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Techniki i metody chromatografii cieczowej w rozdzielaniu,
oznaczaniu oraz izolowaniu naftochinonoéw i flawonoidow
z roslin

Liquid chromatography techniques and methods
in separation, determination and isolation
of naphthoquinones and flavonoids from plants

Streszczenie: W niniejszej pracy przedstawiono przeglad technik oraz metod chromatografii
cieczowej w zakresie rozdzielania, oznaczania oraz izolowania naftochinonéw i flawonoidéw
z ekstraktow roslinnych w szczegdlnosci z ekstraktow roslin miesozernych (fac. plantae carnivo-
rae). Przedstawiono techniki najcze$ciej wykorzystywane podczas rozdzielania, oznaczania
i izolowania metabolitéw wtérnych, 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-
wréconym ukfadzie faz (Normal- and Reversed- Phase) oraz w warunkach chromatografii po-
dziatowej ciecz-ciecz z fazg stacjonarng generowang dynamicznie LLPC (Liquid-Liquid Partition
Chromatography).

Stowa kluczowe: naftochinony, flawonoidy, ekstrakty ro$linne, cienkowarstwowa chromatogra-
fia cieczowa (TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia podzia-
fowa ciecz-ciecz z fazg stacjonarng generowang 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 Partiton Chromatography
(LLPC).
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1. Wprowadzenie
(Introduction)

Metabolity wtérne z grupy naftochinonéw oraz flawonoidéw wykazuja
wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, istnieja takze doniesienia
o wiasciwosciach przeciwnowotworowych w przypadku naftochinonow [1-3].
Naftochinony, czyli diketonowe pochodne naftalenu, wystepuja powszechnie
w roslinach z rodzin Bignoniaceae, Verbanaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae
oraz w roSlinach owadozernych z rodzin: Dionophyllaceae, Nepathaceae
i Droseraceae. Zawarte sg w lisciach, owocach, korzeniach i drewnie [4, 5, 6].

Dowiedziono, ze naftochinony posiadajg wtasciwosci cytostatyczne,

przeciwzapalne, bakterio i grzybobodjcze, wykazuja dziatanie przeciwwiruso-
we, antymalaryczne oraz hamujg rozwoj pasozytow takich jak Schistosoma
mansoni i Trypanosoma cruzi [5, 7]. Wiasciwos$ci naftochinonéw zwigzane
sg ze zdolnoscig do generacji aktywnych form tlenu, inhibicja enzyméw to-
poizomeraz oraz ich oddziatywaniem z DNA [5]. Dzieki wtasciwo$ciom oksy-
dacyjnym naftochinony sg zdolne do tworzenia nieodwracalnych komplek-
sOw z aminokwasami, prowadzac czesto do inaktywacji biatka. Dzieki
wysokiemu potencjatowi redoks zwigzki te moga, takze stymulowac¢ tancuch
oddechowy w komdrkach bakterii prowadzgac do powstania toksycznych
rodnikéw tlenowych i efektu bakteriobdjczego [8].
Flawonoidy petnig w ro$linach funkcje barwnikéw, antyoksydantéw, oraz
stanowig ochrong przed promieniowaniem UV i patogenami. Dowiedziono
ponadto, ze flawonoidy sg zwigzkami farmakologicznie czynnymi. Posiadajg
one aktywno$¢ antywirusowa, antybakteryjng, antyalergiczng, a takze dzia-
taja przeciwzapalnie i przeciwskurczowo. Efekty farmakologiczne flawono-
idow wynikajg z ich wtasnoéci antyoksydacyjnych, zdolno$ci do chelatowa-
nia jonéw metali oraz do oddziatywania z enzymami, btonami komérkowymi
i DNA [7, 9-12].

Z uwagi na aktywno$¢ farmakologiczng naftochinonéw i flawonoidéw du-
7ego znaczenia nabrato opracowanie selektywnych i czutych metod rozdziela-
nia, oznaczania i izolacji metabolitéw wtdrnych z ekstraktéw roslinnych.

Chromatografia cieczowa jest najczesSciej stosowang technikg do roz-
dzielania, oznaczania i izolowania metabolitéw wtérnych z ekstraktéw roslin-
nych. Najstarszg technikg analizy naftochinondw i flawonoidéw jest chroma-
tografia planarna, zaréwno bibutowa, jak i cienkowarstwowa [13]. Obecnie
badania ekstraktéw roslinnych bogatych w substancje z grupy naftochino-
néw i flawonoidéw wykonuje si¢ przede wszystkim z wykorzystaniem techni-
ki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
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Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinonéw oraz flawonoidéw
z zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC)

w normalnym i odwréconym ukladzie faz oraz w warunkach
chromatografii podzialowej ciecz-ciecz z faza stacjonarna

generowana 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 obecnosSci poszukiwanego skiadnika
w badanej mieszaninie lub stwierdzenia jego braku. Wspétczesne odmiany
tej techniki, z zastosowaniem detektora UV-VIS typu DAD oraz skaneréw,
pozwalajg na identyfikacje, jakoSciowa jak i ilosciowg. Mimo wszystko,
doktadnos$¢ i precyzja chromatografii cienkowarstwowej sg wyraznie mniej
korzystne, niz uzyskiwane z zastosowaniem techniki kolumnowej wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej — HPLC. Chromatografia cienkowarstwo-
wa jest rowniez wykorzystywana do celéw semi-preparatywnych [18].

Do rozdzielania naftochinonéw i flawonoidéw z zastosowaniem cien-
kowarstwowej chromatografii cieczowej najczesciej wykorzystuje sie uktad
faz normalnych lub chromatografie podziatowg ciecz-ciecz z fazg stacjonar-
ng generowang dynamicznie, a rzadziej odwrécony uktad faz. Jako faze sta-
cjonarng najczesciej stosowano zel krzemionkowy [14-23], a w przypadku
odwréconego uktadu faz, zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktade-
cylowymi [18, 21]. W normalnym uktadzie faz w postaci fazy ruchome;j sto-
sowano mieszaniny takich rozpuszczalnikéw, jak: heksan, octan etylu, chlo-
roform, benzen, eter etylowo-metylowy [14-17], w warunkach chromatografii
podziatowej z dynamicznie generowang faza stacjonarng stosowano hek-
san, toluen, chloroform, octan etylu, kwas mréwkowy, kwas octowy, metanol
[18-23], a w odwréconym uktadzie faz stosowano: acetonitryl, metanol, kwas
octowy, wode [18, 21]. Rozdzielanie substancji na cienkich warstwach fazy
stacjonarnej wykonywano niekiedy wielokrotnie, rozwijajac chromatogram
kilkakrotnie w tej samej lub ré6znych fazach ruchomych.

Flawonoidy charakteryzuja sie wysoka polarnoscia, dlatego w rozdzie-
laniu zwigzkow z tej grupy szczegodlne zastosowanie znajduje chromatografia
podziatowa ciecz-ciecz z fazg stacjonarng dynamicznie generowang (LLPC).
Fazg stacjonarng w LLPC jest polarny adsorbent, a niepolarna faza ruchoma
jest bliska nasyceniu polarnym rozpuszczalnikiem np. wodg badz metanolem.
W LLPC wystepuja oddziatywania charakterystyczne zaréwno dla uktadéw
adsorpcyjnych jak i podziatowych, a o przewadze danych oddziatywan decy-
duje rodzaj fazy stacjonarnej, rodzaj analitu, a takze stopien wysycenia niepo-
larnego eluentu polarnym rozpuszczalnikiem. W chromatografii podziatowej
ciecz-ciecz z fazg stacjonarng dynamicznie generowana, oddziatywania nie-
specyficzne (dyspersyjne), w przeciwienstwie do normalnego uktadu faz, majg
znaczacy wplyw i decydujg o wartosci wspoétczynnika podziatu i zwigzanych
z nim wartosci takich jak objeto$¢ i czas retencji (V. i t;).
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W tabeli 1 przedstawiono zastosowane dotychczas w literaturze
przedmiotu, warunki rozdzielania, oznaczania lub izolowania naftochinonéw
i flawonoidow w ekstraktach ro$linnych w normalnym uktadzie faz cienko-
warstwowej chromatografii cieczowej (NP-TLC), odwréconym ukitadzie faz
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (RP-TLC) oraz w warunkach
chromatografii podziatowej ciecz-ciecz z fazg stacjonarng generowang dy-
namicznie (LLPC).

Camera Separatoria Vol. 3, No 2/2011



257

Techniki i metody chromatografii cieczowej w rozdzielaniu, oznaczaniu oraz izolowaniu...

femozoa10 1je16
-ojewouy femouwin|oy AuounyooyEu
‘eoowod ez yoAu uadwyyos -dss : (A/AOL:06)
-eiqaz Ioyel) zelo Mo} [21] | yohuep yeig esowsoel esjony ouu 7ei0 Alswip 1309V /ues)oH 40918 OlL-dN v
N 4 obal | uoaoejuswel
-essya npeps Azijeue
Oop OUBMOSO0)SeZ D1
wu 99¢=2y |
vGe="v .
aejowosoyop m | [91] | 11ey 10506nip 0 GeInoLne euibequinid (i z:S) 091S OTL-dN g
eje/noune obequinid ny AN S18IMS M obequinid 1300V /UBSHOH
-el)Sya npeps ezijeuy efoemiasqO
fomozoaio 1 Auoupyizs zeio ‘uoulyo
-ei601eWOIYD [omouwn| -oyeuAsyolpAyip ‘eu .
-0y Boowod ez yoku | [g1] | uoAuep seig m%:m%o -Bequind Assouphy-g| (M §1:58) 524 09 1S OL-dN z
-ewAzio 1foyeuy Azijeue obequinid ‘uolasolp ojAlow-o-¢ 1302V JueseH
op oueisAzioyAm ‘D71 ‘euibequinid
fomozoaio 1y wu Go¢
-eiBojewolyo femouwn| ey tp Azid
-0y Boowod ez yoAu | [y)] | zeiso wAueizp | ejejed eiesoiq euibequnid 108HD 091S O71-dN L
-ewAzio 1foyeuy Azijeue -IM 9J}OIMS M
op oueisAzioyAm ‘D71 efoemiasqQ
(suonipuod (sejijoqejaw pau (aseyd (571 enbiu
(syuswwo)) (494)| uonosjeqg) | (jersjew juelq) |-wisjep /pajeiedss)| (aseyd ajiqopy) | Aieuonels) | -yosop jo adAy) | (iN)
16emn 1 1foy939p Auujjsos feudjey| Apjogejsw auezo | ewoyons ezeq | euseuofoeys 971 j1uys9y dq
pjuniepy -BUZO [aue|aizpzoy eze4 euejwpQ
(0d77) Aydesbojewoiyd uolped pinbri-pinbry pue (O71-d4)
Aydeubojewoiyo iohe] ulyy eseyd pasioaral ‘(D71-dN) Aydeibojewoiyo safe) uiyy eseyd jewniou uj SjoeIIX9
sjueld sy} wold) SpiouoAej) pue Ssuouinboyjydeu Jo uonejos! pue uoneulws)ep ‘uoneiedss JO SuonIpuo) L d|qel

(Dd711) 8uzoiweulp Buemossuab euieuoloe)s kzey z
Z0919-z0810 [amojeizpod jjeibojewolys yoeyuniem m zelo (D7L-d¥) [emozosio jeibojewolyos femomisiem
-OMUBI0 ZB} 8IZpepin WAU00IMPO (DT7L-dN) lemozoaio yeibojewolyd femomisiemonualo zey aizpepin wAuew
-JOU M UDAUUI|SOJ YyoBBIISHD M MOPIOUOME]} | MOUOUIYOOYBU BIUBMO[OZI gN| BIUBZOBUZO ‘BIUB[SIZPZOJ IfUNIBAA | Bl9qel

Camera Separatoria

Vol. 3, No 2/2012



A. Skrzypczak, M. Jaszczott, A. Krdlicka, M. Kaminski

258

MOjuayel)syd yokuzol
‘eoowod ez yoAuew

wu 99¢=Y
Zelo WU $GZ=y O

(9Z:11:1L1:001)

-Azno ejeuusad eroeoy AN 98IMS M BUAJOOIOMY O%H:HOO )
yoepelisya m yohy t44 efoemiasqo | ejeuued ejoeoy wA) m ‘Aplouomel4 |DHDHOODHIT 40018 O1L-0dTI
-lemez moxiupepys dnif 93d/dN Yeihd -09v
yoAumoyb efoeyihiuap) alueysfudg
femozoa1o 14e160} "0STH-[0?HzZ
-ewouyo femouwn|oy o) (08)99 "HN)] m:mwm\m 1 Sij10e46 Kpkzooi6 fof | (51:58) o
-owod ez yoAuewAhzio| [1z] WaIom ejpyond BUAIO0IOMY HOSINAIDMHO 40918 011-0dT11
ifoyeuy Azjjeue op eoeydwAn
-zoJ alueysAidg
ouejsAzioyAm ‘Q7L :
(A G:67:05) OH
HOOV:IDPHO (9
wu =
Azid >_ﬂ®mQ”«:m_ (A/n Gg:G1) 00ENIN
pod albemiasqo O°HHOOY (§ ezo[n@) (9
ocm>>.om9m 9-C (A/1 86:2) (v 00ENIN
po mopepin e|q (W 52:61:09) | eroinia0) (g
HOIE M snjes O°H "HO%Y 00ENI o110
oL lozl . Aplouomeyy ‘HoNng-1 (€
oAUZOUBIBOIEWIOIO 00% ©3d "myzod | -0 uobodoquiAD (WhezLeo) | BZoMeO (¢ |-IH ze10 O11-0dT1
Eoumv_: 9 ouUBMOS %S Z€0 HO O°H .._._O.os_ O0ENI
-oummN S 1dH-dy ‘deud -9\ m obamojAu um00< (z ezojne) (¢
-1was 1jesborewolyd o -elpolfjeoule-g (AN 9QZELLILLI00L) 4091S (2
: ; nueIOq "MjZ0oJ % e 24 09 1S (1
-owod ez yoAuewAzio oweysAids (| O’H:HOOD®HD
yoelyel m yokuemez : 'HOODH
moplouomey; Azijeue oQq 1309 (1
femozos1o 11} B
-eiBojewolyo femouwn| wuyse=y Aukyaosemy - auepzs fyd
Ile} 10s06Nn4p 0 pAzouiqese-|-g-o-¢ (A/A ‘G 1:G8)
-0y Boowod ez yohu | [61] esselso ewjuosiAg . e (wo 0gxwd 02) 211-0d11
-ewAzno 1foyely Azjjeue A SRBIMS M Aukyoosemy HO®W-IOHO IS
- N efoemiasqQ pAzopjejeb-p-g-o-¢ :
op ouejsAzioAm ‘DL
AN LLI€E)
) eipaw.iaul AuibequinjdoipAy ( .
@_HMM%MM%BOJ%%H [81] | uohuep yeig elesoiq PAZONNIE-O- | Nmmw_u.,u,n%ws 0918 O7L-01IH
 EMONUBID BMOJBIW ijogipunjou nuojbnloipAyojfiow-, a0 o ) :
X Aus! : elesoig pAzoyn|B-O-1 O H-HO%V
-Amnmp ouemosolsez ‘HONg-1

Vol. 3, No 2/2012

Camera Separatoria



259

Techniki i metody chromatografii cieczowej w rozdzielaniu, oznaczaniu oraz izolowaniu...

femoioso|l Azijeue oq

femozos1o 11y "0STH-[0%HzZ suebajo
-ei601eWOIYD [omouwn| *\?vaooxfzw_ eoeydwAp | Kphzo6 fof 1 (1:z:¢)
-0} oowod ez yohu | [12] siroelb eseydwAn Ly NOEHO: ¥4 g8l-dd O11-dd 4"
walom) euAjoolamy
-ewAzno 1foyely Azjjeue ‘grayoind ‘HO®N:O%H
; -zoJ alueysAidg
op oueisAzioyAm ‘D71 eoeydwAn
elpawIdjul wu uoadejuawel ‘eulb
Nmmw m:o&wr:mz G9E =Y O AN 8} elpsuLisi -mnE:_M sc_mmnE.:_a
) g y i p eJesoiq oIDAU DAZONMB ‘DA (AN 1oL vez } )
a z yoepjensyd yoAmol| [gL] [-eims m zeso wAhy BIj0}IpUNOJ 0IpAY PAZOXNID -pAZ O?H:HOBW 48l-dd O711-dd L
-ouejaw M yohuemez -[e1ZpIM B)}aIMS .Sm.mEQ -1|0SS0J ‘nuoulyooyeu ’
MO}I|0gE}dW BzZ|leuy m efoemiasqQ As)0IpAy-{ pAzoyn|6
BLOWO}
-Asusp z 9711 MiuYos} WU 028 eIoyISUBP (vAL/GL00L) | (wwE'o
aluazokjod ouemos | [gz] Auoujyooyeu HO®IN wo Qgxwod 0Z) 971-0dT1 oL
=y D71 Joueys eiqauly
-0}sez mououiyooyeu NA30ov/uesyay-u v§4 09IS

Camera Separatoria

Vol. 3, No 2/2012



260 A. Skrzypczak, M. Jaszczoft, A. Krélicka, M. Kaminski

Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinonéw oraz flawonoidéw
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

w normalnym i odwréconym ukladzie faz oraz w warunkach
chromatografii podzialowej ciecz-ciecz z faza stacjonarna

generowana 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, najczesciej stosowang technikg do rozdzielania, oznaczania
badZz izolowania naftochinonéw oraz flawonoidéw jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC).

W tabeli 2 przedstawiono warunki rozdzielania, oznaczania lub izolo-
wania naftochinonow i flawonoidéw w ekstraktach roslinnych w normalnym
ukiadzie faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (NP-HPLC), odwré-
conym uktadzie faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC)
oraz w warunkach chromatografii podziatowej ciecz-ciecz z fazg stacjonarng
generowang dynamicznie (LLPC).

Najczesciej stosowanym uktadem chromatograficznym do analizy za-
wartosci naftochinonéw i flawonoidéw w ekstraktach roslinnych jest uktad faz
odwréconych (RP-HPLC) w warunkach izokratycznych, albo z zastosowa-
niem elucji gradientowej. Od wielu lat, i najcze$ciej takze obecnie, jako fazy
stacjonarne stosowane sag fazy wigzane z niepolarnymi ugrupowaniami
o osiemnastu atomach wegla (C18) [30-31, 33-34, 36, 38-40], dwunastu ato-
mach wegla (C12) [32] oraz o$miu atomach wegla-(C8) [35]. Srednica ziaren
wypetnienia kolumny, podczas rozdzielania i oznaczania metabolitow, wyno-
si najcze$ciej 5 ym, rzadziej 4 lub 3 ym, a podczas rozdzielania semi-
preparatywnego, majgcego na celu izolacje metabolitéw, najczesciej stoso-
wane jest wypetnieni kolumny o ziarnach 10 um [17].

Jako eluenty wykorzystuje sie¢ mieszaniny wody oraz rozpuszczalnika
organicznego [30-40] tj.: metanolu, acetonitrylu, rzadziej tetrahydrofuranu.
Czesto, dodatek do eluentu stanowi kwas np. mréwkowy, octowy lub triflu-
orooctowy, w celu zmiany pH eluentu, cofnigcia dysocjacji kwasowej, oraz
zwiekszenia w ten sposob hydrofobowosci rozdzielanych i oznaczanych
substancji.

Sktadniki ekstraktow rozdziela si¢ i oznacza przewaznie przy uzyciu
warunkow elucji gradientowej, ze wzgledu na réznorodny skiad ekstraktu ro-
Slinnego, uzyskuje sie w ten sposéb krotszy czas analizy i oszczednos$¢ elu-
entow. Alternatywg jest stosowanie elucji skokowej, albo tzw. rozdzielania
wielowymiarowego.

Najczestszym detektorem w przypadku rozdzielania i oznaczania
sktadnikow ekstraktow roslinnych technikg HPLC jest detektor spektrofoto-
metryczny z matrycg fotodiodowg (UV-VIS/DAD), lub spektrometr masowy
(ESI-MS), rzadziej detektor refraktometryczny (RI) i oczywiscie tylko w wa-
runkach elucji izokratyczne;.
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Druga grupa metod separacyjnych, stosowana czesto dawniej,
a obecnie rzadziej to wysokosprawna chromatografia cieczowa w normal-
nym ukiadzie faz (NP-HPLC). Fazg stacjonarng najczes$ciej wykorzystywang
jest wowczas zel krzemionkowy 60 lub 100 A. W literaturze opisano takze
stosowanie zwigzanych faz stacjonarnych typu: - CN, DIOL (odpowiednio
cyjanopropylowa [26] i dihroksypropylowa [27] faza zwigzana z zelem krze-
mionkowym), oraz mieszaniny n-heksanu, chloroformu, dichlorometanu,
2-propanolu, octanu etylu, dioksanu oraz tetrahydrofuranu, w réznym sto-
sunku objetosciowym jako skiadniki eluentu [17, 24-29].

Chromatografia podziatowa ciecz-ciecz z fazg stacjonarng generowa-
ng dynamicznie (LLPC/NP-W) jest rzadko stosowana w technice wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej. Jednak podczas jednoczesnego rozdzie-
lania naftochinonéw oraz flawonoidéw, réznigcych sie znacznie polarnoscia,
jest ona przydatna, ze wzgledu na zmniejszenie retencji rozdzielanych me-
tabolitow i wzrost retencji polarnych sktadnikéw ekstraktéw oraz ma miejsce
wyrazne zwiekszenie pojemno$ci separacyjnej uktadu, stad mimo wyraznej
asymetrii pikow spowodowanej nieliniowo$cig izoterm sorpcji, tego rodzaju
uktady rozdzielcze majg szczegodlnie korzystne wiasciwosci w skali prepara-
tywnej [41]. Jako fazy stacjonarne w LLPC-HPLC stosuje sie Zel krzemion-
kowy lub zel krzemionkowy modyfikowany grupami dihydroksypropylowymi
(DIOL), a jako fazy ruchome wykorzystuje sie¢ mieszaniny eterow alifatycz-
nych i cyklicznych lub weglowodory alifatyczne i ich chloropochodne jako ni-
sko-polarne sktadniki eleuntu z metanolem, izopropanolem, acetonitrylem,
jako polarne skfadniki eluentu, przy czym eluent posiada wode w ilo$ci zbli-
zonej do nasycenia si¢ nig eluentu [29, 41-42].
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2. Podsumowanie
(Conclusion)

Chromatografia cieczowa, zaréwno cienkowarstwowa jak i kolumno-
wa, znajduje szerokie zastosowanie w rozdzielaniu, oznaczaniu oraz izolacji
metabolitéw wtérnych z grupy naftochinonéw i flawonoidéw w materiale ro-
Slinnym.

Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej metabolity rozdzielane
sg w ukfadzie faz normalnych (NP-TLC) w warunkach adsorpcyjnych, badz
z zastosowaniem chromatografii podziatowej ciecz-ciecz z fazg stacjonarng
generowang dynamicznie (LLPC-TLC), a rzadziej z wykorzystaniem odwré-
conego uktadu faz (RP-TLC). W przypadku rozdzielania i oznaczania nafto-
chinonéw i flawonoidéw za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej gtéwnie stosowany jest odwrocony uktad faz (RP-HPLC), a rzadziej
NP-HPLC w warunkach adsorpcyjnych lub LLPC-HPLC. Jednakze do izolo-
wania metabolitéw roslinnych w skali semi-preparatywnej badz preparatyw-
nej wykorzystywana jest najczesciej kolumnowa chromatografia cieczowa
w normalnym uktadzie faz lub z zastosowaniem chromatografii podziatowej
ciecz-ciecz z fazg stacjonarng generowana dynamicznie (LLPC) Ztozono$¢
matrycy probki materiatu roslinnego oraz rodzaj wykorzystywanego detekto-
ra, decyduje o zastosowaniu elucji izokratycznej badz gradientowe;.

W literaturze istnieje wiele procedur rozdzielania metabolitéw ro$lin-
nych [14-41], jednak dotychczas nie opracowano procedury uniwersalnej,
przydatnej do rozdzielania metabolitow wiekszej grupy ro$lin. Warunki roz-
dzielania zaproponowane w literaturze sg odpowiednie dla ekstraktéw
otrzymanych z konkretnych roslin, poddanych okreslonym warunkom elicy-
tacji i otrzymanych w okreslonych warunkach tugowania. W przypadku po-
jawienia sie w ekstrakcie dodatkowych substancji, bedgacych wynikiem zmia-
ny hodowli czy sposobu ekstrakcji staja sie one nieskuteczne, albo tylko
czesciowo skuteczne.
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