Zastosowanie metod chromatograficznych
I spektroskopowych w analizie
fitochemicznej wybranych surowcéw
roslinnych (cz. ll)

Czesc¢ pierwsza artykutu, ktora ukazata sie
w numerze 6/2010 LAB, zawierala naste-

pujace rozdziaty:

e Wstep

e Analiza ekstraktow roslinnych przy pomocy
metod chromatograficznych i spektroskopowych

e Przedmiot badan

e Przygotowanie probki do analizy
e Izolacja i identyfikacja zwigzkow czynnych

z materiatu roslinnego

e Izolacja i identyfikacja nieznanego zwigzku
z ekstraktu z kory wierzby, przy wykorzysta-

niu metody TLC

Jakosciowa i ilosciowa anali-
za zwigzkoéw aktywnych far-
makologicznie przy pomo-
cy metod chromatograficz-
nych

Separacja zwigzkéw wystepu-
jacych wwyciggachroslinnych
metodami chromatografii cie-
czowej stuzy nie tylko kontroli
procesu izolacji (kontrola frak-
¢ji z kolumn preparatywnych),
samej izolacji oraz badaniom
identyfikacyjnym z zastoso-
waniem metod chemicznych
(hydroliza, otrzymywanie po-
chodnych). Kolejnym waznym
zastosowaniem sg badania ja-
koscioweiilo$ciowe zwigzkéw
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czynnych obecnych w ekstrak-
tach roslinnych, prowadzone
najczesciej wobec wzorcow,
ktérych obecnos¢ w badanym
materiale roslinnym opisu-
je literatura [1, 2, 26], i sktad
chemiczny badanego surow-
ca roslinnego jest w duzym
stopniu rozpoznany. Badania
takie maja stuzy¢ okresleniu
tozsamosci surowca (analiza
metoda ,fingerprint”), kontroli
jakosci surowca roslinnego, sa
przydatne réwniez w anali-
zach chemotaksonomicznych.
Celem analityka jest zatem
opracowanie odpowiednich
procedur  chromatograficz-
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nych, co nastepuje w procesie
optymalizacji warunkéw me-
tody.

Wykorzystanie chromatogra-
fii cieczowej do okreslania
skfadu chemicznego ekstrak-
tow roslinnych
Chromatografia cieczowa jest
najczesciej
technika chromatograficzng
do rozpoznania chemicznego
sktadu ekstraktow otrzyma-
nych z surowcédw roslinnych.
Rozdzielenie chromatograficz-
ne oraz oznaczenie jakoscio-
we i ilosciowe poszczegdlnych
zwigzkéw mozna prowadzi¢
przy pomocy dwodch podsta-
wowych technikchromatogra-
fii cieczowej - wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej
(HPLC) oraz chromatografii
planarnej (TLC, HPTLC). Tech-
niki te w wielu przypadkach
mozna stosowa¢ zamiennie
w zaleznosci od stopnia zto-
Zonosci rozwigzywanego pro-
blemu analitycznego wynika-
jacego z charakteru chemicz-
nego matrycy roslinnej.

wykorzystywang

Wykorzystanie analitycznej
TLC/HPTLC do analiz fito-
chemicznych

Techniki TLC i HPTLC w porow-
naniu do HPLC sg mniej czute,

2%

jednakze posiadajg szereg za-
let, ktére przesadzaja o szero-
kim zastosowaniu chromato-
grafii planarnej w fitochemii,
asato:

- prostota aparatury,

« rébwnolegte rozwijanie kilku
a nawet kilkunastu prébek jed-
noczesnie,

+ mozliwos¢ sprzezenia z inny-
mi technikami (detektor DAD,
MS),

« r6znorodne metody detekgji
badanych zwiazkéw na ptyt-
kach chromatograficznych,

« brak wptywu sktadu fazy ru-
chomej na detekcje badanych
substancji,

« stosowanie wielokrotnego
i wielokierunkowego rozwija-
nia ptytki chromatograficznej,
zmiany sktadu fazy ruchomej
(elucja gradientowa o wazra-
stajacej mocy elucyjnej) w jed-
nym akcie chromatograficz-
nym [2],

+ zastosowanie warstw roz-
nych adsorbentéw na ptytce
chromatograficznej (gradient
zfoza) [8].

W badaniach chromatogra-
ficznych ztozonych mieszanin
zwiagzkéw, jakimi sg ekstrakty
roslinne, czy pojedynczych
substancji czynnych, jednym
z pierwszych kryteriéw iden-
tyfikacyjnych jest badanie re-



tencji oznaczanych substancji
w stosunku do wzorca. Jednak
w tak skomplikowanych mie-
szaninach jakimi sa wyciagiro-
slinne, parametry retencji sub-
stancji moga by¢ jednym, ale
nie jedynym kryterium identy-
fikacji zwigzku. Przyjmuje sie,
ze mamy do czynienia z takg
samg substancja jak wzorzec,
jesli wartosci retencji (w przy-
padku TLC - wspdtczynnik
opoznienia Rf) sa takie same
w trzech uktadach chromato-
graficznych o réznych fazach
stacjonarnych i ruchomych.
W przypadku nowych zwigz-
kéw, musza byc¢ one rozdzielo-
ne od pozostatych, aby mogty
w konsekwencji procedury
izolacyjnej, zosta¢ struktural-
nie okreslone.

Ze wzgledu na ztozony sktad
ekstraktu metanolowego z li-
sci daglezji zielonej, nie udato
sie rozdzieli¢ metoda HPTLC
wszystkich zwigzkéw stosujac
nawet wielostopniowe rozwi-
janie gradientowe [8, 27] (rys.
8). Wielokrotne
ptytki (na krétszym czy coraz
dtuzszym dystansie z uzyciem
tej samej fazy ruchomej czy
o wiekszej /lub mniejszej
mocy elucyjnej) jest szczegol-
nie uzyteczng metody przy
analizach wielosktadnikowych
mieszanin jakimi sg ekstrakty
roslinne.

Niewatpliwg zaleta TLC jest
mozliwos¢ nie tylko wielo-
krotnego rozwijania ptytki w
jednym kierunku (7D), ale i
wielokrotnego rozwijania w
dwoéch  kierunkach (2D-TLC)
[2]. Stosujac chromatografie
dwukierunkowa, z uzyciem
dwéch réznych faz rucho-
mych, mozna na otrzymanych
chromatogramach TLC ob-
serwowac réznice zarbwno w

rozwijanie

Rys. 9. 2D TLC chromatogram ekstraktu
metanolowego z Psudotsuga menziesii: 1
- hyperozyd, 2 - astragalina, 3 — (E)- til-
irozyd, 4 - (E)-ditilirozyd, 5 - daglezjo-
zyd I, 6 - daglezjozyd II, 7 - daglezjozyd
I1I, 8 - daglezjozyd 1V, 9, 10 - nieznane
flawonoidy, 11 - kwercetyna, 12 - kem-

ferol, 13 - izoramnetyna, 14-20 - nieznane

flawonoidy. Ptytki szklane Multi KSC5, fazy
ruchome: kierunek 1 - zel krzemionkowy
chloroform-propanol-2-woda 30:30:10:5
v/v/v/v, kierunek II, Faza RP-18, metanol-
woda-kwas mrowkowy 70:30:6 v/v/v [3]

skfadzie jakosciowym jak i ilosciowym bada-
nych ekstraktéw.

W przypadku ekstraktow z lisci daglezji zielonej
dodatkowo zastosowano w jednej pfaszczyz-
nie ptytki dwa adsorbenty, co umozliwito roz-
dzielenie metoda 2D TLC skfadnikéw ekstraktu
- aglikondw, estrow i glikozydéw flawonolo-
wych w systemie ortogonalnym NP (warstwa
zelu krzemionkowego- waskie pasmo) - RP
(faza zwigzana C-18, pozostata czes¢ ptaszczy-
zny) (rys. 9).

Stosujac chromatografie
cienkowarstwowa mozna osiggna¢ rozdziele-
nie wiekszej liczby zwiazkéw, a wiec w takim
przypadku, nie jest konieczne oczyszczanie lub
frakcjonowanie surowego ekstraktu.

Najlepsze rozdzielenie badanych zwigzkéw
osiagnieto stosujac  wysokosprawng gradien-
towa chromatografie kolumnowa (HPLC) z uzy-
ciem elucji gradientowej (rys. 10).

Jak wida¢ z zamieszczonych chromatogramoéw
HPLC, badany materiat roslinny, jakimi sg 2 od-
miany daglezji zielonej, rézni sie zaréwno skta-
dem jakosciowym jak i ilosciowym.

dwukierunkowa

Opracowane warunki rozdzielenia metoda
RP-HPLC, maja duze znaczenie praktyczne,
poniewaz moga stuzy¢ do badan zmian za-
wartosci interesujacych nas zwigzkéw w ma-
teriale roslinnym w zaleznosci od cyklu we-
getacyjnego oraz badan wplywu warunkéw
przechowywania ekstraktéw roslinnych na
trwatos¢ poszczegdlnych zwigzkéw (rys. 11
a,b). Dotyczy to szczegodlnie daglezjozydu |,
ktoéry czesciowo, w trakcie przechowywania
moze powstawac jako produkt dimeryzacji
daglezjozydu lll.

Wykorzystanie wysokocisnieniowej chro-
matografii planarnej (OPLC) do iloscio-
wego oznaczenia salicyny w ekstraktach
z kory wierzby

Technika TLC pozwala naszybkie, skryningowe
okreslenie jakosci materiatu roslinnego. Z jej
uzyciemmoznawobecsubstancjiwzorcowych
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Rys. 10. Chromatogramy HPLC wyciggow
metanolowych z Pseudotsuga menziesii
var. cesia (A) i Pseudotsuga menziesii
var. Glauca (B).

1 - kwas chlorogenowy, 2 - 3-O-galak-
tozyd kwercetyny, 3 - 3-glukozyd kem-
ferolu, 4 — E-tilirozyd, 5 - kwercetyna, 6
—izoramnetyna, 7 - kemferol, 8 — E-ditil-
irozyd, 9 - daglezjozyd I, 10 - daglezjo-
zyd III, 11 - daglezjozyd II, 12 - daglez-
jozyd 1V.

Kolumna Spherisorb ODS II, elucja gra-
dientowa: od 5% do 100 % tetrahydrofu-
ranu w mieszaninie z wodg z dodatkiem
kwasu fosforowego, tG 86 min
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potwierdzi¢ obecno$ézwiazku
oraz okresli¢ jego ilos¢. W tym
celu s3 optymalizowane wa-
runki analizy w zakresie skta-
du fazy ruchomej, zastoso-
wanego adsorbentu
metody deprywatyzacji. Kora
wierzby jest wykorzystywana

oraz
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gtéwnie jako zrédto salicyny
(B-D-glukozydu alkoholu sali-
cylowego), substancji majacej
dziatanie przeciwgoraczkowe
oraz przeciwzapalne. Dlatego
obecno$¢ zwigzku oraz jego
zawarto$¢ decyduja o przy-
datnosci materiatu roslinne-
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Rys. 11. Zmiany zawartosci flawonoiddéw (% zawartosSci
w zespole) w igtach daglezji zielonej
A. w miesiacach od grudnia do maja (miesigce XII, , II,

III, 1V, V)

B. przechowywanej 1 — bez dostepu $wiatta, 2 — z

dostepem $wiatta dziennego
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Rys. 12. Obraz ptytki chromatograficznej (TLC) ekstraktu
zZ kory wierzby; (od lewej) wybrane ekstrakty (po jednej
plamce). Wzorce: A - salicyna, B — helicyna, C - L-piceina

go do produkcji lekéw ro-
$linnych. Metoda TLC mozna
oceni¢ jakos¢ otrzymanej do
badan kory wierzby w zakre-
sie  wystepowania salicyny
(rys. 12, 12 A) natomiast nie
mozna oznaczy¢
tego zwiagzku, ze wzgledu na
niewystarczajace rozdzielenie
od innego prostego fenolu,
obecnego w ekstrakcie, mia-
nowicie L-piceiny.

Na otrzymanych densytogra-
mach ekstraktéw piki tych
substancji moga mniej lub
bardziej rozdzielone, w zalez-
nosci od ich ilosci w surowcu,
co powoduje btedne oznacze-
nia ilosciowe (rys. 13 A). Jezeli
jednak zastgpimy klasyczna
TLC chromatografia z wymu-
szonym przeptywem OPLC
mozna obydwa zwigzki ozna-
czy¢ w sposob ilosciowy (rys.
13 B).

Oznaczenia ilosciowe salicyny
w korze wierzby, przeprowa-
dzone na podstawie densy-
togramoéw TLC, wyznaczaja jej
zawartos¢ na poziomie 0,678
+0,05 (mg/mL ekstraktu), co
stanowi 7,4% btedu, i mnigj
doktadne niz te wykonane
technika OPLC - 0,408%0,016
(mg/mL ekstraktu), co stanowi
4% oznaczanej wartosci.

ilosciowo

Analiza jakosciowa iloscio-
wa ekstraktow roslinnych
z uzyciem HPLC

O wiasciwosciach leczniczych
ekstraktéw z kory wierzby
decyduje nie tylko obecnos¢
i ilos¢ salicyny, ale réwniez
obecnos¢ innych pochodnych
alkoholu salicylowego. Z che-
matoksonomicznego punktu
widzenia jest to charaktery-
styczna grupa zwigzkow dla
rodzaju Salix [13,15,16,32].
Najczesciej w korze wierzb
wystepuje salicyna oraz jej es-
try: salikortyna, fragilina, tre-
mulacyna.

Obecnos¢ glikozydéw fenolo-
wych w badanych ekstraktach
metanolowych prowadzono
wobec nastepujacych wzor-
cow - salicyny (1) salikortyny
(2), 2'-acetylosalikortyny (3),
piceiny (4), helicyny (5), sali-
drozydu (6) triandryny (7) po-
puliny (8) i tremulacyny (9),
wykorzystujac uktady chroma-
tograficzne opisane w litera-
turze [13,33,34]. Najkorzyst-
niejsze rozdzielenie mieszani-
ny analizowanych zwigzkéw
metodg TLC na zelu krze-
mionkowym uzyskano w fazie
ruchomej octan etylu/meta-
nol/woda. Po wybarwieniu

plamek substancji odczyn-
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Rys. 13. A.Densytogram obrazujgcy rozdziat ekstraktu z kory wierzby metodg TLC
B.Densytogram obrazujgcy rozdziat ekstraktu z kory wierzby technika OPLC
1 - salicyna, 2 - L-piceina, 3 — helicyna, szybkos¢ przeptywu — 120 ul/min, objetos¢ raptownie wptywajgca na ptytke
- 300 ul, objetos¢ uzyta do rozwiniecia ptytki - 2000 ul, ci$nienie - 50 bar. Faza ruchoma - octan etylu, metanol, woda
(77:13:10). Faza stacjonarna — SiO2F254S, kondycjonowane 20 minut: 1 - salicyna, 2 — helicyna,3 - L-piceina

nikiem tymolowym (roztwor
tymolu w mieszaninie - kwas
siarkowy/etanol), otrzymano
trwale barwne plamki o za-
barwieniu od rézowego do
ciemnofioletowego. Na pod-
stawie ich wartosci R mozna
byto stwierdzi¢, ktére z wzor-
cowych substancji wystepuja
w analizowanym materiale
roslinnym (rys. 14). Taka ana-
liza miata charakter wylacznie
skryningowy.

W ilosciowych badaniach sa-
licyny i innych pochodnych
prostych fenoli wykorzystuje
sie czesto wysokosprawna chro-
matografie cieczowg w ukfa-
dzie faz odwréconych [35-371.
Podjeto probe analizy zwiaz-
kéw salicylowych technika
NP-HPLC, otrzymujac bardzo
szerokie podstawy pikow ba-
danych zwiazkéw, stad do
dalszych badan wykorzystano
technike RP-HPLC. Badania
prowadzono w nastepujacym
ukfadzie: faza stacjonarna
- RP-18, faza ruchoma - ace-
tonitryl/woda/kwas octowy
(7+93+0,1 v/v/v) uzyskujac
zadowalajace rozdzielenie 5

zwigzkéw: salicyny, piceiny,
salidrozydu, populiny i tremu-
lacyny.

Ze wzgledu na to, ze zwiazki
salicylowe stabo absorbuja
promieniowanie z zakresu UV,
do badan uzyto detektora
Swiatta rozproszonego (ELSD
Evaporative Light Scattering
Detector). Zasada jego dzia-
tania polega na rozpraszaniu
przez czastki analitu $wiatta
emitowanego przez laser [38].
Eluat wychodzacy z kolum-
ny chromatograficznej ulega
rozpyleniu w strumieniu di-
tlenku wegla a nastepnie jest
odparowany w nebulizatorze.
Na czastkach tak powstatego
aerozolu emitowane z lasera
promieniowanie ulega
proszeniu. Natezenie rozpro-
szonego promieniowania jest
przetwarzane w odpowiedni
sposéb oraz rejestrowane
w postaci chromatogramu
[39-42]. Intensywnos$¢ pro-
mieniowania rozproszonego
zalezy, oprécz ilosci czastek
rozpraszajacych réwniez od
wielkosci czasteczki substan-
¢ji (a nie od jej budowy che-

roz-

micznej). Z tego tez powodu
detektor ELSD jest uwazany
za detektor uniwersalny, prak-
tycznie umozliwia on wykry-
wanie wszystkich stosunkowo
nielotnych substancji [41, 43].
Obecnie detektor ELSD sta-
nowi alternatywe do detek-
tora UV-VIS przy wykrywaniu
substancji nie posiadajacych
W swojej czgsteczce grup chro-
matoforowych [32]. W ostat-
nich latach popularne staje
sie stosowanie
detekcji ELSD wraz z detekcja

rownolegte

B & b E F G 1 H

UV-VIS. Pozwala to na uzy-
skanie lepszych informacji na
temat skfadu badanej préb-
ki. Na rys. 15 przedstawiono
chromatogram HPLC miesza-
niny wzorcowych glikozydow
fenolowych.

Na chromatogramie HPLC-UV
nie sg od siebie oddzielone
piki zwigzkoéw 1,4,5 oraz 8 i 9.
Sygnaly pochodzace od zwigz-
kéw 3, 7, 819 sg bardzo stabe,
co Swiadczy o niskim progu
detekgji tej metody. Stosujac
detektor ELS mozna otrzy-

11 1 4 K L MH

Rys. 14. Chromatogram TLC salicyny (1) i ekstraktow
metanolowych z kory wybranych wierzb.

Salicyna (1), salikortyna (2), 2’-acetylosalikortyna (3),
piceina (4), helicyna (5), salidrozyd (6), triandryna (7),
populina (8), tremulacyna (9)
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Rys. 15. Chromatogramy HPLC-UV i HPLC-ELS miesza-

niny glikozyddéw fenolowych

1 - salicyna, 2 - salikortyna, 3 — 2’-acetylosalikortyna,
4 - salidrozyd, 5 - piceina, 6 — helicyna, 7 - triandryna,
8 - populina, 9 - tremulacyna, 10 - 7-O-glikozyd naryn-
geniny. Kolumna Chromolith Performance Si potgczona z
kolumng Chromatlith Performance RP18e (100 mmx 4,6
mm), elucja gradientowa (A - acetonitryl, B - woda/TFA
(99,95/005 v/v) od 3 do 48% A w A+B. (tG = 27 min),
t = 300C, v = 1mL/min, detekcja UV przy A = 268 nm,
detekcja ELS: uktad off mode

temperatura fazy ruchomej w kapilarze — DDT 113,20C,

predkos¢ przeptywu gazu - NFG + 3,2 I/min, poziom 1

mac¢ obserwowac rozdziele-
nie pikéw substancji 1,4 i 5
oraz znaczne wzmochienie
sygnatéw pochodzacych od
substancji 3, 8 i 9. Jakkolwiek
intensywnos$¢ piku substan-
ji 2 jest nizsza. Zastosowane
w badaniach dwa sposoby
detekgji uzupetniaja sie i przy
jednoczesnym ich uzyciu moz-
na otrzymac wiecej wiarygod-
nych informacji o ilosciowym
i jakosciowym sktadzie bada-
nych mieszanin.
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Sprzezenie HPLC/MS/UV

Sprzezenie chromatografu cie-
czowego z dwoma detekto-
rami — UV oraz masowym po-
zwala na czesciowa identyfi-
kacje nieznanych zwiazkéw
obecnych w ekstraktach, czy
tez frakcjach ekstraktéw ro-
$linnych. Z drugiej strony sta-
nowi wiarygodne narzedzie
do chromatograficznej iden-
tyfikacji znanych zwiazkow
wystepujacych w badanym
surowcu, czy tez zidentyfiko-
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Rys. 16. Chromatogram HPLC/UV (A = 330 nm) ekstrak-
tu chloroformowego z lisci Ginko Biloba z widmami UV
biflawonéw: A - amentoflawon, B - bilobetyna, C - 5”-
metoksybilobetyna, D - 7-O-metyloamentoflawon, E-
izoginkgetyna, F — gingketyna, G — 2.4-dihydroksyging-

ketyna, H - sciadopityzyna,
biflawonoidy

wanych w innym materiale
ros$linnym poprzez wykorzy-
stanie baz danych.
Identyfikacje zwiazku prze-
prowadza sie na podstawie
nastepujacych parametréw:

« czasu retencji,

« wartosci m/z jonu moleku-
larnego,

«widma UV.

Metode HPLC-MS-UV zastoso-
wano przy identyfikacji nie-
znanych substancji w ekstrak-
cie biflawonoidéw z Gingko
biloba (Gingkoaceae) - mito-
rzab japonski. Na otrzymanym
chromatogramie ekstraktu chlo-
roformowego obserwowano
obecno$¢ pikéow zwigzkéw,
ktérych nie mozna byto jedno-
znacznie sklasyfikowac w opar-
ciu o posiadane wzorce (zwigz-
ki 1-7 (rys. 16). W takim przy-
padku otrzymane widma UV
oraz MS dostarczaja dodatko-
wych danych o charakterze
zwiagzku.

1-7 niezidentyfikowane

Zwigzek oznaczony na chro-
matogramie HPLC jako 1 wy-
kazuje czas retencji w zastoso-
wanym uktadzie chromato-
graficznym (7,91), zblizony do
czasu retencji 5-metoksybilo-
betyny (7.93) i posiada iden-
tyczng mase czasteczkowa
(583.2 Da). Jednak widma UV
obydwu zwigzkéw réznig sie
od siebie potozeniem dwoéch
maksiméw pasm absorpcji
(rys. 17).

Widmo UV zwiazku 1 wykazu-
je maksimum absorpcji | pa-
SMO Apax 336, 340 sh nm i lI

— T T
00 300 400 500 nm

N leoloulenly

=
200 300

T
400 500 nm

Rys.17. Widmo UV zwigzku
1 (A) oraz 5-metoksybi-
lobetyny (B)
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Rys. 18. Rozdzienie HPLC/UV/ATPCI-MS biflawonoiddéw z Gingko biloba (frakcja IV) [3]

pasmo A, ., 269, 281 sh nm
podczas gdy widmo 5 — me-
toksybilobetyny wykazuje ma-
ksimum absorpcji | pasmo
Anax 326 nm i Il pasmo A«
270 nm. Obecnos¢ w pasmie
Il flawondéw i flawonoli dwéch
lub jednego
z przegieciem wskazuje na
obecnos$¢ w bocznym fenylu
ugrupowania orto-dihydrok-
sylowego lub obecnos¢ do-
datkowej, obok hydroksylo-
wej grupy metoksylowej [44].
Obydwa zwiazki wykazuja po-
dobne wartosci R na poliami-
dzie (odpowiednio 0.47i0.39).
Powyzsze dane sugeruja, ze
zwigzek 1 moze réznic sie od
5" - metoksybilobetyny poto-
zeniem grupy metoksylowej
i hydroksylowej w bocznych
podstawnikach fenylowych.

Na otrzymanym chromatogra-
fie HPLC rys. 16 nie wszystkie

wierzchotkow,

zwigzki wystepujace w eks-
trakcie udato sie rozdzieli¢ w
sposéb zadowalajacy. Dlatego
do badar metoda HPLC/UV/MS
przeznaczono 4 frakcje otrzy-
mane w wyniku chromatogra-
fii wyciagu chloroformowego
na grawitacyjnej
preparatywnej  wypetnionej
poliamidem, ktére czesciowo
oczyszczano metoda prepa-
ratywnej TLC. Zawieraty one
obok znanych biflawonéw

kolumnie

nieznane zwiazki flawonoido-
we. Otrzymane frakcje anali-
zowano metodg LC-MS/MS z
putapka jonowa stosujac jako
metode jonizacji jonizacje
chemiczng pod cisnieniem
atmosferycznym APC/ (Atmos-
feric Pressure Chemical /oni-
zation). Na podstawie otrzy-
manych widm APCI badanych
biflawonoidéw (rys. 18) war-
tosci mas pozornych jonow

E

OH
H5CO c=o+

[B,]* 135,2 (MS3)

H3CO m/z 391,3 (MS?) H3CO
[Bs + H]* 417,3 (MS?)
OCH; -CH30H
OH
[B3 + H - 32]* 385,3 (MS3)
H,C=HC O -CoH, £ CO -CHs
0 OH [Bs + H - 75]* 342,2 (MS%)

C [Bs + H - 58]* 359,5 (MS®)
Il

O*H
+ 3
cnon_—~[A1 + B3 + HI* 285,1 (MS%)__

[A; + By + H- 32]* 253,2 (MS3)  [A; + B; + H - 18]* 267,2 (MS3)

Rys. 19. Przypuszczalne struktury jondw fragmentacyjnych

w widmach ATPCI-MS/MS 2,3-dihydroizoginkgetyny
z Gingko biloba [3].
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molekularnych  wskazuwaty,
Ze nieznane potaczenia naleza
do pochodnych biapigeniny,
(m.cz. 538 Da) oraz réznig sie
pomiedzy sobga iloscig grup
metoksylowych (zwiazki 2,4
- 1 OCHj3, zwiazki 1,3,6,7 - 2
OCH3;, zwiazek 5 - 40CH;).

Na podstawie danych otrzy-
manych metoda tandemowe;j
spektrometrii masowej z pu-
tapka jonowa, i poréwnaniu
z danymi literaturowymi [26,
45] okreslono przypuszczalne
$ciezki fragmentacji w warun-
kach jonizacji ATCPI biflawo-
néw wystepujacych w lisciach
Gingko biloba (rys. 19).

Dwuwymiarowa chromato-
grafia cieczowa

W ostatnich latach coraz wiek-
szg popularnos¢ w badaniach
chromatograficznych ekstrak-
toéw roslinnych zdobywa tech-
nika dwuwymiarowej chro-
matografii cieczowej - 2D LC.
Charakteryzuje sie ona prowa-
dzeniem w tym samym czasie
rozdzielern chromatograficz-
nych na dwoéch kolumnach,
najczesciej w systemie ortogo-
nalnym, co w rezultacie daje
wzrost wartosci P (pojemno-
$ci wzgledem pikéw). Jest re-
alizowana z wykorzystaniem
dwdch technik: ,heart cutting”
[46] i,comprehensive” (LCxLC)
[47]. W pierwszej z nich jedy-
nie wybrane, nierozdzielone
na pierwszej kolumnie zwiaz-
ki sa rozdzielane na kolumnie
drugiej. Natomiast w drugiej
technice wszystkie obecne
w matrycy roslinnej zwiagz-
ki podlegaja rozdzieleniu na
obydwu kolumnach. Technike
sheart cutting” wykorzystano
do
ekstraktow z kory wierzby,

rozdzielenia sktadnikéw

ktdre stanowity zwigzki salicy-
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Rys. 20. Chromatogram 2D-HPLC mieszaniny substancji wzorcowych: 1 — kwas galu-
sowy, 2 - kwas homogentyzynowy, 3 —kwas prokatechowy, 4 - salicyna, 5 - kwas a
rezorcylowy, 6 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 7 — kwas gentyzynowy, 8 -

kwas dihydrokawowy, 9 — kwas m-hydroksybenzoesowy, 10 — kwas 2.3 dihydroksyb-
enzoesowy, 11 - kwas B rezorcylowy, 12 - kwas wanilinowy, 13 - kwas homowanilin-
owy, 14 - katechina, 15 - kwas kawowy, 16 - kwas syryngowy, 17 - kwas chloroge-
nowy, 18 — kwas salicylowy, 19 - kwas p-kumarowy, 20 - epikatechina, 21 - kwas
weratrowy, 22 - kwas m-kumarowy, 23 - kwas 2.4-dimetoksybenzoesowy, 25 - kwas
felurowy, 26 — kwas o-kumarowy, 27 — kwas izoferulowy, 28 - 5-O-glukozyd naryn-
geniny, 29 - 7-O-glukozyd naryngeniny, 30 - kwas cynamonowy, 31 — kwas 3.4-di-
metoksycynamonowy, 32 — naryngina, 33 - 7-O-glukozyd luteoliny, 34 - rutyna, 35

- 3-O-glukozyd kwercetyny, 36 — 7-O-glukozyd apigeniny, 37 — mirycetyna, 38 - kwas
rozmarynowy, 39 - izosalipurpozyd, 40 - kwas 4-metoksycynamonowy, 41 - 3-O-
glukozyd kemferolu, 42 - 3-O-glukozyd izoramnetyny, 43 — naryngenina, 44 — kwer-
cetyna, 45 - |uteolina, 46 — 7-O-ramnozyd kemferolu, 47 — kemferol, 48 — apigenina,
49 - jzoramnetyna, 50 - 6”-p-kumaroilosalipurpozyd, 51 - kupresuflawon, 52 — aman-

toflawon.

I wymiar - kolumna Supelcosil LC-18 (150 mm x 3 mm, 3 um), elecja gradientowa: A-
metanol, B-woda/kwas ortofosforowy 99,9/0,1 v/v od 3% do 70% A w A+B (TR - 150
min), v = 0,4 ml/min, detekcja UV, A = 280 nm, II wymiar kolumna Chromaolith
Performance RP-18e (100mmx4,6mm) elucja izokratyczna, faza ruchoma acetonitryl/

woda (v/v) Ila 5/95, 1Ib

lowe, flawonoidowe (pochod-
ne chalkonéw, flawanondw),
kwaséw fenolowych oraz ka-
techin (rys. 20).

Podsumowanie
Rozwdj technik chromato-
graficznych i metod spektro-
skopowych spowodowat in-
tensywny rozwéj badan nad
lekiem pochodzenia roslinne-
go. Rozpoznanie sktadu che-
micznego surowcow i ekstrak-

tow rosdlinnych dostarczyto

naukowych podstaw do wy-
jasnienia charakteru i specy-
fiki leku roslinnego. Surowce
i ekstrakty roslinne zawieraja
wieloskfadnikowe mieszani-
ny o ztozonym sktadzie che-
micznym, dlatego tez ich ana-
liza chociaz skomplikowana
i 0 duzym stopniu trudnosci
jest konieczna z wielu powo-
déw, a mianowicie:

- jedynie 5%-15% roslin spo-
$réd 250000 gatunkéw jest

rozpoznanych w  zakresie

zwigzkéw czynnych farmako-
logicznie,

- 45% ludnosci Swiata wyko-
rzystuje do celéw leczniczych
surowce roslinne.

W wyniku badan fitochemicz-
nych odkryto nie tylko wiele
nowych cennych
gatunkéw roslin, ale réwniez
wiele zwiazkéw wyizolowa-

leczniczo

nych z roélin znalazto szerokie
zastosowanie w medycynie.
Badania fitochemiczne, obok
badan farmakologicznych i kli-



nicznych potwierdzajg stusz-
nos¢ wiedzy ludowej na temat
leczniczych wiasciwosci wielu

roslin.
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