem ultradzwiekowym Czas trwania: 2, 4, 8 min

(UAE by Ultrasonic disintegration)

Temperatura: 25°C; 50°C

,,Sonifikacja".w tazni ultradiwiekowej Czas trwania: 2, 4, 8 min
(UAE in Ultrasonic Bath) Czestotliwosé: 35 kHz
Ekstrakcja wspomagana Temperatura: 25°C; 50°C

dziataniem mikrofal Czas trwania: 2, 4, 8 min
(MAE) Czestotliwosc fali: 2450 MHz

Maceracja z wytrzgsaniem Temperatura: 25°C; 50°C

(Maceration with Stirring) Czas trwania: 5, 15, 25 h

Dla rosliny owadozernej D. aliciae badania zostaty wykonane z zasto-
sowaniem wszystkich techniki ekstrakcjitugowania zawartych w tabeli 2, na-
stepnie dla dwoch efektywnych technik i techniki Soxtec’a - jako techniki
odniesienia zostaty wykonane eksperymenty z uzyciem suszu rosliny owa-
dozernej D. muscipula.
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Po wykonaniu kazdej operacji ekstrakcji/flugowania, ekstrakt przesa-
czano w temperaturze prowadzenia operacji odparowywano rozpuszczalnik.
Do pozostatosci dodawano 3 mL 1 M HCI aby przeksztatci¢c obecne w eks-
trakcie glikozydy w aglikony. W tym celu mieszanine ogrzewano w tazni
wodnej, pod chtodnicg zwrotng, w temperaturze 100°C, przez 30 minut. Na-
stepnie probke ekstrahowano eterem dietylowym (3 x 5 mL). Warstwe ete-
rowg zbierano i odparowywano rozpuszczalnik w strumieniu azotu, a suchg
mase rozpuszczano w 1 mL eluentu, tzn. w mieszaninie heksan: tetrahydro-
furan (1:1 viv).

Zawartos¢ metabolitow wtornych w ekstraktach z roslin owadozernych
D. aliciae oraz D. muscipula wyznaczono technikg wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej w uktadzie faz normalnych (NP-HPLC) z detektorem
UV-DAD w zakresie dtugosci fali 200+800 nm. Opis uktadu chromatograficz-
nego oraz warunkéw elucji znajdujg sie w opisie do rysunku 1 2.

L] = 4 & 8 10 Lz 4 16 18 Zn a3 24 a6 B 19
Berention Time (min)

Rys. 2. Przyktad chromatogramu UV-DAD uzyskanego podczas rozdzielania ekstraktu metano-
lowego z roslin Dionaea muscipula poddanego hydrolizie kwasnej z zastosowaniem
techniki HPLC w uktadzie faz normalnych z podziatem na substancje i grupy substancji
uwzglednione w badaniach; kolumna: LiChrospher DIOL, 5 ym, 250 mm x 4 mm, prze-
ptyw 1,5 ml/min do 30 min i 2 ml/min od 30 min, przeptyw zwrotny (backflush) w 30 mi-
nucie, temperatura 20°C, objeto$¢ dozowana 20 pl, stezenie probki: 0,1 g suchej masy
roslinnej / 1ml ekstrahentu, eluenty A: n-heksan B: THF, program elucji w gradiencie
stezen: 0-15 min 90:10 (A:B, v/v) 15-45 min 50:50 (A:B, v/v) 45-48 min 91:10 (A:B v/v)

Fig. 2. An example of UV-DAD chromatogram of Dionaea muscipula methanol extract separa-
tion by NP-HPLC technique with dividing on the metabolites and groups of metabolites
acid hydrolysis of glycosides was made. Separation conditions: column-LiChrospher
DIOL, 5 um, 250 mm x 4 mm, flow-1,6 ml/min to 30 min and 2 ml/min from 30 min,
backflush w 30 min., temperature 20°C, sample volume 20 ul, sample concentration
0.1 g plant dry mass/ 1 ml solvent, solvents A: n-hexan B: THF,gradient elution pro-
gram: 0-15 min 90:10 (A:B, v/v) 15-45 min 50:50 (A:B, v/v) 45-48 min 90:10 (A:B v/v)
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Po zakonczeniu programu elucji (30 min), kolumne przetagczono do
trybu elucji wstecznej, w celu elucji z kolumny, zawartych w ekstrakcie sub-
stancji, silnie sorbowanych do powierzchni wypetnienia oraz rozpuszczal-
nych w eluencie.

Kryterium optymalizacji przebiegu programu elucji byto uzyskanie roz-
dzielenia kwercetyny i plumbaginy badz ramentaceonu od pikow substanciji
albo grup substancji zawartych w ekstraktach i charakteryzujacych sie zbli-
zong retencja. Pozostate grupy substancji zostaty wydzielone arbitralnie jako
grupy zwigzkow wzajemnie natozonych ale rozdzielonych od pozostatych.
Mirycetyna wystepuje w bardzo matym stezeniu, czesto ponizej granicy
oznaczalnoéci dlatego zostata pominieta. Przyktad chromatogramu rozdzie-
lania ekstraktu metanolowego z zaznaczonymi metabolitami i grupami me-
tabolitow pokazano na rysunku 2.

3. Wyniki
(Results)

Wyniki badan efektywnosci poszczegdlnych technik ekstrakcji/tugo-
wania metabolitow z wysuszonego materiatu roslinnego zilustrowano w po-
staci diagramow, ktére przedstawiajg zaleznos¢ stosunku powierzchni pi-
ku/grupy pikéw (F) ekstrahowanych skfadnikéw do maksymalnej osiggnietej
powierzchni piku/grupy pikéw (Fmax), 0d czasu trwania operacji, dla okreslo-
nych wartosci temperatury. Na rysunku 3 zamieszczono przyktadowy dia-
gram przedstawiajacy zalezno$¢ stosunku powierzchni piku (F) plumbaginy
do maksymalnej powierzchni piku (Fnax) tego metabolitu w czasie trwania
operacji dla ekstrakcji wspomaganej dziataniem mikrofal dla dwoch réznych
temperatur 25 i 50°C.

B MAE - D. muscipula - plumbagina A MAE - D. muscipula - plumbagina
12 T I 1 1,2
1,0 : t : } ! 1,0 {
. 08 ¥ * ‘ 3 08 {
& 06 : T 06
e ad,4 : - E t 4 0,4 }
g,z ; + f 0.2
@0 0,0
1] 2 4 1 8 10 ] 2 4 & 8 10
czas t{min] ezas t{min]

Rys. 3. Diagram zaleznosci stosunku F/F .« w funkcji czasu trwania operacji ekstrakcji wspo-
maganej dziataniem mikrofal, otrzymane dla plumbaginy z suszu rosliny owadozernej
Dionaea musipula, w temperaturze 25°C (A) oraz 50°C (B)

Fig. 3. Diagram of dependence F/F ,..xin function of extraction / leaching operation time in MAE
operation for plumbagin from dry plant material in temperature 25°C (A) and 50°C (B)
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Tabela 3. Zestawienie optymalnych warunkéw ekstrakcjitugowania meta-
bolitbw wtornych z rodlin owadozernych: Drosera aliciae (A) oraz
Dionaea muscipula (B) dla badanych technik

Table 3. Optimal conditions (time and temperature) of metabolite/group of me-
tabolites extraction/leaching operation from carivorous plants:
Drosera aliciae (A), Dionaea muscipula (B) for investigated techniques
OPTYMALNE WARUNKI EKSTRAKCJI/LUGOWANIA METABOLITOW OKRESLONA TECHNIKA
(OPTIMAL PARAMETERS OF METABOLITES EXTRACTION/LEACHING OPERATION
IN DIFFERENT TECHNIQUES)
. > \ = < es
B =N g |2 2 ks] S
o £§8d= S89SE 2 %zl % S:iis
5@ 0.9 w c=£2c8 8 _ <N ©8S82
L SR < X538 38 Q>SS Ta e ¢ asE
< ‘ENQE s ?‘:E—\‘VJE g;%gé\m 8S$E
8 5828 e§SEs § S52%g ftgn
SES™ nETSE |2 7S § =5¢
A 053 BETE R kS NS
£ o | g o g o | 8 o | g o |8 o
EE | S |EE| S |EE| T |EE| 3 |EE| 5 |EE| T
§=1 5 |8%| | 8% E | 8% 5 |8 5 &% B
O ~ O ~ O ~ o ~ o = o =
Ramenta- | 60 | 647 | 4 | 2550 | 2 50 8 50 4 50 | 15 | 50
Kwercetyna 30 64,7 4 25-50 2 50 8 50 4 50 5 50
Grupa 1 60 64,7 4 25-50 2 50 8 50 4 50 5 25
Grupa 2 180 64,7 4 25-50 2 50 8 50 4 50 5 50
Grupa 3 60 64,7 4 25-50 2 50 8 50 4 50 5 50
OPTYMALNE WARUNKI EKSTRAKCJI/LUGOWANIA METABOLITOW OKRESLONA TECHNIKA
(OPTIMAL PARAMETERS OF METABOLITES EXTRACTION/LEACHING OPERATION
IN DIFFERENT TECHNIQUES)
B ® Dezintegrator ultradzwigkowy
Soxtec (Ultrasonic disintegration) MAE
Czas/time Temp. Czas/time o Czas/time o
[min] [°C [min] Temp. ['C] [min] Temp. ['C]
Plumbagina 30 64,7 2 50 2 50
Kwercetyna 60 64,7 2 50 2 50
Grupa 1 30 64,7 2 50 2 50
Grupa 2 30 64,7 2 50 2 50
Grupa 3 30 64,7 2 50 2 50

Analiza tego typu diagraméw pozwala okresli¢ optymalne warunki eks-
trakcjitugowania metabolitdw badz grup metabolitéw dla okreslonej techniki i
warunkéw ekstrakcjifugowania. Podobne diagramy otrzymano dla pozostatych
metabolitéw/grup metabolitow. W tabeli 3 zestawiono optymalne warunki: czasu
trwania i temperatury, ekstrakcjifugowania metabolitu/grupy metabolitow dla
okreslonych technik. Na podstawie tych rezultatéw poréwnano efektywnosci
ekstrakcjilugowania metabolitow dla optymalnych wartosci czasu trwania ope-
racji poszczegolnych substancji/lgrup substancji, z roslin owadozernych D. ali-
ciae oraz D. muscipula w okreslonych temperaturach. Przykltadowy diagram po-
rownania efektywnosci ekstrakcjifugowania ramentaceonu znajduje sie na
rysunku 4 natomiast plumbaginy na rysunku 5. Zestawienie efektywnosci tech-
nik ekstrakcjifugowania dokonano poréwnanie stosunku pola powierzchni pi-
ku/pikbw metabolitéw/grup metabolitow osiggnietego przy danej technice do
maksymalnego osiggnietego pola powierzchni dla danego metabolitu/grupy me-
tabolitow.
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F/Fmax

Porownanie efektywnoscitechnik ekstrakcjifugowania ramentaceonuz

DroseraAliciae w zadanych temperaturach

m Dezintegrator
Ultradzwigkowy

= MAE

® Ultrasonifikacja w
0,70 tazni
s ultradzwigkowe]

B V\ysokoobrotowy
homogenizator

= Maceracja z
wytrzasaniem

Soxtec

. X
25 50 64.7% temperstura wrzeniz
rozpuszezainika

Temperatura [°C]

Rys. 4

. Poréwnanie efektywnosci technik ekstrakcjifugowania ramentaceonu, przy optymalnych

wartosciach czasu prowadzenia operacji, z rosliny owadozernej Drosera aliciae w tem-
peraturach 25°C i 50°C

Fig. 4. Comparison of ramentaceone extraction/leaching techniques efficiency in optimal op-
eration time from carnivorous plant Drosera aliciae in temperature 25°C and 50°C
Poréwnanie efektywnoscitechnik ekstrakcjifugowania
plumbaginy z Dionaea Muscipula w zadanych temperaturach
1.2
T 1,00
1 077 074 " Dez
: . Ultta2|rétfag_ra;or
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. B 0,59 o0 MAE
=
E 06 -
TR = Soxtec
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U .
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Rys. 5. Poréwnanie efektywnosci technik ekstrakcjifugowania plumbaginy przy optymalnych

Fig. 5.

wartosciach czasu prowadzenia operacji, z rosliny owadozernej Dionaea muscipula
w temperaturach 25°C i 50°C

Comparison of plumbagin extraction/leaching techniques efficiency in optimal operation
time from carnivorous plant Dionaea muscipula in temperature 25°C and 50°C
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Na podstawie przeanalizowanych danych wybrano przyblizone optymalne
warunki ekstrakcji tugowania catego profilu metabolitow wtérnych z bada-
nych roslin owadozernych. Przedstawione zostato to w tabeli 4.

Tabela 4. Optymalne warunki prowadzenia ekstrakcji/fugowania metaboli-
tow z roslin owadozernych D. aliciae oraz D. musicpula

Table 4. Optimal conditions of metabolites extraction/leaching operation
from carnivorous plants D. aliciae and D. musicpula

Optymalne warunki

(Optimal conditions)
L Technika ekstrakcjifugowania Drosera aliciae Dionaea muscipula
P (Extraction/leaching technique) P
Czas Tem Czas Tem
(Time) p- (Time) p-

Ekstrakcja w aparacie Soxtec®
(Extraction in Soxtec® device)
Ekstrakcja wspomagana dezintegrato-
2 rem ultradzwiekowym 4 min 50°C 4 min 50°C
(UAE by Ultrasonic disintegration)
Ekstrakcja wspomagana dziataniem

60 min 64,7°C* | 60 min 64,7°C*

3 mikrofal 2 min 50°C 2 min 50°C
(MAE)
Ekstrakcja za pomocg homogenizatora
4 wysokoobrotowego 4 min 50°C

(Extraction by homogenization - -

in High-Shear mixer)

Sonifikacja w tazni ultradzwiekowej . R ) -
(UAE in Ultrasonic Bath) 8min | 50°C

Maceracja z wytrzasaniem

(Maceration with Stirring)

5h 50°C - -

* - temperature wrzenia rozpuszczalnika pod cisnieniem atmosferycznym

4. Wnioski
(Conclusions)

Ekstrakcja/tugowanie metabolitbw z suchego materiatu roslinnego
z wykorzystaniem maceracji jest podstawg kazdej badanej techniki w ra-
mach niniejszej pracy. Technika maceracji z wytrzgsaniem w temperaturze
podwyzszonej jest technikg tatwo dostepng i wymagajacyg niskich naktadow
finansowych na zakup aparatury. Jest ona skuteczna, poniewaz umozliwia
osiggniecie réwnowagi. Jednakze ze wzgledu na dtugi czas trwania jest ma-
to efektywna. Podobne rezultaty uzyskuje sie rowniez dla ekstrakcji metodg
Soxhleta w aparacie Soxtec®. Jednak czas ekstrakcji, ktéry w poréwnaniu ze
starszg wersjg — ekstrakcji w aparacie Soxhleta, ulegt skréceniu, jednak
nadal pozostaje relatywnie dtugi w poréwnaniu do nowoczesnych technik.
Pierwszy etap tej techniki — ,etap gotowania”, polegajgcy na maceracji we
wrzgcym rozpuszczalniku wydaje sie by¢ kluczowym. W przypadku metabo-
litbw nie trwatych termicznie metoda Soxhleta nie powinna by¢ stosowana
gdyz wykorzystuje sie ekstrahent w fazie wrzenia.
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Zastosowanie technik ekstrakcji/flugowania wspomaganych: falami ul-
tradzwiekowymi, mikrofalami, wysokoobrotowym homogenizatorem istotnie
przyspiesza operacje. Pozwala osiggng¢ wysokie poziomy zawartosci meta-
bolitow w ekstraktach, w krotkim czasie - nawet kilku minut. Wzrasta w ten
sposob efektywnos¢. Przeszkodg stosowania tych technik ekstrak-
cjiftugowania jest stosunkowo wysoki koszt aparatury.

W przypadku ekstrakcji/lugowania termicznie trwatych substancji ko-
rzystne jest podniesienie temperatury. W przypadku nietrwatych metaboli-
tow, ktore w czasie trwania operacji ulegajg rozktadowi termicznemu oraz
utlenianiu (w tym rowniez katalizowanego swiattem) sugeruje sie stosowanie
niskich temperatur operacji lub/i w atmosferze gazu obojetnego. Zawsze ko-
rzystny jest brak dostepu swiatta.

Przedstawione w pracy wyniki wydajg sie by¢ przydatne przy opraco-
waniu optymalnych warunkow procesu pozyskiwania metabolitow z roslin
owadozernych gatunku D. aliciae oraz D. musicipula na skale preparatywng
lub procesowa. Celowe bytoby opracowanie optymalnych warunkéw procesu
ekstrakcji/flugowania jako procesu ciggtego.

Celowe jest wykonanie kolejnych badan w celu dokfadniejszej opty-
malizacji najbardziej efektywnych technik ekstrakcji/tugowania szczegolnie
w zwigzku z powiekszeniem skali operacji.

Najwazniejsze wnioski uzyskane w rezultacie badan tej pracy na
przyktadzie ekstrakcjifugowania metabolitdw z roslin owadozernych sg
prawdopodobnie aktualne takze dla innych roslin.

Badania tej pracy wykazaty dodatkowo, ze Dionaea muscipula jest
bogatsza w metabolity wtdérne niz Drosera aliciae, dlatego stanowi bardziej
korzystne zrodto pozyskiwania tych substancji na skale przemystowa.
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