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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-Miiller 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

Wstep. W serdeczniku zidentyfikowano wiele prozdrowotnych zwiqzkow, takich jak: terpeny, flawonoidy, kwasy fenolowe, garbniki
i wiele innych. Badania farmakologiczne wykazaly wiele zastosowan w medycynie, wyciqgi wykorzystuje sie wewnetrznie, gtownie
w nerwowych schorzeniach serca i zaburzeniach trawienia, a takze w astmie oskrzelowej, objawach klimakterium i braku miesigczki
oraz zewnetrznie w ranach i stanach zapalnych skory.
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Cel pracy. Badania zawartosci kwasoéw fenolowych i flawonoidow w wyciggach z ziela Leonurus cardiaca L. réznymi metodami
chromatograficznymi.

Materiat i metody. Materiat do badarn stanowito rozdrobnione ziele serdecznika zakupione w sklepie zielarskim. Do badan jako-
Sciowych zastosowano metode chromatografii bibutowej (PC), cienkowarstwowej (TLC) i ultrasprawnej chromatografii cieczowej
(UPLC). Analizowano frakcje otrzymane z wyciggu metanolowo-wodnego. Do badan ilosciowych kwasow fenolowych wykorzystano
metode spektrofotometryczng Arnova i metode UPLC, natomiast do analizy zawartosci flawonoidéw metode spektrofotometryczng
Christa-Miillera.

Wyniki. W zielu serdecznika zidentyfikowano kwas kawowy, p-kumarowy, p-hydroksybenzoesowy, wanilinowy, ferulowy, rozmarynowy
i chlorogenowy. Zawartos¢ kwasow fenolowych w przeliczeniu na kwas kawowy oznaczona metodq Arnova wynosita 0,4160% =
0,0032%. Zawartos¢ poszczegolnych kwasow fenolowych oznaczonych metodg UPLC byla rézna w zaleznosci od stezenia metanolu
uzytego do ekstrakcji (20%, 50% i 100%). Zawartos¢ kwasu kawowego i ferulowego byla najwyzsza w wyciggach uzyskanych z eks-
trakcji 20% metanolem, natomiast kwasu chlorogenowego i rozmarynowego w wyciqgach uzyskanych z ekstrakcji 50% metanolem.
We wszystkich wyciggach kwas chlorogenowy dominowat pod wzgledem ilosciowym, kwas ferulowy, kawowy i rozmarynowy wyste-
powaly w znacznie mniejszych ilosciach. Nie wykazano obecnosci kwasu p-hydroksybenzoesowego, p-kumarowego i wanilinowego.
Suma kwasow fenolowych oznaczona metodq UPLC stanowita Srednio ok. 30% sumy tych zwiqzkéw oznaczonej metodg Arnova.
Whrioski. Analiza chromatograficzna wykazata obecnosé kwaséw fenolowych, ktorych wczesniej (z wyjgtkiem kwasu chlorogenowego
i rozmarynowego) nie opisywano w zielu serdecznika. Stezenie rozpuszczalnika zastosowanego do ekstrakcji surowca ma wplyw
na ilosé kwasow fenolowych oznaczonych w wyciggach metodq UPLC. Badania pozwolily zidentyfikowaé w surowcu flawonoidy:
rutozyd, hiperozyd, izokwercytryne i witeksyne, ktorych obecnosé w zielu serdecznika zostata juz potwierdzona w innych badaniach.

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

Wstep

Gatunki z rodzaju Leonurus L. pochodza prawdo-
podobnie z Syberii, skad w Sredniowieczu zostaly spro-
wadzone do Europy przez ludy azjatyckie, podczas
ich wedréwek na zachdd (1). Obszar wystepowania
obejmuje cala Europe oraz zachodnia, srodkowa
i pélnocng Azje. Zostaly réwniez introdukowane
w Ameryce Péinocnej (2, 3). W Polsce wystepuje
gatunek Leonurus cardiaca L., czyli serdecznik pospo-
lity, o synonimicznych nazwach Leonurus campestris
Andrz. ex Benth. i Cardiaca vulgaris Moench (4).
Niektorzy autorzy utozsamiaja odmiane villosus z ga-
tunkiem Leonurus quinquelobatus Gilib. wystepujacym
gtownie w Rosji (4, 5). Na Syberii spotka¢ mozna
gatunek Leonurus sibiricus L., natomiast w Mongolii,
Chinach, Japonii i na pdéinocy Kazachstanu oraz
w innych czeSciach Azji — Leonurus japonicus Houtt.
(L. artemisia (Lour.) S.Y. Hu, L. heterophyllus Sweet,
L. sibiricus Anon.). Oba gatunki sa ze soba czesto
mylone, a nazwy stosowane zamiennie. Maja one
podobne dziatanie 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-
fozonych nad Dunajem, Leonurus glaucescens Bge.
w Ukrainie i Kazachstanie (4, 5).

Serdecznik pospolity wystepuje w Polsce na calym
nizu i pogdrzu. Naturalnym siedliskiem sa przydroza,
rumowiska, suche pastwiska, a w szczegdlnoSci stano-
wiska stoneczne i bogate w wapn (8, 9).

Serdecznik pospolity jest bylina o krétkim, pozio-
mym klaczu wytwarzajaca wzniesione, rozgalezione

todygi dorastajace do 150 cm. Sa one sztywne, w Srod-
ku puste, czterokanciaste, czesto czerwono-fioletowo
nabiegte. LiScie utozone sa na todydze réwnomiernie,
po dwa naprzeciwlegle. Dolne posiadaja dtugie ogonki
i maja budowe 5- lub 7-krotnie dtoniastosieczna, nato-
miast gorne trdjsieczna. Kwiaty dwuwargowe, siedza-
ce, zebrane sa w nibyokdétki w katach lisci, na pedach
gtéwnych i bocznych. Zabki kielichéw (podkwiatki)
sa khujace, trdjkatne, skrzydlaste. Korona kwiatowa
jest barwy biato-r6zowej, dtugosci do 12 mm, z gérna
warga silnie owlosionag. Owocem sa jednonasien-
ne roztupki powstale przez rozpad czteroroztupni.
Na wszystkich czesSciach roSliny wystepuja wiloski
okrywajace, ktore nadajq jej srebrzysta barwe. Kwitnie
od czerwca do wrzesnia (8-10).

W Leonurus cardiaca zidentyfikowano dotychczas:
alkaloidy pirolidynowe (leonukardyne (11), stachy-
dryne (12), diastereoizomery 4-hydroksystachydryny:
betonicyng i turycyne (4), pochodne guanidyny — le-
onuryne (13), aming¢ czwartorzedowa — choling (4),
irydoidy (ze $wiezego ziela serdecznika wyizolowa-
no glukozyd C15-irydoidu (= ajugol = 4-dezoksy-
harpagid) (14), ajugozyd; galidrozyd i reptozyd (3),
diterpeny (typu klerodanu (15), typu labdanu — le-
okardyne; 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 zlozona 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,
5-0-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 (witeksyne i izo-
witeksyne) (24-26), garbniki (5), olejek eteryczny (ger-
makren D, B-kariofilen, a-kariofilen = a-humulen,
o-pinen) (27); seskwiterpeny (epicedrol, o-humulen,
germakren D i spatulenol) oraz monoterpen: dehy-
dro-1,8-cyneol (28), sterole (B-sitosterol i stigmaste-
rol, stanowily ponad 80% wszystkich zwiazkow z tej
grupy) (29), glikozydy bufanolidowe (30, 31).

Ziele serdecznika, jak sugeruje nazwa gatunkowa
roSliny — cardiaca, stosuje si¢ tradycyjnie w choro-
bach serca. Najczesciej pojawiajacym sie w literaturze
wskazaniem sa problemy kardiologiczne o podtozu
nerwowym oraz pomocniczo w nadczynnosci tarczy-
cy (32). To zalecenie wynika z tagodzenia przez ziele
serdecznika objawéw towarzyszacych hipertyreozie
(takich jak palpitacje serca i tachykardia) (6). Uwaza
sie, Zze surowiec dziata hipotensyjnie i wzmacniajaco
na serce, powoduje wzrost przeptywu wieficowego
krwi oraz jest skutecznym Srodkiem uspokajajacym
w nerwowych i funkcjonalnych zaburzeniach pracy
serca (3, 33-36). Dziatanie sedatywne przyréwnywane
jest do efektu wywotanego podaniem przetworow
z korzenia koztka lekarskiego (Valeriana officinalis L.)
(33, 37). Surowiec stosuje si¢ tez tradycyjnie w scho-
rzeniach ginekologicznych na tle nerwowym, szcze-
gllnie w tagodzeniu objawow zwiazanych z okresem
przekwitania, bolesnym miesiaczkowaniem oraz jako
Srodek pobudzajacy menstruacje (emmenagogum)
(32, 38). Dziatanie spazmolityczne na migsnie gtadkie
przewodu pokarmowego pozwala na jego wykorzy-
stanie w atonii jelit i zwiazanych z tym zaburzeniach
trawienia, wzdeciach, bolach brzucha i zaparciach
nawykowych. Z drugiej strony ze wzgledu na za-
wartoS¢ garbnikéw dzialajacych Sciagajaco na bione
Sluzowa, ziele serdecznika stosowane jest w tagodnych
biegunkach. Do uzytku zewnetrznego na rany, otarcia
naskorka, blizny i oparzenia zaleca si¢ odwar z su-
rowca w postaci oktadow i obmywan z uwagi na stabe
dziatanie przeciwbakteryjne i przyspieszajace gojenie.
W lecznictwie ludowym ziele serdecznika traktowane
jest takze jako lek moczopedny, hipoglikemizuja-
cy oraz przeciwpadaczkowy. Swiezy sok wycisniety
z mtodych kwitnacych wierzchotkéw pedowych ma by¢
skuteczniejszy od naparu i nalewki (1, 9, 39).

Wyniki badan in vitro i in vivo na zwierzetach wy-
kazaly dzialanie: antyoksydacyjne (26, 40-43), prze-
ciwdrobnoustrojowe (44-47), przeciwbdlowe (48, 49),
przeciwzapalne (21), na uklad sercowo-naczyniowy

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

Cel pracy

Celem pracy bylo przeprowadzenie badan wyciaggdw
i frakcji z ziela serdecznika pospolitego pod katem
obecnosci kwaséw fenolowych oraz potwierdzenie
obecnosci flawonoidéw w zielu serdecznika.

Materiat i metody
Materiat badawczy

Material do badan stanowito ziele serdecznika
(Producent: Zaktad Zielarski KAWON-HURT
Nowak sp.j., Gostyn).

Metoda sporzadzenia 50% metanolowego wyciagu
z ziela serdecznika oraz frakcjonowanie wyciagu do
jakoSciowej analizy chromatograficznej

100 g rozdrobnionego w mlynku ziela serdecznika
ekstrahowano czterokrotnie po 2 h na wrzacej tazni
wodnej, pod chtodnica zwrotng 50% metanolem.
Porcje wyciagu przesaczono przez wate, polaczono,
a nastepnie odparowano do sucha. W celu pozby-
cia si¢ balastow pozostalo$¢ po odparowaniu zalano
wrzaca woda (ok. 100 ml) i pozostawiono na 24 h.
Ponownie przesaczono przez wate. Tak uzyskany
wyciag przeniesiono do rozdzielacza i wytrzasano
kolejno (15-krotnie po 10 ml) rozpuszczalnikami:
chloroformem, eterem dietylowym, octanem etylu.
Potaczone poszczegdlne frakcje odparowano do su-
cha na wyparce prézniowej (rozpuszczalnik z frakcji
eterowej odparowano pod normalnym ciSnieniem),
rozpuszczono w 25 ml metanolu, uzyskujac frak-
cje: CH - chloroformowa, ED — eteru dietylowego,
OE - octanu etylu. Pozostalo§¢ wodna odparowano
do sucha i rozpuszczono w metanolu, stata pozostato$é
rozpuszczono w wodzie, uzyskujac frakcje: M — me-
tanolowa (z suchej pozostatosci wodnej), W — wodna
(z suchej pozostatosci wodnej, ktora nie rozpuscita
siec w metanolu).

Do analizy jakoSciowej flawonoidéow metoda PC
wykorzystano frakcje OE, M i W, natomiast do analizy
jakosciowe]j kwasow fenolowych metoda TLC i UPLC,
frakcje ED i OE.

Przygotowanie wyciagu do badania zawartoSci
kwasow fenolowych metoda Arnova

Wyciag przygotowano zgodnie z przepisem zawar-
tym w monografii Taraxaci radix dla badania zawarto-
$ci kwasow fenolowych w FP VI, 2002 (58). Odwazono
1,00 g sproszkowanego surowca, przeniesiono
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do kolbki stozkowej na 100 ml, odmierzono 25 ml
wody i wytrzasano przez 30 minut. Surowiec eks-
trahowano kolejng porcja rozpuszczalnika (25 ml),
a potaczone wyciagi przesaczono przez saczek bibuto-
wy do kolbki miarowej na 50 ml i uzupetniono woda
do kreski. Ekstrakcje przeprowadzono trzykrotnie,
uzyskujac ekstrakt I, 1T i III.

Przygotowanie wyciagdéw do iloSciowej analizy
kwaséw fenolowych metoda UPLC

Wyciagi do iloSciowej analizy zawartosci kwasow
fenolowych przygotowano ze sproszkowanego zie-
la serdecznika. Nawazka surowca wynosita 4,00 g.
Ekstrakcje przeprowadzono na wrzacej tazni wod-
nej pod chtodnica zwrotna. Zastosowano 3 warianty
ekstrakcji z uzyciem 20%, 50% lub 100% metanolu.
Trzystopniowa ekstrakcja, dla kazdego z wariantow,
trwata kolejno 30, 15 i 15 minut przy uzyciu odpo-
wiednio 60, 20 i 20 ml ekstrahenta. Poszczegdlne
porcje wyciagu (z ekstrakcji 20% i 50% metanolem)
przesaczono przez wate, potaczono i odparowano
metanol. Pozostato§¢ wodna zakwaszono 1 ml 0,5%
metanolowego roztworu kwasu mréwkowego, dodano
15 ml metanolu i przeniesiono iloéciowo do kolbki
miarowej o pojemnoSci 100 ml. Uzupetniono woda
destylowang do kreski. Przesaczone i polaczone porcje
wyciagu z ekstrakcji 100% metanolem odparowano
do sucha, rozpuszczono w 15% metanolu, zakwaszo-
no j.w. i przeniesiono iloSciowo do kolbki miarowej
na 100 ml. Uzupetniono 15% metanolem do kreski.
Dla kazdego stezenia rozpuszczalnika wykonano po 3
ekstrakcje.

Metody badawcze

Chromatografi¢ bibutowa (PC) zastosowano w celu
wstepnej oceny frakcji wyciagéw oraz do identyfikacji
flawonoidéw. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)
i ultrasprawna chromatografia cieczowa (UPLC) po-
stuzyly do identyfikacji kwasow fenolowych.

Chromatografia bibutowa (PC)

Faza stata: bibula chromatograficzna firmy
Whatman (1 CHR, 46 x 57 cm).

Na bibute nanoszono pasmowo frakcje (15 mm)
oraz punktowo wzorce (5 mm). Nastepnie bibule
rozwijano technika wstepujaca w uktadzie T2 (lodo-
waty kwas octowy — woda (15:85)). Po wysuszeniu
w temperaturze pokojowej chromatogramy anali-
zowano w Swietle lampy UV, . przed wywotaniem
i po wywolaniu odczynnikiem NA.

Odczynnik wywotlujacy NA — Naturstoff Reagent
A (0,1% metanolowy roztwdr kwasu difenyloborowe-
go i etanoloaminy).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Faza stata: plytki aluminiowe pokryte celuloza o gru-
bosci warstwy 0,1 mm i wymiarach 20 x 20 cm (DC -
Alufolien Cellulose firmy Merck Art. 1.05552.0001,
R18-21-1).

Na plytki nanoszono punktowo frakcje lub roztwory
wzorcow w postaci plam o Srednicy 5 mm. Nastepnie
plytki rozwijano metoda dwukierunkowa (2D-TLC)
w uktadach:

* TI: toluen — lodowaty kwas octowy — woda (6:7:1)

I kierunek,

e T2: lodowaty kwas octowy — woda (15:85) II kie-
runek.

Rozwiniete chromatogramy suszono w tempe-
raturze pokojowej i analizowano w §wietle lampy
UV, .- Po spryskaniu odczynnikiem wywotujacym
plytki analizowano w §wietle dziennym. Odczynnikiem
wywolujacym byta mieszanina zdwuazowanego kwasu
sulfanilowego i 20% weglanu sodu (1:1) przygotowana
ex tempore.

Oznaczenie zawartoSci kwasow fenolowych metoda
Arnova

Do ilosciowego oznaczenie kwasow fenolowych
w zielu serdecznika zastosowano metode koloryme-
tryczna Arnova (58). Polega ona na pomiarze absor-
bancji roztworu badanego po dodaniu odczynnikéw:
kwasu solnego, odczynnika Arnova i wodorotlenku
sodu. Warto$¢ absorbancji i intensywno$¢ zabarwie-
nia badanej préby sa proporcjonalne do zawartoSci
kwasow fenolowych. Pomiaru dokonano przy dtugosci
fali A = 490 nm, w kuwetach kwarcowych o grubo-
§ci 10 mm, przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS
Lambda 35.

W badaniu wykorzystano roztwory odczynnikéw:
kwas solny 18 g/I; wodorotlenek sodu 40 g/l; odczynnik
Arnova przygotowany ex tempore; 1oztwdr podstawo-
wy kwasu kawowego 0,2 mg/ml.

Oznaczanie zawartosci flawonoidéw metoda
Christa-Miillera

Do iloSciowego oznaczenia flawonoidéw w zie-
lu serdecznika zastosowano metode kolorymetrycz-
na opisana w monografii Leonuri cardiacae herba
w FP VIII, 2008 (59). Polega ona na hydrolizie kwa-
sowej flawonoidéw do aglikon6w, ktore dobrze roz-
puszczaja sie w octanie etylu. Pomiaru absorbancji
badanego roztworu dokonuje si¢ po dodaniu odczyn-
nika kompleksujacego — chlorku glinu, w Srodowisku
kwasnym. Warto$¢ absorbancji i intensywnoS$¢ zabar-
wienia badanej préby sa proporcjonalne do zawartosci
flawonoidéw (60). Pomiaru dokonano przy dlugosci
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fali A = 425 nm w kuwetach kwarcowych o grubo-
Sci 10 mm przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS
Lambda 35.

10,0 ml roztworu podstawowego (1,00 g sprosz-
kowanego ziela serdecznika) przeniesiono do kolb-
ki okraglodennej, dodano 1 ml roztworu urotropi-
ny, 20 ml acetonu i 2 ml kwasu solnego (250 g/l).
Ekstrakcje prowadzono na wrzacej tazni wodnej pod
chlodnica zwrotna przez 30 minut. Wyciag przesa-
czono przez zwitek waty do cylindra miarowego.
Zwitek waty wrzucono do pozostatoSci w kolbie okra-
gtodennej. Ekstrakcje surowca prowadzono jeszcze
dwukrotnie porcjami acetonu po 20 ml przez 10 mi-
nut. Potaczone ekstrakty przesaczono przez saczek
bibutowy do kolbki miarowej o pojemnosci 100 ml
i uzupetniono acetonem do kreski. Do rozdzielacza
przeniesiono 20,0 ml ekstraktu, 20 ml wody i wy-
trzasano z 15 ml octanu etylu. Warstwe octanu etylu
zebrano, a wytrzasanie powtorzono trzykrotnie porcja-
mi octanu etylu po 10 ml. Potaczone wyciagi octanu
etylu w rozdzielaczu, przemyto dwukrotnie 50 ml
wody. Wyciag przesaczono przez 10 g bezwodnego
siarczanu sodu umieszczonego na saczku bibutowym
do kolbki miarowej o pojemnosci 50 ml i uzupetniono
octanem etylu do kreski. 10 ml otrzymanego roztworu
przeniesiono do kolbki miarowej o pojemnosci 25 ml,
dodano 1 ml odczynnika chlorku glinu, uzupetniono
do kreski 5% lodowatym kwasem octowym w meta-
nolu i doktadnie wymieszano. Absorbancj¢ roztworu
badanego mierzono po 30 minutach wobec proby
odniesienia (przygotowana jak roztwor badany z po-
mini¢ciem odczynnika chlorku glinu), przy dlugosci
fali A = 425 nm.

Procentowa zawarto$¢ flawonoidéw w surowcu [ X]
w przeliczeniu na hiperozyd, obliczono wedtug wzoru:

X [%] = A1,25/m

gdzie:
m — masa nawazki (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). Rozdzial prowadzono na kolumnie
Acquity UPLC HSS T3 1,8 um (2,1 x 150 mm) w tem-
peraturze 20°C. Zastosowano prekolumne Acquity
UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 5 mm). Szybkos¢
przeplywu fazy ruchomej wynosita 0,32 ml/min przy
ci$nieniu 10000 psi, a elucja miata charakter gradien-
towy. Zastosowano dwie fazy ruchome: A — wodna

Tab. 1. Fazy ruchome do chromatografii UPLC

Czas analizy [min] [Q] [5,]
0-4 95 5

4-7 85 15

7-9 75 25

9-10 70 30

10 97 3

z 5% dodatkiem acetonitrylu, doprowadzong do pH =
3 za pomoca stezonego kwasu mréwkowego i B — ace-
tonitryl z dodatkiem stezonego kwasu mréwkowego
(pH = 3), ktérych udziat procentowy podczas analizy
zmieniat si¢, jak podano w tabeli 1.

Czas analizy wynosit 10 minut. Chromatogramy
rejestrowano i analizowano w zakresie dtugosci fali od
220 do 380 nm, ktérych wybor zalezat od maksimum
absorbancji dla poszczegdlnych kwaséw fenolowych
(tab. 2). Uzyskane dane analizowano przy uzyciu
oprogramowania Empower 2.

Tab. 2. Dlugosci fali zastosowane podczas analizy UPLC

Czas analizy Dtugosé fali
[min] [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

Identyfikacje kwaséw fenolowych metoda UPLC
przeprowadzono dla frakcji ED i OE w celu weryfika-
cji wezeSniejszych badan jakoSciowych metoda TLC.

Przygotowanie frakcji do analizy

Do dwdch kolbek okragtodennych pobrano 10 ml
frakcji ED i OE, odparowano do sucha, a pozostato$¢
w kolbkach rozpuszczono w 15% metanolu i zakwa-
szono 0,1 ml 0,5% metanolowego roztworu kwa-
su mréwkowego. Roztwory przeniesiono do kolbek
miarowych o pojemnosci 10 ml i uzupeiono 15%
metanolem do kreski. Uzyskane roztwory po prze-
filtrowaniu przez filtr 0,45 um (GHP Acrodisc 13)
nastrzykiwano na kolumne chromatograficzna w ob-
jetoSci 2 ul. Rownolegle przeprowadzono rozdziat
chromatograficzny mieszaniny wzorcowych kwaséw
fenolowych. Wyboru wzorcéw dokonano na podstawie
analizy metoda 2D-TLC. Dodatkowo zastosowano
wzorzec kwasu rozmarynowego — zwiazku charakte-
rystycznego dla roslin z rodziny Lamiaceae, do ktorej
nalezy réwniez serdecznik pospolity (4).
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Oznaczanie zawartoSci poszczegdlnych kwasow
fenolowych w zielu serdecznika metoda UPLC

Wyciagi do iloSciowej analizy pod wzgledem zawar-
toSci kwasow fenolowych przygotowano ze sproszko-
wanego ziela serdecznika. Nawazka surowca wyno-
sita 4,00 g. Ekstrakcje przeprowadzono na wrzacej
fazni wodnej, pod chlodnicg zwrotna. Zastosowano
3 warianty ekstrakcji z uzyciem 20%, 50% lub 100%
metanolu. Trzystopniowa ekstrakcja dla kazdego z wa-
riantéw trwata kolejno 30, 15 i 15 minut przy uzyciu
odpowiednio 60, 20 i 20 ml ekstrahenta. Poszczegdlne
porcje wyciagu (z ekstrakcji 20% i 50% metanolem)
przesaczono przez wate, potaczono i odparowano
metanol. Pozostalo$¢ wodna zakwaszono 1 ml 0,5%
metanolowego roztworu kwasu mréwkowego, dodano
15 ml metanolu i przeniesiono iloSciowo do kolbki
miarowej o pojemnosci 100 ml. Uzupetniono woda
destylowana do kreski. Przesaczone i potaczone porcje
wyciagu z ekstrakcji 100% metanolem odparowano
do sucha, rozpuszczono w 15% metanolu, zakwaszo-
no j.w. i przeniesiono iloSciowo do kolbki miarowej
na 100 ml. Uzupetiono 15% metanolem do kre-
ski. Dla kazdego stezenia rozpuszczalnika wykonano
po 3 ekstrakcje. Uzyskane wyciagi po przefiltrowaniu
przez filtr 0,45 um (GHP Acrodisc 13) nastrzykiwano
na kolumne chromatograficzng w objetosci 2 ul.

Wyniki i dyskusja

Identyfikacja flawonoidow z zastosowaniem
chromatografii bibutowej (PC)

W celu potwierdzenia obecnoSci zwiazkow flawo-
noidowych we frakcjach octanu etylu (OE), metanolo-
wej (M) iwodnej (W) wyciggu z ziela serdecznika zasto-
sowano chromatografi¢ bibutowa (arkusz o wymiarach
19,3 x 46 cm) technika wstepujacg. Odpowiednie frak-
cje nanoszono pasmowo (1,5 cm) na bibule, a nastep-
nie rozwijano w uktadzie T2. Wzorce 4 flawonoidow:
rutozydu (W1), izokwercytryny (W2), hiperozydu (W3)
i witeksyny (W4) naniesiono punktowo (0,5 cm) na ten
sam arkusz bibuly. Po wysuszeniu w temperaturze
pokojowej chromatogramy analizowano w Swietle

Tab. 3. Obecnos$¢ flawonoidow we frakcjach OE, M1 W

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

lampy UV, przed wywotaniem i po wywotaniu od-
czynnikiem NA. Przed wywotaniem chromatogramu
badanych frakcji stwierdzono obecno$¢ plam o bru-
natnej fluorescencji pochodzacych od flawonoidow,
ktére po wywotaniu fluoryzowaly na pomaranczowo
(witeksyna — z6ttopomarafczowo). We frakcji OE ob-
serwowano 5 plam o takiej fluorescencji, sposrod kto-
rych wstepnie (poréwnanie z warto$ciami Rf wzorcow)
zidentyfikowano rutozyd, hiperozyd, izokwercytryne
i witeksyne. We frakcjach M i W potwierdzono jedynie
obecno$¢ rutozydu. Wyniki analizy przedstawiono
na rycinie 1 i w tabeli 3.

Analiza metodg TLC

W celu potwierdzenia obecnosci kwaséw fenolo-
wych w badanych frakcjach zastosowano chromato-
grafie cienkowarstwowa dwukierunkowa (2D-TLC).
Po wstepnych badaniach metoda PC do analizy

Ch,:; nﬁ;ﬁg’g, :; . —— roztv?gréw Fluorescencja Analizowane frakcje
wzorcowych UV, NA/UV, . 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 z-pom +
zabarwienie plam: bru — brunatna, pom — pomaraficzowa, Z — z6lta
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Tab. 4. Obecno$¢ kwaséw fenolowych we frakcjach ED, OE

Rf roztworéw wzorcowych Fluorescencja/Zabarwienie Analizowane frakcje

Kwas fenolowy 1 T2 o, DK\ﬁ /SWS OF ED
kawowy trans (1) 0,04 0,45 j-n sz-bru + +
kawowy cis (2) 0,12 0,67 N 574 + +
chlorogenowy trans (3) 0,01 0,68 N z-z + +
chlorogenowy cis (4) 0,01 0,80 N z-z + +
p-kumarowy trans (5) 0,57 0,49 S cz +
p-kumarowy cis (6) 0,59 0,76 S cz +
p-OH-benzoesowy (7) 0,51 0,69 S z +
wanilinowy (8) 0,88 0,62 S pom +
ferulowy trans (9) 0,90 0,40 cn f +
ferulowy cis (10) 0,88 0,70 cn f +
X 0,06 0,35 N sz + +

X — nieznany zwiazek stwierdzony we wzorcu kwasu kawowego

DKS/WS VIS — analiza w §wietle widzialnym po wywotaniu odczynnikiem wywotujacym przygotowanym ex tempore
(w 10 ml roztworu kwasu sulfanilowego rozpuszczono 0,1 g azotynu sodu i wymieszano z 10 ml 20% weglanu sodu)

wystepowanie kwasow: + stwierdzono, — nie stwierdzono
zabarwienie plam: ¢ — ciemny, bru — brunatny, cz — czerwony,
sz — szary, § — Sliwkowy, z — zielony, Z — 6ty
wykorzystano frakcje wyciagu: eterowa (ED) i octa-
nu etylu (OE). Na plytki aluminiowe pokryte celuloza
o wymiarach 10 x 10 cm nanoszono punktowo frakcje
i rozwijano technika wstepujaca, dwukierunkowa (fazy
ruchome T1 i T2). Wyniki analizy przedstawiono
w tabeli 4 oraz na rycinach 2a, b i 3a, b.

We wszystkich analizowanych frakcjach stwierdzono
obecnos¢ izomerdw cis- i trans-kwasu chlorogenowego

2
b 1 3 4

DKS WS VIS

UV ag5mm

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

i)

DKS/WS VIS

Ryc. 3a, b. Chromatogramy 2D-TLC frakcji ED (numeracja
wedlug tabeli 4)

UVag5om

f — fioletowy, j — jasny, n — niebieski, pom — pomarafnczowy,

i kawowego. Ponadto frakcje zawieraly nieznany zwia-
zek x o niebieskiej fluorescencji (UV, ) 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 kwasow fenolowych dokonano na pod-
stawie czasow retencji oraz widm UV poszczegdl-
nych zwiazkow, ktére poréwnywano z wzorcami.
Widma oraz chromatogramy obu frakcji przedsta-
wiono na rycinach 4-7. Por6wnanie czasow retencji
zidentyfikowanych i wzorcowych kwaséw fenolowych
przedstawiono w tabeli 5. We frakcji OE potwier-
dzono obecno$¢ kwasu chlorogenowego i kawowe-
go zidentyfikowanych wczeSniej metoda 2D-TLC.
Dodatkowo obserwowano piki kwasu ferulowego,
rozmarynowego i p-hydroksybenzoesowego, ktorych
plamy nie uwidocznity si¢ na ptytkach. We frakcji
ED zidentyfikowano 6 spoSrod 7 kwasow, ktérych
wzorce zastosowano. Analiza przeprowadzona metoda
UPLC nie potwierdzita obecnoSci kwasu kawowego
w badanej prébce. Pomimo zblizonych wartoSci czasu
retencji widmo zwiazku wystepujacego we frakcji ED
nie w pelni zgadza si¢ z widmem wzorca.

Oznaczenie zawartosci kwasow fenolowych

Do 10 probéwek miarowych o pojemnosci 10 ml
odmierzono po 5 ml wody i po 1 ml uzyskanego wy-
ciagu. Po wymieszaniu do kazdej probéwki dodano
kolejno: 1 ml kwasu solnego 18 g/l; 1 ml odczynnika
Arnova; 1 ml roztworu wodorotlenku sodu 40 g/1.
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Probéwki uzupetiono woda do kreski, dokladnie Iosciowe oznaczenie kwasow fenolowych metodqg UPLC
wymieszano i natychmiast zmierzono absorbancje
wobec proby odniesienia (mieszanina odczynnikéw We wszystkich wyciagach rozpoznano (na podsta-
bez wyciagu). Wynik jest Srednia ze 30 wynikéw wie czasow retencji i widm przedstawiajacych mak-
(po 10 pomiaréw dla 3 wyciagéw). Zawarto$¢ pro- simum absorbancji) 3 spo$rdd 7 wzorcowych kwa-
centowa kwaséw fenolowych w przeliczeniu na kwas séw fenolowych: chlorogenowy, kawowy i ferulowy.
kawowy w surowcu wynosita 0,4160 * 0,0032%. Ponadto w wyciagach uzyskanych przez ekstrakcje

chilorogenowy p-0H-benzoesowy wianilinowy kawowy ? p-kumsrowny ferulowy FOTMArYNoWY
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Ryc. 4. Widma zidentyfikowanych kwaséw fenolowych we frakcji ED
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Rye. 7. Chromatogram frakcji OE
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Tab. 5. Poréwnanie czasow retencji zidentyfikowanych Zawartos¢ flawonoidow w zielu serdecznika
i wzorcowych kwaséw 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

50% i 100% metanolem zidentyfikowano kwas roz-
marynowy. Przykladowe widma i chromatogramy
obrazuja ryciny 8-13.

Zawarto$¢ procentowa kwaséw fenolowych w su-
rowcu w zaleznoSci od stezenia rozpuszczalnika uzy-
tego do ekstrakcji podstawiono w tabeli 6.

Procentowa zawarto$¢ flawonoidéw w zielu ser-
decznika wyniosta 0,4143% = 0,0076% w przeliczeniu
na hiperozyd.

Po wstepnych badaniach metoda chromatografii
bibutowej (PC) do analizy na obecnos$¢ kwaséw feno-
lowych wykorzystano frakcje eteru dietylowego (ED)
i octanu etylu (OE) z 50% wyciagu metanolowo-wod-
nego. Podczas tych wstepnych badaf we frakcjach OE,
metanolowej (M) i wodnej (W), zaobserwowano réw-
niez plamy o brunatnej fluorescencji w Swietle lampy
UV,,..» co sugerowato obecnos¢ flawonoidow.

Do identyfikacji kwaséw fenolowych postuzyta
dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa
(2D-TLC). Wartosci Rf oraz fluorescencje (UV%Snm)
i zabarwienie (VIS) plam przed wywotaniem i po wy-
wotaniu (odpowiednio) odczynnikiem DKS/WS po-
rownywano z roztworami wzorcowymi kwasow fenolo-
wych. Na tej podstawie we frakcji OE zidentyfikowano

kw as chlorogenowy - 3 654 kw as kawowy - 5364 kw as ferulowy - 7.525
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Ryc. 8. Widma zidentyfikowanych kwaséw fenolowych dla ekstrakcji 20% metanolem
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Ryc. 9. Chromatogram dla ekstrakeji 20% metanolem
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Ryc. 10. Widma zidentyfikowanych kwaséw fenolowych dla ekstrakcji 50% metanolem
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Ryec. 12. Widma zidentyfikowanych kwaséw fenolowych dla ekstrakcji 100% metanolem
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Ryec. 13. Chromatogram wyciggu dla ekstrakcji 100% metanolem

izomery cis- i trans- kwasu kawowego i chlorogenowego, izomery cis- i trans- kwasu ferulowego. Ujawnienie si¢
natomiast we frakgji eteru dietylowego (ED) oproczww.  tego zwiazku moze wynikac z zastosowanego do ekstrak-
kwasow stwierdzono obecno$¢ izomerdw cis- i trans-  cji surowca rozpuszczalnika, ktérym byt 50% metanol.
kwasu p-kumarowego, kwas wanilinowy i p-hydroksy- Prawdopodobnie istotna role odgrywa procen-
benzoesowy. Ponadto we frakcji ED zidentyfikowano towy udzial wody w rozpuszczalniku zastosowanym

Tab. 6. Zawarto$¢ procentowa kwaséw fenolowych w surowcu w zaleznosci od stezenia rozpuszczalnika uzytego do eks-
trakcji

Kwas fenolowy 20% metanol 50% metanol 100% metanol
(=)
X [%] X, X, X, X, X, X, X, X, X,
00916 | 00905 | 00854 | 01170 | 04118 | 041113 | 00972 | 01017 | 01018
chlorogenowy
0,0892 = 0,0033 0,1134 = 0,0032 0,1002 = 0,0026
) 00079 | 00079 | 00075 | 00064 | 00063 | 00062 | 00047 | 00054 | 0,0085
awow
y 0,0078 = 0,0002 0,0063 + 0,0001 0,0052 = 0,0004
. 00261 | 00238 | 00246 | 00167 | 00155 | 00157 | 00106 | 00118 | 00110
erulo
w 0,1002 + 0,0012 0,0160 + 0,0006 0,0111 = 0,0006
- - ] - 00026 | 00023 | 00022 | 00021 | 00022 | 0,0022
rozmarynowy
- 0,0024 = 0,0002 0,0022 + 0,0001
> 0,1256 ‘ 0,1222 ‘ 0,1175 0,1427 ‘ 0,1359 ‘ 001354 | 0,1146 ‘ 0,1211 ‘ 0,1205
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do ekstrakcji. Ponadto we wszystkich frakcjach za-
obserwowano plame¢ x o niebieskiej fluorescencji
oraz szarym zabarwieniu po wywotaniu DKS/WS.
Natomiast tylko we frakcji ED stwierdzono obecnos¢
plam (y i z) o niebieskiej fluorescencji, niewybarwia-
jacych sie po spryskaniu DKS/WS.

Do analizy zwiazkéw flawonoidowych we frakcjach
OE, M i W zastosowano metode chromatografii bibu-
towej (PC). Na podstawie wartoSci Rf oraz fluorescen-
cji (UV,, ) przed wywotaniem i po wywolaniu od-
czynnikiem NA poréwnywano ze wzorcami. Wstepnie
we frakcji OE zidentyfikowano: rutozyd, hiperozyd,
izokwercytryne i witeksyne, natomiast we frakcjach
M i W rutozyd. Jak wynika z danych literaturowych,
obecnos¢ tych flawonoidéw w zielu serdecznika po-
spolitego zostata juz potwierdzona.

W nastepnym etapie badan jakoSciowych dotyczacych
identyfikacji kwaséw fenolowych zastosowano meto-
de ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC).
Do analizy wybrano frakcje ED i OE, dla ktérych po-
rownywano wartosci czasu retencji oraz widma zwiaz-
kow ze wzorcami. We frakeji OE zidentyfikowano kwas
chlorogenowy, kawowy, p-hydroksybenzoesowy, feru-
lowy i rozmarynowy, sposrod ktérych dwa pierwsze
wykryto wezeSniej metoda 2D-TLC. We frakcji ED
stwierdzono obecno$¢ kwasu chlorogenowego, p-hy-
droksybenzoesowego, ferulowego, rozmarynowego,
wanilinowego i p-kumarowego. Problematyczna okazata
si¢ identyfikacja kwasu kawowego. Mimo iz na chroma-
togramie frakcji wystepowal pik, ktérego czas retencji
zgadzat sie ze wzorcem kwasu kawowego, to jednak
widmo tego zwiazku nie odpowiadato widmu wzorca.

W wyniku przeprowadzonych badan jakosSciowych
mozna wysuna¢ wniosek, ze w zielu serdecznika po-
spolitego wystepuja kwasy fenolowe, sposrod ktorych
zidentyfikowano kwas chlorogenowy, kawowy, p-hy-
droksybenzoesowy, p-kumarowy, wanilinowy, ferulo-
wy i rozmarynowy. Na podstawie przegladu dostepne-
go piSmiennictwa stwierdzono, ze wyzej wymienione
kwasy fenolowe (z wyjatkiem kwasu chlorogenowego
i rozmarynowego) zostaly oznaczone po raz pierwszy
w badanym gatunku serdecznika.

Kolejnym etapem badan byla analiza iloSciowa
kwasow fenolowych w zielu serdecznika. Do ozna-
czenia sumy kwaséw fenolowych zastosowano metode
spektrofotometryczng Arnova opisang w Farmakopei
Polskiej VI. Zawartos¢ kwasow fenolowych w wyciagu
wodnym z surowca przeliczono na kwas kawowy, dla
ktérego przygotowano krzywa wzorcowa. Zawarto$¢
procentowa kwaséw fenolowych w zielu serdecznika
wynosita 0,4160% = 0,0032%.

Metode UPLC zastosowano do oznaczenia ilo$cio-
wego poszczegdlnych kwasow fenolowych w surowcu.

W tym celu przygotowano krzywe wzorcowe 7 kwasow
fenolowych. Analizowano wyciagi uzyskane przez
ekstrakcje metanolem o trzech réznych stezeniach:
20%, 50% 1 100%. Wysokos¢ pikow kwasow feno-
lowych (zidentyfikowanych na podstawie czasu re-
tencji i widma) przeliczono na stezenie w wyciagu,
a nastepnie na zawarto$S¢ procentowa w Surowcu.
We wszystkich wyciagach stwierdzono obecnos$¢ kwasu
chlorogenowego, kawowego i ferulowego. Ponadto
w wyciagach uzyskanych przez ekstrakcje 50% 1 100%
metanolem zidentyfikowano niewielkie iloSci kwasu
rozmarynowego, dla ktérego wyznaczono granice
oznaczalnoSci. WartoSci stezenia tego kwasu prze-
kraczaly granice oznaczalnosci, dlatego uwzgledniono
je w obliczeniach. Pozostatych kwaséw fenolowych,
ktérych wzorce zastosowano, nie wykryto w analizowa-
nych probach. Konieczne bytoby zwiekszenie nawazki
surowca. Dominujacym pod wzgledem iloSciowym
kwasem fenolowym w badanych probach okazat sie
kwas chlorogenowy (S§rednio ok. 80% sumy ozna-
czonych kwas6éw), w znacznie mniejszych iloSciach
wystepowaly kwas ferulowy (14%), kawowy (5%)
i rozmarynowy (1%). Jak wynika z przeprowadzonych
badan, stezenie rozpuszczalnika uzytego do ekstrak-
cji ma wplyw na przechodzenie kwaséw fenolowych
do wyciagu. Najwiecej kwasow fenolowych stwierdzo-
no w wyciagu uzyskanym z ekstrakcji 50% metanolem,
a najmniej z ekstrakcji 100% metanolem.

Najwiecej kwasu kawowego i ferulowego oznaczo-
no w wyciagach uzyskanych przez ekstrakcje 20%
metanolem, nieco mniej 50%, a najmniej 100% me-
tanolem. Udzial wody w ekstrahencie odgrywa zatem
istotna role. Stezenie kwasu chlorogenowego bylo
najwyzsze w wyciagach uzyskanych podczas ekstrakcji
50% metanolem, nieco nizsze 100%, a najnizsze 20%
metanolem. Analogicznie przedstawiaja si¢ stezenia
kwasu rozmarynowego, ktdrego jednak nie stwier-
dzono w wyciagach z ekstrakcji 20% metanolem.
W badaniach przeprowadzonych przez Dudek i wsp.
w 2006 roku (61) dotyczacych zawarto$ci kwasow
fenolowych w kwiatach malwy czarnej oznaczonych
metoda HPLC zauwazono podobng zalezno$¢ mie-
dzy stezeniem ekstrahenta a przechodzeniem tych
zwigzkéw do wyciagu. Analizowano frakcje eterowe
z wyciagow metanolowo-wodnych (50% metanol)
i metanolowych (100% metanol) z réznych czesci
surowca i stwierdzono wyzsze stezenia kwasu kawo-
wego, ferulowego i p-kumarowego, natomiast nizsze
kwasu p-hydroksybenzoesowego we frakcjach z wycia-
géw metanolowo-wodnych w poréwnaniu z frakcjami
z wyciagdéw metanolowych.

Suma kwaséw fenolowych oznaczonych metoda
UPLC stanowita srednio ok. 30% sumy oznaczonej
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metoda Arnova. Przyczyny tej roznicy nalezy upa-
trywaé w sposobie przeprowadzenia ekstrakcji oraz
metodyce oznaczenia. Metoda UPLC mozna oznaczy¢
tylko te zwiazki, ktorych wzorce zastosowano, dlatego
nalezy przypuszczad, ze w surowcu wystepuja inne
kwasy fenolowe reagujace z odczynnikiem Arnova
i wplywajace na ostateczny wynik.

Zastosowanie metody UPLC w niniejszych ba-
daniach pozwolito skrocié¢ czas analizy do 10 minut,
zmniejszy¢ zuzycie fazy ruchomej do ok. 3,2 ml na je-
den rozdziat i objetoS¢ nastrzyku do 2 ul. W tradycyj-
nie stosowanej metodzie rozdziatu, wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), czas jednej ana-
lizy wynosi zwykle 30-70 minut, zuzycie fazy rucho-
mej 24-50 ml, a objetos¢ nastrzyku 10-30 ul (61-64).
W badaniach Schwarz i wsp. z 2009 roku, w ktérych
poréwnywano metode UPLC i HPLC zastosowa-
nych do rozdziatu kwaséw fenolowych w prébkach
brandy, wykazano wyzsza precyzje i czutos¢ metody
UPLC, a takze 10-krotne skrdcenie czasu analizy
oraz 13-krotne zmniejszenie zuzycia fazy ruchome;j,
co wiaze si¢ z redukcja kosztow analizy (65).

Zawarto$¢ flawonoidéw w badanym surowcu jest
nizsza od wynikéw uzyskanych przez Jafari i wsp.
w 2010 (41). Naukowcy zastosowali t¢ sama metode
(opisana w Farmakopei Europejskiej V) do analizy
surowca zebranego w Teheranie (Iran). Oznaczona
zawarto$¢ flawonoidow wynosita 0,45%. Istotny
wplyw na wyzszy wynik w porOéwnaniu z surowcami
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