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I. WSTEP

Historia leczenia ziotami jest bardzo diuga i siega jeszcze czasow cztowieka
pierwotnego, bowiem od najdawniejszych czas6w rosliny stanowity pozywienie
cztowieka i stuzyty mu réwniez jako pierwsze leki. Wspo6tczesna nauka poznaje
te historie z nielicznych dowod6éw dostarczanych przez archeologéw. Pierwsze
wiadomosci o starozytnym lecznictwie odnaleziono w dokumentach Babilonii i Asyrii
z okresu okoto 2000 lat przed naszg erg. Wsrod roslin leczniczych wymieniano
woéwczas rumianek, lulek, szafran, nagietek, koper i wiele innych. Kolebka
ziotolecznictwa byt Egipt, gdzie uprawag i sporzadzaniem lekéw zajmowali sie kaptani.
Najwiecej wiadomosci o lecznictwie i lekoznawstwie egipskim pochodzi
z odnalezionego dwudziestometrowego papirusu Ebersa. Zawiera on okoto 900 receptur
réznych lekow. Ws$rdd surowcdédw pochodzenia roslinnego papirus wymienia
np. jatowiec jako lek moczopedny, kore granatowca jako $rodek usuwajgcy tasiemca,
piotun jako Srodek pobudzajacy apetyt, a czosnek jako srodek odkazajacy. Poza tym
wymienione sg anyz, koper wioski, mieta, tatarak, mirra, mak polny, aloes, siemie
Iniane i wiele innych. Z kolei Grecja jest ojczyzng ojca medycyny, Hipokratesa z Kos,
ktéry w swoim dziele pt. "Corpus Hippocraticum” opisat okoto 300 lekéw, w tym 200
pochodzenia roslinnego. Innym znanym autorem jest Pliniusz zyjacy w | wieku naszej
ery w Rzymie. W ksiedze XX swego trzydziestosiedmiotomowego dzieta pt. ”Historia
naturalis”, Pliniusz opisat okoto 1000 roslin wraz z ich dziataniem leczniczym
i recepturg przyrzadzania. Epoke rozkwitu antycznej nauki zamyka okres Galena,
najwybitniejszego - obok Hipokratesa - lekarza starozytno$ci i reformatora nauk
medycznych. Galen wprowadzit wiele nowych form srodkéw leczniczych, takich jak
napary, odwary i mazidta. Podzielit on rowniez leki ze wzgledu na ich dziatanie, np.
na Ssrodki moczopedne (seler czy pietruszka) i inne. W okresie dziejow nowozytnych
gwattowne poszukiwanie nowych drog we wszystkich dziedzinach nauki spowodowato
réwniez wielki rozkwit ziotolecznictwa, ugruntowany wiedza o dziataniu i charakterze
wielu substancji czynnych zawartych w roslinach. Niestety, koniec XIX i poczatek XX
wieku to okres krytyczny w historii ziotolecznictwa. Gwattowny rozwdéj przemystu
chemicznego spowodowat czesciowe wyparcie lekow pochodzenia roslinnego przez
leki syntetyczne [1,2].

Obecnie obserwuje sie powrdt do ziotolecznictwa, zwigzany miedzy innymi
z lepszym poznaniem budowy chemicznej i dziatania farmakologicznego substanciji
czynnych zawartych w roslinach leczniczych, ale réwniez ze wzgledu na ogromny
potencjat, ktory kryje Swiat roslin. Na kuli ziemskiej istnieje okoto 400 tysiecy roslin
z czego 40 tysiecy uznaje sie za ro$liny lecznicze, chociaz wiele z nich nie zostato
jeszcze niestety doktadnie przebadanych. Na szcze$cie zaczeto juz docenia¢ wielkie
zalety leku roslinnego, ktore polegaja m.in. na tym, ze lek ten jest na ogét znacznie
lepiej przyswajany przez organizm niz lek syntetyczny. Zawiera on bowiem catg
kompozycje mniej lub bardziej dzi§ poznanych zwigzkéw naturalnych, powigzanych
ze sobg w korzystne dla organizmu cztowieka uktady [z, 2].

Szatwia jest ro$ling ceniong w ziotolecznictwie juz od starozytnosSci. tacinska
nazwa salvia posiada sens bycia zdrowym, co $wiadczy o jej wcze$nie rozpoznanych
wiasciwosciach leczniczych. Szatwia jest rowniez uprawiana w Polsce i to od kilkuset
juz lat. Stynny Syreniusz omawiajac te rosline napisat, ze jest ona ,,prawie wszystkim



znajoma, albowiem zaledwie znaleZz¢ tak maty i nedzny ogrédek, w ktérym by nie byta
sadzona.” W $redniowieczu szatwia byta uwazana za ziele uniwersalne, podtrzymujace
zycie, co przyczynito sie do powstania staropolskiego przystowia: ,,Tego $mier¢ nie
ubodzie, kto ma szatlwie w ogrodzie”. Z kolei w starym tacinskim dziele pt.
,,O zachowaniu zdrowia” mozemy przeczytaé:

»Szatwija wzmacnia nerwy i rgk leczy drzenie,

Febre silng przemaga, ciat bezwitadnienie.

Z pierwiosnkami, lawendg i bobrowym strojem

I rzezuchg, obdarza, zdrowiem i spokojem.

Zatak przewazng, znaczng przystuge i wielka

Szatwije zwaé poczeto stusznie zbawicielka.”

(przektad F. Chotomskiego) [1, 2], Rys. 1. Sahia officinalis [3]

Na $Swiecie znanych jest okoto 900 gatunkéw szatwii. Szatwia posiada gtownie
wilasciwosci przeciwzapalne i Sciggajace. NajczeSciej jest stosowana przy zapaleniu
dzigset, jamy ustnej, gardta i krtani. Szatwia korzystnie wptywa na funkcjonowanie
woreczka zOtciowego, przez co znajduje zastosowanie w tagodzeniu dolegliwosci
ukfadu pokarmowego takich, jak biegunka, niezyt zoladka i jelit oraz wzdecia.
Zewnetrznie stosuje sie ja w postaci oktadow w stanach zapalnych skoéry takich, jak
tradzik, owrzodzenia i ropnie. Szalwia dodatkowo dziata przeciwlupiezowo
oraz pobudza cebulki wilosowe. Znajduje ona réwniez zastosowanie w leczeniu
nadmiernej potliwosci [1,2, 4-9].



11. CZESC TEORETYCZNA






1. Charakterystyka botaniczna badanych gatunkéw szatwii

1.1. Systematyka szatwii [10]

Ponizej przedstawiono zarys systematyki roslin ze specjalnym uwzglednieniem rodzaju
szatwii oraz tych gatunkéw szatwii, ktére sg przedmiotem niniejszej rozprawy.

Krélestwo: Eucariota - Jadrowce

Podkrolestwo: Plantae - Rosliny

Gromada: Spermatophyta - Nasienne

Podgromada: Angiospermae (Magnoliophyta) - Okrytozalagzkowe
Klasa: Dicotyledoneae (Magnoliopsida) - DwuliScienne
Podklasa: Lamiidae - Jasnotowe

Rzad: Lamiales - Jasnotowce

Rodzina: Lamiaceae - Jasnotowate

Rodzaj: Safoia L. - Szatwia

Gatunek: Safoia amplexicaulis Lam,

Safoia argentea L.,

Safoia atropatana Bunge,

Safoia austriaca Jacq.,

Safoia azurea Mchx.,

Safoia cadmica Boiss.,

Safoia canariensis L.,

Safoia deserta L.,

Safoiaforskahlei L.,

Safoia glutinosa L.,

Safoia hians Royle ex Benth,
Safoiajurisicii Kosanin,

Safoia lavandulifolia Vahl,

Safoia nemorosa L.,

Safoia nutans L.,

Safoia officinalis L.,
Safoiapratensis L.,

Safoia pratensis ssp. Haematodes (L.) Briq.,
Safoia regeliana Trautv.,

Safoia sclarea L.,

Safoia staminea Montbret et Aucher.,
Safoia stepposa Shost.,

Safoia superba

Safoia tesguicola Klokov & Pobed.,
Safoia triloba L.,

Safoia verticillata L.



1.2. Krétki opis wybranych gatunkéw szatwii

Salvia sclarea - szatwia muszkatotowa jest rosling srodziemnomorska, ktéra rosnie
w cieptych i nastonecznionych miejscach. Ro$lina ta jest surowcem antyseptycznym,
wiatropednym i $ciggajgcym. Szalwie muszkatotowg stosuje sie gtéwnie w leczeniu
zaburzen dyspersyjnych, choréb drég ukladu oddechowego oraz probleméw
menstruacyjnych [7, 9].

Salvia azurea - szalwia ta dziata stymulujgco na prace przewodu pokarmowego,
pobudza wydzielanie sokdéw trawiennych i posiada rowniez stabe wiasciwosci
antyseptyczne [9].

Salvia lavandulifolia — szatwia lawendolistna wystepuje jedynie na potudniu
Francji i Hiszpanii, i w pétnocno-zachodniej Afryce. Napar z jej lisci reguluje trawienie,
dziata ona takze wykrztusne i oczyszczajaco, obniza goraczke oraz wzmacnia ukitad
odpornosciowy. Posiada réwniez zastosowanie w leczeniu zaburzen menstruacyjnych,
nerwic, depresji i psychoz [9].

Salvia triloba - szatlwia krzewiasta rosnie gtébwnie w Grecji. Stosuje sie ja
w leczeniu grypy, anginy, kaszlu z przeziebienia oraz béléw reumatycznych [9, 11].

Salvia officinalis - szatwia lekarska; dzieki wiasciwosciom dezynfekcyjnym,
kojacym, S$ciggajacym i przeciwzapalnym, napar z jej liSci stosowany wewnetrznie
korzystnie wptywa na funkcjonowanie pecherzyka zdiciowego i utatwia trawienie,
fagodzi stany zapalne zotgdka i jelit, przeciwdziata biegunce oraz nadmiernej
potliwosci. Jest Srodkiem przeciwkaszlowym, przeciwgrzybiczym, a nawet
przeciwdepresyjnym. Zalecana jest réwniez do uzytku zewnetrznego przy zapaleniach
dzigset oraz bton $luzowych i gardfa. [6-9, 11-14],

1.3. Wybrane klasy zwigzkéw chemicznych zawartych w szatwii i ich wtasciwosci
farmakologiczne
1.3.1. Krétka charakterystyka chemiczna kwasow fenolowych i ich wtasciwosci
farmakologiczne

Kwasy fenolowe sg to zwigzki majgce fenolowg grupe hydroksylowa i grupe
karboksylowa. Najwieksze znaczenie majg fenolokwasy pochodne kwasu
benzoesowego i cynamonowego. SzczegOlnie te drugie sg wsrdd roslin bardzo
rozpowszechnione w postaci wolnej lub depsydow, a takze w potgczeniach
glikozydowych. Kwasy fenolowe czesto wchodzg w skiad czasteczek antocyjanéw lub
flawondw. Ostatnio coraz czesciej zwraca sie uwage na te zwigzki jako na substancje
majagce wptyw immunostymulujacy. Szczegllne znaczenie w tym zakresie maja
potaczenia estrowe i glikozydowe kwasu kawowego, a takze jego depsydy [12].

0. .OH

OCH, OH

OH
kwas ferulowy kwas gentyzynowy kwas protokatechinowy



CU /OH O

OH

OH OCH3

OH
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HO OH
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kwas kawowy kwas rozmarynowy kwas waniliowy

Rys. 2. Wzory strukturalne wybranych kwaséw fenolowych.

Kwasy fenolowe to jedna z najliczniejszych grup substancji czynnych. Zwiazki
te majg duze znaczenie dla roslin, m. in. biorgc Udzial w procesach obronnych podczas
infekcji, nadmiernego nastonecznienia i zraniei [15]. Biorg one réwniez udziat
w regulacji kietkowania nasion i wspétdziatajg w regulacji wzrostu ros$lin [16].

Jedna z najwazniejszych cech fenolokwaséw jest dziatanie antyoksydacyjne,
ktore jest Scisle, zwigzane z ich budowga chemiczng. Wptyw na dziatanie tych zwigzkow
ma liczba grup hydroksylowych oraz ich wzajemne potozenie w pierscieniu
aromatycznym. Najsilniejsze dziatanie wykazujg te kwasy, ktérych podstawniki
sg potozone w pozycji orto- lub para-. Stad najaktywniejsze kwasy to kwas galusowy,
kawowy, chlorogenowy i protokatechowy [17,18,19]. Bardzo silne dziatanie
przeciwutleniajgce, jak rowniez dziatanie wzmacniajagce aktywno$¢ enzymoéw
usuwajacych wolne rodniki, a zarazem hamujace aktywnos$¢ enzyméw bioracych udziat
w ich katalizie, wykazuje kwas ferulowy [20]. Pochodne kwasu kawowego, tj. kwas
rozmarynowy, litospermowy i salwianolowy, ktére zostaty wyizolowane z Salvia
milthiorriza posiadajg silne wiasciwosci przeciwwirusowe [21],

1.3.2. Kroétka charakterystyka chemiczna flawonoidéw i ich wiasciwosci
farmakologiczne

Flawonoidy sg substancjami statymi, najczeSciej zottymi, rzadziej bezbarwnymi,
ktérych podstawowy szkielet sktada sie z pietnastu atomow wegla. Uktadajg sie one
w ugrupowania dwaéch pierscieni benzenowych potgczonych trzema atomami wegla.

Wiekszos$¢ flawonoiddw miedzy pierScieniami aromatycznymi A i B tworzy ukiad
heterocykliczny. Flawonoidy sg wiec uwazane za pochodne benzo—y-pironu, czyli
chromonu.

@]
benzo-y-piron (chromon)

Do tej pory poznano okoto 800 réznych pochodnych chromonu, ktére réznig sie
miedzy soba liczbg i umiejscowieniem grup hydroksylowych przy obu pierscieniach,



réznym stopniem utlenienia tacznika tréjweglowego, typem potaczenia glikozydowego
z cukrami prostymi, kwasami cukrowymi i innymi kwasami organicznymi
oraz wystepowaniem uktadéw dimerycznych (tzw. biflawonoidy). Wigkszos¢
flawonoiddw wystepuje w postaci O-glikozydoéw, ktorych cze$¢ cukrowa sktada
sie z jednego do pieciu czasteczek cukrow prostych. Niektore flawonoidy wystepuja
réwniez w postaci C-glikozydow [12].

Biosynteza flawonoidow jest procesem bardzo ztozonym. Woyjasniono,
ze pierscien aromatyczny A powstaje przy udziale fragmentéw malonowych (Cs-)
w formie aktywowanej koenzymem A. Z kolei fragment Cs-Cs powstaje
z fenylopropanu, ktérego prekursorem jest kwas cynamonowy. Produktem posrednim
tej biosyntezy jest odpowiedni chalkon. Kwas cynamonowy jest biogenetycznie
zwigzany z fenyloalaning, a posrednio z kwasem szikimowym. Podobnie kwas
p-kumarowy zwigzany jest z tyrozyng, co przedstawiono na rys. 3. Cyklizacja kwasu
cynamonowego oraz kwasu /?-kumarowego do chalkonu zachodzi przy udziale dwoch
czasteczek malonylo-koenzymu A. Z produktu posredniego, jakim jest chalkon
powstaje flawon oraz wszystkie jego mozliwe modyfikacje [12].

COOH

OH

kwas szikimowy /. kwas prefenowy
fenyloalanina tyrozyna
kwas cynamonowy kwas p - kumarowy

+ 3 Malonylo - CoA

chalkon CI5

OH OH

OH OH OH O

leukocyjanidyna kwercetyna

Rys. 3. Schemat biogenezy flawonoidoéw [12].



Glikozydy flawonoidow sg na ogo6t dobrze rozpuszczalne w wodzie i alkoholu
etylowym, natomiast nie rozpuszczajg sie w takich rozpuszczalnikach, jak chloroform czy
benzen. Uwolnione z glikozydéw flawonoidy nie rozpuszczajg sie w wodzie, lecz sg na ogot
niezle rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych. Do charakterystycznych cech tych
zwigzkéw nalezy zdolno$¢ do rozpuszczania sie w alkaliach z wytworzeniem zéttego
zabarwienia. Istnieje  rowniez szereg innych reakcji chemicznych pozwalajgcych
na identyfikacje tej grupy zwigzkéw. W tabeli 1 przedstawiono podziat flawonoidéw
ze wzgledu na ich budowe, a na rys. 4. przedstawiono podstawowe struktury flawonoidéw[12].

Tab. 1. Podziat flawonoidoéw ze wzgledu na ich budowe.

FLAWONOIDY

Pochodne izoflawanu Pochodne flawanu Inne flawonoidy
Izoflawonony Flawonony Chalkony
Izoflawony Flawony Aurony

Flawanonole Biflawonoidy

Flawonole Flawonolignany

Pterokarpany i kumestany
Rotenonony
Neoflawon

Rys. 4. Podstawowe struktury flawonoidéw [12].



Flawonoidy sg grupa substancji, ktérych dziatanie biologiczne zwigzane jest
przede wszystkim z naczyniami krwionosnymi i uktadem krazenia, jednak niektore
z nich wywierajg bardziej rozlegty wptyw na caty organizm. Takie flawonoidy, jak
apigenina, luteolina, kemferol i genisteina bezposrednio wptywajg na rozszerzanie
sie naczyn krwionos$nych [22]. Zwiazki te wykazujg rowniez znakomite wiasciwosci
uszczelniania naczyn krwionosnych, dziatajac tym samym przeciwzapalnie. Z tego
wiasnie powodu rutyna czesto wystepuje w preparatach zawierajgcych witamine C.
Oprécz zmniejszania przepuszczalnosci naczyn krwionosnych spowalnia utlenianie
witaminy C, tym samym przedtuzajac jej dziatanie [23].

Kompleks takich bioflawonoiddw, jak sylibina, sylidianina i sylikrystyna, zwany
sylimaryna, jest Srodkiem stosowanym w leczeniu dolegliwosci watroby. Najczestszym
wskazaniem do stosowania tego Srodka sg choroby watroby zwigzane z alkoholizmem
oraz ostre wirusowe zapalenie tego narzgdu [24,25,26].

mirycytyna kemferol kwercytyna

hespertyna witeksyna rutyna

Rys. 5. Wzory strukturalne wybranych flawonoidéw i ich glikozydow.



Techniki ekstrakcyjne odgrywajg szczeg6lng role na etapie izolacji i wzbogacania
analitow z prébek S$rodowiskowych. Sg one stosowane w analityce $ladowych
sktadnikéw zaréwno probek ciektych, statych, jak i gazowych. W trakcie procesu
ekstrakcji odbywa sie transport analitbw z prébki (matrycy pierwotnej) do matrycy
odbierajacej (matrycy wtdrnej), ktéra ma zazwyczaj prosty i jednoznacznie okreslony
skfad chemiczny. Wprowadzenie do procedury analitycznej operacji ekstrakcji daje
zazwyczaj wiele nastepujacych korzysci:

1 Przeniesienie analitow do matrycy o znacznie prostszym skladzie niz matryca
pierwotna probki, najczesciej bardziej odpowiednim z punktu widzenia technik
oznaczen koncowych. W technikach chromatograficznych, bardzo czesto
wykorzystywanych w analizie prébek srodowiskowych, takimi ,,przyjaznymi” w
stosunku do kolumn i detektoréw sg rozpuszczalniki organiczne lub gaz nosny.

2. Zmniejszenie interferencji na dalszych etapach analizy (szczegOlnie istotne
na etapie oznaczania) w wyniku przeniesienia do matrycy odbierajacej tylko
niektorych sktadnikow analizowanej probki.

3. Mozliwos$¢ podniesienia stezenia analitu w matrycy odbierajacej (wzbogacanie)
do poziomu wyzszego niz granica oznaczalnosci wykorzystywanej techniki
i przyrzadu pomiarowego. Wedtug definicji przyjetej przez IUPAC terminem
wzbogacanie okresla sie kazdg operacje lub proces, w wyniku ktérego zwieksza
sie stosunek stezen lub ilosci mikrosktadnikéw (analitow) do makrosktadnikéw
(matrycy) analizowanej probki.

Nie nalezy jednak zapomina¢, ze z ekstrakcja, jak z kazdym procesem w procedurze
analitycznej, jest zwigzana mozliwo$¢ straty czeSci analitbw oraz zanieczyszczenia
probki.

Probki state sg typowym przyktadem prébek Srodowiskowych, ktérych stan
skupienia uniemozliwia bezposrednie oznaczanie za pomocg wiekszosci metod
stosowanych w analityce probek $rodowiskowych. Przeprowadzanie analitow
do matrycy ciektej lub gazowej jest tu szczegOlnie istotne, umozliwia bowiem
zastosowanie w analizie tych probek technik chromatograficznych, najczesciej
stosowanych w analityce prébek srodowiskowych.

Podobnie jak w przypadku prébek ciektych, ekstrakcja cieczg (SLE - ang. Solid
Liguid Extraction) odgrywa ogromng role w analityce probek statych. Réwniez w tym
przypadku trwajg poszukiwania nowych rozwigzan metodycznych i aparaturowych.
Maja one na celu zwiekszenie skutecznosci procesu, skrécenie czasu jego trwania oraz
zmniejszenie kosztow i ucigzliwosci przez zredukowanie objetoSci uzytych
rozpuszczalnikow. Obecnie stosowane techniki ekstrakcji prébek statych cieczg mozna
podzieli¢ na trzy grupy:

 techniki ,klasyczne”,

e nowoczesne rozwigzania, w ktérych do wspomagania procesu ekstrakcji
wykorzystuje sie dodatkowe czynniki (ultradZwieki, promieniowanie
mikrofalowe itp.),

* techniki, w ktérych wykorzystuje sie ptyny w stanie nadkrytycznym.

Wsrod klasycznych technik ekstrakcji analitow z prébek statych mozna wyréznic

m.in. nastepujace rozwigzania:
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Ekstrakcja za pomocag strumienia rozpuszczalnika.

Probka jest umieszczona w kolumnie i ogrzewana do temperatury zblizonej
do temperatury wrzenia uzywanego rozpuszczalnika. Przez uklad jest
przepompowywany strumien rozpuszczalnika. Warunki ekstrakcji sg zblizone
do warunkéw ekstrakcji w aparacie Soxhleta. Zaletg tej techniki jest
to, ze ekstrahowana probka styka sie ciggle z nowymi porcjami rozpuszczalnika
w wysokiej temperaturze, co znacznie intensyfikuje proces. W literaturze
anglojezycznej technika ta jest znana pod terminami forced flow leaching Ilub
percolation.

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

Probka przeznaczona do ekstrakcji jest umieszczona w porowatym pojemniku
(gilzie) i przenoszona do aparatu Soxhleta. Tam gorgcy kondensat destylujgcego
w zamknietym obiegu rozpuszczalnika ekstrahuje substancje organiczne z probki.
Dzieki zamknietemu obiegowi i destylacji rozpuszczalnika prébke mozna ekstrahowac
wielokrotnie $wiezymi porcjami, przy stosunkowo niewielkiej ilosci uzytego medium
ekstrahujacego. Ten typ ekstrakcji jest procesem dos¢ powolnym, nie jest jednak bardzo
pracochtonny, nie wymaga bowiem ciggtego nadzoru. Zastosowanie automatycznych
zestawOw do prowadzenia ekstrakcji przyspiesza jej przebieg oraz umozliwia
zmniejszenie zuzycia odczynnikow.

Kolejna grupg technik ekstrakcyjnych stosowanych w analityce prébek statych
sg techniki wykorzystujace dodatkowe czynniki wspomagajace proces ekstrakcji
analitbw za pomoca rozpuszczalnika. Mimo réznego nazewnictwa, nalezy je zdaniem
réznych autoréw nadal zalicza¢ do technik ekstrakcji do fazy cieklej. Zatem
do nowoczesnych technik z wykorzystaniem dodatkowych czynnikow stuzacych
do wspomagania procesu ekstrakcji m.in. zaliczajg sie:

Ekstrakcja wspomagana ultradZzwiekami (USAE- ultrasonic assisted
extraction)) - sonikacja

Naczynie z prébka i dodanym rozpuszczalnikiem jest umieszczane w tazni
ultradzwiekowej. Ultradzwieki sg Zzrodtem dodatkowej energii, utatwiajgcej uwolnienie
niektérych analitow z matrycy prébki. W tej technice mozna prowadzi¢ kilka procesow
ekstrakcji réwnolegle, korzystajgc jednoczesnie z tej samej tazni ultradzwiekowej.
Metoda ta ma jednak pewng wade, a mianowicie wystepuje konieczno$¢ filtracji
po zakonczeniu procesu ekstrakcji.

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE- microwave
assisted extraction)

W potowie lat osiemdziesigtych technike mikrofalowg wykorzystywano
w procesach rozktadu prébek, jednak od niedawna energia mikrofal jest réwniez
wykorzystywana do wspomagania proceséw ekstrakcji analitow z probek statych
|za pomocg rozpuszczalnika. Proces przebiega z wykorzystaniem zjawiska absorpcji
energii mikrofal przez czastki zwigzkéw chemicznych. Z reguty stosuje sie urzadzenia
generujace promieniowanie o czestotliwosci 2,45 GHz. Procesy ekstrakcji prowadzi
sie w bombach teflonowych, kwarcowych Ilub w naczyniach wykonywanych



z materialtbw  kompozytowych.  NajczeSciej uzywanymi  rozpuszczalnikami
sg dichlorometan oraz mieszanina aceton-heksan. W praktyce analitycznej zastosowano
dwa sposoby prowadzenia ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym.
W pierwszym sposobie proces ekstrakcji prowadzi sie w naczyniu wykonanym
z materiatu, ktéry nie absorbuje mikrofal. Do ekstrakcji uzywa sie rozpuszczalnika
0 mozliwie duzej statej dielektrycznej, ktdry w zwigzku z tym silnie absorbuje
mikrofale. Prowadzi to do ogrzania rozpuszczalnika do temperatury wyzszej od jego
temperatury wrzenia (w warunkach normalnych) na skutek wysokiego cisnienia
panujagcego w bombie. Ten sposéb ekstrakcji jest bardzo zblizony do techniki
przyspieszonej ekstrakcji - wysokie ci$nienie i temperatura utatwiajg uwalnianie
analitow z prébki. W drugim sposobie do ekstrakcji wykorzystuje sie rozpuszczalnik
o0 mozliwie matej wartosci statej dielektrycznej, ktory stabo absorbuje mikrofale. W tym
przypadku prébki mozna takze umiesci¢ w otwartym naczyniu. Probka nagrzewa sie
pod wpltywem promieniowania, poniewaz zawiera zazwyczaj wode oraz inne sktadniki
0 wysokich wartosciach statej dielektrycznej, co utatwia proces ekstrakcji. Ten sposob
ekstrakcji, dzieki nizszym temperaturom procesu, jest stosowany przy ekstrakcji
analitow termolabilnych, np. z grupy pestycydéw chloroorganicznych.
Do podstawowych zalet technik ekstrakcyjnych z  wykorzystaniem
promieniowania mikrofalowego nalezy zaliczy¢:
» skrocenie czasu ogrzewania prébki i czasu trwania procesu ekstrakcji,
e zmniejszenie gabarytdw urzadzen stosowanych do prowadzenia ekstrakcji,
» fatwos¢ kontroli procesu ogrzewania probki,
e zmniejszenie iloSci uzywanych rozpuszczalnikéw, a wiec i ilosci toksycznych
$ciekow,
» wykorzystanie praktycznie calej energii wylgcznie do ogrzania prébki
i rozpuszczalnika.
Nalezy jednak podkresli¢ fakt, iz zazwyczaj po ekstrakcji, a przed przystagpieniem
do oznaczen konieczne jest jeszcze:
» oddzielenie ekstraktu od matrycy probki (dekantacja lub filtracja),
» dodatkowe wzbogacanie (odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika),
e oczyszczenie i osuszenie ekstraktu.
Ponadto gtowng wadg tej metody jest to, ze wystepuje tylko pojedyncze naczynko
ekstrakcyjne.  Dodatkowo jest to technika trudna do zautomatyzowania,
co uniemozliwia ekstrahowanie wielu probek jednoczesnie.

&> Ekstrakcja pod zwiekszonym cisnieniem (ASE - accelereted solvent
extraction)

Ekstrakcja przebiega w tym przypadku pod podwyzszonym ci$nieniem
1w podwyzszonej temperaturze. Ostatnio w literaturze pojawita sie nowa nazwa tej
techniki PFE - pressurised fluid extractiori). Zestaw do ekstrakcji sktada sie
ze zbiornika z rozpuszczalnikiem, pompy wykorzystywanej do wypetnienia uktadu
rozpuszczalnikiem, naczynia ekstrakcyjnego, wykonanego najczesciej z kwasoodpomej
stali i umieszczonego w piecu, odbieralnika ekstraktu oraz butli z azotem, stuzacym
do wymuszania ruchu rozpuszczalnika przez naczynie ekstakcyjne w czasie pracy
urzadzenia. Proces ekstrakcji rozpoczyna wypetnienie catego ukladu zimnym
rozpuszczalnikiem. Nastepnie naczynie z probkag jest ogrzewane do zadanej
temperatury. Cisnienie w uktadzie, na skutek podgrzania, podwyzsza sie i w tych
warunkach odbywa sie ekstrakcja. Anality z naczynia ekstrakcyjnego wyptukuje sie



Swiezg porcja rozpuszczalnika, ktdérego ruch jest wymuszony nadci$nieniem azotu
podawanego z butli. W ekstrakcji tego typu tatwo uzyskuje sie oddzielenie ekstraktu od
matrycy. Zwiekszenie szybkosci ekstrakcji jest zapewnione przez Kkorzystne
wiasciwosci gorgcych rozpuszczalnikéw przy podwyzszonym cisnieniu (mata lepkosé,
duza sita rozpuszczania, zwiekszona warto$¢ wspdtczynnikow dyfuzji). Technike
te mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do ekstrakcji takich analitéw, jak aflatoksyny,
pestycydy, dioksyny, polichlorowane bifenyle, wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne, wystepujace w réznych matrycach: glebowych, osadach dennych, pytach,
materiale roslinnym, tkankach itp.

Ekstrakcja z zastosowaniem ptynéw w stanie nadkrytycznym (SFE - ang.
Supercritical Fluid Extraction).)

W tej metodzie ekstrakcji rozpuszczalnikiem dziatajgcym na probke jest ptyn
w stanie nadkrytycznym. Taki stan osigga sie po przekroczeniu punktu krytycznego
w uktadzie cisnienie - temperatura. W warunkach nadkrytycznych zwigzek chemiczny
nie jest ani gazem, ani cieczg. Natomiast charakteryzuje sie korzystnymi z punktu
widzenia ekstrakcji, whasciwosciami, ktére sg zwigzane z tymi dwoma typami postaci
materii. Warto$¢é wspétczynnika dyfuzji dla ptynu w stanie nadkrytycznym jest o rzad
wielkoSci wieksza niz warto$¢ wspotczynnika dyfuzji dla cieczy, lepkos¢ ptynu za$
w tym stanie jest o dwa rzedy wielkosci mniejsza od lepkosci cieczy, a tylko o rzad
wielkosci wieksza niz lepkos¢ gazu. Ekstrakcje z zastosowaniem piynéw w stanie
nadkrytycznym mozna przeprowadzi¢ w trzech etapach. W pierwszym etapie nastepuje
uwolnienie analitbw z matrycy prébki do ptynu w stanie nadkrytycznym. W drugim,
przeniesienie analitow z ekstraktora do odbieralnika, natomiast w trzecim etapie
nastepuje zbieranie analitow w odbieralniku po przejsciu ptynu w stanie nadkrytycznym
przez ogranicznik.

3. Przykiady literaturowe wybranych metod ekstrakcji zastosowanych
do wyodrebniania kwaséw fenolowych z materiatu roslinnego

Wplyw na wydajnosé ekstrakcji kwaséw fenolowych z materiatu roslinnego ma
przede wszystkim natura chemiczna tych zwigzkoéw, jak np. polamos¢, kwasowos$¢ oraz
zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych miedzy grupami hydroksylowymi
pierScienia aromatycznego oraz grupami karboksylowymi w przypadku wolnych
kwasow fenolowych. Wybdr odpowiedniej metody ekstrakcji zalezy od wielkosci
probki, warunkOéw oraz czasu jej przechowywania, jak réwniez od obecnos$ci substancji
interferujgcych. Kwasy fenolowe mogg wystepowaé w materiale roslinnym w formie
wolnej lub zwigzanej w postaci estrow czy glikozyddw [28,29].

W roslinie wiekszo$¢ kwasow fenolowych jest przechowywana w wakuolach,
skad zwykle sa ekstrahowane przy uzyciu m.in. rozpuszczalnikéw organicznych.
Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami podczas izolacji kwasoéw fenolowych
sg gorgca woda, etanol, aceton, eter dietylowy, chloroform, octan etylu oraz metanol
(lub wodne roztwory metanolu), z czego ten wymieniony jako ostatni jest najczesciej
wykorzystywany.

Escarpa i in. w swojej pracy przedstawili metode ekstrakcji kwasow
fenolowych z jabtek i gruszek przy uzyciu jako ekstrahenta czystego metanolu oraz
z zielonej fasoli i soczewicy przy uzyciu 80% wodnego roztworu metanolu [28].
Najnowsze badania pokazujg, ze najwiekszag wydajnos¢ ekstrakcji kwasow fenolowych
dla oliwy z oliwek osiggnieto uzywajgc 80% wodnego roztworu metanolu [28,30,31].



Kolejne badania dotyczyty skutecznosci réznych metod ekstrakcji wykorzystujacych
jako rozpuszczalnik metanol oraz jego wodne roztwory. Uzyto nastepujagcych metod
ekstrakcji ciato state-ciecz: ekstrakcje w aparacie Soxhleta, ekstrakcje wspomagang
ultradzwiekami, ekstrakcje wspomagang promieniowaniem mikrofalowym oraz
ciSnieniowg ekstrakcje cieczowg [32,33,34,35,36], W aparacie  Soxhleta
przeprowadzono wyczerpujacg ekstrakcje trwajgcg 15 h przy uzyciu tego samego
rozpuszczalnika. Z kolei ekstrakcje wspomagang ultradzwiekami prowadzono przez 30
minut z wykorzystaniem jako ekstrahenta czystego metanolu. Nastepnie materiat
roslinny przesgczono i ponownie ekstarahowano nowa porcjg rozpuszczalnika na tazni
ultradzwiekowej. Catg procedure powtdrzono trzykrotnie, a nastepnie wszystkie
zebrane ekstrakty potaczono. Proces ekstrakcji prowadzono w temperaturze pokojowej
(20°C+1°C) oraz w 60°C. Ekstrakcje wspomagang promieniowaniem mikrofalowym
przeprowadzono w dwoéch etapach z wykorzystaniem 80% wodnego roztworu
metanolu: przy 40% mocy generatora (400W) w czasie 1 minuty oraz przy 60% mocy
generatora (600W) w czasie 30 minut. Ekstrakcje przeprowadzono zaré6wno w uktadzie
otwartym, jak i zamknietym. Cisnieniowg ekstrakcje cieczowg przeprowadzono przy
uzyciu 80% wodnego roztworu metanolu (dla kwiatow Sambucus nigra L.) lub przy
uzyciu czystego metanolu (dla ziela Ploygonum aviculare L.) w nastepujgcych
warunkach: cisnienie 60 baréw, temperatura 100°C, czas 10 minut [32]. Najwieksza
wydajnos¢  ekstrakcji kwasu protokatechowego, p-hydroksybenzoesowego,
wanilinowego oraz ferulowego w przypadku kwiatostanu Sambucus nigra wykazata
ekstrakcja przeprowadzona w aparacie Soxhleta. Pozostate zastosowane metody
ekstrakcji wykazaly mniejsza wydajnos$é izolacji wyzej wymienionych kwaséw
fenolowych. Z kolei najwieksza wydajnos¢ ekstrakcji kwasu protokatechwego,
p-hydroksybenzoesowego i galusowego w przypadku ziela Ploygonum aviculare
uzyskano podczas ekstrakcji wspomaganej promieniowanie mikrofalowym w uktadzie
zamknietym. Najwiekszg wydajnos$é izolacji kwasu ferulowego z ziela Ploygonum
aviculare uzyskano podczas ekstrakcji wspomaganej ultradZzwiekami. Dla badanych
kwaséw fenolowych wykorzystanie ultradzwiekéw zaowocowato wiekszg (dla kwasu
protokatechowego i p-hydroksybenzoesowego) lub podobng (dla kwasu galusowego)
wydajnoscig ekstrakcji z ziela Ploygonum aviculare jak w przypadku dtugotrwatej,
wyczerpujacej ekstrakcji w aparacie Soxhleta [32].

W innym badaniu zostata przetestowana i zoptymalizowana metoda ekstrakcji
wspomagana promieniowaniem mikrofalowym w celu izolacji kwaséw fenolowych
(galusowego, protokatechowego, p-hydroksybenzoesowego, chlorogenowego,
wanilinowego, kawowego, syryngowego, p-kumarowego. ferulowego, benzoesowego,
rozmarynowego i cynamonowego) z roznych roslin. Badano wpltyw warunkéw
ekstrakcji takich, jak skiad ekstrahenta, temperatura oraz czas ekstrakcji. Wydajnos¢
ekstrakcji poréwnano z wynikami uzyskanymi podczas kontrolowanej komputerowo
dwustopniowej ekstrakcji opartej na zasadzie dziatania aparatu Soxhleta [36].

Podczas ekstrakcji wspomaganej promieniami mikrofalowymi 1 g suchego
materiatu roslinnego ekstrahowano 10, 20 i 30 ml wody, 0,1 i 2 mol/dms roztworem
kwasu solnego, a kazda probka mieszaniny woda - kwas solny dodatkowo zawierata
w stosunku objetosciowym 0%, 10%, 20% i 30% metanolu. Temperature ekstrakcji
zmieniano od 40°C do 90°C co 10°C. Czas trwania ekstrakcji wynosit 10, 15, 20, 25 i 30
minut.  Probki  traktowano  impulsowym  promieniowaniem  mikrofalowym
0 maksymalnej mocy 500W. Najlepsze rezultaty uzyskano dla metody zaproponowanej
w celu ekstrakcji zwiazkéw fenolowych z Dactylis glomerata. Ostatecznie procedure
analityczng opierajacg sie na ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym
w celu izolacji zwigzkéw fenolowych z kilku roslin przeprowadzono z wykorzystaniem



2-molowego kwasu solnego, w nastepujgcych warunkach: temperatura 70°C, czas 20
minut [36].

Stwierdzono, ze bardziej odpowiedniag metodg ekstrakcji jest ekstrakcja
wspomagana promieniowaniem mikrofalowym ze wzgledu na krotszy czas ekstrakcji
oraz mniejsze wartosci odchylenia standardowego, spowodowane bardziej stabilnymi
warunkami (temperatura i czas) prowadzenia ekstrakcji. Wartos¢ odchylenia
standardowego dla ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym miesci sie
w zakresie 3,2%-5,8%), natomiast dla ekstrakcji prowadzonej w aparacie Soxhleta
wynosi od 4,0% do 9,8%. Odzysk dla wzorca wewnetrznego (kwas m-kumarowy)
w przypadku ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym wynosit 90%,
co oznacza 10% strat wynikajacych z przygotowaniem ekstraktu do dalszej analizy.
Z kolei odtwarzalno$¢ sprawdzana z dnia na dzien oraz w pieciodniowym tescie
wyniosta odpowiednio 3,0%-6,1% oraz 3,9%-6,8% [36].

Odnotowano rowniez procedure ekstrakcji kwaséw fenolowych z materiatu
roslinnego wodg w stanie nadkrytycznym. Metoda ta opierata sie na uzyciu goracej
wody, powyzej temperatury wrzenia pod ci$nieniem Kktére jest wystarczajace
do utrzymania stanu cieklego, tj. 15 baréw w temperaturze 200°C lub 85 barow
w 300°C. Wydajnos¢ ekstrakcji ptynem w stanie nadkrytycznym zalezy od temperatury,
czasu ekstrakcji, jak rowniez od obecnosci niewielkich iloSci rozpuszczalnikow
organicznych i surfaktantow. W nizszej temperaturze woda jest bardzo polarnym
rozpuszczalnikiem, jednak w wyzszych temperaturach (>250°C) polamos$¢ wody pod
cisnieniem jest podobna do polamosci rozpuszczalnikbw organicznych. Tak wiec
polarny kwas rozmarynowy byt lepiej ekstrahowany w nizszej temperaturze (100°C),
podczas gdy mniej polarny kwas kamozolowy ekstrahowano z wiekszg wydajnoscia
w wyzszej temperaturze (200°C) [37].

Smolarz w swojej pracy przedstawita metode ekstrakcji kwaséw fenolowych
oraz ich eterobw metylowych z gatunkéw Polygonum L. z wykorzystaniem jako
ekstrahenta chloroformu [38]. Z kolei Krygier i in. ekstrahowali wolne oraz zwigzane
estrowo kwasy fenolowe z nasion oleistych ro$lin uzywajgc w tym celu mieszaniny
metanolu, acetonu i wody w stosunku objetosciowym 7 : 7 : 6 [29], Kwas
chlorogenowy skutecznie wyekstrahowano z ziela gryki podczas maceracji w 30%
etanolu w 60°C w czasie 2 godzin [29,37].

Uzyto réznych rozpuszczalnikéw podczas ekstrakcji gtéwnych polifenoli z lisci
Orthosiphon  stamineus.  Rozdrobnione liscie  ekstrahowano  nastepujacymi
rozpuszczalnikami: wodg destylowang, 50% wodnym roztworem metanolu, metanolem,
70% wodnym roztworem acetonu i chloroformem w czasie 2, 4 i s godzin na tazni
wodnej w temperaturze 40°C. Najwyzszg zawarto$¢ kwasu rozmarynowego
odnotowano podczas ekstrakcji 50% wodnym roztworem metanolu w czasie 4 godzin.
Jednakze zawarto$¢ tego zwigzku byta réwniez wysoka w przypadku ekstraktéw:
wodnego, metanolowego oraz 70% wodnego roztworu acetonu. Pochodne kwasu
kawowego, wliczajac kwas rozmarynowy stanowity 67% zidentyfikowanych fenoli
w wodnych roztworach metanolu oraz okoto 94,6% w wodnych ekstraktach [39].

Leage i in. w swojej pracy przedstawili metode ekstrakcji kwaséw fenolowych
z bawelny. Wysuszone prdbki ekstrahowano porcjami ¢ ml 2% roztworu lodowatego
kwasu octowego, a cato$¢ ogrzewano na tazni wodnej przez 10 minut, a nastepnie
wirowano przez 15 minut. Odwirowany ekstrakt przefiltrowano i poddano hydrolizie
[40] Przeprowadzenie hydrolizy estréw i glikozydéw w celu uwolnienia kwasow
fenolowych znacznie upraszcza dalszg analize. W literaturze znane sg dwie
najwazniejsze procedury uwalniania zwigzanych kwaséw fenolowych. Aby uwolni¢



kwasy fenolowe zwigzane glikozydowo nalezy przeprowadzi¢ hydrolize kwasows,
natomiast kwasy fenolowe zwigzane estrowo uwalniane sg w wyniku hydrolizy
zasadowej. Trzecig mniej popularng procedura jest uwalnianie kwaséw fenolowych
przy uzyciu odpowiednich enzymow (esterazy i glikozydazy) [41,42,43].

Chociaz w literaturze czas reakcji i temperatura w opisanych procedurach
hydrolizy kwasowej bardzo sie r6znig, to gtowna metoda obejmuje traktowanie
wyciggow roslinnych kwasem nieorganicznym (HC1) w temperaturze wrzenia lub
powyzej temperatury wrzenia pod chtodnicg zwrotng w rozpuszczalniku wodnym lub
alkoholowym (najczesciej stosowany jest metanol, stezenie wodnego roztworu kwasu
solnego wynosito od 1 do 2 mol/dm , a czas reakcji miescit sie w zakresie od 30 minut
do 1 godziny.

W pracy Gao i in. przeprowadzono serie badan w celu znalezienia optymalnych
warunkéw ekstrakcji i maksymalnej ochrony kwaséw fenolowych podczas hydrolizy
w Srodowisku kwasnym. Hydroliza w mieszaninie 2-molowego kwasu solnego
i metanolu w stosunku objetosciowym 1 : 1 w temperaturze 100°C przez 1 godzine
wykazata najwiekszg wartos¢ odzyskéw (30%-65%). Monitorowano zar6wno estry
metylowe, jak rdwniez kwasy karboksylowe. Rozpuszczalniki takie, jak etanol, alkohol
fo/7-butylowy oraz 2 -propanol dajg gorsze rezultaty, a z kolei wodny roztwdr kwasu
solnego niszczy kwasy hydroksycynamonowe. Hollman i Venema przeprowadzili
ekstrakcje i hydrolize kwasowa kwasu elagowego z orzechéw wioskich i jagdd
(truskawki, jezyny i maliny) stosujac rézne stezenia kwasu solnego i wodnego roztworu
metanolu wraz ze zmiang czasu prowadzenia hydrolizy. Dla elagotanin z orzechow
wioskich optymalne warunki prowadzenia hydrolizy kwasowej to zastosowanie
5-molowego roztworu kwasu solnego w 57% wodnym roztworze metanolu w czasie
1 godziny. Z kolei w przypadku truskawek, jezyn i malin optymalne warunki
prowadzenia hydrolizy kwasowej to zastosowanie 3,5-molowego roztworu kwasu
solnego w 72% wodnym roztworze metanolu w czasie 4-8 godziny [28,44], Krygier
i in. donoszg, ze straty kwaséw fenolowych w warunkach hydrolizy kwasowej wynosza
od 15% dla kwasu o-kumarowego do 95% dla kwasu synapinowego [28]. Hydroliza
zasadowa (zmydianie) obejmuje obrobke prébki roztworem wodorotlenku sodu
w zakresie stezen od 1 do 4 mol/dm3. Wiekszo$¢ tych reakcji przeprowadza sie
w temperaturze pokojowej w czasie od 15 minut do 12 godzin, chociaz Shahrzad i in.
przeprowadzili hydrolize soku winogronowego przy uzyciu 1,5-molowego roztworu
wodorotlenku sodu w czasie 62 godzin. W niektérych badaniach wspomniano,
ze reakcje prowadzi sie w ciemnosci, a takze, w obojetnej atmosferze takiej, jak azot
[28]. Niewielkie modyfikacje tej typowej metody hydrolizy to stale mieszanie przez
24 godziny w temperaturze 37°C. W najnowszych badaniach hydrolize zasadowg
prowadzono stosujac borowodorek sodu i wodorotlenek baru w ciggu 15 minut
w temperaturze 100°C. Lam i in. przeprowadzili hydrolize zasadowa w trudnych
warunkach i dla poréwnania przeprowadzili zmydlanie 4-molowym roztworem
wodorotlenku sodu przez 2 godziny w temperaturze 170°C. W innych badaniach reakcje
hydrolizy zasadowej przeprowadzono w ciemnosci, w warunkach beztlenowych
uzyskanych poprzez przedmuchiwanie azotem [28].

Krygier i in. poinformowat, ze hydroliza alkaliczna moze prowadzié
do znacznych strat niektérych pochodnych kwasu hydroksycynamonowego, ale mozna
temu zapobiec przez dodanie 1% kwasu askorbinowego i 10 mmoli EDTA [29,37].

Rommel i Wrolsta przeprowadzali zaréwno hydrolize kwasowg (kwas solny),
jak roéwniez hydrolize zasadowa (wodorotlenek sodu) podczas badania zawartosci
kwasow fenolowych (np. kwasu elagowego, hydroksybenzoesowego
i hydroksycynamonowego) w soku z malin. Skiad prébki zawierajgcej fenolokwasy



uwolnione w wyniku hydrolizy zasadowej byt bardzo podobny do skladu tej samej
prébki, lecz poddanej hydrolizie kwasowej. Tylko jeden zwigzek tj. kwas elagowy
skuteczniej hydrolizuje w warunkach alkalicznych, niz w kwasnych [44]. Seo i Morr
stwierdzili, ze hydroliza zasadowa z uzyciem wodorotlenku sodu prowadzi do lepszych
odzyskow kwasu ferulowego z produktéw biatkowych soi, niz hydroliza kwasowa
z uzyciem kwasu solnego [44].

Ekstrakcja ciecz-ciecz jest dobrze znang procedurg stosowang w celu
oczyszczania frakcji kwasow fenolowych. Wszystkie ekstrakty (uzyskane podczas
réznych metod ekstrakcji) odparowywano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem
i nastepnie oczyszczano metodg ekstrakcji ciecz-ciecz. Suche pozostato$ci wymywano
goragcg wodg, chtodzono w lodéwce przez 12 lub 24 godziny, a nastepnie filtrowano.
Osad przemywano wodg destylowang, a przesgcz odttuszczano podczas dwukrotnej
ekstrakcji eterem naftowym. Wodny roztworu (I), ekstrahowano eterem dietylowym.
Kwasy fenolowe zawarte w frakcji eterowej ekstrahowano 5% roztworem
wodoroweglanu sodu, w celu przeksztatcenia kwaséw fenolowych w sole rozpuszczalne
w wodzie. Warstwe wodno-wodoroweglanowg zakwaszono 36% roztworem kwasu
solnego do pH = 3 w celu uwolnienia kwaséw fenolowych, a nastepnie poddano
ekstrakcji eterem dietylowym. Ekstrakty eterowe polgczono, osuszono bezwodnym
siarczanem(V1) sodu, przesaczono i odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce
prozniowej. W ten sposéb wyodrebniono frakcje wolnych kwaséw fenolowych
[35,41,42],

Pierwszg cze$¢ roztworu wodnego (I) poddano hydrolizie kwasowej w celu
uwolnienia kwasow fenolowych zwigzanych glikozydowo. Wyciag wodny zakwaszano
36% kwasem solnym do pH = 2 i cato$¢ ogrzewano przez 1 godzing w temperaturze
60°C. Hydrolizat ostudzono i ekstrahowano eterem dietylowym. Warstwy eterowe
potgczono, osuszono bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a nastepnie przesgczono.
Rozpuszczalnik oddestylowano otrzymujac w ten sposob frakcje kwaséw fenolowych,
uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej. Drugg cze$¢ roztworu wodnego (I)
poddano hydrolizie zasadowej w celu uwolnienia kwaséw fenolowych zwigzanych
estrowo. Do wyciggu wodnego dodano 1 g borowodorku sodu oraz 10% wodnego
roztworu wodorotlenku baru do pH = 12 i cato$¢ ogrzewano przez 15 minut
w temperaturze 60°C. Hydrolizat ostudzono, a nastepnie zakwaszono roztworem kwasu
siarkowego(V1), do pH = 2 i ekstrahowano eterem dietylowym. Potgczone warstwy
eterowe suszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a nastepnie przesaczono.
Rozpuszczalnik oddestylowano i w ten spos6b wyodrebniono frakcje kwasow
fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej [35,41,42,45].

W niniejszym podrozdziale przedstawiono przeglad najczesciej stosowanych
metod ekstrahowania zwigzkéw fenolowych z bardzo rdéznorodnego materiatu
ro$linnego. Metody te obejmujg ekstrakcje w aparacie Soxhleta, ekstrakcje wspomagang
ultradZzwiekami, ekstrakcje wspomagang promieniowaniem mikrofalowym oraz
ekstrakcje pod zwiekszonym ci$nieniem. Nasuwa sie og6lny wniosek, iz ze wzgledu na
bardzo zrd6znicowang morfologie oraz sktad chemiczny materiatdw botanicznych dla
kazdej badanej rosliny nalezatoby na wstepie przeprowadzi¢ optymalizacje procesu
ekstrakcji.

4. Chemotaksonomia roslin i jej znaczenie dla nowoczesnej systematyki roslin
Chemotaksonomia to gatgz taksonomii zajmujgca sie podziatem organizméw

roslinnych i zwierzecych wedtug zawartych w nich charakterystycznych substancji
chemicznych, w celu ulepszenia systematyki tych organizmoéw. Najbardziej uzyteczna



w tej kwestii jest analiza metabolitdw pierwotnych i wtérnych oraz no$nikéw informacji
genetycznej (kwaséw nukleinowych i biatek). Analizy na podstawie ktérych mozna
wytypowaé tzw. markery chemotaksonomiczne (czyli substancje wystepujace np.
dla danego rodzaju ros$lin) lub tez pomocnicze wskazniki chemotaksonomiczne (czyli
substancje wystepujace dla okreSlonego gatunku ro$lin) stanowig podstawe
do systematyki roslin ze wzgledu na ich sktad chemiczny. Systematyka zaproponowana
w  XVIIlI wieku przez Karola Linneusza opierata sie wytgcznie na prostym
podobienstwie morfologicznym i cytologicznym. O tym, ze niektére rosliny odznaczaja
sie pewnymi wiasciwosciami farmakologicznymi, wiedziano juz od dawna, jednak
dopiero od niedawna zaczeto odkrywaé i poznawac substancje czynne, ktére sg za nie
odpowiedzialne. Chemotaksonomia rozwija sie od lat 60. XX wieku ijako stosunkowo
mioda dziedzina nauki ma przed sobg jeszcze wiele do odkrycia. Obecnie zakres
informacji na temat substancji biologicznie czynnych zawartych w roslinach ogromnie
sie pogtebit, a ciggte udoskonalanie narzedzi analitycznych, jakimi postuguje
sie nowoczesna chemia umozliwity lepszy wglad w sktad chemiczny roslin [25,26].



1. CEL PRACY






Celem niniejszej pracy byto:

1

2)

3)

4)

5)

Poréwnanie wydajnosci roznych technik i wariantow ekstrakcji zwigzkow
0 charakterze polarnym dla ro$lin nalezacych do rodzaju Safoia na przykfadzie
gatunku szatwii lekarskiej (Safoia officinalis)',

Wykorzystanie chromatografii  cienkowarstwowej oraz specjalnych technik
rozwijania chromatograméw celem poréwnywania ,,odciskow palca” (czyli tzw.
fmgerprintow) frakcji o réznych polamosciach dla badanych gatunkéw szatwii
pochodzacych z tego samego okresu wegetacyjnego;

Poréwnanie fmgerprintow frakcji polarnej dla réznych gatunkéw szatwii
uzyskanych technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg DAD
1ELSD (HPLC-DAD i HPLC-ELSD);

Czesciowa identyfikacja zwigzkéw fenolowych zawartych w badanych gatunkach
szatwii technika TLC i HPLC oraz wytypowanie ws$réd nich markeréw
chemotaksonomicznych oraz chemotaksonomicznych wskaznik6w pomocniczych;

Spektrofotometryczne oznaczanie sumarycznej zawartosci zwigzkéw fenolowych
w badanych gatunkach szalwii wraz z pordéwnaniem miedzygatunkowym
i sezonowym;

Chemometryczne poréwnanie fmgerprintéw badanych gatunkow szatwii (Safoia L.)
pochodzacych z tej samej plantacji, z tego samego i rdznych sezondéw
wegetacyjnych pod katem ich zréznicowania sezonowego i gatunkowego.






V. CZESC DOSWIADCZALNA






Podczas

przygotowywania i analizy materiatu roslinnego zostat wykorzystany

nastepujacy sprzet laboratoryjny:

>

>
>
>
>

V V V VYV VYV

Pipety automatyczne firmy Socorex (Ecublens, Szwajcaria);

Filtry strzykawkowe Anotop firmy Merck (Darmstadt, Niemcy);

Komory chromatograficzne DS typu sandwich firmy Chromdes (Lublin);
Komory chromatograficzne pionowe firmy Merck (Darmstadt, Niemcy);
Ptaszcz grzewczy z regulacja mocy SXKW - 98IB firmy ChemLand
(Stargard Szczecinski);

Mieszadto magnetyczne z funkcjg grzania RCT basie IKAMAG firmy IKA
(Staufen, Niemcy);

Waga laboratoryjna WXD 200/2000 firmy RADWAG (Radom);
Spektrofotometr Genesis s firmy ThermoScientific (Waltham, Massachusetts,
USA);

pHmetr Orion 4 - Star Plus (Nijkerk, Holandia);

Zestaw do oczyszczania wody Elix Advantage 3 System firmy Millipore
(Billerica, Massachusetts, USA);

Rotacyjna wyparka prozniowa RV 10 digital VC firmy IKA (Staufen,
Niemcy);

Miynek elektryczny MSM6260 400W firmy Bosch (Stuttgart, Niemcy);
taznia ultradZzwiekowa Bandelin Sonorex Super RK 255H (Berlin, Niemcy);
Wideoskaner Chromimage AR2i (Le Plessis Robinson, Francja);

Lampa UV firmy Camag (Muttenz, Szwajcaria);

Aplikator do TLC AS-30 firmy Desaga (Heidelberg, Niemcy);

Densytometr skaningowy model CD 60 firmy Desaga (Heidelberg, Niemcy);
Cisnieniowy ekstraktor cieczowy ASE 200 firmy Dionex (Sunnyvale,
Kalifornia, USA);

Kolumna chromatograficzna firmy Varian, typu Pursuit Cis o wymiarach
250 mm x 4,6 mm; grubo$¢ ziarna 5 |[im (Harbor City, Kalifornia, USA);
Kolumna chromatograficzna firmy Varian, typu Pursuit XRs-Cis 0
wymiarach

50 mm x 2 mm; grubos$¢ ziarna 3 |im (Harbor City, Kalifornia, USA);
Chromatograf cieczowy Gynkotek P 580A LPG wyposazony w autosampler
Gyncotek Gina 50, pompe Gyncotek P 580A LPG oraz detektor fotodiodowy
DAD UVD 340U (Maccelesfield, Anglia);

Chromatograf cieczowy Varian 920-LC wyposazony w autosampler 900-LC,
pompe gradientowa, detektor fotodiodowy330 DAD oraz fotodyspersyjny
detektor laserowy (ELSD) Varian 385 LC (Santa Clara, Kalifornia, USA).

W niniejszej pracy wykorzystano ptytki chromatograficzne firmy Merck:

TLC 10 cm x 20 cm Si02 60 Fzs4 (Nr. kat. 1.05729)

PLC 20 cm x 20 cm Si02 60 F2s4 (Nr. kat. 1.05717)

HPTLC 10 cm X 10 cm oraz 10 cm x 20 cm Si0O2 60 Fzss (Nr. kat. 1.05628;
1.05642)

HPTLC 20 cm x 20 cm NH2 F254S (Nr. kat. 1.13192)

HPTLC 10 cm Xx 10 cm DIOL Fa2sas (Nr. kat. 1.12668)

HPTLC 10 cm X 10cm CN F2AS(Nr. kat. 1.16464)

Celuloza 10 cm x 20 cm (Nr. kat. 1.05730)



Rozpuszczalniki uzyte podczas analiz:

Aceton, acetonitryl, acetyloaceton, benzen, n-butanol, 2-butanon, chloroform,
1,4-dioksan, etanol, eter dietylowy, eter diizopropylowy, eter naftowy,
n-heksan, n-heptan, metanol, octan etylu, 2 -propanol, toluen.

Odczynniki uzyte podczas analiz:

Azotan(lll) sodu, borowodorek sodu, chlorek glinu, kwas mrowkowy,
kwas octowy, kwas solny, kwas siarkowy(VI), molibdenian sodu,
siarczan(VI1) sodu, weglan sodu, wodorotlenek baru, wodorotlenek sodu,
wodoroweglan sodu.

Wszystkie wyzej wymienione rozpuszczalniki i odczynniki chemiczne
charakteryzowaly sie stopniem czystosci do analizy i pochodzity z firmy PPH POCH,
Gliwice.

Do analiz uzywano wody redestylowanej otrzymanej w laboratorium Uniwersytetu
Slaskiego.

Metenamina pochodzita z firmy Pharma Cosmetics (Krakow);

Glikol polietylenowy 4000 i boran 2-aminoetylodifenylowy pochodzity
z firmy Merck

Wanilina i1 stabilny rodnik DPPH (2,2-difenylo-I-pikrylohydrazyl)
pochodzity z firmy Aldrich.

W tabeli 1 przedstawiono wykaz substancji wzorcowych uzytych w badaniach.



Tab. 1. Wykaz substancji wzorcowych zastosowanych w niniejszej pracy

Nazwa substancji wzorcowej

Kwas chlorogenowy

Kwas /raws-cynamonowy

Kwas elagowy
Kwas ferulowy
Kwas galusowy
Kwas gentyzynowy

Kwas m-hydroksybenzoesowy
Kwas p-hydroksybenzoesowy
Kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy

Kwas kawowy
Kwas o-kumarowy
Kwas /w-kumarowy

Kwas /ra«j-p-kumarowy

Kwas protokatechowy
Kwas rozmarynowy
Kwas syryngowy
Kwas synapinowy
Kwas izowanilinowy
Kwas wanilinowy
Akacetyna

Apigenina
Eskuletyna
Hemiaryna
Hesperetyna
Hiperozyd

Kemferol

Kwercetyna
Kwercytryna
Izokwercytryna
Kumaryna
7-Hydroksykumaryna
Luteolina

Mirycetyna
Naringenina

Rutyna

Skopoletyna
Glukozyd apigeniny
Glukozyd hesperetyny
Glukozyd kemferolu
Glukozyd luteoliny

Producent

ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA), Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA), Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ChromaDex (Santa Ana, CA, USA), Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Aldrich (St. Louis, MO, USA)



2. Metodyka prowadzenia badanh
2.1. Materiat roslinny

Materiat roslinny do badan stanowito 26 gatunkéw roélin z rodzaju Safoia
(Tab. 2.), pochodzacych z uprawy w Ogrodzie RoSlin Leczniczych Katedry
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz dwa gatunki pozyskane
ze stanowisk naturalnych, (S. glutinosa z Ostrowska, Polska i S. officinalis z Zlatiboru,
Serbia). Materiat roslinny, jaki postuzyt do przeprowadzenia prezentowanych badan
zebrano w latach 2007-2009. Ziota badanych gatunkéw szatwii pochodzace z uprawy
w Lublinie suszono w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza w temperaturze
35-40°C przez 40 godzin. Wszystkie badane gatunki w postaci suszu rozdrabniano
w miynku elektrycznym. Tak przygotowany materiat roslinny poddawano analizie.

Tab. 2. Wykaz gatunkoéw szatwii poddanych analizie oraz ich okresy wegetacyjne.

Nr  Gatunek szatwii Rok zbioru Nr  Gatunek szatwii Rok zbioru

1 S. amplexicaulis 2007, 2008, 2009 15 S. triloba 2007, 2008, 2009
2 S. azurea 2007, 2008, 2009 16 S verticillata 2007, 2008, 2009
3 S cadmica 2007, 2008, 2009 17 S officinalis 2007,2008, 2009
4 S. deserta 2007, 2008, 2009 18 S. lavandulifolia 2007, 2009

5 S.forskahlei 2007,2008, 2009 19 S. atropatana 2007

6 S. glutinosaa 2007, 2008, 2009 20 S. canariensis 2007

7 S. hians 2007, 2008, 2009 21 S. argentea 2008, 2009

8 S.jurisicii 2007, 2008, 2009 22  S. austriaca 2008, 2009

9 S. nemorosa 2007, 2008, 2009 23  S. nutans 2008, 2009

Lo S Pratensisssp. 000 008, 2009 24 S. regeliana 2008, 2009

Haematodes

11 S. sclarea 2007, 2008, 2009 25 S superba 2008, 2009

12 S. staminea 2007, 2008, 2009 26 S. glutinosa 2008

13 S. stepposa 2007, 2008, 2009 27 S. officinalisb 2008

14 S tesguicola 2007, 2008, 2009 28  S. pratensis 2009

aze stanowiska naturalnego w Ostrowsku, Polska
bze stanowiska naturalnego w Zlatiborze, Serbia

2.2. Zastosowane metody ekstrakcji zwigzkéw fenolowych
2.2.1.Ekstrakcja tradycyjna [46-49]

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 250 ml, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszczono 10 g odwazonego materiatu roslinnego, ktéry dwukrotnie ekstrahowano
n-heksanem przez 24 godziny w standardowych warunkach, odpowiednio porcjami
200 ml i 100 ml. Otrzymane ekstrakty heksanowe odrzucono. Nastepnie odsgczony
i wysuszony surowiec poddano ekstrakcji chloroformem (100 ml) w temperaturze
pokojowej (okoto 22°C) przez 24 godziny. Po tym czasie materiat roslinny odsaczono,
a otrzymany ekstrakt odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce prézniowej. Sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml metanolu, a nastepnie przefiltrowano przez filtr
strzykawkowy. Ekstrakcje przeprowadzono trzykrotnie.

Ekstrakcji poddano jeden gatunek szatwii, a mianowicie S. officinalis.



2.2.2.Cisnieniowa ekstrakcja cieczowa (ASE) z wykorzystaniem réznych
ekstrahentéw [50-53]

Odwazono porcje 5 g materiatu roslinnego, ktdra nastepnie umieszczono
w metalowej celce i ekstrahowano w cisnieniowym ekstraktorze cieczowym ASE 200.
Ekstrakcje przeprowadzono wedtug trzech odrebnych procedur, ktoérych warunki
oraz poszczegllne etapy przedstawiono w tabeli 3. Kazda z procedur ekstrakcji
wykonano trzy razy.

W pierwszym przypadku jako ekstrahentow uzyto n-heksanu oraz metanolu.
Wstepnie przeprowadzono jednokrotng ekstrakcje materiatu roslinnego n-heksanem
w celu eliminacji chlorofilu i mniej polarnych substancji, a otrzymany ekstrakt
odrzucono. Nastepnie materiat roslinny poddano jednokrotnej ekstrakcji metanolem.
Otrzymany ekstrakt odparowano do sucha, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 5 ml
metanolu. Cato$¢ utrzymywano na fazni ultradZzwiekowej w temperaturze pokojowej
przez 15 minut. Nastepnie metanolowy ekstrakt zatezono do objetosci 1 ml
i przesgczono przez filtr strzykawkowy.

W drugim przypadku przeprowadzono jednokrotng ekstrakcje materiatu
roslinnego, a jako rozpuszczalnika uzyto metanolu. Otrzymany ekstrakt odparowano
do sucha, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 5 ml metanolu. Cato$¢ utrzymywano
na tazni ultradzwiekowej w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastepnie
metanolowy ekstrakt zatezono do objetoSci 1 ml i przesagczono przez Afiltr
strzykawkowy.

W trzecim i zarazem ostatnim przypadku przeprowadzono jednokrotng ekstrakcje
materiatu ro$linnego, a jako rozpuszczalnika uzyto mieszaniny metanolu i wody
w stosunku objetosciowym s : 2. Otrzymany ekstrakt odparowano do sucha, a suchg
pozostato$¢ rozpuszczono w 5 ml metanolu. Cato$¢ utrzymywano na tazni
ultradZzwiekowej w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastepnie metanolowy
ekstrakt zatezono do objetosci 1 ml i przesaczono przez filtr strzykawkowy.

W pierwszym etapie badan, ktére miaty na celu dobo6r warunkéw ekstrakcji,
procesowi temu poddano jedynie gatunek S. officinalis. Po dokonaniu wyboru
najefektywniejszej z metod ekstrakcji (tj. z wykorzystaniem jako ekstrahentow
n-heksanu i metanolu), ekstrakcji poddano gatunki szatwii zebrane w latach 2007
i 2008.

2.2.3. Selektywna ekstrakcja kwaséw fenolowych [54]

Podstawowy ekstrakt do analizy przygotowano w nastepujacy sposob: odwazono
10 g bardzo drobno rozdrobnionego materiatu roslinnego, probke umieszczono w kolbie
okragtodennej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i trzykrotnie
ekstrahowano na fazni wodnej przez 30 minut, kazdorazowo uzywajac 50 ml metanolu.
Otrzymane wyciagi metanolowe potgczono, a nastepnie odparowano do sucha
w rotacyjnej wyparce prozniowej, nie przekraczajagc temperatury 50°C. Suchg
pozostato$¢ rozpuszczono w 20 ml goracej wody i pozostawiono w lodéwce
na 24 godziny. Nastepnie powstalty osad odsgczono, a roztwor przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosSci 100 ml i wuzupetniono wodag do kreski. Ekstrakcje
przeprowadzono dwukrotnie.

Ekstrakcji poddano 26 gatunkéw szatwii zebranych w latach od 2007 do 2009.
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2.2.4. Selektywna ekstrakcja flawonoidow [54]

Podstawowy ekstrakt przygotowano poprzez odwazenie 1 g $rednio
sproszkowanego materiatu roslinnego, ktéry umieszczono w kolbie okragtodennej
0 pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng. Dodano 20 ml acetonu, 2 ml
roztworu kwasu solnego o stezeniu 281 g/l oraz 1 ml metenaminy o stezeniu 5 g/l.
Cato$¢ utrzymywano we wrzeniu na tazni wodnej przez okres 30 minut. Otrzymany
w ten sposo6b hydrolizat przesagczono przez wate do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml. Wate wraz z osadem ponownie umieszczono w Kkolbie okrggtodennej
1 dwukrotnie ekstrahowano na fazni wodnej przez 10 minut, kazdorazowo uzywajac
20 ml acetonu. Otrzymane wyciggi acetonowe potgczono, umieszczono w kolbie
miarowej i uzupetniono acetonem do 100 ml. Otrzymany roztwdr poddano ekstrakcji
typu ciecz-ciecz. W tym celu 20 ml wyciggu acetonowego umieszczono w rozdzielaczu,
dodano 20 ml wody i ekstrahowano czterema porcjami octanu etylu, pierwszg
0 objetosci 15 ml i nastepnie trzema o objetosSciach po 10 ml. Potgczone warstwy octanu
etylu przemyto dwiema porcjami po 40 ml wody, przesagczono do kolby miarowej
0 pojemnosci 50 ml i uzupetniono octanem etylu do kreski. Ekstrakcje przeprowadzono
dwukrotnie.

Ekstrakcji poddano 26 gatunkow szatwii zebranych w latach od 2007 do 2009.

2.2.5.Wielostopniowa ekstrakcja zwigzkéw fenolowych [55-58]

Izolacje zwiazkéw fenolowych z 10 wybranych gatunkdéw szatwii (S. officinalis,
S. sclarea, S. staminea, S. hians, S. \erticillata, S. azurea, S. cadmica, S. pratensis ssp.
Haematodes, S. glutinosa i S. triloba zebranych w 2009 roku i wyselekcjonowanych
na  podstawie  wynikdw analizy = spektrofotometrycznej) przeprowadzono
z wykorzystaniem ekstrakcji typu ciato stale - ciecz w aparacie Soxhleta, a nastepnie
wykorzystano ekstrakcje typu ciecz - ciecz. Ekstrakcje przeprowadzono dwukrotnie.

Porcje zawierajaca 25 ¢ rozdrobnionego materiatu roslinnego umieszczono
w gilzie z bibuty filtracyjnej, a nastepnie w aparacie Soxhleta. Surowiec ten poddano
24-godzinnej maceracji, a nastepnie wyczerpujacej ekstrakcji eterem naftowym w celu
odtluszczenia materiatu roslinnego. Wycigg eterowy odrzucono, a nastepnie
po wysuszeniu gilzy z surowcem w temperaturze pokojowej, przeprowadzono kolejng
24-godzinng maceracje i wyczerpujacg ekstrakcje metanolem w aparacie Soxhleta.
Ekstrakt metanolowy odparowano w rotacyjnej wyparce prézniowej, nie przekraczajac
temperatury 50°C. Suchg pozostato$¢ przemyto czterema porcjami goracej wody
po 25 ml kazda i pozostawiono w lodéwce na okres 24 godzin. Nastepnie w celu
pozbycia sie osadu, roztwor wodny (RW) przesaczono i ekstrahowano porcjami
po 20 ml eteru dietylowego, az do zaniku zabarwienia warstwy organicznej. Otrzymang
frakcje eterowg (FE) ekstranowano porcjami po 10 ml 5% roztworu wodoroweglanu
sodu, az do zaniku zabarwienia warstwy wodnej. Pozostatg frakcje eterowag (FE)
poddano ekstrakcji porcjami po 10 ml 5% roztworu weglanu sodu, réwniez do zaniku
zabarwienia warstwy wodnej.

Warstwe wodno - wodoroweglanowg zakwaszono 18% roztworem kwasu solnego
do pH = 3 w celu uwolnienia kwaséw fenolowych, a nastepnie poddano ekstrakcji
porcjami po 20 ml eteru dietylowego, az do odbarwienia warstwy organicznej.
Ekstrakty eterowe potgczono, osuszono bezwodnym siarczanem(V1) sodu, przesgczono
1 odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce prézniowej. Suchg pozostatosé
rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten
sposéb wyodrebniono frakcje wolnych kwasow fenolowych (WKF).



Warstwe wodno - weglanowag zakwaszono 18% roztworem kwasu solnego
do pH ~ 2, a nastepnie poddano ekstrakcji porcjami po 20 ml eteru dietylowego,
az do odbarwienia warstwy organicznej. Ekstrakty eterowe potgczono, osuszono
bezwodnym siarczanem(V1) sodu, przesgczono i odparowano do sucha w rotacyjnej
wyparce prézniowej. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono
do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten spos6b wyodrebniono frakcje
aglikonéw flawonoidowych (AF).

Roztwdr wodny (RW) poddano ekstrakcji porcjami po 20 ml octanu etylu,
az do jego odbarwienia. Ekstrakty octanowe potgczono, osuszono bezwodnym
siarczanem(VI) sodu, przesaczono i odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce
prézniowej. Suchag pozostato$é¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten spos6b wyodrebniono frakcje niepolarnych
glikozydow flawonoidowych (GFO).

Nastepnie roztwér wodny (RW) ekstrahowano porcjami po 20 ml n-butanolu,
az do jego odbarwienia. Ekstrakty butanolowe potgczono, osuszono bezwodnym
siarczanem(VI1) sodu, przesaczono i odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce
prézniowej. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten sposdb wyodrebniono frakcje polarnych
glikozydow flawonoidowych (GFB). Opisang powyzej procedure przedstawiono
schematem na rysunku 62a.

Pozostaty roztwor wodny (RW) podzielono na dwie réwne czesci, z ktérych jedna
poddano hydrolizie kwasowej, a drugg hydrolizie zasadowej.

Pierwsza cze$¢ roztworu wodnego (RW) poddano hydrolizie kwasowej w celu
uwolnienia kwaséw fenolowych zwigzanych glikozydowo. Wycigg wodny zakwaszono
36% kwasem solnym do pH ~ 2 i catos¢ ogrzewano na tazni olejowej pod chtodnica
zwrotng przez 1 godzine. Hydrolizat ostudzono, przesaczono, a przesgcz ekstrahowano
porcjami po 20 ml eteru dietylowego do jego odbarwienia. Warstwy eterowe potgczono,
osuszono bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a nastepnie przesaczono. Rozpuszczalnik
oddestylowano, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml, otrzymujgc w ten sposob frakcje kwasoéw fenolowych,
uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej (KKF).

Druga cze$¢ roztworu wodnego (RW) poddano hydrolizie zasadowej w celu
uwolnienia kwasoéw fenolowych zwigzanych estrowo. Do wyciggu wodnego dodano 1 g
borowodorku sodu, by ochroni¢ kwasy fenolowe przed utlenieniem. Nastepnie roztwor
zalkalizowano dodajgc 10% wodnego roztworu wodorotlenku baru do pH ~ 12 i catos¢
utrzymywano w stanie wrzenia na tazni olejowej pod chtodnica zwrotng przez
1 godzine. Hydrolizat ostudzono, zobojetniono 10% wodnym roztworem kwasu
siarkowego(V1), a nastepnie zakwaszono stezonym kwasem siarkowym(VI)
do pH ~ 1,5. Wytragcony osad siarczanu(V1) baru odsaczono, a przesacz ekstrahowano
porcjami po 20 ml eteru dietylowego do jego odbarwienia. Potgczone warstwy eterowe
suszono bezwodnym siarczanem(V1) sodu, a nastepnie przesgczono. Rozpuszczalnik
oddestylowano, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten spos6b wyodrebniono frakcje kwasow
fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej (ZKF). Opisang powyzej
procedure hydrolizy przedstawiono schematycznie na rysunku 62b. Doktadne ilosci
ekstrahentéw uzytych podczas wielostopniowej ekstrakcji zwigzkéw fenolowych
zamieszczono w tabeli 4.
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2.3. Analiza ekstraktéw roslinnych technikg chromatografii cienkowarstwowej

2.3.1.Uktady chromatograficzne zastosowane do optymalizacji rozdziatu
ekstraktow szatwii lekarskiej (S. officinalis) uzyskanych metoda tradycyjna
oraz metoda ciSnieniowej ekstrakcji cieczowej

W pierwszym etapie badan eksperyment chromatograficzny przeprowadzono
zarbwno w normalnym, jak i w odwroconym ukladzie faz z zastosowaniem
jednokierunkowej, izokratycznej chromatografii cienkowarstwowej dla ekstraktow
otrzymanych wedtug procedur opisanych w podrozdziatach 2.2.1 1 2.2.2., w celu
poréwnania wydajnosci zastosowanych metod ekstrakcji.

Przed uzyciem ptytki pokryte zelem krzemionkowym aktywowano przez
15 minut w temperaturze 110°C. Probki o objetosci 5 jil nanoszono punktowo przy
pomocy automatycznego aplikatora. Wszystkie chromatogramy rozwijano w komorach
pionowych, ktére wcze$niej wysycano przez 15 minut parami fazy ruchomej.
Chromatogramy rozwijano na wysokosé 15 cm, po czym suszono je w warunkach
pokojowych przez 3 godziny. Po wysuszeniu kazdy chromatogram skanowano
z zastosowaniem wideoskanera, przy dtugosci fali Swietlnej X = 254 nm. Do analizy
chromatograméw uzyto takze densytometru skaningowego. Densytogramy rejestrowano
przy dtugosci fali A= 340 nm.

W celu poréwnania wydajnosci metod ekstrakcji i wyboru najefektywniejszej
z nich zastosowano przedstawione w tabeli 5 uktady chromatograficzne.

Tab. 5. Uklady chromatograficzne zastosowane podczas analizy technikg chromatografii
cienkowarstwowej ekstraktow szatwii lekarskiej (S. officinalis)

Faza Faza
Stacjonarna Ruchoma
benzen + kwas octowy + woda
12:14:6 (v/v) [59]
metanol + woda + kwas octowy
RP-18 78 : 25 : 3 (v/v) [60]
25 :25 : 3 (viv) [60]
woda + metanol

RP-18

RP-18 6 4 (VIV) [61]
Si0, 2 -propanol + octan etylu
111 (Viv) [62]
Si0, octan etylu + n-heptan + kwas octowy
6 :4:0,1 (viv) [63]
. toluen + 1,4-dioksan + kwas mrowkowy
5102 7:2:1 (Viv) [61]
. toluen + 1,4-dioksan
5102 7:2 (Vlv)
toluen + octan etylu + kwas mréwkowy
Si02 4:4:1 (viv) [60]

5:4:1 (viv) [64, 65]

Za najlepsza faze stacjonarng uznano zel krzemionkowy, za$ mieszanine toluenu
i 1,4-dioksanu w stosunku objetoSciowym 7 : 2 za najlepszy eluent.



2.3.2.Warunki chromatografowania ekstraktu szatwii lekarskiej (S. officinalis)
uzyskanego metodg  ciSnieniowej ekstrakcji cieczowej technika
chromatografii preparatywnej (PLC)

Przeprowadzono rozdziat sktadnikébw metanolowego ekstraktu uzyskanego
metodg ASE (1) technika preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PLC),
stosujgc analogiczne warunki prowadzenia rozdziatu, jak w przypadku analitycznej
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Rowniez w tym przypadku jako faze
stacjonarng uzyto zel krzemionkowy, a jako faze ruchomg mieszaning toluenu
i 1,4-dioksanu w stosunku objetosciowym 7 : 2. Probke o objetosSci 40 jd nanoszono
pasmem o ditugosci 16 cm przy pomocy automatycznego aplikatora. Chromatogram
rozwijano w komorze pionowej, ktéra wczesniej wysycano przez 15 minut parami fazy
ruchomej. Chromatogram rozwijano na wysokos¢ 15 cm, po czym suszono
go w warunkach pokojowych przez 3 godziny. Po wysuszeniu chromatogram
skanowano z zastosowaniem wideoskanera, przy diugosci fali $wietlnej X = 254 nm.
Kazdg z pieciu rozdzielonych frakcji starannie zdrapano, umieszczono w fiolkach
i dodano po 20 ml metanolu. Catos¢ utrzymywano na tazni ultradzwiekowej
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Nastepnie metanolowy roztwor przesaczono
przez filtr strzykawkowy w celu oddzielenia zelu krzemionkowego. Uzyskany przesacz
odparowano do sucha, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 1 ml metanolu i ponownie
przesgczono przez filtr strzykawkowy. Po wyodrebnieniu frakcje poddano dalszej
analizie technika HPLC/DAD. Warunki przeprowadzonej analizy sg analogiczne, jak
w przypadku analizy majacej na celu poréwnanie metod ekstrakcji. Mianowicie,
wykorzystano elucje izokratyczng w uktadzie acetonitryl : woda z dodatkiem 1% (v/v)
lodowatego kwasu octowego w stosunku objetoSciowym 55 : 45. Badania
przeprowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego firmy Gyncotek,
wyposazonego w autosampler, detektor fotodiodowy DAD oraz kolumne
chromatograficzng Cis firmy Varian o wymiarach 250 mm * 4.6 mm i $rednicy ziarna
5 (im. Podczas analizy wykorzystano oprogramowanie Chromeleon Dionex v. 6.4.
Prébki dozowano w ilosci 40 ul. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita
0,6 ml/min, a czas analizy wynosit 80 minut. Chromatogramy rejestrowano przy
dtugosci fali Swietlnej X =225 nm.

2.3.3. Uktady chromatograficzne zastosowane do rozdziatlu ekstraktow
dwudziestu gatunkéw szatwii uzyskanych metodg ciSnieniowej ekstrakcji
cieczowej

W drugim etapie analizie poddano ekstrakty 20 gatunkéw szatwii zebranych
w 2007 i 2008 roku z zastosowaniem techniki jednokierunkowej, izokratycznej
chromatografii ~ cienkowarstwowej.  Celem tej analizy byla  konstrukcja
charakterystycznych odciskow palca, czyli fingerprintdéw uzyskanych ekstraktéw.

W  eksperymencie uzyto piytek szklanych pokrytych warstwg zelu
krzemionkowego. Przed uzyciem ptytki aktywowano przez 15 minut w temperaturze
110°C. Otrzymane ekstrakty nanoszono przy pomocy aplikatora, a objeto$¢ probki
kazdorazowo wynosita 10 |xl. Wszystkie chromatogramy rozwijano w poziomych
komorach typu sandwich, ktére wcze$niej wysycano przez 15 minut parami fazy
ruchomej. Po rozwinieciu chromatogramy suszono w temperaturze pokojowej przez
3 godziny. Zastosowane odczynniki wywotujgce podano przy omowieniu wynikow.
Zastosowane uktady chromatograficzne zestawiono w tabeli 6 .



Faza Faza
Stacjonarna Ruchoma
toluen + octan etylu

95 : 5 (VIV) [s6]

5102 595 (VIV)
15 : 85 (viv)
toluen + octan etylu + kwas mréwkowy
Si02 70 :30 : 1(viv) [67]
30 :70 : 1(viv)
SO> toluen + 1,4-dioksan

7:2 (Vviv)

Nastepnie przeprowadzono eksperyment majacy na celu konstrukcje tzw.
podwdjnych fingerprintow oraz czesciowg identyfikacje sktadnikéw badanych
ekstraktow szatwii.

W  eksperymencie uzyto plytek szklanych pokrytych warstwa zelu
krzemionkowego. Przed uzyciem ptytki aktywowano przez 15 minut w temperaturze
110°C. Otrzymane ekstrakty nanoszono przy pomocy aplikatora, a objetos¢ prébki
kazdorazowo wynosita 10 |il. Wszystkie chromatogramy rozwijano w poziomych
komorach typu sandwich, z pominieciem ich wysycania parami rozpuszczalnika.
Chromatogramy rozwijano na wysoko$¢ 9 cm. Po rozwinieciu chromatogramy suszono
w temperaturze pokojowej przez 15 minut, a nastepnie poddawano je derywatyzacji.
Dla chromatograméw frakcji semi-polamej (uktad rozpuszczalnikéw (1)) jako
odczynnika wywotujgcego uzyto 10% metanolowego roztworu kwasu siarkowego(V1),
ktorym spryskano pitytki i nastepnie ogrzewano je w temperaturze 105°C przez
10 minut. Z kolei dla chromatograméw frakcji polarnej (uktad rozpuszczalnikow (2))
jako odczynnika wywotujacego uzyto 1% metanolowego roztworu chlorku glinu.
Rejestracje fotograficzng chromatograméw wykonywano zaréwno w Swietle
widzialnym, jak i w Swietle UV przy dtugosci fali X = 254 nm oraz X = 366 nm.
Densytogramy wykonano przy dtugosci fali Swietlnej X = 254 nm oraz X = 366 nm.
Dodatkowo zdjecia i densytogramy zostaty przetworzone przy uzyciu programu Image
J (program ten jest dostepny on-line, ijest on polecany do przetwarzania danych przez
Narodowy Instytut Zdrowia USA). Zastosowane fazy ruchome zestawiono w tabeli 7
[67,68],

Tab. 7. Fazy ruchome zastosowane podczas konstrukcji podwdjnych fingerprintdw technika
chromatografii cienkowarstwowej ekstraktow 20 gatunkéw szatwii zebranych w 2007 roku

N Faza ruchoma (vlv)

1 toluen + octan etylu + kwas mrowkowy (70 : 30 : 1)

la toluen + octan etylu + kwas mrowkowy (ss : 32 : 1)

Ib toluen + octan etylu + kwas mrowkowy (72 :28 : 1)

Ic toluen + octan etylu + kwas mrowkowy (70 : 30 : 0.8)

2 octan etylu + woda + kwas mrowkowy + kwas octowy (100 :26 @11 :11)
28 octan etylu + woda + kwas mréwkowy + kwas octowy (98:28:11:11)
2 b octan etylu + woda + kwas mrowkowy + kwas octowy (102 : 24 : 11 : 11)

2C octan etylu + woda + kwas mrowkowy + kwas octowy (100 :26 : 10 :12)



Przeprowadzono takze walidaje metody, ktora polegata na sprawdzeniu
specyficznosci, precyzji (odtwarzalnosci i $redniej precyzji), stabilnosci i odpornosci
zgodnie z wytycznymi AOAC [69]. Precyzje wyrazono jako dokiadno$¢ pozycji
(warto$¢ wspotczynnika Ri) rozdzielonych pasm. Sprawdzenie powtarzalnosci
wynikow polegato na przygotowaniu trzech porcji  ekstraktow, zgodnie
z wczesniejszym opisem metody ekstrakcji. Trzy porcje kazdej z prébek naniesiono
na trzy plytki chromatograficzne, a nastepnie poddano je procesowi
chromatografowania uzywajac w tym celu tej samej komory chromatograficznej, lecz
kazdorazowo uzywajagc nowej porcji eluentu. Test $redniej precyzji przeprowadzono
w analogiczny sposob, np. przeprowadzono rozdziat chromatograficzny ekstraktow
wybranych gatunkéw szatwii w trzy rézne dni (jedna prdébka dla jednego gatunku
na kazdy dzien). Na kazdej z piytek oceniano réwniez zmienno$¢ wartosci
wspotczynnikédw retardacji dla kilku charakterystycznych stref oraz oceniano
zmiennos$¢ srednich wartosci R? dla tych charakterystycznych stref na trzech réznych
ptytkach. Stabilno$¢ probek na plytkach zostata sprawdzona poprzez pordéwnanie
fingerprintow uzyskanych dla probek naniesionych na ptytki na jedng, dwie i trzy
godziny przed jej rozwinieciem z chromatogramami otrzymanymi dla préobek
naniesionymi tuz przed ich rozwinigciem. Stabilno$¢ probki w roztworze zostata
sprawdzona podczas wielu pomiaréw tej samej probki dla réznych okreséw jej
przechowywania, tj. 0, ¢, 24 i 48 godzin. W celu sprawdzenia stabilnosci prébki
podczas procesu chromatografowania przeprowadzono eksperyment z wykorzystaniem
chromatografii dwukierunkowej. Polegat on na rozwinieciu ptytki w dwéch
prostopadtych do siebie kierunkach z zastosowaniem tej samej fazy ruchomej.
Eksperymentowi poddano oba ukiady rozpuszczalnikow, tj. (1) i (2). Wptyw skiadu
fazy ruchomej, temperatury ogrzewania i czasu suszenia réwniez zostaty sprawdzone.
W tej czesci eksperymentu sprawdzono fazy ruchome la, Ib, Ic, 2a, 2b oraz 2c. Plytki
spryskano 10% metanolowym roztworem kwasu siarkowego(VI) i ogrzewano
w temperaturze 95, 100, 102, 105, 107 i 110°C. Aby sprawdzi¢ wptyw czasu suszenia,
chromatogram spryskiwano 10% metanolowym roztworem kwasu siarkowego(VI)
po uptywie 15, 20, 30 i 45 minut od wyciagniecia z komory chromatograficznej.

W celu identyfikacji sporzadzono metanolowe roztwory substancji wzorcowych
0 stezeniu 1 mg/ml. Otrzymane roztwory wzorcdw nanoszono przy pomocy aplikatora,
a ich objetos¢ kazdorazowo wynosita 5 |il. CzeSciowg identyfikacje skfadnikow
badanych ekstraktéw szatwii przeprowadzono poréwnujac ich wspotczynniki retardacji
(?P, kolory oraz widma UV-Vis z parametrami wzorcéw. Podczas identyfikacji
poszczegdlnych pasm wykorzystywano densytogramy, na ktérych sprawdzano czystos$¢
pikdéw poprzez rejestracje widm UV-Vis zarbwno w ich centrum, jak i na obrzezach.

2.3.4. Specjalne techniki rozwijania w analizie metanolowych ekstraktéw
szatwii

W kolejnym etapie analizy dla wybranych gatunkéw szatwii zastosowano
specjalne techniki rozwijania chromatograméw, mianowicie gradientowe wielokrotne
rozwijanie (GMD - ang. Gradient Multiple Development), wielokrotng elucje
gradientowg (MGD - ang. Multiple Gradient Development) oraz dwukierunkowag
chromatografie cienkowarstwowg (2D-TLC) [70-78].

W  eksperymencie uzyto plytek szklanych pokrytych warstwg zelu
krzemionkowego. Przed uzyciem ptytki aktywowano przez 15 minut w temperaturze
110°C. Otrzymane ekstrakty nanoszono przy pomocy aplikatora, a objeto$¢ probki
kazdorazowo wynosita 10 |xl. Wszystkie chromatogramy rozwijano w poziomych
komorach typu sandwich, ktdre wczesniej wysycano przez 15 minut parami fazy



ruchomej. Po rozwinieciu chromatogramy suszono w temperaturze pokojowej przez
3 godziny, a nastepnie fotografowano pod lampg UV.

W przypadku techniki GMD chromatogramy rozwijano na statg wysoko$¢ 9 cm
z wykorzystaniem zestawu faz ruchomych o rosngcej sile elucyjnej. Miedzy
poszczegblnymi rozwinigciami phytki pokryte zelem krzemionkowym dokfadnie
suszono. Dobierajac uktady chromatograficzne sprawdzano ré6zne dwusktadnikowe
mieszaniny rozpuszczalnikow. W mieszaninach tych jako sktadnik polarny zastosowano
kolejno acetonitryl, metanol, 1,4-dioksan oraz izopropanol. Rejestracje fotograficzng
otrzymanych chromatograméw wykonywano w S$wietle UV przy dbugosci fali
X =366 nm.

Kolejng specjalng technikg rozwijania, ktorg zastosowano w niniejszych
badaniach byta technika MGD. W pierwszym kroku tej analizy ptytki byly rozwijane
na dtugosci 9 cm eluentem o najmniejszej sile elucyjnej. W kazdym kolejnym etapie
dystans rozwijania byt skracany, jednoczes$nie stosujac fazy ruchome o wzrastajacej sile
elucyjnej. Po kazdym kolejnym etapie odlegto$é, na jaka rozwijano ptytki byta
okre$lana na podstawie potozenia wczesniej rozdzielonych plamek. Odlegtosé
te dobierano w taki sposéb, aby substancje rozdzielone we wcze$niejszych etapach
pozostaty takimi w kolejnych krokach analizy. Plytka z naniesionymi ekstraktami
szalwii byta rozwijana tréjetapowo, przy uzyciu nastepujacych eluentéw: | etap -
izopropanol : n-heptan, 40 : 60 (v/v); Il etap - izopropanol : n-heptan,
60 : 40 (v/v); Ill etap - metanol : kwas octowy : woda, 78 : 2 : 20 (v/v). Rejestracje
fotograficzng otrzymanych chromatograméw wykonywano w $wietle UV przy diugosci
fali X=366 nm.

Przeprowadzono  takze  analize  ekstraktow  technikg  chromatografii
dwukierunkowej. W tym celu jako adsorbentéw uzyto polarnych chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych, diolowej i cyjanowej. Dla obu tych adsorbentéw
w pierwszym kierunku rozwijania jako eluent zastosowano mieszanine izopropanolu
i n-heptanu w stosunku objetoSciowym 30 : 70. Kazda ptytke rozwijano wymienionym
eluentem dwukrotnie na diugosci 9 cm, co miato na celu lepsze rozdzielenie
poszczegdlnych plamek. Nastepnie wcigz w tym samym Kkierunku rozwijania
zastosowano mieszanine izopropanolu, n-heptanu i kwasu octowego w stosunku
objetoSciowym 78 : 20 : 2. Droge rozwijania chromatograméw dobrano tak,
aby substancje rozdzielone w pierwszych dwoch etapach, pozostaty takimi réwniez
po trzecim kroku. W drugim, prostopadtym do pierwszego kierunku, chromatogramy
rozwijano na wysoko$¢ 9 cm stosujac mieszanine metanolu, wody oraz kwasu
octowego w stosunku objetosciowym 10 :ss : 2. Rejestracje fotograficzng otrzymanych
chromatograméw wykonywano w Swietle UV przy diugosci fali X = 254 nm
oraz X =366 nm.

2.3.5.Warunki chromatografowania zastosowane podczas okreslenia aktywnosci
antyoksydacyjnej ekstraktow szatwii przy uzyciu stabilnego rodnika DPPH

W  eksperymencie uzyto ptytek szklanych pokrytych warstwg zelu
krzemionkowego. Przed uzyciem ptytki aktywowano przez 15 minut w temperaturze
110°C. Otrzymane ekstrakty nanoszono przy pomocy aplikatora, a objeto$¢ probki
kazdorazowo wynosita 10 |il. WSszystkie chromatogramy rozwijano w poziomych
komorach typu sandwich. W przypadku uktadu rozpuszczalnikéw (2), komory
wysycano przez 15 minut parami fazy ruchomej. Chromatogramy rozwijano
na wysoko$¢ 9 cm. Po rozwinieciu chromatogramy suszono w temperaturze pokojowej
przez 15 minut, a nastepnie poddawano je derywatyzacji. Zastosowano dwa rodzaje faz
ruchomych i w uktadzie rozpuszczalnikéw (1) (toluen + octan etylu + kwas mrowkowy,



60 : 40 : 1 (viv)) przeprowadzono rozdziat nisko polarnych substancji, natomiast
w uktadzie rozpuszczalnikow (2) (octan etylu + woda + kwas mrowkowy + kwas
octowy, 100 : 26 : 11 : 11 (v/v)) przeprowadzono rozdziat semi- i wysoko polarnych
substancji. Jako odczynnika wywotujgcego uzyto roztworu uzyskanego przez
zmieszanie 1 g waniliny z 20% metanolowym roztworem kwasu siarkowego(Vl),
ktérym spryskano piytki i nastepnie ogrzewano je w temperaturze 105°C przez 5 minut.
Rejestracje fotograficzng chromatogramoéw wykonywano w S$wietle widzialnym.
Densytogramy wykonano przy dtugosci fali swietlnej X =254 nm oraz X =366 nm.

W celu identyfikacji sporzgdzono metanolowe roztwory substancji wzorcowych
o stezeniu 1 mg/ml. Otrzymane roztwory wzorcdw nanoszono przy pomocy aplikatora,
a ich objetos¢ kazdorazowo wynosita 5 jil. Czes$ciowga identyfikacje sktadnikéw
badanych ekstraktéw szatwii przeprowadzono poréwnujac ich wspétczynniki retardacji
u2n), kolory oraz widma UV-Vis z parametrami wzorcow.

W celu okre$lenia aktywnosci antyoksydacyjnej badanych prébek chromatogramy
spryskiwano 0,2% metanolowym roztworem DPPH i pozostawiano w temperaturze
pokojowej przez 30 minut. Zdtte zabarwienie pasm powstate w wyniku odbarwienia
fioletowego koloru pochodzacego od stabilnego rodnika DPPH, zinterpretowano jako
efekt  aktywnos$ci  antyoksydacyjnej [79]. Dodatkowo uzyskane zdjecia
chromatograméw zostaty przetworzone przy uzyciu programu Image J, a substancje
o aktywnosci antyoksydacyjnej zidentyfikowano jako ujemne piki. Walidaje metody
przeprowadzono w sposob wczeéniej opisany w rozdziale 2.3.3.

2.3.6.Uktady chromatograficzne zastosowane do optymalizacji rozdziatu
ekstraktow uzyskanych metoda selektywnej ekstrakcji zwigzkéw fenolowych
(TLC-MS vs. TLC-LC-MS)

Eksperyment chromatograficzny przeprowadzono zarédwno w normalnym,
jak i w odwréconym uktadzie faz dla ekstraktéw gatunku szatwii lawendolistnej
(S. lavandulifolia). Otrzymane ekstrakty nanoszono przy pomocy automatycznego
aplikatora. Ekstrakty zawierajgce kwasy fenolowe nanoszono w objetosci 25 jx,
natomiast ekstrakty zawierajgce flawonoidy nanoszono w objetosci 40 jxI. Wszystkie
chromatogramy rozwijano w poziomych komorach typu sandwich, ktére wcze$niej
wysycano przez 15 minut parami fazy ruchomej. Chromatogramy rozwijano
na wysokos$¢ 15 cm, po czym suszono je w temperaturze pokojowej przez 3 godziny.
Po wysuszeniu kazdy chromatogram fotografowano pod lampag UV, przy dwdch
dtugosciach fali Swietlnej X = 254 nm oraz X = 366 nm. Do analizy chromatogramow
w odwréconym uktadzie faz uzyskanych przy zastosowaniu fazy stacjonarnej typu Cis
uzyto dodatkowo densytometru skaningowego. Densytogramy rejestrowano przy
dtugosci fali X = 366 nm. Ponadto w celu idnetyfikacji sporzadzono metanolowe
roztwory jedenastu substancji wzorcowych kwasoéw fenolowych o stezeniu : mg/ml.
Otrzymane roztwory wzorcOw nanoszono przy pomocy aplikatora, a ich objetos¢
kazdorazowo wynosita 10 |xl. Identyfikacje przeprowadzono przez poréwnanie wartosci
wspotczynnika retardacji (/?f) oraz koloru poszczegdlnych pasm substancji wzorcowych
z danymi pochodzacymi od prébki. Zastosowane uktady chromatograficzne zestawiono
w tabeli s.



Faza Faza Rodzaj
stacjonarna Ruchoma ekstraktu
ekstrakt otrzymany w selektywnej
. octan etylu + toluen + kwas mrowkowy ekstrakcj i kwasow fenolowych
Si02 . o
7:3:1 (viv) oraz selektywnej ekstrakcji
flawonoidéw
ekstrakt otrzymany w selektywnej
Sion toluen + octan etylu + kwas mrowkowy ekstrakcji kwasow fenolowych
' 7:3:1 (viv) oraz selektywnej ekstrakcji
flawonoidéw
2-propanol + n-heptan .
1:9 (V) ekstrakt otrzymany w selektywnej
. : ekstrakcji kwasow fenolowych
Si02 7 :3 (vIv) . ..
: oraz selektywnej ekstrakcji
46 (viv) flawonoiddw
6 :4 (viv)
ekstrakt otrzymany w selektywnej
Si02 metanol + woda + kwas mrowkowy ekstrakcj i kwasow fenolowych
78 120 :2 (viv) oraz selektywnej ekstrakcji
flawonoidow
chloroform + metanol ekstrakt oF_rzyman’y w selektywnej
. . ekstrakcji kwasow fenolowych
Si02 9,5 :0,5 (viv) . -
) oraz selektywnej ekstrakcji
1:1(h) S
flawonoidow
aceton + toluen + kwas mréwkowy ekstrakt otrzymany w selektywnej
si02 7:3:1 (viv) ekstrakcji kwasow fenolowych
5:5:1 (viv) oraz selektywnej ekstrakcj i
6:4:1 (vIv) flawonoidéw
RP-18 metanol + woda + kwas octowy ekstrakt otrzymany w selektywnej
i 5:5:0,1 (viv) ekstrakcji kwasow fenolowych

Do rozdziatu flawonoidow za najlepszg faze stacjonarng uznano zel krzemionkowy,

za$ mieszaning octanu etylu, toluenu i kwasu mréwkowego w stosunku objetosciowym
5:5:0,1 za najlepszy eluent. Z kolei do rozdziatu kwasoéw fenolowych wybrano dwa
uktady chromatograficzne. W pierwszym z nich faza stacjonarng byt zel krzemionkowy,
a faza ruchomabyta mieszanina octanu etylu, toluenu i kwasu mréwkowego w stosunku
objetosciowym 7:3:1, natomiast w drugim wykorzystano faze stacjonarng typu Cis,
za$ mieszanine matanolu, wody i kwasu octowego w stosunku objetosciowym 5 :5 :0,1
jako eluent.

2.3.7.Uklady chromatograficzne zastosowane do optymalizacji rozdziatu
ekstraktow uzyskanych metoda wielostopniowej ekstrakcji zwigzkow
fenolowych

W eksperymencie chromatograficznym uzyto ptytek szklanych pokrytych zelem
krzemionkowym, celulozg i zelem krzemionkowym z kowalencyjnie zwigzanymi,
polarnymi ligandami aminopropylowymi. Otrzymane ekstrakty o objetosci 10 pl (dla
frakcji WKF, KKF, ZKF, GFO i GFB) oraz 20 jil (dla frakcji AF) nanoszono przy
pomocy automatycznego aplikatora pasmami o dhlugosci Icm. Wszystkie
chromatogramy rozwijano w poziomych komorach typu sandwich, ktére wcze$niej
wysycano przez 15 minut parami fazy ruchomej. Chromatogramy rozwijano na



wysoko$¢ 15 cm, po czym suszono je w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Po
wysuszeniu kazdy chromatogram fotografowano pod lampag UV, przy dwdch
dtugosciach fali X = 254 nm oraz X = 366 nm. Nastepnie chromatogramy wywotywano
spryskujac je 1% metanolowym roztworem chlorku glinu i ponownie fotografowano
pod lampaUV, przy dwoch dtugosciach fali Swietlnej.

W celu osiggniecia mozliwie najlepszego rozdziatu zastosowano przedstawione
w tabelach 9 i 10 uktady chromatograficzne.

Tab. 9. Uklady chromatograficzne zastosowane podczas analizy technikg chromatografii
cienkowarstwowej frakcji wolnych i uwolnionych w wyniku hydrolizy kwaséw fenolowych (WKF, KKF
iZKF)

Faza Faza
Stacjonarna Ruchoma
octan etylu + metanol + woda

5102 77 1 13 : 10(v/v) [80]

. chloroform + kwas octowy + woda
5102 4:1:1 (V) [81, 82]
Si0, chloroform + metanol + woda

6:3:1 (viv) [83]
toluen + chloroform + aceton + kwas mréwkowy
Si02 8:4:3:3 (viv) [84]
2 12 111 (VIV)
benzen + octan etylu + kwas mréwkowy

S0z 6:3:1 (VAv) [84]
Si0, benzen + woda + 2 -butanon + kwas mrowkowy
6:3:3:1 (VIV)
NH, eter diizopropylowy + eter naftowy + kwas octowy
6:3:1 (viv) [63]
nhos benzen + metanol + kwas octowy
45 s 14 (viv) [85]
Celuloza chloroform + kwas octowy + woda
4:1:1 (viv) [81,86]
si0, toluen + octan etylu + kwas mrowkowy

6:3:1 (viv)

Za najlepszg faze stacjonarng uznano zel krzemionkowy, za$ mieszanine
benzenu, octanu etylu i kwasu mréwkowego w stosunku objetosciowym 6 : 3 : 1
za najlepszy eluent.



Analizowana Faza Faza

frakcja stacjonarna ruchoma
aglikony i glikozydy Si02 octan etylu + kwas mrowkowy + woda
flawonoidowe 10:2:3 (viv) [87]
aglikony i glikozydy Si02 toluen + octan etylu + kwas mrowkowy + woda
flawonoidowe 2 :18:5:4 (viv) [88]
glikozydy si02 chloroform + metanol + octan etylu + woda
flawonoidowe 20 :40 :22 : 10 (viv) [89]
glikozydy si02 toluen + aceton + metanol + kwas octowy
flawonoidowe 46 :8:5: 1(viv) [90]
. octan etylu + 2-butanon + kwas mrowkowy +
glikozydy .
flawonoidowe 5102 woda
5:3:1:1 (viv) [80,91]
glikozydy si02 n-butanol + kwas octowy + woda
flawonoidowe 4:1:5 (viv) [80, 91]
aglikony sio? octan etylu + toluen + kwas mréwkowy + woda
flawonoidowe 18:2:5:4 (Vvv)
aglikony si02 toluen + octan etylu + kwas mrowkowy
flawonoidowe 12:6:1 (V)
aglikony nh? metanol + kwas octowy + woda
flawonoidowe 18:1:1 (viv) [92]
glikozydy nh2 woda + etanol + 2-butanon + acetyloaceton
flawonoidowe 13:3:3:1 (viv) [92]
glikozydy ho woda + etanol + acetyloaceton
flawonoidowe n 4:2:1 (viv)
likozvd octan etylu + woda + kwas mréwkowy + kwas
gltkozydy Si02 octowy

flawonoidowe 100:26: 11 : 11 [68]

Za najlepszy uktad chromatograficzny do rozdziatu aglikonéw flawonoidowych
uznano: faze stacjonarng: zel krzemionkowy, faze ruchomg: toluen + octan etylu
+ kwas mrowkowy w stosunku objetoSciowym 12 : 6 : 1. Natomiast za najlepszy ukiad
chromatograficzny do rozdziatu glikozydow flawonoidowych uznano: faze stacjonarna:
zel krzemionkowy, faze ruchoma: octan etylu + woda + kwas mrowkowy + kwas
octowy w stosunku objetosciowym 100 : 26 : 11 : 11.

2.4.  Analiza ekstraktow roslinnych technikg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej

2.4.1. Warunki rozdziatu zastosowane podczas poréwnania metod ekstrakcji oraz
do analizy jakoSciowej i iloSciowej ekstraktow uzyskanych metoda
ciSnieniowej ekstrakcji cieczowej

W celu porownania metod ekstrakcji oraz przeprowadzenia analizy jakoSciowej
i ilosciowej ekstraktow szatwii (zebranych w 2007 roku) uzyskanych metoda
cisnieniowej ekstrakcji cieczowej wykorzystano elucje izokratyczng w ukiadzie
acetonitryl : woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu octowego w stosunku
objetosciowym 55 : 45. Badania przeprowadzono przy uzyciu chromatografu



cieczowego firmy Gyncotek, wyposazonego w autosampler, detektor fotodiodowy
DAD oraz kolumne chromatograficzng Cis firmy Varian o wymiarach 250 mm * 4.6
mm i S$rednicy ziarna 5 |im. Podczas analizy wykorzystano oprogramowanie
Chromeleon Dionex v. 6.4. Prébki dozowano w ilosci 40 W\. Szybkos$¢ przeptywu fazy
ruchomej wynosita 0,6 ml/min, a czas analizy wynosit 80 minut. Chromatogramy
rejestrowano przy dtugosci fali Swietlnej X =225nm.

Ponadto przeprowadzono analize ekstraktow szatwii (zebranych w 2007 i 2008
roku) uzyskanych metodg cisnieniowej ekstrakcji cieczowej, majacag na celu
poréwnanie informacji o charakterze fmgerprintu zawartych w chromatogramach
z wykorzystaniem dwaéch rodzajéow detekcji, DAD i ELSD. Przeprowadzono szereg
eksperymentdw z zastosowaniem gradientu stezen fazy ruchomej w ukladzie
metanol : woda. Badania przeprowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego
920-LC firmy Varian, wyposazonego w autosampler, pompe gradientowsg, detektor
fotodiodowy DAD oraz fotodyspersyjny detektor laserowy ELSD, kolumne
chromatograficzng Cis firmy Varian o wymiarach 250 mm x 4,6 mm i $rednicy ziarna
5 (im. Podczas analizy wykorzystano oprogramowanie Galaxie. Probki dozowano
w ilosci 10 |il. Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,6 ml/min, a czas analizy
wynosit 60 minut. Chromatogramy rejestrowano przy diugosci fali Swietlnej
X = 220 nm. Profil gradientu zastosowany w analizie technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej ekstraktéw zawierajgcych zwigzki fenolowe przedstawiono
w tabeli 11.

CzeSciowg identyfikacje  skladnikéw  badanych  ekstraktow  szatwii
przeprowadzono z wykorzystaniem czternastu substancji wzorcowych. W tym celu
sporzadzono metanolowe roztwory tych substancji o stezeniu 0,5 mg/ml. Roztwory
wzorcowe dozowano w iloSci 10 |il. Identyfikacja polegata na poréwnaniu czaséw
retencji oraz widm UV prébki z parametrami wzorcéw.

Tab. 11. Profil gradientu zastosowany w analizie ekstraktow zawierajgcych kwasy fenolowe
i flawonoidy. A - metanol, B - woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu octowego.

Czas [min] A[%] B[%]
0 50 50
15 80 20
25 90 10
45 100 0
57 50 50

2.4.2. Warunki rozdzialu zastosowane podczas eksperymentu TLC-LC-MS dla
ekstraktow uzyskanych metodg selektywnej ekstrakcji zwigzkow
fenolowych

W celu poréwnania dwdch technik rozdziatu zwigzkéw fenolowych, a mianowicie
techniki TLC-MS oraz TLC-LC-MS wykorzystano elucje izokratyczng w uktadzie
metanol : lodowaty kwas octowy w stosunku objetosciowym 99,5 : 0,5 oraz czysty
metanol. Analizy przeprowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego 920-LC
firmy Varian, wyposazonego w detektor masowy MS, oraz kolumne chromatograficzng
X Rs 3-Cig firmy Varian o wymiarach 50 mm * 2 mm i $rednicy ziarna 3 |j.m. Prébki
dozowano w ilosci 5 pl Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,2 ml/min, a
czas analizy wynosit 20 minut.



2.4.3. Warunki rozdziatlu zastosowane podczas analizy jakosciowej ekstraktow
uzyskanych metodg selektywnej ekstrakcji flawonoidéw

W celu optymalizacji rozdzialu flawonoidéw metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, wykonano szereg préb z zastosowaniem gradientu fazy
ruchomej w ukfadzie metanol : woda. Badania przeprowadzono przy uzyciu
chromatografu cieczowego 920-LC firmy Varian, wyposazonego w autosampler,
pompe gradientowg, detektor fotodiodowy DAD, kolumne chromatograficzng Cis firmy
Varian o wymiarach 250 mm x 4,6 mm i $rednicy ziarna 5 |im. Podczas analizy
wykorzystano oprogramowanie Galaxie. Probki dozowano w ilosci 20 |il. Szybkos$¢
przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,6 ml/min, a czas analizy wynosit 70 minut.
Chromatogramy rejestrowano przy dtugosci fali swietlnej X = 254 nm. Profil gradientu
zastosowany w analizie ekstraktow zawierajacych flawonoidy przedstawiono
w tabeli 12.

Tab. 12. Profil gradientu zastosowany w analizie ekstraktow zawierajgcych flawonoidy. A - metanol,
B - woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu octowego.

Czas [min] Alw1 B[%1
0 50 50
18 80 20
27 90 10
47 100 0
59 50 50

2.4.4. Warunki rozdziatu zastosowane podczas analizy jakoSciowej ekstraktow
uzyskanych metoda wielostopniowej ekstrakcji zwigzkéw fenolowych

Podjeto probe optymalizacji rozdziatu zwigzkéw fenolowych zawartych
w uzyskanych ekstraktach, technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W tym
celu wykonano szereg eksperymentow z zastosowaniem gradientu fazy ruchomej
w ukladzie acetonitryl : woda. Badania przeprowadzono przy uzyciu chromatografu
cieczowego 920-LC firmy Varian, wyposazonego w autosampler, pompe gradientowa,
detektor fotodiodowy DAD oraz fotodyspersyjny detektor laserowy ELSD, kolumne
chromatograficzng Cis firmy Varian o wymiarach 250 mm x 4.6 mm i $rednicy ziarna
5 |j.m. Podczas analizy wykorzystano oprogramowanie Galaxie. Probki dozowano
w ilosci 5 ul. Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,8 ml/min, a czas analizy
wynosit 40 minut. Chromatogramy rejestrowano przy diugosci fali Swietlnej
X = 220 nm. Profil gradientu zastosowany w analizie technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej ekstraktow zawierajgcych zwigzki fenolowe przedstawiono
w tabeli 13.

Tab. 13. Profil gradientu zastosowany w analizie ekstraktow zawierajgcych kwasy fenolowe
i flawonoidy. A - acetonitryl, B - woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu octowego.

Czas [min] A[%] B[%]
0 20 80
8 40 60
14 60 40
20 100 0

37 20 80



2.5. Oznaczenia spektrofotometryczne sumy zawartosci kwaséw fenolowych
i flawonoidow

Osobnemu oznaczeniu poddano wyciggi uzyskane podczas selektywnej ekstrakcji
kwaséw fenolowych i selektywnej ekstrakcji flawonoidéw 26 gatunkéw szatwii
zebranych w latach od 2007 do 2009.

2.5.1. Spektrofotometryczne oznaczanie sumy zawartosci kwasow fenolowych [54]

Do spektrofotometrycznego oznaczenia sumy zawartosci kwasow fenolowych
sporzadzano dwa roztwory. Do prob6éwek miarowych o pojemnosci 10 ml odmierzano
w odpowiedniej kolejnosci 0,1 ml wodnego ekstraktu roslinnego, 5 ml wody, 1 ml
0,5-molowego kwasu solnego, Iml odczynnika Amova (wodny roztwor zawierajacy
10 g molibdenianu sodu i 10 g azotanu(lll) sodu w 100 ml), 1 ml jednomolowego
roztworu wodorotlenku sodu i cato$¢ uzupetniano wodg do objetosci 10 ml.
Absorbancje roztworu mierzono przy dtugosci fali swietlnej X = 490 nm, stosujac jako
odnos$nik mieszanine odczynnik6éw nie zawierajagcg wyciggu roslinnego. Procentowg
zawarto$¢ kwasow fenolowych (X) obliczano w przeliczeniu na kwas kawowy wedtug
wzoru:

m
gdzie:

X - procentowa zawarto$¢ kwaséw fenolowych
A - absorbancja

k - przelicznik dla kwasu kawowego k = 0,877
m - masa materiatu roslinnego [g]

Dla kazdego z dwdch uzyskanych wyciggow wykonano trzy niezalezne pomiary
spektrofotometryczne.

2.5.2. Spektrofotometryczne oznaczanie sumy zawarto$ci flawonoidéw [54]

Do spektrofotometrycznego oznaczania sumy zawarto$ci flawonoidow
sporzadzano dwa roztwory. Z otrzymanego, octanowego ekstraktu roslinnego pobierano
10 ml, dodawano 2 ml chlorku glinu (20 g/l) i uzupetniano mieszaning kwasu octowego
(1,02 kg/l) i metanolu (w stosunku objetosciowym 1:19) do objetosci 25 ml. Jako
odno$nik stosowano roztwdr otrzymany po zmieszaniu 10 ml ekstraktu roslinnego
i 15 ml mieszaniny kwasu octowego z metanolem. Po 45 min mierzono absorbancje
przy diugosci fali Swietlnej X = 425 nm. Procentowg zawartos¢ flawonoidéw (X)
obliczano w przeliczeniu na hiperozyd wedtug wzoru:

gdzie: m
X - procentowa zawarto$¢ flawonoidow
A - absorbancja
k - przelicznik dla hiperozydu k = 1,25
m - masa materiatu roslinnego [qg]

Dla kazdego z dwoch uzyskanych wyciggéw wykonano trzy niezalezne pomiary
spektrofotometryczne.



2.6. Chemometryczna analiza chromatograméw cieczowych zastosowana
do wybranych ekstraktow szatwii

Operowanie chromatogramami probek naturalnych jest nietatwym zadaniem,
dlatego chromatogramy takie uzywane sg jako tzw. odciski palca w trakcie szybkiej
i kompleksowej analizy probek. W tym rozdziale przedstawiono krotka charakterystyke
zastosowanych metod chemometrycznych, ktérych celem byto poprawienie jakosci
badanych chromatogramow HPLC przez korekte linii bazowej oraz szumu. Celem tego
zabiegu byto wstepne przygotowanie chromatograméw do eksploracji oraz wizualizacji,
przez zastosowanie metody analizy czynnikéw gtdwnych (PCA - ang. Principal
Components Analysis).

2.6.1. Eliminacja tta sygnatu analitycznego

Istnieje wiele metod, ktére moga byé stosowane w celu usuniecia tta sygnatu
analitycznego. Do nich zalicza sie metoda asymetrycznych najmniejszych kwadratéw
z funkcjg kary, (PALS - ang. Penalized Asymmetric Least Sguares), zaproponowana
przez Eilersa [93]. Jest to procedura iteracyjna, gdzie linia bazowa b jest
aproksymowana do sygnatu jc, wykorzystujgc metode najmniejszych kwadratow.
Kluczowe zatozenie tej metody polega na tym, ze kazdy punkt sygnatu ma inng wage.
Minimalizowana w trakcie estymacji linii bazowej funkcja kosztow, Q, jest
zdefiniowana nastepujaco:

e =!>,(*,-&,)*+4 Ay

gdzie:

w, - i-ta waga,

n - liczba punktéw pomiarowych w sygnale,
X- tzw. parametr kary,

d - rzad réznic A elementow sygnatu.

Aby metoda PALS dziatata poprawnie, nalezy zoptymalizowa¢ dwa parametry,
Xi d. W wiekszosci przypadkéw zadowalajace przyblizenie linii bazowej otrzymuje
sie, gdy d = 2. Parametr kary X odpowiada z kolei za gtadkosc¢ linii bazowej. Im wyzsza
wartos¢ X, tym linia bazowa jest bardziej wygtadzona.

2.6.2.Usuwanie szumu z sygnatu analitycznego

Do eliminacji tzw. biatego szumu (szumu Gaussa) z sygnatow analitycznych
mozna uzy¢ réznego rodzaju filtrow cyfrowych w domenie czasu lub czestotliwosci,
jak np. $redniej ruchomej, filtru Sawickiego-Golay’a, itp. W ciggu ostatnich lat,
odszumianie sygnatéw chromatograficznych przy pomocy falek stato sie bardzo
popularne, poniewaz w skuteczny sposéb pozwala wyeliminowaé tzw. bialty szum,
wystepujacy w sygnatach niestacjonarnych. Chromatogramy sg typowymi przyktadami
takich sygnatéw instrumentalnych, poniewaz zawierajg sktadowe o bardzo réznych
czestotliwos$ciach [94-98].

Transformacja falkowa przeksztatca pojedynczy sygnat analityczny X, z jego
pierwotnej domeny (domeny czasu) do domeny falkowej (domeny czestotliwosci).
Falki to zestaw okreslonych funkcji bazowych, ktére sg ortogonalne i lokalne. Dzieki
unikalnym wiasnosciom sag one bardzo skuteczne przy modelowaniu sygnatow
niestacjonarnych, pozwalajagc na ich analize na rdéznych poziomach rozdzielczosci.



W domenie falkowej kazdy sygnat jest opisany przez zbiér tzw. wspoétczynnikéw
falkowych c:

c —WTx
gdzie:
W - macierz zawierajgca wektory bazowe w kolumnach,
X - sygnat analityczny.

Przetwarzanie sygnatow instrumentalnych w domenie falkowej moze by¢
bardzo efektywne, gdy do obliczen wykorzystywany jest tzw. algorytm piramidalny,
jednak mozna go uzywac jedynie do sygnatéw o jednakowej dtugosci. Do regulacji
pozadanej diugosci sygnatu mozna wykorzysta¢ kilka podejs¢. Sygnaty sa rozktadane
w kilku kolejnych krokach. Domena czasu sygnatu jest dzielona rekurencyjnie na pét
przy pomocy filtrow (low-pass filter i high-pass filter). Na kazdym poziomie
dekompozycji uzyskiwane sg dwa zestawy wspoétczynnikéw falkowych, tj. n2
wspotczynnikdw o niskiej czestotliwos$ci (tzw. aproksymacji) oraz ni2 wspotczynnikéw
0 wysokiej czestotliwosci (tzw. detali). Detale uzyskane z pierwszego poziomu
dekompozycji sygnatu zawierajg informacje o szumie. Na ich podstawie mozliwe jest
okreSlenie i wyeliminowanie szumu. Po usunieciu tych detali, sygnat jest
przeksztatcany z powrotem z domeny czestotliwosci do domeny czasu, co ostatecznie
prowadzi do uzyskania sygnatu oczyszczonego z szumu [99-100].

2.6.3. Naktadanie sygnatow analitycznych

Przed analizag chemometryczng, sygnaly chromatograficzne muszg zostac
wyréwnane. Techniki chromatograficzne, szczeg6lnie wysokosprawna chromatografia
cieczowa sa podatne na rozne zakidcenia instrumentalne, ktore zazwyczaj
sg spowodowane przez zjawiska starzenia sie kolumny, niezamierzone zmiany
w sktadzie fazy ruchomej, trudnosci w odtwarzaniu identycznych warunkéw gradientu
ltemperatury podczas analizy itp. Z takimi problemami mamy do czynienia wéwczas,
gdy eksperyment prowadzony jest na szeroka skale i analiza prébek odbywa sie przez
dtuzszy okres czasu. Moze to prowadzi¢ do przesuniecia pikoéw wzdtuz osi czasu,
co uniemozliwia poréwnanie réznych chromatograméw. W celu pozbycia
sie problem6éw z przesunieciem pikdéw stosuje sie techniki naktadania sygnatdéw
analitycznych. Ich celem jest dopasowanie odpowiednich pikéw w analizowanych
chromatogramach do siebie. Dostosowanie sygnatdw instrumentalnych nie nalezy
do trywialnych zadan, poniewaz nieznana jest zgodno$é poszczegllnych pikow.
Stosujac techniki naktadania sygnatéw analitycznych, mozna stosunkowo fatwo
dopasowaé piki miedzy odpowiednimi punktami par sygnatéw stosujac liniowa
interpolacje. Metoda COW (ang. Correlation Optimized Warping) jest bardzo czesto
stosowana do naktadania sygnatéw analitycznych. Uzywajac metody COW, piki
znajdujace sie w sygnale analitycznym P sg dopasowywane do ich odpowiednikéw
w sygnale wzorcowym T. Aby osiaggna¢ jak najlepsze rezultaty dopasowania,
wspotczynnik korelacji miedzy sygnatami P i T musi by¢é maksymalny. W metodzie
tej nalezy zoptymalizowac¢ dwa parametry, dtugos¢ sekcji N i parametr t. Poczatkowo
chromatogramy P i T dzieli sie¢ na N sekcji, z ktérych kazda posiada punkt poczatkowy
i koncowy. Sekcje sygnatu P sg nastepnie wypaczane przez zmiane potozenia punktéw
koncowych. Gdy t = 1, kazdy koricowy punkt moze mie¢ trzy mozliwe lokalizacje:
[-1, 0, 1]. Ten zapis oznacza odpowiednio, ze dana sekcja zostata skrocona jeden punkt,
ze dtugos¢ sekcji pozostata niezmieniona oraz, ze sekcja zostata wydtuzona o jeden



punkt [93, 101-107]. Szczego6towy opis algorytmu COW mozna znalez¢ w literaturze
[102],

2.6.4. Analiza czynnikéw gtéwnych (PCA)

Analiza czynnikéw gtdwnych jest szczeg6lnym przypadkiem metody
poszukiwania projekcji, w ktorej jako indeksu projekcji uzywa sie wariancje. PCA
(ang. - Principal Components Analysis) stosuje sie gtownie do modelowania, kompresji
i wizualizacji wielowymiarowych danych [108-111]. Zadaniem PCA jest
przedstawienie danych, X, o m obiektach i n zmiennych, jako iloczynu dwéch nowych
macierzy T (mxf) i P (nxXf), gdzie/ « n, ktoére zawierajg wspotrzedne obiektdéw
i parametréw na kierunkach maksymalizujacych opis wariancji danych. O liczbie
kolumn macierzy T i P, czyli o kompleksowosci modelu PCA, decyduje rzad
chemiczny macierzy X, ktéry jest co najwyzej réwny jej rzedowi matematycznemu.
Model PCA mozna wyrazi¢ nastepujaco:

XK»] = T[»/P[/,«] +E[mn]
gdzie:
T - macierz wynikow,
P - macierz wag,
E - macierz reszt od modelu PCA z/ czynnikami gtéwnymi.

Kolumny macierzy T i P zawierajg wspétrzedne obiektow i parametréw
na nowych ukrytych zmiennych, nazywanych czynnikami gtéwnymi. Czynniki gtéwne
sg konstruowane iteracyjnie tak, aby maksymalizowa¢ opis wariancji danych. Kazdy
kolejny czynnik gtéwny opisuje niewyjasniong przez poprzednie czynniki wariancje
danych i dlatego jego wkiad do opisu catkowitej wariancji danych jest mniejszy.
Kolumny T sg ortogonalne, a kolumny P ortonormalne, czyli majgjednostkowa dtugosé
i sq ortogonalne. Biorac pod uwage wspomniane ograniczenia dotyczace konstrukcji
czynnikéw gtéwnych, przedstawione powyzej rbwnanie ma jednoznaczne rozwigzanie.
Z kazdym czynnikiem gtownym jest stowarzyszona tzw. warto$¢ wilasna, vj. Oblicza
sie jg jako sume kwadratow wartoSci wynikéw dla danego czynnika gtownego.
Wartosci wiasne iloSciowo okre$lajg wariancje danych opisang przez kolejne czynniki.
Czynniki gtowne pozwalajg na okreslenie podobieristwa miedzy prébkami, z kolei wagi
niosg informacje o udziale poszczegélnych zmiennych. Gdy dwie prébki sg do siebie
podobne sktadem chemicznym, sa one réwniez blisko potozone w wizualizacji
wynikow. Wysokie podobieAstwo miedzy dwoma zmiennymi eksperymentalnymi
przejawia sie niewielkim kgtem miedzy dwoma wektorami wag [112].

2.6.5. Dyskryminacyjna metoda czesciowych najmniejszych kwadratow

Dyskryminacyjna metoda czesciowych najmniejszych kwadratow (DPLS - ang.
Discriminant Partial Least Sguares) [113] jest powszechnie stosowana w chemii do
modelowania danych z uwagi na mozliwo$¢ analizy wielowymiarowych danych o
skorelowanych parametrach. W modelu DPLS konstruowana jest liniowa zaleznos$¢
pomiedzy zestawem zmiennych zaleznych (X) oraz zmienng niezalezna (y). Zmienna
zalezna moze by¢ ciaggta lub dyskretna.

Metoda DPLS polega na zastgpieniu oryginalnych zmiennych nowymi, tzw.
ukrytymi czynnikami, ktore sg konstruowane tak, aby maksymalizowaé wariancje
pomiedzy grupami obiektow, a jednoczes$nie minimalizowac¢ wariancje wewnatrz kazdej
grup. Jest to tzw. kryterium Fishera (Rys. 1.).



Pierwszy czynnik PLS

Rys. 1. Przyktadowa konstrukcja funkcji dyskryminacyjnej (DF) dla danych zawierajgcych dwie grupy
obiektow w przestrzeni czynnikéw PLS.

Po utworzeniu funkcji dyskryminacyjnych w oparciu o probki ze zbioru
modelowego, sg one wykorzystywane do przewidywania przynaleznosci nowych
probek do jednej z rozpatrywanych grup. Macierz zmiennych niezaleznych X
w metodzie DPLS wyraza wzor:

X =taPJ

gdzie

X - macierz danych,

ta-_wektor wynikow dla macierzy X,
pa - wektor wag dla macierzy X.

Podobnie, jak w metodzie PCA, kazda nastepna zmienna ukryta opisuje coraz
mniej kowariancji miedzy X, a y, dlatego tez konieczny jest wybdr optymalnej
kompleksowosci modelu. Model konstruowany jest w oparciu o probki ze zbioru
modelowego, a jego wiasciwosci predykcyjne sg testowane w oparciu 0 niezalezny
zbidr testowy, ktory nie bierze udziatu w konstrukcji modelu. Mozna zatozy¢, iz zbior
modelowy tworzy 70-75% wszystkich obiektow, a pozostate trafiajg do zbioru
testowego, jednakze kwestia ta kazdorazowo pozostaje w gestii analityka. Do podziatu
obiektow na zbiory powszechnie wykorzystuje sie algorytm Kennarda i Stone’a
lub Duplex [114].

Wszystkie obliczenia byty wykonywane w Srodowisku obliczeniowym Matlab
R2010a przy uzyciu dostepnego oprogramowania peryferyjnego i pomocniczego.



3. Woyniki badan wiasnych i ich oméwienie

3.1. Zastosowane metody ekstrakcji sktadnikéw chemicznych z materiatu
roslinnego na przykitadzie szatwii lekarskiej (S. officinalis)

W pierwszym etapie prezentowanych niniejszym badan skoncentrowano
sie  na poréwnaniu wykorzystanych metod ekstrakcji zwigzkéw fenolowych
(tj. kwaséw fenolowych i flawonoidéw) z materiatu roslinnego (dla przyktadu wybrano
szalwie lekarskg) tak, aby najefektywniejsza z nich pozwolita na dalszg analize
pozostatych gatunkéw szatwii technikami chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Pierwszg z przeprowadzonych metod ekstrakcji byta tzw. ekstrakcja tradycyjna.
Mianowicie w kolbie okragtodennej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng umieszczano
materiat rodlinny, ktory dwukrotnie ekstrahowano n-heksanem w celu eliminacji
chlorofilu. Powstate w wyniku tej ekstrakcji frakcje heksanowe odrzucano. Nastepnie
odsaczony i wysuszony materiat roslinny poddawano ekstrakcji chloroformem.
Otrzymang w ten sposéb frakcje chloroformowa odparowywano do sucha, a suchg
pozostatosC rozpuszczano w metanolu. Metanolowy ekstrakt oznaczono jako T (Rys. 2).

W kolejnych trzech poréwnywanych wariantach ekstrakcji wykorzystano technike
ciSnieniowej ekstrakcji cieczowej (ASE - ang. Accelerated Sofoent Extraction).
Umieszczony w metalowych celkach materiat roslinny ekstrahowano w aparacie ASE
200 (ASE - ang. Accelerated Sohent Extractor) z uzyciem podanych nizej procedur.

W pierwszym wariancie tej metody ekstrakcji jako ekstrahentow uzyto n-heksanu
oraz metanolu. Wstepnie przeprowadzano jednokrotng ekstrakcje materiatu roslinnego
n-heksanem. Otrzymany ekstrakt heksanowy odrzucano, gdyz ekstrakcja ta miata
na celu eliminacje chlorofilu, o czym wspomniano réwniez przy omdwionej wczesniej
metodzie ekstrakcji tradycyjnej. Nastepnie materiat roslinny jednokrotnie ekstrahowano
metanolem. Powstaty ekstrakt odparowywano do sucha, a suchg pozostatos¢
rozpuszczano w metanolu. Otrzymany tg metodg ekstrakt oznaczono jako ASE (1)
(Rys. 2).

Drugim wariantem ekstrakcji substancji chemicznych z materiatu roslinnego,
wykorzystujagcym technike ASE, byta jednokrotna ekstrakcja z uzyciem wylacznie
jednego ekstrahenta, jakim w tym przypadku byt metanol. Uzyskany w ten sposob
ekstrakt oznaczono jako ASE (2) (Rys. 2).

Trzecim i zarazem ostatnim wariantem ekstrakcji, przeprowadzong technikg ASE,
byla ekstrakcja mieszaning metanolu i wody w stosunku objetosciowym 8 : 2.
Otrzymany ekstrakt zostat oznaczony jako ASE (3) (Rys. 2).

Tak przygotowane ekstrakty poddano analizie technikami chromatografii
cienkowarstwowej z detekcjg densytometryczng (TLC) oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC/DAD).

3.1.1. Poréwnanie metod ekstrakcji szatwii lekarskiej (S. officinalis) technika
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) z detekcja densytometryczng

Gtownym celem analizy przeprowadzonej technika TLC z detekcjg
densytometryczng byto poréwnanie efektywnoSci wykorzystanych metod ekstrakciji.
Drugim celem tej analizy byto uzyskanie odciskéw palcow (czyli fmgerprintow) o jak
najwiekszej ilos¢ pasm pochodzacych od zwigzkéw biologicznie czynnych, zawartych
w badanych ekstraktach szatwii.

Podczas opracowywania wiasnej procedury chromatograficznej wzorowano
sie na danych literaturowych, dotyczacych rozdziatu oraz identyfikacji zwigzkow



fenolowych w materiale ro$linnym [59-64], Wzorowanie to polegato na praktycznym
poréwnywaniu sprawnosci rozdzielczej roéznych uktadéw chromatograficznych,
proponowanych w literaturze z wykorzystaniem uzyskanych w naszym eksperymencie
ekstraktow szatwii jako mieszanin testowych. Przeprowadzono zatem szereg prob,
w wyniku Kktorych za najlepszg faze stacjonarng uznano zel krzemionkowy,
za$ mieszanine toluenu i 1,4-dioksanu w stosunku objetosciowym 7 : 2 za najlepszy
eluent. Zastosowana mieszanina stanowita zmodyfikowang przez nas faze ruchomg,
zaproponowang przez Glenska i in. [61]. Modyfikacja ta polegata na usunieciu
ze sktadu fazy ruchomej kwasu mréwkowego, dzieki czemu wyeliminowano problem
jej demiksji. Wideoskany rejestrowano przy uzyciu wideoskanera w $Swietle UV, przy
dtugosci fali X= 254 nm.

W wyniku zastosowania takiego wiasnie uktadu chromatograficznego otrzymano
chromatogramy oraz densytogramy, na podstawie ktorych poréwnano ilosci
oraz intensywnosci powstatych pasm, a co za tym idzie, wybrano najefektywniejszg
z przeprowadzonych metod ekstrakcji.

Poroéwnujac otrzymane chromatogramy, stwierdzono obecno$¢ co najmniej
dwunastu substancji (Rys. 2a) w metanolowym ekstrakcie (ASE (1)). Pozostate trzy
ekstrakty (T, ASE (2), ASE (3)) wykazaly mniejsza ilos¢ i/lub intensywnosc
rozdzielonych pasm.

Po wysuszeniu chromatogramy poddawano analizie densytometrycznej,
a uzyskane densytogramy rejestrowano przy uzyciu densytometru skaningowego
w Swietle UV, przy dlugosci fali, X = 340 nm. Poréwnujac densytogramy (Rys. 2b)
brano pod uwage iloS¢ oraz intensywnos¢ uzyskanych pikéw. Najwiecej pikow
0 najwiekszej intensywnosci stwierdzono rowniez w ekstrakcie uzyskanym metodg
ASE ().

Tak wiec na podstawie wynikow uzyskanych technikg chromatografii
cienkowarstwowej za najefektywniejszg metode ekstrakcji uznano te, w ktorej materiat
roslinny najpierw ekstrahowano n-heksanem, a nastepnie metanolem technikg
cisnieniowej ekstrakcji cieczowej (ASE (1)).

W celu peiniejszej analizy i identyfikacji rozdzielonych substancji zawartych
w  metanolowym  ekstrakcie szatwii (ASE (1)) przeprowadzono badania
z wykorzystaniem substancji wzorcowych. Na podstawie wspotczynnikéw retardacji
(RIr) oraz widm UV zarejestrowanych in situ zidentyfikowano nastepujgce zwigzki:
kwas ferulowy, kwas o-kumarowy, apigenine oraz glukozyd apigeniny. Wartosci
wspotczynnikow retardacji (R/r) umieszczono w tabeli 14, a odpowiednie widma UV
przedstawiono w tabeli 15.
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Tab. 14. Lista substancji wzorcowych zastosowanych w eksperymencie i ich wspétczynniki retardacji
(Rf)

Substancja wzorcowa RFf Substancja wzorcowa i?F
Kwas wanilinowy 0,48 Kwas ferulowy 0,40
Kwas kawowy 0,21 Apigenina 0,29
Kwas fra/w-cynamonowy 0,54 Luteolina 0,16
Kwas syryngowy 0,37 Mirycetyna 0,03
Kwas rozmarynowy 0,04 Kwercetyna 0
Kwas m-kumarowy 0,39 Kwercytryna 0
Kwas o-kumarowy 0,38 Izokwercytryna 0
Kwas p-kumarowy 0,36 Rutyna 0
Kwas chlorogenowy 0 Kemferol 0,37
Kwas galusowy 0,24 Hiperozyd 0
Kwas m-hydroksybenzoesowy 0,16 Glukozyd apigeniny 0,27
Kwas p-hydroksybenzoesowy 0,19 Glukozyd kemferolu 0
Kwas elagowy 0,10 Glukozyd luteoliny 0,17
Kwas protokatechowy 0,23 Glukozyd hesperetyny 0
Kwas izowanilinowy 0,35 :

Majagc na uwadze ograniczone mozliwosci rozdzielcze techniki chromatografii
cienkowarstwowej  (TLC), postanowiono dodatkowo przeprowadzi¢ analize
i poréwnanie sktadu czterech badanych ekstraktow szatwii technikag wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

3.1.2. Poréwnanie metod ekstrakcji szatwii lekarskiej (S. officinalis) technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC/DAD)

Z podanej wczesniej przyczyny, w dalszym kroku analitycznym cztery ekstrakty
szatwii (oznaczone jako T, ASE (1), ASE (2) i ASE (3)) poddano analizie technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC/DAD). Celem przeprowadzonego
eksperymentu byto potwierdzenie stusznosci rezultatu otrzymanego technika
chromatografii cienkowarstwowej, a wskazujacego na to, ze ekstrakt uzyskany technika
ASE (1) jest najbogatszy zarowno w sensie jakoSciowym, jak i w iloSciowym
w substancje pochodzenia naturalnego.

Na rysunkach 3a-d przedstawiono chromatogramy ekstraktow szatwii lekarskiej
(S. officinalis) uzyskanych wedtug czterech réznych procedur ekstrakcyjnych. Ponadto
nalezy podkres$li¢, iz mimo zastosowania substancji wzorcowych chromatogramy
te przede wszystkim spetniajg role fingerprintow.

Warunki  przeprowadzonego rozdzialu chromatograficznego nie zostaty
zoptymalizowane dla kazdego ekstraktu z osobna, gdyz na tym etapie naczelnym celem
byto poréwnanie miedzy sobag czterech zastosowanych metod ekstrakcyjnych pod
wzgledem ich wydajnosci. Skutkiem tego na niektérych chromatogramach (gtéwnie
na chromatogramie przedstawionym na rysunku 3b sg widoczne przetadowania
stezeniowe uktadu chromatograficznego, wszelako Swiadczace o wiekszej efektywnosci
zastosowanej metody ekstrakcyjnej, niz w tych przypadkach, gdzie takich przetadowarn
stezeniowych nie zaobserwowano.

Réwniez na podstawie wynikow uzyskanych technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej za najefektywniejszg metode ekstrakcji uznano metode ASE



(1), wykorzystujacg jako rozpuszczalniki kolejno n-heksan i metanol (Rys. 3b).
Dodatkowymi zaletami zastosowanej metody ekstrakcji sg krotki czas jej prowadzenia
oraz stosunkowo niewielka ilos¢ uzytych rozpuszczalnikow.

W celu petniejszego rozpoznania sktadu chemicznego rozpatrywanych ekstraktow
szatwii, rowniez w przypadku techniki HPLC przeprowadzono analize identyfikacyjng
metanolowego ekstraktu szatwii ASE (1) z wykorzystaniem wzorcoOw zwigzkdow
fenolowych, ktéra umozliwita identyfikacje nastepujacych substancji: kwasu
o-kumarowego, kwasu kawowego, kwasu /raw-cynamonowego, apigeniny, rutyny,
kemferolu oraz mirycetyny. Identyfikacje te przeprowadzono na podstawie poréwnania
czasOw retencji (tR) oraz widm UV dla substancji wzorcowych oraz dla odpowiednich
sktadnikéw, widocznych na chromatogramie badanego ekstraktu. W tabeli 15
przedstawiono fragmenty chromatograméw wraz z widmami UV zidentyfikowanych
substancji.

Wieksza rozdzielczo$¢ oraz odmienne warunki prowadzenia rozdziatu
chromatograficznego podczas analizy wykonanej technika HPLC pozwolity
na uzupetnienie i poszerzenie informacji na temat przeprowadzonych metod ekstrakcji
oraz na identyfikacje wiekszej liczby sktadnikdéw zawartych w badanych ekstraktach
szatwii, niz to byto mozliwe w przypadku analizy wykonanej technikg TLC. Niemniej
dzieki technice TLC potaczonej z detekcjg densytometryczng zidentyfikowano
glukozyd apigeniny oraz kwas ferulowy, czego nie udato sie osiggna¢ wykorzystujgc
technike HPLC/DAD.

Opierajac sie na roznicy w warunkach i rezultatach prowadzenia rozdziatu
chromatograficznego technikami TLC i HPLC, postanowiono potgczyc¢ obie te techniki,
stosujac w tym celu preparatywng chromatografie cienkowarstwowg (PLC) sprzezong
z wysokosprawng chromatografig cieczowg (HPLC/DAD).
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Tab. 15. Zidentyfikowane substancje czynne wystepujagce w szatwii lekarskiej (5. officinalis).
Dla techniki HPLC/DAD przedstawiono fragmenty chromatograméw wraz z widmami UV,
umieszczonymi w ,,okienkach” nad odpowiednimi pikami. Dla techniki TLC/densytometria linig ciagta

zaznaczono zarejestrowane in situ widmo UV probki, za$ linig przerywang zarejestrowane in situ widmo
UV wzorca.
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3.1.3. Analiza wybranego ekstraktu szatwii lekarskiej (5. officinalis) technikag
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PLC)

Kierujac sie wczesniej wzmiankowanym zamierzeniem, przeprowadzono rozdziat
skfadnikow metanolowego ekstraktu uzyskanego metodg ASE (1) technika
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PLC), stosujac analogiczne warunki
prowadzenia rozdziatu, jak w przypadku analitycznej chromatografii cienkowarstwowej
(TLC). Rowniez w tym przypadku jako faze stacjonarng uzyto zel krzemionkowy,
a jako faze ruchomg mieszanine toluenu i 1,4-dioksanu w stosunku objetoSciowym
7:2.

Jak to zostato przedstawione na wideoskanie chromatogramu uzyskanego
technikg PLC (Rys. 4a), badany ekstrakt szatwii udato sie podzieli¢ na pieC frakcji,
ktére po wyodrebnieniu poddano dalszej analizie technika HPLC/DAD. Uzyskane
dla poszczegolnych frakcji chromatogramy HPLC pokazano réwniez na tym samym



rysunku. Uwzgledniajgc czasy retencji oraz widma UV zastosowanych wzorcéw,
w analizowanych frakcjach udato sie zidentyfikowa¢ kwas kawowy (1), rutyne (2),
mirycetyne (3), kwas /raws-cynamonowy (4) oraz apigenine (5), co odpowiednio
zaznaczono na chromatogramach (Rys. 4b).

Jak wynika z chromatograméw HPLC przedstawionych na rysunku 4a,
wyodrebnione frakcje réznig sie miedzy sobg tak pod wzgledem skiadu jakosciowego,
jak i iloSciowego. Wstepne rozseparowanie bogatego w zwigzki aktywne ekstraktu
szatwii technikg PLC na poszczegdlne frakcje utatwia jego dalszg analize, jest jednak
kosztowne i pracochtonne. Niestety, mimo potgczenia obu technik chromatograficznych
(PLC i HPLC/DAD), na chromatogramach pieciu wyodrebnionych frakcji nie
zidentyfikowano kwasu ferulowego ani glukozydu apigeniny. Z wyzej wymienionych
przyczyn zaniechano wiec optymalizacji przedstawionej niniejszym procedury, ztozonej
ze wstepnego rozdziatu substancji zawartych w metanolowych ekstraktach szatwii
technikg PLC, preparatywnego wyodrebnienia skfadnikéw poszczegdlnych frakcji
z planarnego ztoza oraz analizy sktadu poszczeg6lnych frakcji technikg HPLC/DAD.

a) b)

Rys. 4. a) Wideoskan chromatogramu metanolowego ekstraktu szatwii lekarskiej (5. officinalis). Faza
stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Rejestracja wideoskanu przy diugosci
fali swietlnej X = 254 nm. b) Poréwnanie chromatograméw cieczowych pieciu wyodrebnionych frakcji.
Kolumna: RP-18. Faza ruchoma: acetonitryl + woda, 55 : 45 (v/v) z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego
kwasu octowego. Predko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,6 ml/min. Czas trwania analizy: 80 min.
Rejestracja chromatogramdw przy dtugosci fali Swietlnej A= 225 nm. Umieszczone na chromatogramach
numery odpowiadajg zidentyfikowanym w poszczegdlnych frakcjach substancjom: (1) kwas kawowy, (2)
rutyna, (3) mirycetyna, (4) kwas f/ww-cynamonowy oraz (5) apigenina. Kazda frakcje dozowano w ilosci
40 ul.



3.2. Analiza metanolowych ekstraktow szatwii technikg chromatografii
cienkowarstwowej

Szatwia lekarska (S. officinalis) jest jednym sposréd okoto 900 gatunkoéw, ktory
jako jeden z nielicznych znalazt powszechne zastosowanie w ziotolecznictwie [115].
Jedng z przyczyn tego, ze wiekszo$¢ pozostatych gatunkéw szatwii nie zostata
dotychczas uznana za ro$liny lecznicze jest brak doktadnych badan dotyczacych skiadu
oraz dziatania zawartych w nich substancji czynnych. Systematyczna analiza skiadu
chemicznego réznych gatunkéw szatwii i poréwnanie go ze skiadem chemicznym
szatwii lekarskiej moze pomé6c w znalezieniu nowych surowcéw leczniczych.
Jednoczesnie analiza ta pozwala na wytypowanie markerOw oraz pomocniczych
wskaznikéw chemotaksonomicznych, a co za tym idzie, na ulepszenie systematyki
roslin.

W niniejszej pracy skupiono sie na analizie jakosciowej i ilosciowej zwigzkow
fenolowych, tj. kwaséw fenolowych i flawonoidéw, obecnych w ekstraktach
dwudziestu szeSciu gatunkow szatwii przedstawionych w tabeli 16.

Tab. 16. Wykaz gatunkéw szatwii poddanych analizom technikg TLC

Nr Gatunek szatwii Nr Gatunek szatwii
1 S amplexicaulis 15 S triloba
2 S azurea 16 S. verticillata
3 S cadmica 17  S. officinalis
4 S deserta 18 S. lavandulifolia
5 S forskahlei 19 S atropatana
6 S glutinosaa 20 S. canariensis
7 S hians 21 S. argentea
8 S.jurisicii 22 S. austriaca
9 S. nemorosa 23 S nutans
S. pratensis ssp. .
10 H:ematodes P 24 S. regeliana
11 S sclarea 25 S superba
12 S. staminea 26  S. glutinosa
13 S. stepposa 27 S. officinalis
14 S tesauicola 28 S. pratensis

aze stanowiska naturalnego w Ostrowsku, Polska
bze stanowiska naturalnego w Zlatiborze, Serbia

Zawezenie obszaru badan do zwigzkow fenolowych byto spowodowane kilkoma
czynnikami, m. in. duzg iloScig analizowanych gatunkow oraz obecnoscig tych
zwigzkow w ekstraktach z roznych gatunkéw rodziny jasnotowatych (Lamiaceae),
co niewatpliwie czyni te grupe jedng z charakterystycznych i waznych dla tej rodziny
Przykfadem moze by¢ m. in. obecno$¢ kwasu rozmarynowego w wiekszosci roslin
nalezacych do rodziny jasnotowatych, do ktérej nalezy rowniez szatwia [115].
Na uwage zastuguje takze fakt, iz w lecznictwie wykorzystuje sie wodne napary lub
odwary sporzadzane z lisci szatwii, zatem do wyciagéw przechodza zwiazki dobrze
rozpuszczalne w wodzie, ktérymi sg m.in. polarne glikozydy i aglikony flawonoidéw
oraz kwasy organiczne i kwasy fenolowe. Ponadto wysoka aktywno$¢ biologiczna
zwigzkéw fenolowych zostata potwierdzona w licznych badaniach Kklinicznych,



w ktorych wykazaty one m.in. dzialanie antyosydacyjne, przeciwkrzepliwe,
antykancerogenne, czy przeciwwirusowe.

Literatura zaleca, aby konstruujgc fingerprinty skoncentrowac¢ sie na badaniu
jedynie tych substancji, ktdre sg charakterystyczne dla danego gatunku lub gatunkéw,
pomijajac te, ktore sg powszechnie obecne w Swiecie roslinnym [116]. Szczeg6lnym
przypadkiem tworzenia charakterystycznych odciskéw palca sg blisko spokrewnione
gatunki roslin, ktére mogga sie nieznacznie rézni¢ sktadem chemicznym i wowczas
nawet najmniejsze roznice moga mie¢ istotny wplyw na ustalenie relacji
miedzygatunkowych. W niniejszej pracy badano rézne, spokrewnione ze sobg gatunki
szatwii, dlatego zastosowanie w pierwszym etapie badan metanolu jako ekstrahenta
okazato sie trafnym wyborem, gdyz uzyskane metanolowe ekstrakty zawieraty
substancje o szerokim spektrum polamosci.

Najistotniejsze w analizie fingerprintdbw jest badanie materiatu roslinnego
pozyskanego z wiarygodnego zrodta. Aby uzyska¢ wiasnie takie surowce wszystkie
gatunki szatwii (Safoia) analizowane w przedstawionych eksperymentach byty
uprawiane w tych samych warunkach, w Ogrodzie Roslin Leczniczych Katedry
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Ponadto poddano je identycznej
procedurze suszenia.

Jako, ze ekstrakty rodlinne to zazwyczaj bardzo ztozone prébki, trudnym
lub prawie niemozliwym staje sie znalezienie jednego uktadu chromatograficznego,
pozwalajacego na zadowalajacy rozdziat ich skfadnikow. W zdecydowanej wiekszosci
opublikowanych metod chromatograficznych, tworzenie fingerprintbw opiera sie
na pojedynczym chromatogramie. Takie podejscie okazuje sie jednak niewystarczajace
w obliczu tak skomplikowanych probek, jakimi sg ekstrakty pochodzenia naturalnego
[117]. Z tego powodu niektorzy autorzy proponujg potaczenie Kilku metod
analitycznych opierajacych sie na réznych zasadach rozdziatu [118]. Z kolei w innych
pozycjach literaturowych, jako korzystne rozwigzanie znalezC mozna propozycje
tworzenia wielu chromatograficznych odciskow palca (,,multiple chromatographic
fingerprints”) [117]. Techniki fgczone, jak miedzy innymi HPLC-MS, LC*LC i HPLC-
NMR takze dostarczajg wielu informacji i znajdujg zastosowanie w analizie roslin [119,
120]. Wszystkie proponowane metody mogg zapewni¢ wiarygodne wyniki, jednakze
ich tworzenie oraz interpretacja otrzymanych wynikow nie nalezy do trywialnych
zadan. Poza tym stosowanie technik tgczonych oraz roznych kombinacji metod
analitycznych  wymaga  wykorzystania  zaawansowanego  sprzetu, podczas,
gdy konstrukcje wielu fingerprintow mozna z powodzeniem przeprowadzi¢ stosujgc
technike chromatografii  cienkowarstwowej (TLC). W niniejszym rozdziale
przedstawiono wybrane metody konstrukcji charakterystycznych fingerprintow
dla réznych gatunkéw szatwii.

Do eksperymentu uzyto metanolowych ekstraktow dwudziestu gatunkéw szatwii
uzyskananych metodg cisnieniowej ekstrakcji cieczowej (zebranych w latach 2007
i 2008).

3.2.1. Analiza metanolowych ekstraktéw szatwii technikg jednokierunkowej,
izokratycznej chromatografii cienkowarstwowej

Pierwszym krokiem w analizie metanolowych ekstraktow dwudziestu gatunkow
szalwii byto zastosowanie techniki jednokierunkowej, izokratycznej chromatografii
cienkowarstwowej do konstrukcji charakterystycznych odciskdw palca, czyli
fingerprintéw. Wykaz badanych gatunkéw wraz z odpowiadajagcymi im numerami
umieszczono w tabeli 17. Niestety, bogaty sklad metanolowych ekstraktéw szatwii
uniemozliwia znalezienie jednego, optymalnego ukiadu chromatograficznego, ktory



pozwolitby rozdzieli¢ wszystkie substancje obecne w ekstraktach. Z tego wzgledu
zdecydowano sie na porownanie frakcji zwigzkow o roznej polamosci, poprzez
tworzenie wielu fmgerprintow (ang. - multiple chromatogrphic fmgerprinting). Jako
pierwszg poréwnano frakcje o najmniejszej polamosci. W tym celu metanolowe
ekstrakty dwudziestu gatunkow szatwii (zebranych w 2007 roku) rozwinieto na zelu
krzemionkowym z wykorzystaniem mieszaniny octanu etylu i toluenu w stosunku
objetosciowym 5 : 95. We frakcji o najmniejszej polamosSci znajdujg sie substancje
lotne, ktére sg obecne réwniez w olejkach eterycznych. Obecnos$¢ nisko polarnych
zwigzkow organicznych potwierdzono stosujgc uniwersalny odczynnik derywatyzujacy,
ktorym byt metanolowy roztwor kwasu siarkowego(V1). Phytki spryskane odczynnikiem
wywotujacym ogrzewano w suszarce w temperaturze 105°C. Rejestracja wideoskanu
zostata wykonana przy dbugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Zdjecia otrzymanych
chromatogramdw przedstawiono na rysunku 5.

Tab. 17. Wykaz badanych gatunkéw szatwii wraz z odpowiadajgcymi im numerami

Nr Gatunek Nr Gatunek

1 S. officinalis 11 S. amplexicaulis
2 S. sclarea 12 S. lavandulifolia
3 S. azurea 13 S. glutinosa

4 S. pratensis 14 S. triloba

5 S. stepposa 15 S.jurisicii

6 S. deserta 16 S cadmica

7 S. hians 17 S. atropatana

8 S. verticilatta 18 S. canariensis

9 S. staminea 19 S. tesguicola

10 S. nemorosa 20 S.forskaohlei

W zastosowanym uktadzie chromatograficznym charakterystyczne
chromatogramy otrzymano dla nastepujacych gatunkéw szatwii: S. officinalis,
S. sclarea, S. azurea, S. pratensis, S. stepposa, S. deserta, S. lavandulifolia
oraz S. glutinosa, oznaczonych na rysunku 12 numerami od 1do 6 oraz 12 i 13.

Porownanie fmgerprintow najmniej polarnej frakcji metanolowych ekstraktow
powinno umozliwi¢ okreslenie réznic w skiadzie chemicznym badanych gatunkéw
szatwii. Niestety, dla nastepujacych gatunkéw szatwii: S. hians, S. verticilatta,
S. staminea, S. nemorosa i S. amplexicaulis, oznaczonych numerami od 7 do 11
uzyskano bardzo podobne chromatogramy, na ktorych dominujg dwa jasne pasma
o wspotczynniku retardacji (Ri) w zakresie 0,50-0,65.



Rys. 5. Zdjecia chromatograméw metanolowych ekstraktéw dwudziestu gatunkéw szatwii.
Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: octanu etylu + toluen, 5 : 95 (v/v). Odlegto$¢ rozwijania: 9 cm.
Odczynnik wywotujacy: 10% metanolowy roztwo6r H2S04. Rejestracja chromatogramu przy diugosci fali
Swietlnej X = 366 nm. Numery odpowiadajg poszczegdlnym gatunkom szatwii, jak podano
w tabeli 17. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 [il.

Chromatogramy gatunkow S. triloba, S. jurisicii, S. cadmica, S. atropatana,
S. cananensis, S. tesguicola oraz S.forskaohlei (oznaczonych numerami 14-20) sg mato
charakterystyczne, a rozdzielone pasma prawie niewidoczne.

Brak charakterystycznych fingerprintow w przypadku najmniej polarnej frakcji
pochodzacej od Kilku gatunkow szatwii sprawit, iz w kolejnym kroku analizy podjeto
badania nad bardziej polarnymi frakcjami. Ekstrakty metanolowe rozwijano wiec
na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym 2z zastosowaniem mieszaniny
rozpuszczalnikdw o wigkszej sile elucyjnej, ktdrej sktadnikami byty octan etylu, toluen
i kwas mrowkowy w stosunku objetoSciowym 70 : 30 : 1. W tym przypadku jako
odczynnik wywotujacy zastosowano metanolowy roztwér chlorku glinu. Rejestracja
chromatogramu zostata rowniez wykonana przy dtugosci fali swietlnej X = 366 nm.
Zdjecia uzyskanych chromatogramow przedstawiono na rysunku 6.



Rys. 6. Zdjecia chromatograméw metanolowych ekstraktéw dwudziestu gatunkéw szatwii. Faza
stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: octanu etylu + toluen + kwas mréwkowy, 70 : 30 : 1 (v/v). Odlegtos¢
rozwijania: 9 cm. Odczynnik wywotujacy: 1% metanolowy roztwor A1C13. Rejestracja chromatogramow
przy diugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Numery odpowiadajg poszczegdlnym gatunkom szatwii, jak
podano w tabeli 17. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 pl

Analiza otrzymanych chromatogramow umozliwita jedynie czeSciowe ustalenie
roznic miedzy poroéwnywanymi gatunkami szatwii. Podobnie, jak w poprzednim
przypadku, w zastosowanym ukfadzie chromatograficznym kilka sposrod
analizowanych  gatunkow  szatlwii  tworzy bardzo podobne  fingerprinty.
To podobienstwo chromatograméw dotyczy gatunkéw S. stepposa (5), S. nemorosa
(10), S. amplexicaulis (11), S. larandulifolia (12), S. jurisicii (15), S. cadmica (16),
S. atropatana (17) oraz S. tesguicola (19). W wymienionych gatunkach
charakterystycznym  skfadnikiem  ekstraktow jest kwas  ferulowy,  ktdry
na chromatogramach widoczny jest w postaci ogonujgcej niebieskiej plamki
0 wspotczynniku retardacji (R?) rownym okoto 0,40. Bliskie pokrewienstwo, a co czesto
za tym idzie, zblizony sktad chemiczny badanych roslin, uniemozliwity wykorzystanie
zastosowanego uktadu chromatograficznego do konstrukcji charakterystycznych
fmgerprintéw, poniewaz ukfad ten nie pozwala na znalezienie wyraznych roznic miedzy



dwudziestoma gatunkami szatwii. Podczas analizy otrzymanych chromatogramow
na starcie zauwazono nierozdzielone substanje, ktore mogtyby uzupetni¢ posiadang
informacje o skiadzie chemicznym badanych roélin. Dodatkowym problemem, ktéry
utrudnia analize fitochemiczng sg stezenia poszczegdlnych substancji obecnych
w ekstraktach, poniewaz cze$¢ zwigzkbw o mniejszych stezeniach moze zosta¢
zamaskowana substancjami wystepujacymi w wiekszych stezeniach.

Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie analizy odciskow palca wybranych
gatunkéw  szatwii  technikg jednokierunkowej, izokratycznej chromatografii
cienkowarstwowej z detekcjg densytometryczng. Zastosowana detekcja miata pozwolic¢
na lepsze ustalenie ro6znic miedzy badanymi gatunkami szatwii. Jako faze stacjonarng
wykorzystano zel krzemionkowy, a eluentem byfa mieszanina toluenu i 1,4-dioksanu
w stosunku objetosciowym 7 : 2. Tym razem ptytki wywotano roztworem boranu
2-aminoetylodifenylowego i utrwalono roztworem PEG 4000. Rysunki 7-12 zawierajg
sezonowe poréwnanie chromatogramow i densytogramow metanolowych ekstraktow
sze$ciu gatunkdéw szatwii (S. verticillata, S. farskaohlei, S. lavandulifolia, S. glutinosa,
S. stepposa oraz S. azurea). Profile stezeniowe ekstraktow S. verticillata
oraz S. forskaohlei wykazujg sezonowe podobienstwo zaréwno pod wzgledem
jakoSciowym, jak i ilosciowym (Rys. 7 i 8). Prawidtlowo$¢ ta nie dotyczy jednak
wszystkich densytogramow, gdyz dla gatunkow S. glutinosa oraz S. lavandulifolia
(Rys. 9 i 10) zauwazono jedynie podobienstwo pod wzgledem jakoSciowym,
a w pozostatych dwodch przypadkach (Rys. 11 i 12) profile stezeniowe roznig sie
zaréwno pod wzgledem jakosciowym, jak i ilosciowym.

Salvia verticillata
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Rys. 7. Sezonowe poréwnanie chromatograméw i densytograméw metanolowych ekstraktow

S. \erticillata. Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegtosc
rozwijania: 15 cm. Odczynnik wywotlujacy: metanolowy roztwér boranu 2-aminoetylodifenylowego.
Zdjecie chromatogramu wykonano w S$wietle UV przy diugosci fali X = 366 nm. Rejestracja
densytogramu przy dtugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 ul.



SaMa farskaohlei
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Rys. 8. Sezonowe poréwnanie chromatogramdéw i densytograméw metanolowych ekstraktow
S. forskaohlei. Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: toluen + 14-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegtosc
rozwijania: 15cm. Odczynnik wywotujacy: metanolowy roztwoér boranu 2-aminoetylodifenylowego.
Zdjecie chromatogramu wykonano w S$wietle UV przy diugosci fali X = 366 nm. Rejestracja
densytogramu przy dtugosci fali Swietlnej X= 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 jj.1

Salvia glutinosa

Rys. 9. Sezonowe poréwnanie chromatograméw i densytograméw metanolowych ekstraktow
S. glutinosa. Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegtosc
rozwijania: 15 cm. Odczynnik wywotujacy: metanolowy roztwér boranu 2-aminoetylodifenylowego.

Zdjecie chromatogramu wykonano w Swietle UV przy dlugosci fali X = 366 nm. Rejestracja
densytogramu przy dtugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 |nl.



Salvia lavandulifolia
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Rys. 10. Sezonowe poréwnanie chromatogramoéw i densytograméw metanolowych ekstraktéw
S. lavandulifolia. Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegtos¢
rozwijania: 15cm. Odczynnik wywotujagcy: metanolowy roztwor boranu 2-aminoetylodifenylowego.
Zdjecie chromatogramu wykonano w Swietle UV przy dtugosci fali X = 366 nm. Rejestracja
densytogramu przy dtugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 jal.

Rys. 11. Sezonowe poréwnanie chromatogramow i densytograméw metanolowych ekstraktéw
S. stepposa. Faza stacjonarna: Si02. Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegtos¢
rozwijania: 15cm. Odczynnik wywotujacy: metanolowy roztwor boranu 2-aminoetylodifenylowego.

Zdjecie chromatogramu wykonano w $wietle UV przy diugosci fali X = 366 nm. Rejestracja
densytogramu przy dtugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 ul.



Salvia azurea
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Rys. 12. Sezonowe poréwnanie chromatograméw i densytograméw metanolowych ekstraktow

S. azurea. Faza stacjonarna: Si02. Faza ruchoma: toluen + 1,4-dioksan, 7 : 2 (v/v). Odlegto$¢ rozwijania:
15 cm. Odczynnik wywotujacy: metanolowy roztw6r boranu 2-aminoetylodifenylowego. Zdjecie
chromatogramu wykonano w $wietle UV przy dtugosci fali X= 366 nm. Rejestracja densytogramu przy
dtugosci fali Swietlnej X= 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 |il.

Wptyw na uzyskane wyniki majg liczne czynniki, m.in. takie, jak nastonecznienie,
opady czy czas zbioru roélin. Niestety, analiza otrzymanych profili stezeniowych pozwala
rozroznic  jedynie czeS¢  analizowanych  gatunkow  roélin.  Podobnie, jak
w poprzednich krokach analitycznych, cze$¢ sposrdd badanych gatunkéw szatwii tworzy
niemalze identyczne fingerprinty w podanym ukladzie chromatograficznym,
co uniemozliwia ich jednoznaczne rozrdznienie. Podobienstwo wykazujg m.in. takie
gatunki, jak S. glutinosa, S. verticillata oraz S. stepposa. z powyzszego wzgledu tatwiej jest
analizowa¢ réznice w skiadzie chemicznym roélin, dysponujgc kilkoma profilami
chemicznymi danego gatunku, wykorzystujac do tego celu rézne uktady chromatograficzne
i/lub korzystajac z roznych technik wywotywania chromatogramow.

W tym celu podjeto kolejny krok w analizie fingerprintow wybranych gatunkow
szatwii. Na rysunku 13 przedstawiono chromatogramy czterech gatunkow szatwii
(S. azurea, S. officinalis, S. tesguicola oraz S. jurisicii), ktore rozwijano w trzech ukfadach
chromatograficznych. Rowniez i w tym przypadku faze stacjonarng stanowit zel
krzemionkowy. Wszystkie chromatogramy byly rozwijane na wysokos¢ 9 cm. Fazy
ruchome i odczynniki wywotujgce przedstawiono w tabeli 18.

Tab. 18. Fazy ruchome, odczynniki wywotujgce oraz dtugos¢ fali, przy jakiej wykonano zdjecia

. . Dtugos¢ fali
Nr Eluent (v/v) Odczynnik wywotujacy E[;nml
toluen + octan etylu + kwas mrowkowy
brak 366
(70 + 30+1)
toluen + octan etylu .
kwas siarkow 366
b (5+95) y
toluen + octan etylu kwas siarkow Swiatto widzialne
¢ (15 + 85) y
toluen + octan etylu .
d (15 + 85) kwas siarkowy 254
o toluen + octan etylu kwas siarkowy 366

(15 + 85)



Rys. 13. Zdjecia chromatogramow metanolowych ekstraktéw czterech wybranych gatunkow szatwii: (1)
S. azurea, (II) S. officinalis (Il11) S. tesguicola i (IV) S. jurisicii rozwijanych w trzech ukadach
chromatograficznych z zastosowaniem ré6znych technik wywotywania chromatograméw. Faza
stacjonarna: Si02 Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 ul. Fazy ruchome oraz odczynniki wywotujgce
podano w tabeli 18.



Analiza poréwnawcza kilku fmgerprintow umozliwia znalezienie rdéznic miedzy
badanymi gatunkami roslin, nie mniej jednak tworzenie zestawu Kilku chromatogramow
dla jednego gatunku danej rosliny w poréwnaniu z analiza pojedynczych odciskéw
palcajest technikg wielce pracochtonng oraz czasochtonna.

Chcac uzyska¢ jak najwiecej informacji z chromatograméw dla ztozonych
probek wskazane jest, jak podaje literatura, tworzenie tzw. podwdjnych fmgerprintow,
gdyz wieksza ilos¢ danych o badanych prébkach umozliwia lepszg identyfikacje
poszczegOlnych substancji, a takze oznacza wieksze prawdopodobienstwo znalezienia
markeréw  chemotaksonomicznych oraz  chemotaksonomicznych  wskaznikow
pomocniczych. W prezentowanym eksperymencie podjeto proby konstrukcji
fmgerprintow dla frakcji zwigzkéw polarnych i semi-polamych zawartych w réznych
gatunkach szatwii, przy czym gtownie skupiono sie na rozdziale i identyfikacji
zwigzkéw fenolowych. Na podkresSlenie zastuguje fakt, iz po raz pierwszy na tak
szerokg skale wykorzystano technike HPTLC do tworzenia charakterystycznych
odciskow palca, umozliwiajagcych uchwycenie zarowno podobienstw jak i roznic
w badanych gatunkach szatwii.

Gatunki szatwii, ktore poddano analizie technikg wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC) przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tab. 19. Gatunki szatwii (Salvia sp.) oraz przyporzadkowane im liczby porzadkowe

Numer Gatunek szatwii Numer Gatunek szatwii
1 S. lavandulifolia 11 S. stepposa
2 S. sclarea 12 S. hians
3 S. tesguicola 13 S. officinalis
4 S. staminea 14 S.forskaohlei
5 S. amplexicaulis 15 S. azurea
6 S. cadmica 16 S. verticillata
7 S. pratensisssp. Haematodes 17 S. triloba
8 S. canariensis 18 S. deserta
9 S. nemorosa 19 S. glutinosa
10 S.jurisicii 20 S. atropatana

Wszystkie badane ekstrakty szatwii poddano analizie jakosciowej pod katem
obecnosci 29 zwigzkoéw fenolowych, przez porownanie wartosci wspotczynnika
retardacji (R ), koloru poszczegdlnych pasm oraz widm UV-Vis substancji wzorcowych
z danymi pochodzacymi od probek. Niemniej jednak chcac rzetelnie przeprowadzic¢
analize poréwnujac otrzymane chromatogramy, brano réwniez pod uwage substancie,
ktorych nie zdotano zidentyfikowac, gdyz nie jest to wymagane do konstrukcji i analizy
fmgerprintow. Zatem poréwnanie réznych gatunkow szatwii przeprowadzono w oparciu
0 uzyskane chromatogramy HPTLC. Zastosowane substancje wzorcowe wymieniono
w tabeli 20.



Tab. 20. Lista substancji wzorcowych wykorzystanych podczas analizy ekstraktéw szatwii technikg
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej HPTLC

Substancja wzorcowa

Rutyna

Kemferol

Luteolina

Kwas o-kumarowy
Kwas kawowy
Kwas galusowy
Kwas rozmarynowy
Kwas protokatechowy
Kwas ferulowy
Kwas chlorogenowy
Eskuletyna
Skopoletyna

Kwas wanilinowy

Kwas synapinowy

Kwas /r<mv-p-kumarowy
Kwas gentyzynowy
7-Hydroksykumaryna

Kwas cynamonowy

Kwas 3,5-
dihydroksybenzoesowy

Kumaryna

Akacetyna

Naringenina
Hiperozyd

Kwas p-kumarowy
Kwas m-kumarowy
Kwercytyna
Hemiaryna
Hesperetyna

Apigenina

Symbol
substancji
WZOrcowej

R
K
L
o-C
Cf
Ga
Rm
Pc
F
Ch
Ae
Sc

N

p-C
m-C

Q
He

Hs
Ap

Wartosci Rk
w uktadzie

rozpuszczalnikow

nri
0,0
0,09
0,09
0,22
0,11
0,06
0,04
0,11
0,22
0,0
0,10
0,20
nie wykryto
przy X = 366 nm
0,40
0,42
0,45
0,47
nie wykryto
przy X - 366 nm

0,25

nie wykryto
przy X = 366 nm
nie wykryto
przy X = 366 nm
0,44
0,0
0,49
0,41
0,0
0,55
0,46
nie wykryto
przy X =366 nm

Kolor po wywotaniu
roztworem H2S04
(/. =366 nm)

Brazowy
Fioletowy
Fioletowy

Jasnopomaranczowy
Granatowy
Ciemnofioletowy
Ciemnofioletowy

Fioletowy

Brazowy
Fioletowy
Niebieski
Niebieski

Fioletowy
Pomaranczowy
Bragzowy
Niebieski

Ciemnozielony

Fioletowy
Bragzowy
Rozowy / brazowy*
Ciemnozielony
Bragzowy
Niebieski
Fioletowy

*Barwa pojawia sie dopiero po pewnym czasie.



Zastosowano dwa rodzaje faz ruchomych i w uktadzie rozpuszczalnikow (1)
(toluen + octan etylu + kwas mréwkowy (70 : 30 : 1)) przeprowadzono rozdziat
oraz identyfikacje nisko i Srednio-polamych substancji. Jednakze pewne bardziej
polarne zwiagzki, takie jak rutyna, kwas chlorogenowy, hiperozyd oraz kwercytyna
pozostaty na starcie, co mozna zauwazyC na rysunku 14. Dla tych zwigzkdw
zastosowano uktad rozpuszczalnikow (2) (octan etylu + woda + kwas mrowkowy
+ kwas octowy (100 : 26 : 11 : 11)), ktory spowodowat, iz mniej polarne zwigzki
zostaty SciSniete w poblizu linii czota fazy ruchomej, a bardziej polarne substancje
uleglty rozdziatowi. Zastosowanie tych dwoch réznych uktadéw rozpuszczalnikow
(dodatkowo w czterech roznych modyfikacjach kazdy) pozwolito na uzyskanie
uzupetniajgcych sie i jednoczesnie wyczerpujacych informacji na temat badanego
materiatu roslinnego. Ponadto ukiady te umozliwity rozdziat zwigzkéw fenolowych
wystepujagcych w badanych gatunkach szatwii. Na chromatogramach zaobserwowano
nakfadanie sie niektorych pasm, niemniej jednak osiggniecie petnego rozdziatu nie jest
konieczne do konstrukcji i analizy fingerprintow. Widoczny na chromatogramach kwas
rozmarynowy (Rys. 18a-c) stat sie granicg, swoistym przejsciem miedzy frakcjg mniej
i bardziej polarng, dzieki czemu potgczenie chromatogramow obu frakcji pozwolito
na dostarczenie kompletu informacji o badanym materiale roslinnym.

Wiele fingerprintow dla jednej probki mozna uzyskac stosujgc miedzy innymi
rozne uktady chromatograficzne, jednak ten sam cel mozna réwniez osiagna¢ stosujac
dla jednego chromatogramu rézne metody detekcji, np. r6zne odczynniki wywotujgce
oraz rejestracje chromatogramow zaréwno w zakresie Swiatta widzialnego, jak i UV,
jak to przedstawiono m. in. na rysunku 15.

Zastosowanie powszechnie uzywanego odczynnika wywotujgcego, jakim jest
roztwor chlorku glinu, spowodowato pojawienie sie Kkilku niebieskich pasm
na chromatogramach uzyskanych dla ukfadu rozpuszczalnikéw (1). Niestety, dla kilku
gatunkéw szatwii (np. S. hians, S. verticilatta, S. pratensis, S. azurea, etc.) nie
zaobserwowano pojawienia sie niebieskich pasm, lub tez intensywnos$¢ widocznych
pasm byta stosunkowo niewielka. Z kolei stosujgc jako odczynnik wywotujacy roztwoér
kwasu siarkowego(VI) uzyskano chromatogramy o znacznie wiekszej ilosci
rozdzielonych pasm, a co za tym idzie, niosgcych ze sobg wiecej informacji o badanej
prébce. Na podstawie uzyskanych rezultatéw dla ukfadu rozpuszczalnikow (1) jako
odczynnik wywotujagcy wybrano roztwor kwasu siarkowego(VI1). Te samg procedure
zastosowano wobec chromatogramow uzyskanych z wykorzystaniem uktadu
rozpuszczalnikdw (2), lecz tutaj dla frakcji zawierajacej zwigzki o wiekszej polamosci
lepszym wyborem okazat sie roztwor chlorku glinu. Odczynnik ten, za sprawg
obecnosci polarnych glikozydow i aglikonéw flawonoidowych oraz bardziej polarnych
kwasow fenolowych, spowodowat pojawienie sie w Swietle UV przy diugosci fali,
X=366 nm kilku plamek.
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Analizujagc otrzymane chromatogramy zaobserwowano, iz kilka pasm
zidentyfikowano we wszystkich badanych gatunkach szatwii i mogg one zosta¢ uznane
za markery dla rodzaju Safoia. Potwierdzono obecno$¢ dwdch kwasow fenolowych,
tj. kwasu rozmarynowego i kwasu kawowego, co jest istotne z medycznego punktu
widzenia, gdyz obie te substancje wywierajg pozytywny wptyw na organizm ludzki,
co wynika z licznych badan naukowych. W ukladzie rozpuszczalnikow (1) kwas
rozmarynowy na chromatogramach pojawia sie jako niebieskie pasmo przed
derywatyzacjg i ciemnofioletowe pasmo po derywatyzacji roztworem kwasu
siarkowego(VI), o wspoétczynniku retardacji R? = 0,04. Z kolei w ukiadzie
rozpuszczalnikéw (2) zaobserwowano, iz kwas rozmarynowy na chromatogramach jest
znacznie lepiej widoczny, co dodatkowo potwierdza jego obecno$¢ w badanych
ekstraktach. Po zastosowaniu roztworu chlorku glinu kwas ten widoczny jest jako
niebieska plamka o wspoétczynniku retardacji R? = 0,77. Natomiast kwas kawowy
na chromatogramach uzyskanych przy zastosowaniu ukiadu rozpuszczalnikow (1)
widoczny jest jako niebieskie pasmo o wspotczynniku retardacji R? = 0,11.
Na chromatogramach uzyskanych przy wykorzystaniu uktadu rozpuszczalnikow (1)
widoczne sg réwniez inne, wspolne pasma dla wszystkich analizowanych gatunkdéw
szatwii. Jednym z takich pasm jest r6zowe pasmo kwasu p-kumarowego
0 wspotczynniku retardacji i?F = 0,49, ktore pojawia sie wkrotce po derywatyzacji
(Rys. 15). Kwas p-kumarowy jest widoczny takze w Swietle widzialnym jako
intensywne fioletowe pasmo, ktore po uptywie pewnego czasu od derywatyzacji staje
sie brazowe.

Poréwnujac otrzymane chromatogramy zaobserwowano, ze dwa gatunki szatwii,
tj. S. sclarea (2) i S. canariensis (8) charakteryzujg sie stosunkowo niskg zawartoscig
kwasu /»-kumarowego w poréwnaniu z pozostatymi gatunkami szatwii (Rys. 16 a i b).
Innym charakterystycznym pasmem dla wszystkich gatunkow, uzyskanym podczas
rozdziatu skiladnikbw w ukiadzie rozpuszczalnikéw (1), jest rdézowe pasmo
0 wspoltczynniku retardacji Rf = 0,26. Pasmo to po pewnym czasie staje
sie pomaranczowe. Jest ono rowniez charakterystyczne dla gatunku S. canariensis (8),
ktory odznacza sie najnizsza zawartoscig tego zwiazku. Dla omawianego uktadu
rozpuszczalnikdw na chromatogramach widoczne jest jeszcze jedno pomaranczowe
pasmo, wspolne dla wszystkich gatunkow szatwii o wspotczynniku retardacji R? - 0,58.
Nastepnie rozpatrywano chromatogramy uzyskane z zastosowaniem uktadu eluentéw
(2), na ktorych, podobnie jak w poprzednim przypadku, zidentyfikowano we wszystkich
badanych gatunkach szatwii nastepujace substancje, charakterystyczne dla rodzaju
Safoia: kwas rozmarynowy oraz rutyne. Niebieska plamka widoczna po zastosowaniu
roztworu chlorku glinu jako odczynnika wywotujgcego o wspotczynniku retardacji
»r = 0,77 pochodzi od kwasu rozmarynowego, a zétta plamka o wspdtczynniku
retardacji Rf = 0,61 pochodzi od rutyny. Kolejng substancja, jaka zidentyfikowano
jednak jedynie w zaledwie kilku gatunkach szatwii, takich jak S. pratensis ssp.
Haematodes, S. amplexicaulis i S. nemorosa, jest kwas chlorogenowy. To wiasnie
rutyne oraz kwas chlorogenowy zidentyfikowano dopiero podczas zastosowania uktadu
rozpuszczalnikdow (2), poniewaz w pierwszym ukiadzie oba te zwigzki pozostawaty
na linii startu.
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Podczas analizy chromatograméw, zaréwno ich cyfrowe profile skanowania
(densytogramy), jak i te uzyskane przy uzyciu programu Image J zostaty wykorzystane
rownolegle z tradycyjnymi sposobami prezentacji fmgerprintow (Rys. 18a-c).
Zastosowany podczas przedstawionej tu analizy binarny ukfad rozwijania
chromatogramow wykorzystano do poréwnania sktadnikow zawartych w ekstraktach
dwudziestu gatunkow szatwii, a takze do odnalezienia podobienstw i réznic w skfadzie
chemicznym badanego materiatu roslinnego. Densytogramy umozliwity wykrycie
sktadnikow, ktore trudno byto zauwazy¢ na chromatogramach, jak rowniez postuzyty
do oceny ilosciowej rozdzielonych substancji. To rozwigzanie okazato sie szczegOlnie
uzyteczne podczas analizy chromatogramoéw uzyskanych przy zastosowaniu ukfadu
rozpuszczalnikéw (2) i derywatyzacji roztworem chlorku glinu, gdyz plamki
niewyrazne na chromatogramach stawaly sie znacznie lepiej widoczne
na densytogramach. Funkcja ,kalkulator obrazu” programu Image J umozliwia
poroéwnanie wszystkich chromatogramow oraz pozwala zauwazy¢ nawet drobne roznice
miedzy nimi, ktore inaczej mogtyby zosta¢ niezauwazone. Densytogramy frakcji
semi-polamej zarejestrowane przy dwdch diugosciach fali Swietlnej (A = 254 nm
i X=366nm) przedstawiono w tabeli 21.

Szatwia lekarska jest jedynym farmakopealnym gatunkiem w prezentowanych
badaniach, obecnym w polskiej medycynie. Z tego wzgledu analiza innych gatunkéw
szatwii jest wazna, poniewaz uzyskane fingerprinty mogg by¢ przydatne w ocenie
podobienstw profili chemicznych tych wiasnie gatunkéw do profilu szatwii lekarskiej
i tym samym analiza ta moze przyczyni¢ sie do wskazania dalszych dobrych
kandydatow na leki ziotowe z rodzaju Safoia.

Porownanie chromatogramow uzyskanych podczas uzycia obu ukfadéw
rozpuszczalnikow wykazuje, iz profil chemiczny gatunku S. triloba (17) jest najbardziej
zblizony do profilu chemicznego S. officinalis (13). Oba gatunki charakteryzuja sie
obecnoscig w mniej polarnej frakcji substancji widocznych na chromatogramie jako
ciemne pasma, z ktérych dwa znajdujg sie tuz pod pomaranczowym pasmem kwasu
p-kumarowego, o wspotczynnikach retardacji odpowiednio R? = 0,38 i R? = 0,44
oraz jedno nad pasmem o wspotczynniku retardacji R? - 0,57. Obecnos¢ tych ciemnych
pasm zaobserwowano takze dla gatunku S. canariensis (8), charakteryzujgcego sie niska
zawartoscig kwasu p-kumarowego. Mimo wyraznych podobienstw gatunkéw S. triloba
i S. officinalis, po doktadnym przyjrzeniu sie uzyskanym fmgerprintom tatwo zauwazyc¢
réznice miedzy nimi. Umozliwiajg to szczegolnie chromatogramy bardziej polarnej
frakcji, na ktérych wyraznie wida¢ dodatkowe zOite pasmo w nizszym zakresie
wspotczynnika retardacji (R?) dla gatunku S. triloba. Pozostate gatunki wykazujg
na tyle charakterystyczne chromatogramy, iz tatwo je odrézni¢ od S. officinalis.

W celu lepszego opisu profili chemicznych wszystkie uzyskane chromatogramy
(przy zastosowaniu uktadu rozpuszczalnikow (1) podzielono na trzy czesci,
wykorzystujagc w tym celu dwa markery o wspotczynnikach retardacji odpowiednio
pr = 0,26 i = 0,49 jako granic trzech stref. Poréwnano ilos¢, pozycje, kolor
oraz intensywno$¢ wszystkich pasm wystepujagcych w kazdej z trzech czesci
chromatogramu dla wszystkich badanych gatunkow szatwii. W analizie poréwnawczej
wykorzystano roéwniez densytogramy oraz obrazy przetworzone przy uzyciu programu
Image J. Poréwnujagc pierwszy fragment chromatogramu potozony miedzy linig startu
a markerem o wartosci Rf = 0,26 stwierdzono, ze uzyskane profile chromatograficzne
tego fragmentu sg niemal identyczne dla wszystkich badanych gatunkéw szatwii.
Pozostate dwa fragmenty chromatogramow sg bardziej charakterystyczne
dla poszczegdlnych gatunkdw szatwii i moga zosta¢ wykorzystane do ich rozroznienia.



Fingerprinty otrzymane w uktadzie rozpuszczalnikéw 1 wykazaty podobienstwo
dla nastepujgcych gatunkow szatwii: S. tesguicola, S. amplexicaulis, S. cadmica,
S. nemorosa, S. jurisicii, S. stepposa, S. glutinosa i S. atropatana. Podobienstwo
chromatogramdéw mozna réwniez zaobserwowac dla tych gatunkow w przypadku
bardziej polarnej frakcji (uktad rozpuszczalnikéw (2)). Wszystkie wyzej wymienione
gatunki szatwii charakteryzujg sie obecnoscig pasm (ukfad rozpuszczalnikow (2),
Swiatto UV, X = 366 nm) w zakresie nizszych wartosci wspotczynnika retardacji (R?),
w odréznieniu od pozostatych gatunkéw szatwii. Omawiang grupe gatunkow szatwii
na podstawie uzyskanych fmgerprintow mozna z kolei podzieli¢ na mniejsze podgrupy.
Gatunki S. tesguicola, S. amplexicaulis i S. cadmica mozna z fatwoscig odrdznic
od pozostatych gatunkéw szatwii, ze wzgledu na obecnos$¢ niebieskiego pasma
hemiaryny o R? = 0,55. Niemniej jednak dla gatunku S. cadmica nie zaobserwowano
pasma o R? = 0,45, ktore jest wyraznie widoczne na chromatogramach pozostatych
dwoch gatunkow (Rys. 15). Na chromatogramach pozostatych gatunkéw szatwii, mimo,
iz sg one do siebie podobne, réwniez mozna dostrzec réznice. Na przyktad profil
chromatograficzny S. jurisicii cechuje sie obecnoS$cig jasnopomaranczowego pasma
0 i = 0,32, ktérego nie zaobserwowano na chromatogramach pozostatych gatunkdéw
szatwii.

Rys. 17. Poréwnanie chromatograméw dwudziestu badanych gatunkéw szatwii (Salvia sp.). Faza
stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: ukiad rozpuszczalnikow (2). Odlegtos¢ rozwijania: 9 cm. Odczynnik
wywotujacy: 1% metanolowy roztwdr chlorku glinu. Zdjecie wykonano wkrétce po zakonczonej
derywatyzacji. Rejestracja zdje¢ w Swietle UV przy dlugosci fali, X = 366 nm. Numery umieszczone pod
zdjeciami odpowiadajg gatunkom szatwii w tabeli 19. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 (il.



Na podstawie analizowanych fmgerprintow gatunki S. officinalis, S. triloba
i S. canariensis mozna uznaC za odrebng podgrupe gatunkow, charakteryzujgca
sie podobnymi profilami chromatograficznymi. Kolor, kolejno$¢ oraz intensywnos$c¢
charakterystycznych pasm dla tych gatunkow szatwii zostaty juz opisane w tym
rozdziale. Do trzeciej podgrupy mozna zaliczy¢ nastepujgce gatunki szatwii: S. sclarea,
S. staminea, S. pratensis ssp. Haematodes, S. hians, S. forkaohlei, S. azurea,
S. verticillata oraz S. deserta. Dla wymienionych gatunkow wszystkie trzy czesci
na jakie podzielono chromatogramy (ukfad rozpuszczalnikéw (1)) zawierajg mniej
pasm, niz w przypadku reszty badanych gatunkéw. Takie same wnioski wzgledem
omawianych gatunkéw szatwii wyciggnieto na podstawie chromatograméw uzyskanych
przy zastosowaniu uktadu rozpuszczalnikéw (2). Niemniej jednak w pordéwnaniu
z dwoma pozostatymi podgrupami tajest znacznie bardziej zréznicowana.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze fingerprinty uzyskane dla S. lavandulifolia
sq zupetnie inne, niz dla pozostatych gatunkéw szatwii, tak wiec nie mozna jej
przypisa¢ do zadnej z poprzednio omoéwionych podgrup.

Porownujgc zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych na podstawie chromatogramow
uzyskanych przy zastosowaniu uktadu rozpuszczalnikow 1 stwierdzono, ze S. officinalis
charakteryzuje sie najwiekszg sumaryczng powierzchnig rozdzielonych pikow
(Rys. 19b). Innymi gatunkami o znaczacej sumarycznej powierzchni pikéw sa:
S. lavandulifolia, S. triloba, S. nemorosa, S. jurisicii, S. azurea oraz S. atropatana.
Natomiast gatunkami o najmniejszej sumarycznej powierzchni pikow okazaly sie
S. sclarea, S. deserta i S. staminea. Z kolei gatunkami o najwiekszej zawartosci kwasu
kawowego s3: S. officinalis, S. nemorosa, S. lavandulifolia, S. triloba, S. azurea
i S. jurisicii, podczas gdy gatunki S. lavandulifolia, S. jurisicii, S. azurea, S. hians,
S. pratensis ssp. Haematodes oraz S. nemorosa wykazaly najwiekszg zawarto$¢ kwasu
p-kumarowego (Rys. 19a).

Na podstawie danych zawartych na rysunkach 15 i 17 uznano, ze proponowana
metoda analizy stanowi trafny wybor dla badanych gatunkéw szatwii. Wszystkie
te gatunki utworzyty charakterystyczne fingerprinty, na podstawie, ktérych moga
z tatwoscig zosta¢ rozroznione miedzy sobg. Na podstawie powtarzalnosci i Sredniej
precyzji wykazano, iz powierzchnie pikow oraz ich kolejno$¢ na poszczegolnych
chromatogramach sg identyczne. Zmienno$¢ wartosci wspétczynnikdw retardacji (R
testowana na Kkilku losowo wybranych pasmach nie przekraczata w przypadku
powtarzalno$ci wartosci 0,02 oraz w przypadku precyzji wartosci 0,04. Obliczenia
wykonano na podstawie wytycznych cGMP [24]. Na podstawie uzyskanych profili
HPTLC stwierdzono, ze wszystkie obecne na chromatogramach piki moga zostac
uznane za takie, ktore charakteryzujg poszczegdlne gatunki szatwii. Dalsze
wykorzystanie uzyskanych profili chromatograficznych w celu poréwnania réznych
gatunkéw szatwii jest w petni uzasadnione.

W celu sprawdzenia stabilnosci prébki podczas procesu chromatografowania
przeprowadzono eksperyment z wykorzystaniem chromatografii dwukierunkowej.
Po dwukierunkowym  rozwinigciu chromatogramow zaréowno w  ukiadzie
rozpuszczalnikéw (1), jak i w ukladzie rozpuszczalnikéw (2) plamki lezaly
na przekatnej ptytek, co wskazywato na brak powstawania artefaktéw. Probki okazaty
sie rowniez stabilne w roztworze.

Fingerprinty poddawano derywatyzacji, uzywajgc w tym celu jako odczynnika
wywotujgcego roztworu kwasu siarkowego(V1), wobec czego stabilnoS¢ rezultatow
tego procesu rowniez zostata sprawdzona. Zdjecia chromatogramow wykonane
po uptywie 5 i 10 minut od zakonczenia derywatyzacji nie roznity sie od tych
wykonanych bezposrednio po derywatyzacji. Jednak po uptywie 30 minut kilka pasm



zmienito kolor z rézowego na pomaranczowy, a w innych przypadkach (np.dla kwasu
kawowego) pasma staty sie znacznie bardziej widoczne (Rys. 16). Po uptywie
24 godzin nie zaobserwowano zadnych, dalszych zmian na otrzymanych fmgerprintach,
a wszystkie rozdzielone pasma byly wyraznie widoczne bez kolejnych zmian w ich
zabarwieniu. Zatem, poréwnujac zdjecia chromatograméw tuz po zakonczonej
derywatyzacji, a nastepnie po uptywie pewnego czasu od jej zakonczenia mozemy
przyjac, iz w obu przypadkach uzyskane wyniki sg wiarygodne.

Podczas opracowywania metody rozdziatu sprawdzano wptyw kilku parametrow
takich, jak skfad fazy ruchomej, temperatura ogrzewania oraz czas suszenia
na otrzymywane rezultaty. Wszystkie odnotowane zmiany wywieraty znikomy wptyw
na jakoS¢ otrzymywanych chromatograméw, z wyjatkiem temperatury ogrzewania.
Gdy temperatura ta byta nizsza niz 100°C, to rozdzielone pasma byty stabiej widoczne,
a w niektorych przypadkach byty catkowicie niewidoczne. Tak wiec wazne jest to, aby
podczas przeprowadzania rozdziatu chromatograficznego wedtug opisanej procedury
utrzymac statg temperature ogrzewania, wynoszacg 105°C * 2 °C. Podczas zmian
sktadu faz ruchomych odnotowano jedynie niewielkg zmiane wartosci wspotczynnikow
retardacji (i?p) rowng + 0,02, nie zaobserwowano natomiast zadnych wyraznych réznic
w ksztatcie profili chromatograficznych.

Przeprowadzona walidacja metody polegata na sprawdzeniu specyficznosci,
precyzji (odtwarzalnosci i Sredniej precyzji), stabilnosci i odpornos¢. Doktadny opis
przeprowadzonych testdbw opisano w czesSci metodycznej, dotyczacej przedstawionego
w tym rozdziale eksperymentu.

Wiadomo jest, iz rozdzielczo$¢ oraz odtwarzalno$¢ sg definitywnie znacznie
gorsze w przypadku techniki HPTLC gorsze, niz dla techniki HPLC. Jednakze
na podstawie uzyskanych w tym eksperymencie wynikow udowodniono, ze wybor
chromatografii cienkowarstwowej do konstrukcji charakterystycznych fmgerprintéw
dla Kkilku, a nawet Kkilkunastu prébek jednocze$nie okazat sie trafnym wyborem.
Zaletami wykorzystanej techniki jest stosunkowo krotki czas analizy i niskie koszty
zwigzane z zakupem ptytek. Wydaje sie jednak, ze najwiekszg zaletg zastosowanej
metody jest mozliwo$¢ prezentacji otrzymanych wynikéw w postaci wielobarwnych
obrazéw.

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty stanowig kolejny krok
zmierzajgcy w kierunku konstrukcji charakterystycznych fmgerprintow ztozonych
mieszanin, jakimi sa ekstrakty roslinne z wykorzystaniem techniki chromatografii
cienkowarstwowej. Konstrukcja binarnych fmgerprintow umozliwita analize ekstraktow
w szerokim spektrum polamosci. Z kolei wykorzystanie densytogramow oraz obrazéw
przetworzonych przy uzyciu programu Image J sprawito, iz analiza porownawcza stata
sie znacznie prostsza do przeprowadzenia. Ponadto, jak wykazano w niniejszym
rozdziale, zaproponowana metoda okazata sie przydatna przy okreSlaniu zaréwno
podobienstw, jak i réznic w badanych gatunkach szatwii, zatem z powodzeniem moze
zostaC wykorzystana w badaniach chemotaksonomicznych, obejmujgcych okreSlanie
wzajemnych relacji w obrebie rodzaju Safoia. Przedstawiona metoda konstrukcji
binarnych fmgerprintow jest szybka i prosta do przeprowadzenia. Oprdécz tego
przeprowadzona walidacja metody jednoznacznie wskazuje na niezawodnos¢
opracowanej procedury chromatograficznej.
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W kolejnym etapie badan podjeto takze proby zastosowania specjalnych technik
rozwijania chromatogramoéw takich, jak gradientowe wielokrotne rozwijanie (GMD -
ang. Gradient Multiple Development), wielokrotna elucja gradientowa (MGD - ang.
Multiple Gradient Development) oraz dwukierunkowa chromatografia
cienkowarstwowa (2D-TLC).

3.2.2. Analiza metanolowych ekstraktéw szatwii technikg gradientowego
wielokrotnego rozwijania (GMD - Gradient Multiple Development)

Stosujac technike GMD chromatogramy rozwijano na statg wysokos¢ 9 cm
z wykorzystaniem zestawu faz ruchomych o rosngcej sile elucyjnej. Miedzy
poszczegOlnymi rozwinieciami plytki pokryte zelem krzemionkowym dokfadnie
suszono. Na rysunku 20 przedstawiono kolejne etapy rozwijania z zastosowaniem
techniki GMD. Dobierajgc  uktady chromatograficzne  sprawdzano  rozne
dwusktadnikowe mieszaniny rozpuszczalnikbw. W mieszaninach tych jako sktadnik
polarny zastosowano kolejno acetonitryl, metanol, dioksan oraz izopropanol. Najlepsze
rezultaty rozdziatu uzyskano, stosujgc  mieszanine izopropanolu z n-heptanem
0 réznym skiadzie ilosciowym.

Analizie poddano sze$¢ gatunkdéw szatwii: S. officinalis (1), S. sclarea (2),
S. azurea (3), S. pratensis (4), S. stepposa (5) oraz S. deserta (6). Podczas pierwszego
etapu rozwijania uzyto eluentu o najmniejszej sile elucyjnej, tj. mieszanine
izopropanolu i n-heptanu w stosunku objetosciowym 5 : 95, co umozliwito poréwnanie
sktadu frakcji zwigzkow o najnizszej polamosci. Na rysunku 20a widoczne
sg jasnoniebieskie pasma, o najwyzszych warto$ciach wspotczynnika retardacji (Ry).
Zwigzki nisko polarne przy uzyciu bardziej polarnych faz ruchomych bytyby bowiem
spychane na linie czota fazy ruchomej i maskowane przez chlorofil. Po pierwszym
etapie rozwijania na chromatogramie zauwazono pierwsze roznice miedzy
poszczegOlnymi gatunkami szatwii. Dla S. officinalis zaobserwowano trzy
charakterystyczne jasne pasma, dla S. pratensis oraz S. azurea jedno pasmo, natomiast
dla S. deserta zaobserwowano ich brak. Po drugim rozwinieciu zauwazono kolejne
roznice (Rys. 20b). Dla S. officinalis zaobserwowano z6tte pasmo o Rp rownym okoto
0,30, czego nie widac dla pozostatych gatunkéw. W pozostatych dwoch etapach te samg
ptytke rozwijano eluentami o wcigz rosnacej sile elucyjnej (Rys. 20 c, d). Po kazdym
rozwinieciu ptytke suszono, skanowano i porownywano poszczegélne gatunki, biorgc
pod uwage ilos¢, kolor, intensywnoSc oraz sekwencje poszczegolnych plamek.

Zastosowanie techniki GMD umozliwia analize ztozonych ekstraktow
zawierajacych zwiagzki o rdznej polamosci poprzez mozliwo$¢ dobierania odpowiedniej
ilosci rozwinie€. W technice tej mozna takze dowolnie modyfikowa¢ skiad faz
ruchomych, jak réwniez zmienia¢ dystans rozwijania w celu polepszenia rozdziatu
chromatograficznego. Technika ta jednak nie jest pozbawiona wad. Podczas
kilkukrotnego rozwijania istnieje mozliwos¢ tworzenia sie artefaktow, gtownie
zwigzanych z chemisorpcjg i/lub rozktadem zwigzkéw pod wptywem eluentéw. Celem
zapobiezenia takim zjawiskom, przy pomocy techniki dwukierunkowej chromatografii
cienkowarstwowej sprawdzono, czy cze$¢ powstatych plamek nie stanowi artefaktow.
W tym celu ptytki rozwijano w dwéch prostopadtych do siebie kierunkach, stosujac
te same skiady fazy ruchomej. Po dwukierunkowym rozwinieciu plamki lezaty
na przekatnej ptytek, co wskazywato na brak powstawania artefaktow. Technika GMD,
choC jest szczegOlnie uzyteczna w analizie ztozonych probek, to jednak znacznie
wydtuza czas analizy poprzez koniecznos¢ kilkukrotnego rozwijania i skanowania
ptytek, co jest niewatpliwie okolicznoScig niekorzystng. Duzo tatwiej porownywac



pojedyncze fingerprinty i dlatego postanowiono zastosowac technike MGD, ktéra
pozwala porownywac otrzymane odciski palca najednym chromatogramie.

Rys. 20. Kolejne etapy rozwijania z zastosowaniem techniki GMD dla szesciu wybranych gatunkow
szatlwii. Faza stacjonarna: Si02 Odlegto$¢ rozwijania: 9 cm. Zastosowane w gradiencie eluenty:
(a) izopropanol : n-heptan, 5 : 95 (v/v); (b) izopropanol : n-heptan, 10 : 90 (v/v); (c) izopropanol :
n-heptan, 40 : 60 (v/v); (d) izopropanol : n-heptan, 80 : 20 (v/v). Zdjecia chromatograméw wykonano
w Swietle UV przy diugosci fali X = 366 nm. Numery odpowiadajg nastepujagcym gatunkom:
S. officinalis (1), S. sclarea (2), S. azurea (3), S. pratensis (4), S. stepposa (5) oraz S. deserta (6).
Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 fil.



Kolejng specjalng technikg rozwijania, ktorg zastosowano w niniejszych
badaniach jest technika MGD. W pierwszym kroku tej analizy ptytki byty rozwijane
na catej dtugosci eluentem o najmniejszej sile elucyjnej. W kazdym kolejnym etapie
dystans rozwijania byt skracany, jednoczesnie stosujac fazy ruchome o wzrastajacej sile
elucyjnej. Po kazdym kolejnym etapie odlegtos¢, na jaka rozwijano ptytki byla
okreslana na podstawie potozenia juz rozdzielonych plamek. Odlegto$¢ te dobierano
w taki sposob, aby substancje rozdzielone we wczesniejszych etapach pozostaty takimi
w kolejnych krokach analizy (Rys. 21).

8 9 100 11 12 13

Rys. 21. Przyktad zastosowania techniki MGD dla siedmiu wybranych gatunkéw szatwii: S. hians (7),
S. \erticilatta (8), S. staminea (9), S. nemorosa (10), S. amplexicaulis (11), S. lavandulifolia (12)
oraz S. glutinosa (13). Faza stacjonarna: Si02 Odlegto$¢ rozwijania: 9 cm. Plytka z naniesionymi
ekstraktami  szalwii  byla rozwijana tréjetapowo, przy uzyciu nastepujacych  eluentéw:
| etap - izopropanol : n-heptan, 40 : 60 (v/v); Il etap - izopropanol : n-heptan, 60 : 40 (v/v)
Il etap - metanol : kwas octowy : woda, 78:2:20 (v/v). Zdjecie chromatograméw wykonano w $wietle
UV przy dtugosci fali X= 366 nm. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 ul.

Technika MGD pozwala na analize probek o skomplikowanym skfadzie
chemicznym, w ktorych skfadniki roznig sie znacznie polamoscig. Niemniej jednak
rodzi réwniez pewne problemy zwigzane z rozdziatem chromatograficznym. Jednym
z gtownych problemow jest ilos¢ mozliwych do rozdzielenia substancji, poniewaz
wszystkie one powinny sie znalez¢ miedzy miejscem aplikacji a czotem fazy ruchomej
ostatniego rozwiniecia. Jest to znaczne ograniczenie tej techniki w przypadku analizy
bardzo ztozonych prébek. Ponadto zastosowany uktad chromatograficzny nie pozwala
na znalezienie wyraznych roznic miedzy badanymi gatunkami szatwii. Poréwnujac
technike MGD z zastosowang wczesniej technikga GMD, wydaje sie byC stusznym
stwierdzenie, iz w omawianym przyktadzie ilos¢ catkowicie rozdzielonych plamek jest
0 wiele mniejsza w porownaniu do ilosci uzyskanej przy zastosowaniu techniki GMD.
Dlatego tez mozna twierdzi¢, ze technika GMD jest lepszym narzedziem
do konstruowania fingerprintow blisko spokrewnionych gatunkéw roslin, anizeli
technika MGD.



Korzystnym potgczeniem cech obu wcze$niej zastosowanych technik (MGD
i GMD) jest dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa (2D-TLC), dzieki ktorej
otrzymujemy jeden chromatogram, a nie zestaw kilku chromatogramow. Dlatego
tez technike 2D-TLC zastosowano jako jedng z technik w niniejszej pracy. Podczas
tej analizy uzyto jako adsorbentow polarnych chemicznie zwigzanych faz
stacjonarnych, diolowej i cyjanowej. Dla obu tych adsorbentow w pierwszym kierunku
rozwijania jako eluent zastosowano mieszanine izopropanolu i n-heptanu w stosunku
objetoSciowym 30 : 70. Kazda ptytke rozwijano dwukrotnie wymienionym eluentem
na catej dlugosci, co miato na celu lepsze rozdzielenie poszczegolnych plamek.
Zastosowanie w tym przypadku dwukrotnego rozwijania zaowocowato pojawieniem
sie kolejnej plamki na chromatogramie (Rys. 22.).

Rys. 22. Zdjecie chromatogramu dla metanolowego ekstraktu S. officinalis, rozwinietej dwukrotnie
w pierwszym kierunku na catej dlugosci. Faza stacjonarna: diol-silica. Faza ruchoma: izopropanol
+ n- heptan, 30 : 70 (v/v). Odlegto$¢ rozwijania: 9 cm. Strzatkg zaznaczono plamke, ktéra pojawia sie
na chromatogramie dopiero po drugim rozwinieciu. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 ul.

Nastepnie wcigz w tym samym Kierunku rozwijania zastosowano mieszaning
izopropanolu, n-heptanu i kwasu octowego w stosunku objetoSciowym 78 : 20 : 2.
Droge rozwijania chromatograméw dobrano tak, aby substancje rozdzielone
w pierwszych dwaoch etapach, pozostaty takimi rowniez po trzecim kroku. W drugim,
prostopadtym do pierwszego kierunku, chromatogramy rozwijano stosujac mieszaning
metanolu, wody oraz kwasu octowego w stosunku objetosciowym 10 : 88 : 2.

Porébwnujac rezultaty otrzymane podczas analizy ekstraktow  szatwii
z zastosowaniem cyjanowych ptytek chromatograficzych z wynikami otrzymanymi
na ptytkach pokrytych adsorbentem diolowym okazato sig, ze lepszy rozdziat uzyskano
na adsorbencie typu CN-silica. Otrzymane plamki byty na tych ptytkach bardziej zwarte
i nie ogonowaty (Rys. 23 a i b). Wydaje sie wiec, ze w przypadku rozwijania



metanolowych ekstraktow roznych gatunkow szatwii, z wykorzystaniem techniki
dwukierunkowej  chromatografii  cienkowarstwowej, lepszym  wyborem jest
zastosowanie adsorbentu cyjanowego, niz adsorbentu diolowego.

Rys. 23. Wideoskany chromatograméw metanolowego ekstraktu szatwii lekarskiej (S. officinalis). Fazy
stacjonarne: (a) i (b): CN-silica; (c): diol-silica. Fazy ruchome: |ID: (i) i (ii): izopropanol
+ n-heptan, 30 : 70 (v/v); rozwijanie na wysoko$¢ 9 cm; (iii) izopropanol + n-heptan + kwas octowy,
78 : 20 : 2 (v/v) rozwijanie do najnizszej plamki rozdzielonej w poprzednim kroku; 2D: metanol
+ woda + kwas octowy, 10 : 88 : 2 (v/v); rozwijanie na wysoko$¢ 9 cm. Rejestracja chromatograméw
przy dtugosci fali $wietlnej a) \ = 254 nm; b) i ¢) X = 366 nm. Symbole: F - kwas ferulowy,
K - kemferol, L - luteolina. Ekstrakty nakraplano w ilosci 10 [il.

Technika dwukierunkowej chromatografii  cienkowarstwowej  umozliwia
rozroznienie poszczegdlnych gatunkéw na podstawie iloSci, potozenia, koloru
oraz intensywnosci poszczegolnych plamek. Zastosowana w tym kroku technika nie jest
jednak pozbawiona wad. Granica wykrywalnosci poszczegdlnych skiadnikow
wystepujacych w badanym ekstrakcie jest mniejsza w przypadku techniki
dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej, niz techniki jednokierunkowej,
co jest spowodowane zmniejszajagcym sie wskutek efektywnej dyfuzji stezeniem prébki
przypadajgcym na jednostke powierzchni adsorbentu w trakcie dwukierunkowego
rozwijania.



3.2.5. Okreslenie aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow szatwii uzyskanych
metoda cisnieniowej ekstrakcji cieczowej przy uzyciu stabilnego rodnika
DPPH

Najobszerniejszg grupg przedstawicieli rodziny Lamiaceae sg rosliny z rodzaju
Safoia. Wykazujg one szereg wiasciwosci leczniczych, jak np. wiasciwosci
spazmolityczne, antyseptyczne, $ciggajace i antyoksydacyjne [79]. Ostatnio skupiono
szczeg6lng uwage na substancjach wykazujacych dziatanie antyoksydacyjne
i jednoczesnie rozpuszczalnych w wodzie, wystepujacych w ro$linach z rodzaju Safoia,
ktore - jak udowodniono - chronig przed chorobami serca i pewnymi postaciami raka
[115, 121]. Polifenole roslinne (takie, jak flawonoidy i kwasy fenolowe) moga dziata¢
jako zmiatacze wolnych rodnikow, lub wspdtdziata¢ z przeciwutleniaczami,
wzmacniajagc ich dziatanie przeciwnowotworowe oraz kardioprotekcyjne (efekt
synergiczny) [121, 122]. Ros$liny z rodzaju Safoia sg bogatym zrddtem polifenoli i do tej
pory udato sie w nich zidentyfikowac ok. 160 substancji biologicznie czynnych [115].
Liczne badania naukowe wykazaty, ze wolne rodniki, a Scislej - reaktywne formy tlenu
(ROS - ang. Reactive Chcygen Species) - inicjujg nieprawidtowe procesy biochemiczne,
co z kolei prowadzi do powstawania wielu chordb, takich, jak miazdzyca, choroba
Alzheimera, astma, reumatoidalne zapalenie stawow itd. [123] Z tego powodu
antyoksydanty i zmiatacze wolnych rodnikow staty sie obecnie obiektem intensywnych
badan [124],

Do okreslania catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej skomplikowanych
mieszanin (w tym ekstraktéw roslinnych) zwykle stosuje sie proste techniki
spektrofotometryczne, jednakze okreSlenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej dla kazdej
substancji z osobna w ztozonej mieszaninie jest trudnym zadaniem praktycznym [125,
126, 127], Do oznaczania pojedynczych antyoksydantow w ekstraktach roslinnych
zaproponowano Kkilka wariantow techniki HPLC w potaczeniu z post-kolumnowg
detekcjg chemiczng [124, 128, 129]. Dobra rozdzielczo$¢ techniki HPLC, pofgczona
z szybka post-kolumnowg derywatyzacja jest najwiekszg zaletg takiej metody, jednak
niektore z proponowanych rozwigzan nie zostaty nigdy szerzej wykorzystane,
co jest najwyrazniej zwigzane z problemami wystepujgcymi podczas wykonywania
takich analiz [124]. Innym mankamentem omawianego podejscia jest pewne
ograniczenie, polegajgce na mozliwosci wykonania w okreSlonym czasie zaledwie
jednej analizy. Stad wynika stale rosngca potrzeba opracowania nowych metod
badawczych wzgledem zwigzkdw o potencjalnych wiasciwosciach antyoksydacyjnych.

Chromatografia cienkowarstwowa jest technikg czesto uzywang do badania
zwigzkow biologicznie czynnych, zawartych w ekstraktach roslinnych. Zaletami tej
metody s jej elastyczno$¢, stosunkowo krétki czas analizy oraz mozliwosc¢
analizowania wielu probek jednocze$nie. Ponadto technika ta jest szczegodlnie
odpowiednia do przeprowadzania detekcji biologicznej, gdyz rozdzielone skiadniki
mieszaniny pozostajg unieruchomione na powierzchni adsorbentu, do ktérej mamy
bezposredni dostep [130]. Dysponujemy rowniez duzg liczbg selektywnych
odczynnikow wywotujacych, ktére moga by¢ zastosowane dla réznych zwigzkdow.
Kolejng zaletg techniki TLC jest to, ze normalny ukfad faz, stosowany podczas
identyfikacji polarnych zwigzkéw biologicznie czynnych jest czesto lepszym
rozwigzaniem, niz odwrocony uktad faz [130].

Technika chromatografii cienkowarstwowej jest wykorzystywana do izolacji
i/lub identyfikacji zmiataczy wolnych rodnikéw i przeciwutleniaczy, zawartych
zarbwno w ekstraktach roslinnych, jak i w zywnosci. W takim przypadku jako
odczynnik  wywotujacy stosuje sie stabilny rodnik DPPH (2,2-difenylo-I-
pikrylohydrazyl) [131, 132], W tym miejscu nalezy jednak stwierdzi¢, iz wiekszos¢



opublikowanych metod, stosowanych w celu okre$lania rzeczywistego potencjatu
antyoksydacyjnego nie zostata jeszcze w petni wykorzystana, ani nawet do konca
przebadana. Wobec powyzszego istnieje pilna potrzeba opracowywania odpowiednich
metod TLC, umozliwiajacych okre$lanie potencjalnych wiasciwosci antyoksydacyjnych
substancji obecnych w prébkach pochodzenia naturalnego.

Zazwyczaj  ekstrakty  roSlinne sg  skomplikowanymi  mieszaninami,
zawierajacymi setki substancji, jednak tylko niektére z nich wykazujg istotne dziatanie
biologiczne. Dla kontroli jakosSci lekow ziotowych wazne jest, aby uzyskac
jak najwiecej informacji na temat badanej probki [133]. Podczas ustalania
autentycznosci ijakosci lekow ziotowych w pierwszym rzedzie brane sg pod uwage ich
profile chromatograficzne (fingerprinty) oraz najbardziej aktywne sktadniki tych lekoéw
[134]- W eksperymencie przedstawionym w niniejszej pracy 19 gatunkéw szatwii
poddano analizie majacej na celu okreSlenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej (Tab. 22).
Frakcje o roznej polamosci badano pod katem obecnosci zwigzkdéw o potencjalnych
wiasciwosciach antyoksydacyjnych. Gtdéwna zaletg przedstawionej metody jest szybki
czas analizy oraz mozliwos¢ przedstawienia wynikéw w formie obrazéw. Wedtug
naszej wiedzy, okre$lanie aktywnos$ci antyoksydacyjnej przy uzyciu fmgerprintow
pochodzacych z chromatografii cienkowarstwowej nie zostato dotychczas wykorzystane
do kontroli jakoSci lekdw ziotowych.

Tab. 22. Wykaz gatunkoéw szatwii poddanych okreslaniu aktywnosci antyoksydacyjnej

Nr Gatunek
1 S officinalis

2 S triloba

3 S. canariensis

4 S lavandulifolia
5 S forskahlei

6 S sclarea

7 S verticillata

8 S pratensis ssp. Haematodes
9 S tesguicola

10 S. deserta

11 S hians

12 S. cadmica

13 S glutinosaa

14 S atropatana

15 S azurea

16 S. staminea

17 S.jurisicii

18 S. amplexicaulis
19 S. nemorosa

Pierwszy etap badan dotyczyt opracowania fmgerprintdw chromatograficznych,
czeSciowo opierajac sie na wynikach uzyskanych wczesniej (rozdz. 3.2.1.). Z uwagi
na to, ze metanol zastosowany do ekstrakcji dostarcza zbyt ziozonej mieszaniny
sktadnikow, w niniejszych badaniach wykorzystano dwa rozne uktady faz ruchomych,
odpowiednie dla frakcji zwigzkéw o zréznicowanym spektrum polamosci. Dla frakcji
zwigzkow nisko polarnych zastosowano uktad rozpuszczalnikow (1), natomiast



dla frakcji zwigzkoéw semi- i wysoko polarnych uzyto ukiadu rozpuszczalnikéw (2).
Précz tego przetestowano caly szereg odczynnikow wywotujacych, jednak najlepszym
okazat sie roztwor 1 grama waniliny w 20% metanolowym roztworze kwasu
siarkowego(VI). Wywotywacz ten okazat sie szczegOlnie korzystny w przypadku
zwigzkdw semi- i wysoko polarnych, ujawniajac znaczng liczbe rozdzielonych pasm
chromatograficznych. W ten sposéb udato sie zidentyfikowa¢ w analizowanych
ekstraktach kwasy rozmarynowy, galusowy i kawowy. Dla wszystkich analizowanych
gatunkow szatwii (z wyjatkiem gatunku S. deserta) uktad pasm obecnych miedzy linig
startu a pasmem o wartosci R? = 0,33 jest niemal identyczny i moze by¢ uznany
za charakterystyczny dla rodzaju Safoia. Dwa kolejne pasma o wartosciach Rf = 0,63
i 0,67 réwniez sg obecne na chromatogramach wszystkich badanych gatunkow szatwii.
Uktady pasm chromatograficznych réznicujgce poszczeg6lne gatunki szatwii pojawiajg
sie dopiero w zakresie nizszych wartosci R? na chromatogramach frakcji zwigzkdéw
nisko polarnych, uzyskanych przy pomocy fazy ruchomej (1).

Zastosowanie uktadu rozpuszczalnikéw (2), charakteryzujgcego sie stosunkowo
wysoka mocg elucyjng pozwolito rozdzieli¢ zwigzki semi- i wysoko polarne, do ktérych
zaliczajg sie bardzie polarne kwasy fenolowe i rozne glikozydy i aglikony
flawonoidowe. Dla wiekszosci gatunkow szatwii fmgerprinty uzyskane przy uzyciu
zastosowanego odczynnika wywotujgcego byly bardzo zblizone. Ich cechg
charakterystyczng byta obecno$¢ kilku ciemnych pasm w nizszym zakresie wartosci Rf,
co mogto by¢ spowodowane obecnoscig bardzo polarnych glikozyddw. Intensywne,
ciemne pasmo o wartosci R? = 0,06 pojawia sie na chromatogramach nastepujgcych
gatunkdéw szatwii: S. officinalis, S. forskahlei, S. glutinosa i S. jurisicii. Jak wynika
z obrazu chromatogramow przedstawionych na rysunku 25, wymienione wyzej gatunki
szatlwii charakteryzujg sie stosunkowo mniejszg liczbg rozdzielonych pasm
chromatograficznych, niz pozostate, analizowane gatunki. By¢ moze te ciemne pasma
powstaty wskutek rozpadu odpowiednich glikozydéw w trakcie suszenia materiatu
roslinnego. Cztery pasma chromatograficzne o warto$ciach Rf rownych 0,10, 0,31, 0,76
i 0.80, ktore sg obecne na wszystkich chromatogramach mozna uznac
za charakterystyczne dla rodzaju Safoia.

Drugi etap niniejszych badan dotyczyt okreslania zdolnoSci do wygaszania
wolnych rodnikdw przez rozdzielone w pierwszym etapie frakcje ekstraktow szatwii.
W tym celu ptytki wywotywano metanolowym 0,2% roztworem DPPH (2,2-difenylo-I-
pikrylohydrazyl). Substancje posiadajagce zdolnos¢ do wygaszania wolnych rodnikéw
ujawnity sie na chromatogramach w postaci zoitych pasm na fioletowym tle.
W  przypadku nisko polarnej frakcji  wiekszo$¢ przebadanych gatunkéw
charakteryzowata sie bardzo zblizonymi profilami wolnych rodnikéw, wykazujac cztery
pasma o wartoSciach Rf odpowiednio 0,06, 0,12, 0,22 i 0,41. We frakcji
tej zidentyfikowano trzy wolne kwasy fenolowe, tj. kwas rozmarynowy, galusowy
i kawowy, jako posiadajgce wiasciwosci zmiataczy wolnych rodnikéw. W przypadku
wszystkich gatunkow szatwii najsilniejszy potencjat antyoksydacyjny wykazat kwas
rozmarynowy. Wniosek taki mozna wyprowadzi¢ na podstawie wielko$ci
zaobserwowanych po wywotaniu zétych pasm, odpowiadajgcych temu wiasnie
kwasowi. Rowniez w przypadku gatunkéw S. officinalis i S. atropatana silny potencjat
antyoksydacyjny wykazat kwas kawowy. Uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie
z rezultatami pracy [115]. Najmniejszg aktywnos¢ antyoksydacyjng wykazat ekstrakt
S. deserta. W tym przypadku ujawnione zostalo tylko jedno zoOite pasmo
chromatograficzne, odpowiadajgce kwasowi rozmarynowemu.



‘B @ 19soj1 M ouejdenjeu  Apeasy3 Amoullewzols semy - ¥ ‘Amosnjeb sew| - © ‘Amomey sewy - M :9]0qWIAS ‘Zz 1]9gel m
lunef elepeimodpo 1welddlpz pod auozozsaiwn AswnN wAueIZzpIM  9)18IMs M oueuoyAm  e12dlpz CifoezAremAisp fauozouodez @ nuiw € a  ouemoyelfoloy)



‘) @ 19so)1 M ouedenfeu Apensy3 euhind - ny ‘Amousbolojyo sewy - p ‘pAzosadiy - H AmouAiewzol sewy - Y :3]0QWAS gz 1]agel m
limpezs  woxuned klepeimodpo 1welddlpz pod suozozssiwn AswnN WAuURIZPIM  BfIBImMS M oueuoAm  e1adlpz ifoezAtemAlsp [suozouodez @ nuiw E o ouemojelfoloy

WgaEWo 5 | xuzer O 22U XB, P Atk o Sus _ X K ol 803 8.8 & owmw % - Jo@" = §
— 1__|_n_N£n_u 5% o 7.%*..%8Nmra.ug nﬂ._/_no,mm_to OcD @N@LL 2W/mm % @NE,O.OM IA.(«uW....n Mmm Q@ [ £n_an_u3 umrhv >._|_.@.m o~ W —A> h.M\lu.N »m



Chromatogramy nisko polarnych frakcji uzyskanych dla czterech gatunkow
szatwii, tj. dla S. officinalis, S. triloba, S. lavandulifolia i S. canariensis
charakteryzowaty sie stosunowo wiekszg liczbg pasm o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych, dla wartosci Rp odpowiednio 0,57, 0,70 i 0,74. Gatunki
S. officinalis i S. triloba cechowaly sie najwyzszg zawartoscig zwigzkow o potencjalnej
aktywnosci antyoksydacyjnej. Wydaje sie, ze ze wzgledu na zblizony sktad chemiczny
ekstraktow oraz na podobny potencjat antyoksydacyjny obu tych gatunkéw, S. triloba
moze by¢ dobrym kandydatem na uznamy lek ziotlowy. Za taka propozycja
w szczegOlnosci przemawia stosunkowo nizsza, niz dla S. officinalis, zawartos¢
a- 1 /?-tujonu (czyli zwiazkéw o wiasciwosciach neurotoksycznych) [135, 136],
Wczesniejsze doniesienia wskazywaty, iz potencjat antyoksydacyjny ekstraktow roslin
z rodziny szatwii w gtdwnej mierze nalezy przypisaC obecnosci polarnych zwigzkow
fenolowych, np. kwasowi rozmarynowemu, galusowemu i kawowemu, gdy tymczasem
wyniki niniejszych badarn wskazuja, ze podobne wiasciwosci moga wykazywac réwniez
zwigzki zawarte we frakcji nisko polarnej.

Z uwagi na to, ze w przypadku uzycia nisko polarnego uktadu rozpuszczalnikow
(1) znajdujace sie na starcie pasma rowniez wykazaty intensywnie zote zabarwienie,
dla rozdzielenia frakcji $rednio- i wysoko polarnych zastosowano eluent (2),
charakteryzujacy sie wiekszag mocg elucyjng. W tym przypadku zidentyfikowano
nastepujace zwigzki chemiczne o wyraznych wiasciwosciach antyoksydacyjnych: kwas
chlorogenowy (R? = 0,36), kwas rozmarynowy (R? = 0,70), hiperozyd (R? - 0,43)
i rutyne (Ry = 0,28). Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze w przypadku zastosowania uktadu
rozpuszczalnikéw (2) najliczniejsze zO6tte pasma (o zabarwieniu wskazujacym
na wiasciwosci antyoksydacyjne), obecne praktycznie na wszystkich chromatogramach,
pojawity sie w wyzszych zakresach wartosci R?. Jest to obszar frakcji stosunkowo mniej
polarnych, co moze wskazywac na obecno$¢ w tych pasmach glikozydow zwigzkdéw
fenolowych. Wyniki te nie wydajg sie potwierdzaC stwierdzenia zawartego w pracy
[121], iz glikozydy posiadajg nizszy potencjat antyoksydacyjny, niz aglikony. Obecno$¢
najwiekszej ilosci antyoksydantéw stwierdzono w $rednio i wysoko polarnej frakcji,
wyodrebnionej z gatunkéw S. forskaohlei, S. tesguicola, S. cadmica, S. glutinosa,
S. atropatana i S. nemorosa. Z kolei najnizszg aktywno$¢ antyoksydacyjng stwierdzono
w analogicznych  frakcjach, uzyskanych z gatunkéw S. lavandulifolia,
S. sclarea, S. azurea i S. staminea. W przypadku gatunku S. deserta na chromatogramie
zidentyfikowano jedynie pasmo pochodzace od kwasu rozmarynowego.

3.3. Konstrukcja i analiza binarnych fingerprindbw metanolowych ekstraktow
wybranych roélin z rodzaju Salvia technikami HPLC-DAD i HPLC-ELSD

Niniejszy rozdziat zawiera przyktad konstrukcji binarnych fmgerprintow szesciu
wybranych gatunkow szatwii (Tab. 23), uzyskanych technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z zastosowaniem dwoch roznych detektorow, tj. detektora
fotodiodowego (DAD) oraz fotodyspersyjnego detektora laserowego (ELSD).

Konstrukcja fmgerprintdbw jest popularng metodg wykorzystywang m.in.
do kontroli jakosci lekdéw ziotowych, poniewaz umozliwia uzyskanie wielu waznych
informacji na temat analizowanego materiatu ro$linnego. Procedury dotyczace zaréwno
kontroli jakosci, jak réwniez standaryzacji preparatow ziotowych zalecajg stosowanie
do konstrukcji charakterystycznych fmgerprintbw m.in. takich technik separacji,
jak chromatografia cienkowarstwowa (TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), chromatografia gazowa (GC), elektroforeza kapilarna oraz chromatografia
przeciwprgdowa (HSCCC - ang. High - Speed Counter - Current Chromatography)
[120, 137-149],



Dzieki szybkiemu rozwojowi nauki i techniki oraz rosngcej tendencji
do stosowania wzgledem lekéw pochodzenia naturalnego tzw. fingerprintowania
w przysztosci bedzie mozna wykorzystywac¢ do tego celu réwniez inne narzedzia
analityczne. Obecnie konstrukcja fingerprintow charakterystycznych dla wszelkiego
rodzaju wyciggéw roslinnych jest najpopularniejszg strategia w szybkiej analizie
porownawczej materiatu roslinnego. Wynika to przede wszystkim z ograniczen, jakie
niesie za sobg petna identyfikacja substancji zawartych w roslinach. Gtéwny problem
probek pochodzenia roslinnego stanowi ich nieznany sktad chemiczny i w tym miejscu
nalezatoby postawi¢ pytanie, czym jest on spowodowany. Otdz przyczyn jest Kilka,
a jedng z nich jest brak odpowiednich substancji wzorcowych. Wiele zwigzkow
naturalnie wystepujacych w materiale ro$linnym nie zostato jeszcze zidentyfikowanych
ani zsyntezowanych w warunkach laboratoryjnych i w ten sposéb z powodu ich braku
koto sie zamyka. Kolejnym problemem zwigzanym z identyfikacja zwigzkow
pochodzenia roslinnego sg stosunkowo wysokie koszty zwigzane z zakupem dostepnych
substancji wzorcowych, ktorych i tak w wiekszosci przypadkéw nalezatoby dokonac
na ,,chybit trafit”, liczac na ich obecnos¢ w badanych prébkach.

Fingerprinty, tj. profile chromatograficzne ekstraktow roslinnych moga stanowic
wystarczajace zrodto m.in. do réznicowania roslin, ich chemotaksonomicznego
poréwnania oraz identyfikacji w obrebie danej rodziny. Dynamiczny rozwoj technik
detekcyjnych sprzezonych z chromatografia cieczowag powoduje, ze jakos¢
otrzymywanych fingerprintéw stale ro$nie.

Tab. 23. Wykaz gatunkéw szatwii poddanych binarnemu fingerprintowaniu oraz ich okresy wegetacyjne

Nr Gatunek szatwii Rok zbioru
1 Safoia officinalis 2007
la Safoia officinalis 2008
2 Safoia officinalis(@ 2008
3 Safoiajurisicii 2007
3a Safoiajurisicii 2008
4 Safoia triloba 2007

4a Safoia triloba 2008
5 Safoia azurea 2007
5a Safoia azurea 2008
6 Safoiaforskaohlei 2007
6a Safoiaforskaohlei 2008
7 Safoia nemorosa 2007
7a Safoia nemorosa 2008

aze stanowiska naturalnego w Zlatiborze, Serbia

Dokonujgc przegladu literatury naukowej mozna znalez¢ kilka przyktadow
konstrukcji fingerprintow roslin z rodzaju Safoia, niemniej jednak wiekszo$¢ z tych prac
koncentruje sie na tworzeniu profili chromatograficznych dla gatunku Safoia
miltiorrhiza, ktory jest tradycyjnym chinskim lekiem ziotowym, stosowanym
w leczeniu choroby wiencowej serca, zapalenia watroby, czy bezsennosci
[119,142,143,148,150]. Jak juz wspominano w poprzednich rozdziatach, w literaturze
nie odnaleziono jednak zadnych zastosowan metod chromatograficznych do analizy
poréwnawczej réznych gatunkéw szatwii, szczegodlnie tych wystepujacych na obszarze
Europy. Ws$rod roznych metod analizy technikg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej substancji biologicznie czynnych wystepujagcych w roslinach z rodzaju



Safoia, najczesciej uzywany jest detektor fotodiodowy (DAD) . Rownie popularnym
sposobem detekcji jest stosowanie spektrometru masowego (MS). Stosunkowo
niedawno duzym zainteresowaniem zaczat cieszyC sie wysokosprawny chromatograf
cieczowy sprzezony jednoczesnie z detektorem fotodiodowym i fotodyspersyjnym
detektorem laserowym. Takie potgczenie wydaje sie byC szczegdlnie przydatne
do rutynowych analiz i kontroli jakosci lekéw pochodzenia naturalnego, gdyz
umozliwia uzyskanie binarnych fingerprintéw [119, 151-156].

Zasada dziatania detektora DAD opiera sie na pomiarze absorpcji
promieniowania UV rozdzielanych skfadnikéw, zawierajagcych grupy chromoforowe.
Odpowiedz tego selektywnego detektora jest proporcjonalna do zdolnosci danego
sktadnika do pochtaniania promieniowania UV. Ten nowej generacji detektor z matryca
fotodiodowg ma ustalong optyke i uktad detekcyjny sktadajgcy sie z dwoch lub wiecej
szeregow fotodiod umieszczonych na potprzewodnikowej ptytce krzemowej, ktdra jest
tak ustawiona, aby odbiera¢ promieniowanie rozproszone przez siatke dyfrakcyjna.
Dzieki temu chromatogram mozna obserwowac przy roznych dtugosciach fali, a widma
absorpcji poszczegolnych skiadnikéw probki mozna poréwna¢ z widmami wzorcow
[157].

Z kolei detektor ELSD jest detektorem uniwersalnym, ktéry moze by¢
stosowany w ukiadach przeptywowych do oznaczania substancji wykazujacych
mniejszg lotnos¢, niz skiadniki fazy ruchomej. Dziatanie detektora przedstawia
sie nastepujgco: eluat uwalniany z kolumny jest rozpylany dwutlenkiem wegla
w podgrzanym do odpowiedniej temperatury nebulizatorze. Nastepuje odparowanie
rozpuszczalnika, a nielotne skfadniki rozdzielanej probki tworzg areozol, ktéry jest
nastepnie transportowany w strumieniu dwutlenku wegla do celi komory pomiarowej,
gdzie czasteczki areozolu powodujg raileighowskie rozproszenie $wiatta emitowanego
przez laser. Nastepnie rozproszone promieniowanie dociera do fotopowielacza, gdzie
po wzmocnieniu jego prad rejestrowany jest w postaci chromatogramu. OdpowiedZ
detektorajest proporcjonalna do masy substancji rozpuszczonej w prébce [158, 159],

Podsumowujac, detektor DAD pozwala na detekcje substancji pochtaniajgcych
promieniowanie UV, podczas gdy detektor ELSD umozliwia detekcje wszystkich
nielotnych zwigzkéw i zapewnia stabilne warunki analizy nawet w przypadku elucji
gradientowej. Tak wiec wykorzystanie obu wymienionych detektorow w trakcie jednej
analizy umozliwia uzyskanie wzajemnie uzupetniajgcych sie informacji na temat
badanej prébki.

Aby lepiej poznac zalety rownolegtego wykorzystania w analizie fitochemicznej
obu detektorow starannie wybrano sze$¢ gatunkdéw szatwii. Jako materiat odniesienia
wybrano gatunek Safoia officinalis, ze wzgledu na jego uznany potencjat leczniczy
oraz ugruntowang pozycje w tradycyjnej medycynie europejskiej. Pozostatych piec
gatunkéw wyselekcjonowano na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan.
Gatunki Safoia jurisicii oraz Safoia triloba wykazaty stosunkowo duza zawarto$¢
sktadnikow (gtéwnie zwiazkow fenolowych) w ekstraktach metanolowych, a ponadto
ich profile chromatograficzne przypominaty profil S. officinalis [160]. Z kolei pozostate
trzy wybrane gatunki szatwii, tj. Safoia azurea, Safoia forskahlei i Safoia nemorosa
charakteryzowaty sie stosunkowo niewielkg zawarto$cia wzmiankowanych sktadnikdw
w ekstraktach metanolowych.

Poréwnanie binarnych fingerprintéw uzyskanych przy uzyciu detektoréw DAD
i ELSD dla tych probek szatwii, o ktérych byto wiadomo, ze rdéznig sie sktadem
chemicznym okazato sie szczegdlnie interesujgce. Na wybranych przyktadach
omowiono zalety binarnego fingerprintowania, a uzyskane w tym eksperymencie dane
postuzyty do poréwnania sktadu chemicznego wybranych gatunkéw szatwii, zebranych



w dwoch okresach wegetacyjnych (2007 i 2008). Z kolei uzyte w analizie substancje
wzorcowe postuzyly do identyfikacji i potilosciowego oszacowania zawartosci
zwigzkéw w metanolowych ekstraktach badanych gatunkéw roslin. CzeSciowg
identyfikacje skfadnikow zawartych w ekstraktach szesciu wybranych gatunkow szatwii
przeprowadzono w oparciu o czternascie substancji wzorcowych, ktére zestawiono
w tabeli 24. W tym miejscu nalezy jednak podkresli¢, ze wiekszo$¢ z uzytych substancji
stanowity wzorce drugorzedowe Ilub o czystoSci odczynikowej, ktére zgodnie
z zaleceniami producenta powinny by¢ uzywane w pierwszej fazie opracowywania
metody analitycznej oraz stosowane jako wzorzec wewnetrzny lub roboczy,
po poréwnaniu go z wzorcami wyzszego rzedu. Tak wiec, mimo wykreslenia krzywych
kalibracji opartych na oSmiu réznych stezeniach substancji wzorcowych, uzyskane
wyniki moga by¢ uznane jedynie za potilosciowe.

Tab. 24. Wykaz substancji wzorcowych wykorzystanych podczas analizy ekstraktéw szatwii technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wraz z ich czasami retencji (/R

Czas retencji,

Z

Substancja wzorcowa

[min]
1 Kwas chlorogenowy 5,57
2 Kwas protokatechowy 5,92
3 Eskuletyna 6,41
4 Kwas kawowy 6,48
5 Skopoletyna 7,47
6 Kwas /raws-p-kumarowy 7,76
7 Kwas ferulowy 7,84
8 Kwas rozmarynowy 7,85
9 Kumaryna 10,01
10 Kwas o-kumarowy 10,73
n Luteolina 16,55
12 Kwas galusowy 16,56
13 Kemferol 16,57
14 Kwas frYws-cynamonowy 18,04

Wspdiczynniki korelacji uzyskanych krzywych kalibracji wynosity od 0,990
do 0,995, a odpowiadajgce im warto$ci odchylenia standardowego kazdorazowo
wynosity ponizej 2%. Wartosci LOD i LOQ dla kazdej substancji zawartej
w ekstraktach badanych gatunkéw szatwii wynosity odpowiednio 0,2 i 1,0 mg na 100g
suchego  materiatu  roSlinnego. Ze wzgledu na poréwnawczy charakter
przeprowadzonego eksperymentu nie oszacowano odzyskow zidentyfikowanych
substancji, lecz zatozono, ze byty one réwne dla wszystkich badanych probek szatwii.
W tabeli 25 umieszczono informacje dotyczace identyfikacji czternastu roznych
substancji oraz potilosciowe oszacowanie ich zawartosci w kazdym z badanych
ekstraktow szatwii.
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Analizujgc otrzymane dane stwierdzono, ze w kazdej z badanych probek brak
trzech zwigzkdéw wzorcowych, tj. eskuletyny, kwasu ferulowego oraz kemferolu,
niemniej jednak nie musi to oznacza¢ ich absolutnego braku. Istniejg co najmniej dwa
powody, dla ktorych substancje te nie zostaty wykryte, a potencjalnie moga znajdowac
sie w analizowanych gatunkach szatwii. Mianowicie, wyodrebnione ilosci omawianych
zwigzkow mogty znalez¢ sie ponizej progu LOD zastosowanej techniki analitycznej
i/lub wszystkie te trzy substancje mogty znajdowac sie w ekstrakcie w zwigzanej formie
(np. jako glikozydy i/lub estry). Podstawg takich zatozen byt fakt, iz badane ekstrakty
metanolowe nie zostaty poddane procesowi hydrolizy, zatem zadne zawarte w nich
glikozydy i/lub estry nie zostaty uwolnione do postaci odpowiednich aglikondw.

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono obecno$¢ we wszystkich
badanych gatunkach szatwii, nastepujgcych substancji: kwasu chlorogenowego, kwasu
kawowego oraz kwasu rozmarynowego. Z kolei kumaryne wykryto we wszystkich
gatunkach szatwii z wyjatkiem S. triloba, a $ladowe ilosci kwasu cynamonowego
(czesto na poziomie pomiedzy LOD, a LOQ) wykryto we wszystkich badanych
gatunkach z wyjatkiem S. jurisicii. Z drugiej strony kwas galusowy zidentyfikowano
jedynie w ekstrakcie S. officinalis, a luteoline w prdbce S. triloba oraz prébce
S. officinalis pochodzacej ze stanowiska naturanlego, potozonego na obszarze
potudniowo-zachodniej Serbii. Kwas protokatechowy zidentyfikowano w wyciggach
gatunkow S. azurea, S.forskahlei i S. officinalis, a skopoletyne wykryto w ekstraktach
gatunkéw S. azurea, S. jurisicii oraz S. nemorosa. Obecno$¢ kwasu o-kumarowego
stwierdzono w probkach S. nemorosa, S. officinalis oraz S. triloba, natomiast kwasu
frYWS-p-kumarowego w S. azurea, S. forskahlei, S. officinalis i S. triloba. Gatunkami
0 najwyzszej zawartosci siedmiu zidentyfikowanych substancji okazaty sie S. nemorosa
1 S officinalis, przy czym oba gatunki zostaty zebrane w 2008 roku.
Z chemotaksonomicznego punktu widzenia warto takze zauwazy¢, ze wszystkie
substancje (z wyjatkiem luteoliny) zidentyfikowane w ekstrakcie S. officinalis
pochodzacej ze stanowiska naturanlego potozonego na obszarze Serbii byty takie same,
jak w wyciggach gatunkéw wyhodowanych w Ogrodzie RoS$lin Leczniczych
w Lublinie.

Na podstawie informacji zawartych w tabeli 25 mozna réwniez wyciggnac
pewne wnioski odnosnie do sezonowych réznic w badanych prébkach szatwii, jednak
niemozliwym byto zdefiniowanie prawidtowosci w tym zakresie. Cze$¢ ekstraktow
charakteryzowata sie wyzszg zawartoscig oznaczanych substancji dla gatunkéw szatwii
zebranych w 2008 roku, z kolei pozostata cze$¢ wykazywata wyzszg zawarto$é
zwigzkow dla gatunkéw zebranych w 2007 roku. Jednym, cho¢ z pewnosScig nie
jedynym powodem braku wystepowania regularnosci w sezonowych réznicach moze
by¢ rdzny czas zbioru roslin (w 2007 roku ziota zbierano w sierpniu, natomiast w 2008
roku w czerwcu).

Gtownym celem przeprowadzonej analizy bylo poréwnanie binarnych
fmgerprintdw szesciu wybranych gatunkdéw szatwii, zarejestrowanych przy uzyciu
dwadch roznych detektorow. Chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu selektywnego
detektora DAD zawierajg informacje wyfacznie o substancjach pochtaniajgcych
promieniowanie UV, natomiast chromatogramy otrzymane przy uzyciu uniwersalnego
detektora ELSD przedstawiajg dane o catkowitym skiadzie badanych probek. Majac
to na uwadze nalezy sie spodziewa¢, iz fingerprinty zarejestrowane przy pomocy
detektora ELSD bedg bogatsze zaréwno pod wzgledem jakosciowym, jak i ilosciowym.
Na rysunkach 26-31 przedstawiono chromatogramy metanolowych ekstraktéw szeSciu
wybranych gatunkéw szatwii zebranych w 2007 i 2008 roku otrzymane przy
zastosowaniu dwoch roznych metod detekcji.



Ilo$¢ nastrzykiwanej probki nie zostata dobrana dla kazdego detektora z osobna,
gdyz na tym etapie naczelnym celem byto poréwnanie réznych metod detekcji.
Skutkiem tego widoczne sg przetadowania stezeniowe uktadu chromatograficznego
na chromatogramach otrzymanych przy zastosowaniu detektora ELSD, Swiadczace
wszelako ojego uniwersalnosci.

Na podstawie porownania binarnych fingerprintow mozna wysnu¢ Kkilka
ogoélnych wnioskdw. Po pierwsze, mimo widocznych réznic sezonowych, dla kazdego
z badanych gatunkow szatwii udato sie uzyskaC charakterystyczne fingerprinty.
Po drugie fingerprinty zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD zawierajg wiecej
informacji o analizowanych probkach, niz te zarejestrowane przy pomocy detektora
DAD. Jednakze bardziej szczeg6towe informacje o skfadzie badanych prébek zawarte
na chromatogramach uzyskanych przy zastosowaniu detektora ELSD, moga
w niektorych przypadkach prowadzi¢ do pomytek (np. wowczas, kiedy do identyfikacji
stosuje sie drugorzedowe substancje wzorcowe). Dla kilku drugorzedowych substancji
wzorcowych na chromatogramach zarejestrowanych przy pomocy detektora DAD
widoczny jest tylko jeden pik, natomiast na chromatogramach uzyskanych przy
zastosowaniu detektora ELSD widoczne sg dwa lub nawet trzy piki. W takiej sytuacji
bez uzycia detektora DAD bytoby praktycznie niemozliwym okreSlenie, ktory z pikow
na chromatogramie uzyskanym przy zastosowaniu detektora ELSD naprawde
odpowiada substancji wzorcowej, a ktéry jego zanieczyszczeniem.

Wizualne poréwnanie chromatograméw tak ztozonych prébek, jakimi
sq ekstrakty pochodzenia roslinnego jest w wiekszosci przypadkéw niewystarczjace.
Aby wydoby¢ istotne informacje potrzebna jest analiza chemometryczna, co wykazano
juz we wczesniejszych badaniach [161]. Zatem dalsze prace majgce na celu stworzenie
podstaw do chemotaksonomicznej klasyfikacji roznych gatunkow szatwii z pewnoscig
beda zwigzane z konstrukcjg binarnych fingerprintéw i z ich analizg technikami
chemometrycznymi.
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3.4. Analiza chemometryczna metanolowych ekstraktow dwudziestu badanych
gatunkéw szatwii

Analiza porobwnawcza fmgerprintdw tak ztozonych probek, jakimi sg prébki
pochodzenia naturalnego moze by¢ w znacznym stopniu utatwiona dzieki zastosowaniu
roznych metod chemometrycznych, do ktérych nalezy m.in. przetwarzanie danych
chromatograficznych [162], ocena roznic miedzy badanymi probkami [163],
szacowanie liczby skladnikéw w prébce [164, 165] oraz wizualizacja
wielowymiarowych danych [166]. Jednak w wiekszosci przypadkéw przed
przystgpieniem do analizy chemometrycznej dane uzyskane podczas analizy
chromatograficznej nalezy odpowiednio przygotowac. Ten krok jest bardzo wazny,
poniewaz brak opowiedniego przetworzenia danych moze utrudni¢ lub nawet
uniemozliwi¢ odnalezienie réznic miedzy badanymi probkami. Tak wiec wiasciwe
przetworzenie sygnatu instrumentalnego ma kluczowe znaczenie dla dalszych analiz
poréwnawczych i badawczych. Proces ten jest trudnym zadaniem i wymaga zachowania
szczegOlnej ostroznosci, gdy wykorzystuje sie kolejno kilka metod. W zaleznosci
od rodzaju probki i zastosowanej techniki chromatograficznej uzyskane fingerprinty
moga zawiera¢ rézne informacje, dlatego ich przetworzenie powinno z jednej strony
umozliwia¢ wytgcznie podkreslenie roznie miedzy analizowanymi probkami zwigzne
z ich sktadem chemicznym, a z drugiej strony prowadzi¢ do zniwelowania zbednych
odchylen oraz do zwiekszenia stosunku sygnatu do szumu.

W niniejszym rozdziale skupiono sie na aspektach wstepnego przygotowania
danych i analizie poréwnawczej chromatograméw cieczowych metanolowych
ekstraktow dwudziestu roznych gatunkow szatwii zebranych w 2007 roku (Tab. 26).

Przetworzenie sygnatow instrumentalnych opiera sie na trzech celech:

1. zwiekszeniu jakosci sygnatu;

2. umozliwieniu analizy sygnatu;

3. zwiekszeniu mozliwosci interpretacji koncowych wynikow.
Cele te sg zazwyczaj realizowane w kilku kolejnych etapach wstepnego przetwarzania
sygnatu, ktore opisano ponizej.

Pierwszym etapem przetwarzania sygnatow instrumentalnych byto dostosowanie
ich dtugosci i/lub usuniecie pewnych ich czesci, ktdre nie wnoszg istotnych informacji
do interpretacji wynikow.

Tab. 26. Wykaz gatunkéw szatwii poddanych analizie chemometrycznej

Nr Gatunek szatwii Nr Gatunek szatwii
1 S azurea 11 S hians

2 S lavandulifolia 12 S. triloba

3 S verticillata 13 S glutinosa

4 S pratensis 14 S nemorosa

5 S staminea 15 S tesguicola

6 S deserta 16 S. amplexicaulis
7 S. cadmica 17 S. atropatana

8 S.forskaohlei 18 S. stepposa

9 S sclarea 19 S.jurisicii

10 S. canariensis 20 S officinalis

Podczas analizy chromatograficznej metanolowych ekstraktéw szatwii
zastosowano opcje roznej czestotliwosci akwizycji dla kazdej z probek, przez



co osiggnieto lepsze ksztatty pikdw. Niemniej jednak konsekwencjg takiego podejscia
bylo uzyskanie niejednolitej osi czasu, tzn. w kazdym przedziale czasowym kazda
probka roznita sie iloscig punktow pomiarowych. Dtugo$¢ analizowanych fingerprintow
wahata sie zatem od 4380 do 10859 punktéw. Kolejnym krokiem w przetwarzaniu
danych jest ich umieszczenie w macierzy, jednak zeby tego dokonaé, chromatogramy
powinny posiada¢ te samg ilos¢ punktéw pomiarowych. Aby stworzy¢ macierz,
nalezatoby wykona¢ powtorng analize, lecz tym razem z zastosowaniem tej samej
czestotliwosci akwizycji lub, co uczyniono w tym przypadku, wyréwna¢ diugosc
chromatograméw. Wyrdwnanie dugosci chromatogramdéw osiggnieto  poprzez
zastosowanie liniowej interpolacji punktdéw z oryginalnej osi czasu na nowg 0$ czasu,
na ktorej punkty te zostaty rownomiernie roztozone w catym przedziale czasowym.

W celu zilustrowania przeprowadzonego procesu na rysunku 32a przedstawiono
oryginalny chromatogram probki 12 (S. triloba) podzielony na dwadziescia stref
czasowych, co cztery minuty kazda. W kazdej strefie czasowej okreslono liczbe
punktow pomiarowych, co zaprezentowano na rysunku 32b. Na tym rysunku mozna
rowniez zaobserwowa¢ znaczne réznice w iloSci punktow pomiarowych
w poszczegOllnych strefach czasowych. Pod wzgledem liczby punktéw szerokosci
poszczegOlnych sekcji sg stosunkowo duze i wynoszg od 110 do 2048 punktow
pomiarowych. Jednak, jak zaprezentowano na rysunku 32c zastosowanie liniowej
interpolacji umozliwito wyrdwnanie ilosci punktéw pomiarowych w kazdej sekcji
czasowej. Po tej transformacji najdtuzszy chromatogram (S. triloba (12)) zostat
skompresowany o czynnik rowny okoto 3,6 (tzn. z 10859 do 3000 punktow
pomiarowych). Jak przedstawiono na rysunku 33b, na chromatogramie po kompresji
nadal widoczne sg wszystkie wazne sygnaty.

Ponadto, uzycie liniowej interpolacji do wyrdéwnania dtugosci chromatogramow
pozwala na zachowanie ksztattu pikow. Wydaje sie réwniez, iz najlepszym
rozwigzaniem byto dostosowanie liczby punktéw pomiarowych do nowej osi czasu,
odpowiadajgcej najkrétszemu chromatogramowi. Bardzo czesto liczba punktéow
pomiarowych chromatogramu moze zosta¢ znacznie zmniejszona praktycznie bez utraty
zawartych w nich informacji, co tym samym przyczynia si¢ do zmniejszenia mocy
obliczeniowej niezbednej do przetworzenia sygnatdw. W tym miejscu nalezy jednak
podkresli¢, iz w przypadku gdy chromatogramy wymagajg odszumienia,
do dostosowania ich diugosci nie nalezy uzywac liniowej interpolacji, poniewaz
operacja ta wptywa na charakterystyke szumu. Jednak w przypadku analizowanego
zestawu chromatogramow cieczowych eliminacja szumu okazata sie niepotrzebna
z uwagi na zadawalajgcy poziom stosunku sygnatu do szumu. Opisane powyzej
przygotowanie sygnatu jest czesto stosowane przed dopasowaniem i nakladaniem
sygnatow instrumentalnych.

Zatem, jak tatwo sie domysleé, i w tym przypadku kolejnym etapem byto
dopasowanie i naktadanie chromatograméw przy pomocy algorytmu COW [102].
Poczatkowo dla analizowanych fingerprintdow wybrano sygnat wzorcowy na podstawie
kryterium, jakim byt wspdtczynnik korelacji. Mianowicie, sposrod wszystkich
sygnatow, jako sygnat wzorcowy wybrano ten o najwyzszej Sredniej wspotczynnika
korelacji, do ktérego nastepnie dopasowano pozostate sygnaty [167]. Optymalne wyniki
dla wszystkich chromatograméw osiggnieto poprzez podziat sygnatow na 120 sekcji,
ktorych liczba ,,stopni swobody” (ang. slack parameters) wynosita 5. Chromatogramy
cieczowe uzyskane dla ekstraktow gatunkéw S. azurea i S. sclarea przedstawione
na rysunku 34a ilustrujg trudnoSci, jakie wystepujg podczas nakfadania
chromatograméw.
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Mimo, iz zazwyczaj probki pochodzenia naturalnego rdznig sie skfadem chemicznym,
to z rysunku 34b jednoznacznie wynika, ze zastosowanie metody COW do naktadania
chromatograméw pozwala na osiggniecie zadowalajgcych rezultatow.

Ostatnim etapem przygotowania chromatogamow byta dodatkowa transformacja.
Dla analizowanych fingerprintbw mozna zastosowac rozne rodzaje normalizacji, jednak
prawdopodobnie  najczesciej  stosowang transformacjg jest prosta normalizacja
poszczego6lnych sygnatdw, majaca na celu usuniecie btedéw zwigzanych z dozowaniem
probki. Oprdcz zastosowanej w tym przypadku normalizacji istniejg takze inne jej warianty,
jak np. skalowanie profili stezeniowych sygnatu do najwiekszego piku (jest to tzw.
skalowanie Pareto) [168, 169]. Ponadto, przed przystapieniem do analizy poréwnawczej,
w celu dodatkowego podkreslenia réznic miedzy normalizowanymi fingerprintami, dane
poddano centrowaniu. Kompleksowy przeglad oraz omdwienie roznych metod
przygotowania sygnatow instrumentalnych mozna znalez¢ w literaturze [168, 170].

Po wstepnym przygotowaniu fingerprintow (czyli po wyréwnaniu ich dtugosci,
dopasowaniu oraz normalizacji) mozliwym staje sie znalezienie i porownanie roznic
miedzy badanymi prébkami. Jezeli etapy zwigzane z przygotowaniem chromatogramow
zostaty przeprowadzone z nalezytg ostrozno$cig i dokfadnoscig, to niepozadana cze$¢
danych zostata z nich usunieta, a analiza porownawcza bedzie sie opiera¢ wytgcznie
na istotnych informacjach dotyczacych zréznicowania skiadu chemicznego badanych
prébek

Chemometria dysponuje wieloma metodami eksploracji danych. W niniejszej pracy
wykorzystano jedng z nich, a mianowicie analize czynnikdéw gtéwnych (PCA) w celu
znalezienia zarowno podobienstw, jak i réznic w badanych gatunkach szatwii.

Dla chromatograméw cieczowych kompresja danych przy uzyciu PCA okazata sie
doS¢ skuteczna, gdyz pierwsze dwa czynniki gtowne opisaty ponad 72% catkowitej
wariancji danych. Najbardziej interesujgcy rozktad probek uzyskano podczas projekcji
wynikow dla pierwszego i trzeciego czynnika gtdwnego, co zaprezentowano na rysunku
35a. Na tej projekcji wynikoéw widoczne sg dwie probki o unikalnych wiasciwoscich, ktore
sg znacznie oddalone od pozostatych probek. Sg to ekstrakty S. glutinosa (probka 12
widoczna przy najwiekszej wartoSci piewszego czynnika gtéwnego PCI) oraz ekstrakt
S. officinalis (prébka 20 widoczna przy najwiekszej wartosci trzeciego czynnika gtéwnego
PC3). Unikalnos¢ probki S. glutinosa mozna wyjasni¢ obecnoscig intensywnego piku przy
czasie retencji (tR wynoszacym 18,75 min., natomiast dla prébki S. officinalis jest
to obecnos¢ piku o stosunkowo duzej intensywnosci przy czasie retencji wynoszagcym 11,92
min. (Rys. 33b). Oprocz tego na rysunku 35c¢ przedstawiono fragmenty dwoch natozonych
na siebie chromatograméw S. glutinosa i S. officinalis ilustrujgce wyrazne rdznice
w sktadzie chemicznym ekstraktéw tych dwdch gatunkéw szatwii.

Podsumowujac, wstepne przygotowanie chromatograficznych fingerprintow jest
bardzo waznym etapem, ktory mozna uzna¢ za niezbedny i obowigzkowy przed
rozpoczeciem wiasciwej analizy poréwnawczej przy uzyciu metod chemometrycznych.
Chcac zastosowac kilka metod do wstepnego przetwarzania sygnatéw instrumentalnych
nalezy zwroci¢ szczeg6lng uwage podczas wyboru ich kolejnosci. Wiele réznych metod
chemometrycznych moze postuzy¢ do eksploracji danych, jednak najwiecej uwagi
przyciaga analiza czynnikéw gtéwnych (PCA), poniewaz umozliwia ona wskazanie réznic
miedzy probkami i uzyskanie informacji na temat wkiadu oryginalnych zmiennych
do catkowitej wariancji danych. W przypadku sygnatow chromatograficznych mozna
rowniez wskaza¢ kilka istotnych obszaréw na chromatogramie, ktdére sg charakterystyczne
i zawierajg wazne informacje dla wyjasnienia struktury danych. Tak wiec, potencjalnie
mozna zebraC interesujacg frakcje i przeprowadzi¢ dodatkowe analizy, ktére pomoga
w identyfikacji zwigzkow obecych w tej frakcji.
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4.  Analiza frakcji zwigzkow fenolowych wyodrebnionych w procesie
selektywnej ekstrakcji

4.1. Analiza spektrofotometryczna kwaséw fenolowych i flawonoidow
wyodrebnionych w procesie selektywnej ekstrakcji

W pierwszym etapie badan dwadziescia sze$¢ gatunkow szatwii zebranych
w latach od 2007 do 2009 poddano selektywnej ekstrakcji, obejmujacej dwie odrebne
procedury izolacji kwaséw fenolowych i flawonoidéw [54]. W kolejnym etapie badan
przeprowadzono analize spektrofotometryczng otrzymanych ekstraktow szatwii, ktora
rowniez opierata sie na dwoch osobnych procedurach oznaczania, a ktora umozliwita
obliczenie procentowej sumarycznej zawartosci dwoch wspomnianych wyzej grup
zwigzkéw  [54]. Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono graficznie
na rysunkach 36 i 37. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze w przypadku
wiekszosci gatunkéw zebranych we wszystkich trzech sezonach (tj. S. amplexicaulis,
5. cadmica, S. deserta, S. forskahlei, S. nemorosa, S. sclarea, S. stepposa
i S. verticillata) zaobserwowano pewng tendencje, ktéra przedstawia sie¢ nastepujgco:
najwyzszg zawartos¢ kwasow fenolowych dla tych gatunkéw odnotowano w 2009 roku,
mniejszg w 2008 roku, a najmniejszg w 2007 roku. W przypadku gatunkéw zebranych
w dwoch sezonach prawidtowo$¢ ta roéwniez jest widoczna, tzn. wyzszg zawarto$¢
kwasow fenolowych odnotowano dla gatunkéw zebranych w pdzniejszym sezonie
wegetacyjnym, natomiast nizszg dla tych zebranych we wczesniejszym sezonie
wegetacyjnym. Z kolei dla probek zawierajacych flawonoidy nie zaobserwowano
podobnych tendencji, ani jednoznacznych prawidtowosci. Uzyskane wyniki pozwalajg
jedynie stwierdzi¢, ze w przypadku gatunkéw zebranych we wszystkich trzech sezonach
najwyzsza zawarto$¢ flawonoidow wykazujg albo gatunki zebrane w 2007 roku, albo
w 2009 roku, ale nigdy te zebrane w 2008 roku. Wptyw na uzyskane wyniki majg liczne
czynniki, m. in. takie, jak nastonecznienie, opady czy czas zbioru roslin, jednak wydaje
sig, iz w tym przypadku najwieksza role odgrywa czas przechowywania badanych ziét.
Jest to szczegdlnie widoczne w przypadku probek zawierajacych kwasy fenolowe,
dla ktérych prawdopodobie to wiasnie dtugi czas przechowywania badanych gatunkdéw
szatwii negatywnie wptywa na zawartos¢ tej grupy zwigzkéw. Majac na uwadze wyniki
przeprowadzonych badan postanowiono, iz do dalszych analiz bedg wybierane gatunki
zebrane w 2009 roku. Nalezy jednak podkresli¢, ze na podstawie przeprowadzonych
eksperymentdéw okazato sie, ze procedura spektrofotometrycznego oznaczania zaréwno
kwasow fenolowych, jak i flawonoidow nie jest doskonata, gdyz obie grupy zwigzkow
wystepujg w materiale roslinnym nie tylko jako wolne substancje, ale takze w r6znych
formach zwigzanych. Na rysunkach 38 i 39 przedstawiono wartosci absorbancji
mierzone dla wybranych gatunkow szatwii.
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4.2. Analiza frakcji zwiazkéw fenolowych wyodrebnionych w procesie
selektywnej  ekstrakcji  technikg chromatografii  cienkowarstwowej
sprzezonej z detektorem mas

Dotychczas, chcac przeprowadzi¢ analize substancji zawartych w mieszaninach
z wykorzystaniem techniki spektrometrii mas, nalezalo dokonaC ich wstepnej
lub catkowitej separacji. W tym celu, biorgc pod uwage techniki chromatograficzne,
stosowano preparatywng chromatografie planarng (PLC) lub chromatografie
kolumnowa (LSC). Jednak techniki te wymagajg czasochtonnych czynnosci, ktore
w przypadku PLC sg zwigzane m.in. z zeskrobywaniem z ptytki rozdzielonych pasm,
a nastepnie z wymywaniem substancji z powierzchni adsorbenta lub, jak w przypadku
LSC, z niejednokrotnie dtugim czasem prowadzenia rozdziatu oraz koniecznoscig
stosowania duzych ilosci rozpuszczalnikow.

Stosunkowo niedawno pojawita sie mozliwo$¢ sprzezenia chromatografii
cienkowarstwowej ze spektrometrem mas. Potgczenie obu tych technik analitycznych
stato sie mozliwe za sprawg wprowadzenia na rynek interfejsu TLC-MS (Rys. 40).
Sprzet ten moze zostaC z tatwoscig podigczony do dowolnego chromatografu
cieczowego sprzezonego z spektrometrem masowym bez konieczno$ci wprowadzania
do jego systemu jakichkolwiek zmian. Analiza polega na pétautomatycznym
wymywaniu rozdzielonych pasm z ptytki chromatograficznej i kierowaniu ich
bezposrednio lub posrednio poprzez kolumne chromatograficzng do spektrometru
masowego.

Rys. 40. Interfejs TLC-MS [171].

W ten spos6b chromatografia cienkowarstwowa zyskata nowy wymiar
analityczny, ktory zwiekszytjej mozliwosci oraz sprawit, iz technika ta stata sie jeszcze
bardziej elastycznym i lepiej funkcjonujagcym narzedziem stuzacym zaréwno
do rozdziatu, jak i do identyfikacji roznego rodzaju zwigzkéw chemicznych.
W wiekszosci przypadkow petny rozdziat chromatograficzny sktadnikow mieszaniny
0 niezbyt skomplikowanym skfadzie chemicznym jest mozliwy do uzyskania dzigki
zastosowaniu chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie wykorzystujac interfejs
TLC-MS mozliwa jest rejestracja widm masowych nalezagcych odpowiednio
do pojedynczych sktadnikow takiej mieszaniny. Jednak dla prébek o ztozonym sktadzie
chemicznym rozdziat na pojedyncze substancje jest czesto niemozliwy do osiggniecia.



Mamy wowczas do czynienia z tzw. rozdziatem grupowym, w zwigzku z czym dalsza
analiza technika spektrometrii mas umozliwia jedynie rejestracje widm masowych jako
charakterystycznych fingerprintéow dla kazdej z rozdzielonych grup substancji. Jest
to szczegOlnie istotne w analizie tak ztozonych probek, jak ekstrakty pochodzenia
roslinnego, gdyz wykorzystujac odpowiednie metody chemometryczne do analizy
fingerprintbw mozemy odnalez¢ zaréwno szereg podobienstw, jak i rdéznic miedzy
badanymi gatunkami roslin.

W pracach Morlock i in. (np. [172, 173, 174, 175, 176, 177]) wykazano
praktyczne zastosowanie interfejsu TLC-MS w celu identyfikacji substancji zawartych
w mniej skomplikowanych mieszaninach na podstawie ich jondw molekularnych,
natomiast w pracy [178] po raz pierwszy wykorzystano jednowymiarowg technike
niskotemperaturowej chromatografii cienkowarstwowej sprzezonej ze spektrometrig
mas (ID LT TLC-MS) do analizy ztozonych prébek, tzn. lotnych frakcji
wyodrebnionych z kilku wybranych gatunkéw szatwii. Z kolei w pracy [179],
do konstrukcji charakterystycznych fingerprintow olejku eterycznego wyodrebnionego
z gatunku Safoia lavandulifolia zostat wykorzystany analityczny wariant
dwuwymiarowy. To nowatorskie  podejScie  polegato na  pofaczeniu
niskotemperaturowej chromatografii cienkowarstwowej (w normalnym ukladzie faz,
z zastosowaniem zelu krzemionkowego) oraz wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (w odwréconym uktadzie faz, z zastosowaniem fazy stacjonarnej typu Cis)
z technikg spektrometrii masowej (2D LT TLC-LC-MS). W pracy tej dokonano
poréwnania wynikéw analiz otrzymanych w wariancie jedno- i dwuwymiarowym
oraz wskazano istotne zalety analizy w wariancie dwuwymiarowym. Wykazano,
ze mimo, iz tryb dwuwymiarowy nie zapewnit petnej separacji tak ztozonej mieszaniny,
jaka jest roslinny olejek eteryczny, to analiza ta zapewnia petniejszg charakterystyke
probki od tej przeprowadzonej w wariancie jednowymiarowym.

W niniejszym rozdziale przedstawiono analogiczne podejscie do analizy
ekstraktow zawierajgcych nielotne substancje pochodzenia roslinnego, tj. frakcji
kwasow fenolowych i flawonoidow selektywnie pozyskanych z gatunku Safoia
lavandulifolia. Rozdziat zwigzkéw fenolowych przeprowadzono w temperaturze
pokojowej. Celem pracy byto podobnie, jak we wczesniej wzmiankowanej pracy [167],
poréwnanie wynikow analizy przeprowadzonej w wariancie jedno- i dwuwymiarowym.
Powodem przeprowadzenia oddzielnych eksperymentéw sg roznice w charakterze
chemicznym zwigzkdéw fenolowych i olejkow eterycznych. Jako, ze zwigzki fenolowe
wykazujg wiasciwosci przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe,
a nawet przeciwnowotworowe, konieczne jest sprawdzenie, czy analiza w trybie jedno-
i dwuwymiarowym moze by¢ zastosowana do tych waznych farmakologicznie
metabolitbw  wtdrnych  pochodzenia ro$linnego  [180]. Pozytywne  wyniki
przeprowadzonych analiz mogg okazac¢ sie szczegdlnie pomocne m.in. w identyfikacji
i kontroli jakosci handlowych partii roslin leczniczych. W obrocie handlowym ziota
wystepujg przede wszystkim w sproszkowanej formie, co utrudnia okreSlenie ich
budowy morfologicznej, przez co ustalenie badz tez potwierdzenie gatunku nieznanego
materiatu roslinnego staje sie prawie niemozliwe.



4.2.1. Analiza  frakcji  kwasow  fenolowych  technikg  chromatografii
cienkowarstwowej  sprzezonej z detektorem mas w wariancie
jednowymiarowym (ID TLC-MS). Rozdziat na zelu krzemionkowym

Pierwszym krokiem w przeprowadzonym eksperymencie byt rozdziat
sktadnikdéw ekstraktu wyodrebnionego z gatunku Safoia lavandulifolia technika
chromatografii  cienkowarstwowej oraz rejestracja fotograficzna otrzymanych
chromatograméw (Rys. 41). Nastepnie kazde z czterech rozdzielonych pasm
wyeluowano mieszaning metanolu i kwasu octowego w stosunku objetosciowym
99,5 : 0,5, stosujgc w tym celu interfejs TLC-MS. W ten sposob dla kazdego pasma
otrzymano widmo masowe, ktore zaprezentowano na rysunkach 42a - d.

Przed przystgpieniem do szczegotowego omodwienia uzyskanych wynikéw
wstepnie w formie syntetycznej w oparciu o literature [115] zostang przekazane
dotychczasowe ustalenia na temat sktadu chemicznego frakcji kwasow fenolowych
zawartych w réznych gatunkach szatwii. Mianowicie stwierdzono, ze trimery kwasu
kawowego stanowig najwieksza grupe metabolitow wtérnych zawartych w roslinach
z rodzaju Safoia. Nalezg do nich takie zwigzki, jak kwas litospermowy o masie
czasteczkowej 538 g/mol, sagekumaryna o masie czasteczkowej 536 g/mol, kwasy
salwianolowe H, I, J i K o masach czasteczkowych wynoszacych odpowiednio 531,
531, 526 oraz 555 g/mol, a takze kwasy junanowe C, D, E i F, o masach
czagsteczkowych wynoszacych odpowiednio 538, 540, 572 oraz 597 g/mol.
Na podstawie przeglagdowego artykutu [115] w tabeli 27, wymieniono kwasy fenolowe
charakterystyczne dla ro$lin z rodzaju Safoia.

W widmach masowych zarejestrowanych dla poszczegolnych pasm
chromatograficznych wyeluowanych przy uzyciu interfejsu TLC-MS i skierowanych
bezposrednio do spektrometru masowego, zaobserwowano Kkilka sygnatow
o warto$ciach m/z odpowiadajagcych masom czasteczkowym niektorych kwasow
fenolowych. Na przykfad na widmie masowym uzyskanym dla pasma 1 (Rys. 42a)
mozna zaobserwowac intensywny sygnat o wartosci m/z 388,80 (jego prawdopodobne
pochodzenie zostanie omowione w dalszej czesci niniejszego rozdziatu) oraz sygnat
0 znaczaco mniejszej intensywnosci, ktérego wartos¢ m/z jest réwna 147,70, a ktory
moze pochodzi¢ od jonu kwasu cynamonowego [M-H] . Jednak ten sam sygnat moze
rowniez pojawi¢ sie w przypadku fragmentacji niektorych kwaséw fenolowych
(np. kwasu ferulowego, kawowego, i/lub kumarowego), ktére w rzeczywistosci
sg pochodnymi kwasu cynamonowego. Nastepnie widoczny na widmie masowym
otrzymanym dla pasma 2 (Rys. 42b) intensywny sygnat, ktérego warto$¢ m/z wynosi
360,56 moze pochodzi¢ od dimeru kwasu kawowego (kwas kawowy jest podstawowym
budulcem duzej ilosci kwaséw fenolowych pochodzenia botanicznego, a jego
dimeryzacja moze nastepowaC rowniez w warunkach ESI-MS), lub od jonu
molekularnego kwasu rozmarynowego. Z kolei na rysunkach 39 c¢ i d przedstawiono
widma masowe uzyskane dla pasm 3 i 4, na ktérych widoczne sg sygnaty o wartosciach
m/z réwnych 163,51 (Rys. 42c) oraz 194,05 (Rys. 42d). Sygnaty te mogg pochodzié
odpowiednio od kwasu kumarowego i kwasu ferulowego. W tym miejscu nalezy jednak
podkresli¢, ze z wyjatkiem kwasu rozmarynowego takie kwasy fenolowe, jak kwas
chlorogenowy, ferulowy, o-kumarowy, p-kumarowy, kawowy, protokatechowy
1 galusowy nie zostaty nigdy wczesniej zidentyfikowane w gatunku Safoia
lavandulifolia [115, 181]. Chcac ostatecznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy obecna
interpretacja zarejestrowanych widm masowych jest prawidtowa i czy wspomniane
kwasy fenolowe naprawde znajdujg sie w ekstraktach szatwii Safoia lavandulifolia,



nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe badania z wykorzystaniem substancji
wzorcowych. Nie jest to jednak celem niniejszych badan. Przedstawione widma
masowe zarejestrowano m.in. w celu ich wzajemnego poréwnania, gdyz réwniez jako
charakterystyczne fingerprinty stanowig zrodto istotnych informaciji.

Na podstawie poréwnania przedstawionych wynikow mozna stwierdzic,
ze na kazdym z uzyskanych widm masowych sygnaty o najwiekszej intensywnosci
znacznie rdéznig sie wartosSciami m/z, co Swiadczy o roznicach w skfadzie chemicznym
rozdzielonych grup substancji. Wydaje sie to oczywiste, poniewaz kazde rozdzielone
pasmo chromatograficzne posiada inng warto$¢ wspoétczynnika opoOZnienia (Rf),
a zatem wykazuje rézne powinowactwo do adsorbenta, co mowigc prosciej wskazuje,
ze sg to rozne substancje, czy tez grupy substancji chemicznych. Eksperyment ten
w pierwszym rzedzie przeprowadzono w celu sprawdzenia przydatnosci interfejsu TLC-
MS do analizy ztozonych prébek pochodzenia roslinnego.

Rys. 41. Zdjecie chromatogramu ekstraktu rosliny z gatunku Sahia lavandulifolia zawierajacego kwasy
fenolowe. Faza stacjonarna: Si02 Faza ruchoma: octan etylu + toluen + kwas mréwkowy
w stosunku objetoSciowym 7 : 3 : 1. Odlegto$¢ rozwijania: 15 cm. Odczynnik wywotujacy:
1% metanolowy roztwor chlorku glinu. Rejestracja fotograficzna chromatogramu przy dtugosci fali
Swietlnej X = 254 nm. Ekstrakt naniesiono w ilosci 25 ul.
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Tab. 27. Wzory strukturalne oraz masy czasteczkowe wybranych kwaséw fenolowych, ktérych obecnosé
jest przewidywana w ekstraktach gatunkéw roslin nalezacych do rodzaju Salvia [115].



4.2.2. Analiza frakcji  kwaséw  fenolowych  technikg  chromatografii
cienkowarstwowej  sprzezonej z detektorem mas w wariancie
dwuwymiarowym (2D TLC-LC-MS). Rozdziat na zelu krzemionkowym

W kolejnym etapie eksperymentu wykorzystang uprzednio przystawke TLC-MS
potgczono poprzez wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) z detektorem
masowym. Analiza polegata na wymywaniu kazdego pasma przy uzyciu interfejsu
TLC-MS i wprowadzaniu uzyskanego eluatu do kolumny chromatografu cieczowego,
gdzie nastepowat drugi etap rozdziatu technikg HPLC, a nastepnie rozdzielone frakcje
kierowano do spektrometru masowego. Uzyskane chromatogramy cieczowe wraz
z widmami masowymi zarejestrowanymi w trybie 2D TLC-LC-MS dla pasm 1-4
z chromatogramu cienkowarstwowego przedstawiono na rysunkach 43-46.

Widmo masowe uzyskane w trybie dwuwymiarowym dla pasma 1 (Rys. 43b)
mimo, iz jest bardziej skomplikowane, to jednak bardzo przypomina widmo masowe
otrzymane w trybie jednowymiarowym (Rys. 42a). Najbardziej intensywnym
i jednocze$nie wystepujagcym w obu widmach masowych sygnatem jest pik o wartosci
m/z rownej 388,90. Sygnat ten mozna przypisaC wielu réznym adduktom
molekularnym, jednak ze wzglagdu na charakter analizowanej probki najbardziej
prawdopodobnym wydaje sie addukt kwasu kawowego z kwasem cynamonowym
i kwasem octowym lub dimer kwasu ferulowego.

Z kolei na rysunkach 44 b i ¢ zaprezentowano dwa widma masowe pasma 2
z chromatogramu cienkowarstwowego otrzymane w wariancie dwuwymiarowym, ktore
pochodza od dwoch frakeji rozdzielonych w drugim wymiarze, tj. technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Na tych widmach masowych mozna
zauwazyC intensywny sygnat o wartosci m/z réwnej 360,5, ktory jest obecny takze
w widmie masowym przedstawionym na rysunku 39 b (wariant jednowymiarowy).

Na rysunkach 45 b i c oraz 46 b i ¢ zaprezentowano po dwa widma masowe
odpowiednio dla pasm 3 i 4 z chromatogramu cienkowarstwowego otrzymane
w wariancie dwuwymiarowym, ktére podobnie, jak w przypadku pasma 2, pochodza
od dwdch frakcji rozdzielonych w drugim wymiarze. We wszystkich czterech widmach
masowych widoczne sg stosunkowo mato intensywne sygnaty przy warto$ci m/z réwnej
163,6, ktére moga pochodzi¢ od kwasu kumarowego. W widmie masowym uzyskanym
w wariancie jednowymiarowym dla pasma 3 (Rys. 41c), widoczny jest analogiczny
sygnat, jednak dla pasma 4 (Rys. 41d) nie zaobserwowano jego obecnosci.
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4.2.3.Analiza  frakcji kwasow fenolowych technikg chromatografii
cienkowarstwowej  sprzezonej z  detektorem mas w  wariancie
jednowymiarowym (ID RP-TLC-MS) Rozdziat na fazie stacjonarnej Cig

Pierwszym krokiem podobnie, jak w poprzednio oméwionym eksperymencie,
byt rozdziat sktadnikéw ekstraktu wyodrebnionego z gatunku Sahia lavandulifolia
technikg chromatografii cienkowarstwowej oraz rejestracja fotograficzna i dodatkowo
densytometryczng otrzymanych chromatogramdw. Separacje frakcji kwaséw
fenolowych wyodrebnionych w procesie selektywnej ekstrakcji przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej w odwréconym uktadzie faz
z zastosowaniem fazy stacjonarnej typu Ci8 Na rysunku 47 przedstawiono zdjecie
otrzymanego chromatogramu wraz z odpowiadajgcym mu densytogramem, na kKtorym
widocznych jest osiem rozdzielonych pasm. Nastepnie cztery spos$rod tych o$miu pasm
(1, 4, 5 i 8) wyeluowano mieszaning metanolu i kwasu octowego w stosunku
objetosciowym 99,5 : 0,5, stosujac w tym celu interfejs TLC-MS. W ten sposéb
dla kazdego pasma otrzymano widmo masowe, ktdre zaprezentowano na rysunkach
48a- d.

Ponadto w tym samym eksperymencie przeprowadzono probe identyfikacji
sktadnikdw rozdzielonych pasm chromatograficznych stosujagc w tym celu jedenascie
substancji wzorcowych kwaséw fenolowych. ldentyfikacje przeprowadzono przez
poréwnanie wartosci wspotczynnika retardacji (Rf) oraz koloru poszczeg6lnych pasm
substancji wzorcowych z danymi pochodzacymi od probki. Zastosowane substancje
wzorcowe wraz z ich wzorami strukturalnymi, masami czasteczkowymi
oraz wspotczynnikami retardacji (Rf) zestawiono w tabeli 28.

Analizujgc otrzymane wyniki stwierdzono, ze mimo uzycia jedenastu substancji
wzorcowych nie udato sie zidentyfikowa¢ skladnikdw zawartych w wiekszosci
rozdzielonych pasm (1-3, 5 i 8). Jednakze w pasmie 4 zidentyfikowano kwas kawowy,
na co dowodem jest fakt, iz zarowno pasmo prébki, jak i substancji wzorcowej, oprocz
oczywistej zgodno$¢ wartosci wspdtczynnikéw retardacji 2+, wykazuje intensywnie
niebieska fluorescencje przy dtugosci fali Swietlnej A= 366 nm. Ponadto w pasmie 6
zidentyfikowano kwas rozmarynowy, a w pasmie 7 kwas chlorogenowy. Kolejnos¢
zidentyfikowanych substancji na uzyskanym chromatogramie pozostaje zgodna
ze strukturg wykrytych zwigzkow. Ot6z kwas kawowy zidentyfikowany jako sktadnik
pasma 4 (zawierajagcy w swej czasteczce dwie grupy hydroksylowe w pozycji
umozliwiajgcej tworzenie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych) wykazuje
wieksze powinowactwo do niepolamej fazy stacjonarnej, anizeli kwas rozmarynowy
zidentyfikowany jako sktadnik pasma 6 (zawierajagcy w swej czasteczce pieC grup
hydroksylowych). Natomiast najmniejsze powinowactwo do niepolamej fazy
stacjonarnej wykazuje kwas chlorogenowy (skfadnik pasma 7), gdyz w swej czasteczce
zawiera siedem grup hydroksylowych.

Przedstawione w niniejszym rozdziale widma masowe zostaty zarejestrowane
tylko dla wybranych pasm chromatograficznych (1, 4, 5 i 8), gdyz gtdwnym
metodycznym celem tych badan byto wykazanie na wybranych przykfadach
przydatnosci zastosowanych technik analitycznych (ID RP-TLC-MS oraz 2D RP-TLC-
LC-MS) do konstrukcji charakterystycznych fmgerprintow dla prébek pochodzenia
naturalnego.

Zastosowanie identycznych warunkéw akwizycji widm masowych dla r6znych
chromatograméw cienkowarstwowych uzyskanych dla tego samego ekstraktu Sahia
lavandulifolia zawierajgcego kwasy fenolowe miatlo na celu sprawdzenie



powtarzalnosci przeprowadzonego eksperymantu. Pordéwnujac widma masowe
pochodzace z roznych analiz potwierdzono powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow,
zaobserwowano bowiem wystepowanie analogicznych sygnatow w poréwnywanych
widmach masowych, jak rowniez stwierdzono podobienstwo niektérych uzyskanych
profili.

Przed przystapieniem do dalszego omawiania otrzymanych wynikow w tym
miejscu przedstawimy pewne ogolne stwierdzenia dotyczace kwasow fenolowych
wystepujacych w badanych probkach szatwii. Otéz podstawowym budulcem dwdéch
sposrod trzech zidentyfikowanych przy pomocy chromatografii cienkowarstwowe;j
kwasow fenolowych (tj. kwasu kawowego, kwasu rozmarynowego i kwasu
chlorogenowego) jest kwas kawowy. Ponadto, jak juz wspomniano we wczesniejszym
rozdziale, z informacji zawartych w literaturze na temat sktadu chemicznego frakcji
kwasow fenolowych wystepujacych w réznych gatunkach szatwii wynika, ze trimery
kwasu kawowego stanowig najwiekszg grupe metabolitow wtdrnych zawartych
w ro$linach z rodzaju Safoia [180].

W widmach masowych prezentowanych na rysunkach 48a-d, zarejestrowanych
dla wybranych pasm chromatograficznych (1, 4, 5 i 8) wyeluowanych przy uzyciu
interfejsu  TLC-MS i skierowanych bezposrednio do spektrometru masowego,
zaobserwowano charakterystyczny i zarazem, w wiekszosci przypadkdw, intensywny
sygnat o wartosci m/z réwnej okoto 198, ktdéry moze pochodzi¢ od adduktu
molekularnego kwasu kawowego i wody. Ponadto inng charakterystyczng cechg
czterech zaprezentowanych widm masowych jest obecno$¢ sygnatow w zakresie m/z
powyzej 400, ktére moga pochodzi¢ od adduktow kwasow fenolowych zawartych
w badanych prébkach. Istnieje mozliwoS¢ polimeryzacji sktadnikdw probki
bezposrednio w uktadzi ESI-MS.



Tab. 28. Wykaz substancji wzorcowych wykorzystanych podczas analizy ekstraktu Salvia lavandulifolia
technika chromatografii cienkowarstwowej wraz z ich wzorami strukturalnymi, masami czgsteczkowymi
oraz wspotczynnikamii retardacji (Rr).
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4.2.4.Analiza  frakcji kwasow fenolowych technika ~ chromatografii
cienkowarstwowej  sprzezonej z  detektorem mas w  wariancie
dwuwymiarowym (2D RP-TLC-LC-MS). Rozdziat na fazie stacjonarnej Cis

Podobnie jak w poprzednim eksperymencie, kolejnym etapem badan byto
potaczenie wykorzystanej uprzednio przystawki TLC-MS poprzez wysokosprawny
chromatograf cieczowy (HPLC) z detektorem masowym. Rowniez w tym przypadku
analiza polegata na wymywaniu kazdego pasma przy uzyciu interfejsu TLC-MS
i wprowadzaniu uzyskanego eluatu do kolumny chromatografu cieczowego, gdzie
nastepowat drugi etap rozdziatu technika HPLC, a nastepnie rozdzielone frakcje
kierowano do spektrometru masowego. Uzyskane chromatogramy cieczowe wraz
z widmami masowymi zarejestrowanymi w trybie 2D RP-TLC-LC-MS dla czterech
pasm z chromatogramu cienkowarstwowego, oznaczonych na rysunku 47 odpowiednio
numerami 1, 4, 5 i 8 przedstawiono na rysunkach 49-52.

Podobienstwo widm masowych uzyskanych w obu zastosowanych wariantach
analizy wydaje sie by¢ oczywiste i w pewnym sensie oczekiwane. Na widmach
masowych uzyskanych zaréwno w ukladzie jedno-, jak i dwuwymiarowym
zaobserwowano wiele charakterystycznych sygnatdbw o stosunkowo wysokich
wartosciach m/z (Rys. 49-52). Sygnaly te, jak juz wczesniej zaznaczono, moga
pochodzi¢ od trimerow kwasu kawowego ijego pochodnych. Na przyktad na widmie
masowym uzyskanym w uktadzie dwuwymiarowym dla pasma 1 (Rys. 49b) widoczny
jest sygnaly o wartosci m/z réwnej 535,47, ktéry moze pochodzi¢ od anionu
[sagekumaryna - H]-, natomiast sygnat przy wartosci m/z = 360,71 mozna przypisac¢
dimerom kwasu kawowego, lub tez jonowi molekularnemu kwasu rozmarynowego,
a doktadniej jego pochodnej, np. glikozydowej. Na widmie masowym zarejestrowanym
dla drugiej frakcji rozdzielonej w drugim wymiarze, a uzyskanym dla pasma 1
(Rys. 49c), zaobserwowano sygnat o wartosci m/z réwnej 539,72, ktéry moze
pochodzi¢ od anionu [kwas junanowy D - H]*.

Hydrofobowa powierzchnia zastosowanej fazy stacjonarnej typu Cig okazata
sie lepszym uktadem do rozdziatu kwasow fenolowych, niz uzyty wczesniej zel
krzemionkowy. Zastosowana w niniejszym eksperymencie faza stacjonarna typu Cig
bez przeszkdd pozwolita na wykorzystanie wzorcéw w celach identyfikacyjnych. Mimo
Swiadomosci faktu, iz poroéwania wspotczynnikow retardacji (»r oraz koloru
poszczegOlnych pasm wzorcéw z danymi pochodzacymi od analizowanej probki nie
mozna uznaC za ostateczny dowod poprawnej identyfikacji, to jednak w potgczeniu
z przedstawionymi dalej obserwacjami pordéwnanie takie moze stanowi¢ dobrg
wskazowke.

Planujac niniejszy eksperyment zdawano sobie sprawe, ze wiekszosci uzytych
w nim wzorcow kwasow fenolowych (tj. kwasow elagowego, ferulowego,
[7-kumarowego, wanilinowego, syryngowego, kawowego, p-hydroksybenzoesowego,
protokatechowego i chlorogenowego) z wyjatkiem kwasu rozmarynowego nie udato
sie dotychczas zidentyfikowa¢ w gatunku Sahia lavandulifolia [181]. Uzyskane wyniki
wydaja sie w wiekszosci potwierdzaC te wczesniejsze ustalenia z wyjatkiem dwoch
kwasow fenolowych, a mianowicie kwasu kawowego i kwasu chlorogenowego. Co jest
by¢ moze najwazniejsze w przeglagdowym artykule dotyczacym identyfikacji zwigzkow
fenolowych dla roslin z rodzaju Sahia to to, iz obecnos¢ kwasu chlorogenowego
w roslinach z rodziny Lamiaceae jest niezwykle rzadka. Przeprowadzone przez nas
wczesniejsze eksperymanty rowniez nie potwierdzity obecnosci kwasu chlorogenowego
w ekstraktach S. lavandulifolia, jednak na podstawie analizy binarnych fmgerprintow



HPTLC metanolowych ekstraktbw omawianego gatunku szatwii potwierdzono
obecno$¢ kwasu kawowego. Mozna zatem stwierdzi¢, iz otrzymane w tym
eksperymencie wyniki wnoszg istotny wkiad w identyfikacje sktadnikow frakcji
zawierajgcej kwasy fenolowe.

Zaobserwowano, ze na ptytkach typu C]g kwas chlorogenowy silnie ogonowat.
Przyczyng tego moze byC czeSciowa hydroliza tego glikozydu na aglikon i reszte
cukrowg pod wptywem kwasu octowego, wchodzacego w skfad fazy ruchomej. Innym
powodem ogonowania kwasu chlorogenowego moze byc¢ jego struktura, gdyz zawiera
on w swej czasteczce pie¢ grup hydroksylowych. Trzy sposréd tych pieciu grup
hydroksylowych nalezg do reszty cukrowej i w konformacji krzesetkowej wystepuja
odpowiednio w pozycji aksjalnej i ekwatorialnej i dlatego nie mogag utworzyc
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych. Jednakze grupy te moga oddziatywac
z nie zwigzanymi grupami silanowymi (Si-OH pochodzacymi od krzemionkowej
matrycy fazy typu C”) poprzez wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe,
przyczyniajac sie w ten sposob do zaobserwowanego efektu ogonowania.

OdnieSmy sie jednak do wynikdéw analizy spektrometrycznej. Jak wynika
z literatury [115], trimery kwasu kawowego stanowig najwiekszg grupe metabolitow
wtérnych w roslinach z rodzaju Safoia, 0 czym wspominano juz w poprzednich
rozdziatach. Nalezg do nich takie zwigzki, jak kwas litospermowy, sagekumaryna,
kwasy salwianolowe H, I, J i K, a takze kwasy junanowe C, D, E i F, ktorych masy
czasteczkowe wynoszg ponad 520 g/mol. Tak, wiec sygnaty obecne w widmach
masowych o wartosci m/z wiekszej niz 400 prawdopodobnie pochodzg od trimeréw
kwasoéw fenolowych.

Na koniec, mozna stwierdzi¢, ze rezultaty przeprowadzonych eksperymentow
opierajacych sie na dwdch zastosowanych wariantach analizy (ID RP-TLC-MS oraz 2D
RP-TLC-LC-MS) sg wazne z punktu widzenia przysztego fingerprintowania dowolnego
materiatu roslinnego.

Niemniej ztozonos¢ fingeprintbw masowych sprawita, iz ich bezpoSrenie
wizualne porownanie staje sie dosC trudne i dlatego potrzebne jest znalezienie
odpowiedniego rozwigzania chemometrycznego, ktére umozliwitoby doktadniejsze
wykorzystanie bogactwa informacji zawartych w widmach masowych probek
pochodzenia naturalnego.

Podsumowujac, zastosowanie fazy stacjonarnej typu Ci8 okazato sie najlepszym
wyborem adsorbentu dla grupowego rozdziatu kwaséw fenolowych, selektywnie
wyekstrahowanych z S. lavandulifolia oraz do identyfikacji sktadnikéw tego ekstraktu
z uzyciem substancji wzorcowych.

Z wynikoéw uzyskanych przy zastosowaniu chromatografii cienkowarstwowej
wynika, ze ekstrakt S. lavandulifolia zawiera kwas chlorogenowy, ktérego wczesniej
nie zidentyfikowano w tym konkretnym gatunku.

Na podstawie fingerprintowania przy uzyciu spektrometrii masowej ekstraktu
zawierajgcego kwasy fenolowe, pokazano, ze wstepny rozdziat takiego ekstraktu
(TLC), a nastepnie wykorzystanie dwoch wariantow analizy, tj. ID RP-TLC-MS oraz
2D RP-TLC-LC-MS, dostarcza wielu informacji, ktére moga by¢ wykorzystane
w chemotaksonomi, jak réwniez moga postuzy¢ do celdéw identyfikacyjnych roslin.

Nalezy takze podkresli¢, ze przypisanie pewnych sygnatow z widm masowych
do wybranych substancji chemicznych moze by¢ uznane jedynie za orientacyjne
i prowizoryczne, gdyz w omoéwionym eksperymencie nie przeprowadzono
odpowiedniej analizy identyfikacyjnej.
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4.3. Analiza frakcji flawonoidow wyodrebnionych w procesie selektywnej
ekstrakcji ~ technikg  chromatografii  cienkowarstwowej  sprzezonej
z detektorem mas

4.3.1. Analiza frakcji flawonoidow technikg chromatografii cienkowarstwowej
sprzezonej z detektorem mas w wariancie jednowymiarowym (ID TLC-MS).
Rozdziat na zelu krzemionkowym

Ekstrakty zawierajgce flawonoidy wyodrebnione z gatunku Safoia lavandulifolia
badano rowniez za pomocg chromatografii cienkowarstwowej  sprzezonej
ze spektrometrem masowym w dwdch wariantach, a wyniki przeprowadzonych badan
przedstawiono na rysunkach 53-59.

Flawonoidy sg szeroko rozpowszechnione w réznych gatunkach roslin z rodzaju
Safoia i wystepujg gtownie jako flawony i flawonole, a takze ich glikozydy.
Na podstawie przegladowego artykutu [115] sporzadzono tabele 29, w ktorej
wymieniono zaréwno aglikony, jak i glikozydy tych grup zwigzkéw charakterystyczne
dla gatunku Safoia lavandulifolia.

Wiekszos¢ flawonoidéw obecnych w gatunkach z rodzaju Safoia to pochodne
apigeniny i luteoliny oraz ich pochodnych 6-hydroksylowych. Kemferol i kwercetyna,
a takze ich pochodne sg rowniez uznawane za stosunkowo rozpowszechnione
substancje wsrdd roslin z rodzaju Safoia, jednak ich obecnos¢ nie zostata potwierdzona
dla gatunku Safoia lavandulifolia [115], co zgadza sie z przedstawionymi ponizej
wynikami przeprowadzonych przez nas badan.

Sposrdd  glikozydéw flawondéw i flawonoli pochodne luteoliny wystepuja
stosunkowo najczesciej w ros$linach z rodzaju Safoia, co m.in. potwierdza obecno$¢
7-glikozydu luteoliny (cynarozydu) w gatunku Safoia lavandulifolia.

Podobnie, jak w przypadku kwaséw fenolowych pierwszym krokiem
w przeprowadzonym eksperymencie byt rozdziat sktadnikéw ekstraktu wyodrebnionego
z gatunku Safoia lavandulifolia technika chromatografii cienkowarstwowej
oraz rejestracja fotograficzna otrzymanych chromatograméw (Rys. 53). Nastepnie
kazde z czterech rozdzielonych pasm wymyto z ptytki chromatograficznej przy uzyciu
interfejsu TLC-MS. W ten sposéb dla kazdego pasma otrzymano widmo masowe, ktore
zaprezentowano na rysunkach 54a- d.

Na widmach tych mozna rozpozna¢ jony molekularne charakterystyczne
dla niektérych flawonoidow wymienionych w tabeli 29. Sa to sygnaty o wartosciach
m/z réwnych 284,43 (Rys. 54d), 316,22 (Rys. 54a), 464,93 (Rys. 54a) i 595,35
(Rys. 54c), ktére moga pochodzi¢ odpowiednio od genkwaniny, nepetyny,
izokwercytryny, oraz 5-rutynozydu luteoliny.

Z kolei sygnat o wartosci m/z réwnej 302,6, obecny we wszystkich czterech
widmach masowych mozna zasadniczo przypisa¢ jonom adduktéw pochodzacych
od odpowiednich jondw molekularnych w potaczeniu z H, He, lub MeOH. Na przykiad,
sygnat o wartosci m/z rownej 302,6 mozna przypisa¢ nastepujgcym jonom [apigenina +
MeOH]+ [hispidulina + He]+ natomiast aglikon moze pochodzi¢ od jonu
[izokwercytryna + H]+ Nie mozna jednak wykluczy¢, ze wymienione jony powstaty
w wyniku fragmentacji. Analizujagc masy czasteczkowe zaréwno aglikondw,
jak 1 glikozydow flawonoidowych stwierdzono, ze sygnaly w zakresie m/z ponizej 284
zazwyczaj pochodzg z procesow fragmentacji.



Rys. 53. Zdjecie chromatogramu ekstraktu rosliny z gatunku Salvia lavandulifolia zawierajgcego
flawonoidy. Faza stacjonarna: Si02. Faza ruchoma: octan etylu + toluen + kwas mréwkowy
w stosunku objetosciowym 5 : 5 : 0,1. Odlegto$¢ rozwijania: 15 cm. Odczynnik wywotujacy:
1% metanolowy roztwor chlorku glinu. Rejestracja fotograficzna chromatogramu przy dlugosci fali
Swietlnej X= 366 nm. Ekstrakt naniesiono w ilosci 40 jil.
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Tab. 29. Wzory strukturalne oraz masy czasteczkowe wybranych aglikonow i glikozydéw flawonéw oraz
flawonoli, ktérych obecnos$¢ jest przewidywana w ekstraktach Sahia lavandulifolia [115].

Zwigzek Wzér strukturalny Masa
czasteczkowa
Aglikony
N~ CH
Apigenina 270,24
OH 0
MeO N~(0H
Genkwanina 284,27
OH 0
N _OMe
Eter 7,4’-dimetyloapigeniny 298,30
OH 0
tf—H
Luteolina - 286,24
OH O
H o ~ ~ A OH
Hispidulina 300,27
OH O
/I CH
Cyrsimarytina 314,30
OH ©
— OMe
Salwigenina 328,32
OH 0
Nepetyna 316,27
Meo”Yr oH
OH O
— OMe
Eupatoryna 344,32
M e O~ Y.V °H



Zwigzek

Cynarozyd

4’-Glukuronid luteoliny

7-Celobiozyd luteoliny

5-Rutynozyd luteoliny

Izokwercytryna

4°-0-Diglukuronid
luteoliny

Wzér strukturalny

Glikozydy
ho™ ol W t N oh
OH CH O
OoH COOH
== o
=0 /'°H
HO oH
oH O
>
0oV O>
o O~
b o
o>< x
% T
o
hoN/ ~ °-v X y~O0H
T*11 °H
hoY v
OoH
CH
H
i r Y Y
HY y~OH
CH
H

HO-.~~.0.-/ V-0~/O"COOH

T li o™ Y ™ oh
oH O HO.A.
HO~NSr~COOH

OH

Masa
czasteczkowa

448,38

462,08

628,54

594,16

464,38

638,11



4.3.2. Analiza frakcji flawonoidéw technikg chromatografii cienkowarstwowej
sprzezonej z detektorem mas w wariancie dwuwymiarowym (2D TLC-LC-
MS). Rozdziat na zelu krzemionkowym

Na widmach masowych otrzymanych w wariancie jednowymiarowym (TLC-MS)
w przeciwienstwie do widm uzyskanych w trybie dwuwymiarowym (TLC-LC-MS)
nie zaobserwowano intensywnych sygnatdbw powyzej wartosci m/z  réwnej 400
(najprawdopodobniej jest ona charakterystyczna dta ciezszych flawonéw i glikozydow
flawonoli). Sygnaly o wyzszych wartosciach m/z moga réwniez pochodzi¢ od jonow
molekularnych réznych adduktéw. Na przykiad, sygnaty o wartosciach m/z réwnych 651,79
(Rys. 55c) i 471,48 (Rys. 56c) mozna odpowiednio przypisa¢ nastepujacym jonom
[7-celobiozyd luteoliny + Na]+ i [cynarozyd + Na]+ natomiast sygnat przy wartosci
m/z = 481,33 (Rys. 57c) moze pochodzi¢ od jonéw [cynarozyd + H + MeOH]+ lub
[4'-glukuronian lutoliny + H + HD ]+

Z kolei we wszystkich widmach masowych zarejestrowanych zar6wno w wariancie
TLC-MS, jak rowniez TLC-LC-MS widoczny jest sygnat o stosunkowo niewielkiej
intensywnosci, o wartosci m/z rownej okoto 302. Co wiecej, w wiekszosci widm uzyskanych
w tym eksperymencie widoczny jest sygnat o wartoSci m/z rownej 94. Sygnat ten
najprawdopodobniej pochodzi z fragmentow CEHS0H, ktore oddzielity sie od apigeniny i/lub jej
pochodnych (tj. od genkwaniny, hispiduliny i cyrsimarytyny).

Widmo masowe zarejestrowane dla pasma 4 z chromatogramu cienkowarstwowego
uzyskane w wariancie jednowymiarowym jest stosunkowo proste (Rys. 54d), natomiast w trybie
dwuwymiarowym na chromatogramie cieczowym mozna zaobserwowac trzy piki (Rys. 58a),
dla ktorych zostaty odpowiednio zarejestrowane trzy widma masowe, ktdre sg znacznie bardziej
ztozone (Rys. 58b - d). Jest to wystarczajacy dowod na to, ze:

(@) technika chromatografii cienkowarstwowej dla probek ztozonych czesto

zapewnia tylko rozdziat grupowy;

2 tiyb dwuwymiarowy (2D TLC-LC-MS) moze powodowal lepszy rozdziat

badanych zwigzkdw, niz tryb jednowymiarowy (ID TLC-MS).

Nalezy takze doda¢, ze mimo zastosowania techniki ESI-MS, ktéra jest uwazana
za fagodny i zachowawczy sposob jonizacji, widma masowe uzyskane zaréwno w trybie TLC-
MS, jak i TLC-LC-MS sg stosunkowo ztozone, a uzyskane sygnaty jonéw molekularnych
charakteryzuja sie niska intensywnoscia. Jednym z powoddw uzyskania takich widm masowych
moze byC bardzo ztozony skfad ekstraktow zawierajgcych kwasy fenolowe i flawonoidy.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze wyodrebnione zwigzki fenolowe pod wptywem wielu
czynnikow zewnetrznych (takich, jak np. Swiatto, temperatura oraz wptyw fazy stacjonarnej
i ruchomej, ale rowniez i tiyb jonizacji) moga czesciowo ulegac transformacji i/lub zniszczeniu
struktury czasteczki, co prowadzi do fragmentacji, widocznej na wszystkich zarejestrowanych
widmach masowych.

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty stanowig kolejny krok zmierzajacy
w kierunku konstrukcji charakterystycznych fingerprintw ztozonych mieszanin zwigzkow
szczegolnie tych pochodzenia roslinnego, z wykorzystaniem techniki chromatografii
cienkowarstwowej sprzezonej ze spektrometrig masowa.

Nalezy wyraznie zaznaczyC, ze celem przeprowadzonych badan nie byta identyfikacja
chromatograficznie rozdzielonych skiadnikéw ekstraktow roslinnych technikg spektrometrii
masowej, ale konstrukcja nowego rodzaju fingerprintow.

Na uwage zastuguje roéwniez nowatorski pomyst prowadzenia analizy w wariancie
dwuwymiarowym, opartym na zastosowaniu interfejsu TLC-MS, ktory zapewnia poprawe
rozdziatu chromatograficznego, a zatem zwiekszenie mozliwosci identyfikacji rozdzielonych
sktadnikéw ztozonych mieszanin.

Na koniec nalezy réwniez wspomnie¢, iz widma masowe uzyskane w trybie
dwuwymiarowym (2D TLC-LC-MS) sa znacznie bardziej ztozone niz te otrzymane w tiybie
jednowymiarowym, jednak po zastosowaniu metod chemometrycznych moga one dodatkowo
postuzy¢ do identyfikacji i kontroli jakosci produktow pochodzenia naturalnego.



utw/jw go fewoyons Azey nmAtdszid  9s0¥gAzZS
‘A ® Awrpdey a19dideu ‘edgz amusiusid ‘eumAlAzod efoeziuol o5y [sulAoeziuol Aiowoy einjessdwsl ‘SIN-IST (Gnuiw g :Azijeue sezo ‘uiw/jw og'o fswoyons Azy nmAydaszid
250X0AzS (AA) G0:G'66 ‘AMOIO0 Sewd| + |OuBlBW BWOYONJ BZe} ‘WU € eukeiz Jsognib fww Z . wu §  AriwAm 8TD-SYX uUnsind ndQ ‘ueles  euwnjoy ‘SIN-00G  UBLEA
sew Jjpwoaads) iz mid ep auemonsalorez amosew owpim O T md ep auemonsalorez amosew owpm (@ ((SIN-DT-D1L @) Sew niawoapjeds  welopelep z  0Hamozosio
njeiborewolyd @ obsuozpemosdm 1 [emomisiemodualo 1jeiforewoldyd eyiuyosl obsueysAzn (g 'sAY) T ewsed ep Auemonsalosez Amozosld  welborewolyd € g5 'SAY



utw/jw 2o fowoyons Azep nmAtdazid  9soqgAzs
‘A B Arepdey a19dideu ‘eqgz aiusiusid ‘eumAlAzod efoeziuol DGy [sulAoeziuol Aiowoy einjesadwsy ‘SIN-IST "(nuiw g :Azijeue sezo ‘ulwy/jw og'0 fowoyons Azy nmAydeszid
ISOQAZS (AA) G'0:G'66 ‘AMOIO0 Sewd| + |OuBlaW (BWOYONJ BZe) ‘Wu € euliz Jsoqnib ‘ww Z « wu § ARIWAWM (8TD-SYX Unsind ndQ ‘ueeA  BUWN[OY ‘SIN-00G  UBLIRA
sew Jswoipjads) iz mjd ep auemodisalasez amosew owpim O T mid ep auemodisalerez amosew owpim @ ((SIN-DT-O1L @) Sew Ijawoapads  waloppiep 2 06amozosld
njesforewolyds @ obauozpemoidm | [amomisiemoxuald I1ijesborewolyd byuydalr obsueysAzn (g 'sAY) ¢ ewsed ep Auemosnsalolez Amozoald  welbBojewolyd € 95 'sAY



utw/jw go fewoyons Azey nmAydazid  9s0xgAzs
‘A @B Amepdey adideu ‘edgz aluaiusld ‘eumAlAzod eloeziuol DGy [aulAoeziuol Alowoy einjesadwsal ‘S-1ST "(Qnuiw @ :Azijeue sezo ‘utwy/jw og'o woyons Azey nmAydazid
250X0Azs (MA) G'0:G'66 ‘AM0IO0 Sead| + |OUBlBW BWOYONJ BZR) ‘WU £ Bweiz sognub fww gz X uwwu § AelwAm 8TD-SYX unsind ndAl ‘uelieA  euwnioy ‘SIN-00S  UeLRA
sew Jawoupjads) iz myd ep auemossalesez amosew owpma O 7 myd ep auemosisalesez amosew owpm @ ((SIN-DT1-D1L @) Sew Ijswoipjads  waloppelep z  0bamozoslo
1jeiforewolyd @ obsuozpemosdm 1 [amomisiemoxualo 1jeifolewolyd byluyossy obaueysAzn (£ 'sAY) ¢ ewsed ep Auemonsalalez Awmozoslo  wesborewolyd € /G 'sAY



Fo Fwoush 1 23 Wige, & n % :po: WO o %o 580 Be7 2 Bo = ©5BEBZ 00 55 X 258z 00 < —— N8B IINA 8 -f] ; ™
C8zo izo Waom o - nSN.,._oo >3fu/W to co | © W Buwouoll =8 am o = eim E 3B.- =8

B, Bo wl -_.mSmU B0 v ®2WS v— ObUAS “I__ v _Nﬁwpcocmsr.u & 3 OAUI:.._.U -8
& £ 3rf=2 B OB ® L1rnfn®. z .m,SA 3-0N

rr..EmmMow.tOu__u 2 2L O ~Ox OKYD 4 BBoslo OoBm. o o037l

T3 <t

S



25}
Mo WEOFZAMFQQJ:@U& o gy AO8 @, v ZQM%V&n&SSE wAEBBYE: N pw 0 o ©-NgegwolFy = mo %ﬂmr_
%S.f@ﬂ.EPA@f?OZ W o 2Oy UA.\/Alonql.mu.rO +]a0d 08 o wly 0@ N ZMNeh o g A oo < OLWm_
Semo S ) 1N 8 S DMoc NN @ oD8. @l EEOm\v%O * g PRz B .8 O Nw W_.Oor. E/O,Wn/mwule&EEOEm Ad - @ A

Di X ra E



4.4. Chromatograficzna i chemometryczna analiza ekstraktéw szatwii uzyskanych
metodg selektywnej ekstrakcji flawonoidow

Mimo ogromnej liczby roslin nalezacych do rodzaju Safoia i ich popularnosci,
dotychczas poswiecono stosunkowo niewiele uwagi ich analizie fitochemicznej.
Dopiero w niniejszej pracy przeprowadzono systematyczne badania wybranej, dos¢
duzej grupy réznych gatunkow szatwii. Przez wiele stuleci zyskaty one na znaczeniu
ze wzgledu na swoje wybitne walory terapeutyczne, kulinarne i dekoracyjne, jednakze
oficjalnie medycyna europejska dopuszcza tylko jeden gatunek szatwii, a mianowicie
szatwie lekarska (S. officinalis) do powszechnego stosowania.

Dobrze znanym faktem jest to, iz za lecznicze wiaSciwosci wielu roslin
odpowiedzialne sg zawarte w nich pewne grupy zwigzkow, do ktorych nalezg m.in.
flawonoidy. Zwigzki te gtdwnie oddziatujg z wolnymi rodnikami, cho¢ wykazujg takze
szereg innych wiasciwosci terapeutycznych.

Zatem jasnym staje sie wybdr badanych gatunkéw szatwii, popularnie
wystepujacych na terenie Srodkowej i potudniowej Europy, jak réwniez wybor analizy
ich frakcji flawonoidowych. Istotnym celem tej pracy byto m.in. wskazanie tych
gatunkéw szatwii, ktore moga konkurowa¢ pod wzgledem wysokiej zawartosci
flawonoidow z szatwig lekarskg. Posiadane przez nas ogolne informacje o badanym
materiale roslinnym zamieszczono w tabeli 30. Chcagc osiggngC postawiony cel
badawczy, przeprowadzono spektrofotometryczne oznaczenie sumy zawartosci
flawonoidéw w ekstraktach badanych gatunkow szatwii, ktore otrzymano na drodze
selektywnej ekstrakcji wedtug procedur farmakopealnych. Wyniki o0znaczen
spektrofotometrycznych przedstawiono graficznie w postaci diagramu stupkowego
na rysunku 59. Ta wstepna analiza umozliwita wyselekcjonowanie sposrod wszystkich
badanych prébek tych o najwiekszej procentowej zawartosci flawonoidéw. Ponadto
przeprowadzono analize chromatograficzng, ktéra pierwotnie miata na celu
potwierdzenie wynikow otrzymanych metodg spektrofotometryczna, jednakze wyniki
uzyskane technikag wysokosprawnej chromatografii cieczowej nie w petni potwierdzity
te otrzymane w spektrofotometrycznym oznaczeniu. Zrédta rozbieznosci miedzy tymi
dwiema odrebnymi analizami sg omoOwione w dalszej czeSci tego rozdziatu,
a dodatkowo w oparciu o chromatogramy HPLC/DAD frakcji flawonoidowych,
przeprowadzono analize poréwnawczg wszystkich badanych gatunkéw szatwii
wykorzystujac do tego celu metode analizy czynnikéw gtownych (PCA).
Przeprowadzona chemometryczna analiza danych pozwolita na wyciagniecie pewnych
wnioskow odnosnie do efektu sezonowoSci w skiadzie frakcji flawonoidowej
poszczegOlnych gatunkdw szatwii.
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Rys. 59. Poréwnanie procentowej zawartosci zwigzkéw flawonoidowych w przeliczeniu na suchg mase

materiatu roslinnego w 24 gatunkach szatwii zebranych w 2009 roku, w oparciu o wyniki uzyskane
technika spektrofotometryczna.



Poréwnujac chromatogramy selektywnie wyekstrahowanej frakcji flawonoidowej
otrzymane technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC/DAD)
dwudziestu czterech ekstraktow roznych gatunkéw szatwii zebranych w 2009 roku
stwierdzono, ze gatunkiem o najwiekszej ilosci rozdzielonych pikow (14 pikow)
i jednoczesnie o ich najwiekszej sumarycznej powierzchni (1244 mAVxmin) jest
S. nemorosa. Poréwnujac wzmankowane chromatogramy ze wzgledu na sumaryczng
wysokos¢ rozdzielonych pikdéw zaobserwowano, iz ten sam gatunek osiggnat rowniez
jedng z wyzszych wartoSci sumarycznej wysokosci pikow (18935 mAV).
W przeciwienstwie do gatunku S. nemorosa, chromatogram ekstraktu dla gatunku
S. cadmica charakteryzuje sie stosunkowo najmniejszg iloscig rozdzielonych pikow
(4 piki), a jednoczesnie ich sumaryczna powierzchnia i wysoko$¢ osiggnety jedne
z najnizszych wartosci wynoszac odpowiednio 630,4 mAVxmin oraz 1507,7 mAV.
W oparciu o otrzymane wyniki sposrod dwudziestu czterech gatunkow szatwii wybrano
pieC o najwiekszej sumarycznej powierzchni i/lub wysokosci rozdzielonych pikow.
Tymi gatunkami sg: S. amplexicaulis, S. azurea, S. forskahlei, S. hians oraz
S. nemorosa. Gatunkami o najmniejszej sumarycznej powierzchni i/lub wysokosci
rozdzielonych pikow okazaty sie: S. cadmica, S. nutans, S. officinalis, S. regeliana oraz
S. triloba. 1lo$¢ rozdzielonych pikéw oraz sumaryczne wartosci powierzchni
i wysokosci pikow dla dwudziestu czterech gatunkéw szatwii zamieszczono w tabeli
31

Na rysunku 60a zaprezentowano fingerprinty (w postaci chromatograméw
zarejestrowanych technikg HPLC/DAD) czterech gatunkéw szatwii o najwyzszych
sumarycznych warto$ciach powierzchni pikow oraz fingerprint ekstraktu szatwii
lekarskiej (S. officinalis). Chromatogram S. officinalis zamieszczono na rysunku
w celach poréwnawczych pomimo, iz sumaryczny procent flawonoidow w nigj
zawartych osiggnat jedng z nizszych wartosci. Wplyw na ten wybor miata
uprzywilejowana pozycja S. officinalis w medycynie tradycyjnej na terenie Europy.

Opierajac sie na  wspomnianych wczesniej wynikach analizy
spektrofotometrycznej (Rys. 59.) wskazano cztery gatunki jako te o najwiekszej
sumarycznej procentowej zawartosci flawonoidow, a mianowicie S. pratensis ssp.
Haematodes, S. glutinosa, S. staminea oraz S. triloba i poréwnano je z fingerprintami
chromatograficznymi dla tych gatunkow oraz dla S. officinalis (Rys. 60b). Uzyskany
dla ekstraktu S. officinalis chromatogram w peini potwierdzit wyniki analizy
spektrofotometrycznej, gdyz charakteryzuje sie on stosunkowo niewielkg liczbg
rozdzielonych pikéw (6 pikéw), jak rowniez ich niewielkg sumaryczng powierzchnig
(676,1 mAVxmin) oraz najmniejszg sumaryczng wysokoscig (1377,4 mAV).

Safoia  triloba jest takim gatunkiem szatlwii, ktéry w analizie
spektrofotometrycznej wykazat jedna z wyzszych procentowych zawartosci
flawonoidow, jednak na chromatogramie dla tego gatunku zaobserwowano jedynie
7 rozdzielonych pikow a ich sumaryczna powierzchnia i wysoko$¢ sg stosunkowo
niewielkie. Niemniej jednak wartosci te sg wieksze od wartosci uzyskanych dla gatunku
S. officinalis.

Z kolei analiza spektrofotometryczng przeprowadzona dla S. staminea wykazata,
ze jest ona gatunkiem o wyzszej zawartosci procentowej flawonoidow zaréwno
w stosunku do S. officinalis, jak rowniez w stosunku do S. triloba, co znajduje
bezposrednie potwierdzenie w wynikach uzyskanych technikg HPLC/DAD. Wprawdzie
na chromatogramie uzyskanym dla S. staminea odnotowano jedynie 9 rozdzielonych
pikéw jednak ich sumaryczne wartosci powierzchni i wysokosci sg najwieksze sposrod
pieciu analizowanych gatunkow.



Safoia glutinosa jest tym gatunkiem, ktory wykazat wyzszg zawarto$¢ procentowg
flawonoidow (analiza spektrofotometryczng) od trzech wcze$niej wymienionych
gatunkéw szatwii, jednakze analiza chromatograficzna nie potwierdzita w petni tych
wynikéw, bowiem na chromatogramie zaobserwowano tylko 8 rozdzielonych pikow,
ktorych sumaryczna powierzchnia i wysoko$¢ wynosity odpowiednio 895,8 mAVxmin
oraz 1630,3 mAV. Wartosci te byly nizsze wzgledem wartosci uzyskanych dla gatunku
S. staminea, ale wyzsze od wartosci otrzymanych dla gatunkow S. officinalis oraz
S. triloba.

Ostatnim analizowanym gatunkiem o najwiekszej procentowej zawartoSci
flawonoidéw (analiza spektrofotometryczng) jest S. pratensis ssp. Haematodes.
Na chromatogramie stwierdzono obecno$¢ 12 rozdzielonych pikéw, tj. najwiecej
sposrod pieciu porownywanych gatunkéw szatwii. Ich sumaryczna powierzchnia
i wysoko$¢ wynosity odpowiednio 903,4 mAVxmin oraz 1635,5 mAV.

Tab. 31. Poréwnanie liczby rozdzielonych pikéw oraz ich sumarycznej wysokosci i powierzchni
dla 24 gatunkéw szatwii zebranych w 2009 roku. Numery ekstraktéw octanowych sg zgodne
z numeracjg podang w tabeli 28.

. Sumaryczna Sumaryczna
. L|_czba WyS.OkOéé powierzchnia
Nr  Gatunek szatwii rozd;ilicll)(\),cych rozdpzillfcl,)(\)/\r;ych rozdzielonych_ pikow

[MAV] [MAVXmin]
1 S. amplexicaulis 7 1906,3 1038,2
2 S azurea 6 1856,3 1168,3
3 S. cadmica 4 1507,7 630,4
4 S. deserta 6 1666,3 740,8
5 S.forskahlei 8 2041,6 1238,3
6 S glutinosaa 8 1630,3 895,8
7 S. hians 1 1951,7 1009,0
8 S.jurisicii 13 1643,7 847,0
9 S. nemorosa 14 1893,5 12440
10 S Pratensis ssp. 12 1635,5 9034

Haematodes

11 S sclarea 5 1610,7 852,3
12 S. staminea 9 1980,8 948,0
13 S stepposa 9 1646,1 632,3
14 S tesguicola 9 1665,8 667,4
15 S. triloba 7 1586,4 669,4
16 S. verticillata 7 1711,7 878,8
17 S. officinalis 6 1377,4 676,1
18 S. lavandulifolia 9 1614,3 837,4
21 S. argentea 9 1634,1 981,5
22 S. austriaca 8 1561,0 930,0
23 S. nutans 7 1464,7 609,4
24 S regeliana 7 1487,9 806,6
25 S. superba 6 1993,5 886,4
28 S. pratensis 9 1600,7 927,6

4¢ stanowiska naturalnego w Ostrowsku, 3olska



a)

b)

Rys. 60. a) Poréwnanie chromatograméw HPLC/DAD pieciu gatunkow szatwii, ktére (z wyjatkiem
S. officinalis) posiadajg najwiekszg sume powierzchni pikdéw chromatograficznych (S. nemorosa,
S.forskahlei, S. azurea, S. amplexicaulis and S. officinalis). b) Poréwnanie chromatograméw HPLC/DAD
pieciu gatunkow szatwii, ktore (z wyjatkiem S. officinalis) posiadajg najwieksza, o0znaczong
spektrofotometrycznie sume zawartosci zwigzkéw flawonoidowych (S. pratensis ssp. Haematodes,
S. glutinosa, S. staminea, S. triloba. and S. officinalis) Chromatogramy a i b zarejestrowano przy dtugosci
fali Swietlnej X =254 nm.



Powodem rozbieznosci miedzy wynikami uzyskanymi spektrofotometrycznie,
a wynikami uzyskanymi technika HPLC/DAD jest przede wszystkim rdzna czuto$¢,
a takze rdézny charakter mierzonych wielkoSci przy pomocy zastosowanych metod
pomiarowych. Analiza spektrofotometryczng opierata sie na pomiarze absorbancji
ekstraktu przy dtugosci fali Swietlnej X =425 nm, i nastepnie na tej podstawie obliczano
sumaryczng procentowg zawarto$¢ flawonoidéw w przeliczeniu na hiperozyd. Ponadto
nalezy podkresli¢, ze na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw okazato sie,
ze procedura spektrofotometrycznego oznaczania zaréwno kwasow fenolowych, jak
i flawonoidow nie jest doskonata (rozdz. 4.1.). Dodatkowy powod rozbieznosci mogty
stanowi¢ inne niz flawonoidy substancje pochodzenia roslinnego zawarte
w analizowanych probkach szatwii, ktére zostaty wyodrebnione razem z flawonoidami
mimo zastosowania selektywnej ekstrakcji, a ktorych obecno$¢ zafatszowata
sumaryczny  wynik oceny spektrofotometryczne;. Tymczasem analiza
chromatograficzna technikg HPLC/DAD opiera sie na rozdziale mieszaniny zwigzkow
na pojedyncze indywidua chemiczne, a ponadto technika ta charakteryzuje
sie zdecydowanie wiekszg czutoScig od techniki spektrofotometrycznej. Zatem
podsumowujac, roznice wynikajgce z charakteru przeprowadzonych pomiaréw
z pewnoscig wynikajg z réznych zrodet powstawania biedow.

Uzyskany w niniejszych badaniach zbiér chromatograméw HPLC/DAD
zarejestrowanych dla wybranych gatunkow szatwii dla trzech okreséw wegetacyjnych
(lata 2007-2009) poddano réwniez analizie chemometrycznej. Analizowane
chromatogramy byty traktowane jako odciski palca, co oznacza, iz w toku analizy
chemometrycznej nie identyfikowano poszczeg6lnych pikéw, a chromatogram byt
traktowany jako cato$¢, ktéra w unikalny sposob charakteryzuje dang prébke.
W pierwszym kroku analizy chemometrycznej polepszono stosunek sygnatu do szumu
w poréwnywanych chromatogramach z zastosowaniem metody PALS. Zmniejszono
takze wplyw szumu na sygnat przez zastosowanie filtru Savitzky’ego-Golay’a.
Dla wszystkich analizowanych odciskéw palca przyjeto parametr kary w metodzie
PALS jako 107, a dla filtru Savitzky’ego-Golay’a przyjeto okno o szerokosci rownej 51.
Na rysunku 61 pokazano linie bazowe wybranych chromatograméw oraz sygnaty
zardbwno przed, jak i po usunieciu szumu oraz linii bazowej. Ostatnim krokiem
wstepnego przygotowania danych do analizy byto zastosowanie transformacji SNV.

Na projekcjach obiektow na ptaszczyzny wybranych czynnikoéw gtéwnych
przedstawionych na rysunku 62, widoczne sg trzy grupy gatunkéw szatwii. Bez trudu
mozna zauwazy¢, iz na obszarze pierwszego czynnika gtéwnego PCI, ktory opisuje
blisko 70% wariancji danych, probki szatwii zebrane w 2007 roku réznig sie od reszty
(Rys. 63). Rezultat ten osiggnieto przez zastosowanie metody DPLS [113],
co poprzedzito podziat wszystkich probek na zbiér modelowy oraz testowy przy
zastosowaniu algorytmu Kennarda i Stone’a [114], Algorytm ten umozliwia przypisanie
do zbioru modelowego, a wiec stuzacego do konstrukcji modelu i odpowiedzialnego
za jego moc predykcyjna, prébek reprezentujagcych wszystkie rodzaje wariancji
w danych. Zbior modelowy zawieral po 17 prébek z dwdch grup. Grupe pierwsza
stanowity probki z roku 2007, a grupe drugg probki z lat 2008 i 2009. Do zbioru
testowego odpowiedzialnego za sprawdzenie mocy predykcyjnej modelu, przypisano
pozostate probki. Z uwagi na ograniczong liczbe probek, zostata zastosowana procedura
walidacji  krzyzowej typu ,wyrzu¢ 3 obiekty”, celem okreSlenia optymalnej
kompleksowosci  konstruowanego modelu DPLS. Optymalna kompleksowos$¢
konstruowanego modelu DPLS dla tych danych wyniosta 3 czynniki ukryte (Rys. 64).
Do oceny dopasowania modelu do danych oraz mocy predykcyjnej skonstruowanego
modelu DPLS zastosowano parametr CCR, czyli procent poprawnie sklasyfikowanych



przez model probek z niezaleznego zbioru testowego, a ponadto obliczono
selektywno$¢ oraz specyficznos¢ (Tab. 32). Otrzymano nastepujgcg wartoS¢ parametru
CCR = 84,38% dla prébek z niezaleznego zbioru testowego. Oczywiscie pozadany
bytby wyzszy wynik, jednakze otrzymany wynik jest satysfakcjonujacy, kiedy ma sie
na uwadze, iz odnosi sie on do modelu konstruowanego dla probek pochodzenia
biologicznego, a wiec prébek cechujacych sie ztozonoscig i réznorodnosciag skiadu
chemicznego.

Tab. 32. Parametry modelu DPLS (SE - czutos¢, SP - specyficznos¢, CCR - procent poprawnie
sklasyfikowanych prébek odpowiednio dla zbioru modelowego i testowego).

Zbior modelowy  Zbior testowy

SE 94,18 88,00
SP 100 71,43
CCR 97,06 84,38

Podsumowujac, analiza spektrofotometryczng 24 ekstraktéw roznych gatunkow
szatwii zebranych w 2009 roku miata na celu miedzygatunkowe poréwnanie
procentowej zawartosci flawonoidéw oraz wyselekcjonowanie spo$réd badanych
gatunkéw tych o najwiekszej zawartosci, co bezsprzecznie udato sie osiagnaé. Mimo
pewnych rozbieznoSci miedzy wynikami uzyskanymi  spektrofotometrycznie
a wynikami uzyskanymi technikg HPLC/DAD, chromatogramy pieciu wybranych
gatunkow szatwii potwierdzity stusznos¢ wynikdw otrzymanych podczas analizy
spektrofotometrycznej. Na podstawie wstepnych  wynikéw, prezentowanych
w niniejszej pracy wydaje sie, iz wszystkie z czterech wybranych na podstawie analizy
spektrofotometrycznej gatunki szatwii, tj. S. pratensis ssp. Haematodes, S. glutinosa,
S. staminea oraz S. triloba moga z powodzeniem konkurowaé¢ z S. officinalis pod
wzgledem wiasciwosci terapeutycznych, szczegllnie takich, ktére sa zwigzane
ze znaczacg zawartoscig flawonoidow w materiale roslinnym. Przydatnos¢
postugiwania sie fingerprintami sporzadzonych ekstraktow poddanymi analizie
chemometrycznej zostata potwierdzona przez konstrukcje modeli matematycznych,
ktore umozliwity rozroznienie sezondéw zbioru badanych gatunkéw szatwii.
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Rys. 63. Skumulowany procent wariancji danych opisany przez kolejne czynniki gtéwne.

number of factors

Rys. 64. Wyniki krzyzowej walidacji przeprowadzonej w celu okrestenia optymalnej kompleksowosci
konstruowanego modelu DPLS.



5. Chromatograficzna i chemometryczna analiza ekstraktéw szatwii uzyskanych
metoda wielostpniowej ekstrakcji zwigzkdéw fenolowych

Celem przedstawionych w tym rozdziale badan byto wykazanie, iz analiza
spektrofotometryczng jest niewystarczajgca do oznaczenia z odpowiednig doktadnoscig
zawartosci  zwigzkéw fenolowych w materiale roslinnym. Dodatkowe badania
z wykorzystaniem innych technik analitycznych, takich, jak chromatografia
cienkowarstwowa i wysokosprawna chromatografia cieczowa z réznym rodzajem detekcji
miaty na celu potwierdzenie i uzupetnienie wynikdéw analizy spektrofotometrycznej.
Ponadto wyniki uzyskane technikami chromatograficznymi umozliwity kompleksowe
poréwnanie badanych gatunkow ziot z rodzaju Safoia i co bezposrednio za tym idzie,
pozwolity na wytypowanie gatunkow o najwiekszej zawartoSci zwigzkow biologicznie
czynnych, tj. zwigzkow fenolowych. Takie podejScie analityczne moze w przysztosci
umozliwi¢ uzycie wybranych gatunkéw szatwii do celow kulinarnych, a nawet leczniczych.

W pierwszym etapie badan dwadziescia trzy gatunki szatwii zebrane w 2009 roku
poddano dwém osobnym procedurom selektywnej ekstrakcji, otrzymujac w ten sposob
ekstrakty zawierajgce kwasy fenolowe i flawonoidy. Kolejnym krokiem byta analiza
spektrofotometryczng otrzymanych ekstraktow, ktdéra miata na celu oznaczenie procentowej
sumarycznej zawartosci zarébwno kwasow fenolowych, jak i flawonoidéw. Wyniki tej
analizy wraz z obliczonymi wartosciami odchylenia standardowego umieszczono w tabeli
33. Oprocz tego przedstawiono je graficznie przy pomocy diagraméw zamieszczonych
na rysunkach 65 a i b. Na podstawie otrzymanych wynikow wytypowano szeS¢ gatunkow
szatwii 0 najwiekszej procentowej zawartosci kwasow fenolowych, (tj. S. sclarea,
S. staminea, S. hians, S. verticillata, S. azurea i S. cadmica) oraz pie¢ gatunkow
0 najwiekszej procentowej zawartosci flawonoidow (S. staminea, S. pratensis ssp.
Haematodes, S. glutinosa, S. verticillata i S. triloba). Stwierdzono, ze wyniki otrzymane
dla szatwii lekarskiej (S. officinalis) sg nieco zaskakujace, gdyz sg one relatywnie niskie,
jak na jedyny gatunek nalezacy do tego rodzaju, ktdéry jest stosowany w medycynie
europejskiej. Mimo to, ten szczeg6lny gatunek poddano kolejnym etapom badan, gtownie
w celach poréwnawczych.

Wstepna selektywna ekstrakcja, a nastepnie analiza spektrofotometryczng
uzyskanych ekstraktow umozliwita wybdr gatunkow roslin o najwiekszej zawartosci
zwigzkow fenolowych. Jednak spektrofotometryczng ocena zawartosci tych zwigzkow byta
stosunkowo powierzchowna, gdyz zaréwno kwasy fenolowe, jak i flawonoidy wystepujg w
materiale roslinnym nie tylko jako wolne substancje, ale takze w réznych formach
zwigzanych. Dlatego kolejnym krokiem analitycznym byto zastosowanie wielostopniowej
ekstrakcji  zwigzkéw fenolowych dla wybranych na podstawie wynikéw analizy
spektrofotometrycznej gatunkow szatwii. Ostatecznie w tym procesie uzyskano szes$¢
roznych frakcji dla kazdego z dziesieciu badanych gatunkow szatwii, ktore nastepnie
poddano analizie technika chromatografii cienkowarstwowej oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowe;j.

Chromatografia cienkowarstwowa jest jedyng technikg chromatograficzng ktora
umozliwia prezentacje uzyskanych wynikow w postaci obrazow. Rozdziat
wielosktadnikowych ekstraktow roslinnych pozwala na otrzymanie chromatograméw, ktore
mozna uzna¢ za fingerprinty, gdyz zgodnie z definicja fingerprintu moze nim by¢ réwniez
chromatogram reprezentujacy cechy chemiczne badanej probki [182].

Wiekszo$C  opublikowanych  metod tworzenia fingerprintbw opiera  sie
na pojedynczym chromatogramie [183-186], jednak dzieki zastosowaniu wielostopniowej
ekstrakcji (schemat tej ekstrakcji przedstawiono na rysunku 66 a i b) uzyskano po szesc¢
roznych frakcji dla kazdego z dziesieciu badanych gatunkow zi6t, co w prostym rachunku



daje szesCdziesigt chromatograméw, ktére stanowig podstawe do ustalenia zaréwno
podobienstw, jak i réznic wsrdd poréwnywanych gatunkow roslin.

Celem wykazania przydatnosci zastosowanej wielostopniowej ekstrakcji zwigzkow
fenolowych na rysunkach 67 - 72 umieszczono chromatogramy dziesieciu badanych
gatunkow szatwii.

Analizujac  wszystkie uzyskane chromatogramy stwierdzono, iz rejestracja
chromatogramoéw przy dtugosci fali Swietlnej X - 366 nm umozliwia detekcje wiekszej
ilosci pasm w poréwnaniu z chromatogramami zarejestrowanymi przy dtugosci fali
Swietlnej X = 254 nm. Biorac pod uwage te obserwacje, w niniejszym rozdziale skupiono
sie na poréwnaniu i omowieniu uzyskanych wynikéw dotyczacych jedynie
chromatogramow zarejestrowanych przy dtugosci fali Swietlnej X = 366 nm. Dodatkowo
na chromatogramach frakcji WKF i AF dla niektérych gatunkéw szatwii stwierdzono
obecnos¢ czerwonych pasm, ktorych nie wliczano do sumarycznej ilosci rozdzielonych
pasm oraz nie wzieto pod uwage w omodwieniu wynikdéw, gdyz z duzym
prawdopodobienstwem pochodzg one od chlorofili. Ponadto poréwnujgc chromatogramy
wszystkich frakcji uzyskanych w wyniku przeprowadzenia wielostopniowej ekstrakcji
stwierdzono, ze roznig sie one miedzy sobg zarébwno pod wzgledem jakosciowym, jak
i ilosciowym, jednak to przede wszystkim rozny skiad chemiczny tych frakcji sSwiadczy
0 selektywnosci ekstrakcji wybranej do tego eksperymentu. Trafnie wybrana metoda
ekstrakcji umozliwita konstrukcje oraz kompleksowa analize zestawu osiemnastu réznych
fingerprintow dla kazdego z dziesieciu badanych gatunkéw szatwii, tj. szesciu
chromatograméw uzyskanych technikg chromatografii cienkowarstwowej oraz po szes¢
chromatograméw uzyskanych technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
odpowiednio z detekcjg DAD i ELSD.

Tab. 33. Sumaryczna procentowa zawarto$¢ kwaséw fenolowych i flawonoidéw dla 23 gatunkéw szatwii
zebranych w 2009 roku

Sumaryczna zawartos¢ Sumaryczna zawartos¢

Nr Gatunek szatwii kwasow fenolowych [%] flawonoidéw [%]
+ RSD [%1 + RSD [%]
1 S. amplexicaulis 0,730 + 0,032 0,629 +0,150
2 S. argentea 0,311 +0,035 0,308 +0,001
3 S. austriaca 0,182 +0,016 0,403 + 0,343
4 S. azurea 0,853 +0,143 0,277 +0,178
5 S. cadmica 0,821 £0,123 0,367 £ 0,074
6 S. deserta 0,749 £0,019 0,462 + 0,286
7 S. forskahlei 0,781 £0,077 0,675 £ 0,275
8 S. glutinosa 0,399 + 0,072 1,166 +0,341
9 S. hians 0,885 +0,133 0,510 £0,028
10 S. lavandulifolia 0,412 +0,050 0,900 + 0,264
11 S. nemorosa 0,537 +0,107 0,689 +0,401
12 S. nutans 0,132 +0,027 0,595 +0,108
13 S. pratensis 0,302 +0,012 0,760 +0,411
14 S. pratensis ssp. Haematodes 0,255 +0,018 1,204 +0,495
15 S. regeliana 0,666 + 0,049 0,589 + 0,223
16 S. sclarea 1,034 £0,092 0,716 +0,012
17 S. staminea 1,001 0,026 1,286 + 0,020
18 S. stepposa 0,443 0,018 0,784 £0,215
19 S. superba 0,779 + 0,082 0,748 +0,113
20 S. tesguicola 0,406 + 0,022 0,557 + 0,099
21 S. triloba 0,406 + 0,032 1,078 +0,132
22 S. verticillata 0,856 £0,120 1,160 + 0,001
23 S. officinalis 0,122 +0,009 0,708 £0,151
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W pierwszej kolejnosci analizie poddano chromatogramy uzyskane technika
chromatografii cienkowarstwowej. Na podstawie otrzymanych wynikow podjeto proby
wyboru gatunkéw najbogatszych w zwigzki fenolowe sposrdd szesciu badanych frakcji,
tj. WKF - wolnych kwaséw fenolowych, KKF - kwaséw fenolowych uwolnionych
w wyniku hydrolizy kwasowej, ZKF - kwaséw fenolowych uwolnionych w wyniku
hydrolizy zasadowej, AF - aglikonow flawonoidowych, GFO - niepolamych
glikozydow flawonoidowych i GFB - polarnych glikozydéw flawonoidowych,
kazdorazowo kierujgc sie barwa, iloScig oraz intensywnoscia rozdzielonych pasm.

Jako pierwsze poréwnano chromatogramy frakcji wolnych kwasow fenolowych
(WKF). Analizujgc otrzymane chromatogramy (Rys. 67.) zaobserwowano, iz trzy
stosunkowo najbardziej intensywne pasma zidentyfikowano we wszystkich badanych
gatunkach szatwii i mogg one zosta¢ uznane za markery chemotaksonomiczne
dla wszystkich gatunkéw. Na rysunku 67 pasma te zaznaczono czerwonymi strzatkami.
Wsrdd trzech wystepujacych we wszystkich badanych gatunkach szatwii pasm, dla tych
0 najnizszej wartosci wspotczynnika retardacji Rf, stwierdzono ich najmniejszg
intensywnos¢ na chromatogramach oznaczonych numerami 6 i 9, nalezagcymi
odpowiednio do gatunkéw S. azurea i S. glutinosa.

Najwiecej charakterystycznych pasm dla kazdego z badanych gatunkow ziot
zaobserwowano przy najnizszych i najwyzszych wartosciach wspétczynnika retardacji
Rf, co Zaznaczono na chromatogramach rézowymi klamrami. Dodatkowo dla gatunku
S. officinalis stwierdzono obecno$¢ jednego charakterystycznego pasma, jednak
wszystkie te pasma cechujg sie stosunkowo niewielkg intensywnoscia, zatem zawartos¢
wskazanych substancji w analizowanym materiale roslinnym jest stosunkowo
niewielka, co bezposrednio przektada sie na ich terapeutyczne dziatanie. Niemniej
jednak obecnos$¢ tych substancji jest szczegélnie wazna z chemotaksonomicznego
punktu widzenia, gdyz umozliwiajg one konstrukcje charakterystycznych fmgerprintow,
a co bezposrednio za tym idzie, systematyke tych roslin wiasnie ze wzgledu
na ich r6znorodny sktad chemiczny.

Najmniejszg iloS¢ rozdzielonych pasm stwierdzono na chromatogramach
oznaczonych numerami 1, 4, 6, i 9, nalezacych odpowiednio do gatunkow S. sclarea,
S. officinalis, S. azurea oraz S. glutinosa. Dodatkowo ostatnie dwa z wymienionych
gatunkdéw cechujg sie réwniez najmniejszg intensywnoscig tych pasm sposrod
dziesieciu badanych gatunkow szatwii. Jednak gatunkiem o najnizszej zawartosci
wolnych kwasoéw fenolowych jest S. azurea, bowiem tylko dla tej rosliny
na chromatogramie nie zaobserwowano pozostatych na linii startu nie rozdzielonych
substancji. Natomiast gatunkiem o najwiekszej ilosci oraz intensywnosci rozdzielonych
pasm jest S. cadmica, ktdrej chromatogram oznaczono numerem 7. Dla tego gatunku
zaobserwowano takze jedno charakterystyczne pasmo 0 stosunkowo znacznej
intensywnosci.

Jako drugie w kolejnosci poréwnano chromatogramy frakcji kwaséw
fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej (KKF). Analizujac otrzymane
chromatogramy (Rys. 68.) stwierdzono obecno$¢ dwdch pasm wystepujgcych
we wszystkich badanych gatunkach szatwii, ktére podobnie jak w przypadku frakcji
wolnych kwaséw fenolowych, moga zosta¢ uznane za markery chemotaksonomiczne.
Najmniejszg intensywno$¢ pasm oznaczonych numerem [l zaobserwowano
na chomatogramach dla gatunkdéw S. sclarea i S. officinalis. Z kolei dla pasm
oznaczonych numerem Il zauwazono, iz gatunkiem o nieco mniejszej intensywnosci
tego pasma jest S. officinalis, natomiast gatunkiem o najmniejszej jego intensywnosci
jest S. azurea. Pozostate gatunki szatlwii wykazaty podobng intensywnos$¢ pasm
oznaczonych zaréwno numerem Il, jak i numerem Ill. Ponadto zaobserwowano dwa



pasma wystepujace w wiekszosci omawianych zidt, z ktérych te o najnizszej wartosci
wspotczynnika retardacji Rp (oznaczone numerem 1), widoczne sg na chromatogramach
oznaczonych numerami 2 - 5 i 7 - 9, nalezacych odpowiednio do gatunkow
S. staminea, S. hians, S. officinalis, S. verticillata, S. cadmica, S. pratensis ssp.
Haematodes oraz S. glutinosa. Najwieksza intensywnos$¢ tego pasma odnotowano
dla gatunku S. glutinosa, natomiast najmniejszg intensywnosc dla gatunku S. officinalis.
Drugim pasmem wystepujagcym na wiekszosci chromatogramow jest pasmo
0 najwyzszej wartosci wspotczynnika retardacji Rf (oznaczone numerem 1V). Pasmo
to wystepuje na chromatogramach wszystkich gatunkéw z wyjatkiem tych oznaczonych
numerami 6 i 7, nalezacych odpowiednio do gatunkow S. azurea oraz S. cadmica.

Na chromatogramie gatunku S. cadmica widoczne sg dwa, a dla gatunku
S. azurea trzy charakterystyczne pasma, Kktorych obecnosci nie stwierdzono
na chromatogramach pozostatych gatunkéw szatwii i z uwagi na to substancje te moga
zosta¢ uznane za markery chemotaksonomiczne.

Gatunkami o najmniejszej ilosci oraz intensywnosci rozdzielonych pasm
sg S. sclarea, S. officinalis oraz S. triloba, ktorych chromatogramy oznaczono
odpowiednio numerami 1, 4 i 10. Natomiast najwiecej rozdzielonych pasm
zaobserwowano na chromatogramie oznaczonym numerem 5 nalezagcym do gatunku
S. verticillata, jednak wiekszo$¢ z tych pasm cechuje sie stosunkowo niewielka
intensywnoscig. Zatem chcac wybraC¢ gatunek o najwiekszej zawartosci kwasow
fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej wybrano gatunek na ktorego
chromatogramie widoczne byto o jedno rozdzielone pasmo mniej, lecz za to widoczna
byta wieksza ilos¢ pasm o stosunkowo duzej intensywnosci. Gatunkiem tym okazata
sie S. hians, oznaczona na chromatogramie numerem 3.

Jako trzecie w kolejnosci poréwnano chromatogramy frakcji kwasow
fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej (ZKF). Analizujac otrzymane
chromatogramy (Rys. 69.) stwierdzono obecnos¢ jednego pasma wystepujacego
we wszystkich badanych gatunkach szatwii, ktére podobnie jak w przypadku dwoch
poprzednich frakcji, mogg zosta¢ wuznane za markery chemotaksonomiczne.
Najmniejszg intensywno$¢ pasm oznaczonych numerem | zaobserwowano
na chomatogramach dla gatunkow S. azurea i S. pratensis ssp. Haematodes. Ponadto
zaobserwowano dwa pasma wystepujagce w wiekszosci omawianych ziot, z ktorych
te oznaczone numerem Il, widoczne sg na chromatogramach oznaczonych numerami
1- 6, 81 10, nalezacych odpowiednio do gatunkéw S. sclarea, S. staminea, S. hians,
S. officinalis, S. verticillata, S. azurea, S. pratensis ssp. Haematodes oraz S. triloba.
Najmniejszg intensywno$¢ tego pasma odnotowano ponownie dla gatunkéw S. azurea
i S. pratensis ssp. Haematodes. Drugim pasmem wystepujagcym na wiekszosci
chromatogramOw jest pasmo o0 najwyzszej wartosci wspotczynnika retardacji (/2+)
(oznaczone numerem IllI). Pasmo to wystepuje na chromatogramach wszystkich
gatunkow z wyjatkiem tych oznaczonych numerami 6, 7 i 9, nalezagcych odpowiednio
do gatunkdéw S. azurea, S. cadmica oraz S. glutinosa.

Na chromatogramie gatunku S. hians widoczne jest jedno, a dla gatunku
S. azurea cztery charakterystyczne pasma, ktérych obecnosci nie stwierdzono
na chromatogramach pozostatych gatunkow szatwii i z uwagi na to substancje te moga
zosta¢ uznane za wskazniki chemotaksonomiczne.

Gatunkami o najmniejszej ilosci oraz intensywnosci rozdzielonych pasm
sg S. cadmica, S. pratensis ssp. Haematodes oraz S. glutinosa ktorych chromatogramy
oznaczono odpowiednio numerami 7 -9 . Natomiast najwiecej rozdzielonych pasm
zaobserwowano na chromatogramie oznaczonym numerem 2 nalezagcym do gatunku
S. staminea.



Ponadto poréwnujac trzy analizowane frakcje kwaséw fenolowych stwierdzono,
iz najwieksza liczbe rozdzielonych pasm zaobserwowano na chromatogramach frakcji
kwasow fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej (czyli kwaséw
fenolowych zwigzanych estrowo), niniejszg liczbe dla frakcji kwaséw fenolowych
uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej (czyli kwaséw fenolowych zwigzanych
glikozydowo), a najmniejsza dla frakcji wolnych kwaséw fenolowych.

Jako czwarte w kolejnosci porownano chromatogramy frakcji aglikonow
flawonoidowych (AF). O ile poréwnujac chromatogramy wczesniej omowionych
frakcji wyznawano zasade jak z dzieciecego guizu ,,poréwnaj rysunki i znajdz réznigce
sie elementy” to w przypadku chromatogramdéw uzyskanych dla frakcji aglikonow
flawonoidowych widoczne sg one na pierwszy rzut oka (Rys. 70.). Nie stwierdzono
obecnos¢ ani jednego pasma wystepujacego we wszystkich lub w wigkszosci badanych
gatunkéw szatwii, co oznacza, ze kazdy chromatogram jest charakterystyczny
dla kazdego gatunku szatwii.

Najmniejsza ilos¢ i/lub intensywno$¢ rozdzielonych pasm zaobserwowano
na chromatogramach dla gatunkow S. verticillata oraz S. triloba ktdrych
chromatogramy oznaczono odpowiednio numerami 5 i 6. Z kolei gatunkiem
0 najwiekszej ilosci oraz intensywnosci rozdzielonych pasm jest S. cadmica oznaczona
numerem 10.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna stwierdzi¢, ze mimo niskiej
zawartosci aglikonéw flawonoidowych zawartych w badanej frakcji, stanowig one
najwiekszg podstawe do zr6znicowania badanych gatunkéw roslin.

Jako przedostatnie poréwnano chromatogramy octanowej frakcji glikozydow
flawonoidowych (GFO). Analizujgc otrzymane chromatogramy (Rys. 71.) stwierdzono
obecnos$¢ trzech pasm (oznaczonych numerami I, IV i V) wystepujacych we wszystkich
badanych gatunkach szatwii, ktére podobnie jak w przypadku innych frakcji, moga
zostaC uznane za markery chemotaksonomiczne. Najwiekszg intensywno$¢ pasm
oznaczonych numerem | zaobserwowano na chomatogramach dla gatunkow
S. pratensis ssp. Haematodes (2), S. glutinosa (3), S. officinalis (4) oraz S. cadmica
(10). Z Kkolei dla pasm oznaczonych numerem IV zauwazono, iz gatunkami
0 najmniejszej intensywnosci tego pasma sg S. officinalis (4), S. triloba (6) i S. azurea
(9). Natomiast pasma oznaczone numerem V charakteryzujg sie poréwnywalng
intensywnos$cig dla wszystkich dziesieciu gatunkow szatwii. Pasmo oznaczone
numerem |l nie jest widoczne na chromatogramach dla gatunkéw S. staminea (1),
S. verticillata (5) oraz S. azurea (9). Natomiast dla gatunku S. cadmica (10) pasmo to
wykazuje najwiekszg intensywno$¢. Drugim pasmem wystepujacym na wiekszosci
chromatograméw jest pasmo oznaczone numerem Ill. Pasmo to wystepuje
na chromatogramach wszystkich gatunkéw z wyjatkiem S. glutinosa (3). Ponadto
pasmo to wykazuje najwiekszg intensywnos¢ dla gatunkdéw S. staminea (1) oraz
S. sclarea (7)

Na chromatogramie gatunku S. glutinosa widoczne jest jedno charakterystyczne
pasma, ktdrego obecnosci nie stwierdzono na chromatogramach pozostatych gatunkow
szalwii i z uwagi na to substancja ta moze zostaC uznana za wskaznik
chemotaksonomiczny.

Gatunkiem o najwiekszejszej iloSci oraz intensywnosci rozdzielonych pasm jest
S. sclarea, ktdrej chromatogram oznaczono numerem 7.

Jako ostatnie porownano chromatogramy butanolowejj frakcji glikozydow
flawonoidowych (GFB). Analizujgc otrzymane chromatogramy (Rys. 72.) stwierdzono
obecno$¢ dwoch pasm (oznaczonych numerami I i 1) wystepujagcych we wszystkich
badanych  gatunkach  szatwii, ktore mogg zosta¢ uznane za markery



chemotaksonomiczne. Najwiekszg intensywno$S¢ pasm oznaczonych numerem |
zaobserwowano na chomatogramach dla gatunkéw S. pratensis ssp. Haematodes,
S. glutinosa oraz S. officinalis. Z kolei dla pasm oznaczonych numerem Il zauwazono,
iz gatunkami o0 znacznie mniejszej intensywno$ci tego pasma sg S. pratensis ssp.
Haematodes, S. officinalis, S. triloba oraz S. sclarea. Zaobserwowano réwniez jedno
pasmo wystepujace w wiekszosci omawianych zi6t, oznaczone numerem Ill. Pasmo
to jest prawie nie widoczne na chromatogramach dla gatunkéw S. pratensis ssp.
Haematodes, S. officinalis oraz S. triloba

Na chromatogramiach gatunkow S. pratensis ssp. Haematodes oraz S. cadmica
widoczne jest jedno, a dla gatunku S. glutinosa trzy charakterystyczne pasma, ktdrych
obecnosci nie stwierdzono na chromatogramach pozostatych gatunkéw szatwii
i z uwagi na to substancje te moga zosta¢ uznane za wskazniki chemotaksonomiczne.

Gatunkami o najwiekszewj iloSci oraz intensywnosci rozdzielonych pasm
sgS. cadmica, S. pratensis ssp. Haematodes, S. glutinosa, S. hians oraz S. azurea.
Chcac takze znalez¢ gatunek szatwii, ktérego sktad chemiczny jest najbardziej zblizony
do S. officinalis poréwnano chromatogramy wszystkich frakcji. Stwierdzono, ze dla
wszystkich trzech frakcji zawierajagcych kwasy fenolowe oraz dwoch frakcji
glikozydow flawonoidowych takim gatunkiem jest S. triloba. Fingerprinty uzyskane
dla tego gatunku wydajg sie by¢ najbardziej zblizone do profili chromatograficznych
S. officinalis.
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Uzyskany w niniejszych badaniach zbior chromatograméw HPLC/DAD
i HPLC/ELSD poddano nastepnie analizie chemometrycznej. Niestety podczas
wstepnego przygotowywania danych okazato sie, ze chromatogramy uzyskane przy
uzyciu detektora ELSD nie sg odpowiednim materiatem do dalszej analizy, gtdwnie
z powodu licznych przetadowan stezeniowych uktadu chromatograficznego.

Analizowane chromatogramy (DAD) byly traktowane jako odciski palca,
co oznacza, iz w toku analizy chemometrycznej nie identyfikowano poszczeg6lnych
pikow. Kazdy chromatogram uzyskany przy uzyciu detektora DAD stanowit wektor
0 dtugosci 3001 punktow, a zatem macierz miata wymiary 60 wierszy na 3001 kolumn
(Rys. 73). W pierwszym kroku analizy chemometrycznej usunieto z chromatogramow
roznice wynikajagce z linii bazowej. W tym celu zastosowano algorytm iteracyjnie
wazonej regresji penalizowanej [162] oraz regresje kwantylowg [187]. Ze wzgledu
na nieskomplikowang linie bazowg oba algorytmy dziataty bardzo podobnie, lecz
do dalszej analizy wybrano linie bazowa usunietg algorytmem iteracyjnie wazonej
regresji penalizowanej (Rys. 74.). Nastepnie z kazdego chromatogramu wycieto
fragment o indeksach 250 - 2550 (wcze$niejsze i poZniejsze fragmenty zawierajg samg
linie bazowa i nie majg w sobie uzytecznej informacji). Nastepnie sygnaty ztozono ze
sobg, tworzac maciez o 10 wierszach (gatunki szatwii) i 13806 kolumnach (wszystkie
chromatogramy ztozone ze sobg, Rys. 75.). Tak opracowane sygnaty poddano
naktadaniu celem niwelacji przesunie¢ w retencji, stosujac do tego algorytm PTW
(PTW - ang. Parametric Time Warping) [93]. Warping zastosowano po ztozeniu
sygnatow ze wzgledu na to, ze chromatogramy réznity sie znacznie ksztattem pomiedzy
frakcjami, a byly podobne w obrebie jednej frakcji miedzy gatunkami. Jako probke
referencyjng wybrano chromatogram majgcy najwyzszg srednig korelacje z pozostatymi
probkami [167]. W tym przypadku byta to probka Safoia hians. Natozone sygnaty
przedstawiono na rysunku 76. Nastepnie sygnaly te poddano analizie PCA. Dwie
pierwsze sktadowe wyjasniaty 45% wariancji, cztery pierwsze tgcznie - 69% wariancji.
Analiza wektoréw obcigzen (Rys. 77.) wykazata wyrazne trendy zwigzane ze zmianami
stezen poszczegdlnych zwigzkow dla czterech pierwszych gtéwnych sktadowych, za$
w przypadku pigtej gtéwnej skladowej wykres wektora obcigzen wykazywat juz
wyrazniejszy szum. Dlatego uznano, ze istotne réznice miedzy gatunkami mogg by¢
reprezentowane przez 4 niezalezne gtowne skladowe (Rys. 78 a i b). Na projekcji
wynikéw widoczne sg dwie probki, ktore sg oddalone od pozostatych probek. Sa
to ekstrakty S. staminea (probka 2 widoczna przy najwiekszej wartosci trzeciego
czynnika gtownego PC3) i S. azurea (probka 6 widoczna przy najwiekszej wartosci
czwartego czynnika gtownego PC4).

Podsumowujgc, przeprowadzona analiza chemometryczna umozliwita
znalezienie isotnych réznic miedzy dziesiecioma badanymi gatunkami szatwii, mimo
znacznych podobienstw chromatogramow w obrebie kazdej z analizowanych frakcji.
Zatem, stusznym wydaje sie stwierdzenie, iz wielostopniowa ekstrakcja potgczona
z analizg chromatograficzng jest dobrym narzedziem do  konstrukcji
charakterystycznych fingerprinbw, natomiast analiza chemometryczna uzyskanych
chromatograméw pozwala na ustalenie réznic w skiadzie chemicznym badanych
prébek, co jest istotne z punktu widzenia chemotaksonomii.
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Podsumowanie i wnioski

1.

Za najefektywniejszg metode ekstrakcji uznano te, w ktdrej materiat roslinny
najpierw ekstrahowano n-heksanem, a nastepnie metanolem, technikg
cisnieniowej ekstrakcji cieczowej (ASE).

Technika jednokierunkowej, izokratycznej chromatografii
cienkowarstwowej jest niewystarczajgca w przypadku analizy porownawczej
ztozonych prébek zawierajgcych zwigzki o roznej polamosci.

Na podstawie binarnych fmgerprintow HPTLC stwierdzono, iz profil
chemiczny gatunku S. triloba jest najbardziej zblizony do profilu
chemicznego S. officinalis. Porownujac zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
stwierdzono, ze S. officinalis charakteryzuje sie najwiekszg sumaryczng
powierzchnig rozdzielonych pikéw. Innymi gatunkami 0 znaczacej
sumarycznej powierzchni pikow sg: S. lavandulifolia, S. triloba,
S. nemorosa, S.jurisicii, S. azurea oraz S. atropatana. Natomiast gatunkami
0 najmniejszej sumarycznej powierzchni pikow okazaty sie S. sclarea,
S. deserta i S. staminea. Z kolei gatunkami o najwigkszej zawartosci kwasu
kawowego s3: S. officinalis, S. nemorosa, S. lavandulifolia, S. triloba,
S. azurea i S. jurisicii, podczas gdy gatunki S. lavandulifolia, S. jurisicii,
S. azurea, S. hians, S. pratensis ssp. Haematodes oraz S. nemorosa Wykazaty
najwiekszg zawarto$¢ kwasu />-kumarowego.

Konstrukcja binarnych fmgerprintow umozliwita analize ekstraktow
w szerokim spektrum polamosci a ponadto wydaje sie, ze metoda ta jest
najlepszym wyborem do konstrukcji charakterystycznych odciskow palca
dla badanych gatunkow szatwii.

Zastosowanie techniki GMD umozliwia analize ztozonych ekstraktéw
zawierajacych substancje o szerokim spektrum polamosci, gdyz pozwala
na porownanie wielu frakcji o odmiennych wiasciwosciach.

Technika MGD umozliwia rozdzielenie substancji roznigcych sie
polamoscig, jednakze w przypadku bardzo zitozonych préobek ilos¢
catkowicie rozdzielonych plamek jest o wiele mniejsza w poréwnaniu
do iloSci uzyskanej przy zastosowaniu techniki GMD.

Technika dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej na chemicznie
zwigzanej fazie stacjonarnej typu cyjanowego umozliwia uzyskanie
charakterystycznych ,,fmgerprintow” poszczegdlnych gatunkéw szatwii.
Problemem jest jednak granica wykrywalnosci poszczegolnych sktadnikow
probki, ktora jest mniejsza w przypadku zastosowania tej techniki. Jest
to spowodowane zmniejszajgcym sie stezeniem prébki przypadajagcym
na jednostke powierzchni adsorbentu w trakcie dwukierunkowego
rozwijania.

W przypadku wszystkich gatunkow szatwii najsilniejszy potencjat
antyoksydacyjny wykazat kwas rozmarynowy. Z kolei w przypadku
gatunkéw S. officinalis i S. atropatana silny potencjat antyoksydacyjny
wykazat kwas kawowy, natomiast najmniejszg aktywno$¢ antyoksydacyjng
wykazat ekstrakt S. deserta.

Na podstawie poréwnania binarnych fmgerprintéw HPLC-DAD i HPLC-
ELSD stwierdzono, ze mimo widocznych réznic sezonowych, dla kazdego
z badanych gatunkéw szatwii udato sie uzyska¢ charakterystyczne
fingerprinty.



10.

11.

12.

13.

14.

Analiza czynnikéw gtéwnych (PCA) umozliwita wytypowanie sposrod
dwudziestu badanych prébek, dwdch znacznie réznigcych sie skiadem
chemiczynym, mianowicie S. glutinosa i S. officinalis. Unikalno$¢ probki
S. glutinosa mozna wyjasni¢ obecnoS$cig intensywnego piku przy czasie
retencji (Ir) wynoszacym 18,75 min., natomiast dla probki S. officinalis jest
to obecnos¢ piku o stosunkowo duzej intensywnosci przy czasie retencji
wynoszacym 11,92 min.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze procedura
spektrofotometrycznego oznaczania zaréwno sumy kwasow fenolowych, jak
i sumy flawonoidow nie jest doskonata.

Zastosowanie fazy stacjonarnej typu Cis podczas analizy ID TLC-MS oraz
2D TLC-LC-MS okazato sie najlepszym wyborem adsorbentu
dla  grupowego rozdziatu kwasow  fenolowych, selektywnie
wyekstrahowanych z S. lavandulifolia oraz do identyfikacji sktadnikéw tego
ekstraktu z uzyciem substancji wzorcowych.

Ponadto z wynikow uzyskanych przy zastosowaniu chromatografii
cienkowarstwowej wynika, ze ekstrakt S. lavandulifolia zawiera kwas
chlorogenowy, ktérego wczesniej nie zidentyfikowano w tym konkretnym
gatunku. Na podstawie fingerprintowania zaréwno w normalnym jak
i odwréconym uktadzie faz przy uzyciu spektrometrii masowej ekstraktow
zawierajacych zwigzki fenolowe, pokazano, ze wstepny rozdziat ekstraktow
(TLC), a nastepnie wykorzystanie dwoch wariantéw analizy, tj. ID TLC-MS
oraz 2D TLC-LC-MS, dostarcza wielu informacji, ktére moga byc¢
wykorzystane w chemotaksonomi, jak réwniez moga postuzy¢ do celéw
identyfikacyjnych roslin.

Analiza spektrofotometryczng 24 ekstraktow roznych gatunkow szatwii
zebranych w 2009 roku miata na celu miedzygatunkowe poréwnanie
procentowej zawartosci flawonoidow oraz wyselekcjonowanie sposrod
badanych gatunkdéw tych o najwiekszej zawartosci, co bezsprzecznie udato
sie osiggng¢. Mimo pewnych rozbieznosci miedzy wynikami uzyskanymi
spektrofotometrycznie a wynikami uzyskanymi technika HPLC/DAD,
chromatogramy pieciu wybranych gatunkéw szatwii potwierdzity stusznosc¢
wynikow  otrzymanych  podczas  analizy  spektrofotometryczne;.
Na podstawie wstepnych wynikéw, prezentowanych w niniejszej pracy
wydaje sie, iz wszystkie z czterech wybranych na podstawie analizy
spektrofotometrycznej gatunki szatwii, tj. S. pratensis ssp. Haematodes,
S. glutinosa, S. staminea oraz S. triloba moga z powodzeniem konkurowac
z S. officinalis pod wzgledem wiasciwosci terapeutycznych, szczegdlnie
takich, ktore sg zwigzane ze znaczgca zawartoscig flawonoidéw w materiale
roslinnym.

Mimo stosunkowo niewielkiej zawartosci zwigzkéw frakcja aglikonow
flawonoidowych (AF) wykazuje najwieksze zroznicowanie wsrod badanych
gatunkéw szatwii. Ponadto fmgerprinty frakcji WKF, KKF, ZKF, GFO
oraz GFB uzyskane dla gatunku S. triloba wydajg sie by¢ najbardziej
zblizone do profili chromatograficznych S. officinalis. Analiza czynnikow
gtdbwnych (PCA) umozliwita wytypowanie sposrod dziesieciu badanych
prébek, dwdch znacznie roznigcych sie sktadem chemiczynym, mianowicie
S. staminea i S. azurea.
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Optimization ofthe double development mode by thin-layer
chromatography applied to separation ofthefraction ofphenolic
acids andflavonoidsfrom the extracts ofSafaia officinalis L.

Optymalizacja sposobu podwdéjnego rozwijania w chromatografii cienkowarstwowej
zastosowanego do rozdzielenia frakcji fenolokwaséw i flawonoidéw z ekstraktdw szatwi lekarskiej
(Salvia officinalis L)

INTRODUCTION

Salvia officinalis L. folium is a commonly used plant materiat as antiseptic and adstringens
drug. Moreover, it has antiviral, antihydroticum and antilactative properties. Because of its wide
biological activity, the quality control is an important task for this plant drug.

Chromatographic studies of the plant extracts are connected with the chemical tests of herbal
medicinal products from various points of view: their identity, composition, standardization, toxicity
etc. Thin-layer chromatography plays an important role in the medicinal plant research as a rapid and
low-cost method, enabling direct comparison of several samples simultaneously. It is also wide [3],

TLC can also be applied in a number of special development modes such, as multidimensional
development, unidimenssional multiple development (UMD), incremental multiple development
(IMD), gradient multiple development (GMD), etc. [7]. Ali these methods improve resolution of the
components, because each consecutive development results in band re-concentration and, thus, it
enhances the efficiency of the separation [5, 7],

It was the aim of this study to demonstrate an impact of the development distance in the first
development run, when applying the double development mode to the separation of the fraction of
phenolic acids and flavonoids derived from the different samples of the medicinal plant sage (Salvia
officinalis L.). This study was inspired by the article by Soczewinski et al. [6], also devoted to the
application of the double development mode to phytochemical research.

EXPERIMENTAL DESIGN

SAMPLE PREPARATION

In the thin-layer chromatographic experiment we used dried leaves of the medicinal plant
sage (Sahia officinalis L). Two different commercial samples of the sage teabags were prepared by



the two manufacturers (further denoted as Manufacturer 1 and Mufacturer 2) and acquired from a
local drugstore. Extracts from the sage leaves were prepared according to the procedure originally
described by Pieroni et al. [4], although considerably modified in our laboratory. The main traits of
our modification were (i) introducing two extractions of the plant materiat with «-hexane instead
of one extraction recommended in [4]; and (ii) changing the sequence of the solvents used for the
extraction (in our procedure, double extraction with «-hexane is made first and then it is followed by
the extraction with chloroform).

An averaged sample of the dried and ground sage leaves (10 g) was in both cases obtained from
a package of 30 sage teabags (each containing ca. 1.2 g dried leaves and making a total amount of ca.
36 g). Firstly, all the teabags were emptied onto a glass dish. Then the leaves were carefully mixed
and a portion of 10 g was weighed. To this portion, 200 mL n-hexane was added, and the entity was
placed in a round-bottomed fiask and vortexed for 24 h at ambient temperature. Then the sage leaves
were filtered and again extracted with n-hexane (100 mL), applying the same working conditions (in
terms of duration and temperature) as before. Double extraction with n-hexane was meant to remove
chlorophyll from the samples.

After evaporation of «-hexane, the filtered sage leaves were extracted with 100 mL chloroform,
by placing the leaves and the solvent in the round-bottomed fiask and vortexing its contents for 24
h at ambient temperature. The chloroform extract was evaporated to dryness and the obtained dry
matter was treated with 10 mL methanol. The obtained solution was separated from an insoluble
residue by centrifugation and then analyzed by means of thin-layer chromatography (TLC).

THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY (TLC)

The chromatograms were developed on the commercial glass plates (20 cm x 20 cm) precoated
with the 0.25-mm thick silica gel 60 F2} layer (Merck KGaA, Darmstadt, Germany; cat. #1.05715).

Extracts obtained from the two different sage batches were spotted on to the chromatographic
plates in the aliquot of 5 nL spot-1 On each plate eight extract samples were placed at the distance
of 2 cm from one another, i.e., four samples of extract 1 and four samples of extract 2. The
development was carried out in the ascending mode, using the classical Desaga chromatographic
chambers (Heidelberg, Germany) prior to each of the two developments saturated for 30 min with
the mobile phase vapors. The investigated extracts underwent the two-stage development. In the
first development run, we used six chromatographic glass plates, each one developed to a different
distance (2 cm, 3 cm, 4 cm, 5 cm, 6 cm, and 7 cm). As a mobile phase, we used the temary mixture
composed of ethyl acetate - formie acid - water (85:15:0.5, v/v), denoted as a mobile phase 1 [6].
Then the chromatograms were dried for 2 h at ambient temperature and again they were developed
to the distance of 15 cm with the temary mixture of lesser elution strength than before, composed of
dichloromethane - ethyl acetate —formie acid (85:15:0.5, v/v) and denoted as mobile phase 2 [6]. All
the aforementioned experiments were repeated twice.

To better demonstrate the usefulness of the employed double development mode with the two
temary mobile phases of the different elution strength, we additionally developed the investigated
sage extract samples to the distance of 15 cm, separately using the first and the second temary mobile
phase in the single development mode.

SCANNING DENSITOMETRY

The fingerprint densitograms were acauired with a Desaga Model CD 60 densitometer eguipped
with Windows-compatible ProQuant software. Concentration profiles of the scanned lines were



recorded in UV light from the mercury lamp (in the reflectance mode) at 340 nm. The dimensions of
the rectangular light beam were 2.0 mm * 0.1 mm. The obtained concentration profiles are shown in
Figs 1-4 and Fig. 6.

Different development distances in the first development run considerably affected an overall
separation guality. To make a comparison of the finat (i.e., obtained after the second development
run) separations easier, we calculated the numerical values of resolution, Rs, given by the following
relationship [2]:

Rs = 7~~" (»>
0.5(w, + w2)

where zt and z2are, respectively, the distances from the start to the two neighbouring peak maxima
(1 and 2), and Wj and w2are the bottom-line widths of these profiles.

VIDEO DENSITOMETRY

The chromatograms were additionally scanned at the wavelength X = 254 nm with the use of
the Chromimage flatbed scanner (manufactured by AR2i, Le Plessis Robinson, France), to save the
videoscans of the whole chromatograms; the selected examples are shown in Fig. 5.

RESULTS AND DISCUSSION

Examples of our experimental results in the form of the fingerprint densitograms are shown in
Figs 1 and 2. These figures represent the seans recorded after the second deyelopment run, and yet
they clearly mirror an impact exerted on an overall resolution by the different development distances
in the first deyelopment run. In Tables 1 and 2, the calculated numerical values of resolution (Rs) for
the neighbouring peaks from Figs 1and 2 are given (labeled by the consecutive peak numbers).

cm

Figure 1 Densitograms of the chloroform extract of Salvia officinalis L. originating from
Manufacturer 1. The deyelopment distance in the first run was egual toA- 2cm,B- 3cm,C- 4
cm, D- 5cm, E- 6 cm, and F- 7 cm, and in the second run it was 15 cm



cm

Figure 2. Densitograms of the chloroform extract of Salvia officinalis L. originating from
Manufacturer 2. The development distance in the first run was egual to A- 2cm, B - 3 cm,
C-4cm,D-5cm, E- 6 cm, and F- 7 cm, and in the second run itwas 15 cm

Table 1. Numerical values of resolution (R”) for the chloroform extract of Sahia officinalis L.
originating from Manufacturer 1. The column marked grey denotes the best separation obtained.
The development length in the first run was egual to 2 cm, 3¢cm, 4 cm, 5 cm, 6 cm, and 7 cm,
and in the second run it was 15 cm

Pair of peaks Rs
2cm 3cm 4cm 5cm 6cm 7cm
1-2 1.40 1.24 131 0.00 0.00 0.00
2-3 0.63 089 0.77 1.04 0.74 0.90
3-4 0.80 0.93 0.94 0.99 1.02 0.00

Table 2. Numerical values of resolution (Rj) for the chloroform extract of Sahia officinalis L.
originating from Manufacturer 2. The column marked grey denotes the best separation obtained.
The development length in the first run was egual to 2 cm, 3cm, 4 cm, 5 cm, 6 cm, and 7 cm, and
in the second run it was 15 cm

Pair of peaks Rs
2cm 3cm 4cm 5cm 6 cm 7cm
1-2 1.52 1.35 131 1.32 1.29 0.83
2-3 111 0.97 1.19 096 0.61 0.00
3-4 0.63 0.64 0.80 0.75 0.83 0.72
4-5 0.70 1.00 0.90 0.00 0.00 0.00

In Figs 3 a, b, for the sake of example, we showed the finat (i.e. obtained after the second
development run) montage videodensitograms corresponding to Figs. 1 and 2, respectively, for the
two chloroform extracts of Sahia officinalis L. (originating from Manufacturer 1and Manufacturer
2), in the first run developed to the distances of 2 cm, 3 cm, 4 cm, 5¢cm, 6 cm, and 7 cm, and in the
second run to the distance of 15 cm.
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Figure 3. Montage videoscans of the chloroform extract of Sahia officinalis L. originating from (a)
Manufacturer 1and (b) Manufacturer 2, recorded at the wavelength X = 254 nm. The deyelopment
distance in the first run was equal to A- 2cm,B- 3cm,C- 4cm,D- 5cm, E- 6 cm,
and F- 7 cm, and in the second run itwas 15 cm

In Fig. 4. we showed the densitograms of extracts 1 and 2, separately chromatographed in the
single deyelopment mode with mobile phase 1 (more polar) and mobile phase 2 (less polar). This
additional experiment was meant to demonstrate (i) how important the right choice of the elution
strength is in the case ofa mixture of analytes differing in polarity and (ii) that multiple deyelopment
(in our case, the simplest double deyelopment mode) can be a right practical solution of this “generat
chromatographic problem”. From the plots shown in Fig. 4 it appears that the elution strength of
mobile phase 1was too high and, as a result, hardly any decent separation was achieved. Instead, on
the densitogram most extract components appeared too close to the front line. On the contrary, the
elution strength of mobile phase 2 was two low and, as a result, the fingerprint profiles of the sage
samples tumed out too diffuse.

Visual inspection of the densitograms and the videoscans shown in Figs. 1-3 gives evidence of
the following facts: (i) The fingerprint profiles of the chloroform extracts ofthe sage (Salvia officinalis
L.) leaves originating from the two different plant batches apparently differ in quantitative terms (and
probably in qualitative terms as well); (ii) The deyelopment distance in the first deyelopment run
exerts a perceptible impact on the obtained fingerprint profiles.

A comparison of the numerical data presented in Tables 1 and 2 remains in a good agreement
with the above statement. With the samples of the sage extract developed in the second run 15 cm
high, the optimum resolution was obtained for the first run either 3 cm high (Manufacturer 1), or 4
cm high (Manufacturer 2).



Figure 4. Densitograms of the chloroform extract of Sahia officinalis L. originating from
Manufacturer 1 and 2. A - Manufacturer 1, mobile phase 1; B - Manufacturer 1, mobile phase
2; C- Manufacturer 2, mobile phase 1; D - Manufacturer 2, mobile phase 2. In all cases the
development distance was 15 cm

CONCLUSIONS

On the basis of the obtained experimental results it can be stated that the double development
mode (with the two mixed mobile phases of a different elution strength) proposed by Soczewinski et
al. [6] can provide a successful separation of the fraction of phenolic acids and flavonoids contained
in the extracts of Sahia officinalis L.

From visual inspection of the densitograms and from the numerical Rs values it can further be
stated that even in the case of one botanical species, differences among the fingerprint layouts of the
densitograms inherent of the different plant samples can be considerable. Thus it is rather impossible
to in advance declare the optimum development distance in the first (and the second) development
run. Hence, it is recommendable that the development distances are in each individual separation
case optimized separately, for this purpose directly using the plant materiat of interest.
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supplying the TLC plates used in our experiments. The authors wish to thank the AR2i Company (Le
Plessis Robinson, France) for supplying the Chromimage video densitometer and the Galaxie-TLC
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SUMMARY

In this paper we discuss an important issue of the development distance and the choice of
eluents in the first and the second runs when using the double development mode of thin-layer
chromatography (TLC). This mode is particularly well suited for the separation of the plant extracts
carried out in phytochemistry when we intend to obtain the accurate fingerprint profiles of the sample
composition with a mixture of analytes of different polarity. For the sake of example, we present an
attempt on optimization of the development distance in the first development run upon an example
of the two batches of the dried sage (Sahia officinalis L.) leaves originating from the two licensed
sources and commercially distributed through the local drugstores. These two batches undergo an
identical extraction procedure with chloroform and then the obtained extracts are double developed
by means of TLC with two consecutive liguid temary mixtures (eluent 1 and eluent 2) used for the
separation of phenolic acids and flavonoids. The composition and seguence of these two eluents
are taken from the literature. It is demonstrated that the difference in the fingerprint profiles of
the fraction of phenolic acids and flavonoids originating from the different plant batches makes it
virtually impossible to elaborate a generat optimization procedure applicable to all Sahia officinalis
L. samples. Instead, it is recommended that the optimization procedure is carried out for each given
sage materiat separately.

STRESZCZENIE

W pracy przedyskutowano wazng kwestie dystansu i wyboru eluentéw w pierwszym i drugim
rozwijaniu, gdy zastosowano metode podwdjnego rozwijania w chromatografii cienkowarstwowej.
Metoda ta jest szczeg6lnie odpowiednia do rozdzielenia ekstraktéw roslinnych w fitochemii,
gdy zamierzamy uzyska¢ doktadny profil sktadu prébki (fingerprint) zawierajacej mieszanine
analitéw o zréznicowanej polamosci. Jako przyktad prezentujemy prébe optymalizacji dystansu
pierwszego rozwijania partii wysuszonych lisci szatwi (Sahia officinalis L.) pochodzacych z dwu
licencjonowanych Zrédet i rozprowadzanych handlowo przez lokalne apteki. Te dwa materiaty
ro$linne zostaty poddane identycznej procedurze ekstrakcji chloroformem i uzyskane ekstrakty byty
podwdjnie rozwijane technikg TLC przy uzyciu dwu nastepujacych po sobie tréjsktadnikowych
ciektych mieszanin (eluentu 1 i eluentu 2), uzytych do rozdzielenia kwaséw fenolowych
i flawonoidéw. Skiad i sekwencja uzytych eluentéw byty wziete z literatury. Pokazano, ze réznica
w ,.fingerprintowych” profilach frakcji kwaséw fenolowych i flawonoidéw ro$lin pochodzacych
z réznych zroédet czyni wiasciwie niemozliwym opracowanie ogélnej procedury optymalizacji do
zastosowania dla wszystkich prébek szatwi, natomiast sugeruje sie, ze procedura optymalizacji
powinna by¢ przeprowadzana dla kazdej partii szatwi oddzielnie.






Journal of Liguid Chromatography & Related Technologies*1 32: 1223-1240, 2009
Copyright © Taylor & Francis Group, LLC

ISSN: 1082-6076 print/1520-572X online

DOI: 10.1080/10826070902854607

TLC-Based Start-to-End Method of Analysis of
Selected Biologically Active Compounds Contained
in Common Sage (Sahia officinalis L.)

Gabriela Grygierczyk,1 Mieczystaw Sajewicz,1 Dorota Staszek,1
tukasz Wojtal,1 Monika Waksmundzka-Hajnos,2 and Teresa Kowalskal

‘institute of Chemistry, Silesian University, Katowice, Poland
2Department of Inorganic Chemistry, Medical University of Lublin,
Lublin, Poland

Abstract: Common sage (Sahia officinalis L.) isan herb native to the Mediterranean
region and nowadays is cultivated in many parts of the world. This plant has been
known and utilized for hundreds of years in natural medicine, due to its curative
properties and good performance in combating various diseases. In spite of its
well recognized curative potential, the chemical composition of common sage is
far from being sufficiently explored, and research is needed in the areas of phyto-
chemistry and pharmacognosy to better scrutinize its constituents and therapeutic
properties. It was the aim of this study to elaborate a start-to-end approach to
extraction and chromatographic separation of the compounds contained in com-
mon sage, based on thin layer chromatography with densitometric detection and
preparative layer chromatography, additionally supported by high performance
liquid chromatography with diode-array detection and head-space gas chromato-
graphy with mass spectrometry detection. This approach was meant to enable an
effective fingerprint analysis, focused mainly on flavonoids, phenolic acids, and
terpenes, of the common sage samples, and its performance was demonstrated
by analysis of a commercially available common sage tea preparation.
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INTRODUCTION

Common sage (Sahia officinalis L.) originates from the Mediterranean
region, where it grows wild and is gathered from natural stands. It is also
cultivated in Central and East European countries. Pharmacopoeial
materiat consists of leaves and leaf tops of the sage sprouts with a det-
ermined content of essential oil (1.0-2.5% w/w). Essential oil of sage
contains thujone, cyneol, camphor, bomeol, pinene, and other com-
ponentsJI Moreover, plant materiat contains diterpenes (camosol,
carnosolic acid, and rosmanol); triterpenes (oleanolic acid, ursolic acid,
and germanicole); and catechine tannins and flavonoids, mainly the
apigenine and luteoline derivatives.m

Common sage has a long history of effective medicinal use, and it is
an important domestic herbal remedy for disorders of the digestive sys-
tem. Its antiseptic gualities make it an effective gargle for the mouth
and gums, with an additional effect of pain reliefix S. officinalis is
reported to have a wide range of biological activities, i.e., anti-bacterial,[g
fungistatic, virustatic,i13 astringent, eupeptic, and anti-hydrotic,[L4] and
anti-inflammatory.[5] Water soluble polysaccharides from S. officinalis
possess immunomodulatory activity, and there are also reports avail-
able on the hypoglycaemic effects of sage.[7] Sage leaves are well known
for their anti-oxidative properties[8 11] and hence, they are used in the
food processing industry. Moreover, sage has been recognized over the
centuries as a restorative for lost or declining mental function,i2 141
and for the antimutagenic activity of its extracts.[1516

Essential oil from the sage leaves is used in perfumery, in hair sham-
poos, and as a food flavoring. It is a very effective perfume “fixer’, and it is
used to flavor toothpastes and as an additive in bio-activating cosmetics.

Chromatographic methods are often used for examination and stan-
dardization of plant materiat derived from sage. In recent years, however,
the principal attention of scientists has been focused on S. miltiorrhiza
and on its active compounds, tanshinones. Published papers dealing with
the liguid chromatography of S. miltiorrhiza are abundant, and applica-
tions of thin layer chromatography (TLC) are given in other articlesJiz,is1
The volatile fraction of S. officinalis has often been examined by means
of gas chromatographyu-211 and TLC.[223] Application of TLC to the
separation and identification of diterpenes,[24 2s1 flavonoids, and/or
phenolic acidsfii,271 contained in sage has seldom been reported.

The aim of this research was to elaborate a start-to-end approach to
extraction and chromatographic separation of the selected compounds
contained in common sage (i.e., phenolic acids, flavonoids, and terpenes),
based on thin layer chromatography with densitometric detection (TLC/
densitometry) and preparative layer chromatography (PLC), additionally
supported by high performance liguid chromatography with diode-array



detection (HPLC/DAD), and head-space gas chromatography with mass
spectrometry detection (HS-GC/MS).

EXPERIMENTAL
Materials and Reagents

We used dried common sage leaves commercially available from drug-
stores and suppliers of botanical nutritional supplements. An average
sample of dried and ground common sage leaves (5 and 10g) was
obtained from a package of 30 sage teabags (each containing ca. 1.2g
ofdried leaves and making a total amount of ca. 36 g). Firstly, all teabags
were emptied into a glass dish. Then the leaves were carefully mixed, and
portions of 5 and 10g were weighed.

For extraction and liguid chromatography, chloroform, methanol,
n-hexane, toluene, and I,4-dioxane were used (all solvents were of ana-
lytical purity grade and manufactured by POCh, Gliwice, Poland). For
identification purposes, we utilized solutions of standard phenolic acids
and flavonoids listed in Table 1 (manufactured by the firm Roth,
Karlsruhe, Germany).

Extraction
Traditional Extraction

Ten g of ground common sage leaves and 200mL of n-hexane were
placed in a round bottom reaction fiask eguipped with a reflux cooler,
and the contents were vortexed for 24h at ambient temperature
(22 + 2°C). The leaves were filtered, a fresh amount of 100mL «-hexane
was added, and, again, the contents were vortexed for 24 h at ambient
temperature. «-Hexane extracts were discarded, as the aim of this extrac-
tion step was to remove chlorophyll from the sage sample (this natural
pigment negatively affects further analysis due to its abundance and
intensive color). The sage leaves were filtered, dried, treated with I00OmL
of chloroform, and vortexed for 24 h at ambient temperature. The chloro-
form extract was evaporated to dryness in a stream of air. The obtained
dry residue was dissolved in 10mL of methanol and centrifuged.[28] The
decanted methanol solution was passed through an Anotop syringe
filter, filled with aluminium oxide adsorbent (barrel diameter 25 mm,
average particie diameter 0.02 (im; Merck KGaA, Darmstadt, Germany,
cat. no. 11320). The decanted and additionally filtered solution was
ready for TLC analysis.



Table 1. The retardation factor (RPF) values for standard
compounds used in TLC [stationary phase, silica gel; mobile
phase, toluene - dioxane, 7:2 (v/V)]

Standard compound RP
Vanillic acid 0.48
Caffeic acid 0.21
fra/u-Cinnamic acid 0.54
Syringic acid 0.37
Rosmarinic acid 0.04
«i-Coumaric acid 0.39
0-Coumaric acid 0.38
p-Coumaric acid 0.36
Chlorogenic acid 0

Gallic acid 0.24
w-Hydroxybenzoic acid 0.16
/>-Hydroxybenzoic acid 0.19
Ellagic acid 0.10
Protocatechuic acid 0.23
Isovanillic acid 0.35
Ferulic acid 0.40
Apigenine 0.29
Luteoline 0.16
Myricetine 0.03
Quercetine 0

Quercitrine 0

Isoguercitrine 0

Rutine 0

Kaempferol 0.37
Hyperoside 0

Apigenine glucoside 0.27
Kaempferol glucoside 0

Luteoline glucoside 0.17
Hesperetine glucoside 0

Accelerated Solvent Extraction (ASE)

Extraction was carried out according to the three different working
procedures in an ASE 200 model accelerated solvent extraction unit
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA). The operating parameters valid for each
individual procedure are given in Table 2.

Each extract obtained with use of the ASE apparatus was evaporated
to dryness in a stream of air, and then 5mL of methanol was added to the
dry residue. Vials with dry residue and 5mL of methanol were ultrasoni-
cated for 15min in a model RK 255H Sonorex Super ultrasonic bath
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(Bandelin, Berlin, Germany). Finally, the contents of each vial were
condensed by evaporation of the excess methanol to 1mL. Extracts were
filtered through an Anotop syringe filter with aluminium oxide adsor-
bent, and the samples were ready for liquid chromatographic analysis.

TLC/Densitometry

Thin layer separation of the sage extracts (traditional extract and the
ASE extracts Nos. 1-3, listed in Table 2) was performed on commercial
glass plates (20cm x 20 cm) precoated with 0.25 mm layers of silica gel
6 OF254 (Merck, cat. No. 1.05715). Each extract was spotted onto the thin
layer in aliguots of 5]iL spot-1 using an AS 30 model autosampler
(Desaga, Heidelberg, Germany). Deyelopment of the chromatograms
was carried out at 22 + 2°C for a distance of 15cm in the one-dimensional
deyelopment mode, using the binary mobile phase toluene - dioxane (7:2,
v/v). This mobile phase was our own modification of the temary mobile
phase proposed by Glensk et al.[2) This modification consisted of remov-
ing formie acid from the mobile phase composition, which was the cause
of an unfavorable solvent demixing. The chromatograms were dried for
3h at ambient air and then evaluated by means of densitometry.

Acauisition of densitograms was carried out with a Desaga CD 60
model densitometer eguipped with Windows-compatible ProQuant soft-
ware (Desaga). Concentration profiles of the development lanes for the
sage samples were recorded in reflected ultraviolet (UV) light from a
deuterium lamp at 340nm. The dimensions of the rectangular light beam
were 2.0mm x0.1 mm. The obtained densitograms were primarily
assessed for providing the fingerprint response. The chromatograms were
additionally scanned in 254nm UV light using a Chromimage flatbed
scanner (AR2i, Le Plessis Robinson, France).

PLC

A 40 |iL aliguot of the ASE extract No. 1 (for details see Table 2) was
applied to a preparative layer by means of the AS 30 model Desaga auto-
sampler. Application was band-wise with a band width of 16cm.
Preparative layer chromatographic separation of the investigated
sage extracts was performed on commercial glass plates (2o cm X 20 cm)
precoated with 2mm layers of silica gel 60F254 (Merck, cat. No.
1.05745). These separations were carried out using a procedure analogous
to that employed in TLC, i.e., using the binary mixture toluene - dioxane
(7:2, v/v) as the mobile phase. The plates were developed at 22+2°C for
a distance of 15cm. Based on visual inspection, the area of the chroma-
togram was divided into five sections. Each section of the silica gel layer



was carefully scraped from the plate, mixed with 20 mL of methanol, and
placed in an ultrasonic bath for 30 min. The ultrasonicated solution was
passed through an Anotop syringe filter with aluminium oxide adsorbent
in order to separate silica gel particles from the ligquid, which was then
evaporated to dryness in a stream of air. Dry residue from each fraction
was dissolved in 1mL of methanol, the obtained solution was again Ano-
top filtered, and 40 |iL aliquots were analyzed by means of HPLC/DAD.

HPLC/DAD

The HPLC/DAD analysis was carried out for the traditional extract,
ASE extracts Nos. 1-3, and for the five individual fractions of the ASE
extract No. 1, separated by means of PLC (in each case, a 40 |iL aliguot
of the sample was used).

High performance liguid chromatographic analysis was carried out
using a Gyncotek liguid chromatograph (Gyncotek, Macclesfield, UK)
eguipped with a Gyncotek Gina 50 model autosampler, Gyncotek P
580A LPG model pump, Gyncotek DAD UVD 340U model diode array
detector, and Chromeleon Dionex v. 6.4 software for data acauisition
and processing. The analyses were carried out in the isocratic mode, using
an RP-18 (5 |im particie size) column (250mm x 4.6 mm i.d.; Varian,
Harbor City, CA, USA; cat. No. 1215-9307), and acetonitrile - water
(55:45, v/v) mobile phase with a trace amount of glacial acetic acid
(quantitative composition specially developed for the purpose of this
analysis) at a flow rate of 0.6 mL min-1.

HS-GC/MS

Gas chromatographic analysis additionally complemented our TLC-
based strategy and was carried out for the 5g samples of the dried sage
leaves (without any preprocessing). The HS-GC/MS analysis was per-
formed with use of a Trace 2000 model gas chromatograph with an
MS Trace Finnigan model mass detector (Thermo Finnigan, San Jose,
CA, USA); CTC Analytics model autosampler (Combi PAL, Basel,
Switzerland); and DB-5, 30m x 0.25mm i.d. column with film thickness
0.25 |im (Agilent Technologies, Pato Alto, CA, USA). The working para-
meters of the gas chromatograph were carrier gas, helium, p = 100kPa;
injector temperature, 150°C; ionization energy, 70eV; and temperature
program, 40°C (3min), 40 to 150°C (8°/min), and isothermal conditions
for 15min at 150°C.

The autosampler was operated in the head space sampling mode.
Working parameters of the autosampler were temperature of desorption,



70QC; time of desorption, 15min; and amount of the head space phase
introduced onto the gas chromatographic column, 0.5 mL.

For identification purposes, we additionally chromatographed ether
oils of known composition, namely pine oil, peppermint oil, eucalyptus
oil, and juniper oil, as sets of volatile standards (Apotheca Pacis, Rybnik,
Poland), which enabled attribution of the retention times to the respective
volatile compounds contained in sage. ldentification of these compounds
was based on agreement between retention times of the known compo-
nents of the ether oil standards with those obtained from the sage, and
on the comparison of mass spectra of the sage components with those
from the NIST Mass Spectral Library with the Search Program in the
HS-GC/MS system software.

RESULTS AND DISCUSSION
Extraction

At the first stage of our investigation, we focused on elaboration of the
best performing extraction method to enable efficient analysis of the
common sage samples by means of TLC/densitometry, PLC, and HPLC/
DAD. On the basis of the obtained thin-layer chromatograms (see
Figure 1), it became evident that the most efficient extraction technigue
was the two-step ASE procedure employing «-hexane and methanol as
the extracting solvents, denoted as ASE extraction No. 1 in Table 2.
Additional confirmation of this finding was derived from a comparison
of the respective densitograms obtained for the four extracts considered,
i.e., traditional extract and ASE extracts Nos. 1-3 (see Figure 2).

General advantages of the ASE extraction methods compared to the
traditional one are the short time of running the extractions and relatively
low consumption of solvents used (compare total extraction times and
total consumption of solvents for the traditional approach and for those
when using ASE, summarized in Table 2).

ASE extract No. 1, obtained according to the best performing
procedure (see Table 2), was further analyzed by means of the liquid
chromatographic technigues (TLC, PLC, and HPLC).

TLC/Densitometry

The main goal of the thin-layer chromatographic analysis with densito-
metric detection (apart from a comparison of the performance of the
employed extraction procedures) was elaboration of the optimum work-
ing conditions for separation of the relatively high number of biologically



Figure 1. Chromimage seans of thin layer chromatograms of the analyzed com-
mon sage extracts, recorded at 254 nm. Stationary phase, silica gel; mobile phase,
toluene - dioxane, 7:2 (v/v); sample aliguot, 5(iL. T, extract obtained by tradi-
tional extraction; 1, ASE extract No. 1; 2, ASE extract No. 2; 3, ASE extract
No. 3.

R

Figure 2. Densitograms obtained from the thin layer chromatograms of the
common sage extracts at 340nm, shown in Figure 1 Stationary phase, silica
gel; mobile phase, toluene - dioxane, 7:2 (v/v); sample aliquot, 5 |iL. T, extract
obtained by traditional extraction; 1, ASE extract No. 1; 2, ASE extract No. 2;
3, ASE extract No. 3.
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active compounds present in the sage samples for the purpose of finger-
print analysis.

In elaborating the most suitable thin-layer chromatographic condi-
tions, we considered working systems recommended in the literature13-311
and applied them to the separation and identification of flavonoids and
phenolic acids retrieved from plant material. Based on a considerable
amount of our own test trials, we chose silica gel and toluene - dioxane
(7:2, v/v) as the best system. With use of this system, we were able to get
a fingerprint image showing at least 12 different compounds contained in
the ASE extract No. 1 (see chromatogram 1 and densitogram 1, respec-
tively, in Figures 1and 2). In order to identify at least some of these com-
pounds, we chromatographed selected flavonoids and phenolic acids as
extemal standards. Comparing the retardation factor (JtF) values and den-
sitometrically recorded UV spectra for the separated extract components
and standard samples, we managed to identify the following compounds:
ferulic acid, o-coumaric acid, apigenine, and apigenine glucoside. The RF
values of the standards of interest are given in Table 1, and the respective
UV spectra are shown in Table 3.

HPLC/DAD

In Figure 3, we show the chromatogram obtained from the ASE No. 1
extract of the investigated common sage sample. As can be seen from
Figure 3, due to an abundance of chemical compounds present in this
extract and revealed by means of HPLC, the obtained chromatogram
bears importance as a fingerprint. By comparison of the retention time
(rR) values and UV spectra of the extract components with those of the
extemal standards listed in Table 1, we managed to identify several

2000 -
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Figure 3. High performance liquid chromatogram of the ASE extract No. 1 of
common sage recorded at 225nm. Column, RP-18 (250mm x4.6mm i.d.,
5p.m); mobile phase, acetonitrile — water, 55:45 (v/v), with the trace amount of
glacial acetic acid.



phenolic acids: o-coumaric acid, caffeic acid, and f-cinnamic acid, and
flavonoids: apigenine, rutine, kempherol, and myricetine. In Table 3,
we show the enlarged fragments of the HPLC chromatogram together
with the confirmatory UV spectra of the identified compounds.

PLC

As shown in the Chromimage scan of the preparative layer chromato-
gram (Figure 4a), upon visual inspection we divided the investigated sage

@ (b)

Figure 4. (a) Chromimage scan of the preparative layer chromatogram of the
analyzed common sage extract (recorded at 254 nm) with the indicated five frac-
tions; (b) Fingerprint comparison of the five high performance liquid chromato-
grams obtained from individual sections separated by PLC. Column, RP-18
(250mm x 4.6 mm i.d., 5nm); mobile phase, acetonitrile - water, 55:45 (v/v), with
the trace amount of glacial acetic acid. For the sake of example, peaks of the
following identified compounds (and their respective retention times, fR) are mar-
ked: 1, caffeic acid; 2, rutine; 3, myricetine; 4, f-cinnamic acid; and 5, apigenine.



extract into five fractions, which were retrieved from the five scraped out
sections of the adsorbent layer. For the next step, 40 |iL aliguots of the
methanol solutions of fractions 1-5 underwent examination by means
of HPLC/D AD. Respective high performance liquid chromatograms of
individual fractions are shown in Figure 4b. For the sake of an example,
selected identified compounds (along with their respective retention
times) are marked in this figure (i.e, caffeic acid, rutine, myricetine,
f-cinnamic acid, and apigenine).

From a comparison of the chromatograms shown in Figure 4b as
fingerprints, it is evident that individual fractions significantly differ
both in qualitative and quantitative terms. Hence, it can be concluded
that PLC is an important intermediary step, making further HPLC
separation and identification of the sage extract composition a consider-
ably easier and more efficient analytical task than analyzing the total
extract.

HS-GC/MS

HS-GC/MS was a complementary analytical step employed in our study
(and combined with the TLC-based strategy), basically due to the wealth
of essential oils contained in common sage and to their recognized
curative potential. Volatile organie compounds were retrieved from the
plant sample and analyzed by means of HS-GC/MS. The aim of this
experiment was identification of the volatile compounds, based on their
retention times (Table 4) and mass spectra contained in the NIST Mass
Spectral Library. In that way, 10 volatile organie compounds were
identified in the sage sample: a-pinene, (3-pinene, camphor, eucalyptol,

Table 4. Retention times (/R) of the volatile organie compounds
contained in common sage, determined by means of HS-GC/MS

Volatile compound tR (min)
a-Pinene 11.0
Camphene 115
/J-Pinene 12.2
Eucalyptol 135
Thujonone 15.3
Camphor 16.3
Bomeol 16.7
Bomyl acetate 18.8
Isocariophylene 21.7

Cariophylene 225



Figure 5. Head-space gas chromatogram of the common sage sample recorded
by means of the HS-GC/MS system, with the volatile compounds identified with
use of the N1ST Mass Spectral Library.

bomeol, bornylacetate, camphene, thujonone, cariophylene, and isocario-
phylene (see Figure 5).

CONCLUSIONS
The following conclusions can be derived from our experiments:

e Two-step accelerated solvent extraction of plant materiat with
n-hexane and methanol was more effective than traditional heating
with a solvent under reflux.

e The thin-layer chromatographic system ofchoice (silica/toluene:dioxane,
7:2, v/v) could be applied to obtain a fingerprint profile of the common
sage extract with 12 separated components and with ferulic acid, o-cou-
maric acid, apigenine, and apigenine glucoside identified by the retention
parameters and UV spectra.

« A complementary HPLC profile enabled identification of o-coumaric
acid, caffeic acid, /-cinnamic acid, apigenine, rutine, kempherol, and
myricetine in the common sage extracts.

e« PLC enabled isolation of five partly separated fractions, in which caf-
feic acid and rutine (fraction 1), myricetine (fraction 2), and /-cinnamic
acid and apigenine (fraction 3) were identified. PLC was an important
intermediary step, making further HPLC separation of the sage extract
and identification of its components a much easier and more efficient
analytical task than analyzing the total extract.



e A complementary method for fingerprint analysis of the volatile

fraction derived from plant materiat was HS-GC/MS, which enabled
identification of numerous terpenoids.
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Summary. Comparative analysis of twenty different sage (Sahia L.) species grown in Po-
land has been perfonned on the basis of two types of chromatographic fingerprints. For
efficient preprocessing and comparison of these fingerprints, chemometric methods
were used. The main emphasis was on preprocessing of herbal fingerprints and selecting
a suitable preprocessing strategy for exploring differences among them. After successful
preprocessing of the fingerprints, principal component analysis was used to reveal
chemical differences among the samples. An outcome of the comparative analysis was to
pinpoint specific regions of the fingerprints indicative of differences among the samples.
In fingerprints of the volatile fraction from the sage (Sahia L.) species, obtained from
head-space gas chromatography coupled with mass spectrometry, important regions
were identified and associated with the presence of camphene, limonene, and eucalyptol
in these samples.

Key Words: background removal, chemometrics, comparative analysis, denoising, sig-
nal processing, sage (Sahia L.) species, HPLC fingerprints, HS-GC-MS fingerprints

Introduction

The genus Salwa is recognized around the world for having commercial,
medicinal and cultural importance, mainly because of the useful essential
oils produced by Sahna foliage [1, 2], Several Salvia species have been culti-
vated as omamental plémts, or for their aromatic and aromatherapeutic
properties, for confectionery, and as culinary herbs [3]. About thirty Salma
species grow naturally or are cultivated in Poland [4]. Medicinal applica—-
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tions of Sahia herbs are diverse, because of the different pharmacological
activity of the species. Some are used as alimentary tract stimulators and
digestion regulators, with additional antiseptic properties. Other Salvia spe-
cies are known for their antipyretic, analgesic, and expectorant properties,
and are readily applied in therapy of influenza and colds. Yet other species
are used in therapy of psychoses, depression, and neuroses, because of the
sedative properties of the respective decoctions. Application of sage against
menstruation disorders has also been reported [5],

There has recently been substantial growth of interest in characteriza—
tion of the chemical contents of a sample by use of its analytical signal,
which is regarded as a sample fingerprint [6]. The use of fingerprinting
strategies and methods is steadily attracting attention, e.g. for quality con-
trol of herbal medicines [6], in the petroleum industry [7], in biotechnology
for peptide mapping [8 9], or in tracing the origin of some products [10].
Among the different analytical techniques well suited to fingerprinting,
chromatographic methods have their special place, because they enable
separation and quantification of the components of the mixtures analyzed.
For very complex samples (like those of natural origin), chromatograms
(fingerprints) are often used for characterization and comparison, because
of the high cost or the lack of chromatographic standards.

The task of comparative analysis of the samples represented by their
chromatographic fingerprints can largely be facilitated by use of a variety of
chemometric technigues, which include approaches that help to preprocess
the chromatographic data [11], evaluate differences among the samples [17],
estimate the number of components in a sample [13,14], and visualize mul-
tivariate data [15],

For most applications, before further chemometric analysis, chroma-
tographic fingerprints require some preprocessing to take their potential de-
ficiencies into account. This step is very important, because it can hamper
reaching overall conclusions about differences among the samples. Preproc-
essing of chromatographic fingerprints is a very challenging task and great
care should be taken when a few preprocessing methods are used sequen-
tially. Depending on the type of the sample and the technique selected, the
fingerprints obtained contain different information. Therefore, preprocess-
ing methods applied to chromatographic fingerprints ought to emphasize
the underlying differences among the samples related to their chemical
composition only, suppress undesired instrumental variations, and enhance
the signal-to-noise ratio of the individual fingerprints.

In this paper, we focus on aspects of preprocessing of the chroma-
tographic fingerprints of the twenty different sage (Salz'a L.) species and on
their comparative analysis. The comparative analysis is performed for two
sets of fingerprints. The first set of fingerprints was obtained by use of high-



performance liquid chromatography (HPLC), the second by use of head-
space gas chromatography with mass spectrometric detection (HS-GS-MS).
It is revealed that — depending on the quality of the fingerprints — they may
require different preprocessing (e.g., baseline correction, denoising, signal
alignment, etc.). For preprocessing and comparative analysis, the optimum
set of chemometric approaches was selected and used.

Theory

In this section, we provide a short description of methods suitable for pre-
processing and comparative analysis of chromatographic fingerprints. Fin-
gerprints usually require background and noise removal, and peak align-
ment before comparative analysis.

Background Elimination

Many different approaches can be used to remove the background compo-
nent from analytical signals; these include the penalized asymmetric least-
squares, PALS, approach proposed by Eilers [16]. It is an iterative proce-
dure, in which a signal baseline, b, is fitted to the signal, X, in a least-squares
sense. The key assumption is that each point of a signal has a different
weight. In the course of procedure, these weights are modified so that the
points above an approximated baseline receive very smali weights, and
otherwise the weights are close to 1. The objective function, Q, minimized
during the iterative procedure, can be expressed as:

Q=E wi(xi-bi)2+"Adbi)2 @
i=

where W are weights, Xis the so-called penalty term, d denotes the order of
differences A, and n is the number of sampling points in a signal.

Two input quantities should be optimized - the order of differences
and the penalty term. In most applications satisfactory baseline approxima-
tions are obtained when d = 2. The penalty term, which weighs the second
term of eqg. (1), is intended to control the smoothness of the signal baseline.
The larger the values of A the smoother the baseline obtained.



Elimination of Noise from Analytical Signals

To suppress white (Gaussian) noise in analytical signals, different types of
digital filters can be used either in time or in the freguency domain [17,18],
e.g., moving-average, Savitsky-Golay filters, etc. Recently, denoising of
chromatographic signals by use of wavelets has attracted much attention,
because this approach can efficiently deal with white noise in non-
stationary signals [19-21], Chromatograms are typical examples of such in-
strumental signals, because they contain components of very different fre-
guencies.

The wavelet transform operates on a single analytical signal, x, and it
linearly transforms this signal from its original domain to the wavelet do-
main. Wavelets are a set of specific functions or basis vectors with orthogo-
nal and local properties. For this reason wavelets have much potential to
model different signal components and enable a signal to be studied at its
different resolution levels. In the wavelet domain, each signal is described
by a set of the so-called wavelet coefficients, c.

c=WTX @

where W is a matrix that contains the basis vectors in columns, and x is an
analytical signal.

Processing of instrumental signals in the wavelets domain can be com-
putationally very efficient when the so-called pyramid algorithm is used.
However, this algorithm can only deal with signals of length equal to an in-
teger power of two [22], Several approaches can be used to adjust signals to
a desired length. The signals are then decomposed in several consecutive
steps. The time domain of a signal is recursively cut into halves using a low-
pass filter and a high—pass filter until only one point remains in the proc-
essed signal [23]. At each decomposition level, two sets of wavelet coeffi-
cients are obtained, i.e. n/ 2 of the low-frequency coefficients (the so-called
approximations) and n/2 of the high-frequency coefficients (the so-called
details). Details obtained from the first level decomposition of a signal can
support estimation of its noise level. For this purpose, two available thresh-
olding policies (soft and hard) and several threshold criteria can be used.
On this basis it is possible to determine and eliminate the details represent-
ing signal noise [21]. After removal of these details, the signal is trans-
formed back in the time domain, eventually resulting in a noise-free signal.



Alignment of Instrumental Signals

Before chemometric analysis, chromatographic signals must usually be
aligned [24]. Chromatographic technigues, especially high-performance lig-
uid chromatography (HPLC), are vulnerable to different sources of instru-
mental variations, usually caused by column ageing phenomena, changes in
mobile phase composition, difficulties in reproducing the same gradient
conditions and the same temperature in the course of analysis, etc. Such dif-
ficulties are often encountered, when a large-scale experiment is launched,
and analysis of samples is performed over a long period of time. This can
result in peak shifts along the time axis, and thus when pairs of chroma-
tograms are compared, peaks of the same component do not match. To
overcome the peak-shift problem, many alignment technigues have been
proposed [16, 25-30]. Their objective is to match corresponding peaks
across a set of chromatograms. Alignment of instrumental signals is not a
trivial task, because correspondence of peaks is unknown. Otherwise, one
could relatively easily match the peaks between the corresponding points in
the pairs of signals (a target and a signal being aligned) by means of linear
interpolation. As shown in the literature, correlation optimized warping
(COW) [5] seems a freguent method of choice in a variety of alignment ap-
plications. Practically, COW has a very appealing feature — no assumptions
about the signals are reguired. Using the COW method, peaks in a signal, P,
are matched with their counterparts in the target signal, T. To accomplish
the alignment, piecewise linear stretching and compression of signal P is
performed so that the correlation coefficient between signals P and T is
maximized. In the COW approach, two input variables, the section length,
N, and the so-called slack variable, denoted 1, control the guality of the
alignment. Initially, chromatograms P and T are divided into N sections,
each with its start and end points. Sections in signal P are then warped by
changing the positions of the end points. When t=1, each end point of a
section can have three possible locations: [-1, 0,1]. This notation means, re-
spectively, that a given section is shortened by one point, the section length
remains unchanged, and the section is made one point longer. A detailed
presentation of the COW algorithm can be found elsewhere [25].

Principal Component Analysis

The objective of principal component analysis is to represent the structure
of data using a set of a few new variables called principal components,
PCs [31]. They are linear combinations of the original data variables that
maximize description of data variance. Principal components are orthogo-



nal vectors, and thus each consecutive PC models a part of the information
not explained by its predecessors. The PCA model with/ principal compo-
nents, constructed for any data matrix X(m * n), can be represented as:

X =TPT +E (©)]

where T(m*f) is the matrix of scores, P(n *f) is the matrix of loadings,
E(m * 1) is the residual matrix, containing information that was not mod-
elled using the PCA model with/ principal components, and superscript T
denotes transposition of the matrix.

In the course of running PCA, the original data are decomposed into a
set of scores and loadings which can be used to visualize and interpret the
data structure. Therefore, the set of scores and loadings can also be re-
garded as a new coordinate system. The score plots (constructed as projec-
tions of samples on to the piane defined by selected pairs of PCs) enables
study of similarities among the samples, whereas the loading plots (repre-
senting the projections of the variables on the planes of selected PCs) give
information about contribution of individual data variables to a given PC.
When two samples are similar chemically, they are also close to each other
on the score plot. High similarity between two experimental variables is
manifested on a loading plot by a smali angle between the two vectors of
weights. Their starting points are located at the origin of a principal compo-
nents system whereas their end points are defined by the corresponding
weight values for a selected pair of PCs.

Experimental

Plant Materiat

Samples of the twenty different sage (Salina L.) species investigated in this
study were collected in the Pharmacognosy Garden of the Medical Univer-
sity, Lublin, Poland, in August, 2007. Botany specialists identified each spe-
cies and voucher specimens were deposited in the herbarium of the De-
partment of Pharmacognosy, Medical University, Lublin. The sage species
investigated are listed in Tablel. Plant materiat was dried at 35 to 40°C for
40h in an oven with forced air flow and the dry materiat obtained was
stored under refrigeration until required for analysis.



Table I. The sage (Sahia L.) species irwestigated

No. Name
1 S. azurea
2 S. lavandulifolia
3 S. verticillata
4 S. pratensis
5 S. staminea
6 S. deserta
7 S. cadmica
8 S. forskaohlei
9 S. sclarea
10 S. canariensis
1 S. hians
12 S. triloba
13 S. glutinosa
14 S. nemorosa
15 S. tesauicola
16 S. amplexicaulis
17 S. atropatana
18 S. stepposa
19 S. jurisicii
20 S. officinalis

Accelerated Solvent Extraction (ASE)

Compounds of interest (flavonoids and phenolic acids) were extracted from
the plant materiat by use of Dionex (Sunnyvale, CA, USA) ASE 200 eguip-
ment. Each sage species (5 g) was weighed, powdered in a porcelain mortar,
and placed in the celi of the accelerated solvent extraction (ASE) unit. We
used a two-step extraction procedure. In the first step, sage samples were
extracted for 20 min with «-hexane at 40°C, to remove chlorophyll from the
foliage, and the n-hexane extract was discarded. In the second step, the
same sage samples were extracted for 12 min with methanol at 100°C. Both
extraction steps were performed at a pressure of 65 atm.

Each extract was evaporated to dryness in a stream of air, then 5mL
methanol was added to the dry residue and the mixture was ultrasonicated
for 15 min in a model RK 255H Sonorex Super ultrasonication bath (Bande-
lin, Berlin, Germany). Finally, the contents of each vial were concentrated to
1 mL by evaporation of excess methanol. Extracts were filtered through an
Anotop syringe filter with aluminium oxide adsorbent (Merck #11320) and
the samples were ready for liquid chromatographic analysis. The amount
analysed was 40 (iL.



High-Performance Liguid Chromatography with Diode-Array
Detection (HPLC-DAD)

HPLC was performed with a Gyncotek (Macclesfield, UK) liguid chromato-
graph eaguipped with the Gyncotek Gina 50 autosampler, the Gyncotek P
580A LPG pump, the Gyncotek UVD 340U diode-array detector (DAD), and
Chromeleon Dionex v. 64 software for data acauisition and processing.
Compounds were separated on a 250 mm * 4.6 mm i.d., 5-pm particie, RP-
18 column (Varian, Harbor City, CA, USA; #1215-9307) with acetonitrile-
water 55:45 (v/v), containing a trace amount of glacial acetic acid, as iso-
cratic mobile phase. The flow rate was 0.6 mL min-1 The quantitative com-
position of the mobile phase was specially developed for the purpose of this
analysis).

Development of the ASE procedure used for plant extraction followed
by HPLC-DAD acauisition of the sage fingerprints has been described in
detail elsewhere [3],

Head-Space Gas Chromatography with Mass Spectrometric
Detection (HS-GC-MS)

Each sage species (1 g) was weighed, powdered in a porcelain mortar, and
placed in a 10-mL glass vial stoppered with a Teflon-faced silicone rubber
septum. Three replicates of each sample were processed identically.
HS-GC-MS analysis was performed with a Trace 2000 gas chromatograph,
an MS Trace mass detector (both from ThermoQuest, Waltham, MA, USA),
and a CTC Analytics autosampler (Combi PAL, Basel, Switzerland), used in
the head-space mode. Temperature and time of head-space desorption
were, respectively, 70°C and 15 min. The head-space phase (0.5 mL) was in-
troduced into a30m» 0.25 mm i.d. capillary column coated with a 0.25-]am
film of DB-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA; formerly J&W Sci-
entific, Folsom, CA, USA). Helium (p=100kPa) was used as carrier gas.
The column temperature was maintained at 40°C for 3min, then pro-
grammed at 8° min-1Lto 150°C, which was maintained for 15 min. The injec-
tor temperature was 150°C.

The mass spectrometer was fitted with an El source operated at 70 eV.
Identification of individual compounds was based on comparison of mass
spectra obtained from sample components with those from standards or
available from the NIST (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA) software library. Retention times of peaks from
the Salina samples were also compared with those of known components of
other essential oils. For this purpose we used pine oil, peppermint oil, euca-



lyptus oil, and juniper oil (Apotheca Pacis, Rybnik, Poland) as the sets of the
volatile standards [33].

Results and Discussion

In our study, two sets of herbal fingerprints of the Salvia species were proc-
essed and compared using chemometric methods. Chemometrics has many
approaches that can be used to explore and to evaluate differences among
chromatographic fingerprints. Irrespective of the method used, proper sig-
nal preprocessing is crucial for the further comparative and exploratory
analysis. Preprocessing of instrumental signals is performed to meet three
objectives:

(i) toenhance signal quality;
(i) to make the signal analysis possible; and
(iii)  to enhance interpretation of the finat results.

These objectives are usually accomplished in four consecutive steps of sig-
nal preprocessing and in the next sections they are discussed in detail.

Step 1: Preliminary Preparation of Chromatographic
Fingerprints

The first step of signal preprocessing can be regarded as a preliminarily
step. At this stage, individual fingerprints are prepared to make further
preprocessing possible. For example, adjustment of the length of the chro-
matograms and/or removal of uninformative parts can prove necessary;
this was necessary for the herbal fingerprints studied in this work.

With the analyzed HPLC fingerprints, different acquisition rates were
used from one sample to another. In that way, peaks were better shaped but
the time axis of the chromatograms is not uniformly sampled. As a conse-
guence, within each time interval the number of the data points is different.
The length of the analyzed HPLC chromatograms varied between 4380 and
10 859 sampling points. To organize these data into a matrix, it is obligatory
to record all chromatograms within the same time interval and sample their
time axis at the same points. To take uneven sampling of the time axis into
account, signal intensities measured at the points of the original time axis
can be linearly interpolated to the points of a new time axis that are uni-
formly distributed over the entire time range; this was done for the HPLC
fingerprints studied.



To illustrate this, Fig. la shows the original chromatogram of sample 12
(extract of S. triloba), divided into twenty time intervals of 4 min each. In
each time section, the number of the sampling points was determined and is
visualized in Fig. Ib.

From this figure, it can easily be understood that each section consists
of a different number of sampling points. In terms of the number of points,
the width of individual sections can be relatively large, and range from 110
to 2048 sampling points. As shown in Fig. Ic, linear interpolation enables
adjustment of the acquisition rate and, finally, each section has the same
number of sampling points.

o

10 20 30 40 50 60 70 80
time [min]

Fig. 1. (a) Original HPLC chromatogram of sample 12 (extract of S. triloba) divided into
twenty time sections of 4 min each; (b) number of sampling points in each time window;
(c) number of points in each time window after linear interpolation of a signal
to a length of 3000 sampling points

Moreover, linear interpolation preserves the peak shapes. It seems the
best option to adjust the number of points on the new time axis in accor-
dance with the shortest chromatogram. Linear interpolation can also be
used to reduce the length of a chromatogram. Very often, the number of the
data points in a chromatogram can be much reduced, virtually without any



loss of its information content, thus considerably reducing the computa-
tional effort necessary to preprocess the signals. Such a signal preprocessing
is, therefore, frequently used before signal alignment, for instance using the
COW algorithm [25]. On the other hand, when chromatograms reguire de-
noising, linear interpolation to adjust their lengths cannot be used, because
this operation affects noise characteristics.

Corning back to processing our collection of the HPLC fingerprints, it is
relevant to stress that all have a satisfactory signal-to—noise ratio. Therefore,
noise elimination proved unnecessary, yet the fingerprints were of different
length. Bearing in mind a satisfactory signal-to-noise ratio, fingerprint
lengths were adjusted using linear interpolation. After this transformation,
the longest chromatogram (chromatogram 12; extract of S. triloba) was com-
pressed by a factor of approximately 3.6 (from 10 859 to 3000 sampling
points). As shown in Fig. 2b, important signal details relevant to the prob-
lem studied were still present after compression.

3/ 6000
S000
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&
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2000
1000

0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70
time [min] time [min]
Fig. 2. HPLC chromatogram obtained from S. triloba extract (sample 12) before (a) and
after (b) linear interpolation reducing the number of sampling points from 10 859 to 3000

The objective of another type of initial fingerprint preprocessing is to
remove uninformative regions from the signals. For example, peaks that are
not expected to explain variability among the samples should be removed.
An uninformative region between 0 and 8.5 min, where the predominant
signals were from carbon dioxide and oxygen, was therefore removed from
all HS-GC-MS fingerprints.

Step 2: Enhancement of Signal-to-Noise Ratio
for Chromatographic Fingerprints

In the second preprocessing step, we concentrated on enhancement of the
signal-to—-noise ratio of the herbal fingerprints. To remove the background
from these fingerprints and to suppress noise, the penalized asymmetric

80



least-squares (PALS) method and the wavelet transform, respectively, were
used. Except for signal 10, the penalty term used for all the HS-GC-MS fin-
gerprints in the PALS method was set to 105 For signal 10 it was 103 As an
illustration of background removal using the PALS method, first let us con-
sider the HS-GC-MS fingerprint of the volatile fraction of S. azurea, shown
in Fig. 3a.

It is apparent that the fingerprint obtained reguires offset and back-
ground corrections, because these two components substantially contribute
to the overall signal intensity. Fig. 3b shows the chromatographic finger-
print of S. azurea without the offset and background, and Fig. 3c shows the
estimated background profile, obtained by use of the PALS method. Back-
ground elimination was necessary for all the chromatographic fingerprints
studied, but only for the HS-GC-MS fingerprints was the noise level sub-
stantial. Therefore, these fingerprints were further preprocessed using the
wavelet transform, implemented in MATLAB and freely available from
Ref. [34], The wavelet basis and decomposition level were optimized. The
symmelet wavelet (with five vanishing points) was applied as a mother

AYt-— —— 2 ®Em =E®E= Q
b) 7D O) 1m0
10000 1000
a0
g 6000 ie 6000
) 4000 C 4000
0 J.i . Uu—,

10 12 14 16 16 20
time [min] time {min)
Fig. 3. (@) Original HS-GC-MS fingerprint of the volatile fraction of S. azurea.
(b) The same fingerprint after removal of its background component.
(c) The estimated background profile using the penalized asymmetric least-squares
method. (d) Fingerprint of the volatile fraction of S. azurea after background elimination
and noise reduction using the wavelet transform



wavelet, and the decomposition level was set to two. To remove irrelevant
details, the 'Visu' criterion and the soft thresholding policy were used.
Fig. 3d shows the HS-GC-MS fingerprint of the volatile fraction of S. azurea
after denoising by use of the wavelet transform.

Step 3: Alignment of Chromatographic Signals

The HPLC fingerprints obtained from the extracts of S. azurea and S. sclarea,
shown in Fig. 4a, illustrate the peak-shift problem in HPLC data. The same
is true for the HS-GC-MS fingerprints, so both sets of fingerprints reguire
alignment. These sets were aligned by use of the COW method, imple-
mented in the freely available MATLAB toolbox [35]. Initially, for each fin-
gerprint type, the target signal was selected on the basis of the correlation
coefficient criterion. As target signal, that with the highest mean correlation
coefficient among all the considered signals was selected [36] and further
used to align the remaining signals. Then, for each group of fingerprints,
warping variables were optimized. With the HPLC fingerprints, each signal
was divided into 120 sections and the slack variable was set to 5. With the
HS-GC-MS fingerprints, the optimum alignment was obtained when sig-
nals were divided into 90 sections and the slack variable was set to 5.

Fig. 4. Two superimposed HPLC fingerprints of samples 1 and 9 (extracts of S. azurea
and S. sclarea.) before (a) and after (b) their alignment using the correlation optimized
warping

To demonstrate the effect of signal alignment, let us consider the pair
of chromatographic fingerprints shown in Fig. 4a. Although the samples of
the herbal extracts studied tended to differ substantially in their chemical
composition, from Fig. 4b it is evident that, using the COW method, two
fingerprints were aligned satisfactorily.



Step 4: Normalization

To take other deficiencies of the assessed herbal fingerprints into account,
the last step of preprocessing was executed and the additional data trans-
formations were applied. For chromatographic signals similar to those dis-
cussed in this paper, different types of normalization can be considered.
Probably the most frequently applied transformation is simple normaliza-
tion of individual signals that enables correction of differences between in-
jected sample volumes. This type of preprocessing was applied to both sets
of sage fingerprints. In addition to simple normalization, other types of
normalization exist, e.g. scaling each signal to the largest peak observed
in a signal or among all signals, the so-called Pareto scaling, vast scaling,
etc. [37,38].

To emphasize variability related to the variation among the sage fin-
gerprints, they were also centred before comparative analysis. In that way,
constant terms are removed from the data and data variability is set about
its mean.

A comprehensive overview of different data preprocessing approaches
can be found elsewhere [37], and a detailed discussion is also given in
Ref. [39], and in the references contained therein.

Exploratory Analysis of the Sage (Sahia L.) Fingerprints
Investigated

After preprocessing of the fingerprints (removal of uninformative regions
from the chromatograms, elimination of the background and noise compo-
nents, alignment of the fingerprints, and normalization), it is possible to ex-
plore differences among the samples. When data preprocessing is per-
formed carefully, the undesired part of the data variation is removed. Com-
parative analysis of the samples can now be focused solely on the informa-
tive part of the data related to chemical variability among the samples.

Many chemometric technigues are suitable for exploration of differ-
ences among samples. In our study, principal component analysis (PCA)
was used to study differences among the chromatographic fingerprints of
the sage species.

The HS-GC-MS fingerprints represent the chemical contents of the
volatile fraction of Salvia species. The first two principal components de-
scribe ca 46.6% of the total data variance. Data compression is not very effi-
cient, and the score plot presented in Fig. 5 reveals an inhomogeneous data
structure. It is possible to distinguish three groups of the samples. The first
group contains nine samples (1, 3, 4, 9, 10, 12, 14, 15, and 18), the second



group contains eight samples (2, 5, 6-8,16,17, and 19), and the third group
contains samples 11,13, and 20. The numbers of the sage species discussed
in this study are listed in Tablel.

loadings on PC 1 -50.36%

115 12 128 13 135
time [min]

Fig. 5. (@) The PC1-PC2 score plot for the HS-GC-MS fingerprints. (b) Projection
of the loadings on the space of the first two principal components. (c) Superimposed
HS-GC-MS chromatograms from sage species 7 (dashed line, S. cadmica) and 14
(solid line, S. nemorosa), for which chemical differences were identified by use of PCA.
(d) PC1-PC3 score plot for the HPLC fingerprints. (e) Projection of the corresponding
loadings on the space of the first and third principal components. (f) Superimposed
HPLC chromatograms from sage species 13 (solid line, S. glutinosa) and 20 (solid line,
S. officinalis), for which chemical differences were identified by use of PCA



To interpret differences among the groups of sage samples, score and
loading plots are interpreted simultaneously. The largest contribution to the
first PC (PCI) is the peak of retention time, £r, 11.77 min; the largest to the
second PC (PC2) are the peaks of £r 13.28 and 13.49 min. We have previ-
ously shown that these peaks are those of camphene, limonene, and euca-
lyptol, respectively [40], Samples from the first group have a relatively large
peak at 11.77 min compared with samples from the other groups and,
hence, these particular samples are relatively rich in camphene. Samples
from the second group are characterized by medium amounts of camphene
and very low amounts of limonene and eucalyptol. The unique properties
of the samples from the third group can be explained by the loading values
on PC2. For these particular samples, peaks with £r 13.49 min (high inten-
sity) and 11.77 and 13.28 min (both of low intensity) seem significant. These
samples contain relatively smali amounts of camphene and limonene, but
larger amounts of eucalyptol. Fig. 5c shows a selected time region for two
superimposed chromatograms, those from samples 7 (dashed line, S. cad-
mica) and 14 (solid line, S. nemorosa), for which chemical differences were
identified by use of PCA. Chemical differences between the two groups of
fingerprints are mostly quantitative in nature.

For the HPLC fingerprints, compression by means of PCA was quite ef-
fective, with the first two PCs explaining over 72% of the total data vari-
ance. The most interesting pattem of samples is revealed on the PC1-PC3
score plot (Fig. 5d). Two samples have unique properties, and are located far
away from the main bulk of the data. These are the extracts of S. glutinosa
(sample 13, with the large score value on PCI) and S. officinalis (sample 20,
with a large score value on PC2). The uniqueness of S. glutinosa can mostly
be explained by the presence of a relatively high peak at zr 18.75min
whereas for S. officinalis a relatively large peak elutes at fR 11.92 min
(Fig. 5e). Selected regions of these two chromatograms are presented in
Fig. 5f; the differences between them are very distinctly evident.

Conclusions

Preprocessing of chromatographic fingerprints is a crucial step which can
be regarded as compulsory before commencing comparative analysis by use
of chemometric techniques. Depending on the type of chromatographic sig-
nal and the problem scrutinized, different preprocessing of the chroma-
tograms can prove necessary. When more than one type of preprocessing is
required, however, it is necessary to choose the sequence of different pre-
processing methods carefully. In this paper, we used a four-step preprocess-



ing strategy that can be followed when dealing with chromatographic fin-
gerprints of plant extracts.

Many different chemometric technigues are suitable for exploratory
analysis of chromatographic data. Among these, principal component
analysis (PCA) has attracted most attention, because it enables study of dif-
ferences among samples and acauisition of information on contributions of
the original variables. For chromatographic signals, one can pinpoint rele-
vant fingerprint regions that contain information valid for explanation of
data structure observed on the score plot. Thus, it is potentially possible to
collect a specific sample fraction and perform additional analyses that can
support identification of the compounds of interest present in that fraction.

By applying PCA to fingerprints of the volatile fraction of different Sal-
ina L. species it was possible to discover important regions explaining the
differences among the samples scrutinized. The differences among the
samples are mostly because of the presence of camphene, limonene, and
eucalyptol.
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Abstract

Salvia (sage) is the largest plant genus in the family Lamiaceae,
embracing ca. 900 species. There is a growing interest in
investigating chemical contents of different SaMa species, as some
of them have been reported to exhibit a wide spectrum of
biological activity. In this paper, conjugated (i.e., binary)
chromatographic fingerprints have been introduced for the twenty
SaMa species that are grown and cultivated in Poland. Apart from
videoscans traditionally used for a comparison of the high-
performance thin-layer chromatography fingerprints, digital
scanning profiles and images obtained with use of the image
Processing program have also been employed. It is the first time
that binary chromatographic fingerprints are used for the
investigation of chemical contents of the SaMa species. The
proposed procedure is rapid when compared with the similar ones
presented in the literature, and moreover, it is easy to handle. The
proposed method offers a possibility to discern the investigated
species. It can be applied not only for chemotaxonomic purposes
but also for finding new plant species that can be used as medical
herbs (as it has been proposed, with S. triloba having a similar
profile to S. officinalis). Validation of the method reveals that it is
specific, reproducible, precise, and robust.

Introduction

Sahia (sage) genus embraces ca. 900 species, is widespread
throughout the world, and includes several ornamental, culi-
nary, and medical species (1). Different species from this genus
are commonly used in traditional medicine due to a wide spec-
trum of biological activity (e.g., antioxidant, antiplatelet, anti-
tumor, antiviral, etc.). Over the years, classification of different
Salvia species has been very confusing. Many of them are similar
to each other, and lots of them produce the varieties that have
been given different specific names (2).

In recent years, much attention has been paid to biologically

* Author fo whom correspondence should be addressed: email monika.hajnos@am.lublin.pl and
tere«a kowalska®u$.edu.pl.

active, water-soluble components, mainly polyphenolic
flavonoids, phenolic acids, and simple coumarins, as Saluia
preparations are used predominantly as water decoctions. The
majority of phenolic acids in the Sahia species are the caffeic
acid derivatives, whose depsides (e.g., rosmarinic and chloro-
genic acid) are believed to be the major biologically active con-
stituents (1). According to the literature, rosmarinic acid is the
major phenolic compound responsible for antioxidant activity of
Sahia samples (3). When it comes to flavonoids, flavones (api-
genin, luteolin derivatives), flavonols (kaempferol and guercetin
methyl esters), and their glycosides are the most widespread
among the Sahia species (1). Investigation of chemical compo-
sition of the Sahia extracts can probably help to better under-
stand the biological potential and the taxonomic relationships
among the investigated species.

Chromatographic fingerprint profiling is a very convenient
and effective method for quality assessment of herbal materials
(4). By definition, chromatographic fingerprint is a chro-
matogram that represents chemical characteristics of herbal
medicine (5). Several chromatographic techniques have been
employed to construct fingerprints, such as high-performance
liguid chromatography (HPLC) (6-9), high-performance thin-
layer chromatography (HPTLC) (4,10-13), gas chromatography
(GC) (14), capillary electrophoresis (CE) (15,16), high-speed
counter-current chromatography (HSCCC) (15,17), etc. Even, if
HPLC is the fingerprinting method of the first choice due to its
specificity, good separation power, and an ability to derive a
plethora of chemical information (11), HPTLC offers a number
of unigue features that can outperform the other separation
techniques used for the fingerprinting (18). Identification is one
of the leading targets of HPTLC, and it is the only chromato-
graphic method that allows presentation of the results in the pic-
ture form. The great advantage of HPTLC is the speed of method
development also and its flexibility (12).

Asplant extracts usually are very comple, it is hardly possible
to find one chromatographic system enabling a satisfactory res-
olution of the sample’s constituents. In a vast majority of pub-
lished methods, chromatographic fingerprints are based on a
single chromatogram. However, with complex natural samples
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such an approach can prove inadeguate (5). Several approaches
have been proposed to fingerprint construction with very com-
plex natural samples. Certain authors recommend a combina-
tion of analytical methods with different separation principles as
with the development of Caulophyllum robustum fingerprint
(19). Other authors advertise the construction of “multiple
chromatographic fingerprints” as a beneficial solution (5).
Hyphenated chromatographic technigues (HPLC-mass spec-
trometry, LCXLC, HPLC-nuclear magnetic resonance) also pro-
duce the information-rich fingerprints that are applicable to
herb analysis (20,21). In paper (22), application of special modes
of the chromatogram development has been proposed for com-
plex samples. All the proposed technigues can provide the reli-
able results, yet in their case method development is not a trivial
task. The application of hyphenated technigues and the combi-
nation of analytical methods demands usage of sophisticated
eguipment, whereas construction of multiple fingerprints and
the use of special development modes can effectively be per-
formed by means of HPTLC.

Several examples of Sahia fingerprints are present in the lit-
erature (15,17,20,23,24). Most of them focus on development of
chromatographic profiles of Sahia miltiorrhiza, a traditional
Chinese medicinal herb used for treating coronary heart disease,
hepatitis, or insomnia. However, no chromatographic method
has yet been established for a comparative analysis of the dif-
ferent Sahia species, especially those characteristic of Europe.
Besides, all the existing methods focus on defining the accep-
tance criteria for one species only. Thus, for the chemotaxo-
nomic research and also for the comparative studies,
development of a new method is an urgent task.

Validation of qualitative methods is usually based on speci-
ficity, which has been commonly accepted as an only relevant
aspect of an identification method. Recently, the trend started
growing in favor of the adoption of the concepts of precision
(repeatability, intermediate precision, and reproducibi ity), sta-
bility, and robustness as the separate validation points for the
identification methods (25).

In this study, we present the development of the binary
HPTLC chromatographic fingerprints with polar and semi-
polar constituents for a variety of Sahia species. The main focus
is on the presence of polyphenolics as major constituents, justi-
fying common use of the different sage preparations. The
method was validated according to the latest directives referring
to the qualitative HPTLC methods (25). It is for the first time
that the conjugated and comprehensively validated HPTLC fin-
gerprint is used for authentication of species. Modeling of
activity (e.g., extraction of information or the chemometric
aspects of the fingerprint data analysis) remains outside the
scope of this paper.

Experimental

Apparatus and reagents
The following standards, caffeic acid, chlorogenic acid, trars—

p-coumaric acid, ferulic acid, protocatechuic acid, and ros-
marinic acid were obtained firom ChromaDex (Santa Ana, CA),

and the remaining standards were purchased from Aldrich (St.
Louis, MO).

n-Hexane, methanol (96%), toluene, ethyl acetate, and formie
acid used as the extracting solvents or the mobile phase compo-
nents were manufactured by Merck (Darmstadt, Germany).
Acetic acid and sulfuric acid were obtained from Polish Reagents
(Gliwice, Poland). All these solvents were of analytical purity
grade. AlC13was obtained from Fluka (Buchs, Switzerland).

TLC was performed on glass-backed silica gel HPTLC 60F254s
plates purchased from Merck (10 cm x 20 cm and 10 cm x 10
cm).

Solutions ofall test substances and plant extracts were applied
to the chromatographic plates band-wise by means of a Camag
automatic TLC sampler (Muttenz, Switzerland) and developed in
the horizontal DS chambers (Chromdes, Lublin, Poland).
Location of the bands was carried out in visible and UV (X = 254
and 366 nm) light after derivatization. Chromatograms were
documented with use of the Camag TLC Reprostar 3 device with
Videostore Computer program and scanned with the Camag TLC
scanner 3 densitometer eguipped with the CATS 4 Computer pro-
gram. Additionally, videoscans and densitograms were processed
with use of Image J image processing program, which isavailable
on-line and elaborated by the National Institutes of Health.

Table 1 The Used Polyphenolic Standards

RFofsolvent Color after spraying
Substance Synid system 1 with HS04 (X =366 nm)
Rutin R 00 Brown
Kaempferol K 0.09 Purple
Luteolin L 0.09 Purple
o-Coumaric acid oC 022 fale orange
Caffeic acid Cf 011 Dark blue
Gallic acid Ga 0.06 Dark purple
Rosmarinic acid Rm 004 Dark purple
Protocatechuic acid Pc 011 Purple
Ferulic acid F 022 Brown
Chlorogenic acid Ch 0.0 Purple
Aesculetin Ae 010 Blue
Scopoletin S 0.20 Blue
Vanillic acid \% ND* -
Sinapinic acid S 040 Purple
Era/is-p-Coumaric acid tp-c 042 Orange
Gentisic acid G 045 Brown
7-Hydroxycoumarin hCo 047 Blue
Cinnamic acid Ci ND* -
35-Dihydroxybenzoic acid B 025 Dark green
Coumarin Co ND* -
Acacetin A ND* -
Naringenin N 044 Purple
Hiperosid H 00 Brown
p-Coumaric acid p-c 049 Pink/brown*
m-Coumaric acid mC 041 Dark green
Quercetin Q 00 Brown
Hemiarin He 055 Blue
Hesperitin Hs 046 Purple
Apigenin Ap ND* -
 Notcletected at X =366 nm. = After some time.



Standard substance solutions and plant extracts

Ali reference substances were dissolved in methanol to prepare
the 1.0 mg/mL solutions. The list of the used standards is given
in Tole 1.

Extracts from the twenty dried Sahia species, namely:
S. lauandulifolia, 1;S. sclarea, 2;S. tesalicola, 3; S. stamines, 4;
5. amplexicaulis, 5; 5. cadmica, 6; S. pratensis, 7; S. canariensis,
8; S. nemorosa, 9; S.jurisicii, 10; 5. stepposa, 11; S. hians, 12;
5. officinglis, 13; 5. forskaohlei, 14; 5. azures, 15; S. verticillata,
16; S. triloba, 17; S. deserta, 18; 5. glutinosa, 19; 5. atropatana
20 (Table 11); were obtained from the plants collected in the
Pharmacognosy Garden (Lublin, Poland) in the course of the
vegetation periods of 2007 and 2008. Botanical materiat was
authenticated and voucher specimens were deposited at the
Department of Pharmacognosy, Medical University of Lublin,
Poland. This materiat was oven-dried at a temperature not
exceeding 40°C for 40 h and remained frozen until the day of
analysis.

Ali samples were milled into a powder and oven-dried at 35°C
until a constant weight was obtained. Accelerated solvent extrac-
tion (ASE) was performed with the ASE extractor (Dionex,
Sunnyvale, CA). Firstly, 5 g of each sample was extracted with n-
hexane and then with methanol. n-Hexane extracts were dis-
carded, as they contained mainly chlorophylls and apolar,
water-insoluble constituents. The optimized extraction condi-
tions were: temperature, 40°C (rz-hexane) and 100°C (methanol);
pressure, 68 atm (n-hexane) and 65 atm (methanol); initial
heating time, 10 min (n-hexane) and 2 min (methanol); heating
time after introduction of solvent, 5 min (both solvents); static
extraction time, 5 min (both solvents); solvent volume, 40 mL
(both solvents); the number of cycles, 2 (both solvents). The
obtained methanol extracts were evaporated to dryness in a
rotary evaporator the under reduced pressure, and the residue
was dissolved in 5 mL of methanol. Ali sample solutions were
then placed in an ultrasonic bath (model RK 255H Sonorex

Table Il. Extracts from the 20 Dried Salvia Species
Name Identification Number used in Hgures

S. lavandulifolia
5 sclarea

S. lesquicola

S. staminea

5. amplexicaulis
5 cadmica

S. pratensis

5. canariensis
S. nemorosa
5.jurisicii

5. stepposa

5. hians

S. officinalis

5. forskaohlei

5 azurea

5. verticillata

S. triloba

S. deserta

5. glutinosa

S. atropatana
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Super; Bandelin, Berlin, Germany) for 15 min. Finally, the sam-
ples were concentrated to a volume of 1 mL each, and filtered
through a membrane filter Anotop (0.02 pm, cat. # 11320,
Merck). Samples prepared in such a way underwent the chro-
matographic analysis.

Chromatography

Standard and sample solutions were applied to the 10 cm x 20
cm silica HPTLC plates band-wise (band length 12 mm, 1 pL/s
delivery speed, track distance 1 mm, distance from the left edge
10 mm and from the low edge 10 mm). With the 10cm x 10 cm-
plates, the following application parameters were set: band
length 5 mm, 1 jal/s delivery speed, track distance 6 mm, dis-
tance from the left edge 5 mm and from the low edge 10 mm.
The 5-pL aliguots of standard solutions and 10-pL aliguots of the
investigated Sahia samples were applied onto the plates. The
plates were dried in a hood for 10 min before development. The
plates were developed in the horizontal DS chambers without
chamber pre-saturation step at ambient temperature 20 + 1°C.
The following mobile phases were used for the less polar con-
stituents: solvent system 1, la, Ib, Ic; for polar and highly polar
substances, the following eluents were applied: 2,2a, 2b, and 2¢
(mobile phases’ composition can be found in Table IIl). The
plates were developed to the distance of 90 mm. The plates were
dried at room temperature for 15 min prior to derivatization.

Derivatization and documentation

Sulfuric acid reagent was prepared by mixing 10 mL concen-
tration sulfuric acid with 90 mL methanol. Both reagents were
cooled in a refrigerator for 30 min prior to mixing. The AlC13
derivatizing agent was prepared by dissolving 1 g aluminum
chloride in 99 g methanol.

For detection of semi-polar constituents, the plates developed
with mobile phase 1were sprayed with 10% concentration
H2504in methanol and heated at 105°C for 10 min. The plates
developed with eluent 2 were sprayed with the AlC13 reagent and
documented. The plates were sprayed with use of the automatic
spraying device (Merck).

Plate images were taken in visible and UV (X = 254 and 366
nm) light, and scanned at \— 254 and 366 nm with the slit
parameters 1mm x 0.1 mm. Bands in the analyzed samples were
identified by matching their RF values and UV-\is spectra with
those obtained for the standards. Peak purity was checked by
recording the UV-vis spectra at the centre and the peak flanks.

Table Ill. Mobile Phases Used in the Experiment

Symbol  Mobile phase (quantitative compasition, VA)

1 Toluene—ethyl acetate-formic acid (70:30:1)

la Toluene-ethyl acetate-formic acid (68:32:1)

1b Toluene-ethyl acetate-formic acid (72:28:1)

lc Toluene-ethyl acetate-formic acid (70:30:0.8)

2 Ethyl acetate-water-formic acid-acetic acid (100:26:11:11)
2a Ethyl acetate-water-formic acid-acetic acid (98:28:11:11)
2b Ethyl acetate-water-formic acid-acetic acid (102:24:11:11)

2c Ethyl acetate-water-formic acid-acetic acid (100:26:10:12)



Method validation

Method was validated for its specificity, precision (repeatability
and intermediate precision), stability, and robustness, according
to the recognized AOAC guidelines (25). Precision was expressed
as precision of the positions (the RF values) of the separated
zones. Checking repeatability, three individual portions of a
given Sahia sample were prepared according to the earlier
described method. Three aliguots of each sample were applied
onto the three plates. The plates were subseguently chro-
matographed using the same chamber but with a fresh portion
of mobile phase each time. The intermediate precision test was
performed in an analogous way, i.e., a number of the selected
Sahia species were chromatographed on the three different
days, one sample per one species. Variability of RF values for sev-
eral “marker zones” across each plate and variability of the
average RF values of those markers on the three plates was eval-
uated.

Stability on the plate was determined by comparing finger-
prints obtained for the samples applied to the plates by 1,2, and
3 h prior to the development with the fingerprint obtained for
the sample applied just before the development.

Stability of the sample in solution was determined by multiple
measurements of one and the same sample solution at different
storage times, i.e., after 0, 6, 24, and 48 h. In order to check
sample stability during the chromatographic process, a simple
2D test was performed, i.e., selected Sahia samples were chro-
matographed with the same eluent in both directions. To this
effect, solvent systems 1and 2 were checked.

The influence of the mobile phase composition, heating tem-
perature, and drying time on the finat results was also checked:
In this part of the experiment, mobile phases la, b, Ic, 2a, 2b,
and 2c were tested. The plates were sprayed with 10% concen-
tration H2S04 solution in methanol and then heated at 95,100,
102,105, 107, and 110°C. To check the influence of the drying
time, the plates were derivatized with use of sulfuric acid reagent
15,20,30, and 45 min after the removal from a chromatographic
chamber.

Results and Discussion

It is essential for the fingerprint analysis to work with an
authenticated botanical reference materiat. To this effect, all
Sahia species analyzed in our experiment were grown in the
same conditions and harvested on the same day, and they have
undergone an identical drying procedure.

Application of solvent system 1 enabled separation of less and
semi-polar compounds. However, certain higher polar sub-
stances remained at the start, e.g., rutin, chlorogenic acid, or
guercetin (Tkble 1), as it can be seen from Figures 1-2 (See Page
3A). For the separation of these compounds, solvent system 2
was used. Then the less polar constituents were squeezed near
the front line of the chromatogram with an inadeguate separa-
tion (Figure 2, See Page 3A). Use of the two chromatographic
systems generates comprehensive information on a botanical

drug. The band of rosmarinic acid appeared as a “boundary”
between the less and the more polar fraction on the HPTLC
images (Figure 3, See Page 4A), and these images were linked to
give conjugated fingerprints of the Sahia species. The applied
chromatographic systems caused separation of several polyphe-
nolic compounds present in different Sahia samples. However,
some overlapping bands can be seen (Figure 1-2, See Page 3A).
For fingerprint construction, complete resolution of all the sub-
stances present in the extract is not needed. For accurate quan-
titative data, further adjustments of the presented systems
should be performed. Multiple fingerprints have been generated
from the same plate by multiple detections, different derivatizing
agents, detection under visible or UV light, etc., as presented in
Figure 3, See Page 4A.

Applying commonly used AIC13 solution caused this reagent,
several blue spots were visualized on the plate developed with
solvent system 1 However, with several species (e.g., S. hians, S.
vericillata, S. pratensis, S. azurea, etc.), either no spots at all or
very pale ones appeared. The use of sulfuric acid as a visualizing
reagent produced chromatograms with a greater amount of
chromatographic bands, thus generating more informative fin-
gerprints (Figure 1, See Page 3A). The AlC13solution tumed out
abetter choice for the fingerprints generated with use of solvent
system 2, which was aimed at the more polar compounds.
Several spots visible in UV light (k = 366 nm) appeared on the
chromatograms due to the presence of polar flavonoid glyco-
sides, aglycones, and more polar phenolic acids (Figure 2, See
Page 3A).

All the investigated samples were checked for the presence of
29 polyphenolics by comparing the RF values, colors, and UV-\is
spectra for the bands of the standards with those originating
from the samples. However, for the fingerprint comparison,
bands with an unknown identity were also taken into the
account. For fingerprint construction, the identity of all the
components does not have to be known. The comparison of the
samples is performed on the basis of the obtained HPTLC
images.

Several zones have been identified in all analyzed Sahia
species, which can be regarded as the markers. The presence of
two phenolic acids, very important from the medicinal point of
view (i.e., caffeic and rosmarinic acid) was confirmed in all the
samples. In chromatographic system 1, rosmarinic acid shows
RF = 0.04 (blue zone before derwatization and dark purple one
after derivatization with the sulfuric acid reagent). Its presence is
even better confirmed upon application of solvent system 2.
Rosmarinic acid appears as a blue band (RF = 0.77) visualized by
the AlCI3reagent In chromatographic system 1, caffeic acid can
be identified as a blue band (RF = 0.11). There are also other
common zones, obtained with use of eluent system 1, that is
characteristic of all the investigated Sahia species. One is a pink
band ofp-coumaric acid (UV, X = 366 nm), which appears soon
after derivatization with RF = 0.49. It can also be detected in vis-
ible light as an intense purple zone that tums brown some time
after derivatization with the sulfuric acid reagent. TN Sahia
species, S. sclareaand 5. canariemis, are characterized by rela-
tively low amounts of this substance when compared with the
other investigated plant species. Anuther characteristic pink
zone (tuming orange after certain period of time; UV, X = 366



nm) can be identified in all fingerprints obtained with chro-
matographic system 1 (RF = 0.26), although it is less distinct
with S. canariensis. There is also one orange band at RF = 0.58
noticeable in all the investigated samples. In the case of finger-
prints obtained after application of solvent system 2, the fol-
lowing bands can be considered markers for all the investigated
species: blue spot of rosmarinic acid, RF = 0.77 (AlC13 reagent,
WVlight, X =366 nm), and a band at RF = 0.61, corresponding to
rutin. Chlorogenic acid was identified in several Sahia species,
suchas in S. pratensis, S. amplexicaulis, and S. nemorosa. Rutin
and chlorogenic acid were identified only upon using solvent
system 2, and with chromatographic system 1 they always
remained at the start line.

The digital scanning profiles and those obtained with applica-
tion of the Image J Processing program are used in parallel with
the traditional ways of presenting fingerprints. Binary chro-
matographic fingerprints are used for a comparison of the con-
stituent contents in the extracts obtained from the dried Sahia
samples and to define similarities and differences in the chemical
profiles of the investigated plant species. Digital scanning pro-
files allow detection of the constituents that are difificult to see in
the videoscans and also to assess the amounts of compounds
(Figure 4, See Page 3A). This option has proved very useful with
the plates developed in solvent system 2 and derivatized with the
AlCl13solution. Bands not clearly seen in the videoscans were well
presented in the densitograms. The “image calculator” function
of the Image J program was applied to compare the fingerprints,
exposing differences that otherwise can easily pass unnoticed
(Figure 5).

Sahia officinalis is the only pharmacopoeial species in this
study present in the traditional Polish medicine. Fingerprint
analysis can prove useful in targeting species that have similar
chemical profiles and hence are good candidates for herbal reme-
dies. A comparison of fingerprints obtained from solvent systems
1and 2 shows that 5. triloba has very similar chemical profiles to
those of 5. officinalis (Figure 5B). Both species charaderize with

X =366 nm
less polar fraction X =366 nm
HZ04reagent less polar fraction
HZ0, reagent
b

Fgure 5. Results of using the image processing program for finding similarities and differences among the
selected Salvia species. Labeling of densitograns: (A) black, S. amplexicaulis, grey, S. stepposa, (B) black, S.

officinalis, grey, S. triloba. (Note: Figures 1, 2, 3,4, and 6 appear on page 3A)

the presence of dark bands in the less polar fraction (under the
orange band of p-coumaric acid with the RF values of 0.38 and
0.44, and one above p-coumaric acid with an RF = 0.57). The
aforementioned dark bands can also be seen in the fingerprint of
5. canariensis, although this species characterizes with a rela-
tively low amount of p-coumaric acid. Despite very similar fin-
gerprints, a closer looks enables differentiation between
S. officinalis and S. triloba. This can be done comparing the
more polar fraction. Here an additional yellow zone is also pre-
sent in the lower RF range in the case of 5. triloba. Other species
produce distinctive fingerprints of their own, so S. officinalis can
easily be distinguished from them.

For a better description of chromatographic profiles, we pro-
pose to divide the whole chromatogram obtained with solvent
system 1 into three parts, using two marker compounds (RF =
0.26 and RF = 0.49) as the border zones, as presented in Figure
5. The amount, position, color, and intensity of all bands present
in each of the three parts were compared for all the investigated
samples. Densitograms and images constructed with use of
Image J program were also utilized for the comparative studies.
A comparison of each part of each fingerprint revealed that all
investigated Sahia species characterize with an identical or at
least a very similar profile of the first part (zone between the
application position and the marker band at RF = 0.26). This part
of the fingerprint can be regarded as characteristic for all the
investigated Sahia samples. The other two zones of the chro-
matogram are more specific for the individual species and can be
used for differentiation thereof.

The following Sahia species produce comparable overall
fingerprints, obtained with chromatographic system 1L
5. tesquicola, S. amplexicaulis, S. cadmica, S. nemorosa, S.
jurisicii, S. stepposa, S. glutinosa, and S. atropatana. Similarity
can also be observed for the same species in the case of the fin-
gerprints of more polar constituents. All the aforementioned
species are characterized by the presence of zones (UV light, X =
366 nm) with the lower RF values that are missing in the chro-
matographic profiles of the other investi-
gated plant samples (solvent system 2). This
group of Sahia species can further be
divided into the smaller subgroups, based on
the obtained fingerprints. S. tesquicola, S.
amplexicaulis, and 5. cadmica can easily be
differentiated from the rest, due to the pres-
ence of a blue band of hemiarin (RF = 0.55)
(marked in Figure 5A). However, with 5. cad-
mica, a zone at RF = 0.45 is missing, which
is clearly seen with the other two species.
Remaining species, although producing
similar fingerprints, can also be differenti-
ated from one another. For the sake of an
example, S.jurisicii is characterized by the
presence of a pale orange zone (RF = 0.32)
that is not observed in the other profiles.

Based on fingerprints, S. officinalis, S.
triloba, and 5. canariensis can be classified
into a separate group of species, character-
izing with similar chromatographic profiles.
The color and sequence of zones character-



istic for these species has already been described in this study.
The following Sahia species can be assigned to the third group:
5. sdlareq, S. staminea, S. pratensis, S. hians, S. forskaohlei, S.
azurea, S. uerticillata, and S. deserta. Ali three parts of their
respective fingerprints obtained with solvent system 1 contain
lesser bands than those of the other species. The same can be said
about the respective chromatographic profiles originating from
solvent system 2. However, this subgroup is considerably more
heterogeneous when compared with the other two.

Sahia lauandulifolia produces a fingerprint that is completely
different from the other chromatographic profiles, and hence, it
cannot be ascribed to any of the aforementioned groups.

A comparison of the contents of several phenolic acids shows
that 5. officinalis produces the highest yields of polyphenolics
among all the analyzed species (Figure 6B, See Page 3A). Other
species characterized with the relatively high total peak areas
includeS. lauandulifolia, S. triloba, S. nemorosa, S.jurisicii, S
azurea, and S. atropatana. Sahia sclarea, S. deserta, and 5.
staminea produce the lowest total peak area values. Sahia lauan-
dulifolia, S. tesauicola, S. canariensis, S. nemorosa, S. stepposa,
and S. hians contain the greatestamount of caffeic acid, whereas
S. lauandulifolia, S.jurisicii, S. azurea, S. nemorosa, and 5.
hians are characterized by the highest p-coumaric acid contents
(Figure 4, See Page 3A).

From Figures 1-2 (See Page 3A), the proposed method is spe-
cific for individual Sahia species. All the analyzed species pro-
duce distinctive fingerprints, thus they can easily be
differentiated. Fingerprints obtained in the repeatability and
intermediate precision tests have been identical in terms of the
amount of peaks, appearing in the individual chromatograms.
The variability of the RF values tested for several randomly
chosen bands does not exceed 0.02 for repeatability and 0.04 for
intermediate precision, meeting the cGMP regulations (25). The
obtained results indicate that all the peaks present in HPTLC
profiles can be assigned as “common peaks”, which represent the
characteristics of the particular Sahia species. The further use of
these chromatographic profiles for the comparison between dif-
ferent species is therefore justified (Figure 5).

Stability of the samples in the course of the chromatographic
process was evaluated by means of a 2D experiment. All the spots
were lying on the diagonal after checking solvent systems 1and
2, thus the analyzed samples proved stable during the process.
The samples proved stable in the solution also.

As the fingerprints were visualized with use of derivatization,
stability of the results was also evaluated. Images taken 5 and 10
min after the completion of derivatization did not differ from
those obtained immediately after derivatization. However, after
30 min, several bands have changed their color from pink to
orange, and certain bands (e.g., caffeic acid) were even better
detected, as can be seen from Figure 6 (See Page 3A). After 24 h,
the fingerprints did not change, and all the separated zones were
clearlyvisible without any further change in the band color. Thus
one can expect reliable results when images are taken immedi-
ately after completion of derivatization and then they are com-
pared after certain amount of time.

In the course of method deyelopment, the impact of several
experimental parameters was tested, such as the mobile phase
composition, heating temperature, and drying time. All the scru-

tinized changes exert minor effect on fingerprints, except for the
heating temperature. When the temperature was lower than
100°C, the obtained zones were fainter and some of them were
not seenatall. Thus, it is important to maintain the temperature
during the method development within the range of 105 +2°C.
As far as the changes in mobile phases’ composition are consid-
ered, only minor shifts in RF values (% 0.02) were observed,
which did not lead to any significant differences in the chro-
matographic profiles.

The method was validated in terms of specificity, precision
(repeatability and intermediate precision), stability, and robust-
ness. Detailed description of the performed tests is given in the
experimental section.

When compared to HPLC fingerprinting methods, HPTLC fin-
gerprint application is characterized definitely with worse reso-
lution and reproducibility. However the obtained results show
that TLC fingerprints are a good choice for the parallel compar-
ison of several samples at a relatively short time and are more
cost-effective. One of the greatest advantages of the proposed
solution is probably the provision of colorful images.

Condusion

A new chromatographic procedure has been proposed for
developing fingerprints with twenty different Sahia species. Use
of the digital scanning profiles and images obtained with the
image Processing program makes the comparative studies per-
formed in the course of the fingerprint development easy. The
proposed method tumed out to be useful in defining chemical
similarities and differences of the investigated species. It can be
applied to chemotaxonomic research focused on defining rela-
tionships within the Sahia genus. Presented method is easy to
operate and is speedy, as the results for 20 samples (including
sample application, chromatogram development, derivatization,
and documentation) can be obtained within ca. 1 h. The valida-
tion of the method clearly indicates that it is a reliable chro-
matographic procedure.
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A B
Visible light UV Light X = 366 nm
(HjS0 4reagent) (HZ 04reagent)
C
Visible light UV LightX =366 i

(HjSO 4 reagent) reagent)

Figure 1. Videoscans presenting fingerprints obtained with solvent system 1 for al the investigated Salvia species. The plates were sprayed with H2S04 reagent and
documented soon after completion of derivatization: (A and C) visible light; (B and D) UV Light. For symbols, see Table II.

X = 366 nm (AICl,)

Figure 2. Videoscans presenting finger-
prints, obtained with solvent system 2
for all the investigated Salvia species.
The plates were sprayed with AICI3
reagent and documented soon after
completion of derivatization. For

Figure 4. Quantitative comparison of several polyphenolics present in the
analyzed Sa/wa species. The sequence of the species is the same as in the
videoscans given in Figure 1. Substance X: peak of an unknown substance
(RF=0.58, solvent system 1), present in all the investigated species.

symbols, see Table II.
A i B
Visible light (H?S04 reagent) Visible light (H2504reagent)
5 min after denviatization 30 min after deriviatization
i i s « i i 7 t » ®m n n
C D
UV Light X = 366 nm UV Light X =366 nm
(HZ04reagent) (HZ04reagent)
5 min after derivatization 30 min after derivatization
1 1 1 4 | ( 7 1 1 * B *f*« | > S 4 * o« T - . m 1 [o]

FHaure 6. Yideoscans presenting fingerprints of the selected Sahia species documented after (A B) 5 min and (C, D) 30 min from derivatization. For symbols, see the Table I
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This study is focused on an important family of the
sage (Sa/wa) species, with Sa/wa officinalis L.
having a long-established position in European
traditional medicine. Binary fingerprints
(chromatographic profiles) of six different sage
species were compared using HPLC coupled with
two different detectors: the diode-array detector
and the evaporative light- scattering detector.
Advantages of using binary fingerprinting over
single-detector fingerprinting are demonstrated
and discussed, with selected examples.
Experimental data are provided for a comparison
of the chemical composition of sage samples
originating from two harvesting seasons (2007 and
2008). A number of phytochemical standards (i.e.,
certain phenolic acids, flavonoids, and coumarin)
were used that allowed identification and
semiquantitative estimation of these particular
compounds in the analyzed methanol extracts.

H erbal medicines have been used for clinical treatment
for thousands ofyears. Today, a plethora ofmedicinal
plant species are recorded in herbal pharmacopeias

throughout the world. Active components ofherbal medicines
are strongly influenced by soil and climate, and by the growth
stage when harvested, which makes QC necessary prior to
their curative application. Fingerprinting is a popular method
used to control the guality of plant material, as it provides
important chemical information.

Separation technigues such as TLC (1, 2), HPLC (3-7),
GC (6), and high-performance capillary electrophoresis (5)
have been recommended for the QC of plant materiat and for
standardization of herbal formulations in European and other
pharmacopeias. The use of high-speed counter-current
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Liquid Chromatography in the Analysis of Phytochemicals” by Monika
Waksmundzka-Hajnos.
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chromatography for the fingerprinting of herbal medicines
has also been reported (8). With the growing tendency to
apply natural products, future fingerprinting will involve an
even greater number of relevant analytical technigues.

Different species from the Salvia genus are widely
distributed all over the world and commonly used in local
traditional medicines due to a broad spectrum of biological
activities, including antioxidant, antiplatelet, antitumor,
antiviral, and other curative properties. Classification of the
different Sahia species has been very confusing over the
years. Many different species resemble one another, and many
of them appear in varieties that have been given different
specific names (9).

Currently, fingerprinting of plant extracts is the most
widespread strategy in the chemical analysis of plant materiat.
This is due to several limitations in total identification of plant
constituents. The main problem is caused by an unknown
composition of a given plant, and one should be aware that, so
far, many compounds naturally occurring in biological materiat
have been neither identified nor synthesized under laboratory
conditions. Another acute problem is caused by the high cost of
phytochemical standards. Fingeiprints, i.e., chromatographic
profiles derived from plant extracts, can provide a sufficient
basis for differentiation of plants, their chemotaxonomic
comparison, identification within a given family, etc. With
dynamie development of hyphenated LC technigues, the
guality of available fingerprints is steadily growing.

Several examples of the Sahia fingerprints can be found
throughout the literature (7, 8, 10-12). Most papers focus on
developing chromatographic profiles of S. miltiorrhiza, a
traditional Chinese medicinal herb used for treating coronary
heart disease, hepatitis, or insomnia. However, no
chromatographic method has been established for a
comparative analysis of the different Sahia species, especially
those recorded in the flora of Europe. Most established methods
focus on defining the acceptance criteria for one species only.
For chemotaxonomic research and wider comparative studies,
the development of a new approach is needed.

Among the HPLC methods for analyzing bioactive
components of the Sahia species, UV detection with a diode
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Table 1. Basic characteristics of the investigated
herbal materiat

Sample No. Sage species Harvesting year
1 S. officinalis 2007
la S. officinalis 2008
2 S. officinalis3 2008
3 S.jurisicii 2007
3a S.jurisicii 2008
4 S. triloba 2007
4a S. triloba 2008
5 S. azurea 2007
5a S. azurea 2008
6 S. forskaohlei 2007
6a S. forskaohlei 2008
7 S. nemorosa 2007
7a S. nemorosa 2008

* Sample originating from the natural habitat in the Zlatibor region of
central Serbia.

airay detector (DAD) is used most often (13-16). Application of
HPLC/MS has also been reported (12, 17,18). The coulometric
electrode array system was used for the detection of
water-soluble compounds in S. miltiorrhiza (11, 19). Recently,
an online coupled HPLC-DAD-evaporative light-scattering
detector (ELSD) method has been attracting increased interest
and has been successfully applied for simultaneous
guantification of multicomponent herbal medicines (15, 16).
This method seems particularly well suited for the routine
analysis and guality evaluation of herbal medicines.

The operating principle ofa DAD is based on the solute’s
absorption of UV light, and the response of this selective
detector is in proportion to the ability ofa given component to
absorb UV light. To the contrary, the ELSD can be classified
as a universal detector. Its operating principle is based on the
Rayleigh light scattering o f nonvolatile solute molecules, and
the detector’s response is in proportion to the mass of the
solute present in the analyzed sample. Thus, the DAD and
ELSD signals provide mutually complementary information.
The sensitive DAD detector reveals the UV-absorbing
compounds, while the versatile ELSD detector reveals
practically all compounds and provides a stable baseline even
in the case of gradient elution (20).

To better explore the advantages of parallel use of the two
HPLC detectors in phytochemical analysis, we carefiilly
selected six sage species. Because of its recognized curative
potential and an established position in traditional European
medicine, S. officinalis was selected as the reference plant.
Among the remaining five sage species, two plants (S.jurisicii
and S. triloba) were already recognized in our earlier study as
rich in methanol-soluble constituents (basically, phenolic
acids and flavonoids), and in a certain way they resembled
S. officinalis (21). In the same study, three other plants

(S. azurea, S.forskaohlei, and S. nemorosa) demonstrated low
guantities of the methanol-soluble constituents. Thus, it was
particularly interesting to compare binary fingerprints
obtained with use of the DAD and ELSD for sage samples
already known for their differentiated chemical composition.
We collected experimental data for a comparison of the
chemical composition of sage samples originating from two
harvesting seasons (2007 and 2008), and used selected
phytochemical standards (i.e., phenolic acids, flavonoids, and
coumarin), which allowed identification and semiquantitative
estimation of these particular compounds in the analyzed
methanol extracts.

Experimental
Herbal Materiat

Samples of the six different sage species (S. officinalis,
S. jurisicii, S. triloba, S. azurea, S. forskaohlei, and
S. nemorosa) investigated in this study were collected in the
Pharmacognosy Garden of the Medical University, Lublin,
Poland, in two harvesting seasons (August 2007 and June
2008). Botany specialists identified each investigated species,
and voucher specimens were deposited in the herbarium ofthe
Department of Pharmacognosy, Medical University, Lublin,
Poland. Plant materiat was dried for 40 h in an oven with a
forced air flow at 35 to 40°C. The obtained dry materiat was
stored in a refrigerator until commencement ofthe analysis. A
seventh sample was S. officinalis, which originated from the
natural habitat in the Zlatibor region of central Serbia. It was
harvested in the summer of 2008 and was purchased dried.
Summarized information about the investigated herbal
materiat is given in Table 1

Accelerated Solvent Extraction (ASE)

A 5 g portion ofeach sage species was weighed, powdered
in a porcelain mortar, and placed in the celi of a Model 200
ASE unit (Dionex, Sunnyvale, CA). Compounds of interest
(flavonoids and phenolic acids) were extracted from the
herbal materiat by ASE in a two-step extraction procedure. In
the first step, sage samples were extracted for 20 min with
«-hexane at 40°C in order to remove chlorophyll from the
foliage, and the w-hexane extract was discarded. In the second
step, the same sage samples were extracted for 12 min with
methanol at 100°C. Both extraction steps were carried out
under a pressure of 65 atm. The plant ASE procedure was
elaborated by our research group earlier (22).

Each extract obtained with use of the ASE apparatus was
evaporated to dryness in a stream of air; then 5 mL methanol
was added to the dry residue. Vials with dry residue and 5 mL
methanol were ultrasonicated for 15 min in a model RK 255H
Sonorex Super ultrasonication bath (Bandelin, Berlin,
Germany). Finally, the contents of each vial were condensed
by evaporation of the excess methanol to a volume of 1 mL.
Extracts were filtered through an Anotop syringe filter with
aluminium oxide adsorbent (Merck, Darmstadt, Germany;
Cat. No. 11320), and the samples were ready for HPLC
analysis. Sample aliguots used were 10 |aL



Table 2. Phytochemical standards used for
Identification of the components of the methanol
extracts from the investigated sage samples and their
respective retention times

Retention time (fR),

Standard No. Standard compound min

1 Chlorogenic acid 5.57
2 Protocatechuic acid 5.92
3 Aesculetin 6.41
4 Caffeic acid 6.48
5 Scopoletin 7.47
6 trans-p-Coumaric acid 7.76
7 Ferulic acid 7.84
8 Rosmarinic acid 7.85
9 Coumarin 10.01
10 o-Coumaric acid 10.73
1 Luteolin 16.55
12 Gallic acid 16.56
13 Kaempferol 16.57
14 (rans-Cinnamic acid 18.04

HPLC-DAD and HPLC-ELSD

HPLC analysis was carried out with a Varian 920-LC
model liguid chromatograph (Harbor City, CA) eauipped
with a 900-LC model autosampler, gradient pump, 330 model
DAD, 380-LC model ELSD, and the Galaxie software for
data acauisition and processing. Due to the seguential order of
the DAD and ELSD, the retention times of the respective
sample constituents, as shown by the second (ELSD) detector,
had to be normalized. The analyses were carried out in the
gradient mode using aPursuit C 18 (5 (jm particie size) column
(250x4.6 mm id; Varian; Cat. No. 1215-9307). Methanol
(A) and water (with a trace amount of glacial acetic acid; B)
were used in the following gradient program (v/v): 0-15 min,
A +B, 50+50; 15-16 min, A +B, 80 +20; 16-25 min,
A +B, 80 +20; 25-26 min, A +B, 90+10; 26—45 min,
A +B, 90 + 10; 45-46 min, A +B, 100 +0; and 46-57 min,
A +B, 100 +0. The flow rate was 0.6 mL/min.

Partial identification of the components of the examined
methanol extracts derived from the seven different sage
samples was performed with the use of the 14 phytochemical
standards listed in Table 2. All of these standards were
manufactured by ChromaDex (Irvine, CA), and most were
purchased as the secondary purity grade or reagent purity
grade standards. For identification purposes, they were
applied in 10 )iL aliguots as methanol solutions with
concentrations egual to 0.5 mg/mL each. Identification was
based on a comparison ofthe retention time (/R) values and the
UV spectra of the standards with those of the selected
components of the extracts considered. Because most of the
standards were not primary purity grade, assessment of the

contents of the individual compounds in the sage extracts,
although based on the respective calibration curves prepared
from eight standard concentrations, can be considered as
semiquantitative only.

Results and Discussion

Calibration curve correlation coefficients ranged from 0.990
to 0.995, with the respective SD values always below 2.0%.
The respective LOD and LOQ values evaluated for each
detennined substance contained in each sage species were
egual to 0.2 and 1.0 mg/100 g dry mass, respectively. Due to the
comparative nature of this study, recoveries of the identified
sage constituents were not evaluated, and it was assumed that
they were egual for all of the sage species considered.

Table 3 shows the presence or absence of the 14 different
compounds (which include phenolic acids, flavonoids, and
coumarin) in the investigated methanol extracts, and fumishes
semiquantitative information on the contents in each analyzed
sample. From the results given in Table 3, certain conclusions
can be drawn as to seasonal differences with the investigated
sage species. The absence of the three common compounds
(aesculetin, ferulic acid, and kaempferol) in each investigated
extract can be seen, but this does not necessarily mean an
absolute absence ofthese compounds from the plant materiat.
There are at least two possible reasons why these particular
compounds could have been present and yet remained
undetected in the analyzed samples. Namely, the extracted
quantities could have been present below the LOD of the
applied analytical technique, and/or the three compounds of
interest could have been present in the bonded form (e.g., as
the respective glycosides and/or esters). Because only the
nonhydrolyzed methanol extracts were used in our study, all
possible glycosides and/or esters remained unsplit and, hence,
did not yield the respective aglycones.

Compounds that appeared in all the investigated sage
samples were chlorogenic acid, caffeic acid, and rosmarinic
acid. Coumarin was detected in all the sage species except for
S. triloba. Trace amounts of cinnamic acid (often at levels
between the LOD and LOQ) were detected in all the sage
species except for S.jurisicii. On the other hand, gallic acid was
detected in 5. officinalis alone. Luteolin was detected in
S. officinalis originating from its natural habitat in southwestem
Serbia and in S. triloba. Protocatechuic acid was detected in
S. azurea, S. forskaohlei, and S. officinalis. Scopoletin was
found in S. azurea, S.jurisicii, and S. nemorosa. o—Coumaric
acid was detected in S. nemorosa, S. officinalis, and S. triloba,
and trans-p-coumzic acid in S. azurea, S. forskaohlei,
S. officinalis, and S. triloba. Sage samples with the highest
amounts of the seven identified compounds were S. officinalis
and S. nemorosa, both harvested in 2008. From the
chemotaxonomic point of view, it is noteworthy that in the
sample ofS. officinalis originating from a distant natural habitat
in Serbia, the same compounds were detected as in the tested
specimens originating from the Pharmacognosy Garden in
Lublin, Poland, except for luteolin, which was detected in the
Serbian S. officinalis alone.
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Figure 1. A comparison of the DAD and ELSD fingerprints for the six different sage species. (1) S. officinalis-,
(2 S.jurisicii; (3) S. triloba; (4) S. azurea; (5) S. forskaohlei; and (6) S. nemorosa. Numbering of the identified
constituents of the methanol extracts is in conformity with Table 2.



Seasonal differences between the investigated sage species
harvested in 2007 and 2008 were observed as different yields of
the identified compounds, yet it would be hardly possible to trace
any definable regularity in this respect. Certain components of
the methanol extracts were more abundant in the samples
harvested in 2008, while the other compounds gave higher yields
in 2007. One (although most probably not the single) reason for
this apparent lack of regularity could be that the 2007 plants were
harvested in August and the 2008 plants in June.

The main aim of this study was to compare binary
fingerprints of the six sage species recorded with the use of
the DAD and ELSD, each of which fumishes different
information about an analyzed sample. The DAD fingerprints
selectively give information about the contents of the
compounds that absorb UV light, and the ELSD fingerprints
give information about the total composition of the analyzed
samples. Hence, one should expect that the fingerprints
recorded by the ELSD are richer both in qualitative and
quantitative terms than those recorded by the DAD. Figure 1
provides a comparison of the DAD and ELSD fingerprints
obtained for the sage species investigated in this study.

A few conclusions can be drawn from visual inspection of
the sage fingerprints given in Figure 1. First, it is evident that in
spite of seasonal differences in the yields of the individual
extracted components, each species has its two distinct
fingerprints originating from use of the DAD and ELSD that
cannot be mistaken for those of the other species. Second, in an
agreement with operating principles of the two different HPLC
detectors, fingerprints that originated from the ELSD have a
considerably richer content than those originating from the
DAD. However, the outstanding ability of ELSD to record total
chromatograms can on certain occasions be a somewhat
confusing drawback, e.g., in the case of phytochemical
standards of the secondary purity grade. With several
secondaiy standards used in this study, the DAD recorded a
single peak only, whereas the ELSD recorded two, or even
three, peaks. In the latter case and without the help ofthe DAD,
itwould have been virtually impossible to decide which peak in
the ELSD fingerprint really represents the phytochemical
standard, and which peaks represent its contaminants.

It is obvious that binary fingerprints better characterize a
given botanical species than does a single one. Visual
inspection alone is, in most cases, insufficient to extract the
wealth of relevant (i.e., chemical, chemotaxonomic, etc.)
information even from a single fingerprint. In fact,
chemometric decoding of this information is often needed, as
was demonstrated earlier (23). Our future efforts focused on
the Sahia genus aimed at establishing chemotaxonomic
classification of its members will certainly involve binary
(DAD and ELSD) fingerprints ofthe respective plant extracts.
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0 In the previous paper from this senes, we proposed mass spectrometric Jingerprinting of a
complex and volatile bolanical sample upon an example of the essential oil derived from Salvia
lavandulifolia. In that paper, we compared two variants offractionation ofsuch a mixture. A
simpler one-dimensional varianl consisted of the low-temperature thin-layer chromatographic frac-
tionation coupled with mass spectrometric Jingerprinting of each separated fraction (ID LT
TLC-MS). A more sophisticated vanant was the two-dimensional liguid chromatographic system
composed of the low-temperature thin-layer chromatography, high-performance liguid chromato-
graphy, and mass spectrometric detection (2D LT TLC-LC-MS). In this study, wepresent an anal-
ogous approach to the non-volalile bolanical mixtures upon an example of the pharmacologically
important phenolic acids and Jlavonoids seleclively extracled from Salvia lavandulifolia. With
these non-volatilefractions, the thin-layer chromatographic separations were carried out at ambienl
temperature (21 + 0.T C). Once again, we compared two variants offractionation. A simpler
one-dimensional variant consisted of the thin-layer chromatographic mode coupled with mass spec-
trometric Jingerprinting of each separated fraction (ID TLC-MS). A more sophisticated vanant
was the two-dimensional liquid chromatographic system composed of the thin-layer chromatography
and high-performance liguid chromatography, with mass spectrometiic detection (2D TLC-LC-
MS). As expected, the two-dimensional mode pwved better performing than the one-dimensional
mode (ID TLC-MS). It was concluded that thin-layer chromatography directly or indirectly coupled
with mass spectrometric detection can prmie very usejul in the analysis of the phenolic acid and
Jlauonoid fraction selectmely extracted from bolanical materiat.

Keywords flavonoids, mass spectrometnc fingerprinting, phenolic acids, Salwa lavandu-
lifolia, TLC-LC-MS, TLC-MS
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INTRODUCTION

Mass spectrometric detector can be off-line coupled with the thin-layer
chromatographic plate by means of the TLC-MS interface (CAMAG,
Muttenz, Switzerland). In that way, TLC gains an additional analytical
and fingerprinting dimension which enhances its performance, thus
becoming an even more flexible and better performing separation and
identification tool than before. With use of the TLC-MS interface, a certain
amount of analytical tasks has already been accomplished, basically focused
on the separation of the less complicated mixtures of compounds and
identification thereof upon their molecular ions. A considerable contribu-
tion to this area has been done by Morlock et al. (e.g.,[1 6]). Research™1was
made on the one-dimensional low-temperature thin-layer chromatography
with mass spectrometric detection (ID LT TLC-MS), which for the first
time applied samples derived from several sage (Salvia) species to the fin-
gerprinting of the complex essential oil. In other research,[8] a novel possi-
bility was introduced of the two-dimensional chromatographic mode
making use of the TLC-MS interface and application to the fingerprinting
of the essential oil extracted from Salyia lavandulifolia. This novel
approach combined the low-temperature normal-phase thin-layer
chromatography (silica gel stationary phase) and the reversed-phase
high-performance liquid chromatography (C18stationary phase) with mass
spectrometric detection (2D LT TLC-LC-MS). In the same paper,[8] a com-
parison wes made of the ID and 2D chromatography modes, both
employing the thin-layer chromatography and mass spectrometric detec-
tion. The authors pointed to th econsiderable fingerprinting advantages
of the two-step liguid chromatographic separation (TLC/HPLC) combined
with the mass spectrometric detection that outperforms the one-step
TLC-MS separation and fingerprinting, even if the two-step mode still does
not provide fuli separation of a complex mixture to the individual chemical
Species.

It is the aim of this study to compare the ID TLC-MS separation and
fingerprinting mode with the 2D TLC-LC-MS one, when applied to the
phenolic acids and flavonoids fractions selectively extracted from Salvia
lavandulifolia. The chemical nature of phenolic compounds of sage origin
is obviously different from that of essential oils, and phenolics are widely
recognized for their antioxidant, antimicrobial, antiviral, and even anti-
cancer properties. For this reason, it is necessary to check in a separate
experiment, if ID TLC-MS and 2D TLC-LC-MS can be applied to these
pharmacologically important secondary metabolites of the plant origin.
Successful fingerprinting can prove particularly helpful for identification
and quality assurance operations, especially when handling commercial
batches of medicinal plants traded in a powdered form.
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EXPERIMEIMTAL
Materials and Reagents

Sample of the Sahia lavandulifolia species was harvested in the Pharma-
cognosy Garden of the Medical University, Lublin, Poland, in July, 2009.
The plant materiat comprised all parts of the plant (i.e., roots and the aerial
parts) and it was dried for 40 hr in an oven with a forced air flow at 35 to
40°C. Then the obtained dry materiat was stored in the deep-freeze com-
partment of refrigerator until the commencement of the analysis. Finally,
the necessary amounts of the plant materiat were weighed and powdered
in a mechanical grinder. Three replicates of the sage sample were pro-
cessed in an identical way.

Metenamine was purchased from Pharma Cosmetics (Cracow, Poland),
and methanol, toluene, acetone, ethyl acetate, acedc acid, formie acid, and
hydrochloric acid used for the experiments were of analytical purity grade
and purchased from POCh (Gliwice, Poland). Water was double distilled
and de-ionized in the laboratory conditions by means of Elix Advantage
model Millipore system (Molsheim, France).

Selective Extraction of Phenolic Acids From the Salvia Species

Ten grams of the finely powdered plant material was placed in the
250-mL round-bottomed fiask on the water bath under the reflux and
the sample was three dmes extracted with the consecutive 50-mL portions
of methanol. The methanol extracts were combined and then evaporated
under the reduced pressure to dryness. Dry residue was dissolved in
20 mL hot water and then left in the refrigerator for 24 hr. Finally, the pre-
cipitate was filtered off, and the filtrate was placed in volumetric fiask and
made up to 100 mL with water.

Selective Extraction of Flavonoids From the Salvia Species

Stock soludon was prepared from 1g medium powdered crude plant
materiat. To this plant materiat, 20mL acetone, 2mL HCL (281 gL-1),
and 1mL metenamine (5gL-1) was added. The entity was kept boiling
on the water bath under the reflux for 30 min. Hydrolysate was filtered
to the volumetric fiask (100mL). The separated plant materiat was
extracted for the second and the third time with the 20-mL portions of
acetone and kept boiling for 10min. All extracts were filtered in the same
volumetric fiask and acetone was added to make up to 100mL. Then,
20mL of the obtained solution was transferred to the separation funnel,
20mL water was added, and the entity was extracted with ethyl acetate
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(firstly with the 15-mL, and then three times with the 10-mL portions of
ethyl acetate). The separated organie layers were collectedjointly and twice
washed with the 40-mL portions of water. The organie layer was filtered to
the 50-mL volumetric fiask and filled up to the volume with ethyl acetate.

Thin-Layer Chromatography with Densitometric Detection
(TLC-Densitometry)

Thin-layer chromatographic separations were performed in the normal-
phase mode on commercial glass plates (10cmx20cm) precoated with
0.25mm layers of silica gel 60 F254 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany;
cat. no. 1.05729). The phenolic acid flavonoid extracts and the respective
standards were spotted onto the thin layer in the 10-]iL aliquots, using an
AS 30 model autosampler (Desaga, Heidelberg, Germany).

Development of the planar chromatograms was carried out at
21+0.5°C for a distance of 15cm. The phenolic acid extracts were
developed with the temary mixture ethyl acetate-toluene-formic acid,
7:3:1 (v/v), and the flavonoid extracts were developed with the temary
mixture ethyl acetate-toluene-formic acid, 5:5:0.1 (v/v). All planar chro-
matograms were developed in the sandwich DS chambers (Chromdes,
Lublin, Poland), previously saturated with mobile phase vapor for 15 min.

The developed chromatograms were dried for 3hr at ambient air and
eventually evaluated by means of densitometry. Acguisidon of the densito-
grams was carried out with a Desaga CD 60 model densitometer eguipped
with Windows compatible ProQuant software (Desaga). Concentradon pro-
files of the development lanes for the investigated Salyia lavandulifolia
extracts were recorded in reflected ultraviolet (UV) light from a mercury
lamp. The dimensions of the rectangular light beam were 2.0 mm x 0.1 mm.
Each TLC analysis was performed in triplicate. Then, the developed and
scanned chromatographic plates were utilized at the next experimental
step, which was either direct analysis of the separated chromatographic
bands with use of mass spectrometer (TLC-MS), or an indirect analysis of
these bands by further separating them with use of high—-performance liguid
chromatography followed by mass spectrometric detection (TLC-LC-MS).

As in the study presented in research/8 application of TLC-
densitometry was an indispensable initial step in each of the procedures
introduced in this study. First, it enabled group separation of complex
mixtures contained in the investigated samples into several less complex
mixtures. Second, it allowed localization of the separated chromatogra-
phic bands on the plate surface. Conseguendy, positions of individual
chromatographic bands could be marked on the adsorbent surface, indicat-
ing the areas for the consecutive elution with use of the TLC-MS interface.
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Thin-Layer Chromatography with Mass Spectrometric
Detection (TLC-MS)

The first chromatographic mode assumed in this study consisted of a
direct elution of a given band from the chromatographic plate with use
of the TLC-MS interface (CAMAG), which enabled an introduction of a
given band to mass spectrometer. This mode is referred to as the thin-layer
chromatography with mass spectrometric detecdon (TLC-MS) and it has
been devised to fingerprint the preliminarily fractionated complex mixture
of compounds (e.g., of botanical origin).

In this study, elution was carried out at ambient temperature either
with use of pure methanol, or methanol +acetic acid, 99.5:0.5, v/v (the
flow rate equal to 0.2mL min-1). The eluate was direcdy introduced to
the Varian 500-MS model mass spectrometer (Varian, Harbor City, CA,
USA) and the samples were analyzed in the ESI mode (fuli ESI-MS scan,
negative ionization with phenolic acids, positive ionization with flavonoids,
spray chamber temperature 45°C, drying gas temperature 200°C, drying
gas pressure 25psi, capillary voltage 80V, needle voltage 5kV). Varian
MS Workstation v. 6.9.1 software was used for data acauisition and
processing.

Thin-Layer Chromatography-Liquid Chromatography with
Mass Spectrometric Detection (TLC-LC-MS)

The second chromatographic mode was aimed at the more sophisti-
cated mass spectrometric fmgerprinting of the phenolic acid and flavonoid
extracts derived from the sage species. Owing to the TLC-MS interface, we
developed the two-dimensional liquid chromatography system equipped
with mass spectrometric detection, off-line coupling the thin-layer chroma-
tographic system with the high-performance liguid chromatograph
(TLC-LC). In this two-dimensional system, the TLC part provides
preliminary group separation of the investigated extracts, with individual
separated fractions one by one transported with aid of the TLC-MS inter-
face not direcdy to mass spectrometer, but to the high-performance liquid
chromatograph first. Eventually, we used mass spectrometer as a detector,
to obtain the TLC-LC-MS tandem system.

The working conditions of TLC-densitometry and MS employed in this
second analytical mode were exacdy the same as in the first mode. Liquid
chromatographic analysis with mass spectrometric detection (LC-MS) was
carried out using an LC-MS System Varian (Varian, Palo Alto, CA, USA)
equipped with a Varian ProStar model pump, Varian 100-MS mass
spectrometer, and Varian MS Workstation v. 6.9.1 software for data acqui-
sition and processing.
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The LC analyses were carried out in the isocratic mode, using a Pursuit
X Rs 3-C18 column (50 mm x 2.0 mm i.d.; Varian; cat. no. A6001050C020)
and either pure methanol or methanol +acetic acid, 99.5:05 (v/V) as
mobile phase at the flow rate of 0.20 mL min-1. Mass spectrometric detec-
tion and processing of the obtained results were carried out using the same
working parameters as those described in the preceding sub-section.

RESULTS AND DISCUSSION

Thin-Layer Chromatography with Mass Spectrometric
Detection (TLC-MS) of Phenolic Acids

In Figure la-d, mass spectra are presented valid for bands 1-4, respectively,
eluted from the chromatographic plate with the TLC-MS interface using
methanol-acetic acid. Prior to a more detailed discussion of these results, let
us make the following generat statement. A large number of phenolic acids
present in the sage extract are constructed from the caffeic acid building
btock,[Xl as it can easily be seen from Table 1 As it comes out from the litera-
ture/Xl trimers derived from caffeic acid constitute the largest group of meta-
bolites in Sahia. They include such compounds, as lithospermic acid (m.w.
538), sagecoumarin (m.w. 536), salvianolic acids H, I,J, and K, with their respect-
ive molecularweights equal to 531,531,526, and 555, andyunnaneic acids C, D,
E, and F, with their respective molecularweights equal to 538,540,572, and 597.

In the mass spectra recorded for the individual chromatographic bands
in our study eluted with use of the TLC-MS interface from the chromato-
graphic plate directly to the mass spectrometer, several signals can be
observed with the m/zvalues corresponding to molecular weights of certain
phenolic acids. For example, an intense m/z 360.56 signal present in
Figure Ib can either originate from the caffeic acid dimers (with dimeriza-
tion occurring under the ESI conditions, as caffeic acid is the building
btock for most phenolic acids of botanical origin), or it can be attributed
to the molecular unit of rosmarinic acid. In Figure la, along with an
intense m/z 388.80 signal (its possible origin is going to be discussed in
the next section), the m/z 147.71 signal is also present, which can originate
from the [M-H]- cinnamic acid derived ion. The same signal can also
appear due to the fragmentation of certain phenolic acids (e.g., of ferulic,
caffeic, and/or coumaric acid), which are in fact the cinnamic acid deriva—
tives. The m/z 16351 (Figure Ic) and m/z 194.05 (Figure Id) signals can
originate from coumaric acid and ferulic acid, respectively. At this point
it has, however, to be admitted that phenolic acids presently discussed
(i.e., chlorogenic, ferulic, o—coumaric, jb-coumaric, caffeic, protocatechuic,
and gallic acid) have not yet been identified in Sahia lavandulifolia, except
for rosmarinic acid.[1011] We believe that in a forthcoming study[12] we will



FIGURE 1 (0) The videoscan obtained from the analytical thin layer chromatogram developed for the
phenolic acids fraction of Sahia lavandulifolia at 21 +£0.5°C, with the bands of interest indicated by
numerals (1)-(4), and the mass spectra of (a) band 1, (b) band 2, (c) band 3, and (d) band 4 eluted
with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate. (Figure available in color online.)
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TABLE 1 Selected Phenolic Acids Expected in the Sahia Genus Extracts, their Respective Structural

Formulas and Molecular Weights"10"

Compound

Chlorogenic acid

CTUTu-Cimiamir acid

Ferulic acid

o-Coumaric acid

~mCoumaric acid

Caffeic acid

Protocatechuic acid

Rosmarinic acid

Structural Formuta

* OH

OH

OH

OH

OH

X /-

OH

Molecular Weight

354.31

148.17

194.18

164.16

164.16

180.16

154.12

360.31

(Continued)



10:27 1B My 2011

(University of Silesia/Uniwersytet Slaski] AC:

Downloaded By:

TABLE 1 Continued

Compound Structural Formuta Molecular Weight
0

Gallic acid H 170.12

OH

be able to ultimately answer the guestion whether our present inter-
pretation of the registered mass spectra is correct and the aforementioned
phenolic acids can really be found in the Sahia lavandulifolia samples.

Thin-Layer Chromatography-Liquid Chromatography with
Mass Spectrometric Detection (TLC-LC-MS) of Phenolic Acids

Liquid chromatograms recorded by means of the 2D TLC-LC-MS sys
tem for bands 14 eluted with use of the TLC-MS interface from the chro-
matographic plate are presented in Figures 2-50, with the posidons of
recording the individual mass spectra indicated by numerals 1 and 2

Mass spectrum shown in Figure 2a and originating from the 2D
TLC-LC-MS system (although apparendy more complex than that shown
in Figure la), gready resembles the latter one. The intense na/z 388.90 sig-
nal can be attributed to a variety of molecular adducts, and for the sake of
example, one can only mention the adduct of caffeic acid with cinnamic
and acetic acid, or the ferulic acid dimer.

Figure 3a and b originate from the 2D TLC-LC-MS system and they
present the mass spectra of the two constituents of the thin-layer chromato-
graphic band 2, in the second dimension separated on the liguid chroma-
tographic column. In these mass spectra, one can observe an intense m/z
360.5 signal, which is present also in the mass spectrum shown in Figure Ib.

In Figure 4a and b (originating from the 2D TLC-LC-MS system), not
very intense signal at wi/z 163.6 is visible that can be attributed to coumaric
acid. The analogous signal is present in Figure Ic, showing the mass spec-
trum originating from the ID TLC-MS system.

Thin-Layer Chromatography with Mass Spectrometric
Detection (TLC-MS) of Flavonoids

The flavonoid extracts derived from Sahia lavandulifolia have also been
studied using the normal-phase thin-layer chromatography (NP TLC) with
silica gel as stationary phase and the non-aqueous mobile phase. The entity
of the results valid for the flavonoids are given in Figs. 6-10.
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FIGURE 2 (0) Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 1 (Figure 1)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numeral (1), and the mass spectrum of (a) peak 1 from the liquid
chromatogram.

Flavonoids are widely distributed in the different plant species from the
Sahia genus and they appear mostly as flavones and flavonols, and also as
the respective glycosides thereof. In Table 2, we listed flavone and flavonol
aglycones and glycosides characteristic of Sahia lavandulifolia, as reported
in the review paper on the Sahia genus.[10]

The majority of flavonoids present in the Sahia genus are derived from
apigenin and luteolin, and from their respective 6-hydroxylated derivatives.



10:27 1B Mey 2011

[University of Silesia/Uniwersytet Slaski) At:

Downloaded By:

(©)
n/t
0))
2000
K735
1800
1600
1400
1200
() e
87
29.0
PPSA
161,71 28023 79
Li.irL..a Ln - h m
(b)

FIGURE 3 (o) Liguid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 2 (Figure 1)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numerals (1) and (2), and the mass spectra of (a) peak 1and (b) peak
2 from the liguid chromatogram.
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FIGURE 4 (o) Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 3 (Figure 1)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numerals (1) and (2), and the mass spectra of (a) peak 1and (b) peak
2 from the liquid chromatogram.
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FIGURE 5 (o) Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 4 (Figure 1)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numerals (1) and (2), and the mass spectra of (a) peak 1and (b) peak
2 from the liquid chromatogram.



TABLE 2 Selected Flavone and Flavonol Aglyconcs and Glycosides Expected in the Sahia lavandulifolia
Species, their Respective Structural Formulas and Molecular Weights110L

Molecular
Weight
Aglycone
Apigenin 270.24
Aplgenln-?-glmethylether 284.27
(genkwanin)
Apigenin-7,4'-dimethyl ether 298.30
Luteolin 286.24
6-Hydroxyapigenin-6-methyl ether
(hispidulin) 300.27
6-Hydroxyapigenin-6,7-dimethyl
ether (cirsimaritin) 314.30
MeO OMe
6-Hydroxyapigenin-6,7,4'-trimethyl
ether (salvigenin) 328.32
MeO
6-Hydroxyluteolin-6-methyl ether
y y y 316.27

(nepetin)

OH O
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TABLE 2 Continued

Eupatorin

OH
Glycoside

Luteolin-7-glucoside (cinaroside)

Luteolin-4'-glucuronide

Luteolin-7-cellobioside

Luteolin-5-rutinoside

Quercetin-3-glucoside (isoguercitrin)

Molecular

OMe

344.32

448.38

462.08

628.54

594.16

OH

464.38



TABLE 2 Continucd

Molecular

OH

4'-0Odiglucuronil-luteolin 638.11

Kaempferol and quercetin, and also the derivatives thereof, are recognized
as relatively widespread constituents of the Salyia genus, but the presence
thereof has not been reported in Sahia lavandulifolia.rl0l Our own results
seem to confirm this statement.

Among the flavone and flavonol glycosides, those derived from luteolin
appear as relatively most common with the Sahia genus, and luteolin 7-glu-
coside (cinaroside) has been reported as occurring in Sahia lavandulifolia.

The TLC-MS results obtained in this study are given in Figure 6. The
videoscan obtained from the analytical thin layer chromatogram developed
for the flavonoids fraction of Sahia lavandulifolia is shown in Figure 60.
Bands of interest are indicated by numerals 1-4. In the selected mass spectra
(Figure 6a-d), one can recognize the molecular ions characteristic ofcertain
flavonoids listed in Table 2. These are the signals with the m/z values equal to
284.43 (genkwanin, Figure 6d), 316.22 (nepetin, Figure 6a), 464.93 (isoquer-
citrin, Figure. 6a), and 595.35 (luteolin-5-rutinoside, Figure 6c¢).

Signal with the m/z value equal to 302.6 is present in all four mass
spectra shown in Figure 6. To this value, a selection of molecular structures
can be attributed which are basically adduct ions originating from the
respective molecular ions combined with the H, He, or MeOH units. For
the sake of example, m/z—302.6 can characterize [apigenin + MeOH ]+,
[hispidulin + He]+, and the aglycon derived from [isoquercitrin+ H]+. It
cannot, however, be excluded that the discussed ion results from a
fragmentation process also. Signals in the mlz range below 284 typically
originate from the fragmentation processes.

Thin-Layer Chromatography-Liquid Chromatography with
Mass Spectrometric Detection (TLC-LC-MS) of Flavonoids

Unlike with TLC-MS, where no intense signals above the m/z value
equal to 400 were present, in TLC-LC-MS the intense signals (most
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FIGURE 6 (o) The videoscan obtained from the analytical thin layer chromatogram developed for the
flavonoids fraction of Sahia Umandukjolmat 21 + 0.5°C, with the bands of interest indicated by numerals
(1)-(4), and the mass spectra of (a) band 1, (b) band 2, (c) band 3, and (d) band 4 eluted with use of
the TLC-MS interface from the chromatographic plate. (Figure available in color online.)
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FIGURE 7 (o) Liguid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 1 (Figure 6)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numerals (1) and (2), and the mass spectra of (a) peak 1and (b) peak
2 from the liguid chromatogram.
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FIGURE 10 (o) Liguid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for band 4 (Figure 6)
eluted with use of the TLC-MS interface from the chromatographic plate, with the positions of record-
ing the mass spectra indicated by numerals (1)-(3), and the mass spectra of (a) peak 1, (b) peak 2, and
(c) peak 3 from the liguid chromatogram.
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probably characteristic of the heavier flavone and flavonol glycosides) are
observed. These higher m/z signals can also be attributed to molecular
adducts. For the sake of example, m/z= 651.79 can be attributed to
[luteolin-7-cellobioside+ Na]+ (Figure 7b), wi/z= 471,48 seems to be valid
for [cinarosid + Na]+ (Figure 8b), whereas signal at m/z= 481.33 can rep-
resent [cinaroside + H + MeOH]+, or [lutolin-4'-glucuronide + H + H20] +
(Fig. 10Db).

Similar to the TLC-MS mode, spectra originating from TLC-LC-MS
show the m/z signal at 302. Moreover, most spectra obtained in this study
show the signal at mjz equal to 94. This latter signal most probably origi-
nates from the C6H50H fragment split off from apigenin and/or its deriva-
tives (i.e., from genkwanin, hispidulin, and cirsimaritin).

The mass spectrum of band 4 derived from the flavonoid extract in the
ID TLC-MS mode is simple (see Figure 6d), whereas in the 2D TLC-LC-MS
mode the same fraction can be divided further, which ultimately results in
the three considerably complex mass spectra, as shown in Figure lOa-c.
This is a persuasive enough proofthat (1) TLC provides a group separation
only (whereas coupling of TLC with LC results in better fractionation of a
given sample), but also that (2) the two-dimensional TLC-LC mode can be
more destructive toward the investigated compounds than the one dimen-
sional TLC mode.

At this point, it certainly has to be added that although the applied ESI
MS mode is considered as a mild and non-destructive one, mass spectra
originating from both, the TLC-MS, and the TLC-LC-MS mode, are rela-
tively complex and the obtained molecular ion signals characterize with
low intensity. One reason ofan overall complexity of the obtained mass spec-
tra can be complex composition of the extracted phenolic acid and flavo-
noid mixture. It cannot, however, be excluded that the extracted phenolic
acids and flavonoids under the influence of many extemal factors (e.g.,
the light, temperature, and the influence of stationary and mobile phase)
can partially undergo structural transformation and/or destruction, which
results in a fragmentation which is evident in all the registered mass spectra.

CONCLUSIONS

This study is a consecutive step forward in our demonstrating useful-
ness of mass spectrometric detection in thin-layer chromatography applied
to the fingerprinting of complex mixtures (e.g., those of botanical origin).

It has to be clearly stated that it was not the aim of this study to carry out
mass spectrometric identification of the chromatographically separated
components of the complex botanical mixtures but just to provide mass
spectrometric fingerprints thereof.
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We have also pointed to a possibility of constructing the efficient
two-dimensional separation and identification liquid chromatographic
systems with mass spectrometric detection, based on application of the
TLC-MS interface.

Finally, we managed to show that the two-dimensional TLC-LC
systems with mass spectrometric detection provided a more abundant
fingerprinting materiat than the one-dimensional TLC ones, which can
further be effectively utilized in the chemometrics-based identification
approaches.
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Abstract

In the previous paper from this series, we proposed mass
spectrometric fingerprinting of complex botanical samples upon
the examples of the pharmacologically important phenolic acids
and flavonoids selectively extracted from Sahia lavandulifolia. In
this study, we explore fingerprinting efficiency with a novel two-
dimensional analytical system composed of the reversed-phase
thin-layer chromatography and the reversed-phase high
performance liquid chromatography with mass spectrometric
detection (2D RP-TLC-RP-LC-MS). We also compare its efficiency
with that of the one-dimensional analytical system (the reversed-
phase thin-layer chromatography with mass spectrometric
detection; 1D RP-TLC-MS). As our present study is basically
focused on the method development, we considered it as justified
to carry out our comparison with the phenolic acid extracts
selectively derived from the Salvia lavandulifolia species, similar as
it was done in Part Il from this series. Upon the results obtained,
it was established that the 1D RP-TLC-MS mode and the 2D
RP-TLC-RP-LC-MS mode can be applied to fingerprinting of herbal
extracts, and that the 2D RP-TLC-RP-LC mode can provide a
more abundant information than that originating from the 1D
RP-TLC mode.

Introduction

Amass spectrometric detector can be off-line coupled with the
thin-layer chromatographic plate by means of the TLC-MS
interface (Camag, Muttenz, Switzerland). In that way, TLC gains
an additional analytical dimension which enhances its perfor-
mance, thus becoming an even more flexible and better per-
forming separation and identification tool than before. With use

* Author to whom correspondence should be addressed: Institule of Chemistry, University ot Silesia,
9 Szkolna Street, 40-006 Katowice, Poland, email: teresa.kowalska®us.edu.pl.

of the TLC-MS interface, certain amount of analytical tasks has
already been accomplished, basically focused on the separation
of the less complicated mixtures of compounds and identifica-
tion thereof upon their molecular ions. A considerable contribu-
tion to this areawas done by Morlock et al. [e.g., (1-6)].

In a previous paper (7), the one-dimensional low-temperature
thin-layer chromatography with mass spectrometric detection
(ID LTTLC - MS) was reported, for the first time applied to the
fingerprinting of the complex essential oil samples derived from
several sage (Salvid) species. In papers (8,9), a novel possibility
was introduced of the two-dimensional chromatographic mode
making use of the TLC-MS interface and applied to the low-tem-
perature fingerprinting of the essential oil fraction (8) and of the
room temperature fingerprinting of the phenolic acid and
flavonoid fractions (9) selectively extracted from Sahia lauan-
dulifolia. In papers (8,9) the experimental results derived from
the one-dimensional analytical system composed of the adsorp-
tion thin-layer chromatography coupled with mass spectrometry
(ID NP TLC-MS) were presented, and also those for the first
time derived from the two-dimensional system composed of the
adsorption thin-layer chromatography and the reversed phase
high-performance liguid chromatography coupled with mass
spectrometric detection (2D NP TLC-RP-LC-MS).

The aim of this study is to investigate the fingerprinting effi-
ciency of the two novel analytical systems, that is, the one-
dimensional analytical system composed of the reversed-phase
thin-layer chromatography with mass spectrometric detection
(ID RP-TLC-MS) and the two-dimensional analytical system
composed of the reversed-phase thin-layer chromatography and
the reversed-phase high performance liquid chromatography
with mass spectrometric detection (2D RP-TLC-RP-LC-MS).
These two systems were tested upon the practical example of the
phenolic acids fraction selectively extracted from Sahia lauan-
dulifolia. Phenolic compounds of the sage origin are widely rec-
ognized for their antioxidant, antimicrobial, antiviral, and even

560 Reproduction (photocopying) of edilorial content of this joumal is prohibited without publishe”s permission.



anticancer properties, hence it seems purposeful to test our
novel analytical systems upon these pharmacologically impor-
tant secondary metabolites of the plant origin (10). Successful
fingerprinting of complex samples of botanical origin can prove
particularly helpful for identification and quality assurance oper-
ations, especially when handling commercial batches of medic-
inal plants traded in a powdered form.

Experimental

Materials and reagents

Sample of the SaMa lavandulifolia species was hamsted in
the Pharmacognosy Garden of the Medical University, Lublin,
Poland, in July, 2009. The plant materiat comprised all parts of
the plant (i.e., roots and the aerial parts) and itwas dried for 40 h
in an oven with a forced air flow at 35°C to 40°C. Then the
obtained dry materiat was stored in the deep-freeze compart-
ment of refrigerator until the commencement of the analysis.
Finally, the necessary amounts of the plant materiat were
weighed and powdered in a porcelain mortar. Three replicates of
the sage sample were processed in an identical way.

Metenamine was purchased from Pharma Cosmetics (Kracow,
Poland), and methanol, toluene, acetone, ethyl acetate, acetic
acid, formie acid, and hydrochloric acid used for the experiments
were of analytical purity grade and purchased from POCh
(Gliwice, Poland). Water was double distilled and de-ionized in
the laboratory conditions by means of Elix Advantage model
Millipore system (Molsheim, France).

Selective extraction of phenolic acids from the Sa/wa species

Ten grams of the finely powdered plant materiat was placed in
the 250-mL round-bottomed fiask on the water bath under the
reflux and the sample was three times extracted with the consec-
utive 50-mL portions of methanol. The methanol extracts were
combined and then evaporated under the reduced pressure to
dryness. Dry residue was dissolved in 20 mL hot water and then
left in the refrigerator for 24 h. Finally, the precipitate was fil-
tered off, and the filtrate was placed in volumetric fiask and made
up to 100 mL with water.

1D RP-TLC-densitometry

The reversed-phase thin-layer chromatographic separations
were performed on the commercial glass plates (20 cm x 20 cm)
precoated with 0.25 mm layers of RP-18 F24S (Merck; cat. no.
1.15423). The phenolic acid extracts and the respective standards
were spotted onto the thin layer in the 10-pL aliguots, using an
AS 30 model autosampler (Desaga, Heidelberg, Germany). For
the sake of comparison of the retardation factor (Rp) values and
the mass spectrometric fingerprints, we also chromatographed
the following standard samples (5 mg/mL solutions in methanol):
p-coumaric acid, caffeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid, ros-
marinic acid, protocatechuic acid, /ram-cinnamic acid, ellagic
acid, vanillic acid, syringic acid, and p-hydroxybenzoic acid. All
standards were purchased from ChromaDex (Irvine, CA).

Development of the planar chromatograms was carried out
with the temary mixture methanol-water-acetic acid, 5:5:0.1
(v/iv) at 21 + 0.5°C for a distance of 15 cm. All planar chro-
matograms were developed in the sandwich DS chambers

(Chromdes, Lublin, Poland), previously saturated with mobile
phase vapor for 15 min.

The developed chromatograms were dried for 3 h at ambient
air and eventually evaluated by means of densitometry.
Acauisition of the densitograms was carried out with a Desaga
CD 60 model densitometer equipped with Windows compatible
ProQuant software (Desaga). Concentration profiles of the devel-
opment lanes for the sage samples were recorded in reflected
ultraviolet (UV) light from a deuterium lamp. The dimensions of
the rectangular light beam were 2.0 mm x 0.1 mm. Each TLC
analysis was performed in triplicate. Then the developed and
scanned chromatographic plates were utilized at the next exper-
imental step, which was either direct analysis of the separated
chromatographic bands with use of mass spectrometer (ID RP-
TLC-MS), or an indirect analysis of these bands by further
separating them with use of high-performance liguid chro-
matography followed by mass spectrometric detection (2D RP-
TLC-RP-LC-MS).

Like in the study presented in papers (8,9), application of TLC-
densitometry was an indispensable initial step in each of the pro-
cedures introduced in this study. Firstly, it enabled group separa-
tion of complex mixtures contained in the investigated samples
into several less complex mixtures. Secondly, it allowed localiza-
tion of the separated chromatographic bands on the plate surface.
Conseguently, positions of individual chromatographic bands
could be marked on the adsorbent surface, indicating the areas for
the consecutive elution with use of the TLC-MS interface.

1D RP-TLC-MS

The first chromatographic mode assumed in this study con-
sisted of a direct elution of a given band from the chromato-
graphic plate with use of the TLC-MS interface (Camag), which
enabled an introduction of a given band to mass spectrometer.
This mode is referred to as the reversed-phase thin-layer chro-
matography with mass spectrometric detection (ID RP-
TLC-MS) and it has been devised to fingerprint the preliminarily
fractionated mixture of phenolic acids. Here it needs to be
emphasized that all thin-layer chromatograms were performed
on the fresh and clean chromatographic plates. However, each
plate can absorb humidity and the other volatile compounds
(e.g., carbon dioxide) from the environment. Moreover, the
residual amounts of the applied mobile phase can also be found
on its surface, when eluting a given band even from the dried
chromatogram to the mass spectrometer. Thus in order to avoid
misinterpretation of the obtained mass spectra, we purposely
avoided in our further “Results and Discussion” sections any
comments on the signals in the mtz range below 150.

In this study, elution was carried out at ambient temperature
either with use of pure methanol, or methanol + acetic acid,
99.5:0.5, v/v (the flow rate egual to 0.2 mL/min). The eluate was
directly introduced to the Varian 500-MS model mass spectrom-
eter (Varian, Harbor City, CA) and the samples were analyzed in
the ESI mode (fuli ESI-MS scan, negative ionization, spray
chamber temperature 45°C, drying gas temperature 200°C,
drying gas pressure 25 psi, capillary voltage 80 V, needle voltage
5 KV). Varian MS Workstation v. 6.9.1 software was used for data
acguisition and Processing. Prior to the registration of the
spectra, the mass spectrometer was carefully calibrated



according to the procedures prescribed for such calibration by
the manufacturer (Varian). Besides, the baseline of the mass
spectrawas strictly controlled and corrected prior to acguisition
of the spectra.

2D RP-TLC-RP-LC-MS

The second chromatographic mode was aimed at mass spec-
trometric fingerprinting of the phenolic acid extracts derived
from the sage species. Owing to the TLC-MS interface, we devel-
oped the two-dimensional liguid chromatography system
equipped with mass spectrometric detection, off-line coupling
the thin-layer chromatographic system with the high-perfor-
mance liquid chromatograph (TLC-LC) (8,9). In this two-
dimensional system, the RP-TLC part provides preliminary
group separation of the investigated extract, with individual sep-
arated fractions one by one transported with aid of the TLC-MS
interface not directly to mass spectrometer, but to the high-per-
formance liguid chromatograph first. Eventually, we used mass

spectrometer as a detector, to obtain the 2D RP-TLC-RP-LC-MS
tandem system.

The working conditions of TLC-densitometry and MS
employed in this second analytical mode were exactly the same
as in the first mode. Liguid chromatographic analysis with mass
spectrometric detection (LC-MS) was carried out using an
LC-MS System Varian (Varian, Pato Alto, CA) eguipped with a
Varian ProStar model pump, Varian 100-MS mass spectrometer,
and Varian MS Workstation v. 6.9.1 software for data acauisition
and Processing.

The LC analyses were carried out in the isocratic mode,
using a Pursuit X Rs 3-C18 column (50 mm x 2.0 mm i.d.;
Varian; cat. no. A6001050C020) and either pure methanol, or
methanol-acetic acid, 99.5:0.5 (v/v) as mobile phase at the flow
rate of 0.20 mL/min. Mass spectrometric detection and
Processing of the obtained results were carried out using the
same working parameters as those described in the preceding
subsection.

450

1 250

400 198.05
350 161,60
300
200
150 270.00 326.62
100
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100 200 300 400 500 000 700 000

Figure 1. The densitogram and videoscan obtained from the analytical thin layer chromatogram developed at 21 + 0.5°C for the fraction of phenolic acids selec-
tively extracted from Salvia lavandulifolia, with the bands of interest indicated by numerals 1,4,5, and 8 (A), and the mass spectra of band 1 (B), band 4 (C), band
5 (D), and band 8 (E) eluted from the chromatographic plate with use of the TLC-MS interface.



Results

1D RP-TLC-MS

Separation of the phenolic acids extract derived from Sahia
lauandulifolia was carried out with use of the reversed-phase
thin-layer chromatography (RP-TLC) on the Cl8stationary phase
and with the aqueous eluent. Videoscan of the chromatogram
showing the developed phenolic acids was recorded at 366 nm
and it is shown in Figure 1A In the same Figure 1A the densi-
togram recorded from the chromatographic plate is presented,
with the eight bands (1-8) indicated on it.

In an attempt to ascribe the separated
chromatographic bands to individual phe-
nolic acids, it was necessary to use the retar-
dation parameter (/?F) values of the employed

Standard
standard compounds (see Tkble I). From our
experiment it can be assumed that the
majority of the applied standards were not  gjjagic acid

detected in the investigated Sahia lauanduli-
folia extract on the thin-layer chromato-
graphic C18plate. Further, it can be assumed
that band 4 contains caffeic acid (as convinc-
ingly proved by its intensely blue fluores-
cence both with the standard and the extract
sample, when the chromatogram was irradi-
ated with the 366 nm light), band 6 contains
rosmarinic acid, and band 7 contains chloro-
genic acid (see T"ble I). None of the employed
standards could be ascribed to bands 1-3, 5,
and 8. The seguence of the identified phenolic
acids on the considered chromatogram
remains in rational agreement with the
chemical structure of the detected com-
pounds. Thus, caffeic acid identified in band 4
(with its two hydroxyl groups in a vicinal
position and therefore apt to form
intramolecular H-bonds), certainly has
greater affinity to the non-polar stationary
phase than rosmarinic acid identified in band
6 (which contains five hydroxyl groups in its
molecule and hence, shows less affinity to
this stationary phase than caffeic acid). The
lowest affinity to Cjg is observed with chloro-
genic acid (band 7), due to the six hydroxyl
groups per one acid molecule.

The mass spectra shown in this study refer
to the selected thin-layer chromatographic
bands only (and not to all bands separated
and denoted in Figure 1A as bands 1-8), as
our methodical goal was to demonstrate the
selected examples of a direct mass spectro-
metric evaluation (with a possibility of the
future fingerprinting kept in mind) of the
thin-layer chromatograms of the complex
natural mixtures of botanical origin, and also
to compare these preliminary fingerprinting
result of the ID RP-TLC-MS mode with the
2D RP-TLC-RP-LC-MS one. Repeated acqui-

trans-Cinnamic acid

Ferulic acid

p-Coumaric acid

Vanillic acid

Syringic acid

Caffeic acid

Rosmarinic acid

Protocatechuic acid

Chlorogenic acid

p-Hydroxybenzoic acid

sition of the mass spectra from the different thin-layer chro-
matograms performed for one and the same phenolic acids
extract was carried out, in order to verify the repeatability of the
assumed approach. Based on visual inspection and comparison
of the obtained mass spectra, very good repeatability was con-
firmed in this sense that the analogous signals were present in
the compared mass spectra, and also the generat profiles (or
envelopes) were very similar.

Thus, in Figure IB—E, mass spectra are presented valid for
bands 1,4,5 and 8, respectively (as denoted on the densitogram

Table I. Selected Phenolic Acids Traced in the 5a/Wa lavandulifolia Extract*

Structural Molecular Peak
formuta weight R no.

302.20 0.15
(tailing)

148.17 0.19

194.18 0.42

164.16 0.44

168.15 0.52

198.17 0.53

180.16 0.54 4

138.12 0.55

360.31 0.58 6

154.12 0.68

354.31 0.71 7
(tailing)

Their respedive structural formulas and molecular weights, the retardation fador (RF) values for the selected standard
compounds, and a possible occurrence thcreof in chromatographic peaks indicated in Figure 2.



and videoscan), eluted with use of the TLC-MS interface and the
methanol-acetic acid eluent Prior to a more detailed discussion
of these results, let us make the following generat statement. All
three phenolic acids identified by means of TLC in the SaMa
lavandulifolia extract (i.e., caffeic acid, rosmarinic acid, and
chlorogenic acid) are made of the caffeic acid building btock, as
it can easily be seen from a comparison of molecular structures
given in Table I. In all mass spectragiven in Figure 1B-1E, char-
acteristic signal at m/z 198 can be observed and it seems largely
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Figure 2. Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for
band 1 (Figure 1) eluted with use of the TLC-MS interface from the chromato-
graphic plate, with the positions of recording the mass spectra indicated by
numerals 1 and 2 (A), and the mass spectra of band 1 (A) and band 2 (B) from
the liquid chromatogram.

probable that this intense signal is closely related to the aduct of
caffeic acid with water. Another characteristic feature of the
recorded mass spectra (see Figure 1D-1E) is the signals which
appear at the values higher than m/z 400.

2D RP-TLC-RP-LC-MS

Similarity between the mass spectra originating from the
TLC-MS and the TLC-LC-MS mode is evident and in a sense
expected. For all RP-TLC-RP-LC-MS spectra, the presence of a
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Figure 3. Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for
band 4 (Figure 1) eluted with use of the TLC-MS interface from the chromato-
graphic plate, with the positions of recording the mass spectra indicated by
numerals 1 and 2 (A), and the mass spectra of band 1 (A) and band 2 (B) from

the liquid chromatogram.



large number of signals with the relatively high mlz values seems
characteristic (see Figures 2-5). These signals can originate
from the caffeic acid-derived trimers. For example, the signal at
mlz 535.52, present in the spectrum given in Figure 2B, can
originate from the (sagecoumarin - H)_anion and the signal at
mlz 539.77, present in Figure 2C, can be attributed to the (yun-
naneic acid D - H)~anion. In Figure 2B, a very intense signal at
mlz 360 can be seen, which can originate from the caffeic acid
dimers, or from rosmarinic acid (and more exactly, from the ros-
marinic acid derivatives, e.g., its glucosides).

Discussion

The hydrophobic surface of the C18thin layer employed in this
study has proved better suited for the analysis of phenolic acids
than the highly active silica gel adsorbent, employed for the
same purpose in our previous study (9) and evidently able to
induce structural transformation of these acids. As a result, even
after a short exposure of the silica-gel chromatograms to
ambient air, the separated bands have been tuming yellowish-
brown, which made a comparison between these bands and
those of the standards hardly possible. In our present study, the
C1Blayer enabled an easy classical usage of the extemal standards
to identification of the bands separated by means of TLC.

At the same time, we are aware of the fact that an agreement
between the retardation factor (/?F values of the standard com-
pounds and the respective bands on the chromatogram of the
Sahia lavandulifolia extract cannot be regarded as an undeni-
able identification proof, although it can serve as a strong sug-
gestion, especially when combined with the observations
summarized below.

Right from the beginning of our experiment, we realized that
most of the phenolic acid standards (i.e., ellagic, ferulic, p-
coumaric, vanillic, syringic, caffeic, p-hydroxybenzoic, protocat-
echuic, and chlorogenic acid) applied in this study have never
before been identified in Sahia laoandulifolia, except for ros-
marinic acid (11). Our present results largely confirmed the pre-
vious findings, except for caffeic acid and chlorogenic acid. What
is perhaps most important, from the review on polyphenolics
identified in the Sahia genus (12) it comes out that with all
Lamiaceae, the presence of chlorogenic acid is surprisingly
uncommon and prior to our own research, it has not been
reported in Sahia lauandulifolia (which seems a rather valuable
contribution of this study to identification of its phenolic acids
composition).

Chlorogenic acid on the Cjg plate was tailing (maybe due to
the hydrolysis of this glycoside under the influence of acetic acid
contained in mobile phase, and partial release of the caffeic acid
aglycone and the sugar moiety). Another (or maybe comple-
mentary) reason of this tailing could be the fact that the
molecule of chlorogenic acid contains five hydroxyl (-OH)
groups. Three of them belong to the sugar moiety in the chair
conformation and appear, respectively, in the axial and eguato-
rial position, thus unable to build intramolecular H-bonds. They
can, however, interact through the intermolecular H-bonds
with residual non-bonded silanols (Si-OH) of Clg, >n that way

contributing to the obsernd “smearing™ effect.

Now let us refer to the mass spectrometric results. As it comes
out from the literature (12), trimers derived from caffeic acid
constitute the largest group of the Sahia genus metabolites.
They include such compounds, as lithospermic acid (m.w. 538),
sagecoumarin (m.w. 536), salvianolic acids H, I, J, and K, with
their respective molecular weights equal to 531, 531, 526, and
555, and yunnaneic acids C, D, E, and F, with their respective
molecular weights equal to 538, 540, 572, and 597. Thus, the
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Figure 4. Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for
band 5 (Figure 1) eluted with use of the TLC-MS interface from the chromato-
graphic plate, with the positions of recording the mass spectra indicated by
numerals 1 and 2 (A), and the mass spectra of band 1 (B) and band 2 (C) from
the liquid chromatogram.
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mass spectrometric signals which appear in Figure 1C-1E at the
values higher than m/z 400 could probably be ascribed to certain
phenolic acid trimer(s).

Finally, it can be concluded that the results obtained with use
of the two analytical technigues discussed in this study (i.e.,
TLC-MS and TLC-LC-MS) are important for the future finger-
printing of any given herbal materiat. Evident complexity of the
mass spectrometric fingerprints makes their direct visual
inspection and comparison rather difficult and hence, an imme-
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Figure 5. Liquid chromatogram recorded by means of the LC-MS system for
band 8 (Figure 1) eluted with use of the TLC-MS interface from the chromato-
graphic plate, with the positions of recording the mass spectra indicated by
numerals 1 and 2 (A), and the mass spectra of band 1 (B) and band 2 (Q from
the liquid chromatogram.

diate necessity arises to develop an adequate chemometric
approach that might enable a more accurate utilization of the
rich information contained therein.

Conclusion

The hydrophobic C18thin layer has proved a right adsorbent
for the group separation of the phenolic acids fraction selectively
extracted from the Sahia lauandulifolia sample and for the clas-
sical usage of the extemal standards.

Upon the obtained TLC results, it can be deduced that the
Sahia lauandulifolia extract might probably contain chlorogenic
acid never before reported to occur in this particular sage species.

Mass spectrometric fingerprinting of the phenolic acids
extract preliminarily separated with use of both, the ID RP-TLC
and the 2D RP-TLC-RP-LC mode is possible and it fumishes an
abundant data set, which can prove very helpful in chemotax-
onomy and for the plant identification purposes.

Due to considerable complexity of the mass spectrometric fin-
gerprints, a chemometric approach has to be developed, able to
facilitate their rapid and non-biased usage.

Attribution of certain mass spectrometric signals to the
selected constituents of the investigated plant extract can be con-
sidered as tentative and provisional only, as no rigid identifica-
tion protocol has been followed in this study.
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Thin-layer Chromatography for Selected
Salvia Species
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ABSTRACT:

Introduction - Plant-derived free radical scavengers have become the subject of intensive scientific interest. Recently, the
concept of coupling chromatographic fingerprints with biological fingerprinting analysis has gained much attention for the
quality control of plant extracts. However, identification of free radical scavenging activity of each single compound in a
complex mixture is a diffkult task. Thin-layer chromatography with post-chromatographic derivatisation with the methanol
solution of DPPH can be a valuable tool in such analyses.

Objective - Deyelopment of chromatographic and free radical scavenging fingerprints of nineteen Sahia species grown and
cultivated in Poland.

Methodology - Chromatography was performed on the silica gel layers with use of two eluents, one for the resolution of the
less polar compounds, and the other one for the resolution of the medium and highly polar ones. The plates were sprayed with
the vanillin-sulfuric acid reagent to produce chemical fingerprints, and with DPPH solution to generate free radical scavenging
fingerprints.

Results - With four Salvia species, it was revealed that their strong free radical scavenging properties are not only due to the
presence of polar flavonoids and phenolic acids, but also due to the presence of several free radical scavengers in the less polar
fraction. Because of the similarities in both the chromatographic and the free radical scavenging fingerprints, 5. triloba can be
introduced as a possible equivalent of the pharmacopoeial species, S. officinalis.

Conclusion - Fingerprints developed in the experiments proved useful for the analysis of complex extracts of the different
Salvia species. Copyright ©2010 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Salvia spp.; fingerprint; free radical scavengers; thin-layer chromatography; polyphenolics

Introduction 2004; Orhan etal., 2007; Tepe, 2008). However, determination
of the antioxidant potential and antiradical activity for each
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since being reported, apparently due to experimental problems
(Niederlander etal., 2008). Another shortcoming of the on-line
HPLC techniques is their limitation to one sample per run, which
greatly extends the analysis time.

Therefore, recently, a need to develop new methods for screen-
ing a free radical scavenging potential of individual compounds
contained in complex mixtures is steadily growing. Thin-layer
chromatography (TLC) is often the method of choice for the
screening of plant extracts for the presence of biologically active
compounds. An advantage of TLC is the speed of method devel-
opment, high sample throughput and flexibility. It is particularly
well suited for direct biological detection, sifce the separation
result is immobilised prior to the detection and, moreover, the
open solid bed layer allows direct access to the sample (Poole,
2003). The number of selective visualising reagents that can be
used for the different target compounds is also large. One more
advantage is that the normal-phase TLC systems used for identi-
fication of polar bioactive compounds often outperform the
reversed-phase systems, where polar compounds tend to be
poorly retained (Poole, 2003). TLC has been utilised for isolation
and/or identification of the free radical scavengers and antioxi-
dants in the plant extracts and foods. In that case, the free radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was used as a derivatising
agent (Bhattarai etal., 2008; Pozharitskaya etal., 2008). However,
with most published methods, the real potential of the TLC-
antioxidant screening technique has remained not yet fully
exploited or even explored (e.g. certain compounds with the
known free radical scavenging properties are left unresolved).
Therefore, it is an urgent task now to develop a TLC method that
allows screening of the free radical scavenging potential of all the
compounds present in a complex natural sample.

Usually, plant extracts are complex mixtures that contain hun-
dreds of compounds, although some of them only exhibit bio-
logical activity. For the quality control of herbal medicines, it is
important to derive as much information from a sample as pos-
sible (Fan etal., 2006). The chromatographic profile (fingerprint)
and the most active constituents are usually taken into consider-
ation for an assay of authenticity and quality of herbal medicines
(Liang et al., 2004). Recently, the concept of developing the activ-
ity and biological fingerprints has been proposed to adequately
reveal the quality characteristics of medicinal plants and herbal
preparations (Zhang etal., 2005; Wang etal., 2007; Chang etal.,
2008). A potency fingerprint that can quantitatively analyse the
antioxidant activity of individual constituent and provide the
total antioxidant activities of the samples has recently been pro-
posed (Chang etal., 2009). The method involved the use of high-
performance liquid chromatography coupled with ultraviolet
and pyrogallol-luminol chemiluminescence detection.

Because of the wide spectrum of its biological activity, the
SaMa genus has been widely investigated. Several studies were
performed to assess the total antioxidant activity of selected
SaMa species (Tepe etal., 2004; Orhan etal., 2007; Kelen and
Tepe, 2008; Kivrak etal., 2009). An on-line HPLC chemilumines-
cence technique was proposed for detection of the free radical
scavengers in the preparation containing SaMa milthiorizza
(Chang etal., 2008). Moreover, several chromatographic tech-
niques were proposed to construct fingerprints of different SaMa
species (Gu etal., 2004; Liu etal., 2007; Ma etal., 2007; Jin etal.,
2008; Rzepa et al., 2009).

In this study, the chemical and free radical scavenging TLC
fingerprints were used for the purposes of the quality control of
19 SaMa species. Fractions of differentiated polarity were inves-

tigated for the presence of substances exhibiting free radical
scavenging potential. The main advantages of the presented
technique are its simplicity, flexibility, speed and the possibility to
present the results in form of a picture that can easily be pro-
cessed with an image-processing program. To the best of our
knowledge, chemical thin-layer chromatographic and the free
radical scavenging fingerprints have not yet been reported for
the quality control of herbal medicines.

Experimental
Apparatus and reagents

The following standards: gallic acid (Ga), hiperoside (H) and rutin (Ru)
were obtained from Aldrich (St. Louis, MO, USA), and the remaining ones,
i.e. caffeic acid (C), chlorogenic acid (Cl) and rosmarinic acid (R), were
purchased from ChromaDex (Santa Ana, USA). n-Hexane, methanol,
toluene, ethyl acetate and formie acid used as the extracting solvents or
the mobile phase components were manufactured by Merck (KGaA,
Darmstadt, Germany). Sulfuric acid was obtained from Polish Reagents
(Gliwice, Poland). All solvents were of the analytical purity grade. Vanillin
and DPPH were purchased from Aldrich.

TLC was performed on 10 cm x 20 cm glass-backed silica gel TLC 60FZ4
plates (lot no. OB535150), purchased from Merck. Solutions of all test
substances and plant extracts were applied to the chromatographic
plates band-wise by means of a Camag automatic TLC sampler (Camag,
Muttenz, Switzerland) and developed in the horizontal DS chambers
(Chromdes, Lublin, Poland). Location of the bands was carried out after
derivatisation in visible light. Chromatograms were documented using a
Camag TLC Reprostar 3 device with Videostore Computer program, and
scanned with the Camag TLC Scanner 3 densitometer equipped with the
CATS 4 Computer program. The obtained videoscans were processed
using of the Image J image-processing program (available on-line, and
elaborated by the National Institutes of Health, USA).

Standard substance solutions and plant extracts

All reference substances were dissolved in methanol to prepare the
1.0 mg/mL solutions. Extracts from 19 dried SaMa species were obtained
from the plants collected in the Pharmacognosy Garden (Lublin, Poland)
in the course of the vegetation periods of 2007 and 2008. The list of the
investigated species is given in Table 1. Botanical materiat was authenti-
cated and voucher specimens were deposited at the Department of Phar-
macognosy, Medical University of Lublin. The fresh materiat was oven-
dried at a temperature not exceeding 40°C for 40 h. The dried plant
materiat remained frozen until the time of extraction and chromato-
graphic analysis. Accelerated solvent extraction (ASE) was performed
with the ASE extractor (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). First, the samples
were extracted with n-hexane to get rid of chlorophylls, then extraction
was performed with use of methanol. The optimised extraction condi-
tions were: temperature, 40°C (n-hexane) and 100°C (methanol); pressure,
68 atm (n-hexane) and 65 atm (methanol); initial heating time, 10 min
(n-hexane) and 2min (methanol); heating time after introduction of
solvent, 5min (with both solvents); static extraction time, 5min (with
both solvents); solvent volume, 40 mL (with both solvents); number of
cycles, 2 (with both solvents). A detailed description of the extraction
procedure of the plant materiat can be found in our earlier work (Ciesla
etal., 2010).

Thin-layer chromatography

Standard and sample solutions were applied to the 10 x 20 cm silica gel
TLC plates band-wise (band length 12 mm, 1p./s delivery speed, track
distance 1 mm, distance from the left edge 10 mmand from the low edge
10 mm). The 5 |iL aliquots of standard solutions and the 10 |IL aliquots of
the investigated SaMa samples were applied onto the plates. The plates
were dried in a hood for 10 min before development. The development



Table 1. The investigated Sahia species
Sample no. Species
1 Sahia officinalis
2 Sahia triloba
3 Salvia canariensis
4 Salvia lavandulifolia
5 Sahia farskohlei
6 Sahia sclarea
7 Sahia verticilatta
8 Sahia pratensis
9 Sahia tesquicola
10 Sahia deserta
n Sahia hians
12 Sahia cadmica
13 Sahia glutinosa
14 Sahia atropatana
15 Sahia azurea
16 Sahia staminea
17 Sahiajurisicii
18 Sahia amplexicaulis
19 Sahia nemorosa

was carried out in the horizontal DS chambers (Chromdes, Lublin, Poland)
at ambient temperature of 20 + 1°C. For the less polar constituents, as
mobile phase we used solvent system I, composed of toluene-ethyl
acetate-formic acid, 60:40:1 (v/v/v). For the medium and highly polar
substances, solvent system Il was applied composed of ethyl acetate-
water-formic acid-acetic acid, 100:26:11:11 (v/v/v/v). Pre-saturation of
the chromatographic chamber was performed only in the case of solvent
system Il and it lasted for 15 min. The plates were developed to the dis-
tance of 90 mm. Then the plates were dried at room temperature for
15 min, prior to derivatisation.

Derivatisation and DPPH assay

The vanillin—sulfuric acid reagent was prepared by mixing 1g vanillin
with 20% sulfuric acid in methanol. The plates were sprayed with this
reagent using the automatic spraying device (Merck) and then heated for
5 min at 105°C. Plate images were collected in visible light. They were also
scanned with densitometer at the wavelengths A= 254 and 366 nm, with
the slit parameters 1x 0.1 mm. Separated bands in the analysed samples
were identified by matching their Rf values and UV-vis spectra, respec-
tively, with those obtained for the standards.

In order to checkfree radical scavenging properties ofthe investigated
samples, the chromatographic plates were sprayed with an 0.2% DPPH
reagent in methanol and left at ambient temperature for 30 min. Yellow
spots obtained as a result of bleaching the purple color of the DPPH
reagent were interpreted as a positive free radical scavenging activity
(Kivrak etal., 2009). Images ofthe plates were processed with the Image
J Processing program, and the substances with free radical scavenging
activity were identified as negative peaks.

Method validation

The method was validated for its specificity, precision (repeatability and
intermediate precision), stability and robustness according to the recog-
nised AOAC guidelines for the qualitative TLC procedures (Reich etal.,
2008).

Precision was expressed as precision ofthe positions (the Rf values) of
the separated zones. Checking repeatability, three individual portions of
a given Sahia sample were prepared according to the earlier described
method. Three aliquots of each sample were applied onto the three
plates. The plates were subsequently chromatographed, using the same

chamber but each time a fresh portion of mobile phase. The intermediate
precision test was performed in an analogous way, i.e. a number of the
selected Sahia species were chromatographed on the three different
days, one sample per one species. Variability ofthe Rf values for several
"'markerzones'across each plate, and variability ofthe averageRf values of
those markers on the three plates was evaluated.

Stability on the plate was determined by comparing fingerprints
obtained for the samples applied to the plates 1, 2, and 3 h prior to the
development with the fingerprint obtained for the sample applied just
before the development.The stability ofthe sample in solution was deter-
mined by multiple measurements of one sample solution at different
storage times, i.e. after 0,6,24 and 48 h. In order to check sample stability
during the chromatographic process, a simple 2D test was performed, i.e.
selected Sahia samples were chromatographed with the same eluent in
both directions. To this effect, solvent systems |and Il were checked.

The influence of deliberate, smali changes in the chromatographic
parameters, e.g. mobile phase composition, heating temperature and
drying time, on the finat results was also checked. A more detailed
description of the validation procedures was given in our earlier work
(Ciesla etal., 2010).

Results and Discussion

The first part ofthe experiment was focused on the development
of chromatographic fingerprints, based partially on the results
obtained in our earlier work (Ciesla etal., 2010). As the methanol
extracts ofthe investigated Salvia species are very complex, two
different chromatographic systems were applied, focusing on
resolution ofthe low, medium and high polarity compounds. For
the less polar fraction, solvent system | was applied, and for the
medium and highly polar fractions, solvent system Il was used.
Different visualising agents were tested and for both the less
polar and the medium and highly polar fractions, and the best
results were obtained with the vanillin-sulfuric acid reagent. Its
usage proved particularly advantageous with the medium and
highly polar fraction, allowing a vast number of chromatographic
bands to appear in the respective fingerprints. In that way, the
presence of rosmarinic, gallic and caffeic acid was confirmed in
the analysed extracts (Fig. 1). For almost all sage species (with the
exception of 5. deserta), the bands present between the applica-
tion point (Rf = 0) and the band at Rf = 0.33 are fully analogous
and they can be considered as characteristic of the Salvia spp.
Two other bands at the Rf values of 0.63 and 0.67 also appear in
all chemical profiles. Chromatographic patterns characteristic of
the individual sage species appear in the lower Rr range of the
less polar chemical fingerprints and they can be applied for dif-
ferentiation of these species.

Application of solvent system II (with relatively high elution
strength) resulted in the separation of medium and highly polar
constituents, mainly the more polar phenolic acids, and the dif-
ferent flavonoid aglycones and their glycosides (Fig. 2). Chro-
matographic fingerprints obtained with aid of the visualising
reagent were quite similar for the majority of the investigated
species. As a characteristic feature, we considered the presence of
several dark zones in the lower Rr range, which can be attributed
to very polar glycosides. At Rf = 0.06, an intensive dark band
appeared in the respective chromatograms of S. officinalis, S. far-
skohlei, S. glutinosa and 5. jurisicii. As can be seen from Fig. 2,
chromatograms of these species are characterised by a lower
number of bands just above the aforementioned zone than the
remaining analysed species. It could happen that these dark
bands originate from the products of partia! deglycosilation of
polyphenolics in the course ofthe plant drying process. Also the
four bands at the Rf values equal to 0.10, 0.31, 0.76, and 0.80,
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Figure 1. TLC images of compounds resolved with use of solvent system |, after spraying with (a) vanillin-sulfuric acid reagent, and (b) DPPH
methanolic solution. For symbols, see Experimental.
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Figure 2. TLC images of compounds resolved with use of solvent system II, after spraying with (a) vanillin-sulfuric acid reagent, and (b) DPPH
methanolic solution. For symbols, see Experimental.

respectively, which appear in all fingerprints, can be considered potential appeared on the chromatograms as yellow zones on

as characteristic of the chemical profiles of the SaMa species. the purple background (Figs 1and 2). With the less polar fraction,
The second part of our study focused on a scrutiny of free the majority of the analysed species characterise with the fully
radical scavenging properties with the separated sage constitu- analogous free radical scavenging profiles, i.e. showing four

ents. To this effect, the developed plates were sprayed with the bands at Rf values equal to 0.06, 0.12, 0.22 and 0.41. In this par-
DPPH solution in methanol. Substances that exhibit antiradical ticular fraction, three free phenolic acids (i.e. rosmarinic, gallic



Figure 3. Comparison of chemical and free radical scavenging TLC fingerprints obtained with use of solvent system |, for the extracts prepared from
two SaMa species: (a) S. lavandulifolia and (b) S. atropatana. For symbols, see Experimental.

and caffeic acid) were identified as exhibiting free radical scav-
enging properties. With all the investigated species, the strongest
free radical scavenging activity was observed for rosmarinic acid.
This can be concluded from the size of yellow zone correspond-
ing to this compound, after spraying the chromatogram with the
DPPH solution (Figs 3 and 4). Also for the band of caffeic acid
derived from 5. officinalis and 5. atropatana, relatively strong free
radical scavenging properties were observed (Figs 1and 3).These
results remain in a good agreement with the data referring to
these two polyphenolics as to the most potent hydrogen donat-
ing free radical scavengers in the Lamiaceae family (Lu and Foo,
2002). The least pronounced free radical scavenging properties
were found with the SaMa deserta extract, where the band of
rosmarinic acid alone is clearly visible in the respective finger-
print. The less polar fractions derived from the four SaMa species
(i.e.S. officinalis, S. triloba, S. lavandulifolia and S. canariensis) were
characterised by the presence of a greater number of free radical
scavengers having their respective flFvalues equal to 0.57, 0.70
and 0.74. 5. officinalis and 5. triloba were the species containing
the highest amounts of the constituents with the free radical
scavenging properties. Almost identical chemical and free radical
scavenging fingerprints suggest that these two species can
possess similar chemical and antioxidant properties (as con-
cluded in our earlier study as well, Cie$la et al., 2010). In Poland, S.
officinalis is the only pharmacopoeial species and, hence, it seems
quite sensible to introduce 5. triloba as its equivalent for medical
purposes. Further justification of this statement can be the fact
that S. triloba is reported to contain less a- and /3-thujone than S.
officinalis (Langer etal., 1996; Arikat etal., 2004). Control of the
content of thujone in SaMa is very important, as thujone exhibits
neurotoxic properties. The antioxidant potential of the sage
extracts has been ascribed mainly to the presence of phenolic

acids (e.g. rosmarinic, gallic or caffeic acid) and flavonoids.
However, the results obtained in this study show that, with
several species, the free radical scavenging activity is strongly
pronounced with the constituents of the less polar fraction too.

Apparently, medium and highly polar substances that
remained at the start when solvent system | was used also gave
intensive yellow zones, indicating their potential as free radical
scavengers (Fig. 1). Thus the ability to scavenge free radicals was
studied for the constituents of the more polar fraction derived
from the investigated SaMa species and developed with solvent
system Il In this fraction, the following constituents were identi-
fied: chlorogenic acid (RF= 0.36), rosmarinic acid (Rr = 0.70), hip-
eroside (ftF = 0.43) and rutin (flF= 0.28; see Fig. 2). Substances
exhibiting free radical scavenging properties are located in the
upper RF range of the chromatograms obtained with solvent
system |II. Although the sage extracts are rich in medium and
highly polar constituents, in the chromatograms the visualised
yellow spots did not appear in the upper /Frange. This result can
be attributed to the fact that these polar constituents are highly
glycosylated, and the glycosides are reported as the less potent
free radical scavengers than aglycones (Rice-Evans etal., 1996).
Medium and highly polar fractions of S. farshohlei, S. teseuicola, S.
cadmica, S. glutinosa, S. atropatana and S. nemorosa were charac-
terised by the greatest amounts of free radical scavengers. The
least pronounced free radical scavenging properties of the polar
fraction were observed with S. lavandulifolia, S. sclarea, S. azurea
and S. staminea. In the case of S. deserta, the band of rosmarinic
acid alone was detected. The Rf values of the common com-
pounds from the investigated SaMa species are summarised in
Table 2.

For the development of fingerprints, the identity of all the
resolved bands does not need to be known. Application of the
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Figure 4. Comparison of chemical and free radical scavenging TLC fingerprints obtained with use of solvent system Il for the extracts prepared from
two Salvia species: () 5. azurea and (b) 5. glutinosa. For symbols, see Experimental.

Table 2. Rfvalues of the common compounds characteristic for the investigated Sahia species' fingerprints

Sample Solvent system Solvent system I
no. Rf Rf
0.06 012 022 033 041 057 063 0.67 070 0.74 006 010 028 031 036 043 070 0.76 0.80
1 X X X X X X X X X X X X X X X X X
2 X X X X X X X X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X X X X X X
4 X X X X X X X X X X X X X X X X X
5 X X X X X X X X X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X X X X X X X X
8 X X X X X X X X X X X X X X
9 X X X X X X X X X X X X X X X
10 X X X X X X X X X X X X X
1 X X X X X X X X X X X X X X
12 X X X X X X X X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X X X X X
15 X X X X X X X X X X X X X X
16 X X X X X X X X X X X X X
17 X X X X X X X X X X X X X X X
18 X X X X X X X X X X X X X X X
19 X X X X X X X X X X X X X X X X

image-processing program makes it possibile to comprehen-
sively investigate both the chromatographic and the free radical
scavenging profiles. Figures3 and 4 show the peak profiles
obtained from the videoscans of the selected Salvia species. As
can easily be noticed, several bands that are barely seen in the

TLC images (e.g. caffeic and gallic acid) produce intensive nega-
tive peaks in the DPPH test, showing a considerable free radical
scavenging performance.

Validation of the method was performed according to the rec-
ognised international standards (Reich etal., 2008).The proposed



method characterises with good specificity, as the analysed
Salvia species produce distinctive fingerprints. Fingerprints
obtained in the repeatability and intermediate precision test
were identical in terms of the amount of peaks appearing in the
individual chromatograms. Variability of the Rf values was, as
follows: for the repeatability, it did not exceed 0.01, and for an
intermediate precision, it was not greater than 0.03. Samples
were stable when undergoing the chromatographic procedure,
and showed signs neither of decomposition nor of chemis-
orption. The use ofthe vanillin—sulfuric acid visualising reagent
produced more stable results (i.e. the band colors did not consid-
erably change with time), than with the use of sulfuric acid alone.
The proposed technique is also robust, i.e. significant changes in
bands' colours or their Rr values were not observed when slightly
changing the experimental conditions. The way of performing
the validation experiments was described in detail in our earlier
work (Ciesla et al., 2010).

Construction ofthe chromatographic and the free radical scav-
enging fingerprints gives the possibility to comprehensively
investigate the plant-derived products.The use of this procedure
allows a search for the species that contain the highest amounts
of free radical scavengers. This procedure can be applied for the
search for new plant species that can also be used as potential
herbal remedies. The proposed chromatographic procedure can
be adapted to the quality control of the other plant extracts and
plant-derived products.
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The results of spectrophotometric and HPLC/DAD analysis are discussed, and a comparison is made of selectively extracted
flavonoid fractions derived from twenty six sage species belonging to the Sahia genus. The sage samples were harvested in the
vegetation seasons 2007,2008, and 2009. It was a goal of this study to find out which species contain the highest yields of flavonoids
(recognized for their free-radical-scavenging activity), as those with the highest yields could be applied in official medicine. It
was spectrophotometrically established that the four sage species can be recognized for their highest flavonoid levels, while the
HPLC/DAD analysis pointed out to the four other species. The source of the discrepancy between the two evaluation approaches
was discussed. Moreover, the HPLC/DAD fingerprints ofthe flavonoid fraction underwent a chemometric pre-treatment, and then
the purified fingerprints were analyzed by means of Principal Component Analysis (PCA) for the differences in the harvesting
period. A difference was revealed between the herbs harvested in the 2007 season, and those harvested in 2008 and 2009. The main
source of this difference could be the seasonal weather variation and the relatively longest storage period with the plants harvested

in 2007.

1. Introduction

In spite of a vast number of the different species and a
wide popularity of the plants belonging to the Sahia genus,
relatively little attention has been paid to phytochemical
analysis of these plants, prior to our own systematic research
(e.g., [14]). In the course of the centuries, different sage
species have gained the repute for their outstanding thera-
peutic, culinary, and decorative valor. However, the offkial
European medicine recognizes just one sage species for its
curative properties, which is Sahia officinalis. It is a well-
known fact that the curative properties of many plants are
due to the high contents of phenolics, which act as the free-
radical scavengers. Thus, it became an objective of this study
to analyze a selection of the different sage species popular in
Central and South Europe (where they grow both in anatural
habitat and as cultivars) and to fingerprint the flavonoid

fraction present therein by means of HPLC/DAD. It was our
intent to ultimately point out to these Sahia species, which
might compete with S. officinalis in terms of the high levels
of flavonoids.

To this effect, we spectrophotometrically determined an
overall content of flavonoids in the sage extracts which were
selectively obtained following the pharmacopeial procedure
[5]. This preliminary assessment allowed selecting four out
of twenty six sage species with the highest overall contents
of flavonoids (which were S. glutinosaa, S. pratensis ssp.
Haematodes, S. staminea, and S. triloba). For these four
sage species and additionally for S. officinalis, a comparison
was carried out of their respective HPLC/DAD fingerprints.
In our earlier study [6], an analogous comparison was
performed of the total sage extracts derived with the use
of methanol and, hence, containing a wider spectrum of
the polar components. It was expected that the fingerprints
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registered for the selectively derived flavonoid fraction could
better characterize the sage species than the nonselectively
derived methanol extracts.

However, the flavonoid contents in the sage species, as
monitored through the prism of the sums ofall the separated
chromatographic peak areas had to be arranged in a different
order and, in this case, the four out of twenty-six sage
species with the highest overall contents of flavonoids were
S. nemorosa, S.forskahlei, S. azurea, and S. amplexicaulis.

The source of the discrepancy between the two assess-
ment approaches was discussed and, additionally, a chemo-
metric comparison was performed by means of principal
component analysis (PCA) of all the sage species consid-
ered in this study, which based on the HPLC/DAD chro-
matograms of the flavonoid fractions. Upon the obtained
results, certain conclusions were drawn regarding seasonal
differences in flavonoid composition among the individual
plant species.

2. Experimental

2.1. Herbal Materiat and Reagents. Samples of the twenty-six
different sage species (which are listed in Table 1 as species
1-5, 7-26, and 28) investigated in this study were collected
in the Pharmacognosy Garden of the Medical University,
Lublin, Poland, in three harvesting seasons (2007, 2008, and
2009). Botany specialists identified each investigated species,
and the voucher specimens were deposited in the herbarium
of the Department of Pharmacognosy, Medical University,
Lublin, Poland. This plant materiat was dried for 40 h in an
oven with a forced air flow at 35 to 40°C. The obtained dry
materiat was stored in a refrigerator until commencement
of the analysis. Species 6 was S. glutinosaa, which originated
from the natural habitat in the Ostrowsko region of south
Poland and species 27 was S. officinalis, which originated
from the natural habitat in the Zlatibor region of central
Serbia. Species 6 was harvested in all three vegetation seasons
(2007, 2008, and 2009), and species 27 was harvested in
the summer of 2008 only and purchased dried. Summarized
information about all the investigated herbal materiat is
given in Table 1.

Methenamine was purchased from Pharma Cosmetics
(Cracow, Poland), and methanol, ethyl acetate, acetone,
glacial acetic acid, aluminium chloride, and hydrochloric
acid used for the experiments were of analytical purity grade
and purchased from POCh (Gliwice, Poland). Water was
double distilled and deionized in the laboratory conditions
by means of Elix Advantage model Millipore system (Mol-
sheim, France).

2.2. Selective Extraction of Flavonoids from Herbal Materiat.
Stock extract solution of each investigated sage species was
prepared from 1g medium powdered crude plant materiat.
To this plant materiat, 20 mL acetone, 2mL HCL (281 gL*“1),
and 1mL methenamine (5gL_1) were added. The entity
was kept boiling on the water bath under the reflux for
30 min. Hydrolysate was filtered to the volumetric fiask
(I00OmL). The separated plant materiat was extracted for
the second and the third time with the 20 mL portions of

Table 1. Basic characteristics of the investigated plant materiat.

Sample no.  Sage species Harvesting year
1 S. amplexicaulis 2007, 2008, 2009
2 S. azurea 2007, 2008, 2009
3 S. cadmica 2007, 2008, 2009
4 S. deserta 2007, 2008, 2009
5 S.forskahlei 2007, 2008, 2009
6 S. glutinosaa 2007, 2008, 2009
7 S. hians 2007, 2008, 2009
8 S. jurisicii 2007, 2008, 2009
9 S. nemorosa 2007, 2008, 2009
10 S. pratensis ssp. Haematodes 2007, 2008, 2009
11 S. sclarea 2007, 2008, 2009
12 S. staminea 2007, 2008, 2009
13 S. stepposa 2007, 2008, 2009
14 S. tesguicola 2007, 2008, 2009
15 S. triloba 2007, 2008, 2009
16 S. verticillata 2007, 2008, 2009
17 S. officinalis 2007, 2008, 2009
18 S. lavandulifolia 2007, 2009

19 S. atropatana 2007

20 S. canariensis 2007

21 S. argentea 2008, 2009
22 S. austriaca 2008,2009

23 S. nutans 2008, 2009
24 S. regeliana 2008, 2009
25 S. superba 2008, 2009

26 S. glutinosa 2008

27 S. officinalis 2008

28 S. pratensis 2009

aSample originating from the natural habitat in the Ostrowsko region of
south Poland.
bSample originating from the natural habitat in the Zlatibor region of
central Serbia.

acetone kept boiling for 10 min. All extracts were filtered to
the same volumetric fiask, and acetone was added to make
up to 100mL. Then, 20 mL of the obtained solution was
transferred to the separation funnel, 20 mL water was added,
and the entity was extracted with ethyl acetate (firstly with
the 15mL, and then three times with the 10 mL portions
of ethyl acetate). The separated organie layers were collected
jointly and twice washed with the 40 mL portions of water.
The organie layer was filtered to the 50 mL volumetric fiask
and filled up to the volume with ethyl acetate. Selective
extraction of flavonoids from the investigated plant materiat
was carried out in triplicate from the three different plant
samples belonging to each individual batch of the sage
species. The procedure of selective extraction is described in

[5].

2.3. Spectrophotometric Determination ofthe Overall Content
of Flavonoids. Flavonoids were determined spectrophoto-
chemically according to the procedure described in [5],



using the selectively obtained flavonoid fraction extracts.
Each result presented in this study is a mean value from
the three independent spectrophotometric measurements
obtained for each individual extract. An overall (%) content
of flavonoids was recalculated for hyperoside, using the
recalculation factor (k).

For each spectrophotometric measurement, two solu-
tions were prepared. Solution 1was prepared in the following
way: to the 10 mL stock extract solution, 2mL aluminium
chloride (20 g L_1) solution was added and filled up to 25 mL
with the 1:19 mbcture of acetic acid and methanol. Solution
2 was the reference sample, and it was prepared as follows:
10 mL stock solution was filled up to 25 mL with the 1:19
mbcture of acetic acid and methanol. After 45 min from the
preparation of these two solutions, absorbance of sample 1
was measured at the wavelength A = 425 nm, using sample
2 as a blank. The percentage (%) content of total flavonoids
(X) was calculated, using the following formuta [5]:

where A is the absorbance of the examined solution, k is the
recalculation factor for hyperoside (k = 1.25), and m is the
weight of the crude plant materiat (in grams).

The obtained quantitative results (i.e., the overall con-
tents of flavonoids in the percentage scale) for all the
investigated sage species are given in form ofthe bar diagram
in Figure 1

2.4. The HPLC/DAD Fingerprinting. The HPLC analysis was
carried out with a Varian 920-LC model liguid chromato-
graph (Harbor City, Calif, USA) equipped with a 900-LC
model autosampler, gradient pump, 330 model DAD, and
the Galaxie software for data acquisition and processing.
The analyses were carried out in the gradient mode using a
Pursuit C18 (5”m particie size) column (250 x 4.6 mm id;
Varian; Cat. no. 1215-9307). Methanol (A) and water (with a
1% (v/v) amount of glacial acetic acid; (B)) were used in the
following A + B gradient program (v/v): from 0 to 17 min,
50 + 50; from 18 to 26 min, 80 + 20; from 27 to 46 min, 90 +
10; from 47 to 58 min, 100 + O; from 59 to 70 min, 50 + 50.
The flow rate was 0.6 mL min-1. The chromatograms were
registered at the wavelength A= 254 nm.

2.5. Chemometric Baseline and Noise Correction of Chro-
matograms. Dealing with the chromatograms of natural
samples is not an easy task, although the fingerprinting
approach has long been used for rapid screening of complex
analytical signals. It has also been used in our earlier
phytochemical study of the sage species [7], In this section,
a short description of the applied chemometric techniques
is given, aiming to remove the background and noise from
the HPLC/DAD chromatograms, and in that way to prepare
the input data for the further exploration and visualization
thereof with the use of the principal component analysis
(PCA).

The first step was elimination of the background com-
ponent from the chromatograms. One of numerous baseline

elimination technigues is the penalized asymmetric least
squares approach (PALS) [8]. This method applies the least
sguares approach to fit a baseline to the signal. Each point of
a signal gets a different weight which locates it above or below
the original signal. The weights are modified according to an
iterative procedure such that the points above the original
signal have very smali weights and the points below this
signal have the weights close to 1. There are two adjustable
parameters, that is, the order of the differences and the
penalty parameter, which are to be optimized. Usually, the
order of the differences is set as egual to 2. The larger the
penalty parameter is, the smoother baseline is obtained.

Chromatographic signals were smoothed to suppress the
white (Gaussian) noise. In this study, the Savitzky-Golay
differentiation filter [9] was used. This filter helps to
reduce the peak overlapping and the linear baseline drift
by constructing the first and the second derivative spectra.
The Savitzky-Golay filter technigue resembles the local
polynomial regression with a window of at least/ + 1points,
wheref is the polynomial degree.

Also, the other undesired effects that could be present
in the raw data were eliminated using the standard normal
variate transformation (SNV) [10]. The pretreated data were
used as the input data for principal component analysis
(PCA) and discriminant partial least sguares (DPLS).

2.6. Principal Component Analysis (PCA). Principal compo-
nent analysis (PCA) is the data exploration and visualization
technigue [11]. It allows to construct a set of new variables
called principal components (PCs). The principal compo-
nents are the orthogonal vectors that are linear combinations
of the original variables and represent the data structure by
maximizing the description of data variance. The PCA model
consists of k principal components, where k is selected by
the user. The original data matrix X(m x n) is decomposed
according to the following formuta:

X = TPt+E, @

where T(m x k) is the matrix of scores, P(« X k) is the
matrix of loadings, E(m x n) is the residual matrix, and the
superscript T denotes transposition of the matrix.

As a projection method, PCA enables projection of the
objects or variables on the planes which they define [12].
Projection ofthe samples on the piane defined by the selected
pairs of PCs allows studymg the similarities among the
samples (in form of the score plots). The loading plots are
the projections of the variables on the planes of the selected
principal components and allow tracing correlations among
the data variables.

2.7. Discriminant Partial Least Sauares (DPLS). The discrim-
inant partial least sguares approach (DPLS) [13] is widely
applied in chemistry, because of the multivariate character
of the data studied and the high correlation usually observed
among the explanatory variables. With the DPLS model, a
linear relationship between a property of interest and a set
of the explanatory variables is described. The property of
interest is usually a binary or a bipolar coded vector. The
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Figure 1. A bar diagram comparison ofthe overaU contents of flavonoids in all the sage species harvested in 2009.

explanatory variables can be the sets of instrumental signals,
for example, the chromatograms. Via the DPLS model, a
set of a few orthogonal factors is constructed, aiming to
maximize the covariance of the explanatory variables with
the property of interest. When constructing the model, a
number of orthogonal factors need to be estimated, which
is usually done through the cross-validation mode. The finat
model is delivered in the form of the regression coefficients
vector.

3. Results and Discussion

3.1. The HPLC/DAD Fingerprinting and Spectrophotometric
Results. From a comparison of the HPLC/DAD fingerprints
obtained for twenty-four selective extracts of flavonoids
derived from the different sage species harvested in 2009,
it was observed that the chromatogram of S. nemorosa
shows both the highest number of the fourteen separated
peaks and the highest sum of the separated peak areas
(1244mAV x min). The same species showed one of the
highest numerical values of the sum of the separated peak
heights (1893.5 mAV).

To the contrary, the chromatogram of the flavonoid
extract from S. cadmica is characterized with the lowest
number of the four separated peaks. Accordingly, the sums
of the separated peak heights and the sums of the separated
peak areas for this particular sage species were obtained
among the lowest numerical levels (630.4 mAV x min and
1507.7 mAV, resp.).

On the basis of the chromatographic results, the fol-
lowing sage species are those with the highest sums of the
separated peak areas and/or the highest sums ofthe separated
peak heights: S. amplexicaulis, S. azurea, S. forskahlei, S.
hians, and S. nemorosa. Sage species showing the lowest
sums of the separated peak areas and/or the lowest sums of
the separated peak areas are the following ones: S. cadmica,

S. nutans, S. officinalis, S. regeliana, and S. triloba. Numbers of
the separated chromatographic peaks, sums of the separated
peak areas, and sums ofthe separated peak heights for all the
investigated sage species are given in Table 2. For the sake of
graphical illustration, in Figure 2(a), we presented selected
chromatographic fingerprints of the four sage species with
the highest sums of the separated peak areas and also the
fingerprint of S. officinalis. Sahia officinalis was compared
with these four species, due to its unigue position in the
traditional European medicine, in spite of the lowest overall
percentage content of flavonoids among the five compared
species. The chromatogram of the S. officinalis extract fully
confirmed the spectrophotometric findings. Its fingerprint
is characterized with a relatively low number of the six
separated peaks, and with the relatively low sums of the
separated peak areas and the peak heights (676.1 mAV x min
and 1377.4 mAV, resp.).

According to the spectrophotometric results (Figure 1),
the following sage species: S. glutinosaa, S. pratensis ssp.
Haematodes, S. staminea, and S. triloba were characterized
with the highest overall percentage contents of flavonoids, as
recalculated to hyperoside.

Sahia triloba is one of the four sage species showing
the higher overall percentage contents of flavonoids, as
established spectrophotometrically. However, on the chro-
matogram of this species, we found seven separated peaks
only, and the sums of their areas and heights are not very
impressive either (although higher than with S. officinalis).

The second out of the four is S. staminea, which accord-
ing to the spectrophotometric result is richer in flavonoids
than S. triloba and S. officinalis. The chromatographic
results confirmed the spectrophotometric ones. On the
chromatogram of the flavonoid fraction derived from S.
staminea, we found nine separated peaks, and the sums of
their areas and heights are the highest ones among the
selected four.



Tanie 2. A comparison of the numbers of the separated chromatographic peaks, and of the sums of the separated peak heights and peak
areas with twenty-four different sage species harvested in 2009. Numbering of the sage samples is in conformity with Table 1

Sample no. Sage species

1 S. amplexicaulis 7
2 S. azurea 6
3 S. cadmica 4
4 S. deserta 6
5 S. forskahlei 8
6 S. glutinosa' 8
7 S. hians n
8 S. jurisicii 13
9 S. nemorosa 14
10 S. pratensis ssp. Haematodes 12
n S. sclarea 5
12 S. staminea 9
13 S. stepposa 9
14 S. tesguicola 9
15 S. triloba 7
16 S. verticillata 7
17 S. officinalis 6
18 S. lavandulifolia 9
21 S. argentea 9
22 S. austriaca 8
23 S. nutans 7
24 S. regeliana 7
25 S. superba 6
28 S. pratensis 9

The third species (S. glutinosaa) showed the highest
overall content of flavonoids among the four species. On
its fingerprint chromatogram, eight separated peaks can
be found, and the sums of their areas and heights are
895.8 MAV x min and 1630.3 mAV, respectively. These values
are lower than those chromatographically obtained for S.
staminea, yet higher than with S. officinalis and S. triloba.

The fourth spectrophotometrically selected species is S.
pratensis ssp. Haematodes as that with the relatively highest
percentage content of flavonoids. On its chromatogram, the
highest number of the twelve separated peaks was observed
among the four compared species (and S. officinalis). Sums of
their areas and heights were, respectively, 903.4 mAV x min
and 1635.5 mAV. For the sake of graphical illustration, in Fig-
ure 2(b), we presented selected chromatographic fingerprints
of the four sage species with the highest overall percentage
contents of flavonoids, as spectrophotometrically assessed
and recalculated to hyperoside, and also the fingerprint of
S. officinalis.

The perceptible discrepancy between the spectrophoto-
metric and the chromatographic results (which can anyway
be considered as semiquantitative only) is due to the different
principles and also different sensitivities of the two analytical

No. of separated peaks

Sum of separated peak
heights (mAV)

Sum of separated peak
areas (MAV x min)

1906.3 1038.2
1856.3 1168.3
1507.7 630.4
1666.3 740.8
2041.6 1238.3
1630.3 895.8
1951.7 1009.0
1643.7 847.0
1893.5 1244.0
1635.5 903.4
1610.7 852.3
1980.8 948.0
1646.1 632.3
1665.8 667.4
1586.4 669.4
1711.7 878.8
1377.4 676.1
1614.3 837.4
1634.1 981.5
1561.0 930.0
1464.7 609.4
1487.9 806.6
1993.5 886.4
1600.7 927.6

approaches. Spectrophotometric analysis assumes a very
simplifying recalculation of the overall flavonoid contents
to hyperoside. On the other hand, the chromatographic
fingerprinting is certainly more sensitive, although in spite
of the selective and flavonoids-oriented extraction, one
cannot exclude the presence of the compounds other than
flavonoids in the chromatographed extracts, which might
result in a different source of the estimation error. This is the
reason why these two approaches have been presented and
compared in this study.

3.2. Chemometric Evaluation of Chromatographic Finger-
prints. In this study, a set of herbal fingerprints obtained
from HPLC/DAD for the Sahia species was analyzed with the
use of the chemometric technigues. Firstly, we enhanced the
signal-to-noise ratio. To this effect, the background removal
was carried out by application ofthe PALS method. Also, the
noise influence was reduced with the use of the Savitzky-
Golay smoothing filter, which delivered smoothed signals.
For all the assessed fingerprints, the penalty parameter used
in the PALS method was set to 107 and the Savitzky-Golay
standard Matlab command of 51 frame size was applied. In
Figure 3, we showed the baselines of the chromatograms and



Figure 2. (a) A comparison of the HPLC/DAD fingerprints for the five different sage species (S. nemorosa, S. forskahlei, S. azurea, S.
amplexicaulis, and S. officinalis). The chromatograms were registered at the wavelength A= 254 nm. Ali fingerprints except for S. officinalis
are those with the highest sums of the separated chromatographic peak areas. (b) A comparison of the HPLC/DAD fingerprints for the
five different sage species (S. glutinosa. S. pratensis ssp. Haematodes. S. staminea. S. triloba., and S. officinalis). The chromatograms were
registered at the wavelength A = 254 nm. All fingerprints except for S. officinalis are those with the highest overall sums of flavonoids, as

spectrophotometrically established.

also the signals after performance of the preprocessing step.
Finally, the SNV transformation was applied to the signals
which were analyzed further in that form.

On the score plots shown in Figure 4, three groups of the
Sahia samples can be distinguished. One can easily notice
that the sage samples collected in the 2007 vegetation season
markedly differ from the remaining ones in the space of PC1,
which describes nearly 70% of data variance (Figure 5). Real
cause ofthis difference remains unknown, yet it can be due to
the local weather changes and/or due to the relatively longest
storage period with the plant samples collected in 2007.

We tried to distinguish samples originating from the 2007
vegetation season from the remaining ones in another way
also, which was achieved by application of the discriminant
partial least squares model (DPLS) [13]. All samples were
split into the two sets using the Kennard and Stone approach
[14], namely into the training and the test set. With this
algorithm, all kinds of samples are included in the training
set, what provides the representativeness of the training set.
The training set consisted of 17 samples from each of the
two classes (class 1was valid for the 2007 vegetation season
samples and class 2 for the 2008 and 2009 samples), and the

test set contained all the remaining samples. Due to a rather
limited number of the available samples, the cross-validation
leave-3-out method was used to estimate the complexity of
the DPLS model and the eight latent factors were chosen
(Figure 6). The correct classification rate (CCR) was used as
the model characterization parameter, and the sensitivity and
specificity parameters were calculated (Table 3). The CCR
for the model set characterizes the fitting of the model to
the data, and for the test set it describes predictive power
of the model. Finally, we obtained the 84.38% correctly
classified samples from the independent test set, which
was a reasonably satisfying result (additionally confirming
correctness of distinguishing the 2007 sage samples from
the remaining specimens studied). All calculations and
chemometric treatment were applied via the R2010a Matlab
by the MathWorks and its toolboxes.

4. Conclusions

Upon the spectrophotometric results, we compared twenty-
four different sage species harvested in 2009 in terms of
the overall percentage contents of flavonoids (recalculated



-40

-100

(b)

Figure 3 The HPLC/DAD profiles ofthe different Sahia species extracts: (a) with the baseline and (b) after the baseline and noise removal.
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Figurb 4: Plots of the Salvia samples on the piane determined by (a) the first and the second principal component and (b) the first and the

third principal component.

to the contents of hyperoside) and, on this basis, we selected
those showing the highest overall percentage contents (i.e.,
S. glutinosai, S. pratensis ssp. Haematodes, S. staminea, and S.
triloba).

From the HPLC/DAD comparison of the fingerprints
valid for the same twenty-four different sage species and
from the comparison of the chromatograms with the highest
sums of the chromatographic peak areas, the following
sage species: S. nemorosa, S. forskahlei, S. azurea, and S.
amplexicaulis could be selected as those with the highest
overall contents of flavonoids.

A comparison of the spectrophotometric data with the
results of the chromatographic fingerprinting allowed for

Tani1e 3: Model parameters. where SE is sensitivity, SP is specificity,
and CCR is the correct classification rate for the training and the
test set, respectively.

Training set Test set
SE 94.18 88.00
SP 100 71.43
CCR 97.06 84.38

a conclusion as to the perceptible discrepancy between the
results of these two approaches. This discrepancy appar-
ently is due to the different principles and also different
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Figure 5: The cumulative percent of the explained data variance by
the consecutive principal components.
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Figure 6: The cross-validation error for estimation of the model
complexity.

sensitivities of each analytical technigue applied. Due to
completely different error sources in each approach and also
to an unknown chemical composition of the fingerprinted
extracts, for the time being, it seems noteworthy to pay
roughly egual attention to the two series of the obtained
results.

In spite of the differences in the spectrophotometric and
chromatographic results, it can be conduded that, in terms of
the flavonoid fraction contents, many individual sage species
outperform S. officinalis.

The chromatographic fingerprints of the selectively
derived flavonoid extracts proved useful for the construction
of the chemometric models. In this study, they proved
helpful in differentiating among the harvesting years with the
investigated Sage species.
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O Thissludy ispart ofa largerproject on the conlenls and composition ofessential oils, phenolic acids,

andJlavonoids originatingfrom over twenty species beUmging to the Sahriagenus. These herbs are recog-
nized in the traditional European pharmacy and cuisinefor their curalive and aromatic pmperties, and
yet they haue not attracted suffkient aUentionfrom the sideofphytochemists. Thus, it seemed inevitable to
focus on the contents ofthephenolics in the indiuiduat sage species, basically due lo the recognized anti-
oxidant pmperties of this class of compounds. In this paper, we compared the results ofa speclrophoto-
metric assessmenl of the overall contents of phenolic acids and flavonoids (selectwely extracted from
twenty three different Sahna species) with those of a more delailed analysis carried out with use of
HPLC/DAD and the TLC-based video imaging. Six species with the highest contents ofphenolic acids
andfw e species with the highest contents offlauonoids, and additionally Sahia officinalis, were chosen
far the chromatographicfingerprinting ofthe selectwely extractedfractions ofthefree and bondedphenolic
acids, and theflavonoid agtycons and glycosides. As Sahia officinalis is the only representative ofthe
discussed genus recognized as a medicinal plant by Polish Pharmacopoeia, our goal was to compare its
phenolic contents with those of the other phenolic-rich sage species. This part ofour sage investigation
project has methodological importance and shows how thin-layer chromatographic video imaging can

be used in a phytochemical study in combination with other analytical technigues.

Keywords flavonoids, HPLC/DAD fingerprinting, phenolic acid, sahia spp, selective

extraction, TLC video image fingerprinting

INTRODUCTION

Phenolic compounds count among the most important groups of sec-
ondary metabolites produced by plants and they are characterized by at
least one aromatic ring (C6) substituted by one or more hydroxyl groups.
Phenolics are synthesized mainly from cinnamic acid, which is formed from
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phenylalanine by the L-phenyloalanine ammonia-lyase (PAL) action, the
branch pointenzyme between the primary (shikimate pathway) and the sec-
ondary (phenylopropanoid pathway) metabolism.tl] The significance of this
route can be supported by the fact that 20% of carbon fixed by the plants
under the normal growth conditions flows through this particular pathway.[1l

Phenolics are divided into several groups, differentiated by the number
of the constitutive carbon atoms in conjunction with the structure of the
basie phenolic skeleton (simple phenols, phenolic acids, phenylpropa-
noids, and flavonoids).

Phenolics play various different roles in plants. Enhanced amounts of
the phenolics can be observed under the different environmental factors
and stress conditions. Synthesis of isoflavones and some other flavonoids
is sdmulated, when plants are infected or injured or suffer from low tem-
peratures and low nutrient conditions. Plants accumulate the UV-absorbing
flavonoids and the other phenolic compounds mainly in vacuoles of epider-
mal cells to prevent penetration of UV-B light and the other stress agents
into the deeper tissues of the plant.[1]

Phenolics display an array of the health-promoting benefits. They are of
current interest due to their important biological and pharmacological
properties, especially the anti-inflammatory, antioxidant, and antimuta-
genic, as well as anticarcinogenic activities. Most phenolic compounds
exhibit antimicrobial activity also.[1] For all these reasons, flavonoids are
considered as important components of human diet and their intake is
through the consumption of vegetables, fruit, red wine, tea, beer, and so
forth. Another significant source of flavonoids are the different medicinal
plants and the related phytomedicines.[2] For all these reasons, the main
focus in phytomedicine often is the total content of the phenolics and
particularly the analysis of the phenolic fraction in plant materiat.

The aim of this work is to demonstrate an insufficiency of screening the
total content of the phenolics in the plant materiat and the importance of
the complementary application of the different analytical technigues (spec-
trophotometry, HPLC/DAD, and TLC video imaging) to this screening
upon the example of the Salvia species cultivated in Poland, in the search
for the most active herbs that can be used as culinary spices or natural rem-
edies, along with the most frequently used 5. officinalis herb.

EXPERIMENTAL
Materials and Reagents

Samples of 23 different sage species listed in Table 1 (except of species
no. 8) and investigated in this study were collected in the Pharmacognosy



Downloaded ky [Uniwersytet Slaski W Katowicach], [Teresa Kowalska] & 08:32 25 Jure 2012

TABLE 1 Twenty Three Species of the Salvia Genus Harvested in 2009, the Percent Total Phenolic
Acids [X; Eq. (1)], the Percent Total Flavonoids [X; Eg. (2)], and the Respective Relative Standard
Deviations (RSD)

No. Species Total Phenolic Acids (%) = RSD (%) Total Flavonoids (%) = RSD (%)
1 5. amplexicaulis 0.730+0.032 0.629+0.150
2 S. argentea 0.311 £0.035 0.308 +0.001
3 5. austhaca 0.182+0.016 0.403 + 0.343
4 S. azurea 0.853 +0.143 0.277 +0.178
5 S. cadmica 0.821 +0.123 0.367£0.074
6 S. deserta 0.749+£0.019 0.462 +0.286
7 S. forskahlei 0.781 + 0.077 0.675 + 0.275
8 S. glutinosa 0.399 £0.072 1.166 £0.341
9 S. hians 0.885+0.133 0.510+0.028
10 S. Lauandulifolia 0.412 £0.050 0.900+0.264
11 S. nemorosa 0.537 £0.107 0.689 + 0.401
12 S. nutans 0.132+0.027 0.595+0.108
13 S pratensis 0.302£0.012 0.760 £0.411
14 S. pratensis ssp. Haematodes 0.255 + 0.018 1.204 £0.495
15 S regeliana 0.666 +£0.049 0.589 + 0.223
16  S. sclarea 1.034+£0.092 0.716 £+0.012
17  S. staminea 1.001 £0.026 1.286 £0.020
18 S. stepposa 0.443 +0.018 0.784 +0.215
19 S. superba 0.779 £ 0.082 0.748+0.113
20 S. tesguicola 0.406 £0.022 0.557 +0.099
21 5. triloba 0.406 £0.032 1.078+0.132
22 S. verticillata 0.856 £0.120 1.160+0.001
23 S. officinalis 0.122 +0.009 0.708 +0.151

Garden of the Medical University, Lublin, Poland, in the 2009 harvesting
season. Species 8 was 5. glutinosa, which was harvested in the same year from
the natural habitat in the Ostrowsko region of South Poland. Botany specia-
lists identified each investigated species, and the voucher specimens were
deposited in the herbarium of the Department of Pharmacognosy, Medical
University, Lublin, Poland. This plant material was dried for 40 hr in an
oven with a forced air flow at 35 to 40°C. The obtained dry materiat was
stored in a refrigerator until the commencement of the analysis.

Methenamine was purchased from Pharma Cosmetics (Cracow,
Poland), acetonitrile, methanol, butanol, benzene, ethyl acetate, acetone,
petroleum ether, diethyl ether, toluene, formie acid, glacial aceuc acid,
hydrochloric acid, sulfuric acid, sodium hydroxide, barium hydroxide,
sodium bicarbonate, sodium carbonate, sodium molybdate, sodium nitrate,
anhydrous sodium sulfate, sodium borohydride, and aluminum chloride
used for the experiments were of the analytical purity grade and purchased
from POCh (Gliwice, Poland). Water was double distilled and de-ionized in
the laboratory conditions by means of Elix Advantage model Millipore sys-
tem (Molsheim, France).
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Selective One-Step Extraction of Phenolic Acids and Flavonoids
From Herbal Materiat

Phenolic Acids

Ten grams of the finely powdered plant material were placed in a
250-mL round-bottomed fiask on the water bath under the reflux and
the sample was three times extracted with the consecudve 50-mL portions
of methanol. The methanol extracts were combined and then evaporated
under the reduced pressure to dryness. Dry residue was dissolved in
20 mL hot water and then left in the refrigerator for 24 hr. Finally, the pre-
cipitate was filtered off, and the filtrate was placed in a volumetric fiask and
made up to 100 mL with water. Selecdve extraction of phenolic acids from
the investigated plant materiat was carried out in duplicate. The extraction
procedure is described in literature.

Flavonoids

Stock extract solution of each investigated sage species was prepared
from 1g medium powdered crude plant materiat. To this plant material,
20mL acetone, 2mL HC1 (281 gL-1), and 1mL methenamine (5gL _1)
were added. The entity was kept boiling in the water bath under the reflux
for 30min. Hydrolysate was filtered to the volumetric fiask (100mL). The
separated plant materiat was extracted for the second and the third time
with the 20-mL portions of acetone kept boiling for 10 min. All extracts
were filtered to the same volumetric fiask and acetone was added to make
up to 100 mL. Then, 20 mL of the obtained solution was transferred to the
separation funnel; 20 mL water was added and the entity was extracted with
ethyl acetate (first with the 15-mL, and then three times with the 10-mL
portions of ethyl acetate). The separated organie layers were collected
joindy and twice washed with the 40-mL portions of water. The organie
layer was filtered to the 50-mL volumetric fiask and filled up to the volume
with ethyl acetate. Selective extraction of flavonoids from the investigated
plant materiat was carried out in duplicate. The extraction procedure is
described in literature.[3]

Spectrophotometric Determination of the Overall Contents of
Phenolic Acids and Flavonoids

Phenolic Acids

All spectrophotometric measurements presented in this study were per-
formed with use of the Spectronic Genesys 6 UV-Vis spectrophotometer
(Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, USA). Phenolic acids were
determined spectrophotochemically according to the procedure described
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FIGURE 1 The bar diagram comparison based on the spectrophotometric results of the overall con-
tents of (a) phenolic acids and (b) flavonoids in 23 sage species harvested in 2009.

in literature,[3] using the selectively obtained extracts. Each result pre-
sented in this study is a mean value from the three independent spectro-
photometric measurements obtained for each individual extract derived
from a given sage species. An overall (%) content of phenolic acids was
recalculated for caffeic acid, using the recalculadon factor (k).

For each spectrophotometric measurement, two solutions were pre-
pared. In the calibrated 10-mL test tubes, 0.1 mL extract, 5mL water,
1mL hydrochloric acid (0.5 M), 1mL Amov’ reagent (aqueous solution
containing 10g sodium molybdate and 10g sodium nitrate in 100 mL
water), and 1mL sodium hydroxide (IM) was placed and made up with
water to 10 mL. Absorbance of this solution was measured at x = 425nm.
As a blind sample, the analogous mixture of the reagents was used without
adding the extract sample. Percentage contents of phenolic acids (X) recal-
culated for caffeic acid were derived from the following formuta:

where A is the absorbance of the examined solution, kis the recalculation
factor for caffeic acid (k—0.877), and m is the weight of the crude plant
materiat (in grams).

The obtained quantitative results (i.e., the overall contents of phenolic
acids in the percentage scale) for all the investigated sage species are given
in form of the bar diagram in Figure la.

Flavonoids
Flavonoids were determined spectrophotochemically according to the
procedure described in literature, using the selectively obtained extracts.
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Each result presented in this study is a mean value from the three inde-
pendent spectrophotometric measurements obtained for each individual
extract derived from a given sage species. An overall (%) content of flavo-
noids was recalculated for hyperoside, using the recalculation factor (k).

For each spectrophotometric measurement, two solutions were pre-
pared. Solution 1 was prepared in the following way: To the 10-mL stock
extract solution, 2mL aluminum chloride (20gL_ ) solution was added
and filled up to 25 mL with the 1:19 mixture of acetic acid and methanol.
Solution 2 was the reference sample and it was prepared, as follows: 10 mL
stock extract solution was filled up to 25 mL with the 1:19 mixture of acetic
acid and methanol. After 45 min from the preparation of these two solu-
tions, absorbance of sample 1 was measured at the wavelength A= 425 nm,
nm, using sample 2 as a blank. The percentage (%) contents of total flavo-
noids (X) were calculated, using the following formuta:[3]

m

where A is the absorbance of the examined solution, kis the recalculation
factor for hyperoside (£=1.25), and m is the weight of the crude plant
materiat (in grams).

The obtained quantitative results (i.e., the overall contents of flavo-
noids in the percentage scale) for all the investigated sage species are given
in form of the bar diagram in Figure Ib.

Selective Multi-Step Extraction of Phenolic Acids and
Flavonoids From Herbal Materiat

The detailed protocol of the selective multi-step extraction of phenolic
acids and flavonoids was elaborated based on the information detailed in
the literature.[4 8] It is schematically summarized in Figure 2 and it was
applied to the six sage species with the spectrophotometrically established
highest overall levels of phenolic acids, five sage species with the spectro-
photometrically established highest overall levels of flavonoids, and to 5.
officinalis (which demonstrated neither the highest overall levels of phe-
nolic acids, nor flavonoids).

The 25-g portions of dried and finely powdered plant materiat were
placed in the cartridges made of filter paper. In order to remove oily sub-
stances from the plants, they were preliminarily macerated for 24 hr with
petroleum ether, and then exhaustively extracted with the same solvent
in the Soxhlet apparatus. The petroleum ether extracts were discarded
and the remaining plant materiat was dried at ambient temperature. These
dried herbs were again macerated for 24 hr with methanol and then
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FIGURE 2 Schematic presentation of the selective multi-step extraction of phenolic acids and flavo-
noids from herbal materiat: (a) part 1 and (continued) (b) part 2.

exhaustively extracted with the same solvent in the Soxhlet apparatus. The
methanol extracts were evaporated at 50°C under the reduced pressure to
dryness. The residue was then washed out from the vacuum dryer fiask with
four portions of hot water (25 mL, each portion). These four portions were
merged and left for 24 hr in the refrigerator. Then, the agqueous solution
(AS) was filtered in order to remove the precipitated ballast substances
and finally, it was extracted with the 20-mL portions of diethyl ether until
obtaining a colorless diethyl ether layer. The merged ether fraction (EF)
was first extracted with the 10-mL portions of 5% sodium bicarbonate in
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order to transform phenolic acids to the water-soluble salts, and then it was
extracted with the 10-mL portions of 5% sodium carbonate.

The aqueous bicarbonate layer was acidified with 18% hydrochloric
acid to pH = 3, in order to obtain free phenolic acids. It was then extracted
with the 20-mL portions of diethyl ether. The merged diethyl ether extracts
were dried with the anhydrous sodium sulfate, filtered, and under the
reduced pressure evaporated to dryness. The dry residue was dissolved in
methanol and placed in the 10-mL volumetric fiask. In that way, fraction
of free phenolic acids (FPA) was obtained.

The agueous carbonate layer was acidified with 18% hydrochloric acid
to pH = 2 and then extracted with the 20-mL portions of diethyl ether. The
merged diethyl ether extracts were dried with anhydrous sodium sulfate, fil-
tered, and evaporated under the reduced pressure to dryness. The dry resi-
due was dissolved in methanol and placed in the 10-mL volumetric fiask. In
that way, fraction of flavonoid aglycons (FA) was obtained.

AS left from the diethyl ether extraction was extracted with the 20-mL
portions of ethyl acetate. The ethyl acetate extracts were merged, dried with
anhydrous sodium sulfate, filtered, and evaporated under the reduced
pressure to dryness. The dry residue was dissolved in methanol and placed
in the 10-mL volumetric fiask. In that way, the first fraction of “acidic” fla-
vonoid glycosides (FGO) was obtained.

Consequently, AS was extracted with the 20-mL portions of butanol.
The butanol extracts were merged then dried with anhydrous sodium sul-
fate, filtered, and under the reduced pressure evaporated to dryness. The
dry residue was dissolved in methanol and placed in the 10-mL volumetric
fiask. In that way, the second fraction of “basie” flavonoid glycosides (FGB)
was obtained.

In order to derive phenolic acids present in plant materiat in the
bonded form (as esters and glycosides), AS was divided in the two equal
portions which then underwent the acidic and basie hydrolysis, respectively.

The acidic hydrolysis was carried out in the following way: AS was acidi-
fied with 36% hydrochloric acid to pH = 2 and the entity was kept boiling
under the reflux on the oil bath for 1h. The hydrolysate was first cooled
down and then extracted with the 20-mL portions of diethyl ether. The
merged diethyl ether extracts were dried with anhydrous sodium sulfate, fil-
tered, and under the reduced pressure, evaporated to dryness. The dry resi-
due was dissolved in methanol and placed in the 10-mL volumetric fiask. In
that way, fraction of phenolic acids derived through the acidic hydrolysis
(APA) was obtained.

To the second portion of AS, 1g sodium borohydride (NaBH4) was
added in order to protect phenolic acids from oxidation. Then, the sol-
ution was alkalized with the 10% barium hydroxide to pHssl2 and the
entity was kept boiling under the reflux on the oil bath for 1hr. The
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hydrolysate was cooled down, neutralized with the 10% sulfuric acid, and
finally acidified with concentrated sulfuric acid to pH = 1.5. The precipi-
tated barium sulfate was filtered off, and the filtrate was extracted with
the 20-mL portions of diethyl ether. The merged diethyl ether extracts were
dried with anhydrous sodium sulfate, filtered, and under the reduced press-
ure evaporated to dryness. The dry residue was dissolved in methanol and
placed in the 10-mL volumetric fiask. In that way, fraction of phenolic acids
derived through the basie hydrolysis (BPA) was obtained.

High Performance Liquid Chromatographic Fingerprinting of
Individual Fractions of Phenolic Acids and Flavonoids

The HPLC analysis was carried out with a Varian 920-LC model liguid
chromatograph (Harbor City, CA, USA) equipped with a Varian 900-LC
model autosampler, a gradient pump, a Varian 330 model DAD, and
the Galaxie software for data acguisition and processing. The analyses
were carried out in the gradient mode using a Pursuit C18 (5 |im particie
size) column (250mm x 4.6mm id; Varian; cat. no. 1215-9307). Acetoni-
trile (A) and water with a 1% (v/v) amount of glacial acetic acid (B) were
used in the following A+ B (vjv) gradient program: from 0 to 7 min,
20 + 80; from 8 to 13 min, 40 + 60; from 14 to 19 min, 60 + 40; from 20
to 36 min, 100 + 0; and from 37 to 40 min, 20 + 80. The mobile phase flow
rate was 0.8 mL min-1. The chromatograms were registered at the wave-
length k—220 nm.

Thin-Layer Chromatographic Fingerprinting of Individual
Fractions of Phenolic Acids and Flavonoids

The commercial Si 60F2%4 coated glassplates (10cm x20cm ; Merck,
Darmstadt, Germany; cat. no. 1.05729) were used in the thin-layer chro-
matographic experiment. Before use, the plates were activated at 110°C
for 15 min. The obtained plant extracts were applied to the chromato-
graphic plates in the 10-/zL aliguots (FPA, APA, BPA, FGB, and FGO),
and in the 20-jiL aliquot (FA) as the I<m long bands with use of an
AS 30 model autosampler (Desaga, Heidelberg, Germany). All planar
chromatograms were developed in the sandwich DS chambers
(Chromdes, Lublin, Poland), previously saturated with mobile phase
vapor for 15min. The chromatograms were developed 15cm high and
then dried at ambient temperature for 3 hr. After drying, each chromato-
gram was photographed with a digital camera at the wavelength
x=366nm in the TLC dark box (Camag, Muttenz, Switzerland), to pro-
vide the video images of the respecdve chromatograms. Then, the
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chromatograms were sprayed with the 1% aluminum chloride solution in
methanol (in order to obtain a better visualizing effect[9]) and again
photographed.

For the development of the three phenolic acids fractions (FPA, APA,
and BPA), benzene + ethyl acetate + formie acid, 6:3:1 (v/v) was used as
mobile phase.[9] For the development of the flavonoid aglycons fraction
(FA), toluene + ethyl acetate + formie acid, 12:6:1 (v/v) was applied.[10]
For the development of the flavonoid glycosides fractions (FGB and
FBO), ethyl acetate + water + formie acid + acetic acid, 100:26:11:11 (v/v)
was used as mobile phase.[11]

RESULTS AND DISCUSSION

Spectrophotometric Determination of the Overall Contents of
Phenolic Acids and Flavonoids

Twenty-three sage species underwent two separate extraction proce-
dures, one targeting phenolic acids and the other flavonoids. Then, the
spectrophotometric analysis was performed aimed to establish the total
percentage contents of phenolic acids and flavonoids (as estimated
against the dry mass of the examined samples). Upon the results obtained
(see Table 1 and Figure 1), six different sage species (i.e., S. sclarea, S. sta-
minea, S. hians, S. verticillata, S. azurea, and 5. cadmica; Figure la) were
selected as those with the highest overall contents of phenolic acids. Simi-
larly, five different sage species (i.e., S. staminea, S. pratensis ssp. Haema-
todes, S. glutinosa, S. verticillata and 5. triloba; Figure Ib) were selected as
those with the highest overall contents of flavonoids. Somewhat surpris-
ingly, it was established that S. officinalis, the only sage species recognized
as phytomedicine by Polish Pharmacopoeia, contains relatively low levels
of phenolic acids and flavonoids. However, this particular species was also
included in the consecutive investigation steps, basically for the sake of
comparison.

Thus, the preliminary extraction allowed an in-advance selection of
the plant specimens richest in the phenolics. This was a superficial
assessment only, as both phenolic acids and flavonoids appear in the
plant materiat in the different bonded forms. Then, the plant species
chosen based on spectrophotometric results underwent the selective
multi-step  extraction (its consecutive steps are summarized in
Figure 2). Ultimately, six different extracts per each selected sage spe-
cies were fingerprinted by means of HPLC/DAD and TLC. For the sake
of example, selected results are presented and discussed in the forth-
coming sections.
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Fingerprinting of the Sage Extracts by Means of High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detection (HPLC/DAD)

In order to demonstrate usefulness of the multi-step evaluation of the
phenolics levels in the investigated plant materiat, in Figure 3a-c, we com-
pared the HPLC/DAD fingerprints of the six phenolics fractions contained
in S. cadmica (one of the species richest in phenolic acids), 5. glutinosa (one
of the species richest in flavonoids), and S. officinalis (the Polish pharmaco-
peial plant).

From visual inspection of the fingerprints given in Figure 3a and 3b, it
is evident that 5. cadmica contains higher amounts of free and bonded phe-
nolic acids (FPA, APA, and BPA) than 5. glutinosa. In that way, a good agree-
ment is obtained between spectrophotometric results and the HPLC/DAD
fingerprints targeting phenolic acids selectively derived from these two sage
species. From visual comparison of the HPLC/DAD fingerprints valid for
flavonoid aglycons (FA), it looks that 5. cadmica is somewhat richer in these
compounds than S. glutinosa (contrary to the spectrophotometric assess-
ment). However, it has to be admitted that the extraction of the flavonoids
for the spectrophotometric purpose follows a less accurate extraction pro-
tocol than the selective multi-step extraction, which could easily give rise to
the observed discrepancy. Further it is not elear which of these two sage

@ (b)
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FIGURE 3 Comparison of the DAD fingerprints of the six different fractions derived by the selective
multi-step extraction from (a) S. cadmica, (b) S. glutinosa, and (c) S. officinalis. Labeling of the individual
fractions is in conformity with the extraction scheme given in Figure 2. FPA, free phenolic acids; APA,
phenolic acids derived from the acidic hydrolysis; BPA, phenolic acids derived from the basie hydrolysis;
FA, flavonoid aglycons; FGB, butanol extract of flavonoid glycosides; FGO, ethyl acetate extract of fla-
vonoid glycosides.
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species, 5. cadmica or S. glutinosa, is richer in flavonoid glycosides (FGB and
FGO). One can only confirm a difference in the patterns of the respective
HPLC/DAD fingerprint pairs, yet a quantitative comparison could only be
possible based on a thorough qualitative and quantitative analysis.

In Figrue 3c, the six analogous fmgerprints are given for 5. officinalis,
which evidendy provide its unique characteristics. It can be stated that with
S. officinalis, the bonded forms of phenolic acids and even more so those of
flavonoid glycosides predominate over the free phenolic acids and flavo-
noid aglycons. From visual inspection, it can be stated that the fractions
of flavonoid glycosides (FGB and FGO) contained in 5. officinalis are com-
parably abundant to those contained in S. glutinosa. Similarly, visual inspec-
tion of the bonded phenolic acids (APA and BPA) contained in 5. officinalis
and S. cadmica shows that they are quantitatively comparable.

Fingerprinting of the Sage Extracts by Means of Thin-Layer
Chromatography (TLC)

TLC is the only chromatographic technique that enables presentation
of the obtained results in the picture form. With the adequately fractio-
nated multicomponent mixtures, video images of the chromatograms can
be regarded as fmgerprints, because according to definition, a chromato-
graphic fingerprint is a chromatogram that represents chemical character-
istics of the herb.[12] According to the majority published methods,
chromatographic fingerprints of herbs have been constructed based on a
single chromatogram/1 16] With the adequately fractionated complex
mixtures, video images of the chromatograms can provide a unique basis
of differentiation among the compared herbal species.

In Figure 4a-c, we present the three sets of the TLC fmgerprints. Each
setis composed of the six video images of the chromatograms valid for the
FPA, APA, BPA, FA, FGB, and FGO fraction originating, respectively, from
the selective multi-step extraction of 5. cadmica, S. glutinosa, and 5. officina-
lis. Three different mobile phases were used for the development of indi-
vidual fractions, as given in the respective sub-section of Experimental.
One mobile phase was used for the development of FPA, APA, and BPA,
another for the development of FA, and the third for the development
of FGB and FGO. A comparison of these three TLC fingerprint sets allows
drawing the following conclusions.

From a comparison of Figure 4a and 4b, it comes out that the three
fractions valid for the free and bonded phenolic acids (i.e., FPA, APA,
and BPA) are more abundant with 5. cadmica (Figure 4a) than with 5. glu-
tinosa (Figure 4b). The three compared chromatographic tracks for these
two sage species look quite similar in qualitative terms, yet quantitatively
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FIGURE 4 The comparison of the video images of the thin-layer chromatograms valid for the six dif-
ferent fractions derived by the selccdve multi-step extraction from (a) S. cadmica, (b) S. glutinosa, and
(c) S. officinalis. Labeling of the individual fractions is in conformity with the extraction scheme given
in Figure 2. FPA, free phenolic acids; APA, phenolic acids derived from the acidic hydrolysis; BPA, phe-
nolic acids derived from the basie hydrolysis; FA, flavonoid aglycons; FGB, butanol extract of flavonoid
glycosides; FGO, ethyl acetate extract of flavonoid glycosides. (Color figure available online.)

different. This result remains in conformity with those derived by means of
spectrophotometric analysis and HPLC/DAD. A comparison of the two
video images valid for flavonoid aglycons (FA) derived from 5. cadmica
and 5. glutinosa confirms the HPLC/DAD result (and contradicts the spec-
trophotometric one); in this sense, the former species looks richer in flavo-
noid aglycons than the latter one. A comparison of the flavonoid glycosides
(FGB and FGO) also proves higher abundance of these two fractions with
S. cadmica than 5. glutinosa (which is more easily perceptible from the sim-
pler video images than from the more complex HPLC/DAD fingerprints).

In Figure 4c, the analogous fingerprints in the form of the video images
are given valid for the six individual fractions derived from 5. officinalis.
Similar to the HPLC/DAD fingerprints, also, the TLC video images confirm
the composition unigueness of the phenolics originating from this parti-
cular medicinal plant. In the first instance, this unigueness characterizes,
with considerable diversity, the individual separated bands, which are com-
parable in the numbers to those characterizing 5. cadmica and 5. glutinosa,
yet some of them assume different positions on the chromatogram (which
isa proofofa perceptibly different qualitative composition). In quantitative
terms, the totality of the individual constituents in each individual fraction
derived from S. officinalis looks less abundant, yet comparable with those
valid for 5. cadmica and S. glutinosa. In that way, insufficiency of the
pharmacopeially-recommended plant screening based on spectrophoto-
metric quantification of the total phenolic acids and the total flavonoids
is demonstrated once again.
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FIGURE 5 The comparison of the video images of the thin-layer chromatograms valid for the six most
abundant phenolics fractions derived by the selective multi-step extraction, depending on the individ-
ual sage species; FPA (free phenolic acids), S. cadmica; APA (phenolic acids derived from the acidic
hydrolysis), S. hians, BPA (phenolic acids derived from the basie hydrolysis), S. staminea; FA (flavonoid
aglycons), S. cadmica; FGB (butanol extract of flavonoid glycosides), S. sclarea; and FGO (ethyl acetate
extract of flavonoid glycosides), 5. cadmica. (Color figure available online.)

In Figure 5, we present a set of the six video images of the chromato-
grams, which represents the quantitatively richest individual fractions of
the free and bonded phenolics. From visual inspection of the chromato-
grams, it can be determined that S. cadmica outperforms the other investi-
gated sage species with the highest levels of free phenolic acids (FPA),
flavonoid aglycons (FA), and one fraction of flavonoid glycosides (FGB).
The remaining three fractions (APA, BPA, and FGO) proved most abun-
dant with S. hians, S. staminea, and 5. sclarea, respectively. From these results
a elear message follows that a single sage species does not necessarily rep-
resent the highest levels of all three phenolic acids and/or all three flavo-
noid fractions. To the contrary, different sage species can produce the
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highest levels of one or more, but not necessarily all, individual phenolic
fractions. In this sense, an even more thorough analytical scrutiny should
follow, focusing on identification and quantification of the compounds
present in each individual fraction with all the investigated sage species.
Only upon such a thorough and complete assessment, the candidates
can be nominated for the novel phytomedicines belonging to the SaMa
genus. Upon our preliminary results, it seems that 5. cadmica can be con-
sidered as a promising candidate.

CONCLUSIONS

The methodical approach to a comparison of different herbs belonging
to one and the same Salvia genus presented in this study shows that the
pharmacopeially recommended spectrophotometric assessment of the total
contents of phenolic acids and flavonoids is insufficient and it does not
properly reflect the real curative potential of the compared plant species.
Based on the spectrophotometric assessment alone, 5. officinalis is a far less
promising phytomedicinal candidate than many other investigated sage
species, and its reasonable curative potential can only be appreciated upon
the results of a more thorough analytical assessment. It is evident that a
complex analytical scrutiny can help select the other sage phytomedicinal
candidates, producing high guantities of the free and bonded phenolic
compounds. Upon the results presented in this study, S. cadmica certainly
seems such a promising candidate. Last, but not least, our complex
approach emphasizes usefulness of the TLC in the comparatwe phytochem-
ical studies. It is shown that the simple and cost-friendly TLC approach can
relatively quickly provide a valuable complementary fingerprint materiat,
which on certain occasions might prove a sufficient altemative for the
more expensive instrumental (e.g., spectrophotometric and HPLC/DAD)
fingerprinting.
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