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Summary

Introduction. Many health-promoting compounds have been identified in motherwort, including terpenes, flavonoids, phenolic 
acids, tannins, and others. Pharmacological studies have shown many possible applications in medicine. Extracts are used inter-
nally, primarily for nervous heart conditions and digestive disorders, as well as for bronchial asthma, menopausal symptoms, and 
amenorrhea. They are also used externally for wounds and skin inflammation.
Aim. Studies on the content of phenolic acids and flavonoids in extracts from the herb Leonurus cardiaca L. using various chro-
matographic methods.
Material and methods. The material for the study was crushed Motherwort herb purchased from a herbal store. Paper chromatog-
raphy (PC), thin-layer chromatography (TLC), and ultra-performance liquid chromatography (UPLC) were used for qualitative 
analysis. Fractions obtained from the methanol-water extract were analyzed. The Arnova spectrophotometric method and the UPLC 
method were used for quantitative testing of phenolic acids, while the Christ-Müller spectrophotometric method was used to analyze 
flavonoid content.
Results. Caffeic acid, p-coumaric acid, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, ferulic acid, rosmarinic acid, and chlorogenic acid 
were identified in motherwort herb. The content of phenolic acids, calculated as caffeic acid, determined using the Arnov method, 
was 0.4160% ± 0.0032%. The content of individual phenolic acids determined by the UPLC method varied depending on the 
concentration of methanol used for extraction (20%, 50%, and 100%). The content of caffeic and ferulic acids was highest in 
extracts obtained from extraction with 20% methanol, while the content of chlorogenic and rosmarinic acids was highest in extracts 
obtained from extraction with 50% methanol. In all extracts, chlorogenic acid was the dominant compound in terms of quantity, 
while ferulic, caffeic, and rosmarinic acids were present in significantly smaller amounts. No p-hydroxybenzoic, p-coumaric, or 
vanillic acids were detected. The sum of phenolic acids determined by UPLC accounted for an average of approx. 30% of the sum 
of these compounds was determined by the Arnova method.
Conclusions. Chromatographic analysis revealed the presence of phenolic acids, which had not previously been described in moth-
erwort (with the exception of chlorogenic and rosmarinic acids). The concentration of the solvent used for the extraction of the raw 
material affects the amount of phenolic acids determined in the extracts by UPLC. The studies identified the following flavonoids 
in the raw material: rutoside, hyperoside, isoquercitrin, and vitexin, whose presence in motherwort herb has already been confirmed 
in other studies.
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Streszczenie

Wstęp. W serdeczniku zidentyfikowano wiele prozdrowotnych związków, takich jak: terpeny, flawonoidy, kwasy fenolowe, garbniki 
i wiele innych. Badania farmakologiczne wykazały wiele zastosowań w medycynie, wyciągi wykorzystuje się wewnętrznie, głównie 
w nerwowych schorzeniach serca i zaburzeniach trawienia, a także w astmie oskrzelowej, objawach klimakterium i braku miesiączki 
oraz zewnętrznie w ranach i stanach zapalnych skóry.
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Cel pracy. Badania zawartości kwasów fenolowych i flawonoidów w wyciągach z ziela Leonurus cardiaca L. różnymi metodami 
chromatograficznymi.
Materiał i metody. Materiał do badań stanowiło rozdrobnione ziele serdecznika zakupione w sklepie zielarskim. Do badań jako-
ściowych zastosowano metodę chromatografii bibułowej (PC), cienkowarstwowej (TLC) i ultrasprawnej chromatografii cieczowej 
(UPLC). Analizowano frakcje otrzymane z wyciągu metanolowo-wodnego. Do badań ilościowych kwasów fenolowych wykorzystano 
metodę spektrofotometryczną Arnova i metodę UPLC, natomiast do analizy zawartości flawonoidów metodę spektrofotometryczną 
Christa-Müllera.
Wyniki. W zielu serdecznika zidentyfikowano kwas kawowy, p-kumarowy, p-hydroksybenzoesowy, wanilinowy, ferulowy, rozmarynowy 
i chlorogenowy. Zawartość kwasów fenolowych w przeliczeniu na kwas kawowy oznaczona metodą Arnova wynosiła 0,4160% ± 
0,0032%. Zawartość poszczególnych kwasów fenolowych oznaczonych metodą UPLC była różna w zależności od stężenia metanolu 
użytego do ekstrakcji (20%, 50% i 100%). Zawartość kwasu kawowego i ferulowego była najwyższa w wyciągach uzyskanych z eks-
trakcji 20% metanolem, natomiast kwasu chlorogenowego i rozmarynowego w wyciągach uzyskanych z ekstrakcji 50% metanolem. 
We wszystkich wyciągach kwas chlorogenowy dominował pod względem ilościowym, kwas ferulowy, kawowy i rozmarynowy wystę-
powały w znacznie mniejszych ilościach. Nie wykazano obecności kwasu p-hydroksybenzoesowego, p-kumarowego i wanilinowego. 
Suma kwasów fenolowych oznaczona metodą UPLC stanowiła średnio ok. 30% sumy tych związków oznaczonej metodą Arnova.
Wnioski. Analiza chromatograficzna wykazała obecność kwasów fenolowych, których wcześniej (z wyjątkiem kwasu chlorogenowego 
i rozmarynowego) nie opisywano w zielu serdecznika. Stężenie rozpuszczalnika zastosowanego do ekstrakcji surowca ma wpływ 
na ilość kwasów fenolowych oznaczonych w wyciągach metodą UPLC. Badania pozwoliły zidentyfikować w surowcu flawonoidy: 
rutozyd, hiperozyd, izokwercytrynę i witeksynę, których obecność w zielu serdecznika została już potwierdzona w innych badaniach.

Słowa kluczowe: Leonurus cardiaca L., kwasy fenolowe, flawonoidy

Wstęp

Gatunki z rodzaju Leonurus L. pochodzą prawdo-
podobnie z Syberii, skąd w średniowieczu zostały spro-
wadzone do Europy przez ludy azjatyckie, podczas 
ich wędrówek na zachód (1). Obszar występowania 
obejmuje całą Europę oraz zachodnią, środkową 
i północną Azję. Zostały również introdukowane 
w Ameryce Północnej (2, 3). W Polsce występuje 
gatunek Leonurus cardiaca L., czyli serdecznik pospo-
lity, o synonimicznych nazwach Leonurus campestris 
Andrz. ex Benth. i Cardiaca vulgaris Moench (4). 
Niektórzy autorzy utożsamiają odmianę villosus z ga-
tunkiem Leonurus quinquelobatus Gilib. występującym 
głównie w Rosji (4, 5). Na Syberii spotkać można 
gatunek Leonurus sibiricus L., natomiast w Mongolii, 
Chinach, Japonii i na północy Kazachstanu oraz 
w innych częściach Azji − Leonurus japonicus Houtt. 
(L. artemisia (Lour.) S.Y. Hu, L. heterophyllus Sweet, 
L. sibiricus Anon.). Oba gatunki są ze sobą często 
mylone, a nazwy stosowane zamiennie. Mają one 
podobne działanie i zastosowanie do Leonurus cardia-
ca L. (5-7). Mniej znane gatunki, charakterystyczne 
dla danego regionu, to m.in.: Leonurus tataricus L. 
w Rosji, Leonurus marrubiastrum L. (syn. Chaiturus 
marrubiastrum (L.) Ehrh. ex Rchb.) w krajach po-
łożonych nad Dunajem, Leonurus glaucescens Bge. 
w Ukrainie i Kazachstanie (4, 5).

Serdecznik pospolity występuje w Polsce na całym 
niżu i pogórzu. Naturalnym siedliskiem są przydroża, 
rumowiska, suche pastwiska, a w szczególności stano-
wiska słoneczne i bogate w wapń (8, 9).

Serdecznik pospolity jest byliną o krótkim, pozio-
mym kłączu wytwarzającą wzniesione, rozgałęzione 

łodygi dorastające do 150 cm. Są one sztywne, w środ-
ku puste, czterokanciaste, często czerwono-fioletowo 
nabiegłe. Liście ułożone są na łodydze równomiernie, 
po dwa naprzeciwlegle. Dolne posiadają długie ogonki 
i mają budowę 5- lub 7-krotnie dłoniastosieczną, nato-
miast górne trójsieczną. Kwiaty dwuwargowe, siedzą-
ce, zebrane są w nibyokółki w kątach liści, na pędach 
głównych i bocznych. Ząbki kielichów (podkwiatki) 
są kłujące, trójkątne, skrzydlaste. Korona kwiatowa 
jest barwy biało-różowej, długości do 12 mm, z górną 
wargą silnie owłosioną. Owocem są jednonasien-
ne rozłupki powstałe przez rozpad czterorozłupni. 
Na wszystkich częściach rośliny występują włoski 
okrywające, które nadają jej srebrzystą barwę. Kwitnie 
od czerwca do września (8-10).

W Leonurus cardiaca zidentyfikowano dotychczas: 
alkaloidy pirolidynowe (leonukardynę (11), stachy-
drynę (12), diastereoizomery 4-hydroksystachydryny: 
betonicynę i turycynę (4), pochodne guanidyny − le-
onurynę (13), aminę czwartorzędową – cholinę  (4), 
irydoidy (ze świeżego ziela serdecznika wyizolowa-
no glukozyd C15-irydoidu (= ajugol = 4-dezoksy-
harpagid) (14), ajugozyd; galidrozyd i reptozyd  (3), 
diterpeny (typu klerodanu (15), typu labdanu – le-
okardynę; typu prefuranolabdanu (16-18), typu pre-
furanolabdanu – leosibirycyna (19), triterpeny (kwas 
ursolowy, kwas oleanolowy (5,20,21), kwasy fenolo-
we (kwas chlorogenowy, rozmarynowy (4), glikozy-
dy fenylopropanoidowe (lawandulifoliozyd i akte-
ozyd) (22), flawonoidy (4-rutynozyd kwasu kawowego 
(reszta cukrowa złożona z ramnozy i glukozy) (23), 
O-glikozydy kwercetyny (rutozyd, hiperozyd, kwercy-
tryna, izokwercytryna i 7-O-D-glukozyd kwercetyny, 
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kemferolu (astragalina) i apigeniny (7-O-D-glukozyd, 
5-O-D-glukozyd i 4’-O-D-glukozyd), flawony (gen-
kwanina (5,4’-dihydroksy-7-metoksyflawon), luteolina 
(5,7,3’,4’-tetrahydroksyflawon) i pochodna apigeni-
ny − kwinkwelozyd (4’-p-kumaroilo-7-glukozyloapi-
genina), C-glikozydy flawonoidowe  (witeksynę i izo-
witeksynę) (24-26), garbniki (5), olejek eteryczny (ger-
makren D, β-kariofilen, α-kariofilen = α-humulen, 
α-pinen) (27); seskwiterpeny (epicedrol, α-humulen, 
germakren D i spatulenol) oraz monoterpen: dehy-
dro-1,8-cyneol (28), sterole (β-sitosterol i stigmaste-
rol, stanowiły ponad 80% wszystkich związków z tej 
grupy) (29), glikozydy bufanolidowe (30, 31).

Ziele serdecznika, jak sugeruje nazwa gatunkowa 
rośliny – cardiaca, stosuje się tradycyjnie w choro-
bach serca. Najczęściej pojawiającym się w literaturze 
wskazaniem są problemy kardiologiczne o podłożu 
nerwowym oraz pomocniczo w nadczynności tarczy-
cy (32). To zalecenie wynika z łagodzenia przez ziele 
serdecznika objawów towarzyszących hipertyreozie 
(takich jak palpitacje serca i tachykardia) (6). Uważa 
się, że surowiec działa hipotensyjnie i wzmacniająco 
na serce, powoduje wzrost przepływu wieńcowego 
krwi oraz jest skutecznym środkiem uspokajającym 
w nerwowych i funkcjonalnych zaburzeniach pracy 
serca (3, 33-36). Działanie sedatywne przyrównywane 
jest do efektu wywołanego podaniem przetworów 
z korzenia kozłka lekarskiego (Valeriana officinalis L.) 
(33, 37). Surowiec stosuje się też tradycyjnie w scho-
rzeniach ginekologicznych na tle nerwowym, szcze-
gólnie w łagodzeniu objawów związanych z okresem 
przekwitania, bolesnym miesiączkowaniem oraz jako 
środek pobudzający menstruację (emmenagogum) 
(32, 38). Działanie spazmolityczne na mięśnie gładkie 
przewodu pokarmowego pozwala na jego wykorzy-
stanie w atonii jelit i związanych z tym zaburzeniach 
trawienia, wzdęciach, bólach brzucha i zaparciach 
nawykowych. Z drugiej strony ze względu na za-
wartość garbników działających ściągająco na błonę 
śluzową, ziele serdecznika stosowane jest w łagodnych 
biegunkach. Do użytku zewnętrznego na rany, otarcia 
naskórka, blizny i oparzenia zaleca się odwar z su-
rowca w postaci okładów i obmywań z uwagi na słabe 
działanie przeciwbakteryjne i przyspieszające gojenie. 
W lecznictwie ludowym ziele serdecznika traktowane 
jest także jako lek moczopędny, hipoglikemizują-
cy oraz przeciwpadaczkowy. Świeży sok wyciśnięty 
z młodych kwitnących wierzchołków pędowych ma być 
skuteczniejszy od naparu i nalewki (1, 9, 39).

Wyniki badań in vitro i in vivo na zwierzętach wy-
kazały działanie: antyoksydacyjne (26, 40-43), prze-
ciwdrobnoustrojowe (44-47), przeciwbólowe (48, 49), 
przeciwzapalne (21), na układ sercowo-naczyniowy 

(22, 37, 50, 51), hipotensyjne (52), neuroprotekcyj-
ne  (53), sedatywne (22, 37, 52, 54) i uterotoniczne 
(stymulujące na macicę) (31, 55-57).

Cel pracy
Celem pracy było przeprowadzenie badań wyciągów 

i frakcji z ziela serdecznika pospolitego pod kątem 
obecności kwasów fenolowych oraz potwierdzenie 
obecności flawonoidów w zielu serdecznika.

Materiał i metody
Materiał badawczy

Materiał do badań stanowiło ziele serdecznika 
(Producent: Zakład Zielarski KAWON-HURT 
Nowak sp.j., Gostyń).

Metoda sporządzenia 50% metanolowego wyciągu 
z ziela serdecznika oraz frakcjonowanie wyciągu do 
jakościowej analizy chromatograficznej

100 g rozdrobnionego w młynku ziela serdecznika 
ekstrahowano czterokrotnie po 2 h na wrzącej łaźni 
wodnej, pod chłodnicą zwrotną 50% metanolem. 
Porcje wyciągu przesączono przez watę, połączono, 
a następnie odparowano do sucha. W celu pozby-
cia się balastów pozostałość po odparowaniu zalano 
wrzącą wodą (ok. 100 ml) i pozostawiono na 24 h. 
Ponownie przesączono przez watę. Tak uzyskany 
wyciąg przeniesiono do rozdzielacza i wytrząsano 
kolejno (15-krotnie po 10 ml) rozpuszczalnikami: 
chloroformem, eterem dietylowym, octanem etylu. 
Połączone poszczególne frakcje odparowano do su-
cha na wyparce próżniowej (rozpuszczalnik z frakcji 
eterowej odparowano pod normalnym ciśnieniem), 
rozpuszczono w 25 ml metanolu, uzyskując frak-
cje: CH – chloroformową, ED − eteru dietylowego, 
OE – octanu etylu. Pozostałość wodną odparowano 
do sucha i rozpuszczono w metanolu, stałą pozostałość 
rozpuszczono w wodzie, uzyskując frakcje: M – me-
tanolową (z suchej pozostałości wodnej), W – wodną 
(z suchej pozostałości wodnej, która nie rozpuściła 
się w metanolu).

Do analizy jakościowej flawonoidów metodą PC 
wykorzystano frakcje OE, M i W, natomiast do analizy 
jakościowej kwasów fenolowych metodą TLC i UPLC, 
frakcje ED i OE. 

Przygotowanie wyciągu do badania zawartości 
kwasów fenolowych metodą Arnova

Wyciąg przygotowano zgodnie z przepisem zawar-
tym w monografii Taraxaci radix dla badania zawarto-
ści kwasów fenolowych w FP VI, 2002 (58). Odważono 
1,00 g sproszkowanego surowca, przeniesiono 
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do kolbki stożkowej na 100 ml, odmierzono 25 ml 
wody i wytrząsano przez 30 minut. Surowiec eks-
trahowano kolejną porcją rozpuszczalnika (25 ml), 
a połączone wyciągi przesączono przez sączek bibuło-
wy do kolbki miarowej na 50 ml i uzupełniono wodą 
do kreski. Ekstrakcję przeprowadzono trzykrotnie, 
uzyskując ekstrakt I, II i III.

Przygotowanie wyciągów do ilościowej analizy 
kwasów fenolowych metodą UPLC

Wyciągi do ilościowej analizy zawartości kwasów 
fenolowych przygotowano ze sproszkowanego zie-
la serdecznika. Naważka surowca wynosiła 4,00 g. 
Ekstrakcje przeprowadzono na wrzącej łaźni wod-
nej pod chłodnicą zwrotną. Zastosowano 3 warianty 
ekstrakcji z użyciem 20%, 50% lub 100% metanolu. 
Trzystopniowa ekstrakcja, dla każdego z wariantów, 
trwała kolejno 30, 15 i 15 minut przy użyciu odpo-
wiednio 60, 20 i 20 ml ekstrahenta. Poszczególne 
porcje wyciągu (z ekstrakcji 20% i 50% metanolem) 
przesączono przez watę, połączono i odparowano 
metanol. Pozostałość wodną zakwaszono 1 ml 0,5% 
metanolowego roztworu kwasu mrówkowego, dodano 
15 ml metanolu i przeniesiono ilościowo do kolbki 
miarowej o pojemności 100 ml. Uzupełniono wodą 
destylowaną do kreski. Przesączone i połączone porcje 
wyciągu z ekstrakcji 100% metanolem odparowano 
do sucha, rozpuszczono w 15% metanolu, zakwaszo-
no j.w. i przeniesiono ilościowo do kolbki miarowej 
na 100 ml. Uzupełniono 15% metanolem do kreski. 
Dla każdego stężenia rozpuszczalnika wykonano po 3 
ekstrakcje.

Metody badawcze

Chromatografię bibułową (PC) zastosowano w celu 
wstępnej oceny frakcji wyciągów oraz do identyfikacji 
flawonoidów. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 
i ultrasprawna chromatografia cieczowa (UPLC) po-
służyły do identyfikacji kwasów fenolowych.

Chromatografia bibułowa (PC)

Faza stała: bibuła chromatograficzna firmy 
Whatman (1 CHR, 46 x 57 cm).

Na bibułę nanoszono pasmowo frakcje (15 mm) 
oraz punktowo wzorce (5 mm). Następnie bibułę 
rozwijano techniką wstępującą w układzie T2 (lodo-
waty kwas octowy – woda (15:85)). Po wysuszeniu 
w temperaturze pokojowej chromatogramy anali-
zowano w świetle lampy UV365nm przed wywołaniem 
i po wywołaniu odczynnikiem NA.

Odczynnik wywołujący NA – Naturstoff Reagent 
A (0,1% metanolowy roztwór kwasu difenyloborowe-
go i etanoloaminy).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Faza stała: płytki aluminiowe pokryte celulozą o gru-
bości warstwy 0,1 mm i wymiarach 20 x 20 cm (DC – 
Alufolien Cellulose firmy Merck Art. 1.05552.0001, 
R18-21-1).

Na płytki nanoszono punktowo frakcje lub roztwory 
wzorców w postaci plam o średnicy 5 mm. Następnie 
płytki rozwijano metodą dwukierunkową (2D-TLC) 
w układach:
•	 T1: toluen – lodowaty kwas octowy – woda (6:7:1) 

I kierunek,
•	 T2: lodowaty kwas octowy – woda (15:85) II kie-

runek.
Rozwinięte chromatogramy suszono w tempe-

raturze pokojowej i analizowano w świetle lampy 
UV365nm. Po spryskaniu odczynnikiem wywołującym 
płytki analizowano w świetle dziennym. Odczynnikiem 
wywołującym była mieszanina zdwuazowanego kwasu 
sulfanilowego i 20% węglanu sodu (1:1) przygotowana 
ex tempore.

Oznaczenie zawartości kwasów fenolowych metodą 
Arnova

Do ilościowego oznaczenie kwasów fenolowych 
w zielu serdecznika zastosowano metodę koloryme-
tryczną Arnova (58). Polega ona na pomiarze absor-
bancji roztworu badanego po dodaniu odczynników: 
kwasu solnego, odczynnika Arnova i wodorotlenku 
sodu. Wartość absorbancji i intensywność zabarwie-
nia badanej próby są proporcjonalne do zawartości 
kwasów fenolowych. Pomiaru dokonano przy długości 
fali λ = 490 nm, w kuwetach kwarcowych o grubo-
ści 10 mm, przy użyciu spektrofotometru UV/VIS 
Lambda 35.

W badaniu wykorzystano roztwory odczynników: 
kwas solny 18 g/l; wodorotlenek sodu 40 g/l; odczynnik 
Arnova przygotowany ex tempore; roztwór podstawo-
wy kwasu kawowego 0,2 mg/ml.

Oznaczanie zawartości flawonoidów metodą 
Christa-Müllera

Do ilościowego oznaczenia flawonoidów w zie-
lu serdecznika zastosowano metodę kolorymetrycz-
ną opisaną w monografii Leonuri cardiacae herba 
w FP VIII, 2008 (59). Polega ona na hydrolizie kwa-
sowej flawonoidów do aglikonów, które dobrze roz-
puszczają się w octanie etylu. Pomiaru absorbancji 
badanego roztworu dokonuje się po dodaniu odczyn-
nika kompleksującego – chlorku glinu, w środowisku 
kwaśnym. Wartość absorbancji i intensywność zabar-
wienia badanej próby są proporcjonalne do zawartości 
flawonoidów (60). Pomiaru dokonano przy długości 
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fali λ = 425 nm w kuwetach kwarcowych o grubo-
ści 10 mm przy użyciu spektrofotometru UV/VIS 
Lambda 35.

10,0 ml roztworu podstawowego (1,00 g sprosz-
kowanego ziela serdecznika) przeniesiono do kolb-
ki okrągłodennej, dodano 1 ml roztworu urotropi-
ny, 20  ml acetonu i 2 ml kwasu solnego (250 g/l). 
Ekstrakcję prowadzono na wrzącej łaźni wodnej pod 
chłodnicą zwrotną przez 30 minut. Wyciąg przesą-
czono przez zwitek waty do cylindra miarowego. 
Zwitek waty wrzucono do pozostałości w kolbie okrą-
głodennej. Ekstrakcję surowca prowadzono jeszcze 
dwukrotnie porcjami acetonu po 20 ml przez 10 mi-
nut. Połączone ekstrakty przesączono przez sączek 
bibułowy do kolbki miarowej o pojemności 100 ml 
i uzupełniono acetonem do kreski. Do rozdzielacza 
przeniesiono 20,0  ml ekstraktu, 20 ml wody i wy-
trząsano z 15 ml octanu etylu. Warstwę octanu etylu 
zebrano, a wytrząsanie powtórzono trzykrotnie porcja-
mi octanu etylu po 10 ml. Połączone wyciągi octanu 
etylu w rozdzielaczu, przemyto dwukrotnie 50 ml 
wody. Wyciąg przesączono przez 10 g bezwodnego 
siarczanu sodu umieszczonego na sączku bibułowym 
do kolbki miarowej o pojemności 50 ml i uzupełniono 
octanem etylu do kreski. 10 ml otrzymanego roztworu 
przeniesiono do kolbki miarowej o pojemności 25 ml, 
dodano 1 ml odczynnika chlorku glinu, uzupełniono 
do kreski 5% lodowatym kwasem octowym w meta-
nolu i dokładnie wymieszano. Absorbancję roztworu 
badanego mierzono po 30 minutach wobec próby 
odniesienia (przygotowana jak roztwór badany z po-
minięciem odczynnika chlorku glinu), przy długości 
fali λ = 425 nm.

Procentową zawartość flawonoidów w surowcu [X] 
w przeliczeniu na hiperozyd, obliczono według wzoru:

X [%] = A·1,25/m

gdzie:
m – masa naważki (1,00 g)
A – absorbancja.

Ultrasprawna chromatografia cieczowa (UPLC)

Do analizy chromatograficznej wykorzystano chro-
matograf cieczowy Acquity UPLC firmy Waters zaopa-
trzony w detektor fotodiodowy (ang. photodiode array 
detector − PDA). Rozdział prowadzono na kolumnie 
Acquity UPLC HSS T3 1,8 μm (2,1 x 150 mm) w tem-
peraturze 20°C. Zastosowano prekolumnę Acquity 
UPLC BEH C18 1,7 μm (2,1  x  5 mm). Szybkość 
przepływu fazy ruchomej wynosiła 0,32 ml/min przy 
ciśnieniu 10000 psi, a elucja miała charakter gradien-
towy. Zastosowano dwie fazy ruchome: A – wodną 

z 5% dodatkiem acetonitrylu, doprowadzoną do pH = 
3 za pomocą stężonego kwasu mrówkowego i B – ace-
tonitryl z dodatkiem stężonego kwasu mrówkowego 
(pH = 3), których udział procentowy podczas analizy 
zmieniał się, jak podano w tabeli 1.

Czas analizy wynosił 10 minut. Chromatogramy 
rejestrowano i analizowano w zakresie długości fali od 
220 do 380 nm, których wybór zależał od maksimum 
absorbancji dla poszczególnych kwasów fenolowych 
(tab. 2). Uzyskane dane analizowano przy użyciu 
oprogramowania Empower 2.

Identyfikację kwasów fenolowych metodą UPLC 
przeprowadzono dla frakcji ED i OE w celu weryfika-
cji wcześniejszych badań jakościowych metodą TLC.

Przygotowanie frakcji do analizy

Do dwóch kolbek okrągłodennych pobrano 10 ml 
frakcji ED i OE, odparowano do sucha, a pozostałość 
w kolbkach rozpuszczono w 15% metanolu i zakwa-
szono 0,1 ml 0,5% metanolowego roztworu kwa-
su mrówkowego. Roztwory przeniesiono do kolbek 
miarowych o pojemności 10 ml i uzupełniono 15% 
metanolem do kreski. Uzyskane roztwory po prze-
filtrowaniu przez filtr 0,45 μm (GHP Acrodisc 13) 
nastrzykiwano na kolumnę chromatograficzną w ob-
jętości 2 μl. Równolegle przeprowadzono rozdział 
chromatograficzny mieszaniny wzorcowych kwasów 
fenolowych. Wyboru wzorców dokonano na podstawie 
analizy metodą 2D-TLC. Dodatkowo zastosowano 
wzorzec kwasu rozmarynowego − związku charakte-
rystycznego dla roślin z rodziny Lamiaceae, do której 
należy również serdecznik pospolity (4).

Tab. 1. Fazy ruchome do chromatografii UPLC

Czas analizy [min] A
[%]

B
[%]

0-4 95 5

4-7 85 15

7-9 75 25

9-10 70 30

10 97 3

Tab. 2. Długości fali zastosowane podczas analizy UPLC

Czas analizy
[min]

Długość fali
[nm]

0-3,7 324,7

3,7-4,8 255,2

4,8-5,8 273,0

5,8-7,2 309,0

7,2-8,2 323,0

8,2-10,0 328,4
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Oznaczanie zawartości poszczególnych kwasów 
fenolowych w zielu serdecznika metodą UPLC

Wyciągi do ilościowej analizy pod względem zawar-
tości kwasów fenolowych przygotowano ze sproszko-
wanego ziela serdecznika. Naważka surowca wyno-
siła 4,00 g. Ekstrakcje przeprowadzono na wrzącej 
łaźni wodnej, pod chłodnicą zwrotną. Zastosowano 
3 warianty ekstrakcji z użyciem 20%, 50% lub 100% 
metanolu. Trzystopniowa ekstrakcja dla każdego z wa-
riantów trwała kolejno 30, 15 i 15 minut przy użyciu 
odpowiednio 60, 20 i 20 ml ekstrahenta. Poszczególne 
porcje wyciągu (z ekstrakcji 20% i 50% metanolem) 
przesączono przez watę, połączono i odparowano 
metanol. Pozostałość wodną zakwaszono 1 ml 0,5% 
metanolowego roztworu kwasu mrówkowego, dodano 
15 ml metanolu i przeniesiono ilościowo do kolbki 
miarowej o pojemności 100 ml. Uzupełniono wodą 
destylowaną do kreski. Przesączone i połączone porcje 
wyciągu z ekstrakcji 100% metanolem odparowano 
do sucha, rozpuszczono w 15% metanolu, zakwaszo-
no j.w. i przeniesiono ilościowo do kolbki miarowej 
na 100 ml. Uzupełniono 15% metanolem do kre-
ski. Dla każdego stężenia rozpuszczalnika wykonano 
po 3 ekstrakcje. Uzyskane wyciągi po przefiltrowaniu 
przez filtr 0,45 μm (GHP Acrodisc 13) nastrzykiwano 
na kolumnę chromatograficzną w objętości 2 μl. 

Wyniki i dyskusja
Identyfikacja flawonoidów z zastosowaniem 
chromatografii bibułowej (PC)

W celu potwierdzenia obecności związków flawo-
noidowych we frakcjach octanu etylu (OE), metanolo-
wej (M) i wodnej (W) wyciągu z ziela serdecznika zasto-
sowano chromatografię bibułową (arkusz o wymiarach 
19,3 x 46 cm) techniką wstępującą. Odpowiednie frak-
cje nanoszono pasmowo (1,5 cm) na bibułę, a następ-
nie rozwijano w układzie T2. Wzorce 4 flawonoidów: 
rutozydu (W1), izokwercytryny (W2), hiperozydu (W3) 
i witeksyny (W4) naniesiono punktowo (0,5 cm) na ten 
sam arkusz bibuły. Po wysuszeniu w temperaturze 
pokojowej chromatogramy analizowano w świetle 

lampy UV365nm przed wywołaniem i po wywołaniu od-
czynnikiem NA. Przed wywołaniem chromatogramu 
badanych frakcji stwierdzono obecność plam o bru-
natnej fluorescencji pochodzących od flawonoidów, 
które po wywołaniu fluoryzowały na pomarańczowo 
(witeksyna – żółtopomarańczowo). We frakcji OE ob-
serwowano 5 plam o takiej fluorescencji, spośród któ-
rych wstępnie (porównanie z wartościami Rf wzorców) 
zidentyfikowano rutozyd, hiperozyd, izokwercytrynę 
i witeksynę. We frakcjach M i W potwierdzono jedynie 
obecność rutozydu. Wyniki analizy przedstawiono 
na rycinie 1 i w tabeli 3.

Analiza metodą TLC

W celu potwierdzenia obecności kwasów fenolo-
wych w badanych frakcjach zastosowano chromato-
grafię cienkowarstwową dwukierunkową (2D-TLC). 
Po wstępnych badaniach metodą PC do analizy 

Ryc. 1. Kochromatografia frakcji octanu etylu (OE), metano-
lowej (M) i wodnej (W) z roztworami wzorcowymi flawono-
idów: rutozydu (W1), izokwercytryny (W2), hiperozydu (W3) 
i witeksyny (W4); numeracja plam według tabeli 3

Tab. 3. Obecność flawonoidów we frakcjach OE, M i W

Nr plamy na 
chromatogramie Flawonoidy

Rf
roztworów 

wzorcowych

Fluorescencja Analizowane frakcje

UV365nm NA/UV365nm OE W M

1 rutozyd 0,66 bru pom + + +

2 izokwercytryna 0,53 bru pom + - -

3 hyperozyd 0,48 bru pom + - -

4 witeksyna 0,37 bru ż-pom + - -

zabarwienie plam: bru – brunatna, pom – pomarańczowa, ż − żółta
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wykorzystano frakcje wyciągu: eterową (ED) i octa-
nu etylu (OE). Na płytki aluminiowe pokryte celulozą 
o wymiarach 10 x 10 cm nanoszono punktowo frakcje 
i rozwijano techniką wstępującą, dwukierunkową (fazy 
ruchome T1 i T2). Wyniki analizy przedstawiono 
w tabeli 4 oraz na rycinach 2a, b i 3a, b.

We wszystkich analizowanych frakcjach stwierdzono 
obecność izomerów cis- i trans-kwasu chlorogenowego 

i kawowego. Ponadto frakcje zawierały nieznany zwią-
zek x o niebieskiej fluorescencji (UV365nm) i szarym 
zabarwieniu (DKS/WS VIS). W frakcji eterowej zi-
dentyfikowano dodatkowo izomery cis- i trans- kwasu 
p-kumarowego oraz kwas wanilinowy i p-hydroksy-
benzoesowy (ryc. 3a, b).

Identyfikacji kwasów fenolowych dokonano na pod-
stawie czasów retencji oraz widm UV poszczegól-
nych związków, które porównywano z wzorcami. 
Widma oraz chromatogramy obu frakcji przedsta-
wiono na rycinach 4-7. Porównanie czasów retencji 
zidentyfikowanych i wzorcowych kwasów fenolowych 
przedstawiono w tabeli 5. We frakcji OE potwier-
dzono obecność kwasu chlorogenowego i kawowe-
go zidentyfikowanych wcześniej metodą 2D-TLC. 
Dodatkowo obserwowano piki kwasu ferulowego, 
rozmarynowego i p-hydroksybenzoesowego, których 
plamy nie uwidoczniły się na płytkach. We frakcji 
ED zidentyfikowano 6 spośród 7 kwasów, których 
wzorce zastosowano. Analiza przeprowadzona metodą 
UPLC nie potwierdziła obecności kwasu kawowego 
w badanej próbce. Pomimo zbliżonych wartości czasu 
retencji widmo związku występującego we frakcji ED 
nie w pełni zgadza się z widmem wzorca.

Oznaczenie zawartości kwasów fenolowych

Do 10 probówek miarowych o pojemności 10 ml 
odmierzono po 5 ml wody i po 1 ml uzyskanego wy-
ciągu. Po wymieszaniu do każdej probówki dodano 
kolejno: 1 ml kwasu solnego 18 g/l; 1 ml odczynnika 
Arnova; 1 ml roztworu wodorotlenku sodu 40 g/l.

Tab. 4. Obecność kwasów fenolowych we frakcjach ED, OE

Kwas fenolowy
Rf roztworów wzorcowych Fluorescencja/Zabarwienie Analizowane frakcje

T1 T2 UV365nm
DKS/WS

VIS OE ED

kawowy trans (1) 0,04 0,45 j-n sz-bru + +

kawowy cis (2) 0,12 0,67 N sz + +

chlorogenowy trans (3) 0,01 0,68 N z-ż + +

chlorogenowy cis (4) 0,01 0,80 N z-ż + +

p-kumarowy trans (5) 0,57 0,49 Ś cz - +

p-kumarowy cis (6) 0,59 0,76 Ś cz - +

p-OH-benzoesowy (7) 0,51 0,69 Ś ż - +

wanilinowy (8) 0,88 0,62 Ś pom - +

ferulowy trans (9) 0,90 0,40 c-n f - +

ferulowy cis (10) 0,88 0,70 c-n f - +

X 0,06 0,35 N sz + +

x – nieznany związek stwierdzony we wzorcu kwasu kawowego
DKS/WS VIS − analiza w świetle widzialnym po wywołaniu odczynnikiem wywołującym przygotowanym ex tempore 
(w 10 ml roztworu kwasu sulfanilowego rozpuszczono 0,1 g azotynu sodu i wymieszano z 10 ml 20% węglanu sodu)
występowanie kwasów: + stwierdzono, − nie stwierdzono
zabarwienie plam: c – ciemny, bru – brunatny, cz – czerwony, f – fioletowy, j – jasny, n – niebieski, pom – pomarańczowy, 
sz – szary, ś – śliwkowy, z – zielony, ż – żółty

Ryc. 2a, b. Chromatogramy 2D-TLC frakcji OE (numeracja 
według tabeli 4)

Ryc. 3a, b. Chromatogramy 2D-TLC frakcji ED (numeracja 
według tabeli 4)
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Probówki uzupełniono wodą do kreski, dokładnie 
wymieszano i natychmiast zmierzono absorbancję 
wobec próby odniesienia (mieszanina odczynników 
bez wyciągu). Wynik jest średnią ze 30 wyników 
(po 10  pomiarów dla 3 wyciągów). Zawartość pro-
centowa kwasów fenolowych w przeliczeniu na kwas 
kawowy w surowcu wynosiła 0,4160 ± 0,0032%.

Ilościowe oznaczenie kwasów fenolowych metodą UPLC

We wszystkich wyciągach rozpoznano (na podsta-
wie czasów retencji i widm przedstawiających mak-
simum absorbancji) 3 spośród 7 wzorcowych kwa-
sów fenolowych: chlorogenowy, kawowy i ferulowy. 
Ponadto w wyciągach uzyskanych przez ekstrakcję 

Ryc. 4. Widma zidentyfikowanych kwasów fenolowych we frakcji ED

Ryc. 5. Chromatogram frakcji ED

Ryc. 6. Widma zidentyfikowanych kwasów fenolowych we frakcji OE

Ryc. 7. Chromatogram frakcji OE
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50% i 100% metanolem zidentyfikowano kwas roz-
marynowy. Przykładowe widma i chromatogramy 
obrazują ryciny 8-13.

Zawartość procentową kwasów fenolowych w su-
rowcu w zależności od stężenia rozpuszczalnika uży-
tego do ekstrakcji podstawiono w tabeli 6.

Zawartość flawonoidów w zielu serdecznika

Procentowa zawartość flawonoidów w zielu ser-
decznika wyniosła 0,4143% ± 0,0076% w przeliczeniu 
na hiperozyd.

Po wstępnych badaniach metodą chromatografii 
bibułowej (PC) do analizy na obecność kwasów feno-
lowych wykorzystano frakcje eteru dietylowego (ED) 
i octanu etylu (OE) z 50% wyciągu metanolowo-wod-
nego. Podczas tych wstępnych badań we frakcjach OE, 
metanolowej (M) i wodnej (W), zaobserwowano rów-
nież plamy o brunatnej fluorescencji w świetle lampy 
UV365nm, co sugerowało obecność flawonoidów.

Do identyfikacji kwasów fenolowych posłużyła 
dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa 
(2D-TLC). Wartości Rf oraz fluorescencję (UV365nm) 
i zabarwienie (VIS) plam przed wywołaniem i po wy-
wołaniu (odpowiednio) odczynnikiem DKS/WS po-
równywano z roztworami wzorcowymi kwasów fenolo-
wych. Na tej podstawie we frakcji OE zidentyfikowano 

Tab. 5. Porównanie czasów retencji zidentyfikowanych 
i wzorcowych kwasów fenolowych

Kwas fenolowy Czas retencji

Wzorce ED OE

chlorogenowy 3,686 3,682 3,678

p-hydroksybenzoesowy 4,633 4,637 4,642

wanilinowy 5,298 5,295 -

kawowy 5,370 5,369 5,375

p-kumarowy 7,009 7,010 -

ferulowy 7,527 7,534 7,530

rozmarynowy 8,313 8,311 8,307

Ryc. 8. Widma zidentyfikowanych kwasów fenolowych dla ekstrakcji 20% metanolem

Ryc. 9. Chromatogram dla ekstrakcji 20% metanolem

Ryc. 10. Widma zidentyfikowanych kwasów fenolowych dla ekstrakcji 50% metanolem
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izomery cis- i trans- kwasu kawowego i chlorogenowego, 
natomiast we frakcji eteru dietylowego (ED) oprócz ww. 
kwasów stwierdzono obecność izomerów cis- i trans- 
kwasu p-kumarowego, kwas wanilinowy i p-hydroksy-
benzoesowy. Ponadto we frakcji ED zidentyfikowano 

izomery cis- i trans- kwasu ferulowego. Ujawnienie się 
tego związku może wynikać z zastosowanego do ekstrak-
cji surowca rozpuszczalnika, którym był 50% metanol.

Prawdopodobnie istotną rolę odgrywa procen-
towy udział wody w rozpuszczalniku zastosowanym 

Tab. 6. Zawartość procentowa kwasów fenolowych w surowcu w zależności od stężenia rozpuszczalnika użytego do eks-
trakcji

Kwas fenolowy
X [%]

20% metanol 50% metanol 100% metanol

X1 X2 X3 X1 X2 X3 X1 X2 X3

chlorogenowy
0,0916 0,0905 0,0854 0,1170 0,1118 0,1113 0,0972 0,1017 0,1018

0,0892 ± 0,0033 0,1134 ± 0,0032 0,1002 ± 0,0026

kawowy
0,0079 0,0079 0,0075 0,0064 0,0063 0,0062 0,0047 0,0054 0,0055

0,0078 ± 0,0002 0,0063 ± 0,0001 0,0052 ± 0,0004

ferulowy
0,0261 0,0238 0,0246 0,0167 0,0155 0,0157 0,0106 0,0118 0,0110

0,1002 ± 0,0012 0,0160 ± 0,0006 0,0111 ± 0,0006

rozmarynowy
- - - 0,0026 0,0023 0,0022 0,0021 0,0022 0,0022

- 0,0024 ± 0,0002 0,0022 ± 0,0001

Σ 0,1256 0,1222 0,1175 0,1427 0,1359 0,01354 0,1146 0,1211 0,1205

Ryc. 11. Chromatogram wyciągu dla ekstrakcji 50% metanolem

Ryc. 12. Widma zidentyfikowanych kwasów fenolowych dla ekstrakcji 100% metanolem

Ryc. 13. Chromatogram wyciągu dla ekstrakcji 100% metanolem
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do ekstrakcji. Ponadto we wszystkich frakcjach za-
obserwowano plamę x o niebieskiej fluorescencji 
oraz szarym zabarwieniu po wywołaniu DKS/WS. 
Natomiast tylko we frakcji ED stwierdzono obecność 
plam (y i z) o niebieskiej fluorescencji, niewybarwia-
jących się po spryskaniu DKS/WS.

Do analizy związków flawonoidowych we frakcjach 
OE, M i W zastosowano metodę chromatografii bibu-
łowej (PC). Na podstawie wartości Rf oraz fluorescen-
cji (UV365nm) przed wywołaniem i po wywołaniu od-
czynnikiem NA porównywano ze wzorcami. Wstępnie 
we frakcji OE zidentyfikowano: rutozyd, hiperozyd, 
izokwercytrynę i witeksynę, natomiast we frakcjach 
M i W rutozyd. Jak wynika z danych literaturowych, 
obecność tych flawonoidów w zielu serdecznika po-
spolitego została już potwierdzona.

W następnym etapie badań jakościowych dotyczących 
identyfikacji kwasów fenolowych zastosowano meto-
dę ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC). 
Do analizy wybrano frakcje ED i OE, dla których po-
równywano wartości czasu retencji oraz widma związ-
ków ze wzorcami. We frakcji OE zidentyfikowano kwas 
chlorogenowy, kawowy, p-hydroksybenzoesowy, feru-
lowy i rozmarynowy, spośród których dwa pierwsze 
wykryto wcześniej metodą 2D-TLC. We frakcji ED 
stwierdzono obecność kwasu chlorogenowego, p-hy-
droksybenzoesowego, ferulowego, rozmarynowego, 
wanilinowego i p-kumarowego. Problematyczna okazała 
się identyfikacja kwasu kawowego. Mimo iż na chroma-
togramie frakcji występował pik, którego czas retencji 
zgadzał się ze wzorcem kwasu kawowego, to jednak 
widmo tego związku nie odpowiadało widmu wzorca.

W wyniku przeprowadzonych badań jakościowych 
można wysunąć wniosek, że w zielu serdecznika po-
spolitego występują kwasy fenolowe, spośród których 
zidentyfikowano kwas chlorogenowy, kawowy, p-hy-
droksybenzoesowy, p-kumarowy, wanilinowy, ferulo-
wy i rozmarynowy. Na podstawie przeglądu dostępne-
go piśmiennictwa stwierdzono, że wyżej wymienione 
kwasy fenolowe (z wyjątkiem kwasu chlorogenowego 
i rozmarynowego) zostały oznaczone po raz pierwszy 
w badanym gatunku serdecznika.

Kolejnym etapem badań była analiza ilościowa 
kwasów fenolowych w zielu serdecznika. Do ozna-
czenia sumy kwasów fenolowych zastosowano metodę 
spektrofotometryczną Arnova opisaną w Farmakopei 
Polskiej VI. Zawartość kwasów fenolowych w wyciągu 
wodnym z surowca przeliczono na kwas kawowy, dla 
którego przygotowano krzywą wzorcową. Zawartość 
procentowa kwasów fenolowych w zielu serdecznika 
wynosiła 0,4160% ± 0,0032%.

Metodę UPLC zastosowano do oznaczenia ilościo-
wego poszczególnych kwasów fenolowych w surowcu. 

W tym celu przygotowano krzywe wzorcowe 7 kwasów 
fenolowych. Analizowano wyciągi uzyskane przez 
ekstrakcję metanolem o trzech różnych stężeniach: 
20%, 50% i 100%. Wysokość pików kwasów feno-
lowych (zidentyfikowanych na podstawie czasu re-
tencji i widma) przeliczono na stężenie w wyciągu, 
a następnie na zawartość procentową w surowcu. 
We wszystkich wyciągach stwierdzono obecność kwasu 
chlorogenowego, kawowego i ferulowego. Ponadto 
w wyciągach uzyskanych przez ekstrakcję 50% i 100% 
metanolem zidentyfikowano niewielkie ilości kwasu 
rozmarynowego, dla którego wyznaczono granicę 
oznaczalności. Wartości stężenia tego kwasu prze-
kraczały granicę oznaczalności, dlatego uwzględniono 
je w obliczeniach. Pozostałych kwasów fenolowych, 
których wzorce zastosowano, nie wykryto w analizowa-
nych próbach. Konieczne byłoby zwiększenie naważki 
surowca. Dominującym pod względem ilościowym 
kwasem fenolowym w badanych próbach okazał się 
kwas chlorogenowy (średnio ok. 80% sumy ozna-
czonych kwasów), w znacznie mniejszych ilościach 
występowały kwas ferulowy (14%), kawowy (5%) 
i rozmarynowy (1%). Jak wynika z przeprowadzonych 
badań, stężenie rozpuszczalnika użytego do ekstrak-
cji ma wpływ na przechodzenie kwasów fenolowych 
do wyciągu. Najwięcej kwasów fenolowych stwierdzo-
no w wyciągu uzyskanym z ekstrakcji 50% metanolem, 
a najmniej z ekstrakcji 100% metanolem. 

Najwięcej kwasu kawowego i ferulowego oznaczo-
no w wyciągach uzyskanych przez ekstrakcję 20% 
metanolem, nieco mniej 50%, a najmniej 100% me-
tanolem. Udział wody w ekstrahencie odgrywa zatem 
istotną rolę. Stężenie kwasu chlorogenowego było 
najwyższe w wyciągach uzyskanych podczas ekstrakcji 
50% metanolem, nieco niższe 100%, a najniższe 20% 
metanolem. Analogicznie przedstawiają się stężenia 
kwasu rozmarynowego, którego jednak nie stwier-
dzono w wyciągach z ekstrakcji 20% metanolem. 
W badaniach przeprowadzonych przez Dudek i wsp. 
w 2006 roku (61) dotyczących zawartości kwasów 
fenolowych w kwiatach malwy czarnej oznaczonych 
metodą HPLC zauważono podobną zależność mię-
dzy stężeniem ekstrahenta a przechodzeniem tych 
związków do wyciągu. Analizowano frakcje eterowe 
z wyciągów metanolowo-wodnych (50% metanol) 
i metanolowych (100% metanol) z różnych części 
surowca i stwierdzono wyższe stężenia kwasu kawo-
wego, ferulowego i p-kumarowego, natomiast niższe 
kwasu p-hydroksybenzoesowego we frakcjach z wycią-
gów metanolowo-wodnych w porównaniu z frakcjami 
z wyciągów metanolowych.

Suma kwasów fenolowych oznaczonych metodą 
UPLC stanowiła średnio ok. 30% sumy oznaczonej 
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metodą Arnova. Przyczyny tej różnicy należy upa-
trywać w sposobie przeprowadzenia ekstrakcji oraz 
metodyce oznaczenia. Metodą UPLC można oznaczyć 
tylko te związki, których wzorce zastosowano, dlatego 
należy przypuszczać, że w surowcu występują inne 
kwasy fenolowe reagujące z odczynnikiem Arnova 
i wpływające na ostateczny wynik.

Zastosowanie metody UPLC w niniejszych ba-
daniach pozwoliło skrócić czas analizy do 10 minut, 
zmniejszyć zużycie fazy ruchomej do ok. 3,2 ml na je-
den rozdział i objętość nastrzyku do 2 μl. W tradycyj-
nie stosowanej metodzie rozdziału, wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej (HPLC), czas jednej ana-
lizy wynosi zwykle 30-70 minut, zużycie fazy rucho-
mej 24-50 ml, a objętość nastrzyku 10-30 μl (61-64). 
W badaniach Schwarz i wsp. z 2009 roku, w których 
porównywano metodę UPLC i HPLC zastosowa-
nych do rozdziału kwasów fenolowych w próbkach 
brandy, wykazano wyższą precyzję i czułość metody 
UPLC, a także 10-krotne skrócenie czasu analizy 
oraz 13-krotne zmniejszenie zużycia fazy ruchomej, 
co wiąże się z redukcją kosztów analizy (65).

Zawartość flawonoidów w badanym surowcu jest 
niższa od wyników uzyskanych przez Jafari i wsp. 
w 2010 (41). Naukowcy zastosowali tę samą metodę 
(opisaną w Farmakopei Europejskiej V) do analizy 
surowca zebranego w Teheranie (Iran). Oznaczona 
zawartość flawonoidów wynosiła 0,45%. Istotny 
wpływ na wyższy wynik w porównaniu z surowcami 

pozyskanymi w Polsce mogą mieć warunki klimatycz-
ne uprawy serdecznika pospolitego.

Wnioski
Analiza metodą chromatografii bibułowej frakcji 

OE, M i W pozwoliła wstępnie zidentyfikować w su-
rowcu flawonoidy: rutozyd, hiperozyd, izokwercytrynę 
i witeksynę, których obecność w zielu serdecznika 
została już potwierdzona w innych badaniach.

Analiza frakcji 50% metanolowego wyciągu metodą 
2D-TLC frakcji ED i OE i UPLC frakcji ED i OE 
pozwoliła wykazać obecność kwasów fenolowych, któ-
rych wcześniej (z wyjątkiem kwasu chlorogenowego 
i rozmarynowego) nie opisywano w zielu serdecznika.

Stężenie rozpuszczalnika zastosowanego do eks-
trakcji surowca ma wpływ na ilość kwasów fenolowych 
oznaczonych w wyciągach metodą UPLC. Zawartość 
kwasu kawowego i ferulowego była najwyższa w wy-
ciągach uzyskanych z ekstrakcji 20% metanolem, 
natomiast kwasu chlorogenowego i rozmarynowego 
w wyciągach uzyskanych z ekstrakcji 50% metano-
lem. Suma kwasów fenolowych oznaczona metodą 
UPLC stanowi średnio ok. 30% sumy oznaczonej 
metodą Arnova, co może wynikać z różnic w meto-
dyce oznaczeń i sposobie przeprowadzenia ekstrakcji. 
Dzięki analizie UPLC uzyskano większą rozdzielczość, 
krótszy czas analizy i mniejsze zużycie rozpuszczalni-
ków w porównaniu z analizą HPLC, co przekłada się 
na wyższą wydajność i niższe koszty analizy.
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