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Techniki i metody chromatografii cieczowej w rozdzielaniu, 
oznaczaniu oraz izolowaniu naftochinonów i flawonoidów  
z ro lin 
Liquid chromatography techniques and methods  
in separation, determination and isolation  
of naphthoquinones and flavonoids from plants 

 
Streszczenie: W niniejszej pracy przedstawiono przegl d technik oraz metod chromatografii 
cieczowej w zakresie rozdzielania, oznaczania oraz izolowania naftochinonów i flawonoidów  
z ekstraktów ro linnych w szczególno ci z ekstraktów ro lin mi so ernych ( ac. plantae carnivo-
rae). Przedstawiono techniki najcz ciej wykorzystywane podczas rozdzielania, oznaczania  
i izolowania metabolitów wtórnych, takie jak cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (Thin 
Layer Chromatography) oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa (High Performance 
Liquid Chromatography). Przeanalizowano metody i warunki rozdzielania w normalnym i od-
wróconym uk adzie faz (Normal- and Reversed- Phase) oraz w warunkach chromatografii po-
dzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  generowan  dynamicznie LLPC (Liquid-Liquid Partition 
Chromatography). 
 
S owa kluczowe: naftochinony, flawonoidy, ekstrakty ro linne, cienkowarstwowa chromatogra-
fia cieczowa (TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia podzia-
owa ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  generowan  dynamicznie (LLPC). 
 
Abstract: This work is a review of liquid chromatography techniques and methods used for se-
paration, determination and isolation of naphthoquinones and flavonoids from the plants 
extracts, in particular, from the extracts of Carnivorous plants (plantae carnivorae). Presented 
techniques are the most frequently used during the processes of separation, determination and 
isolation of secondary metabolites i.e. thin layer chromatography (TLC) and high performance 
liquid chromatography (HPLC). Described and analyzed methods and separation conditions in 
normal and reversed phase (NP and RP) and Liquid-Liquid Partition Chromatography. 
 
Key words: naphthoquinones, flavonoids, plants extracts, thin layer chromatography (TLC),  
high performance liquid chromatography (HPLC), Liquid-Liquid Partition Chromatography 
(LLPC). 
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1. Wprowadzenie 
(Introduction) 

 
Metabolity wtórne z grupy naftochinonów oraz flawonoidów wykazuj  

w a ciwo ci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, istniej  tak e doniesienia  
o w a ciwo ciach przeciwnowotworowych w przypadku naftochinonów [1-3]. 
Naftochinony, czyli diketonowe pochodne naftalenu, wyst puj  powszechnie  
w ro linach z rodzin Bignoniaceae, Verbanaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae 
oraz w ro linach owado ernych z rodzin: Dionophyllaceae, Nepathaceae  
i Droseraceae. Zawarte s  w li ciach, owocach, korzeniach i drewnie [4, 5, 6]. 

Dowiedziono, e naftochinony posiadaj  w a ciwo ci cytostatyczne, 
przeciwzapalne, bakterio i grzybobójcze, wykazuj  dzia anie przeciwwiruso-
we, antymalaryczne oraz hamuj  rozwój paso ytów takich jak Schistosoma 
mansoni i Trypanosoma cruzi [5, 7]. W a ciwo ci naftochinonów zwi zane 
s  ze zdolno ci  do generacji aktywnych form tlenu, inhibicj  enzymów to-
poizomeraz oraz ich oddzia ywaniem z DNA [5]. Dzi ki w a ciwo ciom oksy-
dacyjnym naftochinony s  zdolne do tworzenia nieodwracalnych komplek-
sów z aminokwasami, prowadz c cz sto do inaktywacji bia ka. Dzi ki 
wysokiemu potencja owi redoks zwi zki te mog , tak e stymulowa  a cuch 
oddechowy w komórkach bakterii prowadz c do powstania toksycznych 
rodników tlenowych i efektu bakteriobójczego [8]. 
Flawonoidy pe ni  w ro linach funkcj  barwników, antyoksydantów, oraz 
stanowi  ochron  przed promieniowaniem UV i patogenami. Dowiedziono 
ponadto, e flawonoidy s  zwi zkami farmakologicznie czynnymi. Posiadaj  
one aktywno  antywirusow , antybakteryjn , antyalergiczn , a tak e dzia-
aj  przeciwzapalnie i przeciwskurczowo. Efekty farmakologiczne flawono-
idów wynikaj  z ich w asno ci antyoksydacyjnych, zdolno ci do chelatowa-
nia jonów metali oraz do oddzia ywania z enzymami, b onami komórkowymi  
i DNA [7, 9-12]. 

Z uwagi na aktywno  farmakologiczn  naftochinonów i flawonoidów du-
ego znaczenia nabra o opracowanie selektywnych i czu ych metod rozdziela-

nia, oznaczania i izolacji metabolitów wtórnych z ekstraktów ro linnych. 
Chromatografia cieczowa jest najcz ciej stosowan  technik  do roz-

dzielania, oznaczania i izolowania metabolitów wtórnych z ekstraktów ro lin-
nych. Najstarsz  technik  analizy naftochinonów i flawonoidów jest chroma-
tografia planarna, zarówno bibu owa, jak i cienkowarstwowa [13]. Obecnie 
badania ekstraktów ro linnych bogatych w substancje z grupy naftochino-
nów i flawonoidów wykonuje si  przede wszystkim z wykorzystaniem techni-
ki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 
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Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinonów oraz flawonoidów 
z zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC)  
w normalnym i odwróconym uk adzie faz oraz w warunkach  
chromatografii podzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn   
generowan  dynamicznie 
(Separation, determination and isolation of naphthoquinones  
and flavonoids using thin-layer chromatography (TLC) in normal  
and reverse phase and Liquid-Liquid Partition Chromatography) 

Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa wykorzystywana jest 
przede wszystkim do stwierdzenia obecno ci poszukiwanego sk adnika 
w badanej mieszaninie lub stwierdzenia jego braku. Wspó czesne odmiany 
tej techniki, z zastosowaniem detektora UV-VIS typu DAD oraz skanerów, 
pozwalaj  na identyfikacj , jako ciow  jak i ilo ciow . Mimo wszystko,  
dok adno  i precyzja chromatografii cienkowarstwowej s  wyra nie mniej 
korzystne, ni  uzyskiwane z zastosowaniem techniki kolumnowej wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej � HPLC. Chromatografia cienkowarstwo-
wa jest równie  wykorzystywana do celów semi-preparatywnych [18]. 

Do rozdzielania naftochinonów i flawonoidów z zastosowaniem cien-
kowarstwowej chromatografii cieczowej najcz ciej wykorzystuje si  uk ad 
faz normalnych lub chromatografi  podzia ow  ciecz-ciecz z faz  stacjonar-
n  generowan  dynamicznie, a rzadziej odwrócony uk ad faz. Jako faz  sta-
cjonarn  najcz ciej stosowano el krzemionkowy [14-23], a w przypadku 
odwróconego uk adu faz, el krzemionkowy modyfikowany grupami oktade-
cylowymi [18, 21]. W normalnym uk adzie faz w postaci fazy ruchomej sto-
sowano mieszaniny takich rozpuszczalników, jak: heksan, octan etylu, chlo-
roform, benzen, eter etylowo-metylowy [14-17], w warunkach chromatografii 
podzia owej z dynamicznie generowan  faz  stacjonarn  stosowano hek-
san, toluen, chloroform, octan etylu, kwas mrówkowy, kwas octowy, metanol 
[18-23], a w odwróconym uk adzie faz stosowano: acetonitryl, metanol, kwas 
octowy, wod  [18, 21]. Rozdzielanie substancji na cienkich warstwach fazy 
stacjonarnej wykonywano niekiedy wielokrotnie, rozwijaj c chromatogram 
kilkakrotnie w tej samej lub ró nych fazach ruchomych.  

Flawonoidy charakteryzuj  si  wysok  polarno ci , dlatego w rozdzie-
laniu zwi zków z tej grupy szczególne zastosowanie znajduje chromatografia 
podzia owa ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  dynamicznie generowan  (LLPC). 
Faz  stacjonarn  w LLPC jest polarny adsorbent, a niepolarna faza ruchoma 
jest bliska nasyceniu polarnym rozpuszczalnikiem np. wod  b d  metanolem. 
W LLPC wyst puj  oddzia ywania charakterystyczne zarówno dla uk adów 
adsorpcyjnych jak i podzia owych, a o przewadze danych oddzia ywa  decy-
duje rodzaj fazy stacjonarnej, rodzaj analitu, a tak e stopie  wysycenia niepo-
larnego eluentu polarnym rozpuszczalnikiem. W chromatografii podzia owej 
ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  dynamicznie generowan , oddzia ywania nie-
specyficzne (dyspersyjne), w przeciwie stwie do normalnego uk adu faz, maj  
znacz cy wp yw i decyduj  o warto ci wspó czynnika podzia u i zwi zanych  
z nim warto ci takich jak obj to  i czas retencji (Vr i tr). 
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W tabeli 1 przedstawiono zastosowane dotychczas w literaturze 
przedmiotu, warunki rozdzielania, oznaczania lub izolowania naftochinonów  
i flawonoidów w ekstraktach ro linnych w normalnym uk adzie faz cienko-
warstwowej chromatografii cieczowej (NP-TLC), odwróconym uk adzie faz 
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (RP-TLC) oraz w warunkach 
chromatografii podzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  generowan  dy-
namicznie (LLPC). 
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Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinonów oraz flawonoidów 
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)  
w normalnym i odwróconym uk adzie faz oraz w warunkach  
chromatografii podzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn   
generowan  dynamicznie 
 
(Separation, determination and isolation of naphthoquinones  
and flavonoids using high performance liquid chromatography (HPLC) 
in normal and reverse phase and Liquid-Liquid Partition  
Chromatography) 

Obecnie, najcz ciej stosowan  technik  do rozdzielania, oznaczania 
b d  izolowania naftochinonów oraz flawonoidów jest wysokosprawna 
chromatografia cieczowa (HPLC).  

W tabeli 2 przedstawiono warunki rozdzielania, oznaczania lub izolo-
wania naftochinonów i flawonoidów w ekstraktach ro linnych w normalnym 
uk adzie faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (NP-HPLC), odwró-
conym uk adzie faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC) 
oraz w warunkach chromatografii podzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  
generowan  dynamicznie (LLPC). 

Najcz ciej stosowanym uk adem chromatograficznym do analizy za-
warto ci naftochinonów i flawonoidów w ekstraktach ro linnych jest uk ad faz 
odwróconych (RP-HPLC) w warunkach izokratycznych, albo z zastosowa-
niem elucji gradientowej. Od wielu lat, i najcz ciej tak e obecnie, jako fazy 
stacjonarne stosowane s  fazy wi zane z niepolarnymi ugrupowaniami  
o osiemnastu atomach w gla (C18) [30-31, 33-34, 36, 38-40], dwunastu ato-
mach w gla (C12) [32] oraz o miu atomach w gla-(C8) [35]. rednica ziaren 
wype nienia kolumny, podczas rozdzielania i oznaczania metabolitów, wyno-
si najcz ciej 5 m, rzadziej 4 lub 3 m, a podczas rozdzielania semi-
preparatywnego, maj cego na celu izolacj  metabolitów, najcz ciej stoso-
wane jest wype nieni kolumny o ziarnach 10 m [17]. 

Jako eluenty wykorzystuje si  mieszaniny wody oraz rozpuszczalnika 
organicznego [30-40] tj.: metanolu, acetonitrylu, rzadziej tetrahydrofuranu. 
Cz sto, dodatek do eluentu stanowi kwas np. mrówkowy, octowy lub triflu-
orooctowy, w celu zmiany pH eluentu, cofni cia dysocjacji kwasowej, oraz 
zwi kszenia w ten sposób hydrofobowo ci rozdzielanych i oznaczanych 
substancji. 

Sk adniki ekstraktów rozdziela si  i oznacza przewa nie przy u yciu 
warunków elucji gradientowej, ze wzgl du na ró norodny sk ad ekstraktu ro-
linnego, uzyskuje si  w ten sposób krótszy czas analizy i oszcz dno  elu-

entów. Alternatyw  jest stosowanie elucji skokowej, albo tzw. rozdzielania 
wielowymiarowego. 

Najcz stszym detektorem w przypadku rozdzielania i oznaczania 
sk adników ekstraktów ro linnych technik  HPLC jest detektor spektrofoto-
metryczny z matryc  fotodiodow  (UV-VIS/DAD), lub spektrometr masowy 
(ESI-MS), rzadziej detektor refraktometryczny (RI) i oczywi cie tylko w wa-
runkach elucji izokratycznej. 
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Druga grupa metod separacyjnych, stosowana cz sto dawniej,  
a obecnie rzadziej to wysokosprawna chromatografia cieczowa w normal-
nym uk adzie faz (NP-HPLC). Faz  stacjonarn  najcz ciej wykorzystywan  
jest wówczas el krzemionkowy 60 lub 100 Å. W literaturze opisano tak e 
stosowanie zwi zanych faz stacjonarnych typu: - CN, DIOL (odpowiednio 
cyjanopropylowa [26] i dihroksypropylowa [27] faza zwi zana z elem krze-
mionkowym), oraz mieszaniny n-heksanu, chloroformu, dichlorometanu,  
2-propanolu, octanu etylu, dioksanu oraz tetrahydrofuranu, w ró nym sto-
sunku obj to ciowym jako sk adniki eluentu [17, 24-29]. 

Chromatografia podzia owa ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  generowa-
n  dynamicznie (LLPC/NP-W) jest rzadko stosowana w technice wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej. Jednak podczas jednoczesnego rozdzie-
lania naftochinonów oraz flawonoidów, ró ni cych si  znacznie polarno ci , 
jest ona przydatna, ze wzgl du na zmniejszenie retencji rozdzielanych me-
tabolitów i wzrost retencji polarnych sk adników ekstraktów oraz ma miejsce 
wyra ne zwi kszenie pojemno ci separacyjnej uk adu, st d mimo wyra nej 
asymetrii pików spowodowanej nieliniowo ci  izoterm sorpcji, tego rodzaju 
uk ady rozdzielcze maj  szczególnie korzystne w a ciwo ci w skali prepara-
tywnej [41]. Jako fazy stacjonarne w LLPC-HPLC stosuj  si  el krzemion-
kowy lub el krzemionkowy modyfikowany grupami dihydroksypropylowymi 
(DIOL), a jako fazy ruchome wykorzystuje si  mieszaniny eterów alifatycz-
nych i cyklicznych lub w glowodory alifatyczne i ich chloropochodne jako ni-
sko-polarne sk adniki eleuntu z metanolem, izopropanolem, acetonitrylem, 
jako polarne sk adniki eluentu, przy czym eluent posiada wod  w ilo ci zbli-
onej do nasycenia si  ni  eluentu [29, 41-42]. 
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2. Podsumowanie 
(Conclusion) 

 
Chromatografia cieczowa, zarówno cienkowarstwowa jak i kolumno-

wa, znajduje szerokie zastosowanie w rozdzielaniu, oznaczaniu oraz izolacji 
metabolitów wtórnych z grupy naftochinonów i flawonoidów w materiale ro-
linnym.  

Za pomoc  chromatografii cienkowarstwowej metabolity rozdzielane 
s  w uk adzie faz normalnych (NP-TLC) w warunkach adsorpcyjnych, b d   
z zastosowaniem chromatografii podzia owej ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  
generowan  dynamicznie (LLPC-TLC), a rzadziej z wykorzystaniem odwró-
conego uk adu faz (RP-TLC). W przypadku rozdzielania i oznaczania nafto-
chinonów i flawonoidów za pomoc  wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej g ównie stosowany jest odwrócony uk ad faz (RP-HPLC), a rzadziej  
NP-HPLC w warunkach adsorpcyjnych lub LLPC-HPLC. Jednak e do izolo-
wania metabolitów ro linnych w skali semi-preparatywnej b d  preparatyw-
nej wykorzystywana jest najcz ciej kolumnowa chromatografia cieczowa  
w normalnym uk adzie faz lub z zastosowaniem chromatografii podzia owej 
ciecz-ciecz z faz  stacjonarn  generowan  dynamicznie (LLPC) Z o ono  
matrycy próbki materia u ro linnego oraz rodzaj wykorzystywanego detekto-
ra, decyduje o zastosowaniu elucji izokratycznej b d  gradientowej. 

W literaturze istnieje wiele procedur rozdzielania metabolitów ro lin-
nych [14-41], jednak dotychczas nie opracowano procedury uniwersalnej, 
przydatnej do rozdzielania metabolitów wi kszej grupy ro lin. Warunki roz-
dzielania zaproponowane w literaturze s  odpowiednie dla ekstraktów 
otrzymanych z konkretnych ro lin, poddanych okre lonym warunkom elicy-
tacji i otrzymanych w okre lonych warunkach ugowania. W przypadku po-
jawienia si  w ekstrakcie dodatkowych substancji, b d cych wynikiem zmia-
ny hodowli czy sposobu ekstrakcji staj  si  one nieskuteczne, albo tylko 
cz ciowo skuteczne. 
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