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Opracowanie optymalnych warunków rozdzielania  
i identyfikacji metabolitów ro lin z rodzaju droseraceae,  
z zastosowaniem wysokosprawnej kolumnowej  
chromatografii cieczowej 
 
A research on the composition of eluent for separation of plant 
metabolites by column reversed phase liquid chromatography  
 
Streszczenie: Od kilku lat na wiecie trwaj  badania sk adników ro lin owado ernych wykazu-
j cych atrakcyjne w a ciwo ci biologicznie czynne, tj. dzia anie przeciwbakteryjne, przeciwgrzy-
bowe, antyoksydacyjne, a by  mo e, tak e, przeciwnowotworowe. Pozyskiwanie substancji bio-
logicznie aktywnych z materia u naturalnego, na drodze hodowli in vitro a nast pnie ekstrakcji  
i rozdzielania jest bardziej korzystne pod wzgl dem ekonomicznym, ni  ich wytwarzanie meto-
dami syntezy chemicznej, która w wielu przypadkach sk ada si  z wielu etapów, a wypadkowa 
efektywno  jest cz sto niezadowalaj ca.  

W pracy zaprezentowano wyniki bada  dotycz cych opracowania najkorzystniejszych 
warunków rozdzielania oraz identyfikacji sk adników ekstraktów ro lin owado ernych z czterech 
ro lin rodziny Droseraceae, tzn., Drosera binata, Drosera capensis, Drosera aliciae oraz Dionea 
muscipula. Badania polega y na zaprojektowaniu optymalnego uk adu chromatograficznego 
oraz optymalnych warunków rozdzielania pozwalaj cych w sposób mo liwie jak najbardziej se-
lektywny rozdzieli  sk adniki z grupy naftochinonów oraz flawonoidów. Wykorzystano techniki 
kolumnowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w odwróconych uk adach faz (RP-
HPLC), Porównano wyniki bada  uzyskane z zastosowaniem elucji gradientowej. Za ka dym 
razem stosowano przep yw zwrotny eluentu w kolumnie. Stosowanie elucji gradientowej jest ce-
lowe w badaniach sk adu metabolicznego ro lin, identyfikacji oraz oznaczania zawarto ci 
sk adników w ekstraktach, a tak e w kontroli jako ci i standaryzacji materia u zielarskiego. 
 
S owa kluczowe: plumbagina, ramentaceon, chloroplumbagina, droseron, mirycetyna, kwerce-
tyna, HPLC 
 
Abstract: For several years have been carried out researches of chemical compounds with at-
tractive biological activity (antimicrobial, antifungal, antioxidant and anticancer activity) founded 
in insectivorous plants. Production of plant metabolites from in vitro cultures  by procedures 
consisting of the extraction methods and separation techniques is economically more advanta-
geous, than �classic� methods of chemical synthesis, which are consisted of many steps, which 
final efficiency is unsatisfactory.  
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A developed most favorable conditions for separation and identification of the compo-
nents of extracts of four plants from Droseraceae: Drosera aliciae, Dionea muscipula, Drosera 
binata and Drosera capensis are presented in the paper. The optimal conditions of the chroma-
tographic system provide a selective separation of naphthoquinones and flavonoids from the 
samples of plant extracts. Column chromatography techniques in reversed phase conditions 
were used in the researches. The paper presents a comparison of separations made in different 
chromatographic systems with gradient elution. After every separation the direction of the eluent 
flow in the column was inversed.  

Application of gradient elution is significant in researches for identification of the com-
pounds and quantitative determination of plant metabolites, as well as for the quality control and 
standardization of natural herbal materials. 
 
Key words: plumbagin, ramentaceone, chloroplumbagin, droserone, myricetin, quercetin, 
HPLC 
 
 
1. Wst p 

(Introduction) 
 

W ro linach owado ernych zidentyfikowano szerok  gam  zwi zków 
chemicznych, w tym mi dzy innymi takie zwi zki chemiczne jak: naftochino-
ny, flawonoidy, glukozydy i kwasy fenolowe. Niektóre z nich posiadaj  ak-
tywno  farmakologiczn  i s  stosowane w produkcji preparatów leczni-
czych. Przyk adowo rosiczka, jest od dawna wymieniana w farmakopei. 
Poza tym stosowania jest w fitoterapii, homeopatii  i lecznictwie ludowym [1]. 

W ród zwi zków zawartych w ro linach z rodziny Droseraceae ze 
wzgl du na w a ciwo ci lecznicze na uwag  zas uguj  zawarte w nich nafto-
chinony tj.: plumbagina, chloroplumbagina, hydroksyplumbagina i ramenta-
ceon oraz flawonoidy: kwercetyna i mirycetyna [2, 3]. 
Plumbagina wykazuje dzia anie: przeciwbakteryjne, przeciwmalaryczne, 
przeciwkancerogenne, antyoksydatywne oraz przeciwmia d ycowe. Jej w a-
ciwo ci przeciwnowotworowe zosta y potwierdzone wynikami eksperymen-

tów in vitro na komórkach zarodkowych myszy [4]. Dzia anie cytotoksyczne 
plumbaginy prowadzi do apoptozy komórek rakowych. Plumbagina dzia a 
silnie bakteriobójczo m.in. na gronkowce, paciorkowce, pr tki oraz dwoinki, 
które wywo uj  choroby uk adu oddechowego. Do efektów ubocznych sto-
sowania plumbaginy nale  biegunki, wysypki, zwi kszanie liczby bia ych 
krwinek oraz wzrost st enia fosforanów w surowicy krwi. Plumbagina jest 
ponadto szkodliwa dla w troby [4, 5, 6]. 

Chloroplumbagina wyst puje m.in. w ro linie Plumbago zeylanica  
z rodziny Plumbaginaceae. Ro lina ta posiada w a ciwo ci wykrztu ne, 
przeciwzapalne, przeciwreumatyczne oraz moczop dne. Jest stosowana  
w leczeniu niestrawno ci, biegunki oraz chorób skóry. Ekstrakty alkoholowe 
oraz wodne wykazuj  w a ciwo ci przeciwbakteryjne. Dzia anie czystej chlo-
roplumbaginy nie zosta o dotychczas zbadane [7]. 

Ramentaceon wyst puje w ro linach z gatunku Drosera, jego zawar-
to  waha si  w zale no ci od rodzaj gatunku oraz warunków hodowli. Wy-
st puje on równie  w ro linach z gatunku Ebenaceae [8]. 7-metylojuglon 
wykazuje w a ciwo ci przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii z gatunku 
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Neisseria gonorrhoeae oraz dzia anie przeciwgrzybowe w stosunku do grzy-
bów z gatunku Cladosporium cucumerinum, dzia anie cytotoksyczne w sto-
sunku do komórek nowotworowych raka okr nicy oraz dzia anie toksyczne 
w stosunku do niektórych owadów. Ponadto posiada dzia anie przeciwgru -
licze, a tak e jest inhibitorem kwasu 12-hydroksyeicosatetraenowego, który 
jest kluczowym przeka nikiem sygna u w tworzeniu przerzutów i procesie 
mia d ycy [7, 8]. 

Droseron wyst puje w wi kszo ci ro lin owado ernych. Zwi zek ten 
posiada w a ciwo ci spazmolityczne (rozkurczaj ce mi nie g adkie), prze-
ciwkaszlowe oraz w a ciwo ci antybiotyczne [7]. 

 
2. Cz  eksperymentalna 
 (Experimental) 
 
Materia y i odczynniki 
(Materials and reagents) 

Materia  ro linny gatunków: Drosera aliciae, Drosera capensis, Drose-
ra binata oraz Dioneae muscipula hodowany w warunkach in vitro w Zak a-
dzie Ochrony i Biotechnologii Ro lin Mi dzyuczelnianego Wydzia u Biotech-
nologii Uniwersytetu Gda skiego i Gda skiego Uniwersytetu Medycznego.  

Certyfikowane wzorce: plumbagina, mirycetyna, kwercetyna u yte  
w badaniach zosta y zakupione w firmie Sigma Aldrich (USA). Substancje 
niedost pne na rynku, tj chloroplumbagina i droseron zosta y otrzymane na 
drodze syntezy chemicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Gda -
skiej. Ramentaceon, którego wzorzec równie  nie jest dost pny w sprzeda y 
zosta  wyizolowany z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii cieczo-
wej (P-LC).  

W badaniach wykorzystywano nast puj ce rozpuszczalniki: metanol 
(MeOH), acetonitryl (ACN), izopropanol (izo-PrOH), tetrahydrofuran 
(THF),1,4-dioksan (diox) o czysto ci do HPLC (Merck, Niemcy). Kwas siar-
kowy (cz.d.a.) zosta  zakupiony w firmie P.P.H Standard (Polska). Woda de-
jonizowana stosowana w badaniach pochodzi a z urz dzenia Milli Q (Millipo-
re, USA). 
 
Aparatura 
(Equipment) 

Gradientowy chromatograf cieczowy wyposa ony w czterokana owy 
system elucji gradientowej z zaworami proporcjonuj cymi (tzw. gradient ni-
skoci nieniowy) i pomp  L-6200 (Merck � Hitachi, Niemcy, Japonia), zawór 
dozuj cy Rh-7161 (Rheodyne, USA) z p tl  dozuj c  20 µl, detektor  
UV-DAD 7450A, dodatkowo w sze ciodrogowy dwupo o eniowy zawór  
Rh-7010 (Rheodyne, USA), do zmiany kierunku przep ywu fazy ruchomej  
w kolumnie (backflash), oprogramowanie D 7000 HPLC System Manager 
(Merck - Hitachi, Niemcy, Japonia) zosta  wykorzystany w badaniach. 
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Badania z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
zosta y przeprowadzone z wykorzystaniem kolumny LiChrospher 100 RP-18e 
o rednicy ziarna 5 µm oraz wymiarach 125 mm x 4 mm (Merck, Niemcy). 

Procedura analityczna 
(Analytical procedure) 

Celem bada  z zastosowaniem wysokosprawnej kolumnowej chromato-
grafii cieczowej by o opracowanie procedury umo liwiaj cej najbardziej selek-
tywne rozdzielanie sk adników zawartych w ekstraktach ro lin owado ernych.  
W badaniach podj to, tak e, prób  identyfikacji rozdzielonych sk adników za-
wartych w ekstraktach z ro lin: Dionaea muscipula i Drosera aliciae. 

Procedury rozdzielania zosta y poprzedzone przygotowaniem mie-
szaniny substancji wzorcowych i ekstraktów z ro lin owado ernych. Ekstrak-
ty metanolowe ro lin z gatunków D. muscipula, D. aliciae, D. capensis  
i D. binata pochodzi y z hodowli in vitro Zak adu Ochrony i Biotechnologii 
Ro lin, Mi dzyuczelnianego Wydzia u Biotechnologii UG i GUMed. W bada-
niach wykorzystane zosta y ro liny rozmna ane in vitro, poniewa  znajduj  
si  one pod ca kowit  ochron . 

W celu dok adnego wyznaczenia st enia sk adników zawartych w eks-
traktach metanolowych ro lin owado ernych, 1 ml ekstraktu zosta  przeniesio-
ny do zwa onej fiolki, nast pnie odparowany do sucha w strumieniu azotu  
i powtórnie zwa ony. Sucha masa zosta a rozpuszczona w 1 ml metanolu. 

W badaniach rozdzielano metanolowe ekstrakty ro lin owado ernych 
z gatunku D. muscipula i D. aliciae, które pos u y y, jako materia y reprezen-
tatywne. Autorzy badan za o yli, e optymalne warunki rozdzielania dla ga-
tunków wzorcowych b d  optymalne równie  ekstraktów z innych gatunków 
ro lin owado ernych. Dodatkowo zastosowanie ekstraktów metanolowych  
z jedynie dwóch gatunków ro lin owado ernych by  pozwoli  zmniejszy  sto-
pie  zu ycia eluentów oraz umo liwi  znaczn  oszcz dno  czasu. Eluent 
stanowi a mieszanina wody z dodatkiem kwasu siarkowego (VI) (pH 3) oraz 
sk adnika organicznego: metanol, izopropanol, tetrahydrofuran i acetonitryl. 
Etap bada  mia  na celu potwierdzenie wniosków wyci gni tych na podsta-
wie wyników bada  dotycz cych opracowania najkorzystniejszego sk adu 
eluentu do rozdzielania sk adników ekstraktów ro lin owado ernych z zasto-
sowaniem chromatografii planarnej, z zastosowaniem wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej w warunkach elucji gradientowej. 

Na podstawie uzyskanych wyników, w dalszych badaniach nad roz-
dzielaniem sk adników czterech ekstraktów metanolowych zastosowano 
trójsk adnikowy eluent, w którego sk ad wchodzi a woda z dodatkiem H2SO4 
(pH 3) oraz dwa sk adniki organiczne tj: metanol i izopropanol. W tabeli 1 
przedstawiono sk ad eluentu trójsk adnikowego oraz przebieg programu elu-
cji, w którym poddano rozdzieleniu cztery metanolowe ekstrakty ro lin:  
D. muscipula, D. aliciae, D. capensis i D. binata. 

Obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej wynosi o 1 ml/min, 
obj to  dozowanej próbki wynosi a 20 µl. W badaniach w sposób automa-
tyczny poprzez program D - 7000 HSM co 0,4 s rejestrowano widmo w za-
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kresie 205 do 800 nm (z wyj tkiem eluentu, którego sk adnikiem by  THF tu-
taj widmo rejestrowano w zakresie 220-800 nm, gdy  THF silnie absorbuje 
promieniowanie UV do 220 nm). W wyniku rejestracji widma otrzymano  
3-wymiarowy chromatogram, który odwzorowany by  na ekranie monitora  
w formie poziomicowej. W badaniach stosowano zawór do przep ywu zwrot-
nego eluentu, w celu wyeluowania z kolumny substancji silnie zwi zanych  
z powierzchni  sorpcyjn . Zawór by  prze czany w 23 minucie ka dego 
analizy, aby wyeluowane zosta y substancje niskopolarne, tj. chlorofile, karo-
tenoidy oraz woski. 

Przedstawiona procedura analityczna zgodna z przedstawion  w pra-
cy dyplomowej Aleksandra Lewandowskiego [8]. 

 
Tabela 1.  Program elucji oraz sk ad eluentów dwusk adnikowych 
Table 1.  A Comparison of the elution programs and the composition  

of 2-component eluents 
 

Sk adniki eluentu 
(Eluent component) 

Nr uk adu  
chromato- 

graficznego 
(Number 

 of chromatographic 
system) 

A B 

Kolumna 
chromatograficzna
(Chromatographic 

column) 

Program elucji 
(Elution program) 

t [min] A B 

0 95 5 

20 5 95 
1 

H2O + 
H2SO4 
(pH=3) 

izo-
PrOH 

(2- 

LiChrospher 100 
RP-18e, 5 mm,  
125 x 4 mm  

30 5 95 

t [min] A B 

0 95 5 

20 5 95 
2 

H2O + 
H2SO4 
(pH=3) 

MeOH 
 

LiChrospher 100 
RP-18e, 5 mm,  
125 x 4 mm  

30 5 95 

t [min] A B 

0 95 5 

20 5 95 
3 

H2O + 
H2SO4 
(pH=3) 

THF 
LiChrospher 100 
RP-18e, 5 mm, 
 125 x 4 mm  

30 5 95 

t [min] A B 

0 95 5 

20 5 95 
4 

H2O + 
H2SO4 
(pH=3) 

ACNl 
 

LiChrospher 100 
RP-18e, 5 mm,  
125 x 4 mm  

30 5 95 
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Tabela 2.  Program elucji oraz sk ad eluentu trójsk adnikowego 
Table 2.  A Comparison of the elution programs and the composition of  

3-component eluents 
 

Sk adniki eluentu 
(Eluent komponent) 

Nr uk adu  
chromato- 

graficznego 
(Number 

of chromato-
graphic system)

A B C 

Kolumna  
chromatograficzna 

(Chromatogr.  
kolumn) 

Program elucji 
(Elution program) 

t[min] A B C 
0 90 5 5 

14 30 65 5 
14,1 45 50 5 
20 10 50 40 

5 
H2O + 
H2SO4 
pH=3 

MeOH) izo-
PrOHl

LiChrospher 100  
RP-18e, 5 mm, 

125 x 4 mm  

30 10 50 40 
 
Wyniki i dyskusja 
(Results and disccussion) 
 
Tabela 3.  Zestawienie substancji rozdzielonych w ekstrakcie Dionaea mu-

scipula wraz z wyznaczonymi wspó czynnikami retencji k oraz 
wspó czynnikami selektywno ci , rozdzielanych z wykorzysta-
niem programów elucji zamieszczonych w tabeli 1-2 

Table 3.  A comparison of the substances separated in Dionaea muscipula 
extract and calculated values of retention coefficient (k) and se-
lectivity coefficient ( ) of separated substances with the use of 
elution programs listed in tab. 1-2 

 
D. muscipula / Sk adnik organiczny 

eluentu: izopropanol 
(D. muscipula / Organic komponent 

 of the eluent: isopropanol) 

D. muscipula / Sk adnik organiczny eluentu: 
izopropanol 

(D. muscipula / Organic component  
of the eluent: methanol) 

Substancja 
(Substance) tR k 1  2 

Substancja 
(Substance) tR k  1  2 

A 3,74 2,56 - 1,25 A 6,04 4,75 - 1,44 

B 4,40 3,19 1,25 1,70 B 8,23 6,84 1,44 1,61 

E 6,76 5,44 1,70 1,11 E 12,60 11,00 1,61 1,04 

- - - - - - - - - - 

F 7,37 6,02 1,11 1,06 F 13,07 11,45 1,04 1,05 
Mirycetyna 
(Mirycetin) 7,78 6,41 1,06 1,08 Mirycetyna 

(Mirycetin) 13,73 12,08 1,05 1,10 

Kwercetyna 
(Quercetin) 8,34 6,94 1,08 1,34 Kwercetyna 

(Quercetin) 15,00 13,29 1,10 1,07 

I 10,82 9,30 1,34 1,18 I 15,91 14,15 1,07 1,02 

- - - - - I2 16,20 14,43 1,02 1,11 P
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Plumbagina 
(Plumbagin) 12,54 10,94 1,18 1,05 Plumbagina 

(Plumbagin) 17,87 16,02 1,11 1,07 

J 13,10 11,48 1,05 1,15 J 19,02 17,11 1,07 1,06 
Chloroplum- 

bagina 
(Chloro-

plumbagin) 

14,86 13,15 1,15 - 

Chloroplum- 
bagina 

(Chloroplumba-
gin) 

20,09 18,13 1,06 - 

D. muscipula/ Sk adnik organiczny  
eluentu: tetrahydrofuran 

(D. muscipula / Organic component  
of the eluent: tetrahydrofuran) 

D. muscipula/ Sk adnik organiczny eluentu: 
acetonitrylu 

(D. muscipula / Organic komponent 
 of the eluent: acetonitrile) 

Substancja 
(Substance) tR k  1  2 

Substancja 
(Substance) tR k  1  2 

- - - - - A 5,13 3,89 - 1,17 

B 5,13 3,89 - 1,75 B 5,81 4,53 1,17 1,33 

E 8,21 6,82 1,75 1,16 E 7,36 6,01 1,33 1,05 

F1 9,34 7,90 1,16 1,09 F1 8,29 6,90 1,09 1,11 

F 10,08 8,60 1,09 1,04 - - - - - 
Mirycetyna 
(Mirycetin) 10,43 8,93 1,04 1,05 Mirycetyna 

(Mirycetin) 7,70 6,33 1,05 1,09 

Kwercetyna 
(Quercetin) 10,94 9,42 1,05 1,15 Kwercetyna 

(Quercetin) 9,07 7,64 1,11 1,19 

I 12,45 10,86 1,15 1,03 I 12,89 11,28 1,24 1,10 

- - - - - I2 10,60 9,10 1,19 1,24 
Plumbagina 
(Plumbagin) 12,80 11,19 1,03 1,05 Plumbagina 

(Plumbagin) 14,03 12,36 1,10 1,15 

J 13,33 11,70 1,05 1,09 - - - - - 
Chloroplum- 

bagina 
(Chloro-

plumbagin) 

14,42 12,73 1,09 - 

Chloroplum- 
bagina 

(Chloroplumba-
gin) 

15,92 14,16 1,15 - 

 

Wspó czynniki retencji k zosta y obliczone dla wszystkich zidentyfiko-
wanych substancji, wspó czynniki selektywno ci wyznaczono natomiast dla 
substancji, dla których posiadano wzorce oraz dla substancji powtarzaj cych 
si  w badanych ekstraktach. Wspó czynnik selektywno ci okre la stopie  
rozdzielenia pików dwóch s siednich sk adników rozdzielanej mieszaniny. 
Na rys. 1 przedstawiony jest sposób wyznaczenia parametru na podstawie 
chromatogramu, korzystaj c ze wzoru (1) oraz wzoru (2) [9]. W tabeli 3 kre-
ski �-� w rubryce dotycz cej wspó czynników selektywno ci oznaczaj , e 
dana substancja nie jest poprzedzona wcze niejsz  substancj  b d  za ni  
nie ma ju  piku kolejnej substancji.  
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Rys. 1. Schemat sposobu wyznaczania wspó czynnika selektywno ci [9] 
Fig. 1. Scheme of method of calculation selectivity factor [9] 

 

 m

mi
i t

tt
k

  (1) 
gdzie: 
ki � wspó czynnik retencji i-tej substancji,  
ti � czas retencji i-tej substancji, 
tm � czas martwy[min]. 
 

 0

1
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  (2) 
 
gdzie: 

� wspó czynnik selektywno ci,  
k0 � wspó czynnik retencji substancji s abiej oddzia uj cej z faza stacjonarn  
k1 � wspó czynnik retencji substancji silniej oddzia uj cej z faza stacjonarn  
 
Na podstawie otrzymanych chromatogramów podj to tak e prób  identyfi-
kacji substancji zawartych w ekstraktach ro linnych. Widma spektralne po-
s u y y do identyfikacji metabolitów, o dost pnych wzorcach � identyfikacja 
na podstawie dwóch parametrów � widma i warto ci czasu retencji, a tak e 
do identyfikacji substancji �powtarzaj cych si � w ka dym z eluentów. Piki 
substancji, zidentyfikowanych na podstawie wzorców zosta y opisane na 
chromatogramach za pomoc  nazw wzorców, pozosta ym substancjom zo-
sta y przypisane symbole du ych liter alfabetu. Substancje wyst puj ce  
w niskich st eniach zosta y opisane na chromatogramach ma ymi literami 
alfabetu.  

Zastosowanie do rozdzielenia sk adników ekstraktów z ro lin owado-
ernych eluentu, b d cego mieszanin  izopropanolu i wody zakwaszonej 

H2SO4 do pH 3, pozwoli o stwierdzi  obecno  40 substancji w ekstrakcie 
Dionaea muscipula i 34 w ekstrakcie Drosera aliciae. Wspó czynniki retencji 
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k dla 27-miu zaobserwowanych substancji z ekstraktu Dionaea muscipula 
mie ci y si  w optymalnym przedziale od 1÷10. Ponadto metabolity, których 
wzorce by y w posiadaniu nieznacznie wykracza y poza ten przedzia ,  
k = 10,94 dla plumbaginy i k = 13,15 dla chloroplumbaginy. W ekstrakcie 
Drosera aliciae wspó czynniki k dla 22 substancji mie ci y si  w optymalnym 
przedziale, natomiast wspó czynnik k dla kolejnych trzech substancji odbie-
ga  tylko o 0,87 od przedzia u optymalnego. Dla Dionaea muscipula analiza 
chromatogramów rozdzielania metabolitów, których wzorce by y dost pne, 
pozwala stwierdzi , i  flawonoidy s  w tym uk adzie najlepiej rozdzielone od 
substancji im towarzysz cych, natomiast dla naftochinonów otrzymano bardzo 
dobre rozdzielenie od substancji im towarzysz cych przy warto ci wspó czyn-
nika k niewiele powy ej 10. Dla Drosera aliciae uk ad z eluentem zawieraj -
cym izopropanol pozwoli  zidentyfikowa  tylko dwa metabolity, których wzorce 
by y dost pne i posiada y one wspó czynniki retencji mniejsze od 10. Nale y 
zaznaczy , e rozdzielenie ramentaceonu od innych sk adników ekstraktu jest 
najlepsze spo ród badanych uk adów chromatograficznych.  

Wykorzystanie, jako eluentu mieszaniny metanolu i wody zakwaszo-
nej H2SO4 do pH 3 pozwoli o w ekstrakcie Dionaea muscipula stwierdzi  
obecno  41 substancji a w ekstrakcie z Drosera aliciae 38 substancji.  
W tym uk adzie tylko dla 15 substancji wspó czynniki retencji k z ekstraktu 
Dionaea muscipula i z Drosera aliciae mieszcz  si  w przedziale od 1÷10. 
Mo na uzna , e wspó czynniki k dla mirycetyny oraz dla kwercetyny tylko 
nieznacznie wykraczaj  poza optymalny przedzia , w przypadku naftochino-
nów ró nice s  natomiast ju  zbyt du e. W tym eluencie rozdzielenie flawo-
noidów mi dzy sob  jest najlepsze spo ród badanych uk adów. 

 

 
 
Rys. 2. Chromatogram detektora UV-VIS (typ DAD) rozdzielania ekstraktu metanolowego  

D. muscipula eluentu izopropanol : woda 65:35 (v/v) z dodatkiem kwasu siarkowego 
(VI) do pH 3, kolumna LiChrosphere RP18e 125 x 4 mm, 5 µm, nat enie przep ywu, 
obj to  dozowania 20 µl 

Fig. 2.  The UV-VIS/DAD detector chromatogram of D. muscipula methanol extract. Eluent: iso-
propanol : water in addition H2SO4 (pH 3)  65:35 (v/v), column: LiChrosphere RP18e  
125 x 4 mm, 5 µm, flow rate 1ml/min, injection volume 20 µl 
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Program elucji (Elution program): 
 

t[min] A B C 

0 90 5 5 
14 30 65 5 

14,1 45 50 5 
20 10 50 40 
30 10 50 40 

 
 
 

 
 
Rys. 3. Chromatogram detektora UV-VIS (typ DAD) rozdzielania ekstraktu metanolowego  

D. aliciae. Warunki rozdzielania, jak na rys. 2 
Fig. 3.  The UV-VIS/DAD detector chromatogram of D. aliciae methanol extract. Separation 

conditions were the same as in Fig. 2 
 
 
 

 
 
Rys. 4. Chromatogram detektora UV-VIS (typ DAD) rozdzielania ekstraktu metanolowego  

D. capensis. Warunki rozdzielania, jak na rys. 2 
Fig. 4. The UV-VIS/DAD detector chromatogram of D. capensis methanol extract. Separation 

conditions were the same as in Fig. 2 
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Rys. 5. Chromatogram detektora UV-VIS (typ DAD) rozdzielania ekstraktu metanolowego  

D. binata. Warunki rozdzielania, jak na rys. 2 
Fig. 5. The UV-VIS/DAD detector chromatogram of D. binata methanol extract. Separation 

conditions were the same as in Fig. 2 
 

Badania, w których sk adnikiem eluentu by a mieszanina tetrahydrofu-
ranu i wody zakwaszonej H2SO4 do pH 3 pozwoli o w ekstrakcie Dionaea 
muscipula uzyska  rozdzielenie 34 substancji a w ekstrakcie z Drosera ali-
ciae 39 substancji. W tym uk adzie 18 wspó czynników retencji k z ekstraktu 
Dionaea muscipula oraz 22 z ekstraktu Drosera aliciae mie ci si  w opty-
malnym przedziale. Dla Dionaea muscipula kolejnych 8 odbiega tylko o 2,73 
a dla Drosera aliciae kolejnych 7 warto ci k odbiega tylko o 1,18 od opty-
malnego przedzia u. Przyk adowo dla Dionaea muscipula wspó czynnik k dla 
plumbaginy wynosi k = 11,19, a dla chloroplumbaginy k = 12,73. Zastoso-
wanie tetrahydrofuranu jako eluentu pozwala uzyska  mniej selektywne roz-
dzielenie badanych zwi zków, ni  w uk adach gdzie organicznym sk adni-
kiem eluentu by  metanol lub izopropanol.  

Mieszanina acetonitylu z wod  zakwaszon  H2SO4 do pH 3 pozwoli a 
wyodr bni  w ekstrakcie Dionaea muscipula 33, a w ekstrakcie Drosera ali-
ciae 39 substancji. Dla ekstraktu Dionaea muscipula wspó czynniki retencji k 
17 a dla ekstraktu Drosera aliciae 25 substancji znajdowa y si  w odpowied-
nim przedziale warto ci. Wspó czynnik retencji plumbaginy k = 12,36 mo na 
równie  uzna  za nieznacznie odbiegaj cy. W tym uk adzie uzyskano naj-
lepsze rozdzielenie kwercetyny z ekstraktu Dionaea muscipula od substancji 
towarzysz cych oraz mirycetyny z ekstraktu Drosera aliciae od substancji  
o mniejszym czasie retencji tR. Rozdzielenie naftochinonów z ekstraktu Dio-
naea muscipula by o bardzo selektywne, aczkolwiek wspó czynniki k by y 
znacznie wi ksze ni  w przypadku izopropanolu czy THF. Dla ekstraktu Dro-
sera aliciae rozdzielenie naftochinonów by o lepsze tylko w przypadku eluen-
tu, którego sk adnikiem organicznym jest izopropanol. 

Podsumowanie powy szych wyników doprowadzi o do stworzenia 
optymalnego programu elucji (w tab. 2), w którym rozdzielono ekstrakty 4 ro-
lin owado ernych: D. muscipula, D. aliciae, D. capensis, D. binata (chroma-

togramy na rys. 1, 2, 3 i 4). Parametry retencyjne i rozdzielcze mia y zado-
walaj ce warto ci. P

o
b

ra
no

 z
 m

o
st

w
ie

d
zy

.p
l

http://mostwiedzy.pl


 M. Jaszczo t, G. Boczkaj, A. Lewandowski, A. Skrzypczak, A. Królicka, M. Kami ski  

Camera Separatoria  Vol. 3, No 2/2011 

294 

W ekstrakcie Dionaea muscipula uzyskano rozdzielenie 38 substancji 
(chromatogram na rys. 2). Wspó czynniki retencji k 15 substancji znajdowa y 
si  w optymalnym przedziale (2÷10). Zastosowany uk ad chromatograficzny 
pozwoli  selektywnie rozdzieli  flawonoidy. Naftochinony odznaczaj  si  
wspó czynnikami retencji wi kszymi od 10, ich rozdzielenie jest selektywne, 
jedynie chloroplumbagina posiada nisk  warto ci wspó czynnika selektyw-
no ci 1 i 2 = 1,02.  

W ekstrakcie Drosera aliciae zidentyfikowano 38 substancji (rys. 3). 
Wspó czynniki retencji k 12 substancji znajdowa y si  w optymalnym prze-
dziale, kolejnych 5 odbiega y o 1,97. Zastosowany uk ad chromatograficzny 
pozwoli  selektywnie rozdzieli  flawonoidy. Naftochinony równie  s  selek-
tywnie rozdzielone, jednak e ich wspó czynniki retencji wynosz  k = 11,97 
dla ramentaceonu oraz k = 12,68 dla droseronu. 

Ekstrakt z Drosera capensis rozdzielono 33 substancji (rys. 4). Wspó -
czynniki retencji k 13 substancji znajdowa y si  w przedziale 1÷10, kolejne 3 
ró ni y si  tylko o 1,16 k. Analiza chromatogramu pozwoli a jedynie zidenty-
fikowa  mirycetyn . Rozdzielenie mirycetyny by o w pe ni selektywne.  

W ekstrakcie Drosera binata zidentyfikowano 34 substancje (rys. 5). 
Wspó czynniki retencji k 13 substancji znajdowa y si  w optymalnym prze-
dziale 1÷10, kolejnych 6 odbiega y o dwie jednostki k. Zastosowany uk ad 
chromatograficzny pozwoli  selektywnie rozdzieli  flawonoidy. Jedynym zi-
dentyfikowanym naftochinonem by a plumbagina, która posiada a wspó -
czynnik retencji k = 14,09. Wspó czynniki selektywno ci  wskazuj , i  zo-
sta o uzyskane lepsze rozdzielenie tego naftochinonu od substancji 
towarzysz cych eluowanych po plumbaginie. 
 
2. Podsumowanie 

 
Badania z zastosowaniem eluentów dwusk adnikowych do rozdziele-

nia ekstraktów z ro lin D. muscipula i D. aliciae za pomoc  wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej w odwróconym uk adzie faz doprowadzi y do sze-
regu wniosków: 

 Izopropanol b d cy organicznym sk adnikiem eluentu, nadaje mu od-
powiedni  si  elucyjn , ponadto jego zastosowanie pozwala selektyw-
nie rozdzieli  flawonoidy oraz naftochinony od substancji im towarzy-
sz cych, 

 Wspó czynniki retencji k substancji z ekstraktów rozdzielanych przy 
u yciu eluentu, którego sk adnikiem jest izopropanol znajduj  si   
w optymalnym przedziale warto ci 1÷10. 

 Eluent, którego sk adnik stanowi  metanol wykazuje s ab  si  elucyjn , 
aczkolwiek bardzo selektywnie pozwala rozdzieli  mi dzy sob  sk adni-
ki z grupy flawonoidów. 

 Uk ad chromatograficzny, w którym u yto acetonitrylu bardzo selektyw-
nie rozdziela  kwercetyn  z ekstraktu Dionaea muscipula oraz mirycety-
n  z ekstraktu Drosera aliciae od substancji towarzysz cych.  P
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 Rozdzielenie naftochinonów z zastosowaniem acetonitrylu okaza o si  
selektywne, aczkolwiek wspó czynniki k substancji rozdzielonych by y 
znacznie wi ksze ni  w przypadku izopropanolu czy THF. 

 Do opracowania mo liwie optymalnego programu elucji do rozdzielania 
i oznaczania sk adników ekstraktów ro linnych wybrano wod  z kwa-
sem oraz sk adniki organiczne: metanol i izopropanol. Metanol, ponie-
wa  selektywnie rozdziela  flawonoidy, izopropanol, gdy  selektywnie 
rozdziela  naftochinony.  

 Dla ekstraktów z D. capensis i D. binata program elucji wymaga jeszcze 
pewnych modyfikacji, które sprawi  i  rozdzielenie zawartych w nich 
substancji b dzie bardziej selektywne, co pozwoli rozdzieli  wi cej sub-
stancji. 

 Trudne, a w wielu przypadkach niemo liwe jest opracowanie uniwersal-
nej metodyki rozdzielania ekstraktów ro lin ró nych gatunków, które 
cz sto wykazuj  znaczne ró nice sk adu jako ciowego i ilo ciowego. 

 
Summary 

The research on using binary mixtures as eluent for separation of 
plant extracts D. muscipula i D. aliciae with HPLC gave conclusions, which 
are listed below: 

 Isopropanol as a component of the eluent gives him an adequate elu-
tion strength, furthermore its application gives selective conditions for 
separation of flavonoids and naphthoquinones from other accompany-
ing compounds, 

 The k values of substances from chromatographed extracts with the 
use of isopropanol are in optimal range from 1 to 10, 

 Methanol as component of the eluent has weak elution strength, how-
ever very selective conditions for separation of flavonoid compounds 
were reported, 

 The chromatographic system in which the acetonitrile was used has  
a selective properties for separation of quercetin in respect to other 
components in Dionaea muscipula extract and of myricetin in respect to 
other compounds of Drosera aliciae extract,  

 The separation of naphthoquinones with the use of acetonitrile was se-
lective, however the k values of separated substances were much hi-
gher than with the use of isopropanol or THF, 

 The optimal composition of the eluent for optimal elution program for 
separation and identification of plant extracts components must include 
water with acid addition and organic components: methanol and isopro-
panol. Methanol gives selective properties for separation of flavonoids 
and isopropanol for separation of naphthoquinones,  

 For D. capensis and D. binata extracts the elution program needs much 
more modifications, which influence its properties for selective separa-
tion of more components of the extracts, 
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 It is hard and even in many cases impossible to develop a universal 
methodology for separation of different kind of plant extracts, which very 
often have very different qualitative and quantitative properties. 
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