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Techniki chromatografii w rozdzielaniu i oznaczaniu ekdysteroidéw w Rhaponticum
carthamoides - artykut przeglagdowy

Streszczenie: Rhaponticum carthamoides (syn. Leuzea carthamoides, pol. szczodrak krokoszowaty) to
syberyjska, endemiczna, wieloletnia bylina, od wiekéw wykorzystywana w medycynie ludowej, w postaci
wyciggoéw alkoholowych, jako preparat wzmacniajgcy organizm. Szczegdlnie wazng grupg zwigzkow
chemicznych, wystepujgcych w roslinie, wzbudzajgcych szczegdlne zainteresowanie, ze wzgledu na
wykazywang aktywnos$¢, sg ekdysteroidy. Poznanie doktadnego sktadu metabolicznego oraz stezen
ekdysteroidow, a takze innych metabolitbw w tkankach roslinnych staje sie istotnym elementem
poznawczym. Ich znajomo$¢ moze przyczynic sie do wytwarzania preparatow leczniczych i
wspomagajgcych na bazie Leuzei. W rozdzielaniu ekdysteroidéw zastosowanie znajduje przede wszystkim
wysokosprawna chromatografia cieczowa w normalnych (NP) i odwréconych (RP) ukfadach faz, a ostatnio,
takze, w warunkach oddziatywan hydrofilowych (HILIC) - z reguty, w warunkach elucji gradientowej, a takze
chromatografia cienkowarstwowa (TLC) w jednym, a szczegodlnie w dwoéch wymiarach. W dalszym ciggu
poszukuje sie mozZliwie nieskomplikowanych metodyk pozwalajgcych na rozdzielenie i oznaczenie
ekdysteroidéw i innych metabolitéw wtérnych obecnych w surowym ekstrakcie. Wazne, szczegdlnie w
przypadku tej rosliny, bytoby opanowanie metodyki rozdzielania i wydzielania wszystkich metabolitow,
poniewaz, niektore badania wykazujg, ze dziatanie ekdysteroidéw w organizmach ssaczych jest wzmacniane
W Sposob synergiczny przez nieznane dotychczas sktadniki rosliny. Prace nad rozdzielaniem majg duze
zZnaczenie dla dalszych badan nad tg, ciggle jeszcze niewystarczajgco zbadang ros$ling, w tym takze, dla
opracowania procedury standaryzacji "materiafu roslinnego”, obecnego na rynku w postaci r6znego rodzaju
wyciggow i preparatow. Przedmiotem niniejszej pracy jest zestawienie oraz poréwnanie technik i warunkéw
chromatograficznych wykorzystywanych dotychczas w rozdzielaniu i oznaczaniu ekdysteroidéw w wyciggach
roslinnych z Rhaponticum carthamoides. W zwigzku z ogromnym bogactwem metabolicznym Rhaponticum
carthamoides, szczegdlnie obiecujgce wydaje sie zastosowanie w dalszych badaniach dwuwymiarowej
wysokosprawnej kolumnowej chromatografii cieczowej z elucjg gradientowg w obu "wymiarach" rozdzielania
(2D-Grad/Grad-HPLC), albo ortogonalnego rozdzielania wielokolumnowego, z przeptywem zwrotnym
eluentu w dowolnej kolumnie rozdzielczej ((MC-HPLC-EBF), a w przypadku techniki chromatografii
cienkowarstwowej - elucji kilkustopniowej (NS-TLC), lub rozdzielania dwuwymiarowego (2D-TLC), by¢ moze
takze z elucjg kilkustopniowg w drugim "wymiarze" rozdzielania (2D-NS-TLC).

Stowa kluczowe: Rhaponticum carthamoides, Leuzea carthamoides, Fitoekdysteroidy, Wysokosprawna
elucyjna chromatografia cieczowa kolumnowa - HPLC, Chromatografia cienkowarstwowa - TLC, Odwrécone
uktady faz - RP, Normalne uktady faz - NP, Warunki oddziatywan hydrofilowych - HILIC

Chromatographic techniques in separation and determination of ecdysteroids in
Rhaponticum carthamoides — A review

Abstract: Rhaponticum carthamoides (Leuzea carthamoides) is a Siberian endemic perennial used for
centuries in folk medicine as a body-strengthening specimen based on alcohol extracts. The main group of
substances which is in particular interest, due to exhibiting high activity, are ecdysteroids. The determination
of the exact composition and comcentration of metabolites in the plant tissues is an important element of
cognitive. The knowledge can contribute to the development of new medicinal preparations based on
Leuzea. The separation of ecdysteroids is carried out using the normal and reverse phase high performance
liquid chromatography, as well as the hydrophilic interactions liquid chromatography, in a gradient elution,
and thin layer chromatography in one- and two-dimension. However there is still a need to look for an
uncomplicated method for the separation and identification of ecdysteroids and other plant secondary
metabolites, present in the crude extract of Rhaponticum. Separation and isolation off all metabolites
showing synergic interactions with ecdysteroids in mammalian organisms is important to investigate their
‘mode of action”. Further studies, on this still not well known plant, and also on the development of
procedures of standardization of plant material, present on the market in form of different extracts and
preparation are needed. The object of this work is to collate and compare the most popular chromatographic
techniques used in separation and determination of ecdysteroids in plant material of Rhaponticum
carthamoides. Due to its enormous wealth of secondary metabolite it is important to apply two dimmensional
high performance liquid chromatography with gradient elution in both directions (2D-Grad/Grad-HPLC), or
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orthogonal column separations with eluent backflush on each column (MC-HPLC-EBF), and in TLC: step-
and multi-dimensional elution (2D-TLC and 2D-NS-TLC).

Key words: Phytoecdysteroids, Rhaponticum carthamoides, Leuzea catrhamoides, Liquid Chromatography,
Thin Layer Chromatography - TLC, Reversed Phase High Performance Chromatography - RP-HPLC,
Normal Phase High Performance Chromatography - NP-HPLC, Hydrophilic Interaction Chromatography -
HILIC.

Uzyte skréty: NP-HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa w normalnych uktadach faz, RP-HPLC
— wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconych ukfadach faz, TLC — chromatografia
cienkowarstwowa, HILIC — chromatografia oddziatywarn hydrofilowych, OPTLC - chromatografia
cienkowarstwowa z wykorzystaniem nadci$nienia (z wymuszonym przeptywem eluentu, HPTLC -
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa, FFPC — chromatografia planarna z wymuszonym
przeptywem fazy ruchomej, UV — promieniowanie nadfioletowe

1. Wstep
(Introduction)

Rhaponticum carthamoides (synonim Leuzea carthamoides) (Rysunek 1), po polsku szczodrak

krokoszowaty jest endemiczng rosling, porastajgcg duze obszary potudniowej Syberii, w szczegdlnosci taki
gor Attaj i Sajan, gdzie spotykana jest na wysokosci powyzej 1200 m n.p.m. L. carthamoides to wieloletnia
bylina dozywajgca nawet 150 lat. Od ponad 5000 lat znana jest jako roslina lecznicza, stosowana szeroko w
medycynie ludowej ludnosci syberyjskiej, mongolskiej, tybetanskiej oraz chinskiej w wyniku czego obecnie
zagrozona jest wyginieciem ze wzgledu na wzrost zainteresowania tg rosling szczegdlnie, niestety, jej
korzeniami [1-4]. Szczesliwie, obecnie istnieje coraz wiecej upraw tej rosliny, szczegdlnie w krajach Europy
Srodkowej i Zachodniej, a takze na terenie Chin i Rosji (rys. 1).
Szczodrak krokoszowaty bogaty jest w zwigzki chemiczne nalezace do réznych klas, takich jak steroidy,
sterole, flawonoidy i antocyjany, kwasy fenolowe, garbniki, a takze triterpeny i tiofeny. Uwaza sie, ze bogate
w ekdysteroidy ekstrakty i preparaty na bazie tej rosliny majg dziatanie wzmacniajgce organizm po wysitku,
zwiekszajgce odpornosé na dtugotrwaty stres, dziatajg przeciwbakteryjnie, przeciwutleniajgco oraz wykazujg
wlasciwosci adaptogendw [2, 3, 5-11].

Rys.1. Uprawa Rhaponticum carthamoides. (Zrédto:www.leuzea.ru)
Fig. 1. Cultivation of Rhaponticum carthamoides (source: www.leuzea.ru)

W Rhaponticum carthamoides, jak do tej pory, zidentyfikowano okoto 50 réznych ekdysteroidéw [3].
Sg one obecne w czesciach podziemnych rosliny (korzenie i kigcza) oraz nadziemnych, zaréwno
wegetatywnych (todygach, lisciach), jak i generatywnych (kwiaty i nasiona). W zaleznos$ci od pory roku oraz
stadium rozwoju roS$liny stezenia poszczegolnych ekdysteroidéw zmieniajg sie [12, 13]. Dotychczasowe
badania dowiodly obecnosci ekdysteroidow w réznych partiach rosliny: korzeniach, lisciach i nasionach na
poziomie, odpowiednio: 0,04 - 0,81 %, 0,03 - 1,22 % i 0,27 - 1,51 % [3].

Do najwazniejszych ekdysteroidow wystepujgcych w Rhaponticum carthamoides, zalicza sie 20-
hydroksyekdyson (Rysunek 2, 20E, spotykany rowniez pod nazwg (3-ekdyson, ekdysteron, polipodyna A), a-
ekdyson oraz inokosteron [3]. Szczegdtowg budowe wszystkich jak dotad odkrytych ekdysteroidéw, w tym
tych wystepujgcych w Rhaponticum cartamoides mozna znalez¢ w literaturze [3, 14] oraz bazie ,The
Ecdysone Handbook”.
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Rys. 2.Struktura chemiczna 20-hydroksyekdysonu z numeracjg atomow wegla.
Fig.2. Chemical structure of 20-hydroxyecdysone with the numeration of carbon atoms.

2.  Struktura ekdysteroidéw i jej wplyw na retencje
(The chemical structure of ecdysteroids and its influence on retention)

Ekdysteroidy nalezg do rodziny zwigzkéw o bardzo zblizonej budowie. Sg to czteropierscieniowe
steroidy, posiadajgce od 27 do 29 atomdéw wegla w czgsteczce. Wyjatki, powstate w wyniku usuniecia
tancucha bocznego, to rubrosteron — 19 atoméw wegla oraz gosteron — 21 atomow wegla [3].

Cechg charakterystyczng ekdysteroidéw jest grupa A'-keto-6-enowa w pierscieniu B, bedgca silnym
chromoforem absorbujgcym fale o dtugosci 242 nm [15], pierscienie A i B w pozycji cis, a takze grupa
hydroksylowa w pozycji 14 [16]. Numeracje wegli w czasteczce ekdysteroidéw przedstawiono na rysunku 2.
Sg to zwigzki o zréznicowanej polarnosci, zawierajgce od 2 do 10 grup OH w swej strukturze. Posiadajg
tancuch boczny, przytgczony w pozycji 17, ktéry tatwo ulega modyfikacjom i reakcjom podczas syntezy i
metabolizmu ekdysteroidow. Gtéwne reakcje, jakim ulegajg ekdysteroidy to reakcje hydroksylacji (najczesciej
w pozycjach 5, 11, 25 lub 26), utleniania (np. w pozycji 26), reakcje tworzenia y- i d-laktonéw (fancuch
boczny), alkilowania (rozgatezienie tancucha bocznego, w pozycji 24) oraz reakcje koniugacji, majgce
miejsce na sasiadujgcych grupach hydroksylowych w pozycjach 2, 3 oraz 20, 22. Grupy hydroksylowe w
tych pozycjach majg szczegdlne znaczenie w przypadku tworzenia sie trwatych pochodnych powodujac
zmiany w polarnosci tych ekdysteroidow. Zwigzki te spotykane sg czesto w postaci pochodnych oraz
konjugatéw polarnych: glikozyddw, siarczanow, fosforandw oraz niepolarnych: eteréw, estrow, octandéw i
benzoesandéw. Skutkuje to obecnoscig w roslinie zwigzkdw o bardzo zréznicowanych witasciwosciach
fizykochemicznych, rowniez czesto wystepujacych w ilosciach sladowych [3, 14, 16-18].

3. Metodyki ekstrakcji lub tugowania ecdysteroidéw z surowego badz suszonego
materiatu roslinnego
(Methods of ecdysteroids extraction from a dry of fresh plant material)

Na podstawie badan przeprowadzonych do tej pory, wplyw na retencje ekdysteroidéw w uktadzie NP
jak i RP, ma nie tylko ilos¢ grup OH w czgsteczce, ale przede wszystkim ich potozenie. Dlatego tez
dodatkowa grupa -OH w rejonie o charakterze hydrofilowym (np. pozycje 1 lub 24) nie wplynie znaczaco na
retencje w warunkach RP w przeciwienstwie do dodatkowej grupy OH obecnej w bardziej hydrofobowym
rejonie czgsteczki (pozycje 11, 25 lub 26). Odwrotnie sytuacja przedstawia sie dla warunkéw w normalnym
ukfadzie faz. Wyjatkiem jest grupa 58-OH w polipodynie B, gdzie tworzy ona silne wigzanie wodorowe z
grupg ketonowg w pozycji 6 [19, 20] i retencja czgsteczki jest inna w badanych uktadach i warunkach
rozdzielania, niz mogtoby sie to wydawac z teoretycznych zatozen.

Reakcje utleniania, szczegdlnie w pozycji 3 oraz 22 wplywajg na spadek polarnosci a co za tym idzie
na spadek retencji ekdsteroiddw w normalnym uktadzie faz. Moze to powodowac¢ trudnosci w uzyskaniu
petnego rozdzielenia zwigzkow o takiej budowie. Na spadek retencji — wzrost hydrofobowosci ekdysteroidow
w uktadach NP majg takze wplyw podstawienia grupy alkilowej w pozycji 24, a takze reakcje estryfikaciji
(acetylacji) w pozycjach 2 i 3 oraz 20, 22, co powoduje, ze zwigzki te jak np. 20-hydroksyekdyson 2, 3-
monoacetonid lub 20-hydroksyekdyson 2, 3;20,22-diacetonid sg trudne do rozdzielenia [19].

W odwréconych ukfadach faz sytuacja w wiekszosci przypadkow przedstawia sie odmiennie niz w
uktadach NP. W przypadku uktadéw RP spadek polarnosci w wyniku np. utleniania grup OH do grup
ketonowych w pozycji 3, przy zastosowaniu eluentéw na bazie rozpuszczalnika o wiekszej polarnosci (np.
metanol) moze powodowaé trudnosci w rozdzieleniu. Zmienia sie to przy zastosowaniu mniej polarnych
rozpuszczalnikbw organicznych jak np. acetonitryl. Duzy wplyw na retencje majg wszelkie rozgatezienia
tancucha bocznego, szczegdlnie w pozycji 24. Skutkuje to wzrostem hydrofobowosci ekdysteroidéw i
zwiekszeniem ich retencji. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku zwigzkéw z grupami estrowymi oraz
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acetylowymi w pozycjach 2, 3, 20, 22. Zwigzki wykazujg znaczng retencje w odwroconych uktadach faz i
ulegajg lepszemu rozdzieleniu niz w przypadku normalnego uktadu faz [20].

4. Modyfikacje strukturalne ekdysteroidow
(The structural modifications of ecdysteroids)

Pi§ i wspotpracownicy [17] zaproponowali szybkg i skuteczng metode oczyszczania ekstraktow
alkoholowych ekdysteroidow za pomocg ekstrakcji do fazy statej pochodnych kwasu fenyloboronowego.
Reakcji z kwasem fenyloboronowym ulegajg jedynie ekdysteroidy posiadajgce ukfad diolowy w fancuchu
bocznym, w pozycji 20, 22. Przykiad takiej pochodnej przedstawia rysunek 3. Pierwotne formy
ekdysteroidébw mozna uzyska¢ w reakcji pochodnych z roztworem nadtlenku wodoru. Fenyloboroniany
ekdysteroidéw mogg by¢ przygotowane w réznych rozpuszczalnikach, réwniez zawierajgcych wode, co jest
wazne w przypadku rozdzielania ich w odwréconych uktadach faz. Jest to szczegdlnie korzystne w
przypadku badania prébek biologicznych. Dzigki modyfikacji, ekdysteroidy zmieniajg swoje wlasciwosci na
bardziej hydrofobowe, dzieki czemu w uktadach typu RP wykazujg wiekszg retencje. Wzrost wydajnosci
oczyszczania fenyloboronianéw ecdysteroiddw, mozna osiggng¢ w wyniku zastosowania faz ruchomych
bardziej polarnych i o nizszej sile elucyjnej, w pierwszej kolejnosci, do wymycia ze zloza polarnych
zanieczyszczen obecnych w ekstraktach roslinnych, a nastepnie stosowania eluentéw o wiekszej sile
elucyjnej do elucji ekdysteroidow ze zfoza. Pozwala to na bardziej selektywne oczyszczenie natywnych
ekdysteroidéw. Dodatkowg zaletg jest fakt, Ze wstepnie oczyszczone ekdysteroidy mozna w tej samej formie
poddac¢ rozdzielaniu w warunkach wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Istotng wadg procedury jest to,
ze reakcji ulegajg jedynie ekdysteroidy posiadajgce ukfad diolowy w pozycji 20, 22. Wiele sktadnikéw
ekstraktéw o inaczej zbudowanym tancuchu bocznym nie moze w ten sposob zostaé selektywnie
izolowanych.

Rys.3. Struktura chemiczna 20,22-fenylo-20-hydroksyekdyson
Fig. 3. Chemical structure of a 20,22-phenyl-20-hydroxyecdysone.

5. Metody chromatografii w rozdzielaniu i analityce ekdysteroidow
(The chromatographic methods for separation and analysis of ecdysteroids)

5.1. Chromatografia cienkowarstwowa jedno- i dwuwymiarowa
(Thin-layer chromatography in one-and two dimension)

Chromatografia cienkowarstwowa jest efektywng technikg do rozdzielania ekdysteroidow. Rozdziat
odbywa sie na ptytkach aluminiowych lub szklanych, pokrytych zelem krzemionkowym w uktadach NP albo
HILIC lub na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi (tzw. C18,
uktad RP) [21].

TLC nalezy do grupy nieskomplikowanych w wykonaniu, tanich i szybkich technik separacyjnych, a
wykorzystywana jest przede wszystkim do okreslania odcisku palca, a takze do kontroli procesu ekstrakcji.
Opracowanych zostato wiele faz ruchomych zaréwno dla normalnego jak i odwréconego uktadu faz [15],
zapewniajgcych rozdzielanie zaréwno polarnych, srednio polarnych, a takze niepolarnych ekdysteroidow. W
analizie ekdysteroidéw roslinnych, a w szczegdlnosci tych obecnych w Rhaponticum carthamoides,
wykorzystuje sie popularne mieszaniny rozpuszczalnikow organicznych (Tabela 1).

W normalnych uktadach faz stosuje sie eluenty na bazie organicznych rozpuszczalnikéw takich jak:
octanu etylu, dichlorometan, chloroform w potaczeniu z alkoholami takimi jak metanol, etanol i izopropanol
[15, 19, 22, 23]. W przypadku stosowania dodatku wody do fazy ruchomej, w ilosci od 0,1-0,2 % mowimy juz
o chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC).

W odwréconych ukfadach faz, jako faze ruchoma, stosuje sie gtéwnie mieszanine metanolu i wody w
réznych stosunkach objetosciowych [15, 19, 22]. Obecnie mozliwe jest wykorzystanie technik z uzyciem
nadcisnienia (OPTLC, HPTLC, FFPC), co znacznie skraca czas trwania rozdzielania na ptytkach TLC [21], a
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przede wszystkim umozliwia uzycie ptytek typu HPTLC, co zapewnia znacznie wyzszg wartos¢ tzw.
pojemnosci wzglednej pikow (wezsze strefy rozdzielanych substancji). Technika ta charakteryzuje sie
krétkim czasem analizy, lepsza rozdzielczoscig niz w przypadku tradycyjnego TLC [22].

Rozdzielenie trudnych do separacji ekdysteroidow, takich jak np. ponasteron A i 2-deoksyekdyson,
mozliwe jest dzieki zastosowaniu modyfikacji kwasem boronowym ekdysteroidow zawierajgcych uktad 20,
22-diolowy w swojej czgsteczce, zarowno w uktadach TLC jak i HPLC. Mozliwe jest to dzieki zmniejszeniu
polarnosci czgsteczek poprzez modyfikacje resztg kwasu boronowego [15, 17].

Do wykrywania ekdysteroidéw na ptytkach TLC wykorzystuje sie techniki niespecyficzne dla danego
zwigzku, np.: absorpcje swiatta UV dla 254 i 366 nm [15, 22, 23], wygaszanie fluorescencji za pomocg ptytek
TLC typu ,F2s4+386" Zawierajgcych czynnik luminescencyjny (np. ZnSe), a takze wywotywanie w oparach jodu
[15, 21]. Do bardziej specyficznych metod, pozwalajgcych na kolorystyczne rozréznienie poszczegdinych
plamek, zaliczy¢ mozna rozpylanie mieszaniny waniliny lub kwasu siarkowego w 95 % etanolu, dajgce
charakterystyczne zabarwienie plamkom ekdysteroidow, a takze kwas siarkowy i amoniak w formie aerozolu
[15, 19]. Ekdysteroidy z Rhaponticum carthamoides barwig sie pod wptywem wyzej wymienionych czynnikow
na kolor: od niebieskiego przez turkusowy, zielony, oliwkowy, szary, fioletowy do brgzowego,
pomaranczowego i zéttego.

Lopenna i wspotpracownicy [23] poddali analizie estry etylowe ecdysteroidéw, m. in. technikg TLC,
uzyskujgc dobre rozdzielenie analogéw 20E. W swoich badaniach zastosowali faze ruchomg sktadajaca sie
z chloroformu i metanolu w stosunku 7:1 (v/v) oraz fazy o nizszym stezeniu metanolu bardziej odpowiednig
dla rozdzielania 2,3- i/lub 20,22- dioli chronionych grupg acetylows.

Tabelal. Zestawienie opisow literaturowych stosowanych warunkéw rozdzielania ekdysteroidéw technikg
TLC.
Table 1. A list of the TLC separation conditions of ecdysteroids.
Tryb Faza stata Faza ruchoma (v/v) Detekcja Literatura
(Mode) (The stationary | (The mobile phase (v/v)) (Detection) (References)
phase)
NP Zel DCM:EtOH 85:15 Swiatto widzialne oraz UV (254 nm) 366 nm; | [22]
krzemionkowy CHCI3:MeOH: CO(CHs), 6:2:1 Zastosowanie kwasu siarkowego
DCM:96 % EtOH 96:4
CHCI3:EtOH 9:1
RP C18 MeOH:H,0O 65:35
MeOH:H,0 6:4
NP- Zel CHCIl3:MeOH 7:1 Detekcja przy dlugosci fali 254 nm, | [22, 23]
HPTLC, | krzemionkowy zanurzenie plytki w 5%  (wlv) p-
FFPC 60 Fass 101 anizoaldehydzie i 5% (v/v) roztworze kwasu
151 siarkowego w etanolu, podgrzewanie do
= pojawienia sie fioletowego, niebieskiego,
91 szarego lub zielonego zabarwienia
92,5:7,5
85:15
NP Zel DCM:96 % EtOH 8:2 Detekcja przy dtugosci fali 254 nm [24, 25]
krzemionkowy CHCI3;:MeOH:Benzen 25:5:3
Fas4
NP Zel CHCI3:95% EtOH 7:3 Detekcja przy dtugosci fali 254 nm, oprocz | [15]
krzemionkowy CHCI3:Pr-1-OH 9:5 zastosowania faz ruchomych z dodatkiem
DCM: CO(CHs),:MeOH 2:1:1 DCM; dla wszystkich faz MS
DCM: CO(CHjs),:EtOH 16:4:5
AcOEt:EtOH 4:1
RP Merck Cig MeOH:H,0 11
Whatman Cig
HILIC Zel AcOEt:MeOH:25% NH; | 85:10:5 Swiatto widzialne oraz UV (254 nm) 366 nm | [22]
krzemionkowy | w H,O przy zastosowaniu kwasu siarkowego
AcOEt:96 % EtOH:H,0 8:2:1
AcOEt:MeOH:H,0 85:10:5
AcOEt:EtOH:H,0 80:5:2
AcOEt:96 % EtOH:H,0 16:2:1
DCM:MeOH:H,0 79:15:1 Detekcja przy dtugosci fali 254 nm, oprocz | [15]
DCM:MeOH: 25 % NH; | 77:20:2: zastosowania faz ruchomych z dodatkiem
w H,0:H20 1 DCM,; dla wszystkich faz MS
NP/ Zel AcOEt:96 % EtOH:H,0 80:10:5 Swiatto widzialne oraz UV (254 nm) 366 nm | [24]
HILIC krzemionkowy | Toluen: 100:140: | przy zastosowaniu kwasu siarkowego z
Fasa CO(CHg3),2:96%EtOH:25 32:9 waniling
% NH3; w H,O
RP Zel THF:H.0 45:55
krzemionkowy MeOH:H,0 55:45
mod. C 18 Fosy
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5.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa w normalnych uktadach faz
(The Normal Phase High Performance Liquid Chromatography)

Fazy stacjonarne

W normalnych uktadach faz w chromatografii cieczowej ekdysteroidéw wykorzystuje sie jako fazy
stacjonarne kolumny wypetnione Zzelem krzemionkowym niemodyfikowanym lub modyfikowanym polarnymi
grupami, np. —diol (DIOL), -poliol (n-OL), -aminopropylosilan, -aminowymi (NH,) oraz nitrowymi (NO,).
Kolumny te stosuje sie zaréwno w analityce, jak i w semi-preparatywnym i preparatywnym rozdzielaniu
ekdysteroidow z ekstraktow szczodraka krokoszowatego. Uklad faz normalnych pozwala na rozdzielenie
ekdysteroidoéw o zréznicowanej polarnosci, od niepolarnych do polarnych [15, 26]. W przypadku kolumn z
polarng fazg stacjonarng kolejnosé elucji ekdysteroidéw nie zalezy od rodzaju wypetnienia. Zwigzane jest to
z inng naturg oddziatywan jakie majg miejsce na powierzchni ztoza pomiedzy grupami hydroksylowymi
ekdysteroidow i zelu krzemionkowego. Istotng wadg stosowania Zelu krzemionkowego jest jego powolna
dezaktywacja w wyniku silnej adsorpcji na jego powierzchni sladowych ilosci wody. Jednakze, jezeli kolumna
stosowana jest w tych warunkach w statej temperaturze oraz jest zrébwnowazona z eluentem, problem
dezaktywacji ztoza nie powinien wystepowac [15]. Szczegdtowe zestawienie warunkéw rozdzielania
chromatograficznego w normalnych uktadach faz oraz uktadach oddziatywah hydrofilowych przedstawia
tabela 2.

Tabela 2. Zestawienie opiséw literaturowych warunkdéw rozdzielania ekdysteroidow w normalnych
uktadach faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (NP-HPLC) oraz chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC).

Table 2. A list of the NP-HPLC and HILIC separation conditions of ecdysteroids.

Uktad Warunki Lucji
(Mode) (Elution conditions) .
. Litera
Kolumna Program elucji Przeptyw Detekcja tura
(The kolumn) Faza‘ruchoma (The elution eluentu (Detection) (References)
(Mobile chase) (The flow
program)
rate)
HILIC DCM:2-PrOH:H,0
125:30:2
DCM:2-PrOH:H,0O
Zorbax-Sil 1ooag3ub
S:\D;Pont), 250x4,6 DCM:2-ProH:H,0 Izokratyczna 1 mL/min 242 nm [15]
125:15:1
Cykloheksan:2-
PrOH:H,0 (100:40:3)
n-heksan:EtOH:H,O
812:180:8
. Eter
Silasorb 600, 5 ] 0,8
! dietylowy:ACN:H,O Izokratyczna ' . MS [27]
pm, 250x4 mm 880:102-18 mL/min
DCM:2-PrOH:H,0
84:15:1
NP Liniowy
Apex Il diol program elucji
column, 5 um, od 2 do 10% B
150x4,6 mm | A: MeOH w 20 min 1 mL/min 242 i 300 (23]
(GRACE, B: DCM Liniowy nm
Wilmington,  DE, program elucji
USA) od 4 do 10% B
w 20 min

Fazy ruchome

W normalnych ukfadach faz preferowanymi skfadnikami eluentéw stosowanymi w rozdzielaniu
ekdysteroidéw sg dichlorometan i chloroform, modyfikowane alkoholami takimi jak metanol, etanol lub
izopropanol. Stosuje sie réwniez inne rozpuszczalniki niepolarne do tworzenia eluentu takie jak, n-heksan
czy cykloheksan lub eter dietylowy. Niestety te fazy charakteryzujg sie wiekszg lepkoscig niz fazy na bazie
wody, co powoduje powstawanie duzych oporow przeptywu i w konsekwencji wysokie cisnienie robocze,
przy stosunkowo niskim przeptywie eluentu. Stosowanie dichlorometanu oraz chloroformu jest niekorzystne
réwniez z innego powodu. Rozpuszczalnik te uniemozliwia detekcje ekdysteroidow za pomocg UV dla
dtugosci fali 235 i 245 nm, poniewaz absorbujg UV w zakresie do 245 nm.

Lapenna [23] zaproponowat zastosowanie elucji gradientowej o malejgcej sile elucyjnej (malejgcej
zawartosci dichlorometanu w fazie ruchomej). Ma to szczegdlnie zastosowanie w rozdzielaniu zwigzkow
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Srednio i nisko polarnych, w tym przypadku ekdysteroidéw zawierajgcych grupy eterowe i estrowe w miejscu
polarnych grup OH. Zastosowanie tego typu uktadu umozliwia rozdzielenie ekdysteroidéw w zaleznosci od
iloci grup eterowych oraz mozliwo$c¢ ich rozdzielenia w przypadku bardzo niewielkich réznic w polarnosci.

W rozdzielaniu ekdysteroidow w uktadzie faz normalnych stosowanie kolumn zréwnowazonych z
eluentami zawierajgcymi wode korzystnie wplywa na ograniczenie ,ogonowania” pikéw oraz poprawia
symetrie pikéw. Jednoczeénie nalezy mie¢ na uwadze, ze nawet niewielkie, dodatkowe ilosci wody np. w
prébce, powodujg powolng dezaktywacje fazy stacjonarnej, co skutkuje zmianami w czasach retencji
eluowanych pikéw. Wedtug przeprowadzonych badan [15, 28], najbardziej ,odporng kolumng” na zmienne
zawartosci wody w eluencie jest kolumna Zorbax-Sil. Zauwazono, ze w przypadku normalnych ukfadéw faz
rodzaj wypetnienia kolumny oraz obecnos¢ wody w fazie ruchomej badz prébce, nieznacznie wplywa na
wartosci czasow retencji ekdysteroidow. Obecnie technika wykorzystujgca eluenty zawierajgce znaczne
ilosci wody (wiecej niz 0,1 %) znana jest jako chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC).

5.3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconych uktadach faz
(The Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography)

Fazy stacjonarne

W chromatografii ekdysteroidéow stosuje sie typowe fazy stacjonarne o charakterze hydrofobowym,
takie jak, zele krzemionkowe modyfikowane grupami C22, C18, C8, C6, a takze grupami fenylowymi.
Wypetnienia te charakteryzujg sie duzg uniwersalnoscig i mozliwoscig rozdzielenia ekdysteroidéw o bardzo
szerokim spektrum wiasciwosci fizykochemicznych i zréznicowanej budowie, a takze innych sktadnikow
matrycy roslinnej. W przypadku ekdysteroiddw réznorodnos¢ struktury wplywa na kolejnosé elucji
poszczegolnych zwigzkéw. Dlatego istotne jest dobranie indywidualnie najkorzystniejszych warunkéw
chromatograficznych w zaleznosci od posiadanej kolumny i stosowanego ukfadu [15, 20]. Szczegotowe
przedstawienie omawianych warunkéw rozdzielania ecdysteroidéw przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Zestawienie opiséw literaturowych warunkéw rozdzielania ekdysteroidow w odwrdéconych
uktadach faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC).
Table 3. A list of the RP-HPLC separation conditions of ecdysteroids.

Warunki eluciji Litera
(The elution conditions) .
Kolumna Natezenie brzenhvwu Detekcja tura
(The column) Faza ruchoma Program eluciji elueentu przepiyw (Detection) (Referenc
(The mobile phase) (The elution program) (The flow rate) es)
Lichrospher 100 RP-18e
" | ACN:H,O 25:75 .
250x4.6 mm, 5 ym (Merck, (+0.01% TFA) Izokratyczna 1 mL/min 246 nm [29]
Niemcy)
Spherisorb 50DS2
B ACN:H,O
(Biochrom), 250x4,6 mm 23:77(+0.01% TFA)
H,0O:MeOH 50:50 | Izokratyczna 1 mL/min 242 nm [15, 21]
(0.01% TFA)
H,0:2-PrOH  82:18
(0.01% TFA)
C18 Phenomenex
Sphereclone ODS2, 5um,
150mmx4.60mm
(Phenomenex, -
Macclesfield, UK) A: MeOH Liniowy program . )
B' H.O elucji od 30 do 100% | 1 mL/min 2421300 nm [23]
C6 Phenomenex | 2 w 25 min
Sphereclone, S5um,
150mmx4.6mm
(Phenomenex,
Macclesfield, UK)
. Liniowy program
Separon SGX C18, 5 uym, | A: H,O - o .
250%Amm B MeOH elucji oq 10 do 70% B | 0,6 mL/min MS [27]
w 50 min
Liniowy program
. A: MeOH elucji od 30 do 100 % .
Sherisorb ODS-2 B: H,0 A w 30 min 100 % A 1 mL/min 242 nm [30]
10 min
20-25% B w 0-20min
90% B w 20min
Symmetry C18, | A:woda 90% B w 20-30min .
150x3,9mm, 5 ym (Waters) | B:acetonitryl Rekondycjonowanie 0.7 mL/min 254 nm 31, 32]
kolumny 20% B przez
5min
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Fazy ruchome

W uktadach faz odwréconych (RP) w rozdzielaniu ekdysteroidow najpopularniejszymi eluentami sg
mieszaniny metanol:woda oraz acetonitryl:woda. Te organiczne dodatki do eluentéw stosowane sg zaréwno
w elucji izokratycznej, jak i gradientowej [15, 21]. Stosowanie buforu, najczesciej mréwczanowego lub
dodatku 0,01% kwasu trifluorooctowego w mieszaninie wody z acetonitrylem, pozwala na osiggniecie pikow
o lepszym ksztalcie, a takze znacznie polepsza rozdzielenie ekdysteroidéw bardzo zblizonej strukturze lub
wystepujgcych w postaci zdysocjowanej lub glikozydowej. Wymienione eluenty sg dos¢ uniwersalne i nadajg
sie do rozdzielania ekdysteroidéw zaréwno polarnych (jonowych i niejonowych), jak i Srednio polarnych
zwigzkdw [15].

Retencja w odwréconych ukftadach faz zalezy przede wszystkim od ilodci wolnych grup OH oraz
struktury tancucha bocznego. Obecnosé lub brak ktérejs z grupy OH réwniez wptywa na kolejnosé eluciji.
Wraz z wiekszg ich iloscig zwieksza sie polarno$¢ zwigzku, a co za tym idzie zmniejsza sie ich
hydrofobowos¢ i retencja. Szczegdlne znaczenie ma w tym przypadku grupy hydroksylowe w pozycji 11, 25 i
26, ktére znacznie wptywajg na hydrofilowy charakter czasteczki. Jednakze nie tylko to ma znaczgcy wptyw
na stopieh oddziatywan danej czgsteczki z fazg stacjonarng i ruchoma. Wazne sg tu réwniez oddziatywania
steryczne oraz konformacja i uktad przestrzenny czgsteczki — pozycja aksjalna lub ekwatorialna grupy OH,
czy grupa ta jest wolna czy oddziatuje z innymi grupami w czgsteczce. Niektére ekdysteroidy posiadajg
tancuch boczny (grupy metylowe lub etylowe w pozycji 24), ktéry, o ile niepodstawiony, powoduje wzrost
hydrofobowosci czgsteczki i zwiekszenie retencji, a podstawienie przynajmniej jedng grupg hydroksylowg
powoduje zmiane charakteru czgsteczki czynigc jg znacznie bardziej polarng [19, 20, 28].

5.4. Chromatografia gazowa
(Gas Chromatography)

Ekdysteroidy, jako bardzo polarne zwigzki chemiczne sg nielotne, a takze termo labilne (najnizszg
temperature topnienia posiada kartamosteron: 170 °C, [33]). Z tych wzgledéw nie mogg by¢ w prosty sposéb
rozdzielane i oznaczane za pomocg chromatografii gazowej. Wykorzystanie tej techniki mozliwe jest jedynie
po przeprowadzeniu ekdysteroidéw w ich lotne pochodne w wyniku derywatyzacji. Takimi pochodnymi
stosowanymi w analizie GC sg pochodne trimetylosililowe, zmniejszajgce polarnosé, zwiekszajgce lotnosé
oraz wytrzymatosé pochodnych na wysokg temperature. Powazng wadg tej metody jest fakt, ze ekdysteroidy
mogg tworzy¢ podczas derywatyzacji pochodne o zréznicowanej budowie, utrudniajgce satysfakcjonujgce
rozdzielenie otrzymanych pochodnych oraz jednoznaczng identyfikacje [15, 28].

6. Podsumowanie
(Summary)

Ekstrakty ekdysteroidéw z Rhaponticum stanowig bardzo skomplikowang mieszanine zwigzkéw
chemicznych. Wiele z nich nalezy do grup o bardzo zblizonej budowie i wlasciwosciach, przez co uzyskanie
petnego rozdzielenia podczas jednej operacji chromatograficznej stanowi problem. Inne grupy zwigzkéw
chemicznych, obecnych w tkankach rosliny posiadajgce podobne wilasciwosci tzn. polarnosé,
hydrofobowos$¢, mogg i w praktyce przeszkadzajg w rozdzieleniu, identyfikacji i oznaczaniu ekdysteroidéw,
ktére sg szczegdélnym przedmiotem zainteresowania. Stosowane dotychczas metodyki rozdzielania
ekdysteroidéw opierajg sie gléwnie na jednowymiarowej chromatografii cieczowej z elucjg izokratyczng albo
gradientowa. Nie eliminuje to, jednak, mozliwosci koelucji analogéw strukturalnych ekdysteroidéw oraz
innych zwigzkéw chemicznych o zblizonych wiasciwosciach. Jednym z ,rozwigzan” tego problemu
rozdzielczego jest tworzenie pochodnych ekdysteroidow, pozwalajgcych, tak na bardziej selektywnag
ekstrakcje, jak i na selektywne rozdzielanie chromatograficzne. Nie wszystkie ekdysteroidy obecne w prébce
mozna jednak w ten sposob rozdzieli¢ i oznaczyé. Wilson ze wspétpracownikami [31, 32] zaproponowat
jednowymiarowe rozdzielenie w warunkach elucji gradientowej, z zastosowaniem odwréconych uktadow faz,
réwnoczesnie wykorzystujgc detektor UV oraz spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego do
jednoczesnego okreslania struktury rozdzielanych ecdysteroidow.

Technika chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stanowi dobrg technike wstepnego doboru
warunkow rozdzielania i kontroli efektywnej ekstrakcjiflugowania oraz wstepnej oceny sktadu frakcji. W
przypadku techniki TLC nalezy zbada¢ rozdzielanie dwuwymiarowe oraz wielostopniowe, pozwalajgce na
rozdzielenie wszystkich ekdysteroidow, a takze innych skfadnikbw obecnych w ekstrakcie podczas jednej
operacji rozdzielczej. Najkorzystniejsze warunki rozdzielania ekdysteroidéw, z zastosowaniem TLC
zaproponowata Bathori [24] zaréwno w warunkach normalnych jak i odwréconych uktadow faz.
Zaproponowata warunki dwuwymiarowej chromatografii cienkowarstwowej pozwalajgce na rozdzielenie
kilkunastu ekdysteroidéw obecnych w badanych ekstraktach roslinnych.

Optymalnym rozwigzaniem wydaje sie opracowanie metodyki opartej o wielowymiarowe oraz
wielostopniowe rozdzielanie ekdysteroidow, dwu- lub wyzej wymiarowe (HPLC oraz UPLC), ze wzgledu na
zwiekszona wydajnosé i rozdzielczo$¢ tychze uktadow. W szczegdlnosci zastosowanie elucji gradientowej,
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réwniez jako dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej, do rozdzielania i oznaczania
bogatych w ekdysteroidy ekstraktéw, wydaje sie by¢ bardziej celowe ze wzgledu na zwiekszong sprawnosé i
selektywnosc¢ tych uktadéw w poréwnaniu do uktadéw izokratycznych. Dalsze prace badawcze powinny byé
skoncentrowane na rozdzielaniu i oznaczaniu ekdysteroidow w ekstraktach Rhaponticum carthamoides, oraz
innych roslin zawierajgcych te metabolity.
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