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Badania nad doborem najkorzystniejszego sk adu eluentu 
do rozdzielania metabolitów wtórnych z grupy  
naftochinonów i flawonoidów z zastosowaniem  
chromatografii planarnej w normalnym i odwróconym 
uk adzie faz 

A research on the composition of the eluent for separation  
of plant metabolites by reverse phase planar chromatography 
 
 
Streszczenie: Badania nad opracowywaniem nowej metodyki rozdzielania sk adników o skom-
plikowanej budowie chemicznej z mieszanin o z o onym sk adzie pochodzenia naturalnego  
z wykorzystaniem kolumnowej chromatografii cieczowej ze wzgl du na szereg czynników s   
w wi kszo ci przypadków bardzo kosztowne. Dlatego w celu wst pnego doboru warunków roz-
dzielania korzystne jest stosowanie cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (ang. Thin Lay-
er Chromatography - TLC). Relatywnie mniejsza ilo  zu ytych eluentów, prostota i atwo  wy-
konania, a tak e nieskomplikowana aparatura dowodzi temu, e na etapie optymalizacji sk adu 
eluentu chromatografia cienkowarstwowa jest technik  najkorzystniejsz . TLC umo liwia tak e 
równoleg e prowadzenie rozdzielania du ej liczby ró ni cych si  sk adem mieszanin w jednym 
uk adzie chromatograficznym w tym samym czasie.  

W pracy przedstawiono wyniki bada  retencji dla eluentów wielosk adnikowych w od-
wróconym uk adzie faz. Analiza otrzymanych danych pozwoli a wyselekcjonowa  sk adniki elu-
entu o korzystnych parametrach retencyjnych, które zostan  nast pnie wykorzystane do roz-
dzielania sk adników metanolowych ekstraktów ro lin owado ernych z zastosowaniem techniki 
kolumnowej chromatografii cieczowej.  
 
S owa kluczowe: plumbagina, ramentaceon, chloroplumbagina, droseron, mirycetyna, kwerce-
tyna, TLC 
 
Abstract: A development of the methodology for separation of components with complex 
chemical structure from natural origin complicated mixtures by column liquid chromatography 
techniques in most cases is very expensive. Therefore to obtain the consumption of the chemi-
cals on a lower level, a thin layer chromatography as a main separation technique should be 



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

Camera Separatoria  Vol. 3, No 1/2011 

148 

used in preselection studies of the eluent composition. In addition, the simplicity of the proce-
dure and equipment are another advantages of TLC. A separation process of a few different 
mixtures can be proceeded on a one plate in the same time. The possibility to executing the or-
thogonal separation without any sophisticated equipment is another advantage of TLC tech-
nique. 

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

 
 
1. Wst p 
 (Introduction) 
 

Ro liny, które potrafi  chwyta  i trawi  zwierz ta, aby uzyska  sk ad-
niki od ywcze nazywane s  ro linami mi so ernymi, z ang. carnivorous 
( ac.: Carnisi - mi so; Vorare - po yka ). Mi so erno , w tym tak e owado-
erno  jest swoistym fenomenem w Królestwie Ro lin. W czasie, gdy wi k-

szo  organizmów ro linnych stanowi grup  cis ych producentów (niezb d-
ne sk adniki od ywcze s  produkowane ze sk adników nieorganicznych), to 
dla ro lin owado ernych ród em substancji organicznych s  ró nego rodza-
ju bezkr gowce, tj. owady, paj czaki oraz mi czaki [1, 2]. Nisze ekologiczne 
zasiedlane przez ro liny owado erne charakteryzuj  si  du ym zró nicowa-
niem. Zasiedlaj  one powierzchnie, praktycznie, ca ej kuli ziemskiej wy cza-
j c Antarktyd  i Arktyk . Mo na spotka  je zarówno na terenach podmo-
k ych, tj.: bagna, torfowiska, brzegi stawów i rzek, jak równie  w górach  
i dolinach. Cech  charakterystyczn  tego typu siedlisk jest ma a dost pno  
takich mikroelementów, jak: azot, fosfor i potas. To jest g ówny powód, dla 
którego ro liny owado erne od ywiaj  si  w tego rodzaju sposób [3]. 

W sk ad grupy ro lin rosiczkowatych wchodz  rodziny: Aldrovande 
(aldrowanda), Dioneae (mucho ówka) oraz Drosera (rosiczka). W ród ro lin 
owado ernych szczególn  przydatno  w lecznictwie wykazuj  ro liny z ro-
dzin: Droseraceae i Sarraceniaceae. Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu ro-
lin z rodziny Droseraceae w medycynie ludowej pochodz  z XII w. Przez 

dziesi ciolecia ro liny te by y wykorzystywane do leczenia m.in.: suchego 
kaszlu, zapalenia oskrzeli, kokluszu, jak równie  astmy [2]. Dotychczas  
w ro linach rosiczkowatych, w szczególno ci w gatunkach: Drosera binata, 
Drosera capensis, Drosera aliciae oraz Dionea muscipula, zidentyfikowano 
szereg zwi zków chemicznych (metabolitów wtórnych) wykazuj cych szereg 
interesuj cych w a ciwo ci biologicznie czynnych, m.in.: dzia anie immuno-
moduluj ce (zwi kszenie aktywno ci uk adu odporno ciowego), prze-
ciwdrobnoustrojowe, przeciwskurczowe, a tak e przeciwnowotworowe [4, 5]. 

Metabolity wtórne, dawniej nazywane idiolitami s  niezwykle szerok , 
pod wzgl dem chemicznym, grup  zwi zków chemicznych, w której sk ad 
wchodz : fenole, chinony, terpenoidy, steroidy, karotenoidy, alkaloidy, kwa-
sy t uszczowe i woski. W wi kszo ci s  to zwi zki chemiczne, produkowane 
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na ró nych etapach cyklu yciowego ro lin. Najcz ciej, kiedy ro lina podda-
wana jest dzia aniu czynników stresowych. W warunkach hodowli ro lin owa-
do ernych in vitro mo na wyró ni  kilka strategii mobilizacji organizmu do 
produkcji metabolitów wtórnych, m.in.: zmiana czynników fizycznych (tempe-
ratura, pH, zasolenie), zaka enie mikrobiologiczne (bakteriami i grzybami) 
oraz dodatek do po ywek elicytatorów, np.: takich jak: kwas jasmonowy, tle-
nek azotu, BION

®
 zmiana temperatury, pH, zaka enie drobnoustrojami [6].  

Ro liny owado erne oprócz wymienionych klas zwi zków chemicz-
nych produkuj  tak e naftochinony i flawonoidy, zwi zki chemiczne szeroko 
wykorzystywane w lecznictwie. Naftochinony to aromatyczne organiczne 
zwi zki chemiczne obecne w organizmach nale cych zarówno do króle-
stwa Protista (bakterie jelitowe), jak równie  Eucaryota (ro liny, grzyby) [7]. 
Zwi zki z grupy naftochinonów s  pochodnymi juglonu, powstaj ce w szlaku 
poliketydowym [8]. Wyst puj  w szerokiej gamie ro lin, m.in.: Plumbagina-
ceae, Juglandaceae, grzybów: Marasmius gramium i Verticillium dahliae 
oraz drobnoustrojów: Streptomyces i Fusarium [9].  

Aktywno  biologiczna naftochinonów zosta a zauwa ona i wykorzy-
stana przez cz owieka bardzo szybko. Afryka skie plemi  Zulu zamieszkuj -
ce po udniowe wybrze e Afryki wykorzystywa o korzenie Euclea natalensis 
do leczenia zapalenia oskrzeli, astmy, zaka e  uk adu moczowego oraz  
w leczeniu przebarwie  skóry powodowanych przez Mycobacterium leprae, 
a tak e do leczenia takich dolegliwo ci, jakim jest ból g owy [10]. Obecnie 
wiadomo, e za farmakologicznie czynne w a ciwo ci ro lin z rodziny Drose-
raceae odpowiadaj  g ównie zawarte w nich naftochinony, w szczególno ci 
2-metylojuglon oraz 7-metylojuglon. Zainteresowanie t  klas  zwi zków jest 
powodowane tym, e wykazuj  one szeroki zakres aktywno ci biologicznej: 
od fitotoksycznej [11-13], owadobójczej [14], przeciwbakteryjnej [15-17], po 
grzybobójcz  [16, 17]. Istniej  tak e doniesienia o w a ciwo ciach cytosta-
tycznych [17] oraz przeciwnowotworowych [14]. Dzia anie cytostatyczne oraz 
przeciwdrobnoustrojowe ramentaceonu i plumbaginy wynika z tego, e 
zwi zki te wykazuj  dzia anie inhibicyjne transportu elektronów w szlakach 
metabolicznych [18], s  czynnikami hamuj cymi fosforylacj  oksydacyjn  
oraz posiadaj  zdolno  interkalacji do podwójnej helisy DNA. Dodatkowo 
za ich po rednictwem, w procesie cyklu redukcyjnego w warunkach tleno-
wych, powstaj  reaktywne formy tlenu, tzw. wolne rodniki [19-21]. 

Ramentaceon wykazuje dzia anie cytostatyczne przeciwko dro d a-
kom, a tak e odznacza si  dzia aniem przeciwbakteryjnym [22, 23]. Najnow-
sza literatura donosi, e 2-metylojuglon bardzo dobrze hamuje aktywno  
1,2-lipooksygenazy, enzymu, który wp ywa na kancerogenez . Dodatkowo 
naftochinon ten jest cytotoksyczny w stosunku do znacznej ilo ci nowotwo-
rów [23-25].  

Plumbagina charakteryzuje si  szeregiem bardzo ciekawych w a ci-
wo ci. Oprócz dzia ania przeciwdrobnoustrojowego na m.in. pa eczki gru li-
cy (Mycobacterium tuberculosis) i gronkowca z ocistego (Staphylococcus au-
reus), 2-metylojuglon powoduje inhibicj  wzrostu bakterii jamy ustnej, takich 
jak Gram dodatnie szczepy Streptococcus spp., dzi ki inhibicji syntetazy chi-
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tyny (enzymu odpowiedzialnego za syntez  ciany komórkowej grzybów) 
wykazuje dzia anie przeciwgrzybowe [5, 15]. Badania przeprowadzone  
w ostatnich latach wykaza y interesuj ce pod wzgl dem w a ciwo ci farma-
kologicznych dzia anie oraz potencjalne zastosowanie 2-metylojuglonu. 
Plumbagina aktywuje szlak odpowiedzialny za odporno  komórek nerwo-
wych na stres oksydacyjny, tym samym hamuje cykl apoptotyczny. Rezulta-
tem tego, jest ochrona przed niedokrwieniem mózgu [26]. Wykazano rów-
nie , e plumbagina hamuje czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za 
progresj  raka piersi oraz jest inhibitorem adhezji, migracji oraz inwazji ko-
mórek nowotworu w troby [27, 28]. W literaturze istnieje niewielka ilo  do-
niesie  dotycz cych aktywno ci biologicznej pochodnych plumbaginy, jed-
nak e ostatnio pojawi a si  informacja, e zarówno 2-metylojuglon, jak i jego 
chlorowana pochodna (chloroplumbagina), wykazuj  dzia anie inhibicyjne 
wobec odwrotnej transkryptazy (RT), czyli najwa niejszego enzymu cyklu 
yciowego Ludzkiego Wirusa Niedoboru Odporno ci (HIV) [29]. 

Flawonoidy stanowi  grup  polifenolowych metabolitów wtórnych, któ-
re powszechnie wyst puj  w ro linach. Wszystkie flawonoidy oparte s  na 
szkielecie flawonu. Jednak w przyrodzie o wiele cz ciej wyst puj  w posta-
ci glikozydów, czyli po cze  aglikonu (pier cie  polifenolowy) oraz glikonu 
(fragment w glowodanowy). Flawonoidy spe niaj  szereg wa nych funkcji  
w ro linach. Chroni  ro lin  przed atakiem owadów i grzybów oraz stanowi  
najwa niejsz  grup  pigmentów ro linnych o barwie w zakresie od czerwo-
nego do ó tego [30]. Istniej  tak e doniesienia, e flawonoidy wykazuj  
w a ciwo ci biologicznie czynne, tj. przeciwutleniaj ce, chroni ce przed 
promieniowaniem ultrafioletowym, a tak e przeciwalergiczne [30, 32]. 

Zarówno kwercetyna, jak i mirycetyna, wykazuj  dzia anie prze-
ciwdrobnoustrojowe w stosunku do Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa i Klebsiella pneumoniae. Nadmieni  nale y, e mirycetyna wy-
kazuje silniejsze ni  kwercetyna dzia anie wobec pa eczek zapalenia p uc 
(Klebsiella pneumoniae) [5]. Dodatkowo oba flawonoidy wykazuj  szereg 
odr bnych w a ciwo ci farmakologicznych. Dowiedziono, e kwercetyna 
hamuje wzrost ludzkich komórek nowotworowych ró nego typu, poniewa  
ma dzia anie inhibicyjne na zmutowane onkogeny (p53, Ras), czego skut-
kiem jest zablokowanie cyklu komórkowego w punkcie kontrolnym faz  G1/S 
[33]. Dodatkowo flawonoid wykazuje dzia anie przeciwcukrzycowe, dzi ki 
hamowaniu 11b-HSD1 (dehydrogenazy 11b-hydroksysteroidowej), enzymu 
specyficznego dla leków na bazie kortykosteroidów, które hamuj  aktywno  
insuliny.  To skutkuje wzrostem st enia glukozy we krwi. Z kolei mirycetyna 

chroni neurony przed toksycznym dzia aniem -amyloidu, peptydu uwa a-
nego za jedn  z przyczyn powstawania choroby Alzhaimera [25, 34]. 

Badania przedstawione w artykule skupi y si  na opracowaniu najko-
rzystniejszego sk adu eluentu do rozdzielania sk adników hydrolizatów eks-
traktów ro lin owado ernych z grupy naftochinonów, tj.: plumbagina, ramen-
taceon, chloroplumbagina oraz droseron (hydroksyplumbagina). Dodatkowo 
w artykule zamieszczono wyniki bada  opracowania najkorzystniejszych 
sk adników eluentu do rozdzielania i identyfikacji mirycetyny i kwercetyny, 
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jako przyk adów zwi zków z grupy flawonoidów zawartych w ekstraktach ro-
lin owado ernych. 

 
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.  

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

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).  

 
Aparatura 
(Equipment) 

Eksperymenty z zastosowaniem chromatografii planarnej zosta y 
przeprowadzone z wykorzystaniem szklanych p ytek TLC RP18 z fluoresce-
in  o wymiarach 5 x 10 cm oraz p ytek TLC Si60 z dodatkiem fluoresceiny  
o wymiarach 5 x 10 cm i 20 x 20 cm (Merck, Niemcy). 
 
Procedura analityczna 
(Analytical procedure) 

Procedura analityczna zastosowana w badaniach by a zgodna  
z przedstawion  w pracy magisterskiej Aleksandra Lewandowskiego [35]. 

Badania z zastosowanie techniki cienkowarstwowej chromatografii 
cieczowej prowadzono w warunkach odwróconego uk adu faz ( el krze-
mionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi - RP18). 

Po zako czeniu ka dego rozdzielania dokumentowano otrzymane 
wyniki - zaznaczaj  miejsca, z którego i do którego migrowa a w danym eta-
pie rozdzielania plamka sk adnika ekstraktu lub substancji wzorcowej. Na-
st pnie wykonano fotografi  p ytki w wietle widzialnym (VIS) oraz w wietle 
UV o d ugo ci fali 254 nm oraz 365 nm. Etap dokumentacji by  poprzedzony 
usuni ciem pozosta o ci eluentu, w celu unikni cia utleniania si  sk adników 
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rozdzielanych, poprzez suszenie p ytki w temperaturze pokojowej w atmos-
ferze azotu. 

Celem bada  by o dobranie sk adników eluentu, zapewniaj cego naj-
korzystniejsze rozdzielenie sk adników zawartych w metanolowych ekstrak-
tach ro lin owado ernych. 
 
RP-TLC 

W badaniach z zastosowaniem RP-TLC u yto nast puj cych eluen-
tów (tab. 1): 
 
Tabela 1. Zestawienie eluentów u ytych w badaniach 
Table 1. A composition of the eluents used in the researches 
 

Nr uk adu chromato-
graficznego 

(Number of chromato-
graphic system) 

Sk adnik A 
(Component A) 

Sk adnik B 
(Component B) 

Stosunek A/B 
(v/v) 

Ratio A/B 
(v/v) 

pH 

1 Woda + H2SO4 Metanol 3:1 3 

2 Woda + H2SO4 Metanol 1:1 3 

3 Woda + H2SO4 Metanol 1:3 3 

4 Woda + H2SO4 Izopropanol 65:35 3 

5 Woda + H2SO4 Izopropanol 42:58 3 

6 Woda + H2SO4 Acetonitryl 45:55 3 

7 Woda + H2SO4 Acetonitryl 65:35 3 

8 Woda + H2SO4 Tetrahydrofuran 65:35 3 

9 Woda + H2SO4 Tetrahydrofuran 58:42 3 

10 Woda + H2SO4 1,4- dioksan 62:38 3 

11 Woda + H2SO4 1,4- dioksan 58:42 3 

 
Kwas siarkowy (VI) dodany do eluentu powodowa  cofni cie dysocjacji 

flawonoidów, które s  s abymi kwasami. W rezultacie mirycetyna i kwercety-
na wykazywa y wi ksz  retencj , w wyniku cofni cia ich dysocjacji, a zatem 
zwi kszenia powinowactwa do fazy stacjonarnej w uk adzie faz odwróco-
nych. 

W ka dym do wiadczeniu rozwijane by y dwie p ytki (A i B), na ka dej 
znajdowa y si  2 ekstrakty ro linne i 3 wzorce substancji wyst puj cych  
w rozdzielanych ekstraktach. W ka dym do wiadczeniu na p ytk  chromato-
graficzn  nak adano po 10 l metanolowych ekstraktów ro linnych i po 2 l 
wzorców.  

Na p ytce A rozdzielane by y ekstrakty z ro lin: Dionaea muscipula, 
Drosera binata oraz wzorce: plumbagina, mirycetyna i chloroplumbagina. Na 
p ytce B: Drosera aliciae, Drosera capensis oraz wzorce: ramentaceon, 
kwercetyna, droseron.  

Kolejno  dozowania rozdzielanych sk adników by a za ka dym ra-
zem identyczna i zosta a przedstawiona poni ej, w tabeli 2.  
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Tabela 2. Kolejno  nak adania substancji na p ytki TLC 
Table 2. Injection sequence of the solutes on TLC plater 
 

 P ytka A (Plate A)  P ytka B (Plate B) 
Nr 

plamki 
(Spot  

number) 

Substancja 
(Substance) 

Nak adana 
obj to  [µl] 

(Injected 
volume [µl]) 

Nr plamki 
(Spot 

number) 

Substancja 
(Substance) 

Nak adana 
obj to  [µl] 

(Injected 
volume [µl]) 

1 D. muscipula 10 6 D. aliciae 10 

2 Plumbagina 2 7 Ramentaceon 2 

3 D. binata 10 8 D. capensis 10 

4 Mirycetyna 2 9 Kwercetyna 2 

5 Chloroplumbagina 2 10 Droseron 2 

 
Opracowanie wyników 
(Report results) 

Na podstawie uzyskanych chromatogramów obliczono: wspó czynniki 
opó nienia (1) i retencji (2) oraz selektywno ci (3) przy wykorzystaniu arku-
sza kalkulacyjnego programu Microsoft Excel (Microsoft Corp., USA). 

Wzory u yte przy obliczaniu parametrów retencyjnych przedstawiono 
poni ej: 
 

 
b

a
hR f 100  (1) 

 

 

f

f

hR

hR
  k

–100
 (2) 

 
gdzie: 
hRf – 100 –krotno  wspó czynnika opó nienia, 
a – droga migracji plamki rozdzielanego sk adnika 
b – droga migracji czo a fazy ruchomej 
k – wspó czynnik retencji  
 
 
3. Wyniki i dyskusja 
 (Results and discussion) 
 

Przyk ady reprezentatywnych chromatogramów uzyskanych z rozdzie-
lenia metanolowych ekstraktów ro linnych oraz wzorców naftochinonów  
i flawonoidów z zastosowaniem fazy stacjonarnej RP18 oraz eluentu: izo-
propanol:woda z dodatkiem kwasu siarkowego (VI) (pH 3) zosta y przedsta-
wione na rysunkach 1, 2 i 3.  

Parametry retencyjne, tj wspó czynnik opó nienia (Rf) oraz wspó -
czynnik retencji (k) obliczone na podstawie otrzymanych chromatogramów, 
ze wzorów nr 1 i 2 zosta y zamieszczone w tabeli 3. 
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Plamki naftochinononów obserwowane w wietle widzialnym (rys. 1  
– plamki o numerach 2, 5, 7 i 10) wykazuj  barw  ó t . W wietle o d ugo ci 
fali 365 nm te same substancje wykazuj  czerwono-ró ow  fluorescencj ,  
a przy d ugo ci fali 254 nm wykazuj  fluorescencj  ó to-zielon  (rys. 2 i 3). 
 

 
 
Rys. 1.  Chromatogram w wietle widzialnym (VIS) rozwini ty z zastosowaniem eluentu izopro-

panol:woda 65:35 (v/v) z dodatkiem kwasu siarkowego (VI) do pH 3 
Fig. 1.  A chromatogram in visible light (VIS). Eluent: isopropanol and water in ration 65:35 (v/v) 

with sulfuric acid addition (pH 3) 
 

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

Tabela 3.  Zestawienie wspó czynników opó nienia oraz wspó czynników reten-
cji otrzymane dla najkorzystniejszego uk adu chromatograficznego 

Table 3.  A comparison of retardation and retention factors calculated for 
optimal conditions of chromatographic process 

 
 P ytka A (Plate A)  P ytka B (Plate B) 
 Nazwa 

(Name) 
hRf k  

Nazwa 
(Name) 

hRf k 

1,1 4,29 22,33 6,1 4,23 22,67 

1,2 42,86 1,33 6,2 9,86 9,14 

1,3 50,00 1,00 6,3 18,31 4,46 

1,4 61,43 0,63 6,4 29,58 2,38 

1,5 68,57 0,46 6,5 45,07 1,22 

1,6 78,57 0,27 6,6 49,30 1,03 

D. muscipula 

1,7 87,14 0,15 6,7 54,93 0,82 

Plumbagina (Plumbagin) 2 42,86 1,33 6,8 63,38 0,58 

3,1 4,29 22,33 6,9 70,42 0,42 

3,2 42,86 1,33 

D. aliciae 

6,10 81,69 0,22 

3,3 50,00 1,00 
Ramentaceon

(Ramentaceone)
7 45,07 1,22 

3,4 61,43 0,63 8,1 4,23 22,67 

3,5 68,57 0,46 8,2 12,68 6,89 

3,6 78,57 0,27 8,3 47,89 1,09 

D. binata 

3,7 87,14 0,15 8,4 63,38 0,58 

Mirycetyna (Mirycetin) 4 78,57 0,27 8,5 70,42 0,42 

Chloroplumbagina 
(Chloroplumbagin) 

5 31,43 2,18 

D. capensis 

8,6 81,69 0,22 

 
   

Kwercetyna 
(Quercetin) 

9 74,65 0,34 

 
   

Droseron 
(Droseone) 

10 56,34 0,78 
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Plamki flawonoidów: mirycetyny i kwercetyny (plamki 4 i 9 rys. 1)  
w wietle widzialnym wykazuj  zabarwienie pomara czowe (rys. 1), przy 
d ugo ci fali 365 nm wykazuj  ó t  fluorescencj  (rys. 2), a przy d ugo ci fali 
254 nm wykazuj  fluorescencj  b kitno-szar  (rys. 3). 

Eluent o sk adzie MeOH:H2O 25:75 (v/v) z dodatkiem kwasu siarko-
wego (pH 3) wykazywa  zbyt ma  si  elucyjn  i sk adniki w wi kszo ci po-
zosta y na linii startowej lub w jej pobli u. Zastosowanie eluentu o sk adzie 
MeOH:H2O 75:25 (v/v) i 50:50 (v/v) z dodatkiem kwasu siarkowego (pH 3) 
doprowadzi o do rozdzielenia ekstraktów ro linnych. W tych warunkach uzy-
skano selektywne rozdzielenie poszczególnych sk adników z grupy flawono-
idów. Przy tym sk adzie eluentu zaobserwowano tak e wi ksz , ni  po-
przednio, liczb  rozdzielonych substancji.  

Eluenty b d ce mieszaninami wody (pH 3) oraz izopropanolu zmie-
szanych w stosunkach 42:35 i 65:35 (v/v) pozwoli y natomiast na rozdziele-
nie najwi kszej liczby sk adników z ekstraktów ro lin owado ernych. Eluent 
o sk adzie izopropanol:H2O 42:58 (v/v) (pH 3) odznacza  si  korzystn  war-
to ci  si y elucyjnej, a tak e pozwoli  uzyska  zadowalaj ce rozdzielenie 
chloroplumbaginy i droseronu z ekstraktu Drosera aliciae. Eluent o wi kszej 
sile elucyjnej, tj. ten, w którym stosunek sk adnika organicznego do wody 
wynosi  65:35 (v/v) zapewni  rozdzielenie chloroplumbaginy i droseronu, na-
tomiast nie zapewnia  dostatecznie selektywnych warunków do rozdzielenia 
flawonoidów. 

Mieszanina acetonitrylu i wody o sk adzie 65:35 (v/v) (pH 3) selektyw-
nie rozdziela flawonoidy - mirycetyn  i kwercetyn , pozosta e interesuj ce 
substancje s  jednak s abo rozdzielone. 

W badaniach z zastosowaniem mieszaniny wody i tetrahydrofuranu 
uzyskano du  liczb  rozdzielonych substancji, a tak e stwierdzono rozdzie-
lenie chloroplumbaginy w ekstraktach z ro lin Drosera binata i Drosera ali-
ciae oraz droseronu w ekstraktach z ro lin Drosera capensis i Drosera ali-
ciae. Dodatkowo, nale y podkre li , e przy zastosowaniu THF-u do 
rozdzielania sk adników ekstraktów ro linnych, mo na zauwa y  pojawiaj -
ce si  substancje poni ej plamki chloroplumbaginy niewidoczne przy roz-
dzielaniu ekstraktów z zastosowaniem innych roztworów rozpuszczalników, 
co oznacza zapewnienie selektywnych warunków do rozdzielenia substancji 
z grupy naftochinonów. Rozdzielenie flawonoidów z zastosowaniem THF-u 
odznacza si  ma  selektywno ci  (ma a ró nica w warto ciach wspó czyn-
nika hRF oraz warto ci wspó czynników retencji, mieszcz ce si  w przedzia-
le od 0,67 dla mirycetyny do 1,47 dla kwercetyny). 

Badania z zastosowaniem eluentu b d cego mieszanin  wody i diok-
sanu pokazuj , i  eluent ten niezale nie od zawarto ci rozpuszczalnika or-
ganicznego odznacza si  niewielk  przydatno ci  do rozdzielania ekstrak-
tów ro lin owado ernych, poniewa  rozdzieleniu ulega ma a ilo  substancji 
od 3 dla D. capensis do 6 dla D. muscipula. Ponadto substancje obecne  
w ekstraktach ro linnych rozdzielone s  ma o selektywnie, tzn. warto  

wspó czynników rozdzielenia ( ), mie ci si  na poziomie od 1,2 do 1,5. 
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4. Podsumowanie 
 

Badania metanolowych ekstraktów ro lin owado ernych z gatunków: 
D. muscipula, D. binata, D. aliciae, D. capensis przy u yciu cienkowarstwo-
wej chromatografii cieczowej w odwróconym uk adzie faz (RP-TLC) wskazu-
j  na konieczno  zastosowania elucji gradientowej, w celu selektywnego 
rozdzielenia wszystkich sk adników. Sk adnikami eluentu powinny by  na-
st puj ce rozpuszczalniki:  

 izopropanol 

 metanol. 
Badania z wykorzystaniem chromatografii planarnej wskazuj , i  naj-

bardziej efektywne w rozdzielaniu ekstraktów z ro lin owado ernych by oby 
wykorzystanie elucji gradientowej ze wzgl du na bardzo du  liczb  sk adni-
ków ekstraktów o ró nej hydrofobowo ci. Dodatkowo, mo liwe jest zastoso-
wanie elucji wstecznej eluentu w kolumnie w celu ca kowitego oczyszczenia 
kolumny po zako czeniu rozdzielania sk adników ekstraktów ro linnych. 
Jednak, alternatywnie, mo na wykorzysta  tak e elucj  skokow , która po-
zwoli aby na odzysk sk adników eluentów. Tego typu post powanie  
w znaczny sposób zmniejszy ilo ci zu ytych rozpuszczalników, co wp ynie 
na zmniejszenie emisji substancji o w a ciwo ciach ekotoksycznych. Dodat-
kowo recyrkulacja rozpuszczalników pozwoli na zmniejszenie kosztów otrzy-
mywania sk adników o aktywno ci farmakologicznej z ekstraktów ro linnych, 
co zwi kszy op acalno  procedury preparatywnego otrzymywania sk adni-
ków farmakologicznie aktywnych z ekstraktów ro lin owado ernych.  
 

 Conclusions 
Results of research with thin layer chromatography in reversed phase 

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

 isopropanol  

 methanol. 
Research with planar chromatography revealed that most effective 

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