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Porównanie efektywno ci wybranych technik  
ekstrakcji/ ugowania metabolitów wtórnych  
z suchego materia u ro lin owado ernych 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 ro linach owado ernych za efekt terapeutyczny odpowiadaj  g ównie po-
chodne 1,4-naftochinonu (juglon) oraz flawonoidy. Ze wzgl du na interesuj ce w a ciwo ci tych 
zwi zków oraz  mo liwo  synergicznego dzia ania wielu innych metabolitów wtórnych na efekt 
terapeutyczny, podj to prac  przygotowania technologii efektywnego wyodr bniania tych 
zwi zków z tkanek ro linnych. W publikacji  porównano efektywno  ró nych technik ekstrakcji  
i ugowania. Jako materia  badany pos u y y wysuszone i rozdrobnione ro liny owodo erne  
z rodziny Droseraceae: Dionaea muscipula, bogata w pochodn  1,4-naftochinonu-plumbagin  
oraz Drosera aliciae, bogata w ramentaceon. Zbadany zosta  wp yw temperatury na efektyw-
no  ekstrakcji/ ugowania.  

Wykazano, e zastosowane, nowoczesnej techniki ekstrakcji – ugowania pozwala na 
skrócenie czasu przygotowania wsadu do rozdzielania, bez utraty zawarto ci metabolitów  
w ekstraktach – ugach, w stosunku do stosowania technik i warunków tradycyjnych. Jednocze-
nie, w przypadku nietrwa ych termicznie metabolitów wtórnych, krótki czas operacji i mo liwo  

jej wykonywania w stosunkowo niskiej temperaturze, zapewnia wy szy stopie  ekstrak-
cji/ ugowania, ni  stosowanie tradycyjnych technik i warunków. Otrzymane wyniki stanowi  
podstaw  do opracowania technologii pozyskiwania w sposób ci g y, ekstraktów/ ugów boga-
tych w metabolity ro linne lub grzybowe, a tak e sk adniki tkanek zwierz cych, na wi ksz  ska-
l , do przemys owej, w cznie.  
 
S owa kluczowe: Ekstrakcja, ugowanie, Metabolity wtórne, 1,4-Naftochinony, Flawonoidy, 
Ro liny owado erne 
 

 
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-
peutical 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 ultrawaves 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. Wst p  
 (Introduction) 

 
Ro liny owado erne nale  do gromady ro lin okrytonasiennych (An-

giospermae) i obejmuj  ponad 600 gatunków [1, 2]. Znalaz y si  one w kr -
gu zainteresowania biologów i chemików ze wzgl du na cudzo ywny sposób 
od ywiania. Rekompensuje on braki w sk adników od ywczych w pod o u 
(miejsce wyst powania: bagna, torfowiska, tereny skalne). Jednak e taka 
forma od ywiania  jest „energetycznie kosztowna”, dlatego te  u ro lin owa-
do ernych ograniczona zosta a aktywno  fotosyntezy [3].  

Ju  w medycynie ludowej znano zastosowanie ro lin owado ernych  
w leczeniu: bronchitu, kaszlu czy astmy [4]. Obecnie wiadomo, e za w a-
ciwo ci lecznicze odpowiadaj  metabolity wtórne. Do najwa niejszych na-

le  zwi zki z grupy naftochinów oraz flawonoidów. Naftochinony w ro li-
nach owado ernych, m.in. w Droseraceae, to pochodne 1,4-naftochinonu 
(juglon). Badaj c poszczególne gatunki wykazano, e ka dy z nich posiada 
jedn  z pochodnych juglonu w stosunkowo wysokich st eniach: plumbagi-
n  (5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon; 2-metylojuglon) lub ramentaceon 
(5-hydroksy-7-metylo-1,4-naftochinon; 7-metylojuglon). S  one izomerami 
strukturalnymi. Posiadaj  wi c podobne w a ciwo ci fizyko-chemiczne. Do-
brze rozpuszczaj  si  w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: eter 
etylowy, chloroform, dichlorometan, s abiej w metanolu, natomiast bardzo 
s abo w wodzie. Podstawow  rol  naftochinonów syntetyzowanych przez ro-
liny owado erne jest obrona przed mikroorganizmami, owadami i ro lino-
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ercami [5]. Zwi zki te wykazuj  tak e aktywno  przeciwnowotworow  [6], 
a szczególnie aktywno  przeciwbakteryjn , w stosunku do bakterii gram-
dodatnich i gram-ujemnych (w tym do metycylinooporonych szczepów Sta-
phylococcus aureus – MRSA) oraz przeciwpaso ytnicz  [7, 8]. W a ciwo ci 
te zwi zane s  ze zdolno ci  do generacji aktywnych form tlenu, inhibicj  
enzymów topoizomeraz oraz oddzia ywaniem z DNA [8]. 

Innymi metabolitami wyst puj cymi w ro linach owado ernych s  fla-
wony z rodziny flawonoidów [9]. W ro linach z rodziny Droseraceae s  to 
g ównie: kwercetyna (3,3’,4’,5,7–pentahydroksyflawnon) oraz mirycetyna 
(3,3’,4’,5,5’,7-heksahydroksyflawon). Zwi zki te posiadaj  szereg w a ciwo-
ci biologicznych takich jak: przeciwalergiczn , przeciwzapaln , przeciwbak-

teryjn , przeciwzakrzepow , przeciwutleniaj c , dzia aj  ochronnie na serce 
i rozszerzaj  naczynia krwiono ne [10]. Wykazano skuteczne dzia anie fla-
wonolów w leczeniu zapalenia jelit oraz okr nicy, a tak e dzia anie chroni -
ce b ony luzowe przed owrzodzeniem [11]. Ponadto zwi zki te zak ócaj  
transport ksenobiotyków w organizmie [12] oraz wspomagaj  leczenie cu-
krzycy typu II [13]. 

Ze wzgl du na ciekawe w a ciwo ci wy ej opisanych metabolitów, ce-
lowa jest optymalizacja procesu ich pozyskiwania z opisywanych ro lin,  
z hodowli in vitro w tak e na skal  przemys ow . Takie procedury hodowli  
i otrzymywania zwi zków biologicznie czynnych jest alternatyw  dla cz sto 
bardzo koszto- i czasoch onnej syntezy chemicznej, jak równie  pod wzgl -
dem proekologicznym.  Jednak e aby ten postulat zrealizowa  nale a o naj-
pierw opracowa  optymalne warunki ekstrakcji/ ugowania metabolitów z wy-
suszonego materia u ro linnego w skali laboratoryjnej, czego rezultatem jest 
niniejsza praca. Naszym celem by o porównanie efektywno ci technik  
ekstrakcji/ ugowania naturalnych zwi zków bioaktywnych z wysuszonego 
materia u z ro lin owado ernych: Dionaea muscipula i Drosera aliciae, ho-
dowanych w warunkach In vitro. Na efektywno  procesu wp ywa wiele 
czynników, takich jak: zastosowana technika ekstrakcji/ ugowania, tempera-
tura, czas trwania operacji, dobór odpowiedniego rozpuszczalnika, stosunku 
masy materia u badanego do obj to ci rozpuszczalnika u ytego do ekstrak-
cji oraz charakterystyka materia u badanego. Bardzo istotny jest stopie  ad-
sorpcji sk adników ekstrahowanych do powierzchni wysuszonych b on ko-
mórkowych i organelli. Gdy jest on wysoki konieczne jest zastosowanie 
rozpuszczalnika powoduj cego efektywn  desorpcj . Nale y równie  zwró-
ci  uwag  na zastosowanie optymalnej temperatury operacji w zale no ci 
od trwa o ci termicznej metabolitów. 

W tabeli 1 przedstawiono i scharakteryzowano opisane w literaturze 
warunki prowadzenia ekstrakcji/ ugowania metabolitów z materia u ro linne-
go. Opisane s  zarówno czasoch onne, klasyczne techniki ekstrak-
cji/ ugowania: maceracja czy ekstrakcja w aparacie Soxhlet’a, jak równie  
nowoczesne, szybkie  techniki ekstrakcji/ ugowania, wspomagane dzia a-
niem fal ultrad wi kowych (UAE-Ultrawave Assisted Extraction), mikrofalo-
wych (MAE-Microwave Assisted Extraction) czy si  cinaj cych. W przypad- 
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Tabela 1. Zestawienie przegl du literatury dotycz cej technik ekstrakcji 
/ ugowania metabolitów z materia u ro linnego 

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

 

Materia   
badany 
(Plant  

Material) 

Sk adnik  
podlegaj cy 

ekstrakcji  
/ ugowaniu 
(Extracted  
/leached  

compunds) 

Stosowana 
technika 

(Used  
technique) 

Warunki  
operacji 

(Operation 
parameters) 

Udzia : 
materia   

/ rozpuszczal-
nik 

(Material / 
solvent 

participation)

Rozpusz- 
czalnik 

(Solvent) 

Lit. / 
Ref. 

Fenole,  
Flawonoidy 

UAE - a nia 30 min, 25°C 1 g / 20 ml Propolis 
- Propolis 

Inne metabolity MAE 2 x 10 s, 25°C 1 g / 10 ml 

70% EtOH 
30% H2O 

[14] 

Hypericum  
perforatum 
- Dziurawiec 
zwyczajny 

Kwas chlorogeno-
wy, rutyna, 

3-O-glukozyd  
kwercetyny  

izokwercetyna, 
kwercetyna, amen-
toflawon, pseudo-

hiperycyna 

Soxhlet 
24 h / temp. 

wrzenia 
1 g / 200 ml  [15] 

Citrus latifolia 
Citrus sinensis 

- cytryny 
Flawonoidy UAE - a nia 

30-60 min; 
40°C, 60 kHz 

 MeOH [16] 

Mentha  
spicata L 

- Mi ta zielona 

Flawonoidy:  
katechiny,  

epikatechiny, 
rutyna, mirycetyna, 

luteolin, 

Soxhlet 
6 h / temp. 

wrzenia 
1 g / 50 ml EtOH [17] 

Radix Astragali
- korze   

Traganka 

Flawonoidy 
 

MAE 110°C, 5 min 1 g / 25 ml 
90% EtOH 
10% H2O 

[18] 

Vitis  
vinifera 

- winoro l w a-
ciwa (skórka) 

Antocyjaniany  
i Flawonole: 
kwerycetyna,  
mirycetyna, 
kemferol,  
larycytyna 

UAE 20 min 1 g / 10 ml 
50% MeOH 
50% H2O 

[19] 

Diospyros  
canaliculata 
Diospyros  
crassiflora 

-Persemona, 
Hurma 

Plumbagina 
Maceracja  

z wytrz saniem
48 h , 25°C 3 g / 10 ml MeOH [20] 

Dionaea  
muscipula, 

- mucho ówka  
ameryka ska 

Plumbagina 
UAE - dezinte-

grator 
30 min, 40°C 
150W, 38 kHz

1 g / 5 ml MeOH [21] 

 

 
ku tych drugich  korzystne jest znaczne skrócenia czasu operacji co u atwia 
realizacj  operacji w sposób ci g y, a tak e umo liwia stosowanie wzgl dnie 
niskich temperatur. Materia  ro linny, bywa najcz ciej przed operacj  roz-
drabniany w zakresie 10-80 mesh. Do ekstrakcji/ ugowania u ywa si  roz-
puszczalników polarnych g ównie metanolu i etanolu oraz ich mieszanin  
z wod , szczególnie gdy ekstrahowane/ ugowane s  metabolity polarne i ich 
glikozydy. W przypadku, gdy mamy do czynienia ze zwi zkami nisko i red-
nio polarnymi zastosowanie maj  takie rozpuszczalniki jak: chloroform, eter 
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etylowy, dichlorometan, itd. Stosunek materia u badanego do rozpuszczalni-
ka wynosi od 0,005 do 0,1. Wiele spo ród metabolitów jest nietrwa a ter-
micznie, co równie  przedstawi  otrzymane wyniki, dlatego bezcelowe jest 
znaczne podwy szanie temperatur operacji. 

Literatura dotycz ca bada  nad efektywno ci  technik ekstrak-
cji/ ugowania metabolitów z materia u ro linnego jest stosunkowo uboga. 
Nasuwa si  wniosek o istotno ci prowadzenia bada  naukowych w tej dzie-
dzinie. Jest to do  czaso- i praco-ch onne, ze wzgl du na dobór warunków 
prowadzenia najefektywniejszej techniki ekstrakcji/ ugowania dla danego 
materia u ro linnego. Chocia  mo na przewidzie  w a ciwo ci fizyko-
chemiczne danych zwi zków, to dochodzi do tego odmienna budowa ro lin 
oraz wspó zale no ci pomi dzy innymi metabolitami. Na przyk ad w ro li-
nach owado ernych oprócz wspomnianych ju  metabolitów wyst puj  po-
nad 20 innych zwi zków (rys.1) m.in. karetonoidy, chlorofil , oraz zwi zki do 
tej pory nie zidentyfikowane. 
 

 
Rys. 1.  Przyk ad chromatogramu UV-DAD uzyskanego podczas rozdzielania ekstraktu metano-

lowego. Ekstrakcj / ugowanie wykonano z zastosowaniem dezintegratora ultrad wi -
kowego w czasie 4 min w 50°C z rozdrobnionego materia u ro linnego Dionaea musci-
pula poddanego hydrolizie kwa nej. Chromatogram uzyskany z zastosowaniem techniki 
NP-HPLC, kolumna: LiChrospher DIOL, 5 m, 250 mm x 4 mm, przep yw 1,5 ml/min do 
30 min i 2 ml/min od 30 min, backflush w 30 minucie,  temperatura 20oC, obj to  do-
zowana 20 l, st enie próbki 0,1 g suchej masy ro linnej / 1 ml ekstrahentu, eluenty 
A:n-heksan B:THF, program elucji w gradiencie st e : 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 m, 250 mm x 4 mm, 
flow-1,5 ml/min to 30 min i 2 ml/min from 30 min, backflush w 30 min., temperature 
20

o
C, sample volume 20 l, 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 porównanie efektywno ci wybranych tech-
nik ekstrakcji/ ugowania metabolitów wtórnych, przede wszystkim z grupy 
naftochinonów oraz flawonoidów z wysuszonego materia u ro linnego, ro lin 
owado ernych Drosera aliciae i Dionaea muscipula. Do bada  wybrano za-
równo techniki „klasyczne”: ekstrakcja/ ugowanie metod  Soxhleta® czy ma-
ceracj  z mieszaniem, poniewa  s  ci gle powszechnie stosowane i stano-
wi  swoisty „stan odniesienia”. Spo ród technik nowoczesnych wybrano 
przede wszystkim te, które mo na realizowa  w warunkach ci g ych. Wa-
runkiem dokonywania porównania jest taka sama metodyka wst pnego 
przygotowania wsadu. 

Opis stosowanych technik ekstrakcji/ ugowania mo na znale  we 
wcze niejszej pracy przegl dowej [22].  
 
2. Cz  eksperymentlana 
 (Experiment) 
 
2.1 Materia y i odczynniki  
 (Materials and reagents) 

 
Materia  ro linny: ro liny owado erne z gatunku Drosera aliciae oraz 

Dionaea muscipula by y hodowane w kulturach in vitro w Zak adzie Ochrony  
i Biotechnologii Ro lin Mi dzyuczelnianego Wydzia u Biotechnologii Uniwersy-
tetu Gda skiego oraz Gda skiego Uniwersytetu Medycznego. Ro liny owado-
erne hodowano na zestalonej 0,7% agarem po ywce Murashige i Skoog [23] 

o pH 5,6, z obni on  o po ow  ilo ci  makroelementów (½MS), zredukowan  
ilo ci  sacharozy (20 g/l), z dodatkiem 0,2% w gla aktywnego. Ro liny owa-
do erne hodowano w fitotronie w temp. 20 - 22°C, przy sztucznym o wietleniu 
(Philips, TLD 58W/84o, 30-35 µmol·m-2·s-1, fotoperiod 16/8 h) przez 90 dni. 
Ro liny wyj te z po ywki i op ukane wod  destylowan  suszono w strumieniu 
powietrza w temp. 40°C i mielono w mo dzierzu 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 materia u ro linnego przy pomo-
cy HPLC na Wydziale Chemicznym Politechniki Gda skiej; wzorzec plum-
baginy - st enie 96% (Sigma Aldrich, U.S.A., 2002); wzorzec kwercetyny  
- st enie 96% (Sigma Aldrich, U.S.A., 2002).  

Inne: kolumna  LiChrosphere 100 DIOL 250 x 4 mm dp = 5 µm; 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); a nia 
ultrad wi kowa Sonorex RK 250H (Bandelin, Niemcy), dezintegrator ultra-
d wi kowy  UD-20 (TechPan, Polska); MAE MARS 5 (CEM, USA); wytrz -
sarka z a ni  wodn  GLS 400 (Grant Instruments, U.K.); wyparka obrotowa 
Laborota 4000 (Heidolph, Niemcy); a nia wodna 365D (Upipan, Polska); 
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Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy, Ja-
ponia) sze ciokana owy system elucji gradientowej, pomp  L-7100, zawór 
dozuj cy Rheodyne Rh-7725i, termostat L-7350 z systemem ch odzenia 
7350i,  detektor UV-DAD 7450A, oprogramowanie HSM oraz dodatkowo  
w sze ciodrogowy, dwupo o eniowy zawór V 7226 (Knauer, Niemcy).  

 
2.2 Metodyka 
 (Methods) 

 
Odwa ano 0,1 g suchej masy ro linnej D. muscipula / D. aliciae oraz 

u ywano 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 ro linnej i zalewano 15 mL 
rozpuszczalnika z powodu ogranicze  aparaturowych. Warunki prowadzenia 
operacji ekstrakcji/ ugowania przedstawiono w tabeli 2. 
 
Tabela 2.  Warunki przeprowadzenia operacji ekstrakcji/ ugowania metaboli-

tów  z ro lin owado ernych Drosera aliciae oraz Dionaea musci-
pula 

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

 
Technika ekstrakcji / ugowania 
(Extraction/leaching technique) 

Warunki operacji 
(Operation parameters) 

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

Temperatura: temp. wrzenia rozpuszczalnika 
Czas trwania: 30, 60, 180 min 

Temperatura p yty grzejnej: 200°C 
Ekstrakcja za pomoc  homogenizatora 

wysokoobrotowego 
(Extraction by homogenization  

in High-Shear mixer) 

Temperatura: 25°C; 50°C 
Czas trwania: 2, 4, 8 min 

Obroty: 22000 rpm 

Ekstrakcja wspomagana  
dezintegratorem ultrad wi kowym 
(UAE by Ultrasonic disintegration) 

Temperatura: 25°C; 50°C 
Czas trwania: 2, 4, 8 min 

„Sonifikacja” w a ni ultrad wi kowej 
(UAE in Ultrasonic Bath) 

Temperatura: 25°C; 50°C 
Czas trwania: 2, 4, 8 min 

Cz stotliwo : 35 kHz 

Ekstrakcja wspomagana  
dzia aniem mikrofal 

(MAE) 

Temperatura: 25°C; 50°C 
Czas trwania: 2, 4, 8 min 

Cz stotliwo  fali: 2450 MHz 
Maceracja z wytrz saniem 
(Maceration with Stirring) 

Temperatura: 25°C; 50°C 
Czas trwania: 5, 15, 25 h 

 
Dla ro liny owado ernej D. aliciae badania zosta y wykonane z zasto-

sowaniem wszystkich techniki ekstrakcji/ ugowania zawartych w tabeli 2, na-
st pnie dla dwóch efektywnych technik i techniki Soxtec’a - jako techniki  
odniesienia zosta y wykonane eksperymenty z u yciem suszu ro liny owa-
do ernej D. muscipula. 
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Po wykonaniu ka dej operacji ekstrakcji/ ugowania, ekstrakt przes -
czano w temperaturze prowadzenia operacji odparowywano rozpuszczalnik. 
Do pozosta o ci dodawano 3 mL 1 M HCl aby przekszta ci  obecne w eks-
trakcie glikozydy w aglikony. W tym celu mieszanin  ogrzewano w a ni 
wodnej, pod ch odnic  zwrotn , w temperaturze 100 C, przez 30 minut. Na-
st pnie próbk  ekstrahowano eterem dietylowym (3 x 5 mL). Warstw  ete-
row  zbierano i odparowywano rozpuszczalnik w strumieniu azotu, a such  
mas  rozpuszczano w 1 mL eluentu, tzn. w mieszaninie heksan: tetrahydro-
furan (1:1 v/v). 

Zawarto  metabolitów wtórnych w ekstraktach z ro lin owado ernych 
D. aliciae oraz D. muscipula wyznaczono technik  wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej w uk adzie faz normalnych (NP-HPLC) z detektorem  
UV-DAD w zakresie d ugo ci fali 200 800 nm. Opis uk adu chromatograficz-
nego oraz warunków elucji znajduj  si  w opisie do rysunku 1 i 2. 

 
 

 
 

Rys. 2.  Przyk ad chromatogramu UV-DAD uzyskanego podczas rozdzielania ekstraktu metano-
lowego z ro lin Dionaea muscipula poddanego hydrolizie kwa nej z zastosowaniem 
techniki HPLC w uk adzie faz normalnych z podzia em na substancje i grupy substancji 
uwzgl dnione w badaniach; kolumna: LiChrospher DIOL, 5 m, 250 mm x 4 mm, prze-
p yw 1,5 ml/min do 30 min i 2 ml/min od 30 min, przep yw zwrotny (backflush) w 30 mi-
nucie, temperatura 20oC, obj to  dozowana 20 l, st enie próbki: 0,1 g suchej masy 
ro linnej / 1ml ekstrahentu, eluenty A: n-heksan B: THF, program elucji w gradiencie 
st e : 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 m, 250 mm x 4 mm, flow-1,5 ml/min to 30 min and 2 ml/min from 30 min, 
backflush w 30 min., temperature 20

o
C, sample volume 20 l, 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 zako czeniu programu elucji (30 min), kolumn  prze czono do 
trybu elucji wstecznej, w celu elucji z kolumny, zawartych w ekstrakcie sub-
stancji, silnie sorbowanych do powierzchni wype nienia oraz rozpuszczal-
nych w eluencie.  

Kryterium optymalizacji przebiegu programu elucji by o uzyskanie roz-
dzielenia kwercetyny i plumbaginy b d  ramentaceonu od pików substancji 
albo grup substancji zawartych w ekstraktach i charakteryzuj cych si  zbli-
on  retencj . Pozosta e grupy substancji zosta y wydzielone arbitralnie jako 

grupy zwi zków wzajemnie na o onych ale rozdzielonych od pozosta ych. 
Mirycetyna wyst puje w bardzo ma ym st eniu, cz sto poni ej granicy 
oznaczalno ci dlatego zosta a pomini ta. Przyk ad chromatogramu rozdzie-
lania ekstraktu metanolowego z zaznaczonymi metabolitami i grupami me-
tabolitów pokazano na rysunku 2. 
 
3. Wyniki 
 (Results) 
 

Wyniki bada  efektywno ci poszczególnych technik ekstrakcji/ ugo- 
wania metabolitów z wysuszonego materia u ro linnego zilustrowano w po-
staci diagramów, które przedstawiaj  zale no  stosunku powierzchni pi-
ku/grupy pików (F) ekstrahowanych sk adników do maksymalnej osi gni tej 
powierzchni piku/grupy pików (Fmax), od czasu trwania operacji, dla okre lo-
nych warto ci temperatury. Na rysunku 3 zamieszczono przyk adowy dia-
gram przedstawiaj cy zale no  stosunku powierzchni piku (F) plumbaginy 
do maksymalnej powierzchni piku (Fmax) tego metabolitu w czasie trwania 
operacji dla ekstrakcji wspomaganej dzia aniem mikrofal dla dwóch ró nych 
temperatur 25 i 50°C. 

 

 
Rys. 3.  Diagram zale no ci stosunku F/F max w funkcji czasu trwania operacji ekstrakcji wspo-

maganej dzia aniem mikrofal, otrzymane dla plumbaginy z suszu ro liny owado ernej 
Dionaea musipula, w temperaturze 25°C (A) oraz 50°C (B) 

Fig. 3.  Diagram of dependence F/F max in 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 warunków ekstrakcji/ ugowania meta-
bolitów wtórnych z ro lin owado ernych: 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 carnivorous plants: 
Drosera aliciae (A), Dionaea muscipula (B) for investigated techniques 
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[°

C
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Ramenta-
ceon 

60 64,7 4 25-50 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/ UGOWANIA METABOLITÓW OKRE LON  TECHNIK  
(OPTIMAL PARAMETERS OF METABOLITES EXTRACTION/LEACHING OPERATION  

IN DIFFERENT TECHNIQUES) 

Soxtec® 
Dezintegrator ultrad wi kowy 

(Ultrasonic disintegration) 
MAE 

 
B 

Czas/time 
[min] 

Temp. 
[°C] 

Czas/time 
[min] 

Temp. [°C] 
Czas/time 

[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 diagramów pozwala okre li  optymalne warunki eks-

trakcji/ ugowania metabolitów b d  grup metabolitów dla okre lonej techniki i 
warunków ekstrakcji/ ugowania. Podobne diagramy otrzymano dla pozosta ych 
metabolitów/grup metabolitów. W tabeli 3 zestawiono optymalne warunki: czasu 
trwania i temperatury, ekstrakcji/ ugowania metabolitu/grupy metabolitów dla 
okre lonych technik. Na podstawie tych rezultatów porównano efektywno ci 
ekstrakcji/ ugowania metabolitów dla optymalnych warto ci czasu trwania ope-
racji poszczególnych substancji/grup substancji, z ro lin owado ernych D. ali-
ciae oraz D. muscipula w okre lonych temperaturach. Przyk adowy diagram po-
równania efektywno ci ekstrakcji/ ugowania ramentaceonu znajduj  si  na 
rysunku 4 natomiast plumbaginy na rysunku 5. Zestawienie efektywno ci tech-
nik ekstrakcji/ ugowania dokonano porównanie stosunku pola powierzchni pi-
ku/pików metabolitów/grup metabolitów osi gni tego przy danej technice do 
maksymalnego osi gni tego pola powierzchni dla danego metabolitu/grupy me-
tabolitów. 
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Rys. 4.  Porównanie efektywno ci technik ekstrakcji/ ugowania ramentaceonu, przy optymalnych 

warto ciach czasu prowadzenia operacji, z ro liny owado ernej 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 

 

 
 
Rys. 5.  Porównanie efektywno ci technik ekstrakcji/ ugowania plumbaginy przy optymalnych 

warto ciach czasu prowadzenia operacji, z ro liny owado ernej Dionaea muscipula  
w temperaturach 25°C i 50°C 

Fig. 5.  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 przybli one optymalne 
warunki ekstrakcji ugowania ca ego profilu metabolitów wtórnych z bada-
nych ro lin owado ernych. Przedstawione zosta o to w tabeli 4. 
 
Tabela 4.  Optymalne warunki prowadzenia ekstrakcji/ ugowania metaboli-

tów z ro lin owado ernych 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) 

Drosera aliciae Dionaea muscipula Lp. 
Technika ekstrakcji/ ugowania 
(Extraction/leaching technique) 

Czas 
(Time) 

Temp. 
Czas 

(Time) 
Temp. 

1 
Ekstrakcja w aparacie Soxtec® 
(Extraction in Soxtec® device) 

60 min 64,7°C* 60 min 64,7°C* 

2 
Ekstrakcja wspomagana dezintegrato-

rem ultrad wi kowym 
(UAE by Ultrasonic disintegration) 

4 min 50°C 4 min 50°C 

3 
Ekstrakcja wspomagana dzia aniem 

mikrofal 
(MAE) 

2 min 50°C 2 min 50°C 

4 

Ekstrakcja za pomoc  homogenizatora 
wysokoobrotowego 

(Extraction by homogenization  
in High-Shear mixer) 

4 min 50°C 
 
- 

 
- 

5 
Sonifikacja w a ni ultrad wi kowej 

(UAE in Ultrasonic Bath) 
8 min 50°C - 

- 
 

6 
Maceracja z wytrz saniem 
(Maceration with Stirring) 

5h 50°C - - 

 
* - temperatur  wrzenia rozpuszczalnika pod ci nieniem atmosferycznym 

 
4. Wnioski 
 (Conclusions) 
 

Ekstrakcja/ ugowanie metabolitów z suchego materia u ro linnego  
z wykorzystaniem maceracji jest podstaw  ka dej badanej techniki w ra-
mach niniejszej pracy. Technika maceracji z wytrz saniem w temperaturze 
podwy szonej jest technik  atwo dost pn  i wymagaj c  niskich nak adów 
finansowych na zakup aparatury. Jest ona skuteczna, poniewa  umo liwia 
osi gni cie równowagi. Jednak e ze wzgl du na d ugi czas trwania jest ma-
o efektywna. Podobne rezultaty uzyskuje si  równie  dla ekstrakcji metod  
Soxhleta w aparacie Soxtec®. Jednak czas ekstrakcji, który w porównaniu ze 
starsz  wersj  – ekstrakcji w aparacie Soxhleta, uleg  skróceniu, jednak 
nadal pozostaje relatywnie d ugi w porównaniu do nowoczesnych technik. 
Pierwszy etap tej techniki – „etap gotowania”, polegaj cy na maceracji we 
wrz cym rozpuszczalniku wydaje si  by  kluczowym. W przypadku metabo-
litów nie trwa ych termicznie metoda Soxhleta nie powinna by  stosowana 
gdy  wykorzystuje si  ekstrahent w fazie wrzenia. 
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Zastosowanie technik ekstrakcji/ ugowania wspomaganych: falami ul-
trad wi kowymi, mikrofalami, wysokoobrotowym homogenizatorem istotnie 
przyspiesza operacj . Pozwala osi gn  wysokie poziomy zawarto ci meta-
bolitów w ekstraktach, w krótkim czasie - nawet  kilku minut. Wzrasta w ten 
sposób efektywno . Przeszkod  stosowania tych technik ekstrak-
cji/ ugowania jest stosunkowo wysoki koszt aparatury. 

W przypadku ekstrakcji/ ugowania termicznie trwa ych substancji ko-
rzystne jest podniesienie temperatury. W przypadku nietrwa ych metaboli-
tów, które w czasie trwania operacji ulegaj  rozk adowi termicznemu oraz 
utlenianiu (w tym równie  katalizowanego wiat em) sugeruje si  stosowanie 
niskich temperatur operacji  lub/i w atmosferze gazu oboj tnego. Zawsze ko-
rzystny jest brak dost pu wiat a. 

Przedstawione w pracy wyniki wydaj  si  by  przydatne przy opraco-
waniu optymalnych warunków procesu pozyskiwania metabolitów z ro lin 
owado ernych gatunku D. aliciae oraz D. musicipula na skal  preparatywn  
lub procesow . Celowe by oby opracowanie optymalnych warunków procesu 
ekstrakcji/ ugowania jako procesu ci g ego.  

Celowe jest wykonanie kolejnych bada  w celu dok adniejszej opty-
malizacji najbardziej efektywnych technik ekstrakcji/ ugowania szczególnie  
w zwi zku z powi kszeniem skali operacji. 

Najwa niejsze wnioski uzyskane w rezultacie bada  tej pracy na 
przyk adzie ekstrakcji/ ugowania metabolitów z ro lin owado ernych s  
prawdopodobnie aktualne tak e dla innych ro lin. 

Badania tej pracy wykaza y dodatkowo, e Dionaea muscipula jest 
bogatsza w metabolity  wtórne ni  Drosera aliciae, dlatego stanowi bardziej 
korzystne ród o pozyskiwania tych substancji na skal  przemys ow . 
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