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Streszczenie

Metoda chromatografii cieczowej cienkowarstwowej TLC poréwnano sktad jako$ciowy wybranych
saponin i produktéw ich hydrolizy kwasowej (aglikonéw). Dobrano warunki rozdziatu: glicyryzyny,
saponiny biatej i saponin z buraka cukrowego metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
z zastosowaniem metanolu, jako gtéwnego rozpuszczalnika.

Stwierdzono, ze zastosowanie chromatografii cieczowej TLC i HPLC umozliwia udokumentowanie
ogromnego zréznicowania sktadu jakoSciowego i iloSciowego badanych saponin. Dobry rozdziat saponin
z grupy glukuronidéw metodg HPLC uzyskuje sie przy elucji metanolem w fazie z dodatkiem TBA (wo-
dorotlenek tetrabutyloamoniowy) o indywidualnie dobranym udziale metanolu.

Wstep

Saponiny (tac. sapo-mydto) sg to glikozydy pochodzenia roslinnego wykazujgce
silne witasciwosci pianotworcze. Zalicza sie je do grupy wtérnych metabolitow prze-
mian biochemicznych roslin. Pod wzgledem budowy chemicznej saponiny nalezg do
glikozydéw triterpenoidowych lub steroidowych, ktére w wyniku wyczerpujacej hy-
drolizy kwasowej, zasadowej lub enzymatycznej ulegajg rozpadowi na aglikony (sapo-
geniny) oraz sktadniki cukrowe (pentozy, heksozy lub kwasy uronowe).

Podstawowym aglikonem saponin triterpenoidowych jest B-amyryna (rys. 1), ktd-
ra moze mie¢ rozne podstawniki (grupy: hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe,
metoksylowe i estrowe). Wystepowanie przy aglikonach réznych grup funkcyjnych,
atakze mozliwosé réznych potaczenn miedzy cukrowcami i aglikonem, sprawia, iz
w przyrodzie znajduje sie olbrzymia ilos¢ saponin r6znigcych sie strukturg i wtasciwo-
Sciami [3, 4, «], Dok}adnie poznanymi i opisanymi w literaturze sg saponiny wyizolo-
wane z soi, korzenia zen-szen, mydInicy lekarskiej, lucerny.
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Rys. 1. Chemiczna struktura f-amyryny.
Fig. 1. Chemical structures of B-amyryn.

Chemiczng strukture wybranych saponin triterpenoidowych przedstawiono w tab.
1[1,6, 7],

Wyodrebnianie i oczyszczanie poszczegdinych saponin z surowcdw roslinnych
jest trudne, poniewaz maja one silne wtasciwosci adsorpcyjne, powlekajace, pienigce,
fatwo tworzg zwigzki kompleksowe z barwnikami, cholesterolem i innymi zwigzkami
chemicznymi. Ponadto bardzo trudno ulegajg krystalizacji. Wykazujg tez r6zng podat-
no$¢ na dziatanie kwasow i zasad.

Do klasycznych metod wykrywania i oznaczania saponin nalezg nastepujace me-
tody [4]:

m  Dbiologiczne, a zwtaszcza hemoliza erytrocytow,

m fizykochemiczne, w tym préba dotyczgca zdolnoSci pianotwdrczej,

m  chemiczne jak np. préby ze stezonym kwasem siarkowym, trichlorkiem antymonu,
waniling, ktére sg podstawg do jakosSciowych i iloSciowych oznaczehA koloryme-
trycznych.

Préby z hemolizg erytrocytow sg ucigzliwe i obarczone bledem ze wzgledu na
rozng aktywnos$¢ hemolityczng poszczegdlnych saponin. Natomiast spektrofotome-
tryczne metody analityczne sg mato przydatne do oznaczania tej grupy zwigzkow,
gtdwnie ze wzgledu na rézng intensywnos$¢ tworzenia barwnych potgczen i brak od-
powiednich wzorcow.

Od dawna przy oczyszczaniu i w analityce saponin znajdujg zastosowanie metody
chromatograficzne - szczeg6lnie TLC i HPLC. Do rozdzielania saponin metodg HPLC
stosuje sie r6zne fazy ruchome zawierajgce najczesciej acetonitryl przy elucji izokra-
tycznie i w gradiencie [1, 2 ].
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Tabela :

Chemiczna struktura saponin triterpenoidowych.
Chemical structures of triterpene saponins.
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Cel pracy

Celem pracy byto poréwnanie jakosciowego sktadu saponin, z wybranych zrédet,
metoda chromatografii cienkowarstwowej i dobranie warunkéw rozdzielania niekté-
rych saponin metodami HPLC z zastosowaniem w fazie ruchomej metanolu jako roz-
puszczalnika - tarszego i mniej toksycznego od powszechnie stosowanego acetoni-
trylu.

Materiaty i metody badan

Materiat badawczy stanowity:

m  handlowe preparaty saponin: glicyryzyna (glycyrrhizic acid - SIGMA), saponina
biata (saponin white pure - MERCK), saponina czysta (Saponin rein DAB -
FLUKA),

m  saponiny wyodrebnione z handlowych produktéw farmaceutycznych: hederyna
z syropu Hedelix, escyna z zelu Aescin,

m  saponiny wyodrebnione z produktéw cukrowniczych: soku surowego, soku geste-
go i wystodkdw,

m  kwas oleanolowy (oleanolic acid - SIGMA).

Wyodrebnianie saponin z produktow farmaceutycznych i cukrowniczych prowadzono

przez trzykrotng ekstrakcje butanolem odpowiednich wodnych roztworéw w temp.

pokojowej, po czym ekstrakty butanolowe przemywano wodg i po oddestylowaniu
butanolu, saponiny rozpuszczano w bezwodnym metanolu.

Roztwory metanolowe wszystkich badanych saponin (1-5 mg/ml) poddano bez-
posrednio analizie TLC. Ponadto glicyryzyne, saponine biatg saponiny z soku suro-
wego i gestego poddano hydrolizie w roztworze IM HC1, w $rodowisku 50% MeOH,
w zatopionych amputkach, we wrzgcej tazni wodnej, w czasie 90 min oraz analogicz-
nie z uzyciem 0,5 M H:S04, po czym oznaczano skiad jakoSciowy saponin i agliko-
néw metodg TLC w dwoch uktadach rozwijajacych.

Chromatografie cienkowarstwowg wykonano na ptytkach chromatograficznych
(DC - Alufolien Kieselgel 60 F254 MERC) 20x20 cm pokrytych 0,2 cm warstwga zelu
krzemionkowego. Fazg ruchomg dla saponin byt octan etylu-kwas octowy-woda
(7:2:2, viviv) dla produktéw hydrolizy benzen-metanol (9:1 v/v).

Po rozwinieciu chromatogramy suszono w suszarce, spryskiwano odczynnikiem
aldehyd anyzowy - kwas octowy lodowaty - metanol - stezony H2S04 (0.5:10:85:5,
v/viv/v) i ogrzewano w temp. 110°C przez 5 min.

Analizie HPLC poddano saponiny z trzech réznych zrédet, bedace glukuronida-
mi: glicyryzyne, saponine biatg saponiny z buraka cukrowego.

Analize chromatograficzng prowadzono z uzyciem chromatografu firmy Knauer z
systemem sterowania obrobki danych EuroChrom 2000, z zastosowaniem detektora
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UV o dtugosdci fali 206 nm i kolumny Lichrosorb RP-18 250x4,6 mm. Chromatografie
prowadzono z szybkoscig przeptywu 0,8 ml/min w fazie metanol-woda (75:25, v/v)
oraz chromatografie w odwréconej fazie z dodatkiem TBA (wodorotlenek tetrabutylo-
amoniowy) o skfadzie:

* 70% metanolu 30% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:PO+ do pH = 4,

* 75% metanolu 25% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:POs do pH = 4,
 85%metanolu 15% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:PO. do pH = 4.

Whyniki i dyskusja

Wyniki chromatografii cienkowarstwowej badanych saponin przedstawiono na
rys. 2. i 3., a uzyskane wartosci Rf saponin zawiera tab. 2. Chromatogramy TLC (rys.
2) Swiadczg o duzym zréznicowaniu badanych saponin pod wzgledem zabarwienia
plam (od brgzowych do r6zowofioletowych), co wskazuje na istotne roznice jakoscio-
we i ilosciowe. Z pordwnania potozenia plam saponin wzorcowych na ptytce (glicyry-
zyny, saponiny biatej i escyny) i plam pozostatych saponin wynika, iz zakres Rf od
0,15 do 0,65 odpowiada grupie zwigzk6éw o charakterze saponin, za$ plamy o Rf od
0,65 do 0,91 odnoszg sie do prosapogenin i innych substancji. W wiekszos$ci badane
saponiny wystepujg jako grupa Kkilku zwigzkow o Rf 0,15-0,65. Saponina DAB
z drzewa kwilaiowego (Quillaja saponaria) i saponiny otrzymane z wystodkéw i soku
surowego charakteryzujg sie duzym zréznicowaniem jako$ciowym (rys. 2). Z rys. 2.
wynika tez, iz saponiny z soku jako dominujacy sktadnik zawierajg saponine o Rf =
0,34 zas$ saponiny z wystodkow jako gtdwny sktadnik saponine o Rf= 0,43.

Rys. 2. Chromatogram TLC badanych saponin w uktadzie 1.
Fig. 2. TLC chromatogram of examined saponins in mobile phase 1.
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Tabela 2
Wartosci Rf dla badanych saponin i prosapogenin.
Value Rf of examined saponins and prosapogenins.
Saponina Zakres Rf Rf i barwa gtéwnego sktadnika
Saponins Range of Rf Colour of main constituen
Saponiny z wystodkéw . . .
. 0.21-0.91 0.43 ciemnofioletowy - dark-violet
Saponins of beet pulp
Saponiny z soku i i
. - 0.21-0.91 0.34 fioletowy - violet
Saponins ofjuice
Osad z soku w metanolu . .
. . . 0.21-0.36 0.34 fioletowy - violet
Methanolic sediment from juice
Glicyryzyna . .
0.30-0.52 0.38 - pink
Glycyrrhizic acid rozowy - pin
Saponina DAB 0.15-0.91 0.35 brunatny - brown
Saponin DAB e ‘ y-
Escyna . . .
. 0.30-0.39 0.36 ciemnofioletowy - dark-violet
B-Escin
Hederyna 0.26-0.78  0.65 brazowy - brown
Hederyn ' ' ‘ azowy
saponina biata 0.15-0.35 0.28 brazowy - brown
W hite saponin T ' azowy
1- saponina biata po hydrolizie IM HC1,4 - glicyryzyna po hydrolizie 0,5M H2S0O4,
2 - saponina biata po hydrolizie 0,5M H:S04, 5 - saponiny z soku gestego po hydrolizie IM HC1,
3 - glicyryzyna po hydrolizie IM HC1, 6 - saponiny z soku surowego po hydrolizie IM HC1,

7 - kwas oleanolowy.

Rys. 3. Chromatogram saponin po hydrolizie w uktadzie 2.
Fig. 3. TLC chromatogram of hydrolysed saponins in mobile phase 2.
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Chromatogramy TLC produktéw hydrolizy glicyryzyny, saponiny biatej, saponi-
ny z soku gestego i surowego przedstawiono na rys. 3. Wszystkie saponiny poddane
dziataniu IM HC1 ulegty wyczerpujacej hydrolizie. Gtéwnym aglikonem saponin z
buraka cukrowego jest kwas oleanolowy.

Nastepnie podjeto prébe doboru fazy ruchomej do rozdziatu: glicyryzyny, sapo-
niny biatej, saponin buraka cukrowego (z soku surowego), z zastosowaniem techniki
HPLC, z uzyciem fazy metanol-woda (75:25, v/v) oraz chromatografii w odwrdconej
fazie. Wyniki analiz HPLC przedstawiono na rys. 4, 5, 6. Z rys. 4. wynika, ze w fazie
metanol-woda (75:25, v/v) glicyryzyna, saponina biata i saponiny buraka cukrowego
(z soku) nie ulegajg zadowalajgcemu rozdziatowi na sktadniki.

Rys. 4. Chromatogram HPLC badanych saponin w fazie metanol: woda 75:25 (liczby nad pikami po-
dajg czasy retencji).

Fig. 4.  HPLC chromatogram of examined saponins in phase methanol : water 75:25 (number over pik
indicates retention time).

Na rys. 5. przedstawiono wyniki rozdziatu glicyryzyny w fazie z dodatkiem
3mM/lI TBA iudziale metanolu odpowiednio: 70, 75, 85%. Z rys. 5. wynika, ze najko-
rzystniejszg fazg do rozdziatu glicyryzyny jest faza o sktadzie 75% metanolu 25% wo-
dy, 3mm TBA o pH 4. W tych warunkach otrzymuje sie trzy ostre piki. Zmniejszenie
badz zwiekszenie udziatu metanolu w fazie ruchomej wptywa niekorzystnie na roz-
dziat. W przypadku chromatografii w odwréconej fazie o 70% udziale metanolu piki
poprzedzajgce pik gtéwny stajg sie rozmyte, wydiuza sie tez czas analizy, natomiast
w przypadku chromatografii w odwroconej fazie z 85% metanolu nie nastepuje do-
ktadny rozdziat typu ,,base line”.

Na rys. 6. przedstawiono rozdziat trzech badanych saponin o charakterze gluku-
ronidow w fazie ruchomej wyznaczonej dla glicyryzyny.
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Rys. 5. Chromatogram HPLC glicyryzyny w fazie z TBA o r6znym udziale metanolu (liczby nad pika-
mi podajg czasy retencji).

Fig. 5. HPLC chromatogram of glycyrrhizic acid in phase with TBA and different methanol content
(number over pik indicates retention time).

Rys. 6. Chromatogram HPLC badanych saponin w fazie z TBA o 75% udziale metanolu (liczby nad
pikami podaja czasy retencji).

Fig. 6. HPLC chromatogram of examined saponins in phase with TBA and 75% methanol content
(number over pik indicates retention time).
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W tych warunkach rozdziela sie dobrze réwniez saponina biata, a znacznie gorzej
saponiny z surowego soku z burakéw. Dalsze badania wykazaty, ze do rozdzielenia
saponin z buraka cukrowego korzystne jest stosowanie chromatografii w odwrdéconej
fazie z 85% udziatem metanolu.

Whnioski

1. Technika TLC jest korzystna ze wzgledu na stosunkowo prosty i zarazem niedrogi
spos6b analizy. Przydatna jest podczas wyodrebniania i oczyszczania saponin oraz
do szybkiej oceny sktadu preparatow saponin.

2. Technika HPLC umozliwia analize iloSciowa roztwordw o niskich stezeniach sa-
ponin.

3. Do rozdzielania saponin z grupy glukuronidéw metodg HPLC w odwré6conej fazie
niezbedne jest dostosowanie fazy ruchomej do poszczeg6lnych saponin.
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DETECTION AND DETERMINATION OF SAPONINS WITH APPLICATION
OF DIFFERENT CHROMATOGRAPHIC TECHNIQUES

Summary

Qualitative composition of selected saponins and products of their acid hydrolysis were compared by
TLC method. The conditions of separation of glycyrrhizic acid, white saponin, and sugar beet saponins by
HPLC method with the use of methanol as a main solvent were elaborated.

The use of liquid chromatography TLC and HPLC makes it possible to prove the huge differentia-
tion of composition of qualitative and quantitative composition of examined saponins. Good separation of
saponins from group of glucuronides was achived with methanol elution in phase method with addition of
TBA (tetrabutyloammonium hydroxide). »



