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STRESZCZENIE 

W ciągu kilku ostatnich lat liczne nowe metody chromatograficzne stały się dostępne w analizie chemicznej 
flawonoidów i saponin. Metody te nie tylko skracają czas rozdziału tych związków, lecz umożliwiają izolację 
wcześniej nieznanych lub niestabilnych składników ekstraktów surowców roślinnych. Flawonoidy i saponiny są 
głównymi bioaktywnymi związkami roślin, posiadającymi właściwości przeciwutleniające, przeciwbakteryjne i 
owadobójcze. Przedstawiony przegląd literaturowy omawia chromatograficzne metody izolacji i identyfikacji 
flawonoidów i saponin. 

SŁOWA KLUCZOWE: flawonoidy, saponiny, HPLC 
 
ABSTRACT 

CHROMATOGRAPHIC METHODS OF ISOLATION AND IDENTIFICATION OF FLAVONOIDS AND SAPONINS 

Within the last few years numerous new chromatographic techniques have become available for the flavonoid 
and saponin chemistry. They not only reduce the separation time, but enable the isolation of previously un-
known or unstable constituents from crude plant extracts. Flavonoids and saponins are the main bioactive 
components of plants, responsible for antioxidant, antimicrobial and insecticidal activity. In the presented 
review chromatographic methods of isolation and identification of flavonoids and saponins are discussed. 
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1. Budowa, występowanie i właściwości farmakologiczne 

flawonoidów  

Flawonoidy to licząca ponad 4 tysiące naturalnie wy-

stępujących związków grupa substancji o charakterze 

barwników występujących w roślinach, pochodnych benzo-

γ-pironu (chromonu) [1,2,3]. 
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Ryc. 1. 2-Fenylochroman. 

Podstawowy szkielet tych związków składa się z 15 

atomów węgla tworzących ugrupowanie w którym można 

wyróżnić układ pierścienia benzenowego A oraz układ feny-

lopropanu, (pierścień B + trzy atomy węgla) (Ryc. 1) [1]. 

Związki te dzielą się na poszczególne klasy ze względu na 

położenie pierścienia fenylowego i stopień utlenienia pier-

ścienia pironowego.  
W roślinach flawonoidy występują przede wszystkim w 

formach glikozydów, związanych glikozydowo z częścią cu-

krową poprzez grupę hydroksylową w położeniu 3, 5, 7, 3’ 

lub 4’ tworząc O-glikozydy, lub glikozylowo w położeniu 8, 

6 tworząc C-glikozydy [3]. Istnieją również połączenia mię-

dzy dwoma aglikonami przez atom węgla lub tlenu nazy-

wane biflawonoidami. Przykładowa budowa aglikonu fla-

wonu została przedstawiona na Ryc. 2.  
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Ryc. 2. Ogólna budowa flawonu. 

Korzystnym biologicznym działaniem flawonoidów jest 

ich wpływ na układ krążenia oraz funkcjonowanie naczyń 

krwionośnych [4,5]. Istnieje udowodniony wpływ prepara-

tów otrzymanych z gatunku Crataegus oxyacantha, zawie-

rających m.in. witeksynę, na mięsień sercowy poprzez 

zwiększenie kurczliwości serca oraz zwiększenie jego wy-

dolności. Preparaty z tej rośliny posiadają również działa-

nie ochronne w przypadku arytmii [6].  

Kompleks flawonolignanów wyizolowanych z Silybum 

marianum zwany wspólnie silimaryną posiada działanie an-

tyhepatotoksyczne. Flawonolignany zawarte w tej roślinie 

zapobiegają m.in. marskości wątroby. Stosuje się je ogól-

nie w profilaktyce chorób wątroby i w przypadkach gdy 

miało miejsce działanie szkodliwe na ten narząd, np. po 

żółtaczce czy chemioterapii [4].  

Ipriflawony stanowią grupę syntetycznych pochodnych 

izoflawonów o słabym działaniu estrogenowym. Istnieją 
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dane o bardzo korzystnym działaniu tych związków w le-

czeniu osteoporozy [7].  

Opublikowano także wiele prac na temat wpływu fla-

wonoidów na komórki nowotworowe. W jednej z publikacji 

badano wpływ 36 flawonoidów na proliferację, apoptozę i 

cytotoksyczność w koloniach komórek raka jelit. Stwier-

dzono, że testowane flawonoidy hamują wzrost kolonii w 

warunkach in vitro, jednak nie koreluje to ani z budową 

poszczególnych flawonoidów, ani nawet z silnymi właści-

wościami antyoksydacyjnymi tych związków [8].  

Wykazano działanie przeciwzapalne wielu flawonoidów, 

polegające na wpływie na metabolizm kwasu arachidowego 

w płytkach krwi [4].  

Działanie przeciwwrzodowe wykazano u flawonoidów z 

grupy flawonów i flawononów. Hamowały one wzrost Heli-

cobacter pyroli oraz sekrecję kwasu solnego przez komórki 

okładzinowe żołądka spowodowaną działaniem m.in. hi-

staminy [4].  

Flawonoidy takie jak kwercytryna czy hiperozyd wyka-

zują działanie moczopędne [4].  

  

2. Budowa, występowanie i właściwości farmakologiczne 

saponin 

Saponiny to grupa związków glikozydowych, charakte-

ryzujących się szkieletem węglowym składającym się z 30 

atomów węgla, będących pochodną skwalenu, do którego 

dołączone są grupy glikozylowe [1,3,9]. 

Cząsteczka saponiny składa się z aglikonu zwanego sa-

pogeniną lub sapogenolem oraz części cukrowej zawierają-

cej nawet kilkanaście cząsteczek monosacharydów. Sapo-

niny dzielimy na saponiny triterpenowe (Ryc. 3) i steroido-

we (Ryc. 4). Saponiny triterpenowe możemy podzielić ze 

względu na budowę aglikonu na pochodne oleanu, ursanu, 

frydelanu, lupanu, dammaranu oraz hopanu. Saponiny ste-

roidowe ze względu na budowę aglikonu dzielimy na po-

chodne furostanu i spirostanu. Ze względu na liczbę łańcu-

chów cukrowych możemy też podzielić saponiny na mono-

desmozydy, bidesmozydy i tridesmozydy. Podział ten nie 

wyczerpuje tematu klasyfikacji saponin. Próbę klasyfikacji 

saponin opartą na biosyntezie szkieletu węglowego agliko-

nu można znaleźć w publikacji Vincken i in. [9]. 

 
Ryc. 3. Sapogenina triterpenowa. 

 
Ryc. 4. Sapogenina steroidowa. 

W grupie saponin podobnie jak w grupie flawonoidów 

znajdują się związki o bardzo różnych właściwościach fizjo-

logicznych. Uważa się, że saponiny obok polifenoli są głów-

nymi związkami odpowiedzialnymi za efekty lecznicze tra-

dycyjnych chińskich leków [10]. Aktywność biologiczna 

związków saponinowych jest dobrze udokumentowana. 

Charakterystyczne jest działanie hemolityczne, związane z 

rodzajem aglikonu oraz liczbą i budową łańcuchów cukro-

wych [10]. Odnotowano również właściwości przeciwgrzy-

biczne, przeciwbakteryjne i przeciwpasożytnicze saponin. 

Działanie antyproliferacyjne na wszystkich etapach rozwo-

ju Leishmania infantum wykazały saponiny wyizolowane z 

rośliny Hedera helix [10]. Niektóre saponiny były również 

badane pod kątem wykorzystania w leczeniu chorób nowo-

tworowych. Działanie przeciwrakowe i cytotoksyczne na 

komórki raka płaskokomórkowego (HSC-2) wykazano np. u 

saponin wyizolowanych z rośliny Camassia leichtlinii [10]. 

 

3. Metody ekstrakcji flawonoidów i saponin 

Ekstrakcję flawonoidów i saponin przeprowadza się z 

próbek stałych, jak np. surowce roślinne, stałe postacie 

preparatów ziołowych oraz z próbek ciekłych, np. z płyn-

nych postaci leków, napojów czy płynów ustrojowych [11].  

Izolacji flawonoidów i saponin z próbek stałych dokonu-

je się stosując następujące metody: 

 

a. Ekstrakcja flawonoidów i saponin z materiału roślin-

nego przy pomocy rozpuszczalnika  

Do bezpośredniej ekstrakcji saponin z surowców stosuje 

się metanol lub etanol o różnych stężeniach, rzadziej chlo-

roform lub aceton. Flawonoidy z surowców roślinnych eks-

trahuje się zwykle metanolem, używa się również octanu 

etylu [3]. 

Wariantami izolacji flawonoidów i saponin z próbek sta-

łych za pomocą cieczy są:  

-  Metoda z użyciem aparatu Soxhleta 

Wykorzystanie aparatu Soxhleta opisane jest w wielu 

publikacjach do ekstrakcji związków z materiału roślinne-

go, często stanowiącej wstęp do stosowania innych metod 

ekstrakcyjnych oraz późniejszego frakcjonowania otrzyma-

nych ekstraktów.  

Za pomocą aparatu Soxhleta, Shoeb i in. [12] poddawali 

ekstrakcji zmielone, suche, naziemne części rośliny Cen-

taurea gigantea zawierające związki fenolowe, w tym 5 

flawonoidów, które to związki po dalszym frakcjonowaniu z 

użyciem kolumny SPE poddano separacji HPLC i identyfi-

kowano przy pomocy NMR. Jako rozpuszczalnik do aparatu 

wykorzystano kolejno n-heksan, metanol oraz dichlorome-

tan. 

Ciągła ekstrakcja rozpuszczalnikiem w aparacie Soxhle-

ta oraz metoda maceracji zostały użyte do wyizolowania 

saponin z Quillaja saponaria w pracy Copaja i in. [13]. Do-

konując analizy ilościowej z wykorzystaniem metody HPLC, 

ze 100 g suchego materiału roślinnego otrzymanego m.in. z 

kory i gałęzi otrzymano 2,3 g saponin wykorzystując meto-

dę Soxhleta oraz 15,8 g używając metody maceracji (czas 

ekstrakcji wynosił odpowiednio 10 godz. dla pierwszej me-

tody i 24 godz. dla drugiej). 
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- Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika wspomagana 

promieniowaniem mikrofalowym (MAE) 

Opracowanie warunków ekstrakcji wspomaganej mikro-

falami flawonoidów z korzeni Astragalus monogolicus oraz 

porównanie jej z innymi tradycyjnymi metodami ekstrakcji 

(ekstrakcje: na aparacie Soxhleta, wspomagana ultradź-

więkami i refluksyjna) było tematem pracy Xiao i in. [14]. 

Najlepszy odzysk metodą MAE flawonoidów z materiału, 

bez degradacji związków, stwierdzili oni po dwukrotnej 

ekstrakcji sproszkowanego materiału roślinnego 90% etano-

lem w temperaturze 110°C. Czas procedury wynosił 25 

min., a łączna zawartość czterech głównych flawonoidów 

wyniosła 1,190 ± 0,042 mg/g. Lepszy odzysk uzyskano je-

dynie metodą Soxhleta, ale po ponad czterokrotnie dłuż-

szym czasie ekstrakcji. 

Przystosowania metody MAE do triterpenowych saponin 

z Ganoderma atrum podjęto się w pracy Chen i in. [15]. 

Wyniki porównano z ilością wyekstrahowanych saponin z 

zastosowaniem innych metod: ekstrakcji z wytrząsaniem, 

ekstrakcji za pomocą CO2 w stanie nadkrytycznym i eks-

trakcji wspomaganej ultradźwiękami. Największy odzysk 

na poziomie 96,8% oraz najkrótszy czas ekstrakcji wyno-

szący 5 min. otrzymano stosując MAE w uprzednio zopty-

malizowanych warunkach.  

-  Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika wspomagana 

ultradźwiękami (UAE) 

W pracy autorstwa Wei i in. [19], w której analizowano 

saponiny wraz z innymi związkami w formule ziołowej Fu-

fang Danshen, osiągnięto najlepsze rezultaty ekstrakcji 

stosując UAE. Metodę porównywano z ekstrakcją w apara-

cie Soxhleta i ekstrakcją refluksyjną. Przy zastosowaniu tej 

metody udało się wyekstrahować ze sproszkowanego leku, 

stosując 70% metanol, w przybliżeniu ilościowo 12 związ-

ków, w tym 4 saponiny, w czasie 30 min. 

-  Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika z próbki zmie-

szanej z wypełniaczem (MSPD)  

MSPD pozwala na jednoczesną ekstrakcję i oczyszczanie 

próbki. Zwykle używana tylko do analizy pestycydów była 

też badana pod względem użyteczności w ekstrakcji flawo-

noidów z wysuszonych korzeni Astragalus membranaceus, 

gdzie wykazano jej dużą skuteczność w porównaniu z eks-

trakcją metodą Soxhleta i metodą ultrasonifikacji [11].  

Skuteczność w izolacji saponin może potwierdzić praca 

autorstwa Sandvoss i in., w której opisano zastosowanie tej 

metody do ekstrakcji asterosaponin z rozgwiazdy Asterias 

Rubens [16]. 

 

b. Ekstrakcja za pomocą płynu w stanie nadkrytycznym 

(SFE) 

W pracy autorstwa Scalia i in. [17] porównano ekstrak-

cję za pomocą CO2 w stanie nadkrytycznym z innymi trady-

cyjnymi metodami pod względem przydatności w anali-

tycznej i preparatywnej ekstrakcji różnych grup związków 

z kwiatów Matricaria chamomilla. Ze związków flawono-

idowych oznaczano ilość wyizolowanej apigeniny i 7- glu-

kozydu apigeniny. Uznano, że dla frakcji flawonoidowej 

metoda ta jest szybka, pozwala na względnie duży odzysk 

tych związków (w czasie 30 min. otrzymano 71,4% apigeni-

ny w stosunku do trwającej 6 godz. ekstrakcji w aparacie 

Soxhleta i 124,6% w stosunku do maceracji trwającej 3 dni) 

i umożliwia uzyskanie czystszych ekstraktów w porównaniu 

z pozostałymi, badanymi metodami ekstrakcji. 

  

Do ekstrakcji flawonoidów i saponin z cieczy, jak też 

dalszego oczyszczania i frakcjonowania ekstraktów płyn-

nych otrzymanych wcześniej wymienionymi metodami, sto-

suje się następujące sposoby:  

 

a. Ekstrakcja do fazy stałej (SPE) 

SPE jest stosowana na wielu etapach przygotowania 

próbek przed analizą. Stosowana była do wyodrębnienia 

określonych frakcji w tym flawonoidowych w analizie aju-

rwedycznego leku Chyavanprash (zawierającego w swym 

składzie min. Desmodium gangeticum) [18], jak też do 

końcowego oczyszczania roztworu aglikonów flawonoidów, 

otrzymanego uprzednio w wyniku ekstrakcji rozpuszczalni-

kiem wspomaganej ultradźwiękami [20].  

Na kolumienkach C18 Sep-Pak można oczyścić i zatężyć 

saponiny przepuszczając najpierw wodę by pozbyć się cu-

krów, potem 40% metanol by usunąć większość flawono-

idów i fenolokwasów, a następnie czysty metanol by wy-

myć oczyszczone już saponiny. Użycie SPE w analizie sapo-

nin w stosunku do próbek zawierających również inne 

związki czynne jest ogólnie zalecane [21].  

 

b. Mikroekstrakcja do fazy stałej (SPME) 

SPME jest to jedna z odmian ekstrakcji do fazy stałej. 

Wykorzystuje się tu specjalną formę sorbentu (najczęściej 

polidimetylosiloksan i poliakryl), który nanoszony jest na 

włókna szklane lub kwarcowe, co polepsza proces rozdzia-

łu. Metody tej używano do ekstrakcji flawonoidów, m.in. 

genisteiny i daidzeiny, z ludzkiego moczu [11].  

 

c. Preparatywna chromatografia kolumnowa 

Kolumna Sephadex LH-20 została zastosowana do dal-

szego rozdziału frakcji octano-etylowej otrzymanej z eks-

traktu metanolowego z rośliny Lepechinia graveolens, za-

wierającej m.in. flawonoidy, w tym 7-O-glukouronid luteo-

liny, zidentyfikowany później jako jeden z głównych 

związków wymiatających wolne rodniki w tej roślinie [22].  

  

4. Metody rozdziału i identyfikacji flawonoidów oraz sa-

ponin metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

(HPLC) 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest 

metodą analityczną pozwalającą na rozdział różnorodnych 

mieszanin związków chemicznych. Jest powszechnie wyko-

rzystywana w analizie substancji pochodzenia roślinnego ze 

względu na dobrą czułość i uniwersalność. HPLC jest meto-

dą cały czas rozwijaną, również poprzez łączenie jej z in-

nymi technikami jak np. spektrometria masowa czy spek-

troskopia magnetycznego rezonansu jądrowego. 

  

4.1. Analiza flawonoidów metodą HPLC 

W pracy autorów Harnly i in. [23] można znaleźć ocenę 

analizy flawonoidów metodą HPLC przedstawioną na pod-

stawie jednej z ostatnio utworzonych baz publikacji o fla-

wonoidach. Wynika z niej, że prawie każda ze 199 metod 

rozdziału HPLC opisanych w publikacjach poświęconych 

identyfikacji flawonoidów, posiada własny schemat separa-

cji.  
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Tabela 1. Różne warunki rozdziału chromatograficznego flawonoidów metodą HPLC. 

Flawonoidy Próbka Metoda Warunki chromatogrficzne Ref. 

Flawony 
Cynara carduncu-

lus-liście. 

HPLC-DAD i 

HPLC-MS 

Eluent: H2O/CH3CN  

Kolumna: C18; temp. kol.= 27°C  

V = 0,6 ml/min; czas analizy = 30 min. 

[24] 

Flawonole 
Ilex paraguariens- 

liście. 
HPLC-DAD 

Eluent: H2O - CH3COOH 98:2/CH3OH-CH3COOH 

98:2  

Kolumna: C18 

V = 1,2 ml/min; czas analizy = 45 min. 

[25] 

Flawonolole Oliwa z oliwek. 
HPLC-DAD i 

HPLC-MS 

Eluent: H2O – CH3COOH (98:2, v/v)/CH3OH – 

CH3CN (1:1, v/v)  

Kolumna: C18; temp. kol. = 25°C  

V = 0,5 ml/min; czas analizy = 70 min. 

[26] 

Flawonony 
Rodzaj Thymus – 

liście. 
HPLC-DAD 

Eluent: 2% wodny roztwór 

CH3COOH/CH3OH:CH3COOH:H2O (18:1:1, v/v/v)  

Kolumna: C18; temp. kol. = 30°C  

V = 1,0 ml/min; czas analizy = 45 min. 

[27] 

Izoflawony 
Danggui Buxue 

Tang  
HPLC-DAD-ELSD 

Eluent: wodny roztwór HCOOH (0,3%, v/v)/CH3CN 

Kolumna: C18; temp. kol. = 20°C  

V= 1,0 ml/min; czas analizy = 82 min. 

[28] 

 

Wybór przykładowych publikacji dotyczących analizy 

flawonoidów metodą HPLC został przedstawiony w Tabeli 1. 

 

4.1.1. Rodzaje stosowanych kolumn 

Do analizy flawonoidów używa się głównie kolumn 

umożliwiających prowadzenie chromatografii podziałowej 

w odwróconym układzie faz (RP). Stosuje się tu przede 

wszystkim kolumny z wypełnieniem związaną fazą oktade-

cylosilanową C18. Na rynku dostępna jest bardzo duża licz-

ba kolumn tego typu, różniących się właściwościami sepa-

racyjnymi. 

Opisywane są również inne rodzaje kolumn używanych 

do rozdziału flawonoidów, ale stanowią one zdecydowaną 

mniejszość. Opisano zastosowanie kolumny Zorbax–CN ze 

związaną fazą stacjonarną cyjanopropylową do określenia 

profilu chemicznego szesnastu gatunków z rodzaju Ballota 

[29]. Natomiast Pellati i in. [30] w celu rozdziału związków 

czynnych, w tym m.in. rutyny, kwercetyny i hyperozydu, w 

metanolowym ekstrakcie z Hypericum perforatum zasto-

sowali w sposób innowacyjny jako fazę stacjonarną poliety-

lenoglikol (PEG). Metoda rozdziału z użyciem tej fazy zo-

stała zwalidowana i uznano, że nadaje się do zastosowania 

w kontroli jakości związków czynnych obecnych w ekstrak-

tach z tej rośliny. Specjalnej, krzemowej, wysoce hydrofi-

lowej fazy stacjonarnej pokrytej resztami polikarboksylo-

wymi (poly(7-oxonorbornene-5,6-dicarboxylic acid-block-

norbornene)) użyli Huck i in. w analizie aglikonów flawono-

idów, otrzymując dobrą separację w krótkim czasie [31]. W 

analizie flawonoidów używano również kolumn z wypełnie-

niem żelem krzemionkowym i Sephadexem [11]. 

  

4.1.2. Rodzaje stosowanych faz ruchomych i dodatków 

Z przeglądu publikacji tematycznych wynika, że analizę 

flawonoidów z wykorzystaniem HPLC przeprowadza się 

głównie w odwróconym układzie faz. Najczęściej wykorzy-

stuje się jako fazę ruchomą mieszaninę dwóch rozpusz-

czalników: wody oraz mniej polarnego rozpuszczalnika o 

większej sile elucji jak np. metanol lub acetonitryl oraz 

dodatek składnika modyfikującego pH fazy ruchomej.  

Jako składnika modyfikującego pH używa się głównie 

buforów mrówczanowych i octanowych [11], ale również 

kwasu octowego [25], kwasu trifluorooctowego (TFA) [20] i 

kwasu fosforowego (V) [32].  

Kwas trifluorooctowy zastosowano w pracy Kakasy i in. 

w analizie związków czynnych, w tym antocyjanów: delfi-

nidyny i pelargonidyny obecnych w gatunkach Dracocepha-

lum moldavica i D. ruyschiana [20]. Jak wyjaśniają Huck i 

in. [31] dodanie TFA o końcowym stężeniu 20 mM do zasto-

sowanego przez nich eluentu – woda/acetonitryl, zapobie-

gło deprotonacji grup fenolowych pięciu aglikonów flawo-

noidów, specjalnie wybranych do badań ze względu na ich 

duże rozpowszechnienie w świecie roślinnym.  

Dodatek TFA o końcowym stężeniu 0,05% zapobiegł we-

dług Merken i in. [33] ogonowaniu pików w trakcie analizy 

metodą HPLC-UV siedemnastu najczęściej występujących w 

żywności aglikonów flawonoidów. W pracy tej autorzy za-

stosowali również trzy różne rozpuszczalniki w fazie ru-

chomej: wodę, acetonitryl i metanol, co stanowi rzadziej 

używany układ wobec zwykle zalecanej liczby dwóch roz-

puszczalników. 

  

4.1.3. Prędkość przepływu fazy ruchomej 

Do analizy związków flawonoidowych najczęściej sto-

sowana jest prędkość przepływu fazy ruchomej wynosząca 

1 ml/min [27,28]. Prędkość równą 2 ml/min zastosowano w 

analizie flawonoidów z liści Betula pendula i Betula pube-

scens [34], natomiast prędkości 0,6 ml/min użyto w ozna-

czaniu flawonów z liści rośliny Cynara cardunculus [24]. 

  

4.1.4. Temperatura kolumny 

W identyfikacji flawonoidów najczęściej stosuje się 

temperaturę pokojową, ale stosowano również temperatu-

ry wyższe w celu uzyskania krótszych czasów retencji ba-

danych związków i skrócenia czasu analizy [10]. Liu i in. 
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[35] badali metodą HPLC-UV 10 głównych flawonoidów wy-

stępujących w drewnie Dalbergia odorifera, separacja tych 

związków uległa poprawieniu po podniesieniu temperatury 

kolumny do 35 °C. 

  

4.1.5. Czas analizy 

Czas analiz jest bardzo różny w kolejnych publikacjach 

tematycznych, co jest zrozumiałe ze względu na odmienne 

warunki prowadzenia rozdziału HPLC, jak i różnorodność 

oznaczanych związków.  

W większości nowych publikacji przy wyborze stosowa-

nych gradientów najczęściej nie kierowano się rozważe-

niami teoretycznymi, ale działano według zasady ,,trial-

and-error’’ (prób i błędów) [11]. Przeglądając publikacje 

można zauważyć, że czasy analizy najczęściej mieszczą się 

w przedziale od 25 min. do 1 godziny.  

Autorom pracy [31] udało się dokonać separacji mie-

szaniny flawonoidów, w skład której wchodziły takie 

związki jak: kwercytryna, mirycetyna, kwercetyna, kaem-

ferol i akacetyna, w czasie poniżej 5 min. W literaturze 

opisano też analizy mieszanin flawonoidów trwające kilka-

set minut. Przykładem jest praca, w której analiza izofla-

wonów zawartych w sosie sojowym trwała 340 min. [11].  

  

4.1.6. Różne rodzaje detekcji stosowane w analizie fla-

wonoidów metodą HPLC 

a. Detekcja w nadfiolecie 

Ważna przy detekcji UV jest rejestracja chromatogra-

mów przy odpowiednich długościach fali dla danego związ-

ku, zwłaszcza jeśli przeprowadzona jest analiza ilościowa. 

Widma UV flawonoidów posiadają dwa maksima. Jedno od-

powiadające pierścieniom aromatycznym przy długości fali 

240-285nm i drugie w zakresie 300-550 nm zależne od pod-

stawień [11].  

W pracy autorów Pinelli i in. [24] oznaczano ilościowo 

metodą HPLC-DAD 7-O-glukouronid luteoliny i 7-O-

malonyloglukozyd luteoliny używając cynarozydu jako 

wzorca oraz 7-O-glukouronid apigeniny i 7-O-rutozyd api-

geniny z użyciem jako wzorca 7-O-glukozydu apigeniny. 

Detekcji wszystkich wyżej wymienionych związków doko-

nywano przy długości fali 350 nm.  

Analiza jakościowa flawonoidów z detekcją UV posiada 

pewne ograniczenia. O ile teoretycznie jest możliwe od-

różnienie po widmie UV aglikonów należących nawet do tej 

samej podklasy flawonoidów, to dokładna charakterystyka 

budowy glikozydu, czy też określenie dokładnego układu 

podstawników przy głównych pierścieniach, są już niemoż-

liwe [11]. 

b. Detekcja fluorescencyjna 

Detekcja przy pomocy detektora fluorescencyjnego jest 

najprostsza wtedy, gdy związek posiada naturalną zdolność 

do fluorescencji. Wśród związków flawonoidowych zdol-

ność taką posiadają jedynie: izoflawony, katechiny, flawo-

noidy z grupą hydroksylową w pozycji 3 i flawony metoksy-

lowane [11].  

W swojej pracy Rodriguez-Delgado i in. [36] oznaczali 

przy użyciu HPLC z detektorem fluorescencyjnym zawar-

tość związków czynnych, w tym flawonoidów, w różnych 

gatunkach win. Zastosowanie tej metody detekcji pozwoli-

ło według autorów osiągnąć większą czułość i selektywność 

w stosunku do niektórych związków (np. katechiny) w po-

równaniu do detekcji UV. Pewne związki były jednak nie-

wykrywalne tą metodą ze względu na brak lub słabą zdol-

ność do naturalnej fluorescencji (mirycetyna, kwercetyna, 

kwercytryna i kaemferol).   

Hollman i in. [37] zastosowali kompleksowanie m.in. 

kwercetyny (flawonol) z kationami glinu. Taki kompleks 

wykazuje wysoką fluorescencję, dzięki czemu możliwe było 

zastosowanie detektora fluorescencyjnego. Osiągnięto limit 

detekcji 2 ng/ml dla próbek z osocza krwi i 3 ng/ml dla 

próbek uzyskanych z moczu. 

c. Spektrometria mas (MS) 

Spektrometria mas ma porównywalny limit detekcji do 

detekcji UV [23]. Najczęściej stosuje się połączenie LC-MS 

do potwierdzania składu analizowanych flawonoidów, lub 

używa się tandemowego MS-MS do określania budowy nie-

znanych związków.  

Wykorzystanie połączenia LC-DAD-MS lub LC-MS-MS 

umożliwia określenie budowy glikozydów flawonoidowych 

dzięki określeniu liczby i rodzaju jednostek cukrowych w 

związku [23]. Zastosowanie detekcji MS w układzie LC-UV-

MS-MS pozwoliło Stobieckiemu i in. [38] na poznanie pod-

stawień części cukrowych do aglikonu flawonoidów wystę-

pujących w liściach Arabidopsis thaliana.    

d. Magnetyczny rezonans jądrowy (LC–NMR) 

Połączenie LC-NMR jest niezbędne dla pełnego pozna-

nia budowy związków flawonoidowych, umożliwiając roz-

różnienie izomerów oraz układu podstawników, do którego 

to celu połączenie LC-DAD-MS-MS jest nie wystarczające 

[11,39].  

Najczęściej stosowana przy tej detekcji jest opcja za-

trzymanego przepływu w celu rejestracji widma NMR, któ-

ra może trwać nawet do kilku dni [11].  Jak twierdzi Moco i 

in. [39] rozróżnianie na podstawie widma 1H NMR części 

cukrowej glikozydów flawonoidowych w bezpośredniej 

identyfikacji jest mało praktyczne ze względu na zbyt zło-

żone sygnały rezonansowe, pozwala jednak wykluczyć 

pewne grupy cukrowe w trakcie badania tych związków.  

  

4.2. Analiza saponin metodą HPLC 

Wybór publikacji dotyczących analizy HPLC saponin zo-

stał przedstawiony w Tabeli 2. 

 

4.2.1. Rodzaje stosowanych kolumn 

Podobnie jak w przypadku flawonoidów, w większości 

prac separacja saponin prowadzona była na kolumnach z 

fazą związaną C18. Znane są również przykłady zastosowa-

nia innych wypełnień kolumny, takich jak fazy związanej C8 

w analizie saponin steroidowych obecnych w kłączach trój-

ki przedstawicieli rodzaju Ruscus [40], czy żelu krzemion-

kowego do analizy saponin triterpenowych pochodnych 

oleananu z rośliny Solidago gigantea [41]. Reznicek i in. 

[41] w swojej pracy, oprócz kolumny z wypełnieniem że-

lem krzemionkowym, przeprowadzali separację saponin 

także na kolumnie typu C8. Autorzy doszli do wniosku, że 

pełen rozdział czterech głównych saponin przy użyciu tylko 

jednego rodzaju sorbentu jest w tym przypadku niemożli-

wy. 

W innym artykule opisano zastosowanie kolumn ze 

związaną fazą aminową, na której rozdzielano m.in. sapo-

niny steroidowe, czy z fazą typu Diol do oznaczania sapo-

nin, pochodnych oleananu [21]. 
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Tabela 2. Różne warunki rozdziału chromatograficznego saponin metodą HPLC. 

Saponiny Próbka Metoda Warunki chromatograficzne Ref. 

Pochodne  
furostanowe i 
spirostanowe. 

Dioscorea 
nipponica – suchy ek-
strakt. 

HPLC-UV-
MS 

Eluent: CH3CN/H2O 
Kolumna: C18; temp. kol. = 25°C 
V = 1,0 ml/min; czas analizy = 60 min. 

[45] 

Pochodne  
furostanowe i 
spirostanowe. 

Ruscus aculeatus, Rus-
cus hypoglossum 
i Ruscus colchicus 

HPLC-UV 
Eluent: H2O/CH3CN. 
Kolumna: C8; temp. kol. = 20°C 
V = 1,0 ml/min; czas analizy = 65 min. 

[40] 

Pochodne  
oleananu 

Stephanotis mucronata - 
korzenie 

HPLC-UV 
Eluent: H2O/CH3OH 
Kolumna: C18 temp. kol. = 25°C 
V = 0,8 ml/min; czas analizy = 40 min. 

[44] 

Pochodne  
dammaranu 

Panax notoginseng HPLC-UV 
Eluent: CH3CN/ 0,001% HCOOH 
Kolumna: C18 temp. kol. = 25°C 
V = 0,8 ml/min; czas analizy = 30 min. 

[46] 

Pochodne  
ursanu 

Centella asiatica – ho-
dowle tkankowe z łodyg 

HPLC-DAD 
Eluent: CH3CN/H2O 
Kolumna: C18 temp. kol. = 25°C 
V = 1,0 ml/min; czas analizy = 45 min. 

[47] 

 

4.2.2. Rodzaje stosowanych faz ruchomych i dodatków 

W chromatografii saponin w odwróconym układzie faz 

stosuje się przeważnie mieszaniny wody i acetonitrylu, 

względnie wody i metanolu.  

Wykorzystanie metanolu utrudnia jednak analizę sapo-

nin przy stosowaniu detektorów spektrofotometrycznych 

UV ze względu na nakładanie się sygnałów odpowiadają-

cych tym związkom z sygnałami pochodzącymi od rozpusz-

czalnika. Wynika to z tego, że saponiny wykazują absorp-

cję tylko przy najniższych długościach fal UV, zbliżonych 

do granicznej długości fali UV pochłanianej przez metanol 

[21,42,43]. Mimo tej trudności dość często stosuje się jako 

eluenty różne mieszaniny z metanolem, np. takiego eluen-

tu użyto w oznaczaniu saponin pochodnych oleananu z ko-

rzeni Stephanotis mucronata [44]. W pracy tej Chen i in. 

nie zastosowali wcześniejszej derywatyzacji, wprowadza-

jącej dodatkowe grupy chromoforowe, które polepszają 

detekcję UV saponin. 

Często do eluentów stosowany jest dodatek kwasu tri-

fluorooctowego i kwasu octowego jako modyfikatorów pH 

[21].  

W pracy Reznicek i in. [41] dodatek TFA zapewnił dobry 

kształt pików pochodzących od saponin pochodnych ole-

ananu, zawartych w Solidago gigantea.  

Kwas trifluorooctowy może być złym wyborem, jeśli 

stosuje się połączenie HPLC-MS. Theunis i in. [48] oznaczali 

saponiny przy pomocy HPLC-MS z elektrorozpylaniem (ESI), 

jako metodą jonizacji. Biorąc pod uwagę, że TFA jest zna-

nym czynnikiem hamującym jonizację niezbędną dla de-

tekcji MS, sami użyli dodatku kwasu mrówkowego. 

  

4.2.3. Prędkość przepływu fazy ruchomej 

Najczęściej stosowaną prędkością przepływu w pracach 

dotyczących analizy saponin metodą HPLC jest prędkość 1 

ml/min. 

W pracy [48], w której opracowywano i przeprowadzo-

no walidacje, metody oznaczania saponin triterpenowych 

w Maesa lanceolata zastosowano przepływ 0,5 ml/min. Ta-

ki przepływ wiązał się z użyciem kolumny C18 o średnicy 

wynoszącej 3,2 mm. Mała średnica pozwoliła nie tylko do-

stosować warunki rozdziału do detekcji metodą MS, ale 

również umożliwiła lepszy rozdział saponin. 

  

4.2.4. Temperatura kolumny 

Najczęściej rozdziału saponin metodą HPLC dokonuje 

się przy temperaturze termostatu wynoszącej 25°C. W 

pracy [49] badano zawartość saponin w roślinie Maesa lan-

ceolata. Autorzy zastosowali fazę ruchomą (CH3CN + TFA 

(500:0.3, v:v) - H2O + TFA (391:0.3, w:w) chłodzoną w łaźni 

z lodem w czasie całego procesu chromatografowania. We-

dług nich niska temperatura fazy ruchomej miała zapobie-

gać tworzeniu się w niej pęcherzyków powietrza i poprawić 

separację saponin. 

  

4.2.5. Czas analizy 

Zwykle do zadawalającej separacji saponin wystarczy 

czas od 30 min. do niewiele ponad godziny.  

Krótszy czas analizy uzyskali Qi i in. [50], którzy przy 

użyciu bardzo szczegółowo opracowanego gradientu (zmia-

ny składu eluentu stosowano oddzielnie nawet dla jedno-

minutowych odstępów czasu) przeprowadzili analizę sapo-

nin triterpenowych w tradycyjnym chińskim leku ziołowym 

Huangqi w czasie jedynie 20 minut. 

  

4.2.6. Rodzaje detekcji stosowane w analizie saponin 

metodą HPLC 

a. Detekcja w nadfiolecie 

Brak odpowiednio silnych grup chromoforowych w czą-

steczkach większości saponin powoduje, że maksima ab-

sorpcji tych związków wypadają w niewygodnym próżnio-

wym zakresie UV, a w zakres średni wchodzą jedynie zbo-

cza tych pasm. Wymusza to detekcje przy niespecyficz-

nych, niskich długościach średniego zakresu fal UV, najczę-

ściej 200-210 nm [21,42,43]. Wynikiem tego jest zarówno 

mała czułość detekcji tą metodą, jak i brak możliwości wy-

korzystania do chromatografii niektórych rozpuszczalni-

ków, absorbujących przy równie niskich długościach fali. 

Typowym przykładem jest tutaj metanol posiadający gra-

niczną długość pochłanianej fali przy 200 nm.  

Potencjalnym rozwiązaniem powyższego problemu mo-

głaby być derywatyzacja saponin. Jest to jednak technika 
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rzadko stosowana i odpowiedniejsze wydaje się użycie roz-

puszczalników absorbujących przy jeszcze niższych długo-

ściach fali, np. acetonitrylu, dla których nie występują 

wcześniej opisywane komplikacje.  

b. Detektor aerozolowy promieniowania rozproszonego 

(ELSD) 

Metoda detekcji przy użyciu ELSD jest niezależna od 

obecności grup chromoforowych w związku, jest więc do-

brą alternatywą wobec detektorów UV. Wykazuje się dobrą 

czułością i selektywnością i nie generuje takich kosztów 

jak np. MS [51]. Właśnie z tych wyżej wymienionych powo-

dów ELSD zastosowano w połączeniu HPLC–DAD–ELSD w 

pracy Yi i in. [52]. Analizowano tam lek ziołowy zawierają-

cy różne związki naturalne, w tym saponiny. 

c. Spektometria mas (MS) 

Wykorzystuje się tu najczęściej trzy sposoby jonizacji: 

metoda termorozpylania (TE), bombardowania szybkimi 

atomami (FAB) i elektrorozpylania (ESI) [21]. Połączenie 

HPLC-MS jest obecnie używane do identyfikacji saponin o 

dużym znaczeniu farmakologicznym w ekstraktach roślin 

takich jak Panax ginseng - ginsenozydy czy Glycine max - 

sojasaponiny. Sojasoaponiny z nasion soi Glycine max iden-

tyfikowali Fuzzati i in. [53] stosując połączenie HPLC-MS z 

termorozpylaniem jako metodą jonizacji. W swojej pracy 

udało się im rozdzielić i zidentyfikować zarówno aglikon 

jak i sekwencje części cukrowej sześciu różnych związków 

saponinowych.  

d. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego 

(NMR) 

W identyfikacji produktów naturalnych uzyskanie in-

formacji na temat rodzaju wiązań oraz sposobu powiązania 

atomów w cząsteczce jest często niezbędne. Stosowanie 

metod LC – MS i LC – UV nie zawsze wystarcza do otrzyma-

nia takich danych. Metodą pozwalającą na lepsze poznanie 

budowy związków występujących w ekstraktach roślinnych 

może być magnetyczny rezonans jądrowy NMR. 

HPLC sprzężone z NMR nie jest metodą szeroko stoso-

waną głównie ze względu na niską czułość metody. Ulega 

to jednak zmianie dzięki zastosowaniu programów pulso-

wych z gradientem, tłumienia sygnałów pochodzących od 

rozpuszczalnika oraz magnesów nadprzewodzących o du-

żym polu. Największym problemem analizy z wykorzysta-

niem LC – NMR jest trudność obserwacji rezonansu analitu 

w obecności dużo większych sygnałów rezonansowych po-

chodzących od fazy ruchomej. Kolejnym utrudnieniem jest 

ograniczona możliwość stosowania gwałtownych zmian 

składu faz ruchomych, jak to się dzieje w przypadku elucji 

gradientowej, [54].  

Stosowanie sekwencji impulsowej WET (Water su-

pression enhanced through T1 effects), eliminującej sygnał 

wody przez odpowiednie wykorzystanie relaksacji spin-sieć 

pozwala na częściowe pokonanie tych problemów i uzyska-

nie dobrych widm niezawierających sygnału rozpuszczalni-

ka [55]. 

Połączenie LC-NMR zostało wykorzystane w analizie sa-

ponin triterpenowych pochodnych dammaranu otrzyma-

nych z suchych frakcji Bacopa monniera [56]. W pracy tej 

zastosowano wspomnianą wcześniej sekwencję WET. 

Otrzymano z dobrą czułością sygnały 1H-NMR w opcji za-

trzymanego przepływu, które pozwoliły na wyróżnienie 

dwóch regionów widma właściwych dla saponin triterpe-

nowych. Dobrą jakość sygnałów otrzymano również w try-

bie ciągłego przepływu. 

  

5. Inne instrumentalne metody analityczne w analizie 

flawonoidów i saponin 

5.1. Flawonoidy 

a. Chromatografia gazowa (GC) 

Chromatografia gazowa w badaniu flawonoidów straciła 

bardzo na znaczeniu w związku z upowszechnieniem się 

chromatografii cieczowej, a nowo opublikowane prace 

przeważnie nie zajmują się rozwijaniem tej metody [11].  

Jednym z powodów takiego stanu rzeczy był wymóg de-

rywatyzacji badanych związków w celu zwiększenia ich 

lotności i stabilności termicznej [11]. Tworzy się w tym ce-

lu trimetylosilolowe pochodne [57]. W jednej z opubliko-

wanych prac derywatyzacja przy użyciu bis-

trimetylosililotrifluoroacetamidu flawonoidu hesperydyny 

trwała 72 godziny [11].  

W metodzie GC stosowane są kolumny mikrokapilarne z 

silikonowymi, ciekłymi fazami stacjonarnymi [11,57,60]. 

Obecnie w analizie saponin tą metodą stosuje się prawie 

wyłącznie aparaturę połączoną ze spektrometrem mas z 

jonizacją elektronami (EI) [11,57,58]. 

b. Elektroforeza kapilarna (CE) 

Elektroforeza kapilarna w analizie związków roślinnych 

w niektórych przypadkach może być lepszym wyborem w 

porównaniu z HPLC. Niezaprzeczalnymi zaletami tej meto-

dy są krótki czas analizy, duża wydajność separacji oraz 

małe zużycie analitu i odczynników, co ma znaczenie w 

aspekcie kosztów i bezpieczeństwa dla środowiska [59,60]. 

Wadą stosowanych w metodzie CE detektorów spektro-

fotometrycznych jest mniejsza czułość detekcji w stosunku 

do HPLC, co spowodowane jest  krótką drogą optyczną wy-

nikającą z małej średnicy kapilary. Ta niedoskonałość zo-

stała podkreślona również w pracy Kŏcevar i in. [61], gdzie 

porównano metody CE-UV oraz HPLC-UV i walidowano je 

pod kątem wykrywania flawonoidów z Achillea millefolium 

należących do grupy flawonów i flawonoli. Jak twierdzą 

autorzy, różnica między czułością CE i HPLC w ich analizie 

nie była jednak istotnie znacząca. Gorsza czułość detekto-

rów spektrofotometrycznych w CE może być w przyszłości 

wyeliminowana poprzez stosowanie nowoczesnych komórek 

pomiarowych lub kapilar o rozszerzonej drodze światła 

[60].  

Dobrym rozwiązaniem może też być sprzęgnięcie CE z 

detekcją elektrochemiczną [59]. 

W analizie flawonoidów stosuje się najczęściej dwa ni-

żej wymienione rodzaje elektroforezy kapilarnej. 

A. Micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna 

(MEKC). MEKC wykorzystana została w analizie 3 flawo-

noidów z rośliny Paulownia tomentosa [62]. 

B. Strefowa elektroforeza kapilarna (CZE). Metodę strefo-

wej elektroforezy kapilarnej zastosowali Ren i in. w jed-

noczesnej analizie 9 flawonoidów obecnych w tybetań-

skim preparacie Anaphalis margaritacea [63]. 

Porównania tych dwóch typów CE w oznaczaniu związ-

ków flawonoidowych podjęli się w swojej pracy Wang i in. 

[64], analizując 13 flawonoidów, najbardziej rozpowszech-

nionych w roślinach leczniczych. Autorzy ci uznali, że mi-

celarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna (MEKC) 
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sprawdza się lepiej, pozwalając na uzyskanie większej se-

lektywności rozdziału mieszaniny. Taki wynik związany jest 

z odmiennością zachowania się elektroforetycznego flawo-

noidów w obu trybach elektroforezy. 

c. Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC) 

Mimo iż początki zastosowania metody TLC w analizie 

flawonoidów sięgają wczesnych lat 60-tych, chromatogra-

fia cienkowarstwowa nadal odgrywa ważną rolę w analizie 

tych związków [11]. Obecnie spełnia głównie rolę pomocni-

czą w badaniach wykorzystujących inne techniki, jak HPLC, 

np. w analizie C- glikozydów z liści Cucumis dativus [65]. 

Stosowana jest też z powodzeniem jako główna metoda 

analityczna np. w badaniu koncentratu z rośliny Salvia sc-

larea, w którym Shepeli i in. [66] wykryli tą metodą po raz 

pierwszy takie flawonoidy jak kwercytrynę, juglaninę czy 

kemferol.  

Wykorzystując fluorescencję flawonoidów w świetle 

UV, na płytkach można odróżnić poszczególne grupy flawo-

noidów po kolorze fluorescencji plamy, odpowiednio: żółta 

- oznacza flawonole, izoflawony, aurony; natomiast bru-

natna - flawony, ich aglikony, glikozydy flawonolowe, chal-

kony [3]. 

W identyfikacji pomóc mogą też reakcje z solami meta-

li, np. 2% metanolowy roztwór tlenochlorku cyrkonowego 

zabarwia na żółto flawonoidy posiadające wolne grupy hy-

droksylowe przy atomach węgla 3 i 5 [3]. 

  

5.2. Saponiny 

a. Chromatografia gazowa (GC) 

Saponiny, podobnie jak flawonoidy, ze względu na po-

larność cząsteczek i dużą masę poddaje się derywatyzacji. 

Przekształca się je w metylowe, acetylowe i trimetylosily-

lowe etery, dotyczy to jednak praktycznie tylko aglikonów 

niezwiązanych z częściami cukrowymi [21]. Saponiny zwią-

zane posiadające część cukrową poddaje się hydrolizie.  

W pracy Ruiz i in. [67] opisano badania zawartości sa-

ponin w uprawach soczewicy. Saponiny (głównie sojasapo-

niny) hydrolizowano  do wolnego sapogenolu chlorkiem 

acetylu i poddawano derywatyzacji z bistrimetylosilylotri-

fluoroacetamidem i pirydyną. W innej pracy analizę GC-MS 

wykorzystano do identyfikacji samych monosacharydów 

(glukozy, galaktozy, kwasu glukuronowego), części cukro-

wych otrzymanych po hydrolizie związanych saponin, po-

chodnych oleananu [68].  

b. Elektroforeza kapilarna (CE) 

CE jest techniką cały czas rozwijaną w analizie sapo-

nin. Mała ilość dotychczasowych publikacji opisujących za-

stosowanie metody CE do badania tej grupy związków wy-

nika, podobnie jak w przypadku flawonoidów, z niemożno-

ści oznaczania niskich stężeń, a więc z trudności uzyskania 

niskich limitów detekcji. Możliwość rozdziału bardzo nie-

wielkich ilości substancji kłóci się tu z wymogiem stosowa-

nia względnie dużych stężeń analitu na potrzeby detekcji. 

Spowodowane jest to niedoskonałością istniejących sposo-

bów detekcji dla tej metody [21]. Publikowane badania 

wydają się jednak być bardzo obiecujące i można się spo-

dziewać szybkiego rozwoju CE w analizie saponin. 

Kwaśną saponinę triterpenową, glicyryzynę, obok kil-

kunastu innych związków z klasy antrachinonów, flawono-

idów i kwasów karboksylowych, oznaczano razem w trady-

cyjnym chińskim leku ziołowym I-tzu-tang metodą HPLC i 

CE. Sheu i in. [69] uznali, że obie te metody w opracowa-

nych przez nich warunkach nadają się do analizy mieszani-

ny wyżej wspomnianych związków, jednak technika CE jest 

bardziej użyteczna. Analiza HPLC trwała w ich badaniu 50 

min. i rozdzielono 8 spośród 12 związków, dla CE proces 

ten trwał 14 min. i dokonano rozdziału 11 związków (dla 

gliceryzyny odpowiednio czas retencji wyniósł około 40 

min., a czas migracji około 10 min.). Obie metody wykaza-

ły się dobrymi parametrami liniowości, akceptowalną po-

wtarzalnością oraz odzyskiem. 

Micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna, 

jeden z typów CE, została zastosowana w analizie saikosa-

ponin w innym tradycyjnym leku ziołowym Chair-Hwu (ko-

rzeń Bupleuri). Autorzy optymalizowali metodę pod kątem 

typu stosowanych buforów i dodatku modyfikatorów. 

Otrzymali najlepsze warunki rozdziału stosując mieszaniny 

γ-cyklodekstryny i dodecylosiarczanu sodu (SDS) lub SDS i 

eteru dodecylowego glikolu polioxaetylenowego (Brij 35). 

Rozdziału mieszaniny 5 różnych standardowych saikosapo-

nin do linii podstawowej dokonano w tych warunkach w 

czasie poniżej 7 min. Stwierdzono, że metoda ta może być 

z powodzeniem stosowana do szybkiej analizy jakościowej 

związków biologicznie czynnych stanowiących składniki 

szeregu tradycyjnych chińskich leków ziołowych [70].  

c. Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC) 

Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa jest tech-

niką coraz częściej wykorzystywaną nie jako główny in-

strument analityczny, ale jako wsparcie dla innych technik 

[42]. Przykładem jest praca Estrada i in. w której opisano 

identyfikację saponin z korzeni Polygala senega. Przy po-

mocy HPLC badano profil saponinowy frakcji, w których 

potwierdzono obecność saponin za pomocą TLC [71].  

Stosowanie TLC niesie pewne korzyści względem HPLC, 

jak: brak konieczności dokładnego oczyszczania próbek ze 

względu na jednorazowość stosowanych płytek (w HPLC 

zanieczyszczenia mogą powodować spadek zdolności roz-

dzielczej fazy stacjonarnej), możliwość jednoczesnego wy-

konywania kilku analiz i późniejszego przechowywania pły-

tek oraz większą liczbę sposobów detekcji [21]. TLC wciąż 

jest też jedną z głównych metod stosownych w Farmakopei 

Europejskiej w badaniach jakości surowców saponinowych 

[72]. 

  

6. Podsumowanie  

Prezentowany artykuł jest przeglądem literaturowym 

metod chromatograficznych, głównie wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC), wykorzystywanych w 

analizie ekstraktów roślinnych zawierających w swoim 

składzie flawonoidy i saponiny. Przedstawiono charaktery-

stykę flawonoidów i saponin, zaprezentowano sposoby 

przygotowania próbki do analizy: ekstrakcję, izolację i za-

tężanie analitów, omówiono optymalizację warunków 

chromatograficznych: dobór kolumny, warunków elucji 

oraz zastosowanie odpowiedniego typu detekcji. Scharak-

teryzowano też inne metody separacyjne, takie jak chro-

matografia gazowa (GC), cienkowarstwowa chromatografia 

cieczowa (TLC) oraz elektroforeza kapilarna (CE) stosowa-

ne w analizie flawonoidów i saponin. 
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WYKAZ SYMBOLI I SKRÓTÓW 

DAD Detektor z matrycą diodową 

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa 

HSC-2 Komórki nowotworu płaskokomórkowego  

Brij 35 Eter dodecylowy glikolu polioksaetylenowego 

CE Elektroforeza kapilarna 

CZE Strefowa elektroforeza kapilarna 

EI Jonizacja elektronami 

ELSD Detektor aerozolowy promieniowania rozproszo-

nego 

ESI Elektrorozpylanie 

FAB Bombardowanie szybkimi atomami 

GC Chromatografia gazowa 

LC Chromatografia cieczowa 

MAE Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika wspoma-

gana promieniowaniem mikrofalowym 

MEKC Micelarna elektrokinetyczna chromatografia ka-

pilarna 

MS Spektrometria mas 

MSPD Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika z próbki 

zmieszanej z wypełniaczem 

NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądro-

wego 

PEG Polietylenoglikol 

SDS Dodecylosiarczanu sodu 

SPE Ekstrakcja do fazy stałej 

SPME Mikroekstrakcja do fazy stałej 

SFE Ekstrakcja za pomocą płynu w stanie nadkrytycz-

nym 

TE Termorozpylanie 

TFA Kwas trifluorooctowy 

TLC Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa 

UAE Ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika wspoma-

gana ultradźwiękami 

WET Technika tłumienia sygnału wody wzmocniona 

przez efekt czasu relaksacji T1 
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