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Methods of flavonoids’ analysis in plant material

Summary

Flavonoids form a group of secondary metabolites ubiquitous in the plant 
kingdom. These compounds are synthesized in plant tissues on the phenylalanine 
lyase pathway and may be divided into several groups, differing in their skele­
ton: flavones, flavonols, isoflavons, flavanons, flavan-3-ols (catechins), anthocyanidins, 
aurons, and chalcons. All these compounds occurring in plant tissues may be 
hydroxylated, methylated or sulphated and are substituted with different 
groups such as sugars or acyls. More than 6000 compounds differing in their 
chemical and biological properties belong to this group. Fast and precise meth­
ods of identification and quantitative analysis of all these plant constituents are 
necessary because of their important biological functions and different applica­
tions of plant products. Instrumental analytical methods used in this purpose 
are described in the paper. Special concern is directed to particularly useful hy­
phenated chromatographic techniques such as HPLC/MS, HPLC/NMR, GC/MS, 
and CE/MS.
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1. Występowanie i rola flawonoidów

Flawonoidy stanowią liczną grupę metabolitów wtórnych wy­
stępujących w królestwie roślin. W ostatnich latach liczba publi­
kacji na temat tej grupy związków wzrasta ze względu na ich 
rolę w przebiegu procesów fizjologicznych i biochemicznych
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W komórkach roślinnych (1-4) oraz różnorodną aktywność wobec organizmów ży­
wych (roślin, mikroorganizmów, owadów oraz zwierząt kręgowych) (5,6).

Ze względu na znaczenie biologiczne i fizjologiczne flawonoidów poświęca się 
im wiele uwagi w różnych dziedzinach nauki. Szlak syntezy flawonoidów w rośli­
nach, chociaż stosunkowo dobrze poznany, w dalszym ciągu jest przedmiotem 
wielu badań w związku z możliwościami podniesienia poziomu flawonoidów w roś­
linach metodami biotechnologicznymi (7,8) oraz ich istotną rolą w regulacji wielu 
procesów rozwojowych oraz biochemicznych, czy też w podejściach opierających 
się na koncepcjach biologii systemów (9,10). Ta grupa produktów naturalnych od­
grywa w procesach patogenezy i symbiozy u roślin rolę cząsteczek obronnych lub 
sygnalnych, jednakże ich główną funkcją jest ochrona komórek roślinnych przed 
szkodliwym promieniowaniem UV-B (1,11,12). Ze względu na swój gorzki smak 
flawonoidy stanowią substancje chroniące rośliny przed atakiem zwierząt roślino­
żernych (13,14). Izoflawony odgrywają ważną rolę podczas oddziaływań symbio- 
tycznych pomiędzy roślinami rodziny Fabaceae (bobowate, dawniej Papilionaceae - 
motylkowate) a bakteriami glebowymi z rodzaju Rhizobium w procesie tworzenia 
brodawek korzeniowych, w których odbywa się wiązanie azotu atmosferycznego
(15) . Flawonoidy biorą również udział w nawiązywaniu oddziaływań symbiotycz- 
nych pomiędzy korzeniami większości gatunków roślin a grzybami mikoryzowymi
(16) . Antocyjany oraz niektóre flawony i ich pochodne są odpowiedzialne za barwę 
kwiatów oraz owoców (17). Szereg glikozylowanych pochodnych flawonoidów od­
grywa rolę repelentów lub atraktantów owadów podczas procesów zapylania roś­
lin (18,19). Właściwości antyutleniające oraz estrogenowe sprawiają, że flawono­
idy są pożądanym składnikiem diety (20). Ponadto znane są z działania antybio- 
tycznego oraz innych typów aktywności farmakołogicznej (21). Flawonoidy mogą 
również modyfikować działanie enzymów przekazujących sygnały między komór­
kami, szczególnym przykładem tego typu oddziaływań jest efekt wywoływany 
przez flawonoidy na kinazy, które bezpośrednio wpływają na układ odpornościo­
wy gospodarza (22). Wykazano również, że pochodne flawonoli uczestniczą 
w transporcie auksyn w roślinach (23). Transformacja roślin pod kątem zwiększe­
nia poziomu syntezy tej klasy produktów naturalnych jest niezwykle ważnym kie­
runkiem badań naukowych ze względu na istotną rolę jaką odgrywają fenolowe 
metabolity wtórne w biochemii oraz fizjologii roślin oraz ich aktywność biolo­
giczną w stosunku do innych organizmów żywych. Osiągnięcie tak postawionego 
celu wymaga jednak intensywnych badań na wszystkich poziomach molekularnych 
od genomu, poprzez transkryptom, proteom do metabolomu i analizy transportu 
różnych grup substancji pomiędzy komórkami lub ich kompartmentami (24-27). 
jednym z narzędzi koniecznych do osiągnięcia tychże celów są metody instrumen­
talne umożliwiające obiektywną identyfikację oraz analizę ilościową roślinnych 
metabolitów wtórnych na poziomie metabolomu lub wybranych klas produktów 
naturalnych.
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2. Struktura chemiczna flawonoidów oraz ich pochodnych

Flawonoidy są związkami, których budowa jest oparta na szkielecie węglowym 
C6-C3-C6. Tę grupę produktów naturalnych można podzielić na szereg podstawo­
wych klas: flawony, flawonole, izoflawony, flawanony, flawan-3-ole (katechiny), an- 
tocyjanidyny, aurony i chalkony (schemat) (28). Poszczególne klasy związków różnią 
się stopniem utlenienia pierścienia C, z kolei w przypadku izoflawonów odmienne 
jest miejsce podstawienia pierścienia fenylowego B. Najbardziej powszechną mody­
fikacją szkieletu flawonoidów jest hydroksylacja najczęściej występująca w pozy­
cjach 3,5,7,3’,4’ oraz 5’. Grupy hydroksylowe mogą być z kolei metylowane, sulfono­
wane, acylowane kwasami arylowymi bądź alifatycznymi oraz glikozylowane. Także 
podstawniki cukrowe mogą ulegać podobnym modyfikacjom, Flawonoidy magazy­
nowane są w komórkach w wakuoli, gdzie są przechowywane w lepiej rozpuszczal­
nej w środowisku wodnym formie glikozydów, zarówno 0-glikozydów oraz rzadziej 
w postaci C-glikozydów. Pozycjami podstawienia cukrów w wyniku utworzenia 
wiązania 0-glikozydowego są najczęściej atomy węgla C-3 i C-7, natomiast wiązania 
C-glikozydowe usytuowane są w pozycjach C-6 oraz C-8, Najczęściej przyłączanymi 
cukrami w pochodnych glikozydowych są ramnoza, glukoza, galaktoza, arabinoza, 
czasami apioza oraz kwas glukuronowy. Glikozydy tworzone przez kwas glukurono- 
wy z flawonoidami (glukuroniany) są znane u różnych rodzajów roślin, ale tworzone 
są także w wątrobie zwierząt w wyniku działania UDP-glukuronylotransferaz na fla­
wonoidy przyjmowane w pożywieniu (29). Glikozylowane pochodne flawonoidów 
mogą zawierać nawet do czterech reszt cukrowych przyłączonych do jednej lub 
dwóch grup hydroksylowych na aglikonie, znane są również mieszane glikozydy C- 
oraz 0-podstawione (30,31). Powszechnie występujące pochodne flawonoidów za­
wierają mono- di- (bardzo często neohesperozydy, rutynozydy), tri- oraz tetrasacha- 
rydy, w których można rozróżnić wiązania glikozydowe 1-6, 1-2 oraz rzadziej 1-4, 
z kolei konfiguracja wiązania glikozydowego może przybierać formę a lub p. Cząs­
teczki cukrów przyłączone do aglikonów mogą być następnie acylowane, np. kwa­
sem malonowym lub octowym, a także kwasami fenylopropenowymi (kumarowy, fe- 
rulowy, synapinowy). Miejsce podstawienia grupy acylowej na pierścieniu cukro­
wym to zazwyczaj atomy węgla C-2, C-4 lub C-6. Szacuje się, że liczba znanych 
struktur pochodnych flawonoidów przekracza obecnie 6000 (30,32), jednak z każ­
dym miesiącem powiększa się ona o nowo odkryte i opisane związki. Różnorodność 
strukturalna tej klasy metabolitów wtórnych wynika z wielu możliwości podstawie­
nia grup modyfikujących szkielet cząsteczki flawonoidu oraz cukrów podczas two­
rzenia glikozydów. W konsekwencji rozdział, identyfikacja oraz oznaczanie ilościo­
we tych związków stanowi duże wyzwanie. Kompletna analiza strukturalna glikopo- 
chodnych flawonoidów wymaga wyizolowania w stanie czystym wybranych połą­
czeń z materiału biologicznego w ilości wystarczającej do równoległego użycia sze­
regu metod analitycznych, takich jak zwłaszcza spektroskopia jądrowego rezonansu 
magnetycznego NMR, spektrometria mas oraz spektrofotometria UV.
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Schemat. Typy strukturalne flawonoidów.
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Niejednokrotnie celem badań próbek ekstraktów uzyskiwanych z tkanek roślin­
nych, kultur komórkowych lub tkankowych jest określenie zmian jakościowych oraz 
ilościowych cukrowych połączeń flawonoidów oraz wolnych aglikonów na przykład 
pod wpływem stresu środowiskowego. W takich sytuacjach nie zawsze jest możłiwe 
precyzyjne określenie wszystkich różnic strukturalnych i rozróżnienie wszystkich 
izomerów badanych produktów naturalnych. Liczba danych o budowie związków 
uzyskiwanych w trakcie analiz jest zależna od rodzaju detektora sprzężonego z sys­
temem rozdziału próbek.

Analizy jakościowe oraz ilościowe połączeń flawonoidów i innych metabolitów 
wtórnych o ważnej roli biologicznej są niezwykle istotne w wielu projektach badaw­
czych w różnych dziedzinach nauki. Coraz częściej stosowanym podejściem badaw­
czym w naukach biologicznych jest analiza metabolomów lub wybranych klas meta­
bolitów wtórnych (33-35) zarówno u organizmów zwierzęcych (w tym człowieka 
w ramach Human Metabolome Project (36)) jak i roślinnych: (rzodkiewnik - Arabidopsis 
thaliana (35,37-40), ziemniak - Solanum tuberosum (41), pomidor - Lycopersicon 
esculentum (42,43), ryż - Oryza sativa (44)). W związku z prowadzeniem prac badaw­
czych w tym zakresie w wielu laboratoriach na całym świecie powstała pilna ko­
nieczność umożliwienia porównywalności wyników uzyskanych przez różne grupy. 
W tym celu Metabolomic Society (Towarzystwo Metabołomiczne) utworzyło grupę 
dyskusyjną Metabolomics Standards Initiative (MSI), której celem jest zaproponowa­
nie standardowych procedur analitycznych (45). Skład metabolomów roślinnych jest 
niezwykłe skomplikowany szacuje się, że w roślinach jednego gatunku jest syntety­
zowanych od 5 do 25 tysięcy różnych metabolitów pierwotnych i wtórnych (46), acz­
kolwiek nie jest wykluczone, że ten szacunek jest zaniżony. Obecnie nie istnieją 
metody instrumentalne umożliwiające jednoczesną analizę wszystkich metabolitów 
danego organizmu czy nawet wybranej tkanki. Z tego też względu w badaniach po­
chodnych flawonoidowych wykorzystuje się podejście metodyczne zwane analizą 
celowaną (ang. targeted analysis), w której uwaga badacza jest skoncentrowana na 
wybranej klasie związków (47).

3. Metody instrumentalne stosowane do identyfikacji oraz profilowania 
pochodnych flawonoidów

Podejścia analityczne stosowane do izolacji oraz identyfikacji i oznaczania fla­
wonoidów były przedmiotem wielu prac przeglądowych (30,48-52). Najczęściej sto­
sowanymi technikami rozdziału mieszanin podczas profilowania związków fenolo­
wych są chromatografia cieczowa lub elektroforeza kapilarna sprzężona z detekto­
rami UV i/lub spektrometrem mas (MS) ewentualnie spektrometrem NMR. Ponadto 
stosuje się również chromatografy gazowe sprzężone z systemami MS jednakże ten 
sposób wymaga dodatkowego etapu przeprowadzenia analizowanych związków 
w bardziej lotne pochodne (48).
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3.1. Stosowane techniki chromatograficzne - rozdział produktów naturalnych

Związki fenolowe należą do grupy związków dość polarnych dlatego powszech­
nie stosowaną metodą ich rozdziału jest chromatografia cieczowa. Najczęściej sto­
suje się kolumny z odwrócona fazą C-18 lub C-8, w których nośnikiem jest żel krze­
mionkowy modyfikowany łańcuchowymi pochodnymi alkilowymi o odpowiedniej 
długości. Dobór eluentów, czasu analizy, gradientu czy temperatury kolumny są 
ustalane przez eksperymentatora w zależności od złożoności rozdzielanej mieszani­
ny flawonoidów. W większości prac analitycznych wykorzystuje się acetonitryl i wo­
dę z dodatkiem kwasów fosforowego, mrówkowego, octowego bądź trójfluoro- 
octowego. Rozdział chromatograficzny może być przeprowadzany w temperaturze 
pokojowej jednakże jej podwyższenie może zapewnić lepszą rozdzielczość i powta­
rzalność czasów retencji oraz przyspieszyć czas analizy. Znane są również przykłady 
zastosowania kolumn monolitycznych do analizy flawonoidów (53,54). Wypełnienie 
kolumny stanowi pojedynczy pręt monolitycznej odpowiednio modyfikowanej krze­
mionki o wysokiej czystości. Dzięki takiej konstrukcji fazy stacjonarnej możliwe jest 
zwiększenie prędkości przepływu eluenta skutkujące skróceniem czasu analizy z za­
chowaniem wysokiej rozdzielczości, przy czym nie zwiększa się ciśnienie roztwo­
rów w porównaniu do kolumn o wypełnieniu ziarnistym (55).

Zdolność rozdzielcza systemu chromatograficznego odgrywa ogromną rolę 
w identyfikacji izomerów flawonoidów. W ostatnich łatach pojawiła się nowa gene­
racja systemów chromatograficznych, ultrawysokosprawna chromatografia cieczo­
wa, w których stosuje się kolumny wypełnione złożem o średnicy ziaren poniżej 
2 pm. Analizy wykonywane są pod wysokim ciśnieniem (400-1000 barów) i przy 
zwiększonych przepływach fazy ruchomej co znacznie podwyższa ich czułość i roz­
dzielczość oraz skraca czas w porównaniu do tradycyjnej HPLC (56,57). Zastosowa­
nie tej techniki umożliwiło na przykład rozróżnienie 5 izomerycznych malonylowa- 
nych glikozydów chryzoeriołu w liściach łubinu wąskolistnego, których prawidłowy 
rozdział na kolumnie HPLC nie był możliwy (58).

3.2. Systemy chromatograficzne i detektory stosowane w analizach flawonoidów

3.2.1. Detektor UV

Wszystkie flawonoidy absorbują światło w zakresie UV, a niektóre z nich (anto- 
cyjany) także światło widzialne, w związku z tym detektory UV dość dobrze nadają 
się do analiz tej grupy związków i ich ilościowego oznaczania na drodze chromato­
grafii cieczowej. Widma absorpcyjne flawonoidów w UV zawierają kilka maksimów 
i na podstawie ich analizy można rozróżnić poszczególne grupy strukturalne w ob­
rębie tej kategorii metabolitów. Maksimum rejestrowane w zakresie 240-285 nm
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pochodzi od absorpcji pierścienia A, absorpcja światła w zakresie 300-550 nm zale­
ży od sposobu podstawienia pierścienia C oraz miejsca przyłączenia do niego pierś­
cienia B (59). Należy jednak pamiętać, że pH roztworu ma duży wpływ na widmo UV 
związków fenolowych i podwyższanie pH skutkuje przesuwaniem maksimów ab­
sorpcji ku wyższym długościom fali. Długości fal charakterystyczne dla absorpcji po­
szczególnych klas flawonoidów można ograniczyć do kilku maksimów mieszczących 
się w zakresie od 250 do 400 nm (60). W instrumentach HPLC można stosować mo­
nochromatyczne detektory UV mierzące absorpcję przy jednej bądź dwóch długo­
ściach fali, bądź detektory diodowe (DAD) łub skanujące, które są przystosowane do 
pomiaru absorpcji promieniowania w szerszym zakresie oraz rejestracji widm ab­
sorpcyjnych poszczególnych związków. Przy stosowaniu detektorów monochroma­
tycznych oznaczenie ilościowe złożonych mieszanin flawonoidów i izoflawonoidów 
podczas jednej analizy jest bardzo trudne lub wręcz niemożliwe. W detektorach 
DAD można dokonywać pomiarów przy długościach fali charakterystycznych dla 
analizowanych klas związków fenolowych i poprawnie rozróżniać ich typy struktu­
ralne. Jednakże urządzenia tego typu charakteryzują się nieco niższą czułością niż 
detektory monochromatyczne. Wykorzystanie detektorów absorbujących promie­
niowanie UV może być wystarczającym narzędziem w analizie ekstraktów wcześniej 
zidentyfikowanych związków fenolowych (61,62). Jednakże w przypadku analizy 
bardziej złożonych mieszanin bardzo często mamy do czynienia z koelucją, czyli 
jednoczesnym wymywaniem różnych związków, uniemożliwiającą jednoznaczne 
ilościowe oznaczenie zawartości poszczególnych związków. W takich sytuacjach 
konieczne jest zastosowanie dodatkowego detektora, na przykład spektrometru 
mas (63).

3.2.2. Spektrometry mas

Do identyfikacji oraz profilowania produktów naturalnych są wykorzystywane 
spektrometry mas o różnorodnej budowie, stopniu złożoności i precyzji oznaczania 
mas badanych jonów. W przypadku analiz złożonych mieszanin substancji stosuje 
się spektrometr mas połączony z aparatem do chromatografii gazowej (GC, ang. gas 
chromatography), cieczowej (LC, ang. liquid chromatography) lub aparatem do elektro­
forezy kapilarnej (CE, ang. capillary electrophoresis). Postęp w rozwoju technik wzbu­
dzania (jonizacji) analizowanych substancji, rozdziału jonów (rozdzielczość) i czu­
łości spektrometrów mas umożliwia coraz dokładniejsze oznaczanie nawet ślado­
wych ilości związków (64). Rozwój technik spektrometrii mas wiąże się również 
z postępem metod bioinformatycznych. Programy pozwalające na wyciągnięcie 
ważnych informacji z wielkich zestawów danych, liczących w niektórych przypad­
kach setki próbek, wygenerowanych podczas doświadczeń GC/MS i LC/MS są nie­
zwykle istotnym narzędziem do analizy metabolomu i zachodzących w nim zmian 
(65).
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Spektrometria mas jest metodą umożliwiającą określenie masy cząsteczkowej 
oraz składu elementarnego związku na podstawie pomiaru stosunku masy (m) do 
ładunku (z) - m/z zjonizowanych cząsteczek (M + * w przypadku jonizacji elektro­
nami oraz [M-I-H]+/[M-H]' w przypadku jonizacji poprzez elekrorozpraszanie) do­
konywanego z dużą dokładnością, do kilku miejsc znaczących po przecinku. 
W wielu przypadkach można wnioskować o strukturze związku na podstawie zare­
jestrowanych w widmie masowym wartości m/z jonów fragmentacyjnych powsta­
jących w wyniku rozpadu jonów molekularnych (M + *) oraz protonowanych lub de- 
protonowanych cząsteczek ([M-fHl'^/lM-H]'). Dzięki możliwości stosowania róż­
nych metod jonizacji substancji badanych oraz różnego rodzaju typów analizato­
rów, metoda spektrometrii mas jest jedną z technik najpowszechniej wykorzysty­
wanych do analizy ich składu. Do spektrometru mas można wprowadzać próbki za 
pomocą chromatografu gazowego lub chromatografu cieczowego i stosuje się 
wtedy odpowiednio jonizację elektronami (El) lub chemiczną (CI) albo metody jo­
nizacji pod ciśnieniem atmosferycznym cząsteczek znajdujących się w roztworach 
(jonizacja) poprzez elektrorozpraszanie ESI lub jonizacja chemiczna pod ciśnie­
niem atmosferycznym - APCI. W źródłach jonów można uzyskiwać jony dodatnie 
lub ujemne i w zależności od chemicznego charakteru badanych związków doko­
nuje się analizy odpowiednio wybranych jonów i produktów ich fragmentacji. 
Widma zarejestrowane dla jonów ujemnych charakteryzują się z reguły większą 
czułością niż dla dodatnich, jednakże w wielu przypadkach widma wykonane 
w obydwu trybach dostarczają uzupełniających się informacji na temat struktury 
analizowanych związków (66),

Interesujące są możliwości zastosowania innej techniki jonizacji substancji jaką 
jest laserowa desorpcja-jonizacja wspomagana matrycą (MALDl, ang. Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization). Nie jest to typowa technika jonizacji stosowana w anali­
zie małocząsteczkowych związków, została ona stworzona do wzbudzania biomołe- 
kuł o masie większej niż 500 Da. Polega ona na naświetlaniu laserem wykrystalizo­
wanej na płytce stalowej substancji badanej zmieszanej z matrycą. Matryca jest 
^’wiązkiem, którego zadaniem jest przyjęcie fotonów i przekazanie energii analizo­
wanym cząsteczkom w celu ich zjonizowania i przeniesienia w stan gazowy. Techni­
ka MALDI-ToF jest techniką wysokorozdzielczą co umożliwia precyzyjne określenie 
masy związku, a na jej podstawie składu elementarnego. Zastosowanie MALDl-ToF 
w analizie metabolitów pozwala na pominięcie rozdziału chromatograficznego, jed­
nak wymaga precyzyjnego doboru matrycy oraz warunków eksperymentalnych (67). 
Dzięki zastosowaniu techniki jonizacji MALDl zidentyfikowano oraz oznaczono ilo­
ściowo cztery glikozydy wyizolowane z łupiny migdałów (68), a także stwierdzono 
zachodzenie zmian ilościowych w składzie antocyjanów w liściach Arabidopsis thaliana 
zachodzących pod wpływem stresu chłodu (69). Poszukiwanie dogodnych warun­
ków analizy ekstraktów za pomocą tej techniki jest pożądane ze względu na znacz­
nie skrócony czas oznaczania jednej próbki oraz zwiększenie wydajności przepro­
wadzonych analiz.
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3.2.3. Systemy GC/MS

Chromatografia gazowa jest mniej popularną metodą jeśli chodzi o analizę fla­
wonoidów ze względu na właściwości fizykochemiczne ich cząsteczek. Wspomnia­
no już, że związki te w tkankach roślin występują w dość złożonej formie wielokrot­
nie podstawianych glikozydów. Charakteryzują się one wysoką niestabilnością ter­
miczną oraz niską lotnością, co powoduje konieczność chemicznej modyfikacji czą­
steczek przed analizą. Reakcje blokowania grup polarnych powodują bardzo duży 
wzrost masy cząsteczkowej do wartości ponad 1000 Da, co przekracza zakres de­
tekcji większości instrumentów GC/MS. Ponadto zmodyfikowane pochodne flawo­
noidów ulegają częstokroć rozkładowi termicznemu podczas nastrzyku na kolumnę 
chromatograficzną lub podczas rozdziału w kolumnie. Chromatografia gazowa jest 
wykorzystywana od lat 60. ubiegłego wieku do analiz aglikonów flawonoidów, jed­
nak po wprowadzeniu i usprawnieniu metod chromatografii cieczowej oraz opraco­
waniu metod jonizacji pod ciśnieniem atmosferycznym ESI i APCI straciła na znaczeniu.

Jonizacja elektronami jest podstawową metodą stosowaną w systemach GC/MS 
ponieważ próbka wprowadzana do źródła jonów znajduje się w postaci gazowej, 
jest to tzw. twarda metoda jonizacji, gdyż podczas procesu wzbudzania cząsteczek 
następuje duży wzrost ich energii wewnętrznej. Prowadzi to do znacznej fragmen- 
tacji analizowanych związków w źródle jonów i często jony molekularne obserwo­
wane w widmie masowym są bardzo mało intensywne lub ulegają całkowitemu roz­
padowi na jony fragmentacyjne. Obecnie analizy GC/MS wykorzystywane są głównie 
do badania zawartości metabolitów pierwotnych oraz niezbyt polarnych, stabilnych 
termicznie metabolitów wtórnych. Możliwa jest analiza szerokiej gamy związków 
takich jak aminokwasy, cukry oraz szereg ich pochodnych, kwasy tłuszczowe, meta­
bolity cyklu Krebsa, steroidy i sterole, niektóre alkaloidy i związki fenolowe. W i- 
dentyfikacji rozdzielanych związków bardzo pomocne są powszechnie dostępne 
bazy danych widm masowych oraz ciągle doskonalone programy do dekonwolucji 
pików (70).

Połączenia flawonoidów są związkami stosunkowo polarnymi i labilnymi ter­
micznie, dlatego warunkiem wykonania analizy GC/MS jest hydroliza połączeń gliko- 
zydowych oraz przekształcenie aglikonów w substancje bardziej lotne i stabilne 
w wysokiej temperaturze (71). Istnieje szeroka gama odczynników przeprowadza­
jących grupy hydroksylowe w pochodne eterowe bądź estrowe. Grupy hydroksylo­
we przeprowadza się w mniej polarne poprzez podstawienie ich grupami metylowy­
mi, lub trialkilosililowymi - TMS (poprzez blokowanie N-(trimetylosililo)-N-metylo- 
trifluoroacetamidem lub N-(tert-butylodimetylosililo)-N-metylotrifluoroacetamidem). 
Porównanie analizy sililowanych oraz metylowanych pochodnych izoflawonów z ek­
straktów korzeni łubinu metodą GC-MS dostarczyło ciekawych wniosków struktu­
ralnych (72). Zastosowanie odczynnika CD3I zostało zaprezentowane jako sposób 
na określenie pozycji podstawienia natywnej grupy metylowej w cząsteczce flawo- 
noidu (73). Podczas fragmentacji pochodnych sililowych możemy zaobserwować eli­
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minację rodników metylowych, grup trimetylosilanowych lub też jednoczesną elimi­
nację dwóch grup metylowych, z których powstają fragmenty specyficzne dla dane­
go związku (74). Trzeba również wziąć pod uwagę, że podczas procesu syntezy po­
chodnych sililowych mogą tworzyć się produkty uboczne, które mogą utrudnić ana­
lizę ilościową badanych związków. Dodatkowym problemem jest konieczność prze­
chowywania pochodnych TMS w warunkach bezwodnych gdyż łatwo ulegają one hy­
drolizie.

3.2.4. Systemy LC/MS

Strategią powszechnie stosowaną w analizie metabolitów wtórnych jest profilo­
wanie metabolitów, które polega na analizie tylko wybranej grupy związków, np. al­
kaloidów lub flawonoidów. Podczas analizy produktów biosyntezy szlaku fenylopro- 
panoidowego istotne są formy glikozylacji bądź acylacji pochodnych flawonoidów 
oraz ich zmiany ilościowe w określonych punktach czasowych różnego rodzaju do­
świadczeń biologicznych, jonizacja pod ciśnieniem atmosferycznym, którą stosuje 
się gdy wprowadzana próbka jest w roztworze, prowadzi do powstania jonów pseu- 
domolekularnych protonowanych lub deprotonowanych cząsteczek [M + Hl'^/lM-H]'. 
Procesem krytycznym dla przeprowadzenia analizy HPLC/MS jest odparowanie du­
żej ilości wycieku z kolumny w źródle jonów. Podczas jonizacji analizowanym związ­
kom dostarczane są bardzo niewielkie ilości energii, dlatego na widmie obserwuje­
my tylko jon pochodzący od niefragmentowanej cząsteczki. Tandemowe spektro­
metry mas umożliwiają wykonanie fragmentacji (rozpadu) jonów [M + HJ+/[M-HJ' 
w celu uzyskania informacji o budowie związku. Proces ten zachodzi na drodze koli­
zyjnie indukowanej dysocjacji (CID, ang. Collision Induced Dissociation), prowadzonej 
w analizatorze lub jego części, w której jony poddawane są fragmentacji poprzez 
zderzenia z atomami gazu szlachetnego, np. helu lub argonu. Analizatory wykorzy­
stywane do tego rodzaju eksperymentów zazwyczaj są dość złożone konstrukcyj­
nie. Najczęściej stosowane w instrumentach HPLC/MS są potrójny analizator kwa- 
drupolowy QQQ, pułapka jonowa IT, analizator cyklotronowego rezonansu jonowe­
go wykorzystujący transformację Fouriera FTICR, lub też analizatory hybrydowe ta­
kie jak kwadrupol sprzężony z analizatorem czasu przelotu QToF, oraz wysokoroz­
dzielczy analizator działający na zasadzie pułapki jonowej OrbiTrap. W zależności 
od zastosowanego analizatora uzyskiwane są widma o niskiej lub wysokiej rozdziel­
czości. Wysoka rozdzielczość pozwala na wyznaczenie masy i określenie składu ele­
mentarnego związku na podstawie wartości m/z jonów rejestrowanych w widmie 
masowym z dokładnością, w zależności od typu analizatora ~ 2-5 ppm. Należy zda­
wać sobie sprawę, że precyzja określania masy zależy od typu spektrometru, a anali­
za porównawcza rozdzielczości detektorów klasyfikuje najwyżej FTłCR (75). Trzeba 
tu podkreślić, że jedynie dzięki zastosowaniu spektrometrów mas rejestrujących 
widma CID MS/MS można wykryć oraz ilościowo oznaczyć koeluujące z kolumny
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chromatograficznej różne związki występujące w bardzo różnych ilościach. Przy­
kład takiej analizy pokazano na rysunku przedstawiającym widma trzech różnych 
dwLiglikozydów flawonoli z liści Arabidopsis thaliana, które są wym}wane w jednym 
wierzchołku chromatograficznym w systemie HPLC (38).

Badania strukturalne zmierzające do rozróżnienia izomerów C- i O- glikozydów 
oraz 0-diglikozydów flawonoidów techniką HPLC/MS prowadzono już w latach 90. 
XX w. przy użyciu nie stosowanej już metody jonizacji FAB (76-79). Wraz z udosko­
nalaniem metod analitycznych badano możliwości określenia pozycji podstawienia 
reszty cukrowej do aglikonu na podstawie widm fragmentacyjnych deprotonowa- 
nych cząsteczek (80,81). Scharakteryzowano również wiązania interglikozydowe 
di-, tri-, tetra- i pentaglikozylowanych flawonoidów na podstawie intensywności jo­
nów fragmentacyjnych (82). Możliwe jest również określenie jakie cząsteczki cu­
krów wchodzą w skład glikozydu. Analizę strukturalną glikozydów flawonoidów 
można przeprowadzić wykorzystując modyfikację mechanizmów fragmentacji przez 
tworzenie jonów sodowanych [M-I-Na]''', bądź też z dodatkami dwuwartościowych 
kationów metali. Obydwie metody prowadzą do uzyskania informacji o sposobie 
podstawienia cząsteczek cukrowych i pozycjach ich przyłączenia do cząsteczki agli­
konu (80,83,84).

Podczas wykonywania analiz zwłaszcza przy zastosowaniu jonizacji ESI należy 
zwrócić uwagę na parametry napięciowe w źródle jonów oraz w komorze kolizyjnej 
(energia kolizji), które mają wpływ na stopień fragmentacji związków. Przyłożenie 
większej różnicy potencjałów w źródle jonów powoduje fragmentację związku już 
na tym etapie analizy. Zabieg ten bywa stosowany w przypadku flawonoidów w celu 
rozerwania wiązań glikozydowych jeszcze w źródle jonów i identyfikacji aglikonów 
na podstawie ich fragmentacji w wyniku procesu CID. Diagnostyczne jony fragmen- 
tacyjne aglikonów flawonoidów powstają podczas reakcji retro Dielsa - Aldera, 
(RDA) zachodzącej w pierścieniu C (38,85,86).

3.2.5. Systemy CE/MS

Elektroforeza kapilarna jest stosunkowo nową metodą rozdziału związków che­
micznych, wprowadzoną na szerszą skalę pod koniec lat 80. XX w. wraz z dostępnoś­
cią komercyjnych instrumentów analitycznych. Rozdział komponentów próbki na­
stępuje w wyniku zróżnicowanej szybkości migracji cząsteczek w roztworze elek­
trolitu wewnątrz kapilary o średnicy 50-75 pm i długości kilkudziesięciu centyme­
trów, do której przyłożono napięcie elektryczne rzędu kilkunastu kV. Klasyczną 
technikę tego typu rozdziałów - strefową elektroforezę kapilarną (CZE, ang. Capillary 
Zone Electrophoresis) stosuje się najczęściej do analizy substancji obdarzonych ładun­
kiem lub takich, które można zjonizować w odpowiednim pH. Rozdział niepolar- 
nych związków nienaładowanych elektrycznie można osiągnąć dodając do buforu 
elektrolitycznego detergenty jonowe tworzące naładowane micele migrujące w po­
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lu elektrycznym, w których wnętrzu przenoszone są substancje analizowane. Ten 
wariant elektroforezy kapilarnej, nazywany micelarną elektrokinetyczną chromato­
grafią kapilarną (MEKC, ang. Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), jest 
szczególnie przydatny w badaniach metabolitów wtórnych. Metoda ta w połączeniu 
ze spektrometrem mas (CE/MS) jest jednak rzadziej stosowana do analizy flawono­
idów, aczkolwiek jej użycie pozwoliło na rozdzielenie i zidentyfikowanie 18 róż­
nych flawonoidów i ich glikozydów, podczas gdy wcześniej stosowane metody 
oparte na HPLC ujawniły obecność tylko 5 związków tej kategorii w tej samej prób­
ce (86).

3.2.6. Systemy HPLC/NMR

Spektroskopia NMR jest metodą analityczną dostarczającą jednoznaczne infor­
macje o strukturze badanych związków na podstawie widm rezonansowych jąder 
atomów 'H oraz Opracowano różnorodne techniki umożliwiające rejestrację 
dwuwymiarowych widm odzwierciedlających interakcje pobliskich atomów np. ho- 
monuklearne techniki COSY (ang. Correlation Spectroscopy) i NOESY {Nuclear Overhau- 
ser Effect Spectroscopy) lub heteronuklearne HSQC (ang. Heteronuclear Single Quantum 
Correlation) i HMBC (ang. Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Wadą spektrometrii 
NMR jest stosunkowo niska czułość, jednak postęp technołogiczny ostatnich lat 
umożliwił stworzenie systemów HPLC-NMR jako w pełni funkcjonałnej metody ana­
litycznej, stosowanej również do analizy flawonoidów izolowanych z tkanek roślin 
(88-91). Zastosowanie takich systemów eliminuje konieczność izolacji i oczyszcza­
nia poszczególnych związków w celu ich identyfikacji, jednak konieczne jest poko­
nanie przeszkód wynikających z niskiej czułości NMR (92). Obecnie możliwe jest in­
stalowanie w spektrometrach NMR sprzężonych z instrumentami HPLC magnesów 
o wysokim polu przynajmniej 500, a nawet 750-900 MHz. Innym rozwiązaniem po­
zwalającym na rejestrację widm kolejnych związków wymywanych z kolumny jest 
zatrzymywanie przepływu eluenta na czas niezbędny do akwizycji widm. Dzięki 
temu można przeprowadzić różne eksperymenty NMR, włącznie z dwuwymiarowy­
mi pomiarami widm interakcji ^H-’^C jak HSQC i HMBC uŻ30vając nawet tylko 10 pg 
próbki (92). Alternatywą do stosowania akwizycji widm NMR przez spektrometr li­
niowo sprzężony z HPLC jest wykonywanie pomiarów off line, w których kolejne 
związki są zbierane w wycieku z kolumny i ich widma są uzyskiwane po zakończe­
niu eksperymentu chromatograficznego. W większości przypadków analizy HPLC/NMR 
używane są jako wsparcie i uzupełnienie wyników doświadczeń HPLC/MS/MS, które 
zazwyczaj przeprowadza się w pierwszej kolejności. Wykazano np., że u dziurawca 
zwyczajnego {Hypericum perforatum L.) występują dwa różne glikozydy kwercetyny, 
które koeluują z kolumny RP C-18 i mają identyczne widma MS/MS, jednak na pod­
stawie widm NMR można było stwierdzić, że są to 3-P-D-glukozyd i 3-p-D-gałakto- 
zyd (89). Innym problemem nierozwiązywalnym zazwyczaj przy zastosowaniu wy­
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łącznie technik HPLC/MS jest lokalizacja miejsc malonylacji u glikokoniugatów fla- 
wonoidów. jednak użycie HPLC/NMR umożliwiło zidentyfikowanie izomerycznych 
7-0-p-D-glukozydów izoflawonów formononetyny i bioczaniny A jako zestryfikowa- 
nych przez kwas malonowy w pozycjach 4” lub 6” cząsteczki glukozy (90).

Publikacja została przygotowana dzięki finansowaniu przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyż­
szego, projekt badawczy nr 2 P06A 31 27.
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