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Zastosowanie chromatografii cieczowej w odwróconym 
uk adzie faz (RP-LC) w rozdzielaniu i oznaczaniu polifenoli  
i naftochinonów w materia ach ro linnych 

Reversed phase liquid chromatography (RP-LC) for separation 
and quantitative determination of polyphenols  
and naphtoquinones in plant materials  
 
 
Streszczenie: W pracy przedstawiono przegl d metod rozdzielania i oznaczania naftochinonów 
i polifenoli pochodz cych z materia u ro linnego, z wykorzystaniem technik chromatografii  
w uk adzie faz odwróconych – RP-TLC (Reversed-Phase Thin Layer Chromatography) oraz  
RP-HPLC (Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography).  

Uwzgl dniono procedury przygotowania próbki, etap rozdzielania, a tak e kontroli czy-
sto ci zbieranych frakcji. Próbki materia u ro linnego s  z regu y ekstrahowane rozpuszczalni-
kami organicznymi dla wydzielania sk adników nisko- i redniopolarnych, albo wod  dla wyod-
r bniania sk adników polarnych. Proces ekstrakcji najcz ciej jest wspomagany ultrad wi kami. 
W ostatnich latach stosowane s  do rozdzielania naftochinonów i polifenoli fazy stacjonarne ty-
pu RP18 oraz eluenty w postaci mieszaniny wody i metanolu lub acetonitrylu. W przypadku roz-
dzielania polifenoli, cz ciej ni  przy rozdzielaniu naftochinonów, stosuje si  elucj  gradiento-
w . Zastosowanie ortogonalnego rozdzielania, realizowanego poprzez rozdzielanie technik  
TLC w uk adzie faz normalnych lub HILIC, sk adników frakcji uzyskanych technik  RP-HPLC, 
pozwala skutecznie kontrolowa  efektywno  rozdzielania oraz czysto  frakcji.  
 
S owa kluczowe: cienkowarstwowa chromatografia cieczowa TLC, wysokosprawna kolumno-
wa chromatografia cieczowa HPLC, naftochinony, polifenole, ekstrakty, metabolity ro linne, od-
wrócone uk ady faz RP 
 
Abstract: The paper presents a review of naphtoquinones and polyphenols separation and 
quantitative determination methods using reversed phase chromatographic techniques – Re-
versed-Phase Thin Layer Chromatography (RP-TLC) and Reversed-Phase High Performance 
Column Liquid Chromatography (RP-HPLC). 

The procedures of sample preparation, chromatographic separation, as well as fraction 
purity control, are described in details. Samples of the plant material are mostly extracted with 
organic solvents or with water. The extraction processes are usually assisted by sonication.  
The most popular separation systems include a RP18 stationary phase and eluent which con-
sists water and methanol or acetonitrile. In the case of polyphenols separations, much more of-
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ten than during naphtoquinones separations, the gradient elution is used. The use of orthogonal 
separations by NP-TLC or HILIC-TLC separation of the fractions collected during RP-HPLC, 
gives a possibility for the separation effectiveness and fraction purity control. 

 
Key words: Thin Layer Chromatography TLC, Reversed-Phase High Performance Column Liq-
uid Chromatography RP HPLC, naphtoquinones, polyphenols, extracts, plant metabolites 

 
 
1. Wst p 
 (Introduction) 
 

Kolumnowa chromatografia cieczowa - HPLC i chromatografia cien-
kowarstwowa TLC, s  najwa niejszymi technikami rozdzielania  wykorzy-
stywanymi w fitochemii [1]. Metabolity wtórne s  zwi zkami chemicznymi, 
cz sto o skomplikowanej strukturze i o niezbyt wysokich masach molekular-
nych. Nie odgrywaj  one roli w podstawowym metabolizmie ro lin, jednak 
maj  ogromne znaczenie w przystosowaniu si  ro liny do funkcjonowania  
w danym rodowisku. W ro linach leczniczych metabolity wtórne pe ni  rol  
substancji czynnych. Do tej pory na wiecie uda o si  ju  wyizolowa  kilka-
na cie tysi cy metabolitów wtórnych. Ze wzgl du na struktur , metabolity 
wtórne podzielono na trzy grupy: terpeny, metabolity fenolowe oraz metabo-
lity zawieraj ce azot. Z tych ostatnich uda o si  opisa  ju  14000 substancji, 
nale cych do grup, takich jak: aminy, aminokwasy niebia kowe, alkaloidy, 
glikozydy cyjanogenne i glukozynolaty.  

Metabolity wtórne w ro linnych tkankach wyst puj  w bardzo niewiel-
kich st eniach i akumulowane s  w wakuolach. W ro linach ich g ówn  
funkcj  jest obrona przed szkodnikami i patogenami. 

Przyk ady takich farmakologicznie czynnych zwi zków naturalnych, 
którymi s  metabolity wtórne ro lin, to [2]: 

 terpenoidy 
- monoterpeny, sekwiterpeny – kamfora 
- diterpeny, tetraterpeny – taksol, karotenoidy 
- triterpeny – glikozydy nasercowe 
- wieloterpeny – kauczuk 

 alkaloidy 
- indolowe – winkrystyna 
- tropanowe – atropina, skopolamina 
- pirydynowe i purynowe – nikotyna, kofeina 

 zwi zki fenolowe 
- proste fenole – kw. cynamonowy 
- fenole dwupier cieniowe – flawony, flawonole, flawonoidy,  

antocyjany 
- wielopier cieniowe – garbniki 
- kumaryny 
- furanokumaryny 

 chinony 
- naftochinony – szikonina, plumbagina, juglon. 
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Rozdzielanie i oznaczanie naftochinonów z zastosowaniem  
chromatografii cieczowej w uk adzie faz odwróconych 

W tabelach 1 i 2 zestawiono warunki chromatograficzne zastosowane 
do rozdzielania naftochinonów w ekstraktach wybranych materia ów pocho-
dzenia ro linnego z wykorzystaniem odpowiednio TLC i HPLC. 

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 1, najcz ciej do roz-
dzielania zwi zków z grupy naftochinonów z zastosowaniem chromatografii 
cienkowarstwowej w uk adzie faz odwróconych (RP-TLC) stosuje si  p ytki  
z faz  stacjonarn  typu C18 [3], a eluent stanowi  wodne roztwory metanolu 
lub kwasu mrówkowego. Detekcj  plamek prowadzi si  wietle UV. 

W przypadku zastosowania wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
(tabela 2) w odwróconym uk adzie faz, faz  stacjonarn , podobnie jak w przy-
padku TLC, stanowi el krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi 
[4-8, 10], cz sto dla wyeliminowania powierzchniowych oddzia ywa  z grupami 
OH wykorzystywane s  kolumny „encappowane” RP18e [9]. Dobry efekt roz-
dzielczy uzyskano tak e z zastosowaniem krótszych a cuchów w glowodoro-
wych – faza stacjonarna C8 [10]. W przewa aj cej ilo ci metodyk stosowana 
jest elucja izokratyczna [4-8, 10] z eluentem w postaci wodnych roztworów ace-
tonitrylu [6-8] lub metanolu [4-5, 9-10] z dodatkiem kwasu octowego lub mrów-
kowego. Do detekcji substancji z grupy naftochinonów powszechnie stosowane 
s  detektory spektrofotometryczne UV-VIS, korzystnie z matryc  fotodiodow  
(DAD) [4, 6-10], a tak e detektor fluorescencyjny [5]. 

Zastosowanie elucji izokratycznej jest korzystne z punktu widzenia 
zastosowania opracowanych metodyk do preparatywnego lub procesowego 
otrzymywania frakcji substancji z zastosowaniem techniki chromatografii cie-
czowej. Takie podej cie pozwala na atwiejszy odzysk sk adników eluentu, 
co czyni zaprojektowany proces rozdzielczy bardziej ekonomicznym. 
 
Rozdzielanie i oznaczanie polifenoli z zastosowaniem chromatografii 
czieczowej w uk adzie faz odwróconych  

W tabelach 3 i 4 zestawiono warunki chromatograficzne zastosowane 
do rozdzielania polifenoli w ekstraktach wybranych materia ów pochodzenia 
ro linnego z wykorzystaniem odpowiednio TLC i HPLC. 

W poni szych tabelach opisano tak e metodyki nie zaliczane do uk a-
du faz odwróconych, ale stosowanych jako jeden z etapów przygotowania 
próbki lub uzupe niaj co, w pracach, w których na etapie „w a ciwego” roz-
dzielania polifenoli stosowano RP. Ma to miejsce szczególnie w przypadku 
rozdzielania polifenoli z zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii 
cieczowej. W przypadku zbierania frakcji polifenoli rozdzielanych z zastoso-
waniem RP-HPLC, na etapie kontroli czysto ci frakcji, przewa nie, stosowa-
no TLC w uk adzie faz normalnych lub z zastosowaniem chromatografii  
oddzia ywa  hydrofilowych (ang. Hydrophilic interaction chromatography  
- HILIC) [11-13]. Zastosowanie warunków rozdzielania ortogonalnego, po-
zwala na skuteczn  kontrol  czysto ci zbieranej frakcji na etapie RP-HPLC, 
poprzez zastosowanie odmiennego mechanizmu separacyjnego na etapie 
kontrolnym realizowanego z wykorzystaniem TLC. 
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Rozdzielanie polifenoli obecnych w ekstraktach ro linnych technik  
HPLC w warunkach RP realizowane jest z zastosowaniem typowych uk a-
dów chromatograficznych, tj. fazy stacjonarnej któr  stanowi z elem krze-
mionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi (C18) [12, 14-20] oraz 
eluentów sk adaj cych si  z wody oraz metanolu [14-15, 20] lub acetonitrylu 
[16-19]. W wi kszo ci przypadków stosowano elucj  gradientow  [14-19], 
rzadziej izokratyczn  [20]. Powszechnie stosowanym w tego typu badaniach 
jest detektor UV, cz sto z matryc  fotodiodow  (DAD). 

 
2. Podsumowanie 
 

Warunki rozdzielania substancji z grupy naftochinonów oraz polifenoli 
s  stosunkowo dobrze opracowane. Odpowiednia procedura przygotowania 
próbki do analizy chromatograficznej pozwala na zastosowanie typowych 
uk adów separacyjnych stosowanych w RP.  

Dobór optymalnych technik oraz warunków przygotowania próbki jest 
podyktowany typem ro liny (zawarto ci t uszczów [18], obecno ci kutykuli, 
budowy tkanek), z jakiej prowadzona b dzie izolacja substancji, a tak e od 
rodzaju metabolitów wtórnych w niej zawartych - ich w a ciwo ci fizykoche-
micznych i struktury. 

Powszechnie stosowan  technik  izolacji substancji z materia u ro-
linnego do analizy naftochinonów i polifenoli jest ekstrakcja ciecz , cz sto z 

zastosowaniem aparatu Soxhleta [6-7], albo z maceracj  [11]. Do ekstrakcji 
polifenoli z herbaty zastosowano gor c  wod  [12, 20], co jest rozwi zaniem 
korzystnym z punktu widzenia zielonej chemii, a przede wszystkim ekono-
micznym. Wysok  efektywno  ekstrakcji uzyskiwano w przypadku zasto-
sowania, jako czynnika wspomagaj cego, ultrad wi ków [13, 15, 21]. Uzy-
skane ekstrakty poddawano wirowaniu, a uzyskany supernatant poddawano 
dalszemu oczyszczaniu, g ównie z zastosowaniem SPE [12-13], lub dodat-
kowo filtrowano i poddawano analizie HPLC lub TLC. W przypadku analizy 
próbek ciek ych, tj. soków, wina, stosowano wy cznie filtracj  próbki, któr  
bezpo rednio analizowano z zastosowaniem technik chromatografii cieczo-
wej [15]. 

Ogólny schemat etapów procedury przygotowania próbki, rozdzielania 
i oznaczania polifenoli i naftochinonów przedstawiono na rysunku 1. 
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 Conclusions 
A conditions for separation of naphthoquinone or polyphenol groups of 

compounds are quite good developed. An appropriate procedure of the 
sample preparation for chromatographic analysis, allows to use a typical 
chromatographic Reversed Phase conditions. 

The selection of optimal technique and conditions of sample prepara-
tion regards to the type of plant (a lipids or cuticula content [8],the tissue 
composition) from which the isolation will be made as well as to the type of 
secondary metabolites which are included in  the plant – its physiochemical 
properties and structure. 

A technique commonly used for isolation of the compounds from the 
plant material for naphthoquinones and polyphenols analysis is liquid extrac-
tion, often in the Soxhlet Apparatus [6-7] or with maceration [11]. The extrac-
tion of polyphenols from tea was made by extraction with hot water [12, 20], 
which is a valuable solution form the green chemistry point of view and also 
very economical. A high effectiveness of the extraction was achieved in the 
case of the ultra-wave extraction [13, 15, 21]. The extracts were then centri-
fuged, and the supernatant was purified with another processes, often by 
SPE [12, 13] or additionally filtrated and than analyzed by HPLC or TLC. In 
the case of the liquid samples analysis i.e. juices, vines, only filtration of the 
sample was used before the chromatographic process made by LC [15]. 

A general scheme describing the steps of sample preparation, separa-
tion and determination of polyphenols and naphthoquinones procedure is 
presented in figure 1. 
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