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Wplyw rodzaju i parametrow ekstrakcji na wydajnosé
izolacji wybranych furanokumaryn z owocéw gorysza
wyniostego (Peucedanum verticillare)

Streszczenie: Analiza materiafu roslinnego jest waznym zadaniem w poszukiwaniu ro$lin o
dziataniu farmakologicznym a takze w standaryzacji lekéw roslinnych. Celem kazdego procesu
ekstrakcji jest szybka i skuteczna izolacja zwigzkéw z matrycy przy uzyciu minimalnej ilosci
rozpuszczalnika. Celem przedstawionej pracy byt wybér optymalnych warunkéw do analizy
materiatu roslinnego oraz zbadanie wpfywu metody ekstrakcji na wydajnos¢ izolacji niektérych
furanokumaryn z owocéw gorysza wyniostego. Furanokumaryny majg istotne zastosowanie w
lecznictwie. Sg miedzy innymi wykorzystywane w terapii bielactwa i tuszczycy oraz leczeniu
skoérnego T-komorkowego chtoniaka z erytmodermig.

Zastosowano nastepujgce metody ekstrakcyjne: wyczerpujgca ekstrakcja w aparacie Soxhleta,
ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami w temperaturze 20 i 60°C oraz ekstrakcja wspomagana
mikrofalami w uktadzie otwartym i zamknietym. Analiza zostata przeprowadzona metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV/VIS. Wyniki wskazujg, ze najwyzszg
wydajnosc imperatoryny uzyskano w wyniku ekstrakcji ultradzwiekowej 60°C, natomiast metoda
najskuteczniejszg do izolacji umbeliferonu okazata sie ekstrakcja mikrofalowa w uktadzie za-
mknietym.

Stowa kluczowe: furanokumaryny, gorysz wyniosty, ekstrakcja ciato state — ciecz,
wysokosprawna chromatografia cieczowa

Influence of the extraction type on the yield of some
furanocoumarins from Peucedanum verticillare fruits

Abstract: Analysis of plant material is an important task in chemotaxonomical investigations,
particularly, in search of plants with pharmacological activity or in standardisation of plant drugs.
The goal of every extraction process is rapid and effective isolation of compounds from a matrix
by use of minimum amount of solvent. The aim of this paper was the choice of optimal condi-
tions for the analysis of plant material and effect of extraction method on the yield of some
furanocoumarins from Peucedanum verticillare fruits. Furanocoumarins have important uses in
human medicine and exhibit toxicity against a wide range of organisms. This group of com-
pounds reveal pharmacological activity. They are important drugs in vitiligo and psoriaris ther-
apy and are also used in therapy erythrodermic variants of cutaneous T-cell lymphoma and
chronic graft-versus-host disease.

The following extraction methods were used in our experiments: exhaustive extraction in Soxh-
let apparatus, ultrasound- assisted solvent extraction (USAE) at 20 and 60°C as well as micro-
wave-assisted solvent extraction in open and closed system (MASE). Target compounds analy-
sis was performed by high performance liquid chromatography with UV/VIS detector. The re-
sults indicated that, the highest yield of imperatorin can be obtained by ultrasonification at 60°C,
while microwave-assisted solvent extraction in closed system is very efficient in the extraction of
umbelliferone.

Keywords: furanocoumarins, peucedanum verticillare, solid-liquid extraction, high performance
liquid chromatograph
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1. Wstep
(Introduction)

W calym toku analizy wstepna obrébka surowcéw jest jednym z bar-
dziej czasochtonnych proceséw, a szczegdlnie dotyczy to prébek statych [1].

Techniki ekstrakcyjne nie sg bezposrednio metodami analizy iloscio-
wej, ale majg duze znaczenie jako metody przygotowania prébek do analizy.
Ekstrakcja rozpuszczalnikiem statej prébki, powszechnie znana jako eks-
trakcja ciato state - ciecz (LSE liquid - solid extraction) lub tugowanie jest
procesem, jakiemu poddaje sie na poczatku analizowany materiat. Celem
kazdej techniki ekstrakcyjnej jest szybkie i efektywne wyizolowanie pozgda-
nych substancji z matrycy, przy uzyciu jak najmniejszej ilosci rozpuszczalni-
kow [2].

Przedmiotem niniejszych badan byly wybrane furanokumaryny pochodzace
z owocdw gorysza wyniostego (Peucedanum verticillare). Zwigzki kumary-
nowe stanowig rozpowszechniong w swiecie roslinnym grupe metabolitow
wtornych, szeroko stosowanych w lecznictwie. Wazne wlasciwosci lecznicze
posiadajg zwtaszcza furanokumaryny. Jest to tzw. dziatanie fotosensybilizu-
jace, wykorzystywane w leczeniu bielactwa nabytego skoéry (vitiligo), znane
juz przed setkami lat przez Egipcjan i Indian [3]. Poza dziataniem fotouczu-
lajagcym kumaryny posiadajg zdolnos¢ hamowania syntezy DNA, co w skoja-
rzeniu z promieniowaniem UV (324-400 nm i 232—-325 nm) wykorzystuje sie
w leczeniu tuszczycy (psoriasis). Spora grupa furanokumaryn wykazuje ak-
tywnos$¢ przeciwgrzybiczng oraz bakteriostatyczng [4, 5].

Aktywnosc biologiczna i farmakologiczna kumaryn jest bardzo zréznicowana
i uzalezniona od ich struktury chemicznej. W leczeniu choréb uktadu krgze-
nia wykorzystuje sie dziatanie rozkurczajgce naczynia wiencowe, obnizajgce
cisnienie krwi oraz stezenie cholesterolu i lipiddw we krwi, tonizujgce naczy-
nia wlosowate. Niektére kumaryny posiadajg wtasciwosci blokowania ka-
natdbw wapniowych w miesniu sercowym oraz w naczyniach obwodowych
[4-7].

Wiasciwosci spazmolityczne opisywanej grupy zwigzkéw sg wykorzy-
stywane w schorzeniach drég zétciowych. Dziatajg one ponadto Zzotcioped-
nie i zotciotwdrczo. Niektére z nich posiadajg aktywnos¢ przeciwbdlows,
przeciwzapalng, przeciwobrzekowg i przeciwgorgczkowa, co zwigzane jest z
hamujgcym wptywem na cyklooksygenaze.

Badania prowadzone w ostatnich latach ujawnity immunosupresyjne,
diuretyczne [4, 8] oraz ochronne na watrobe dziatanie kumaryn. Znane jest
réwniez dziatanie kumaryn na OUN. Niektdére z nich (np. 4-metylo-7-hy-
droksy-8-piperydyno-metylokumaryna) dziatajg pobudzajgco na osrodkowy
uktad nerwowy, inne (angelicyna) wykazujg dziatanie sedatywne i hipno-
tyczne [4, 6, 9].

Nalezy rowniez wspomnie¢, iz zwigzki te, a zwlaszcza furanokumaryny i
piranokumaryny, petnig funkcje ochronng dla roslin [6].

W procesie ekstrakcji/flugowania metabolitow wtérnych z materiatu
roslinnego stosowanych jest wiele technik tradycyjnych jak: perkolacja, eks-
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trakcja w aparacie Soxhleta, ekstrakcja metodg ogrzewania na fazni wodnej
pod chtodnicg zwrotng. Obecnie coraz czesciej spotykane sg prace z wyko-
rzystaniem do tego celu technik nowoczesnych takich jak: ekstrakcja wspo-
magana mikrofalami (MASE), ultradzwiekami (USAE), technika z wymuszo-
nym przeptywem rozpuszczalnika (ASE lub PLE) czy tez ekstrakcja cieczg w
stanie nadkrytycznym (SFE) oraz ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika
prébki zmieszanej z wypetiaczem (MSPD) [10-12].

Celem niniejszej pracy byto porownanie metod ekstrakcyjnych takich
jak: ekstrakcja w aparacie Soxhleta, ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami
w temperaturze 20°C i 60°C oraz ekstrakcja wspomagana mikrofalami w
uktadzie otwartym i zamknietym w odniesieniu do wybranych furanokumaryn
pochodzacych z owocdw gorysza wyniostego pod katem wydajnosci eks-
trakcji, powtarzalnosci wynikéw, czasu i zuzycia rozpuszczalnikow.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(The experimental part)

2.1. Materiaty i odczynniki
(Materials and reagents)

Dojrzate owoce gorysza wyniostego zebrano w Ogrodzie Farmako-
gnostycznym UM w Lublinie. Wzorce kumaryn: umbeliferon i imperatoryne
zakupiono w firmie Fluka, Buchs, Szwajcaria. Eter naftowy oraz metanol do
przeprowadzenia ekstrakcji (cz.d.a) pochodzity z firmy POCh, Gliwice,
Polska, metanol do chromatografii z firmy E. Merck, Darmstadt, Niemcy.

2.2. Metodyka
(Methodology)

2.2.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
(Soxhlet extraction)

Odwazono 10 g surowca, umieszczono w gilzie z bibuty filtracyjnej i
poddano wyczerpujacej ekstrakcji eterem naftowym w aparacie Soxhleta w
czasie 15 godzin, a nastepnie wyczerpujacej ekstrakcji metanolem (te sama
porcje surowca) réwniez w czasie 15 godzin.

Uzyskane eterowe i metanolowe ekstrakty odparowano do sucha na
wyparce prozniowej, a nastepnie rozpuszczono w metanolu i przeniesiono
do kolbek miarowych o pojemnosci 100 ml i poddano analizie HPLC.
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2.2.2. Ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami w temperaturze
pokojowej / w temperaturze 60°C.
(Ultrasound assisted extraction at room temperature / at 60 <C)

Odwazono 5 g surowca, umieszczono w kolbie stozkowej ze szlifem,
zalano 100 ml eteru naftowego i umieszczono w tazni ultradzwiekowej na 30
min; po tym czasie ekstrakt odsgczono. Ekstrakcje powtdrzono jeszcze dwa
razy, zalewajgc surowiec takimi samymi, Swiezymi porcjami eteru nafto-
wego. Uzyskane eterowe i metanolowe ekstrakty przefiltrowano, odparo-
wano do sucha na wyparce prozniowej, a nastepnie rozpuszczono w meta-
nolu i przeniesiono do kolbek miarowych o pojemnosci 100 ml i poddano
analizie HPLC.

2.2.3. Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (mikrofale otwarte)
(Microwave assisted extraction- open microwave)

Odwazono 2 g surowca, umieszczono w naczyniu ekstrakcyjnym i
zalano 20 ml 80% metanolu w wodzie. Ekstrakcje prowadzono w trzech
etapach w aparacie Plasmotronika, Uni Clever, BMZ — 1 (Wroctaw) o mocy
600 W:

- etap pierwszy obejmowat ekstrakcje przy 40% mocy generatora, pod

cisnieniem atmosferycznym, w ciggu 1 minuty,

- etap drugi obejmowat ekstrakcje przy 60% mocy generatora, pod

cisnieniem atmosferycznym, w ciggu 30 minut,

- etap trzeci to 10 minut oczekiwania.

Ekstrakt przefiltrowano i uzupetniono metanolem w kolbce miarowej do
objetosci 50 ml i poddano analizie HPLC.

2.2.4. Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (mikrofale zamkniete)
(Microwave assisted extraction- closed microwave)

Odwazono 2 g surowca, umieszczono w naczyniu ekstrakcyjnym i
zalano 20 ml 80% metanolu. Ekstrakcje prowadzono w trzech etapach:

- etap pierwszy obejmowat ekstrakcje przy 40% mocy generatora, pod

cisnieniem 17-20 atm, w ciggu 1 minuty,

- etap drugi obejmowat ekstrakcje przy 60% mocy generatora, pod

cisnieniem 27-30 atm, w ciggu 30 minut,

- etap trzeci to 10 minut oczekiwania.
Ekstrakt przefiltrowano i uzupetniono metanolem w kolbce miarowej do
objetosci 50 ml i poddano analizie HPLC.

2.2.5. Chromatografia analityczna
(Chromatographic analysis)

Wysokosprawng chromatografie cieczowg stosowano w celu kontroli
skfadu izolowanych frakcji (analiza jakosciowa) jak tez w celu analizy ilo-
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sciowej wybranych kumaryn w ekstraktach roslinnych. Stosowano odwré-
cone uktady faz RP-18 / metanol + woda, w systemie gradientowym oraz
metode wzorca zewnetrznego [13].

Rodzielenie chromatograficzne kumaryn przeprowadzono w tempe-
raturze 25°C przy uzyciu chromatografu Shimadzu LC-10 ATy, HPLC z de-
tektorem UV/VIS i dozownikiem prébki Rheodyne 20 um, na kolumnie Su-
prelcosil™ LC-18 — 150 x 4.6mm, d, = 5 pm. Zastosowano gradient fazy
ruchomej (woda + metanol: 0-10 min — 45% MeOH, 10-20 min — 45-55%
MeOH, 20-30 min — 55-70% MeOH, 30-40 min — 70% MeOH) oraz metode
wzorca zewnetrznego stosujgc wzorce substancji oznaczanych — umbelife-
ronu i imperatoryny i wyznaczajgc krzywe kalibracyjne. ldentyfikacja i pomiar
pikdw przebiegaty przy dtugosci fali A = 254 nm. Oznaczanie jakosciowe
przeprowadzono chromatograficznie oraz poprzez poréwnanie widm UV z
widmami wzorcéw. Widma dla poszczegdlnych kumaryn byly uzyskiwane
metoda ,stop-flow” w trakcie trwania analizy.

Wspétczynniki regres;i R? wszystkich krzywych kalibracyjnych wzorcow byty
wieksze niz 0,999 (R” > 0,9990). Zakresy stezen krzywych wzorcowych wy-
nosity: dla umbeliferonu 0,0001 mg/ml - 0,01 mg/ml, dla imperatoryny 0,01
mg/ml - 1 mg/ml.

Doktadnos¢ zastosowanych metod ekstrakcyjnych byta sprawdzona za po-
mocg odzyskow badanych substancji. Do prébek przed analizg dodano
znane ilosci roztworéw wzorcowych (3 stezenia), a nastepnie przeprowa-
dzono takie same czynnosci jak przy ekstrakcji probek nie fortyfikowanych
roztworami wzorcow. Wykonano 3 powtérzenia dla kazdego stezenia
wzorca. Odzyski dla zastosowanych metod ekstrakcyjnych byty w granicach
95.34 - 102.00% i 92.67% - 95.65% odpowiednio dla umbeliferonu i impe-
ratoryny.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Do izolacji furanokumaryn z owocdéw gorysza wyniostego zastoso-
wano nastepujgce metody ekstrakcyjne: ekstrakcja w aparacie Soxhleta,
ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami w temperaturze 20°C i 60°C oraz
ekstrakcja wspomagana mikrofalami w uktadzie otwartym i zamknietym.
Wyniki, zebrane w tabeli 1 wskazujg, iz dobre rezultaty daje ekstrakcja ultra-
dzwiekowa w 60°C — metoda prosta i mozliwa do zastosowania w wielu la-
boratoriach. Najwiecej imperatoryny wyizolowano wtasnie przy zastosowaniu
ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami w podwyzszonej temperaturze
(60°C), najmniej natomiast podczas ekstrakcji wyczerpujgcej w aparacie
Soxhleta.

Z zastosowanych metod najwiekszy stopien odzysku umbeliferonu
dawata ekstrakcja wspomagana mikrofalami w uktadzie zamknietym, na-
stepnie USAE w 60°C, ekstrakcja w aparacie Soxhleta, USAE w 20°C i na
koncu MASE w uktadzie otwartym.
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Dla gorysza obserwujemy opisany juz wczesniej przy pasternaku i
arcydzieglu efekt dziatania mikrofal w uktadzie zamknietym [10, 11]. W
pierwszym etapie przeprowadzonego eksperymentu zastosowano dwie
opcje ekstrakcji wspomaganej mikrofalami, a mianowicie MASE w ukfadzie
zamknietym i w ukfadzie otwartym. Wydajnos¢ ekstrakcji w uktadzie otwar-
tym byta dla imperatoryny wyzsza niz w uktadzie zamknietym. Mozliwe jest,
ze podczas ekstrakcji mikrofalowej w ukfadzie zamknietym niektére furan-
okumaryny (w przypadku ekstraktéw uzyskanych arcydziegla i pasternaku -
prawdopodobnie imperatoryna lub felopteryna) podlegajg rozktadowi lub
izomeryzacji pod wptywem mikrofal i wysokiego cisnienia [10, 11]. Przykta-
dowy chromatogram kumaryn wyizolowanych z owocéw gorysza przedsta-
wia rysunek 1.
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Fig. 1.

Przyktadowy chromatogram HPLC furanokumaryn wyizolowanych z owocéw gorysza
wyniostego; metoda izolacji — ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami w
podwyzszonej temperaturze (60°C). Pik o czasie retencji tr = 16,56 -
niezidentyfikowany.

Example of HPLC chromatogram of furanocoumarins isolated from Peucedarium
verticilare fruits; isolation method — ultrasound assisted extraction at elevated

temperature (60 ). Peak of tr = 16,56 — unidentified. Applied gradient mobile phase
(water + methanol: 0-10 min - 45% MeOH, 10-20 min - 45-55% MeOH, 20-30 min -
55-70% MeOH, 30-40 min - 70% MeOH and the internal standard method. Temp.
25°C, wavelength A= 254.

Vol. 4, No 1/2012 Camera Separatoria



Wplyw rodzaju i parametrow ekstrakcji na wydajno$c¢ izolacji wybranych...

89

Tabela 1. Zalezno$¢ wydajnosci ekstrakcji (mg/g + SD) eterem naftowym i
metanolem kumaryn z owocoéw gorysza wyniostego od techniki

ekstrakcyjnej
Table 1. Effect of the extraction type on cumarins isolation efficiency
(mg/g # SD) from Peucedanum verticillare fruits using petroleum
ether and methanol
M(_e.toda . Extrahent Umbeliferon Imperatoryna
ekstrakcjiflugowania . .
- . (Extractant) (Umbeliferone) (Imperatorin)
(Extraction/leaching (malg) (malg)
technique) 99 9’9
Eter naftowy
(Petroleum ether) ) 1.790 + 0.009
Soxhlet MeOH 1.231 +0.123 -
Suma
(Total) 1.231 1.790
Eter naftowy
(Petroleum ether) ) 1.890 + 0.246
USAE 20°C I\S/Isgg 1.189 £0.123 0.161 + 0.005
(Total) 1.189 2.051
Eter naftowy
(Petroleum ether) ) 6.678+0.136
USAE 60°C MeOH 1.793 + 0.056 -
Suma
(Total) 1.793 6.678
MASE o 80% MeOH 0.987 + 0.059 3.599 + 0.480
MASE p 80% MeOH 3.478 £ 0.719 2.018 + 0.846
4.  Wnioski

(Conclusions)

Najskuteczniejszg technikg izolacji imperatoryny z owocow gorysza
wyniostego byta ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami w podwyzszone;j
temperaturze (60°C), najmniej skuteczng — ekstrakcja w aparacie Soxhleta.
Najwigkszy stopien odzysku umbeliferonu z gorysza daje ekstrakcja wspo-
magana mikrofalami w uktadzie zamknietym, najnizszy - MASE w uktadzie
otwartym. W przypadku owocdw gorysza, podobnie jak w przypadku opubli-
kowanych juz badan nad owocami arcydziegla i pasternakiu efekt dziatania
mikrofal w uktadzie zamknietym powoduje spadek zawartosci imperatoryny
w poréwnaniu z ekstrakcjg w uktadzie otwartym. Ekstrakcja mikrofalowa z
wysokim cidnieniem nie jest, wiec odpowiednig metodg ekstrakcji imperato-

ryny z owocu gorysza.
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