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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. Wystepowanie i rola flawonoidéow

Flawonoidy stanowig liczng grupe metabolitéw wtdrnych wy-
stepujacych w krolestwie roslin. W ostatnich latach liczba publi-
kacji na temat tej grupy zwiazkéw wzrasta ze wzgledu na ich
role w przebiegu proceséw fizjologicznych i biochemicznych
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w komoérkach roslinnych (1-4) oraz réznorodna aktywnos$¢ wobec organizmoéw zy-
wych (roslin, mikroorganizmoéw, owadéw oraz zwierzat kregowych) (5,6).

Ze wzgledu na znaczenie biologiczne i fizjologiczne flawonoidéw poswieca sie
im wiele uwagi w réznych dziedzinach nauki. Szlak syntezy flawonoidéw w rosli-
nach, chociaz stosunkowo dobrze poznany, w dalszym ciggu jest przedmiotem
wielu badan w zwigzku z mozliwo$ciami podniesienia poziomu flawonoidéw w ros$-
linach metodami biotechnologicznymi (7,8) oraz ich istotng rolg w regulacji wielu
proceséw rozwojowych oraz biochemicznych, czy tez w podejsciach opierajgcych
sie na koncepcjach biologii systeméw (9,10). Ta grupa produktéw naturalnych od-
grywa w procesach patogenezy i symbiozy u roslin role czasteczek obronnych lub
sygnalnych, jednakze ich gtdéwnag funkcjg jest ochrona komadrek roslinnych przed
szkodliwym promieniowaniem UV-B (1,11,12). Ze wzgledu na swdj gorzki smak
flawonoidy stanowig substancje chronigce rosliny przed atakiem zwierzgt roslino-
zernych (13,14). 1zoflawony odgrywaja wazng role podczas oddziatywan symbio-
tycznych pomiedzy roslinami rodziny Fabaceae (bobowate, dawniej Papilionaceae -
motylkowate) a bakteriami glebowymi z rodzaju Rhizobium w procesie tworzenia
brodawek korzeniowych, w ktérych odbywa sie wigzanie azotu atmosferycznego
(15). Flawonoidy biorg réwniez udziat w nawiazywaniu oddziatywan symbiotycz-
nych pomiedzy korzeniami wiekszosci gatunkéw roslin a grzybami mikoryzowymi
(16) . Antocyjany oraz niektére flawony i ich pochodne sg odpowiedzialne za barwe
kwiatéw oraz owocow (17). Szereg glikozylowanych pochodnych flawonoidéw od-
grywa role repelentéw lub atraktantéw owadOw podczas proceséw zapylania ros-
lin (18,19). Wiasciwosci antyutleniajagce oraz estrogenowe sprawiajg, ze flawono-
idy sg pozadanym skiadnikiem diety (20). Ponadto znane sg z dziatania antybio-
tycznego oraz innych typow aktywnosci farmakotogicznej (21). Flawonoidy moga
rowniez modyfikowaé dziatanie enzymoéw przekazujacych sygnaty miedzy komor-
kami, szczeg6lnym przykltadem tego typu oddzialywan jest efekt wywotywany
przez flawonoidy na kinazy, ktére bezposrednio wptywajg na uktad odpornoscio-
wy gospodarza (22). Wykazano réwniez, ze pochodne flawonoli uczestnicza
w transporcie auksyn w roslinach (23). Transformacja roslin pod katem zwieksze-
nia poziomu syntezy tej klasy produktow naturalnych jest niezwykle waznym kie-
runkiem badan naukowych ze wzgledu na istotng role jaka odgrywajg fenolowe
metabolity wtérne w biochemii oraz fizjologii roslin oraz ich aktywnos$¢ biolo-
giczng w stosunku do innych organizmow zywych. Osiggniecie tak postawionego
celu wymaga jednak intensywnych badan na wszystkich poziomach molekularnych
od genomu, poprzez transkryptom, proteom do metabolomu i analizy transportu
réoznych grup substancji pomiedzy komérkami lub ich kompartmentami (24-27).
jednym z narzedzi koniecznych do osiggniecia tychze celdéw sg metody instrumen-
talne umozliwiajgce obiektywng identyfikacje oraz analize ilosciowag roslinnych
metabolitbw wtdérnych na poziomie metabolomu lub wybranych klas produktéw
naturalnych.
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2. Struktura chemiczna flawonoidéw oraz ich pochodnych

Flawonoidy sa zwigzkami, ktérych budowa jest oparta na szkielecie weglowym
C6-C3-C6. Te grupe produktéw naturalnych mozna podzieli¢ na szereg podstawo-
wych klas: flawony, flawonole, izoflawony, flawanony, flawan-3-ole (katechiny), an-
tocyjanidyny, aurony i chalkony (schemat) (28). Poszczego6lne klasy zwigzkéw réznig
sie stopniem utlenienia pierscienia C, z kolei w przypadku izoflawonéw odmienne
jest miejsce podstawienia pierscienia fenylowego B. Najbardziej powszechng mody-
fikacja szkieletu flawonoidow jest hydroksylacja najczesciej wystepujagca w pozy-
cjach 3,5,7,3’,4' oraz 5’. Grupy hydroksylowe moga by¢ z kolei metylowane, sulfono-
wane, acylowane kwasami arylowymi badz alifatycznymi oraz glikozylowane. Takze
podstawniki cukrowe moga ulega¢ podobnym modyfikacjom, Flawonoidy magazy-
nowane sg w komoérkach w wakuoli, gdzie sa przechowywane w lepiej rozpuszczal-
nej w srodowisku wodnym formie glikozyddw, zaréwno 0-glikozydow oraz rzadziej
w postaci C-glikozydéw. Pozycjami podstawienia cukrow w wyniku utworzenia
wigzania 0-glikozydowego sa najczesciej atomy wegla C-3 i C-7, natomiast wigzania
C-glikozydowe usytuowane sg w pozycjach C-6 oraz C-8, Najczesciej przytaczanymi
cukrami w pochodnych glikozydowych sg ramnoza, glukoza, galaktoza, arabinoza,
czasami apioza oraz kwas glukuronowy. Glikozydy tworzone przez kwas glukurono-
wy z flawonoidami (glukuroniany) sg znane u r6znych rodzajéw roslin, ale tworzone
sg takze w watrobie zwierzgt w wyniku dziatania UDP-glukuronylotransferaz na fla-
wonoidy przyjmowane w pozywieniu (29). Glikozylowane pochodne flawonoidow
moga zawiera¢ nawet do czterech reszt cukrowych przytaczonych do jednej lub
dwdch grup hydroksylowych na aglikonie, znane sg rowniez mieszane glikozydy C-
oraz 0-podstawione (30,31). Powszechnie wystepujace pochodne flawonoidéw za-
wierajg mono- di- (bardzo czesto neohesperozydy, rutynozydy), tri- oraz tetrasacha-
rydy, w ktérych mozna rozrézni¢ wigzania glikozydowe 1-6, 1-2 oraz rzadziej 1-4,
z kolei konfiguracja wigzania glikozydowego moze przybiera¢ forme a lub p. Czas-
teczki cukréw przytagczone do aglikonéw moga by¢ nastepnie acylowane, np. kwa-
sem malonowym lub octowym, a takze kwasami fenylopropenowymi (kumarowy, fe-
rulowy, synapinowy). Miejsce podstawienia grupy acylowej na pierscieniu cukro-
wym to zazwyczaj atomy wegla C-2, C-4 lub C-6. Szacuje sie, ze liczba znanych
struktur pochodnych flawonoidéw przekracza obecnie 6000 (30,32), jednak z kaz-
dym miesigcem powieksza sie ona o nowo odkryte i opisane zwigzki. R6znorodnos¢
strukturalna tej klasy metabolitéw wtérnych wynika z wielu mozliwosci podstawie-
nia grup modyfikujacych szkielet czasteczki flawonoidu oraz cukréw podczas two-
rzenia glikozydéw. W konsekwenciji rozdziat, identyfikacja oraz oznaczanie iloscio-
we tych zwigzkow stanowi duze wyzwanie. Kompletna analiza strukturalna glikopo-
chodnych flawonoidéw wymaga wyizolowania w stanie czystym wybranych pota-
czen z materiatu biologicznego w ilosci wystarczajacej do réwnolegtego uzycia sze-
regu metod analitycznych, takich jak zwlaszcza spektroskopia jadrowego rezonansu
magnetycznego NMR, spektrometria mas oraz spektrofotometria UV.
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Schemat. Typy strukturalne flawonoidéw.
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Niejednokrotnie celem badan prébek ekstraktow uzyskiwanych z tkanek roslin-
nych, kultur komorkowych lub tkankowych jest okreslenie zmian jakosciowych oraz
ilosciowych cukrowych potgczen flawonoidéw oraz wolnych aglikonéw na przyktad
pod wptywem stresu srodowiskowego. W takich sytuacjach nie zawsze jest moztiwe
precyzyjne okreslenie wszystkich réznic strukturalnych i rozréznienie wszystkich
izomerdéw badanych produktéw naturalnych. Liczba danych o budowie zwigzkdéw
uzyskiwanych w trakcie analiz jest zalezna od rodzaju detektora sprzezonego z sys-
temem rozdziatu prébek.

Analizy jakosciowe oraz ilosciowe potgczen flawonoidéw i innych metabolitéw
wtérnych o waznej roli biologicznej sg niezwykle istotne w wielu projektach badaw-
czych w réznych dziedzinach nauki. Coraz czesciej stosowanym podejsciem badaw-
czym w naukach biologicznych jest analiza metabolomoéw lub wybranych klas meta-
bolitéw wtérnych (33-35) zaréwno u organizmoéw zwierzecych (w tym czlowieka
w ramach Human Metabolome Project (36)) jak i roslinnych: (rzodkiewnik - Arabidopsis
thaliana (35,37-40), ziemniak - Solanum tuberosum (41), pomidor - Lycopersicon
esculentum (42,43), ryz - Oryza sativa (44)). W zwigzku z prowadzeniem prac badaw-
czych w tym zakresie w wielu laboratoriach na catym Swiecie powstata pilna ko-
niecznos¢ umozliwienia poréwnywalnosci wynikéw uzyskanych przez rézne grupy.
W tym celu Metabolomic Society (Towarzystwo Metabotomiczne) utworzyto grupe
dyskusyjng Metabolomics Standards Initiative (MSI), ktérej celem jest zaproponowa-
nie standardowych procedur analitycznych (45). Sklad metabolomoéw roslinnych jest
niezwykte skomplikowany szacuje sie, ze w roslinach jednego gatunku jest syntety-
zowanych od 5 do 25 tysiecy réznych metabolitéw pierwotnych i wtérnych (46), acz-
kolwiek nie jest wykluczone, ze ten szacunek jest zanizony. Obecnie nie istniejg
metody instrumentalne umozliwiajgce jednoczesng analize wszystkich metabolitow
danego organizmu czy nawet wybranej tkanki. Z tego tez wzgledu w badaniach po-
chodnych flawonoidowych wykorzystuje sie podejscie metodyczne zwane analizg
celowang (ang. targeted analysis), w ktérej uwaga badacza jest skoncentrowana na
wybranej klasie zwigzkéw (47).

3. Metody instrumentalne stosowane do identyfikacji oraz profilowania
pochodnych flawonoidéw

Podejscia analityczne stosowane do izolacji oraz identyfikacji i oznaczania fla-
wonoidoéw byly przedmiotem wielu prac przegladowych (30,48-52). Najczesciej sto-
sowanymi technikami rozdziatu mieszanin podczas profilowania zwigzkéw fenolo-
wych sg chromatografia cieczowa lub elektroforeza kapilarna sprzezona z detekto-
rami UV i/lub spektrometrem mas (MS) ewentualnie spektrometrem NMR. Ponadto
stosuje sie rowniez chromatografy gazowe sprzezone z systemami MS jednakze ten
spos6b wymaga dodatkowego etapu przeprowadzenia analizowanych zwigzkoéw
w bardziej lothe pochodne (48).
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3.1. Stosowane techniki chromatograficzne - rozdziat produktéw naturalnych

Zwigzki fenolowe naleza do grupy zwigzkoéw dos¢ polarnych dlatego powszech-
nie stosowang metoda ich rozdziatu jest chromatografia cieczowa. Najczesciej sto-
suje sie kolumny z odwrécona fazg C-18 lub C-8, w ktérych nosnikiem jest zel krze-
mionkowy modyfikowany tancuchowymi pochodnymi alkilowymi o odpowiednigj
dtugosci. Dobor eluentéw, czasu analizy, gradientu czy temperatury kolumny sg
ustalane przez eksperymentatora w zaleznosci od ztozonosci rozdzielanej mieszani-
ny flawonoidéw. W wiekszosci prac analitycznych wykorzystuje sie acetonitryl i wo-
de z dodatkiem kwasow fosforowego, mrowkowego, octowego badz tréjfluoro-
octowego. Rozdziat chromatograficzny moze by¢ przeprowadzany w temperaturze
pokojowej jednakze jej podwyzszenie moze zapewnic lepszg rozdzielczosc i powta-
rzalnos¢ czasow retencji oraz przyspieszy¢ czas analizy. Znane sg réwniez przyktady
zastosowania kolumn monolitycznych do analizy flawonoidéw (53,54). Wypetnienie
kolumny stanowi pojedynczy pret monolitycznej odpowiednio modyfikowanej krze-
mionki o wysokiej czystosci. Dzieki takiej konstrukcji fazy stacjonarnej mozliwe jest
zwiekszenie predkosci przeptywu eluenta skutkujace skréceniem czasu analizy z za-
chowaniem wysokiej rozdzielczosci, przy czym nie zwieksza sie cisSnienie roztwo-
row w poréwnaniu do kolumn o wypetnieniu ziarnistym (55).

Zdolnos¢ rozdzielcza systemu chromatograficznego odgrywa ogromna role
w identyfikacji izomerdéw flawonoidéw. W ostatnich tatach pojawita sie nowa gene-
racja systemow chromatograficznych, ultrawysokosprawna chromatografia cieczo-
wa, w ktérych stosuje sie kolumny wypetnione ztozem o $rednicy ziaren ponizej
2 pm. Analizy wykonywane sg pod wysokim cisnieniem (400-1000 baréw) i przy
zwiekszonych przeptywach fazy ruchomej co znacznie podwyzsza ich czuto$¢ i roz-
dzielczos¢ oraz skraca czas w poréwnaniu do tradycyjnej HPLC (56,57). Zastosowa-
nie tej techniki umozliwito na przyktad rozréznienie 5 izomerycznych malonylowa-
nych glikozydéw chryzoeriotu w lisciach tubinu waskolistnego, ktérych prawidtowy
rozdziat na kolumnie HPLC nie byt mozliwy (58).

3.2. Systemy chromatograficzne i detektory stosowane w analizach flawonoidéw

3.2.1. Detektor UV

Wszystkie flawonoidy absorbujg Swiatto w zakresie UV, a niektére z nich (anto-
cyjany) takze Swiatto widzialne, w zwigzku z tym detektory UV do$¢ dobrze nadajag
sie do analiz tej grupy zwigzkow i ich ilosciowego oznaczania na drodze chromato-
grafii cieczowej. Widma absorpcyjne flawonoidéw w UV zawierajg kilka maksimow
i na podstawie ich analizy mozna rozrézni¢ poszczegoélne grupy strukturalne w ob-
rebie tej kategorii metabolitow. Maksimum rejestrowane w zakresie 240-285 nm
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pochodzi od absorpcji pierscienia A, absorpcja Swiatta w zakresie 300-550 nm zale-
zy od sposobu podstawienia pierscienia C oraz miejsca przytaczenia do niego piers-
cienia B (59). Nalezy jednak pamieta¢, ze pH roztworu ma duzy wptyw na widmo UV
zwigzkow fenolowych i podwyzszanie pH skutkuje przesuwaniem maksimow ab-
sorpcji ku wyzszym dtugosciom fali. Dlugosci fal charakterystyczne dla absorpcji po-
szczegolnych klas flawonoidéw mozna ograniczy¢ do kilku maksiméw mieszczacych
sie w zakresie od 250 do 400 nm (60). W instrumentach HPLC mozna stosowa¢ mo-
nochromatyczne detektory UV mierzace absorpcje przy jednej badz dwéch diugo-
Sciach fali, badz detektory diodowe (DAD) tub skanujgce, ktore sg przystosowane do
pomiaru absorpcji promieniowania w szerszym zakresie oraz rejestracji widm ab-
sorpcyjnych poszczegolnych zwigzkéw. Przy stosowaniu detektoréw monochroma-
tycznych oznaczenie ilosciowe ztozonych mieszanin flawonoidow i izoflawonoidéw
podczas jednej analizy jest bardzo trudne lub wrecz niemozliwe. W detektorach
DAD mozna dokonywa¢ pomiaréw przy dtugosciach fali charakterystycznych dla
analizowanych klas zwigzkéw fenolowych i poprawnie rozréznia¢ ich typy struktu-
ralne. Jednakze urzadzenia tego typu charakteryzujg sie nieco nizsza czutoscig niz
detektory monochromatyczne. Wykorzystanie detektorow absorbujgcych promie-
niowanie UV moze by¢ wystarczajagcym narzedziem w analizie ekstraktéw wczesniej
zidentyfikowanych zwiazkéw fenolowych (61,62). Jednakze w przypadku analizy
bardziej ztozonych mieszanin bardzo czesto mamy do czynienia z koelucja, czyli
jednoczesnym wymywaniem réznych zwigzkéw, uniemozliwiajgca jednoznaczne
iloSciowe oznaczenie zawartosci poszczegoélnych zwigzkéw. W takich sytuacjach
konieczne jest zastosowanie dodatkowego detektora, na przyktad spektrometru
mas (63).

3.2.2. Spektrometry mas

Do identyfikacji oraz profilowania produktéw naturalnych sg wykorzystywane
spektrometry mas o réznorodnej budowie, stopniu ztozonosci i precyzji oznaczania
mas badanych jonéw. W przypadku analiz ztozonych mieszanin substancji stosuje
sie spektrometr mas potgczony z aparatem do chromatografii gazowej (GC, ang. gas
chromatography), cieczowej (LC, ang. liquid chromatography) lub aparatem do elektro-
forezy kapilarnej (CE, ang. capillary electrophoresis). Postep w rozwoju technik wzbu-
dzania (jonizacji) analizowanych substancji, rozdziatu jonéw (rozdzielczos€) i czu-
tosci spektrometréw mas umozliwia coraz dokladniejsze oznaczanie nawet Slado-
wych ilosci zwigzkéw (64). Rozwdj technik spektrometrii mas wigze sie réwniez
z postepem metod bioinformatycznych. Programy pozwalajgce na wyciggniecie
waznych informacji z wielkich zestawéw danych, liczacych w niektoérych przypad-
kach setki probek, wygenerowanych podczas doswiadczern GC/MS i LC/MS sa nie-
zwykle istotnym narzedziem do analizy metabolomu i zachodzacych w nim zmian
(65).
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Spektrometria mas jest metoda umozliwiajgca okreslenie masy czasteczkowej
oraz skiadu elementarnego zwigzku na podstawie pomiaru stosunku masy (m) do
tadunku (z) - m/z zjonizowanych czasteczek (M+* w przypadku jonizacji elektro-
nami oraz [M-I-H]+/[M-H]' w przypadku jonizacji poprzez elekrorozpraszanie) do-
konywanego z duza doktadnoscig, do kilku miejsc znaczacych po przecinku.
W wielu przypadkach mozna wnioskowac o strukturze zwigzku na podstawie zare-
jestrowanych w widmie masowym wartosci m/z jonéw fragmentacyjnych powsta-
jacych w wyniku rozpadu jonéw molekularnych (M +*) oraz protonowanych lub de-
protonowanych czasteczek ([M-fHI'VIM-H]). Dzieki mozliwosci stosowania réz-
nych metod jonizacji substancji badanych oraz r6znego rodzaju typéw analizato-
row, metoda spektrometrii mas jest jedng z technik najpowszechniej wykorzysty-
wanych do analizy ich sktadu. Do spektrometru mas mozna wprowadzac prébki za
pomocg chromatografu gazowego lub chromatografu cieczowego i stosuje sie
wtedy odpowiednio jonizacje elektronami (El) lub chemiczng (Cl) albo metody jo-
nizacji pod cisnieniem atmosferycznym czagsteczek znajdujgcych sie w roztworach
(jonizacja) poprzez elektrorozpraszanie ESI lub jonizacja chemiczna pod cis$nie-
niem atmosferycznym - APCI. W Zrddtach jondw mozna uzyskiwac jony dodatnie
lub ujemne i w zaleznosci od chemicznego charakteru badanych zwigzkéw doko-
nuje sie analizy odpowiednio wybranych jonéw i produktéw ich fragmentacji.
Widma zarejestrowane dla jonéw ujemnych charakteryzuja sie z reguty wiekszg
czutoscig niz dla dodatnich, jednakze w wielu przypadkach widma wykonane
w obydwu trybach dostarczajg uzupetniajgcych sie informacji na temat struktury
analizowanych zwigzkéw (66),

Interesujace sa mozliwosci zastosowania innej techniki jonizacji substancji jaka
jest laserowa desorpcja-jonizacja wspomagana matrycg (MALDI, ang. Matrix Assisted
Laser Desorption lonization). Nie jest to typowa technika jonizacji stosowana w anali-
zie maloczgsteczkowych zwigzkdéw, zostata ona stworzona do wzbudzania biomote-
kut o masie wiekszej niz 500 Da. Polega ona na naswietlaniu laserem wykrystalizo-
wanej na plytce stalowej substancji badanej zmieszanej z matrycg. Matryca jest
Nwiazkiem, ktérego zadaniem jest przyjecie fotondw i przekazanie energii analizo-
wanym czgsteczkom w celu ich zjonizowania i przeniesienia w stan gazowy. Techni-
ka MALDI-ToF jest technikg wysokorozdzielczg co umozliwia precyzyjne okreslenie
masy zwigzku, a na jej podstawie skiadu elementarnego. Zastosowanie MALDI-ToF
w analizie metabolitdbw pozwala na pominiecie rozdzialu chromatograficznego, jed-
nak wymaga precyzyjnego doboru matrycy oraz warunkéw eksperymentalnych (67).
Dzieki zastosowaniu techniki jonizacji MALDI zidentyfikowano oraz oznaczono ilo-
Sciowo cztery glikozydy wyizolowane z tupiny migdatow (68), a takze stwierdzono
zachodzenie zmian ilosciowych w sktadzie antocyjanéw w lisciach Arabidopsis thaliana
zachodzgcych pod wptywem stresu chiodu (69). Poszukiwanie dogodnych warun-
kéw analizy ekstraktéw za pomoca tej techniki jest pozadane ze wzgledu na znacz-
nie skrécony czas oznaczania jednej probki oraz zwiekszenie wydajnosci przepro-
wadzonych analiz.
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3.2.3. Systemy GC/MS

Chromatografia gazowa jest mniej popularng metoda jesli chodzi o analize fla-
wonoidéw ze wzgledu na wkasciwosci fizykochemiczne ich czasteczek. Wspomnia-
nojuz, ze zwigzki te w tkankach roslin wystepuja w do$¢ ztozonej formie wielokrot-
nie podstawianych glikozydow. Charakteryzujg sie one wysokg niestabilnoscig ter-
miczng oraz niskg lotnoscig, co powoduje koniecznos¢ chemicznej modyfikacji cza-
steczek przed analizg. Reakcje blokowania grup polarnych powodujg bardzo duzy
wzrost masy czasteczkowej do wartosci ponad 1000 Da, co przekracza zakres de-
tekcji wiekszosci instrumentéw GC/MS. Ponadto zmodyfikowane pochodne flawo-
noidéw ulegaja czestokro¢ rozkladowi termicznemu podczas nastrzyku na kolumne
chromatograficzna lub podczas rozdziatu w kolumnie. Chromatografia gazowa jest
wykorzystywana od lat 60. ubiegtego wieku do analiz aglikonéw flawonoidéw, jed-
nak po wprowadzeniu i usprawnieniu metod chromatografii cieczowej oraz opraco-
waniu metod jonizacji pod ciSnieniem atmosferycznym ESI i APCI stracita na znaczeniu.

Jonizacja elektronami jest podstawowg metodg stosowang w systemach GC/MS
poniewaz prébka wprowadzana do zrédta jondw znajduje sie w postaci gazowej,
jest to tzw. twarda metoda jonizacji, gdyz podczas procesu wzbudzania czasteczek
nastepuje duzy wzrost ich energii wewnetrznej. Prowadzi to do znacznej fragmen-
tacji analizowanych zwigzkéw w zZrddle jonOw i czesto jony molekularne obserwo-
wane w widmie masowym sg bardzo malo intensywne lub ulegajg catkowitemu roz-
padowi na jony fragmentacyjne. Obecnie analizy GC/MS wykorzystywane sg gtéwnie
do badania zawartosci metabolitéw pierwotnych oraz niezbyt polarnych, stabilnych
termicznie metabolitéw wtérnych. Mozliwa jest analiza szerokiej gamy zwigzkow
takich jak aminokwasy, cukry oraz szereg ich pochodnych, kwasy ttuszczowe, meta-
bolity cyklu Krebsa, steroidy i sterole, niektére alkaloidy i zwigzki fenolowe. W i-
dentyfikacji rozdzielanych zwigzkéw bardzo pomocne sg powszechnie dostepne
bazy danych widm masowych oraz ciggle doskonalone programy do dekonwolucji
pikéw (70).

Potaczenia flawonoidéw sg zwigzkami stosunkowo polarnymi i labilnymi ter-
micznie, dlatego warunkiem wykonania analizy GC/MS jest hydroliza potaczen gliko-
zydowych oraz przeksztatcenie aglikonéw w substancje bardziej lotne i stabilne
w wysokiej temperaturze (71). Istnieje szeroka gama odczynnikOw przeprowadza-
jacych grupy hydroksylowe w pochodne eterowe badz estrowe. Grupy hydroksylo-
we przeprowadza sie 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).
Poréwnanie analizy sililowanych oraz metylowanych pochodnych izoflawonéw z ek-
straktéw korzeni tubinu metodg GC-MS dostarczyto ciekawych wnioskéw struktu-
ralnych (72). Zastosowanie odczynnika CD3| zostalo zaprezentowane jako sposob
na okreslenie pozycji podstawienia natywnej grupy metylowej w czgsteczce flawo-
noidu (73). Podczas fragmentacji pochodnych sililowych mozemy zaobserwowac eli-
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minacje rodnikdw metylowych, grup trimetylosilanowych lub tez jednoczesna elimi-
nacje dwoch grup metylowych, z ktérych powstaja fragmenty specyficzne dla dane-
go zwigzku (74). Trzeba rowniez wzig¢ pod uwage, ze podczas procesu syntezy po-
chodnych sililowych moga tworzy¢ sie produkty uboczne, ktére moga utrudnic¢ ana-
lize ilosciowg badanych zwigzkéw. Dodatkowym problemem jest koniecznos¢ prze-
chowywania pochodnych TMS w warunkach bezwodnych gdyz tatwo ulegajg one hy-
drolizie.

3.2.4. Systemy LC/MS

Strategig powszechnie stosowang w analizie metabolitow wtérnych jest profilo-
wanie metabolitow, ktore polega na analizie tylko wybranej grupy zwigzkdw, np. al-
kaloidow lub flawonoiddéw. Podczas analizy produktéw biosyntezy szlaku fenylopro-
panoidowego istotne sg formy glikozylacji badz acylacji pochodnych flawonoidow
oraz ich zmiany ilosciowe w okreslonych punktach czasowych réznego rodzaju do-
Swiadczen biologicznych, jonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym, ktéra stosuje
sie gdy wprowadzana prébka jest w roztworze, prowadzi do powstania jondw pseu-
domolekularnych protonowanych lub deprotonowanych czasteczek [M + HI"MIM-H]'.
Procesem krytycznym dla przeprowadzenia analizy HPLC/MS jest odparowanie du-
zej ilosci wycieku z kolumny w Zrédle jonéw. Podczas jonizacji analizowanym zwigz-
kom dostarczane sg bardzo niewielkie ilosci energii, dlatego na widmie obserwuje-
my tylko jon pochodzacy od niefragmentowanej czasteczki. Tandemowe spektro-
metry mas umozliwiajg wykonanie fragmentacji (rozpadu) jonéw [M + HJ+/[M-HJ'
w celu uzyskania informacji o budowie zwigzku. Proces ten zachodzi na drodze koli-
zyjnie indukowanej dysocjacji (CID, ang. Collision Induced Dissociation), prowadzonej
w analizatorze lub jego czesci, w ktérej jony poddawane sg fragmentacji poprzez
zderzenia z atomami gazu szlachetnego, np. helu lub argonu. Analizatory wykorzy-
stywane do tego rodzaju eksperymentéw zazwyczaj sg dos¢ ztozone konstrukcyj-
nie. Najczesciej stosowane w instrumentach HPLC/MS sg potréojny analizator kwa-
drupolowy QQQ, putapka jonowa IT, analizator cyklotronowego rezonansu jonowe-
go wykorzystujacy transformacje Fouriera FTICR, lub tez analizatory hybrydowe ta-
kie jak kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu przelotu QToF, oraz wysokoroz-
dzielczy analizator dziatajacy na zasadzie putapki jonowej OrbiTrap. W zaleznosci
od zastosowanego analizatora uzyskiwane sg widma o niskiej lub wysokiej rozdziel-
czosci. Wysoka rozdzielczos¢ pozwala na wyznaczenie masy i okreslenie sktadu ele-
mentarnego zwigzku na podstawie wartosci m/z jondw rejestrowanych w widmie
masowym z dokftadnoscia, w zaleznosci od typu analizatora ~ 2-5 ppm. Nalezy zda-
wac sobie sprawe, ze precyzja okreslania masy zalezy od typu spektrometru, a anali-
za poréwnawcza rozdzielczosci detektorow klasyfikuje najwyzej FTICR (75). Trzeba
tu podkresli¢, ze jedynie dzieki zastosowaniu spektrometrow mas rejestrujgcych
widma CID MS/MS mozna wykry¢ oraz ilosciowo oznaczy¢ koeluujgce z kolumny
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chromatograficznej rézne zwigzki wystepujgce w bardzo réznych ilosciach. Przy-
kiad takiej analizy pokazano na rysunku przedstawiajgcym widma trzech réznych
dwLiglikozydow flawonoli z lisci Arabidopsis thaliana, ktére sag wym}wane w jednym
wierzchotku chromatograficznym w systemie HPLC (38).

Badania strukturalne zmierzajace do rozréznienia izomeroéw C- i O- glikozydow
oraz 0O-diglikozydéw flawonoidéw technikg HPLC/MS prowadzono juz w latach 90.
XX w. przy uzyciu nie stosowanej juz metody jonizacji FAB (76-79). Wraz z udosko-
nalaniem metod analitycznych badano mozliwosci okreslenia pozycji podstawienia
reszty cukrowej do aglikonu na podstawie widm fragmentacyjnych deprotonowa-
nych czasteczek (80,81). Scharakteryzowano rowniez wigzania interglikozydowe
di-, tri-, tetra- i pentaglikozylowanych flawonoidéw na podstawie intensywnosci jo-
noéw fragmentacyjnych (82). Mozliwe jest rowniez okreslenie jakie czasteczki cu-
kréw wchodza w sktad glikozydu. Analize strukturalng glikozydéw flawonoidéw
mozna przeprowadzi¢ wykorzystujac modyfikacje mechanizméw fragmentaciji przez
tworzenie jonéw sodowanych [M-I-Na]", badz tez z dodatkami dwuwartosciowych
kationbw metali. Obydwie metody prowadza do uzyskania informacji o sposobie
podstawienia czgsteczek cukrowych i pozycjach ich przylgczenia do czgsteczki agli-
konu (80,83,84).

Podczas wykonywania analiz zwtaszcza przy zastosowaniu jonizacji ESI nalezy
zwro6ci€¢ uwage na parametry napieciowe w zrddle jondw oraz w komorze kolizyjnej
(energia kolizji), ktére majg wptyw na stopien fragmentacji zwigzkow. Przytozenie
wiekszej réznicy potencjatéw w zZrodle jondw powoduje fragmentacje zwigzku juz
na tym etapie analizy. Zabieg ten bywa stosowany w przypadku flawonoidéw w celu
rozerwania wigzan glikozydowych jeszcze w zrédle jonow i identyfikacji aglikonéw
na podstawie ich fragmentacji w wyniku procesu CID. Diagnostyczne jony fragmen-
tacyjne aglikonéw flawonoidéw powstajg podczas reakcji retro Dielsa - Aldera,
(RDA) zachodzacej w pierscieniu C (38,85,86).

3.2.5. Systemy CE/MS

Elektroforeza kapilarna jest stosunkowo nowa metoda rozdziatu zwigzkéw che-
micznych, wprowadzong na szerszg skale pod koniec lat 80. XX w. wraz z dostepnos-
cig komercyjnych instrumentéw analitycznych. Rozdziat komponentéw prébki na-
stepuje w wyniku zréznicowanej szybkosci migracji czasteczek w roztworze elek-
trolitu wewnatrz kapilary o srednicy 50-75 pm i dtugosci kilkudziesieciu centyme-
trow, do ktérej przytozono napiecie elektryczne rzedu kilkunastu kV. Klasyczng
technike tego typu rozdziatow - strefowg elektroforeze kapilarng (CZE, ang. Capillary
Zone Electrophoresis) stosuje sie najczesciej do analizy substancji obdarzonych tadun-
kiem lub takich, ktére mozna zjonizowaé¢ w odpowiednim pH. Rozdziat niepolar-
nych zwiazkéw nienatadowanych elektrycznie mozna osiggna¢ dodajac do buforu
elektrolitycznego detergenty jonowe tworzace natadowane micele migrujgce w po-
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lu elektrycznym, w ktérych wnetrzu przenoszone sg substancje analizowane. Ten
wariant elektroforezy kapilarnej, nazywany micelarng elektrokinetyczng chromato-
grafig kapilarng (MEKC, ang. Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), jest
szczegolnie przydatny w badaniach metabolitéw wtérnych. Metoda ta w potgczeniu
ze spektrometrem mas (CE/MS) jest jednak rzadziej stosowana do analizy flawono-
idow, aczkolwiek jej uzycie pozwolito na rozdzielenie i zidentyfikowanie 18 réz-
nych flawonoidéw i ich glikozydéw, podczas gdy wczesniej stosowane metody
oparte na HPLC ujawnity obecnosé tylko 5 zwigzkow tej kategorii w tej samej préb-
ce (86).

3.2.6. Systemy HPLC/NMR

Spektroskopia NMR jest metodg analityczng dostarczajacag jednoznaczne infor-
macje o strukturze badanych zwigzkédw na podstawie widm rezonansowych jader
atomow 'H oraz Opracowano réznorodne techniki umozliwiajagce rejestracje
dwuwymiarowych widm odzwierciedlajacych interakcje pobliskich atoméw 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). Wada spektrometrii
NMR jest stosunkowo niska czutos¢, jednak postep technotogiczny ostatnich lat
umozliwit stworzenie systeméw HPLC-NMR jako w petni funkcjonatnej metody ana-
litycznej, stosowanej réwniez do analizy flawonoidéw izolowanych z tkanek roslin
(88-91). Zastosowanie takich systeméw eliminuje koniecznos$¢ izolacji i oczyszcza-
nia poszczegdinych zwigzkéw w celu ich identyfikacji, jednak konieczne jest poko-
nanie przeszkdéd wynikajgcych z niskiej czutosci NMR (92). Obecnie mozliwe jest in-
stalowanie w spektrometrach NMR sprzezonych z instrumentami HPLC magneséw
0 wysokim polu przynajmniej 500, a nawet 750-900 MHz. Innym rozwigzaniem po-
zwalajacym na rejestracje widm kolejnych zwigzkéw wymywanych z kolumny jest
zatrzymywanie przeptywu eluenta na czas niezbedny do akwizycji widm. Dzieki
temu mozna przeprowadzi¢ r6zne eksperymenty NMR, wiacznie z dwuwymiarowy-
mi pomiarami widm interakcji ~H-"C jak HSQC i HMBC uZ30vajac nawet tylko 10 pg
probki (92). Alternatywa do stosowania akwizycji widm NMR przez spektrometr li-
niowo sprzezony z HPLC jest wykonywanie pomiaréw off line, w ktérych kolejne
zwigzki sa zbierane w wycieku z kolumny i ich widma sg uzyskiwane po zakoncze-
niu eksperymentu chromatograficznego. W wiekszosci przypadkoéw analizy HPLC/NMR
uzywane sgjako wsparcie i uzupetnienie wynikéw doswiadczeh HPLC/MS/MS, ktére
zazwyczaj przeprowadza sie w pierwszej kolejnosci. Wykazano np., ze u dziurawca
zwyczajnego {Hypericum perforatum L.) wystepuja dwa rézne glikozydy kwercetyny,
ktére koeluujg z kolumny RP C-18 i majg identyczne widma MS/MS, jednak na pod-
stawie widm NMR mozna bylo stwierdzi¢, ze sg to 3-P-D-glukozyd i 3-p-D-gatakto-
zyd (89). Innym problemem nierozwiazywalnym zazwyczaj przy zastosowaniu wy-
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tacznie technik HPLC/MS jest lokalizacja miejsc malonylacji u glikokoniugatow fla-
wonoidow. jednak uzycie HPLC/NMR umozliwito zidentyfikowanie izomerycznych
7-0-p-D-glukozyddéw izoflawonow formononetyny i bioczaniny A jako zestryfikowa-
nych przez kwas malonowy w pozycjach 4” lub 6” czasteczki glukozy (90).

Publikacja zostata przygotowana dzieki finansowaniu przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyz-

szego, projekt badawczy nr 2 PO6A 31 27.
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