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1 Uvod

Jizni Amerika je ¢tvrtym nejvétsim svétadilem na Zemi a svou rozlohou se fadi k nejvétsim
uzemim, rozkladajicim se na jizni polokouli. Je domovem biomi s obrovskou diverzitou
rostlinnych druhti, kterych je zhruba okolo osmdesati tisic. Odhaduje se, ze az polovina
sveétoveé rostlinné populace se vyskytuje v povodi Amazonie, které se rozprostird na 6,9
milionu kilometr ¢tverecnich a zasahuje do deviti statl. Biodiverzita této oblasti vSak
nesouvisi pouze srozmanitosti zivych organismi, ale je Uzce spjata se socidlnimi a
kulturnimi ¢innostmi, spojenymi se znalostmi a vyuzivanim ptirodnich zdrojt. Tyto znalosti
pfevazné v Andach. S pfijezdem evropskych kolonizatorti v 16. stoleti doslo k devastaci
velké ¢asti uzemi, véetné degradaci mnoha biomu a rozsahlému odlesiovani. I pies to vSak
V dne$ni dobé Zije mnoho etnickych skupin pivodniho obyvatelstva v tropickych lesich,
rozprostirajicich se pfes Kolumbii, Peru, Bolivii, Venezuelu, Ekvador a Paraguay. Tento fakt
muze Uzce souviset s tim, ze az 80 % obyvatel Jizni Ameriky vyuziva 1é¢ivé rostliny. Téch
muze byt odhadem na tisice a nejvice rozSifeny jsou v Brazilii. Jedna se napiiklad o
Achyrocline satureioides (Lam.) DC, Oxalis adenophylla, Phyllanthus niruri L. a také o
Handroanthus impetiginosus (znamy také jako Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb.
nebo lapacho) a Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC znamou jako vilcacroa. Brazilie
je rovnéz jednou z mala zemi, ve které vlada poskytuje vetejnou podporu na platby za lécive
pripravky vyrdbéné z rostlin.

I kdyz je domovinou pro lapacho a vilcacoru témét vyhradné Jizni Amerika, diky
vyspélosti a celosvétovému obchodu je pouzivani produktl z nich vyrabénych rozsifeno po
celém svéte. Jsou zndmy piedevsim pro svilj imunomodulacni a protizanétlivy ucinek stejné
jako pro moZné protinadorové plisobeni, ktery zatim nebylo klinickymi testy plné prokdzano.
Hlavnimi skupinami latek, podilejicimi se na lé¢ivém tucinku jsou v piipadé vilcacory
alkaloidy, konkrétn¢ oxindolovy typ. U lapacha se jedna o chinony, nejznaméjsim a nejvice
prozkoumanym je naftochinon lapachol.

Extrakce suSeného rostlinného materialu probihd nej€astéji pomoci Soxhletovy
extrakce, ktera ma vsak fadu nevyhod, a proto je snaha o nalezeni metod, které by tento
zpiisob extrakce mohly nahradit, a které by zaroveil svym ucinkem byly ve srovnani

S ptvodnimi metodami lep$i, nebo alespon srovnatelné.
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2 Teoreticka cast

2.1 Remdihak plstnaty

Remdihak plstnaty. Cesky nazev rostliny, ktery je pro vétsinu lidi neznamy. P¥itom se viak
jedna o velice uzitecnou lécivou rostlinu pochazejici z Jizni Ameriky. Tamni obyvatelé ji
znaji pod jménem ,,ufia de gato®, coz v piekladu ze Spanélstiny znamena kocic¢i drap. Tento
lidovy nazev si vyslouzila diky trniim, kterymi je pokryta, a které¢ svym tvarem pfipominaji
pravé koci¢i drap. Proto se muzeme v zahrani¢nich publikacich setkat s nazvy jako: Cat’s
claw, Katzenkralle, Samento, Hawk’s claw, nebo také vilcacora, ¢i Uncaria tomentosa.

Posledni uvedené je latinské pojmenovani pro tuto rostlinu.?
2.1.2 Historie

O lécivych vlastnostech vilcacory védéEli pivodni obyvatelé Jizni Ameriky jiZz pfed mnoha
staletimi. V dnes$ni dobé tvoii nejpocetnéjsi skupinu domorodych obyvatel indiansky kmen
Ashaninka, jenz obyvéa uzemi Brazilie a Peru. Pokud chce Evropan znaly pouze zapadni
mediciny pochopit, jak vlastné funguje a na ¢em je zalozeno 1é¢itelstvi této skupiny lidi,
musi zacit jiz u pojmu lidského byti, ktery je ponékud odlisny od toho, ktery je ndm bézné
predkladan. V jejich pojeti se clovek sestava z fyzického a duchovniho byti, které vznika
V dobé narozeni. Obé¢ sloZky spolu navzajem komunikuji a jsou regulovany tzv. regula¢nim
prvkem. Zdravotni poruchy mohou nastat u kazdé z téchto slozek a jedna se poté o fyzické
nemoci, psychologické obtize, €i zhorSeni regulace dvou piechozich slozek. Na ¢em je tedy
zalozeno lécitelstvi Ashaninki? Vyplyva to z vySe uvedenych informaci. Jestlize je na
¢lovéka nahlizeno jako na bytost sestavajici z fyzického a duchovniho byti a nemoci mohou
postihnout obé tyto slozky byti, pak je nezbytné, aby existovala 1é€ba pro obé tyto slozky.
Tim se zabyvaji 1écCitelé, které mlizeme rozdélit do tfi tirovni. Prvni z nich se nazyvaji
»anteaviari“ a maji na starost konzultovat jednoduchd onemocnéni. Dalsi Urovni jsou
intelektudlni viidci a 1éc¢itelé zvani ,,saripeari®, kteti se zabyvaji spolecensko-ndbozenskymi,
stejné tak jako socidlné-lékatskymi zéalezitostmi. Posledni, tou nejvyssi rovni jsou knéZzi,
neboli takzvani ,,sancoshi®. Na tuto uroven jsou vybrani pouze nékteii muzi, ktefi cely sviij
zivot musi stravit v ustrani v dzungli, pod dohledem star$ich mentorti, ktefi jim predavaji
sva moudra a zkugenosti. Ulohou sancoshi je rozpoznéni rostlin, které lze vyuzit k odstranéni
poruch mezi télem a duchem a tim tak obnovit zdravi Clovéka. Mezi tyto tzv. ,,mocné
rostliny*, neboli saventaro lze tadit pravé vilcacoru. Na zakladé ¢eho dokdzi sancoshi

rozpoznat, kterou rostlinu vyuzit? Uvadi se, ze dokdzi v rostlinach vidét dobré a zI¢ duchy.



Racionalné uvazujicimu ¢lovéku to mize ptipadat t€zko uvétitelné, nicméne veédcei skuteéne
potvrdili, Ze existuji dva riizné chemotypy uncarie. Pfi¢emz ten prvni obahuje pentacyklické
oxindolov¢ alkaloidy, které maji zdravi prospésné tcinky a druhy typ obsahuje tetracyklické
oxindolové alkaloidy, které se naopak chovaji jako jejich antagonisté.®

2.1.3 Lécebné pouziti

Extrakty z kotene a kiiry pouzival kmen Ashaninkt k 1é¢bé mnoha onemocnéni. Jednalo se
zejména o nemoci virového a bakteridlniho piivodu, zanétlivé nemoci, astma, zanéty
mocovych cest, nemoci traviciho Ustroji aj. Uvadi se, ze bézn¢ pouzivali odvary pfipravené
zhruba z 20 g susené kiry kofene, které se varily po dobu 45 minut v litru vody. Poté byl
nalev piecedén a takto hotovy napoj byl podavan.* V dnesni dobé se vilcacora uziva spise
jako alternativni zplisob 1écby. Uvadi se, Ze extrakty vyrabéné z vilcacory maji antivirové,
antimutagenni a cytostatické vlastnosti. Rovnéz mohou stimulovat fagocytdzu a regulovat
aktivitu centralni nervové soustavy. Jednim z nejznaméjsich komeréné dostupnych vodnych
extraktii je produkt C-MED-100™ (cit.?). In vitro experimenty prokazaly, ze podpora
fagoycytdzy se déje diky aktivnim latkdm — oxindolovym alkaloidiim. Vilcacora ma také
imunostimulaéni vlastnosti. Dale ma cytoprotektivni neboli ochranny vliv na bunky pied
silnymi oxidanty. Rovnéz je t¢innym antioxidantem proti volnym radikaliim, ale hlavné je
pozoruhodnym inhibitorem TNF-alfa (jedna se o faktor nddorové nekrozy, zablokovani jeho

funkce vede k poklesu produkce zanétlivych latek buiikami). °
2.1.4 Taxonomie

Jak jiZz bylo zminéno vySe, rostlina je ptivodem z Jizni Ameriky. Domovinou ji jsou tedy
staty prevazné Jizni Ameriky, jako napf. Peru, Kolumbie, Ekvador, Guyana, ale také staty
sttedni Ameriky jako jsou Panama, Trinidad, Kostarika aj.2 Rozsifena je ov§em i na jinych
kontinentech, piikladem mohou byt destné pralesy a dzungle jihovychodni Asie, &i Afriky.
Vilcacora spada do ¢eledi motenovitych, latinsky Rubiaceae. Tato pocetna celed’ zahrnuje
naptiklad i kavovnik, chinovnik, svizel, ¢i gardénii. Spole¢nym znakem pro vétSinu druhti
je vyskyt v subtropickém az tropickém pasu a napadné zbarveni kvéti.” Z botanického
hlediska 1ze vilcacoru popsat jako dfevnatou lidnu, s charakteristickymi trny a Zlutavymi
kvéty, jak dokazuji obrazky 1 a 2. Diky svym trniim, kterymi se zachytava ve svém blizkém
okoli, muze vyrust az do tficeti metri. Kvéty zbarvené do Zlutobila odlisuji U. tomentosu od
U. guianensis, ktera kvete oranzovocervenymi kvéty, a ktera je rovnéz vyuzivana pro své

1é¢ivé vlastnosti.* K vyrobé 1é¢ivych prostiedki je pouzivéna kiira vilcacory, ktera se dale



déli na vnitini a vnéjsi, pficemz vnitini klira je vlaknita na rozdil od kiry vnéjsi, ktera ma
povrchové podélné trhliny. Aby mohla byt klira pouzita, musi dosdhnout rostlina stafi
miniméaln& osmi let.2 Rod Uncaria ¢itd na nékolik desitek druht (uvadi se okolo 35). Za
zminku stoji napiiklad Uncaria africana, Uncaria elliptica, Uncaria guianensis, Uncaria
lanosa, Uncaria rhynchophylla atd. Prvnim popsanym druhem byla vroce 1775 U.
guianensis, diive znama jako Ourouparia guianensis. Rod Uncaria diive spadal pod rod
Nauclea, proto je mozné v literatufe narazit na nazvy jako Nauclea aculeata, Nauclea
tomentosa, Nauclea polycephala aj. VSechny jsou to nicméné synonyma pro dnes asi

nejzndméjsi a rovnéz nejvice prozkoumanou rostlinu rodu Uncaria - Uncarii tomentosu.®

Obr. 1 Kvéty U. tomentosa®

2.1.5 Fytochemie

Chemické sloZeni celého rodu Uncaria je intenzivné zkoumano jiz od po¢atku minulého
stoleti. Za jednu z prvnich praci tykajici se fytochemie 1ze povazovat publikaci z roku 1928,
ve které se panu Kondu a jeho tymu podafilo izolovat alkaloid rhynchofylin z U.
rhynchophylla. Od té doby bylo objeveno na vice nez 200 chemickych latek, jako jsou
naptiklad alkaloidy, triterpeny, flavonoidy, fenylpropanoidy, glykosidy atd. napti¢ celym
rodem Uncaria.® Vyse bylo zminéno, e U. tomentosa je povazovana za nejvice
prozkoumanou rostlinu z rodu Uncaria. Jejimu chemickému sloZeni je vénovana pozornost
od doby, kdy byla objevena rakouskym védcem K. Keplingerem. Jesté na konci 20. stoleti
bylo zndmo okolo tficeti chemickych latek, jejichz pocet diky vyvoji novych metod béhem
let narGista a dnes mtizeme izolovat kolem padesati latek. Za biologicky aktivni, tedy ty, které
se podileji na 1é¢ivém ucinku, lze povazovat tii skupiny latek. Jsou to alkaloidy, glykosidy
kyseliny chinové a polyhydroxylované triterpeny. Déle to mohou také byt latky fenolické
povahy (procyanidiny, katechiny, taniny), &i steroly (beta-sitosterol).**!



Alkaloidy

Mewr

vlastnosti, jsou bezesporu alkaloidy.? Definovat zcela jasné alkaloidy neni tak uplné mozné.
Z biologického hlediska se jedna o Cisté piirodni, biologicky aktivni slouCeniny, jejichz
struktura je heterocyklickd a obsahuje dusikovy atom. Z pohledu chemického miizeme
alkaloidy definovat jako komplexni skupinu N-heterocyklickych sloucenin, obsahujicich
dusikovy atom, které mohou byt Casto toxické. Samoziejmé existuji vyjimky, které se od
této definice mohou odliSovat. Diky dusikovému atomu, pfitomnému v molekule, maji
alkaloidy bazicky charakter. Na zéklad¢ toho byl odvozen jejich nazev, ktery byl poprvé
zminén v roce 1819 farmaceutem W. Meilinerem, jenz oznacil alkaloidy za ,,podobné
alkaliim®, v anglickém jazyce ,,like alkali* a odtud vzeSel nazev alkaloidy. Dusikovy atom
se zde nachazi v disledku transformace nékteré z aminokyselin, které slouzi jako prekurzory

pro stovky alkaloidi.*?
Rozdéleni alkaloidi

Alkaloidy je mozné klasifikovat na zakladé jejich biologickych a fyzikalnich vlastnosti.
Rozdélit je mizeme dle jejich biologické aktivity, na zakladé vztahu Kk chemickym a
technologickym inovacim, podle biosyntetické drahy, kterou vznikaji, nebo dle chemické

struktury, respektive na zakladé podobnosti uhlikové kostry.?

. V U. tomentose jsou zastoupeny zejména dv¢ skupiny alkaloidii. Jedna se o indolové
a oxindolové alkaloidy, které lze dale rozdélit na zéklad€ poctu kruhi, které je tvori, na
pentacyklické a tetracyklické. Ptiklady jednotlivych alkaloidi jsou uvedeny v Tabulce I,
ukazka struktury pentacyklickych oxindolovych alkaloidi je uvedena na obr. 3. Prekurzorem
pro vznik indolovych alkaloidt je aminokyselina L-tryptofan. Z biochemického hlediska se
jedna o tzv. ,pravé alkaloidy“. Charakteristickymi znaky této skupiny alkaloidi je vznik
z piislusnych aminokyselin, heterocyklicky kruh s dusikovym atomem, vysoka reaktivita a
biologicka aktivita jiz pii1 malych davkach. Vsechny ,,pravé alkaloidy* maji hotkou pachut’
a vyskytuji se prevazné jako pevné, bilé latky s vyjimkou nikotinu.!? Analyzy mnoha vzorka
ukdzaly, ze U. tomentosa se v ptirod¢ vyskytuje ve dvou riiznych chemotypech. Prvni typ
obsahuje pentacyklické oxindolové alkaloidy (znamé pod zkratkou POA), které pilisobi
pozitivné na imunitni systém ¢Elovéka. ZvySuji rychlost fagocytdzy granulocytd, podporuji
proliferaci normalnich, nebo slab¢ aktivovanych B a T lymfocytt u ¢lovéka. Druhy typ

naopak obsahuje oxindolové tetracyklické alkaloidy, ozna¢ovany zkratkou TOA. Jedna se



o “¥patné* alkaloidy, které piisobi jako antagonisté proti pentacyklickym.3'® Typickym
znakem oxindolovych alkaloidl je jejich izomerace ve vodnych roztocich v zavislosti na
daném pH. Tento nezadouci proces lze zpomalit protonaci nebo snizenim polarity
rozpoustédla. Izomerace mize branit pfi studiu vlastnosti jednotlivych izomert, a proto je

doporucovano pfti identifikaci pouzivat standardy smési izomerti oxindolovych alkaloidii

34

namisto ¢istych sloucenin.

Mitrafylin Isomitrafylin

Obr. 3 Struktura vybranych pentacyklickych oxindolovych alkaloidii izolovanych z U. tomentosy (pievzato z 1)

Diilezité je také poznamenat, jak se 1iSi obsah alkaloidid v jednotlivych castech
rostliny. Prace B. Falkiewicze uvadi, ze nejvice alkaloidl se nachazi v kotenech a kuife, o
néco méné pak v dalsich nadzemnich &astech uncarie.? Oproti tomu, v praci D. Lause a K.
Keplingera je uvedeno, Ze nejvétsi koncentrace alkaloidd je v mladych listech.® Dalsi prace
K. Reinharda taktéz doklada, ze listy U. tomentosa obsahuji vétsi mnozstvi alkaloidii nez
kiira a koteny.'® Obsah alkaloidfl viak nezavisi pouze na tom, z které ¢asti rostliny byly
izolovéany, ale mize se ménit v zavislosti na okolnich podminkéch, jakymi mohou byt
geografické umisténi, roéni obdobi, ale také staii rostliny.? Uvadi se, ze béhem Zivotniho
cyklu rostliny, se obsah alkaloidi nekolikrat zméni a mize také dochazet k prechazeni
Z jednoho chemotypu na druhy.* Riznorodé rozdistribuovani alkaloid@ v rostling je rovnéz
tvotfen v mladych listech U. tomentosy pentacyklického chemotypu, ze kterého je vytvofen
alkaloid unkarin F, jehoz izomeraci vznikaji alkaloidy speciofyllin, pteropodin a

isopteropodin. Tyto alkaloidy jsou transportovany do kofene a béhem tohoto transportu se



objevuje dalsi alkaloid - mitrafyllin. Jeho izomer - isomitrafylin l1ze poté nalézt pouze

v kofeni rostliny.®

Tab. | Priklady indolovych a oxindolovych alkaloidii v U. tomentosa (pievzato z >%)

Indolové alkaloidy Oxindolové alkaloidy
Dihydrokoryanthein Isokorynoxein
Hirsutin Isorotundofolin
_ Hirsutein Isorhynchofylin
Tetracyklicke Korynathein Ko?/ynoxe?/n
Rhynchofylin
Rotundifolin
Angustin Isomitrafylin
Angustolin Isopteropodin (Uncarin E)
., Isoajmalicin Mitrafylin
Pentacyklicke Tetrahydroalstonin Pteropodin (Uncarin C)
Speciofylin (Uncarin D)
Uncarin F

2.2 Lapacho —taxonomie

Z hlediska taxonomie spada lapacho do ¢eledi trubacovitych (Bignoniaceae), zafazeni do
rodu uz je ponckud slozitéjsi. Na zacatku 19. stoleti spadalo lapacho do rodu tabebuja
(Tabebuia). Svycarsky botanik Augustin Pyramus de Candolle zagal takto nazyvat rostliny
majici jednoduché listy. O vice nez sto let pozd&ji rozdélil rod Tabebuia brazilsky botanik
Joao Rodrigues de Mattos, jenz vytvofil rod novy, zvany Handroanthus, ktery vydéloval
nékteré druhy na zakladé¢ palmového tvaru listh. Tento koncept vSak nebyl mnohymi
botaniky uznavan, a proto byly ke konci 20. stoleti rostliny rodu Handroanthus viazeny zpét
do rodu Tabebuia. Stalo se tak zejména diky americkému botanikovi Alwynu Howardu
Gentrymu, ktery roku 1992 ve své monografii v ¢asopise Flora Neotropica rozdélil rod
Tabebuia do deseti neformalnich skupin, do kterych byly jednotlivé druhy zatazeny. Gentry
vsak nebral v tivahu, ze by Tabebuia mohla byt polyfyletickym rodem, nebot’ takovéto rody
se sestavaji z riiznych vyvojovych linii.}” Vyse zminény fakt byl opomijen az do roku 2007,
kdy byla provedena rozsahla fylogeneticka studie rodu Tabebuia, ktera prokazala, Ze se rod
sklada ze tii vétvi. Prvni z nich zahrnuje rostliny s mékkym dfevem, dfevnim jadrem
nerozliSitelnym od bélového dieva (dfevo mezi jadrem a kambiem) a malym, nebo zadnym
obsahem uc¢inné latky lapacholu. Typickou barvou kvéti je bila az cervena, kalich je zbarven

zluté. Druha vétev se vyznacuje listy a kalichem pokrytymi jemnymi chloupky, jednim

v Vv
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Vyjimku tvoti 4 druhy — T. selachidentata, T. barbata, T. heptaphylla a T. impetiginosa,
jejichz kvéty jsou rizovo az fialove zbarveny, a které maji opét zluty kalich. Tteti vétev se
od dvou ptedchozich odlisuje kalichem, ktery je toulcovity a ma stejnou barvu jako koruna.
Rozdéleni rodu Tabebuia do t¥i vétvi uzce souvisi s Gentryho rozdélenim do deseti tzv.
druhovych skupin. Do prvni vétve, ktera je v dneSni dobé tvofena samostatnym rodem
Tabebuia spadaji skupiny 2 a 6-10, druha vétev — rod Handroanthus, ktery Mattos vydé¢lil,
odpovida skupinam 3-5 podle Gentryho. Posledni, tfeti vétev tvofena pouze dvéma druhy —
T. donnell-smithii a T. chrysea odpovida Gentryho neformalni skuping s ¢islem 1 a dnes je

tvofena samostatnym rodem Roseodendron.8

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze lapacho by mélo spadat do rodu Handroanthus, piesnéji
feeno se jedna o druh Handroanthus impetiginosus (syn. H. avellanedae), nicméné fada
autorll toto pojmenovani nerespektuje a muzeme se tak i nadale setkavat v literatuie
s nazvem Tabebuia impetiginosus (syn. T. avellanedae). Druhové jméno ,,impetiginoSus*

dostalo lapacho na zékladé pouzivéani k 1é¢bé nemoci zvané impetigo ke konci 19. stoleti.®
Handroanthus impetiginosus

H. impetiginosus je stale zeleny strom dorUstajici az do vysky tficeti metrti, kvetouci od
¢ervence do zafi syté rizovymi az nachovymi kvéty - obr. 4 a 5. Vyskytuje se od Mexika,
pies Stiedni az po Jizni Ameriku. S riznym mistem vyskytu jsou spojeny i rizné hovorové
nazvy. V Brazilie se lze setkat napiiklad s témito: Ipé, Ipé roxo, Cavatan, Guiraiba, Lapacho
nebo Pau d'Arco. Pro Argentinu a Paraguay je typickym jménem Lapacho, pfipadné Lapacho
negro. Etnické skupiny indidanGi pak pouzivaji nazvy jako Tayihu nebo Taheebo.?
V né¢kterych pripadech je ovsem mozné vidét i pouziti nazvu lapacho, Pau d'Arco nebo Ipé
roxo pro rizné druhy rostlin z rodu Tabebuia, pouzivanych k 1é¢ebnym téeliim.?! Pivodni
obyvatelé¢ Brazilie, Peru, severni Argentiny, Paraguaye a Bolivie pouzivali odvary
ptipravené z kiliry k 16¢b€ nejriznéjSich onemocnéni, mezi které pattily napftiklad syfilis,
malérie, horeCka, bakteridlni a plisnové onemocnéni nebo Zaludecni poruchy. Rozsdhlé
pouzivani lapacha domorodym obyvatelstvem bylo podrobné popsano Spanélskymi a
portugalskymi dobyvateli Jizni Ameriky okolo 15. stoleti. Lécivé vlastnosti lapacha byly
sice podrobn¢ popsany doktorem J. A. Pintem v roce 1873, nicmén¢ do popiedi zajmu
klinickych vyzkumu se lapacho dostalo az po roce 1967, kdy se zacaly objevovat zpravy o

z4zraéném uzdraveni pacientd s rakovinou z nemocnice v Sao Paulo.?



Obr. 4 Kvét stromu H. impetiginosus®® br Rozkvetly stro impetiginos

Z lapacha je nejcastéji pfipravovan odvar, ktery je ziskavan vafenim lyka nebo jadra
dieva ve vod¢ idealné po dobu 8-10 min. Delsi ¢as je nutny k uvolnéni nejaktivnéjsich latek
- lapacholu a B-lapachonu, které prechdzi do vody velice neochotné. Ptipraveny odvar
nemusi byt podavan pouze oralng, ale miize slouzit i k omyvani postizenych casti téla, at’ uz
Vv piipadé kvasinkovych infekci nebo ekzémt a dal§ich onemocnéni kiize. Vedle odvart jsou
v dnesni dobé& oblibeny také tinktury.?? Jak uz bylo fe¢eno vyse, pro piipravu je vyuzivano
dfevo stromu lapacho. Listy a kvéty jsou pouzivany pouze ojedinéle. Pivodni obyvatelé
pouzivali k ptipravé odvarti vnitini vrstvu, ktera se nazyva floém (lyko), nebot’ vétili, ze
nejvice aktivnich latek je koncentrovano pravé zde.!® Nékteré studie to ovem vyvraceji a
naopak uvadgji, ze nejvice aktivnich latek je ve stfedni Casti dfeva, nazyvané také jako
jadrové dievo. Jednou z prvnich praci, vénujici se obsahu naftochinoni v riznych ¢astech
dieva stromd T. rosea, T. chrysantha a H.impetiginosus byla prace z roku 1988. Vysledkem
bylo zjisténi, ze hlavni G¢inné latky - lapachol a dehydro-a-lapachon se nachazeji v jadrovém

dfevé, ale vétsina ostatnich naftochinoni je soustfedéna v 1yku.?

Dalsi otazkou je také to, zda byly komeréné dostupné produkty oznacené jako
Lapacho, Pau d'Arco, Ipé roxo aj. vyrobeny opravdu ze dieva stromu lapacho (H.
impetiginosus). Piipadné zda bylo Kk vyrobé pouzito 1yko nebo jadrové dievo a ne jina Cast
stromu. Stromy lapacho jsou diky své velké hustoté a neobvyklé barvé nejvice téZzenym
difevem v Brazilii a jedna se také o druhé nejdrazsi dievo, Casto oznacované jako ,,novy
mahagon*.2® Z téchto diivodii dochazi &asto k nelegalni t&zbé a nezdkonnému obchodovani
s timto dfevem. Studie zamétfend na tézbu v centralni a jihozdpadni Amazanoii prokazala
drastické ubytky populace stromu H. impetiginosus a T. serratofolia. Byl u¢inén zavér, ze
7

tyto druhy jsou ohroZené a jejich zachrana by vyzadovala ochranu dle pravnich piedpist.?

Prodavané produkty jsou tak mnohdy pouze vedlejsim produktem z dievozpracujiciho



pramyslu.?® Dokonce i zbytky po zpracovani mahagonového dfeva jsou prodavany po celém
svété pod nazvem lapacho, Pau d'Arco apod., a to diky podobné barvé a vini dieva jakou
ma pravé lapacho.?’ Nizkou kvalitu doklad4 i analyza dvanacti komeréné dostupnych
produktt udajné vyrabénych z jadrového dieva lapacha z roku 1987, pii které bylo zjisténo,
ze pouze jeden produkt obsahoval U¢innou latku lapachol a to navic ve velmi malém
mnozstvi. Ostatni produkty neobsahovaly dievo ze stromu lapacho, nebo doslo pfi
zpracovani a transportu K vyraznym zménam chemického slozeni.?! Dalsi studie prokazala
skutecny rozdil mezi obsahem lapacholu a dalSich aktivnich naftochinona v lykové Casti a
jadrovém drevé. V piipadé lapacholu byl obsah v Iykové casti pod limitem detekce,
Vv jadrovém dieve se jednalo o tisiciny procent navazky materidlu. Tato studie byla rovnéz
zaméfena na mnozstvi naftochinonli v sedmndcti produktech zakoupenych v Kanadé.
Vysledkem bylo zjisténi, Zze v patnacti produktech byly sice piitomny naftochinony, nicméné
lapachol byl detegovan pouze ve tiech znich a to opét v jadrovém dievé.?”® O néco
podrobné&jSimu vyzkumu se vénovala prace z roku 1996, ve které se znovu potvrdilo, ze
lapachol je majoritné pfitomen v jadrovém difevé a navic se podafilo objasnit, Zze ostatni
naftochinony nejsou pouze v lykové ¢asti, ale i v jadru. Jadrové dievo obsahovalo pouze
antrachinony, zatimco lykova ¢ast furanonaftochinony. Rozdil mlzZe byt zplsoben vyssi
polaritou, s kterou souvisi vétsi pocet atomd kysliku v molekulach furanonaftochinon,
nebot’ je znamo, ze dochazi k oxidaci chinoidnich struktur vzduchem difundujicim skrze

kiiru stromu. Sloudeniny bliZe kiife pak budou vice nachylngjsi k této oxidaci.®

w7

Z vyse uvedeného a mnoha dalSich studii by se mohlo zdat, Ze nejlepsi Casti stromu
k ptiprave 1é¢ivych prostiedki je jadrové dievo, ve kterém byla prokézana existence mnoha
aktivnich sloucenin a navic ve vét§Sim mnoZzstvi, nez se nachazi v lyku. Divody pro
pouzivani lyka prameni z procesli probihajicich uvnitt stromu. Pod svrchni vrstvou kilry
(borky) se nachazi tenkd vrstva zvand kambium. Cilem kambia je vytvafeni novych
bunéénych tkani, jako je floém. Postupnym vytvarenim dalSich a dalSich novych vrstev
dochazi k tomu, Ze star$i buniky floému jsou vtlaeny do kiiry a bunky nové prechazi do
vrstvy kambia a tvofi xylém. Novy xylém je nazyvan také jako bél, nebo b&lové dievo. Starsi
xylém je postupem casu rozdrcovéan a prostupuje do jadra stromu, kde se stdva soucasti
jadrového dieva. Jadrové dievo spoleéné s kiirou slouzi pouze ke stabilité stromu a nevedou
V nich aktivni vodivé tkané. Tyto tkané vedou ve vrstvach xylému a floému z kazdé strany

kambia a to je onen dtivod pro pouzivéani Iykové &asti neboli floému.3!
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Navic, pokud je pouzivano jadrové dievo, znamend to nutnost strom pokacet. Pti
ziskavani lykové casti dochazi v nékterych piipadech ktomu, Ze je ze stromu pouze
oloupana kiira a nasledn¢ lykova ¢ast. Tento proces se déje jednou, maximalné dvakrat za
rok a strom tak nemusi byt pokacen.! Na druhou stranu pokud dojde k odstranéni kiry, ktera
slouzi jako ochrana pied vné&jSimi vlivy a lyka, které slouzi pro distribuci zivin do
jednotlivych ¢ésti stromt, je vysoce pravdépodobné, ze strom odumie a pokéceni se

nevyhne.

Ackoliv se lapacho hojné vyuzivalo po mnoho staleti a dodnes 1 vyuziva, objevuji se
nové studie poukazujici na vedlejsi Gi¢inky naftochinonii, které mohou byt toxické.® Tento

fakt spojeny s nizkou Grovni kontrol mize vést az k zakazu prodeje ¢aje lapacho.
2.2.3 Chemicky aktivni latky

Vzhledem k dlouhodobému pouzivani tohoto druhu a velkému komerénimu z4jmu, zejména
jeho pouziti jako dopliiku vyzivy, je velky pocet studii zaméten na objasnéni aktivnich latek
H. impetiginosus a dalSich druhii. Jak z lyka, tak jadrového dieva byly izolovany desitky
pfirozené se vyskytujicich sloucenin, mezi které patii flavonoidy, cyklopentenové
dialdehydy, kyselina benzoova spole¢né s jejimi hydroxy a methoxy derivaty, kumariny,

derivaty benzaldehydu, ale hlavné chinony, furanonaftochinony a anthrachinony.1223

Chinony piedstavuji rozmanitou skupinu sekundarnich metabolitti vyskytujicich se v
mnoha zivych organismech. Jsou pfitomny v rostlinach, liSejnicich, houbach, ale i
Vv bakteriich a hmyzu. V poslednich letech vzrostl zajem o tyto latky a to nejen z divodu
dilezitosti v biochemickych procesech, ale také z duvodu dulezitosti pro farmakologii.
Pokud jde o biochemické procesy, jsou chinony vyznamnou soucasti fotosyntézy a
dychaciho fetézce. Pfikladem mohou byt benzochinony plastochinon a ubichinon, které hraji
klicovou roli v pfenosu elektronli ve vyse zminénych procesech. Pro ¢lovéka maji vyznam
naptiklad naftochinony slouzici jako prekurzory pro vitaminy skupiny K, které¢ jsou
nezbytné k syntéze proteinii regulujicich srazlivost krve.3* Pro farmakologii jsou cenné

cytotoxické ucinky. Pouzivany jsou také k vyrobé antipyretik a insekticidi.®®

Vznik chinont je dasledkem oxidace pfislusnych fenold. Muzeme je rozdélit do
nékolika skupin, pficemz kritériem rozdéleni je typ aromatického systému. Benzochinony

vychazeji  z kruhu  benzenového, naftochinony z naftalenového, anthrachinony
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z anthracenového Kruhu a zéklad pro fenanthrenchinony tvoii fenathren.*® Obecné struktury

téchto latek jsou vyobrazeny na obrazku 6.

e} o} e}
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p-Benzochinon p-Naftochinon Anthrachinon Fenanthrenochinon

Obr. 6 Chemické struktury vybranych chinonii (prevzato z %)

Naftochinony jsou nejrozsifenéjsi skupinou latek v rostlinach rodu Handroanthus
(Tabebuia). Zastoupeny jsou zejména v téchto tifech druzich: T. impetiginosa, T.
serratofoloa, T. rosea. To je také divodem, pro¢ jsou pravé tyto druhy nejvice vyuzivany
k vyrobé 1égivych prostiedki.® V popiedi zajmu jsou cytotoxické u¢inky naftochinoni,
které mohou byt vyhodné pii 1é€bé rakoviny nebo Chagasové nemoci zplsobené
parazitickymi prvoky rodu trypanozoma. S témito U¢inky jsou spojeny dva mechanismy,
jednim znich je oxidacni stres a druhym nukleofilni alkylace. Bioredukci chinonli
(pfjmutim elektronil) specifickymi enzymy dochdzi ke vzniku reaktivnich kyslikovych
radikalt (hydrogenperoxidovy HOO-, hydroxylovy -OH, superoxidovy anion-radikal -O2).
Tyto reaktivni formy kysliku (ROS) interaguji s enzymy topoizomerazami V rakovinnych
bunkach. BohuZel mize dochazet i1 k poskozeni buné¢énych sloZzek normélnich bunék a ne
jen t&ch malignich.®® Charakteristickymi naftochinony jsou lapachol a jeho cyklické derivéty
— lapachony. Z biologického hlediska se jedna o nejvice aktivni slouceniny, nicméné
Z hlediska obsahu se jedna o latky minoritni. Obsah lapacholu se v rostlinach rodu
Handroanthus (Tabebuia) pohybuje od 2 do 7 %, vétsinou okolo 2 - 3 % (cit.%®). Toto
rozmezi bylo potvrzeno i F. Linardim, ktery obdrzel vytézek 3,2 % lapacholu z celkové
navazky 500 g (cit.*°). Vyjimkou jsou jiné druhy tohoto rodu rostlin, ve kterych je lapachol

obsazen vV mnozstvi presahujicim 7 % (cit.1%41).

Hydroxylové derivaty naftochinond jako je lawson nebo lapachol se mohou
vyskytovat ve tfech tautomernich formach, které se od sebe lisi polohou vodikového atomu,
a které jsou vroztoku v chemické rovnovaze, ackoliv nejvice stabilni formou je 1,4-
naftochinon. Tato stabilita je dana zménou dipolového momentu karbonylové skupiny a
tvorbou intramolekularni vodikové vazby. 424 Tautomerni formy jsou uvedeny na obr. 7.
Charakteristickym typem reakce chinont je nukleofilni adice na nékterou z karbonylovych

skupin chinoidniho jadra. Nukleofilnimi ¢inidly byvaji zpravidla aminy. Dalo by se
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oc¢ekavat, ze vzniklym produktem této adi¢ni reakce bude Schiffova baze, ale ¢astéji dochazi

k Streckerové degradaci vzniklych produkti. Tento jev bude pravdépodobné dusledkem

imin-enaminové tautomerie.**4°
: H\ 0
0 o) o
/
l . R l l R R

Lawson, R=H
Lapachol, R = CH,CH=C(CH,),

Obr. 7 Tautomerni formy lawsonu a lapacholu (prevzato z *)

2.2.3.1 Lapachol

Lapachol (2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl-)-1,4-naftochinon) je pfirozené se vyskytujici
1,4-naftochinon znamy od roku 1858. Jedna se o prvni slouc¢eninu izolovanou ze stromu H.
impetig., ktera je navic nejvice rozsitenym chinonem ve dievé dalsich druhd, spadajicich do
geledi trubadovitych (Bignoniaceae).?%® Vyskyt lapacholu neni viak omezen pouze na
jednu cCeled’, ale nachazi se v mnoha dalSich, jakymi jsou naptiklad: SporySovité
(Verbenaceae), proteovité (Proteaceae), bobovité (Leguminosae), krticnikové

(Scrophulariaceae) a dalsi.*’
Historie

Jak jiz bylo zminéno vyse, lapachol byl poprvé objeven v roce 1858, kdy jej Arnaudon
extrahoval jako Zlutou krystalickou latku z povrchu dieva taigu z Paraguaye. Podle dieva,
ve kterém jej objevil, pojmenoval lapachol jako ,taiguic acid”. O devét let pozdéji popsal
Stein podobnou latku jako Arnaudon, kterou vyextrahoval ze dieva stromu Chlorocardium
rodiei (t¢Z znamé jako greenheart) v Surinamu a nazval ji jako ,,greenhartin“. Roku 1879
prokazal italsky fytochemik E. Paterné shodu téchto latek s latkou nazvanou jako kyselina
lapachova (lapachic acid), ziskanou ze stromu lapacho v Jizni Americe.*® V jeho rozsahlém
vyzkumu, publikovaném v ¢asopise Gazzetta Chimica Italiana v roce 1882, byla navrzena
struktura latky nazyvané jako acido lapacico (sumarni vzorec CisHi14O3, struktura je
vyobrazena na obrazku 8).*° Lapachol byl tehdy nespravné nazvan kyselinou kvili jeho
pomérné kyselym vlastnostem, nicméné piitomnost karboxylové skupiny nebyla nikdy
prokazana.*® Paterné se rovnéz zabyval reakcemi lapacholu s nejriiznéj$imi anorganickymi

latkami. Pti reakci lapacholu (kyseliny lapachové) s koncentrovanou kyselinou sirovou
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obdrzel produkt se stejnym elementarnim sloZenim?, ktery nazval lapachon — struktura
rovnéz na obr. 8 (cit.*). To, Ze lapachon je tvofen pouze z jedné molekuly lapacholu (k.
lapachové) a ma stejny sumarni vzorec potvrdil v roce 1889 S. C. Hooker.*® Hooker také na
zéklad¢ provedenych experimenti vyvratil Paternovo tvrzeni, Ze by diskutovana sloucenina
mohla byt kyselina (lapachova) a uvedl novy nazev pro tuto latku, ktery je pouzivan dodnes
— lapachol.® Finalni struktura lapacholu byla Hookerem potvrzena v praci z roku 1896, ve
které se zabyval pozici dvojné vazby v postrannim fétézci, kterd byla Paternem nespravné
uvedena a kterou také sam Hooker nékolik let ve svych publikacich pouzival.®® Strukturu,
dnes jiz bézné pouzivanou lze vidét na obrazku 9. Struktura byla definitivné potvrzena roku
1927, kdy se L. F. Fieserovi podatilo pfipravit lapachol organickou syntézou. Vychozimi
latkami byly dimethylallyl bromid a stiibrna sil hydroxynaftochinonu. O syntetickou
ptipravu lapacholu se pted nim samoziejmé pokousel S. C. Hooker, ktery byl ale ve svych
pokusech neuspésny. Neuspésné pokusy syntézy lapacholu vSak vedly K pfipravé jinych
produkti, konkrétné naptiklad isomerické slouceniny lapacholu — isolapacholu. Vznikly
produkt Fieserovy syntézy byl shledan identickym s lapacholem na zakladé¢ piimého

srovnani se vzorkem piirodni latky, kterou poskytl pravé Hooker.%?

CHs
HC—CH
0—o0
o) CH
C1oHa 12 3 C10H4(05H9)(0H)< >(0H)(C5H9)C10H4
CH 0—O0
Acido lapacico Lapacone

Obr. 8 Navrhy struktur pro lapachol a lapachone podle Paterna z roku 1882 (prevzato z *°)

0

0 o /o

CH

o} 3 OH
- -
CHg CHy
\ 5
CH

0 o @ HaC CHs

o - Lapachon Lapachol B - Lapachon

Obr. 9 Soucasné struktury lapacholu a jeho izomerii s naznacenymi podminkami jejich vzniku (pFevzato z *9)

2 Nelze psat se stejnym sumarnim vzorcem, nebot’ Paterné v t€ dobé uvazoval, Ze pro reakci s uréitou
latkou jsou zapotiebi vzdy dvé molekuly kyseliny lapachové.
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Fyzikdlné chemické vlastnosti

Razné fyzikdlné¢ chemické vlastnosti ovlivituji metabolicky osud biologicky aktivnich
sloucenin a jejich studium je kli¢ové k pochopeni zpuisobu u¢inku. DuleZitymi parametry
jsou naptiklad lipofilita, rozpustnost, permeabilita nebo disociacni konstanta.>® V pevném
skupenstvi je lapachol svétle zluta krystalicka latka malo rozpustna ve vodé€. Rozpustnost je
silné ovlivnéna pH, v kyselé oblasti (pH 4) byla namétena hodnota 1,5 pg/ml, v oblasti
alkalické (pH 10) je rozpustnost daleko vyssi a to az 5 mg/ml. Z toho plyne, ze lapachol bude
dobfe rozpustny ve vodnych roztocich zasad, dale je dobfe rozpustny v diethyletheru,
acetonu a petroletheru. O néco mensi je jeho rozpustnost v rozpoustédlech, jakymi jsou
methanol, ethanol, chloroform nebo benzen.>* Vzhledem k p¥itomnosti hydroxylové skupiny
se lapachol chova jako slabd kyselina, ¢emuz odpovidd 1 jeho disociaéni konstanta,
respektive jeji zaporny dekadicky logaritmus (pKa), ktery nabyva hodnoty 6,15 (cit.%3).
S disociaci jsou uzce spjaty i barevné prechody molekuly. V kyselém prostfedi barvi
lapachol roztok Zluté, naopak v prostiedi bazickém, v disledku deprotonace hydroxylové

skupiny, dojde k barevné pfeméné a roztok bude zbarven do &ervena.’*

2.2.3.2 Ostatni ucinné latky

Vznik vétSiny pyrano a furano derivati lapacholu zacina cyklizaci postranniho fetézce.
V kyselém prostiedi dochazi k protonaci dvojné vazby v postrannim fetézci za vzniku
terciarniho karbokationtu. Terciarni karbokation pak miZze byt pfitahovan hydroxylovou
skupinou na uhliku C; nebo kyslikem chinoidniho jadra v pozici C4.%® Timto mechanismem
vznikaji dvé dulezité isomerni slouceniny lapacholu - a-lapachon a B-lapachon. Struktury
jsou uvedeny na obrazku 9. Jak uZ bylo zminéno na strané 13, tyto derivaty byly pfipraveny
jiz roku 1882 E. Paternem a o né¢kolik let pozdéji definovany jako isomery lapacholu
spole¢né s podminkami nezbytnymi k jejich vytvofeni S. C. Hookerem.**® A¢koliv byly
tyto derivaty pfipraveny umeéle, byl potvrzen i jejich ptirozeny vyskyt ve dieve stromi rodu
Handroanthus (Tabebuia).*! Za zminku stoji uvést n&kolik vlastnosti typickych pro tyto
isomery. a-lapachon vznika reakci lapacholu s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou,
stejné jako a-naftochinony je Zluté zbarveny, destilovatelny s vodni parou. Oproti tomu [-
lapachon mé Cervené zbarveni, vznika reakci lapacholu s koncentrovanou kyselinou sirovou
a neni mozné jej oddélit pii destilaci s vodni parou.®® Na prvni pohled malé rozdily ve
fyzikéalné-chemickych vlastnostech vedou ovSem ke zcela rozdilné biologické aktivité téchto
dvou izomerd. Jednd se pfedevSim o vyznamnou aktivitu proti celé fadé nadorovych

buné&énych linii, ktera byla prokazana u B-lapachonu.?%® V pogcatcich studia B-lapachonu,
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kdy jesté nebyla prokazana jeho protinadorova aktivita, byl v zajmu vyzkumu piedevsim pro
SVOoji antitrypanosomalni aktivitu.*’ B-lapachon ma velky potencial vzhledem k jeho
farmakologickym vlastnostem, pro pfedstavu se jednd naptiklad o antiparazitni,
antihypertenzni, antiangiogenni a zejména cytostatickou aktivitu. Navzdory tomu je vSak
jeho pouziti v klinické praxi znaén¢ omezeno z diivodu nizké rozpustnosti ve vodé a

gastrointestindlnich tekutindch.*

S ohledem na mnozstvi pozitivnich G¢inkl byvaji zkoumany piedevsim naftochinony
a ostatni latky byvaji upozad’ovany, ackoliv i ony vykazuji mnohé biologické aktivity.
Jednou takovou skupinou latek jsou napiiklad methoxy derivaty benzaldehydu a kyseliny
benzoové. Mezi né patii napiiklad vanilin, kyselina vanilova, veratralaldehyd, kyselina p-
anisovd, nebo kyselina veratrova. Tyto latky jsou zndmé predev§im pro své antioxidacni
schopnosti, zejména pak posledni zminovana latka - kyselina veratrova, ktera je nejvice
zastoupenym derivatem kyseliny benzoové v rostlinné fisi. Diky svym antibakterialnim,
protizanétlivym, antihypertenznim vlastnostem a zarovei neprokazané toxicite je spojovana

s Gi¢innosti lapacha.33%’

Posledni dilezitou skupinou latek, kterd nebyva takika viibec zmifiovéna, jsou lignany.
Jedna se o rostlinné fenoly, které mohou byt pfitomny volnég, nebo vazané glykosidickou
vazbu na rizné druhy sacharidt. Jejich hlavnimi funkcemi jsou ochrana rostlin proti
patogentim a regulace rastu rostlin. Nejvice jich byva obsaZeno ve stromech, nebot’ prave ty
potiebuji byt béhem celé¢ho Zivota chranény. Spolu s dalSimi polyfenolickymi latkami se

lignany koncentruji zejména v jadrovém dievé stromd.”®

V praci byl pfi mnohych
experimentech detegovan lignan sesamin, ale spojitost s jeho vyskytem v lapachu nebyla

V literatuie dosud popsana.

2.2.4 Lécivé ucinky

Mnoho let byl v poptedi zajmu klinickych vyzkumt zejména lapachol, jehoz cytotoxickych
ucinkli melo byt vyuzito k 1é¢bé rakoviny. Nicméné u néj nebyl zcela jasné prokéazan vliv na
nadorova onemocnéni a zaroven vykazoval extrémné toxické vedlejsi tcinky. Tyto divody
vedly k jeho vyfazeni z NCI (National Cancer Institute) roku 1974 (cit.?!). Naopak se do
popiedi zadjmu dostal B-lapachon, ktery vykazoval schopnost inhibovat topoizomerazu I a

také opétovné aktivovat apoptotické drahy, které se podili na odstraiiovani rakovinotvornych

bunék z t&la.>® Vzhledem ke své aktivité je lapachol idealnim kandidatem pro strukturni
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modifikace s cilem vytvoftit analogy, které by mély lepsi aktivitu a zaroven mensi nezadouci

toxicitu.32 60

Mezi hlavni 1é¢ivé vlastnosti lapacholu patii jeho antibakterialni a antifungicidni
aktivita. Téchto vlastnosti je vyuzivdno zejména pii 1€¢bé kvasinkovych infekci a
onemocnénich kiize zplisobené bakterii Staphylococcus aureus.’® Dalsimi daleZitymi
vlastnostmi je u¢inné pisobeni proti virovym kmenim (naptiklad herpetické viry skupin I a
IT) ¢i inhibi¢ni aktivita va¢i bunkdm uvolilujicim histamin, coz vede k protizanétlivym
Gginkiim.*” Vyznamnou je také antiparazitni aktivita, kterou lapachol disponuje, zejména
proti parazitickym prvokiim rodu trypanozoma a plasmodium, ktefi zptisobuji Chagasovu
nemoc V piipadé Trypanosomy cruzi a maldrii zpisobenou parazitem Plasmodium
falciparum. Tato onemocnéni jsou vaznym problémem zejména obyvatelstva Latinské

Ameriky, rozsifeny jsou ale po celém svéts.*®
2.3 Metody extrakce ucéinnych latek

Mezi nejcastéjsi metody extrakce bioaktivnich latek z rostlinného materialu patii Soxhletova
extrakce, macerace, ¢i vafeni rostlinnych ¢asti v riznych rozpoustédlech. Postupem casu
dochazi, jako v kazdém védnim oboru, K objeviim a vynalezim novych metod a technik,
které¢ by zefektivnily extrak¢éni postup a zaroven poskytovaly srovnatelné, nebo lepsi
vysledky nez metody diive pouzivané. Jednim ptikladem za vSechny mlze byt Soxhletova
extrakce, kterd je soucasti normovanych postupli a byva casto standardem pro srovnani
s novymi technikami.®! Nevyhody jako dlouhd extrakéni doba (napf. 48 hodin) a nadmérna
spotieba rozpoustédel, se kterou jsou spojeny dalsi faktory (cena, Cistota, toxicita, pouziti
smésnych rozpoustédel atd.), vedou k hledani alternativ pro extrakci suseného materialu
nejcastéji ptirodniho plivodu. Témi mohou byt techniky, jako jsou extrakce za zvySeného
tlaku a teploty, extrakce za pouziti superkritickych kapalin, nebo také mikrovinné asistované
extrakce. Posledni dvé zminované techniky jsou pomérné€ nové a jejich piednosti je kratsi
doba extrakce, men$i spotieba rozpoustédel a tim padem menSi zatéz pro Zivotni

prostiedi.6%63

2.3.1 Remdihak plstnaty

Témeét vSechny alkaloidy jsou bazického charakteru, tomu odpovidaji hodnoty zaporného
dekadického logaritmu disociacnich konstant, pohybujici se v rozmezi od 6 do 12. Drtiva
vétsina alkaloidli se pohybuje v rozmezi 7 - 9. Izolace alkaloidi je zaloZena na skutecnosti,

ze mohou byt extrahovany pfi neutralnich, ¢i bazickych podminkach (napt. alkalizace
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rostlinného materidlu amoniakem, uhli¢itanem sodnym, pifipadné¢ hydrogenuhli¢itanem
sodnym), nebo za kyselych podminek v ptipad¢€, ze pro volné baze je pouzito organické
rozpoustédlo (napf. chloroform, ethylacetat, alkoholy, dichlormetan atd.) a pro protonované

baze rozpoustédlo polarni (voda, alkoholy).%

Bézn¢ pouzivanymi rozpoustédly pro extrakci alkaloidi a dalSich biologicky
aktivnich latek z U. tomentosy byva voda, ethanol, nebo methanol, ptipadné predchozi dvé
rozpoustédla v uréitém poméru s vodou.®® Nejen pomér pro miseni rozpoustédel je dilezity,
ale také pomér rostlinného materialu a pouzitého rozpoustédla je klicem k tispésné izolaci
aktivnich latek. Uvadi se, ze dobrych vysledkt Ize dosahnout pti dodrzeni poméru rostlina :

rozpoustédlo 1:10 (w/v).%

Pti vybéru extrakéni metody je nutné respektovat nékteré klicové chemické vlastnosti
oxindolovych alkaloidd. Jde pfevedSim o podléhani izomeraci, obzvlasté za horka a za
piitomnosti kyselych nebo bazickych latek.’® Bylo zjisténo, 7e izomerace probiha rychle
V neutralnich a zésaditych roztocich, nezavisle na teploté. Naopak v kyselych roztocich byla
izomerace pomalejSi a pii pokojové teploté k ni takika nedochazelo. Z toho vyplyva, ze
klasicka kontinualni extrakéni Soxhletova technika, kde je material v kontaktu s vroucim
rozpoustédlem, navic po del§i dobu, je zcela nevhodna, stejné jako superkriticka extrakce
oxidem uhli¢itym, pfi které rovnéz dochdzi k izomeraci. Extrakty ziskané témito metodami
nevypovidaji o aktudlnim zastoupeni alkaloidd v rostlinném materidlu.'® Na druhou stranu,
v praci V. Lopez-Avilly je srovnavana extrakce methanolem a superkritickym oxidem
uhli¢itym. Vysledky ukazuji na mnohem Cist&}si extrakty ziskané superkritickou extrakci a
vétsi mnozstvi balastnich latek v methanolovych extraktech.®® Potlagit vliv izomerace jde

také za pouziti akcelerované extrakce s naslednym pfedisténim za pomoci iontoménict.®’

Pro extrakci suSeného rostlinného materidlu se velice hojné¢ vyuziva macerace, pii
které se Vv urcitém poméru misi methanol, voda a koncentrovana kyselina chlorovodikova.
Macerace se provadi za pokojové teploty a mize byt nékolikrat opakovéana. Nasleduje
neutralizace ziskaného extraktu hydroxidem sodnym a fosfitovym pufrem o pH 7.58%°
Alternativou mtze byt extrakce methanolem za zvyseného tlaku. Ziskané extrakty jsou
okyseleny kyselinou chlorovodikovou s naslednym pfecisténim na kolonkach pro extrakci

tuhou f4zi.%"

Dalsi moznosti je okyseleni suchych, rostlinnych casti kyselinou sirovou,
centrifugace a nasledné nékolikrat se opakujici extrakce ethylacetaitem. Odebira se vodna
faze, jejiz pH je upraveno hydroxidem amonnym a opét se provadi extrakce ethylacetatem.

Extrakce miize byt samoziejmé provadéna i bez ptidavku kyselin.”
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2.3.2 Handroanthus impetiginosus

Naftochinony obsahujici hydroxylovou skupinu ve své molekule, diky které¢ se chovaji jako
slabé kyselé latky, budou obecné dobfe extrahovatelné latkami bazické povahy.*® Jak uz bylo
feceno, dobie rozpustny je lapachol v etherickych rozpoustédlech (diethylether, petrolether)
a také v acetonu. Této vlastnosti je vyuzivano pii extrakci lapacholu a jeho derivati
z rostlinného materidlu. K extrakci naftochinonii z lapacha je nejcastéji vyuzivano
Soxhletovy extrakce. Postupy vychazejici z tohoto typu extrakéni metody pochazi pievazné
Z ptrelomu dvacatého a dvacatého prvniho stoleti. Pouzitym rozpoustédlem byva ve vétsing
piipadd petrolether, piipadné smés petrolether + diethylether + aceton.?’? Petrolether je
asto pouzivan i pfi maceraci pomletého materidlu provadéné za laboratorni teploty.4%->*
Dale jsou k extrakcim, jako je macerace nebo var pod refluxem, pouZivana rozpoustédla
methanol a ethanol. Pfi tomto typu extrakci dochdzi ¢asto k nasledné reextrakci ptipadné

frakcionaci pomoci chloroformu nebo ethylacetatu. 207374

Zminovanou alternativou k Soxhletové extrakci by mohla byt superkriticka fluidni
extrakce. Vzhledem K pouziti extrakti v medicing, je nadkriticky oxid uhli¢ity, jako
netoxicka extrakéni kapalina, vice neZ vhodnym kandidatem. Limitem miize byt ovSem
rozpustnost naftochinont, které maji byt nadkritickym oxidem uhli¢itym extrahovany.”
Nicméné publikaci, ve kterych by byl uveden postup pro extrakci lapacholu a od né¢ho
odvozenych derivati nadkritickym uhli¢itym, je minimum, konkrétné k dne$nimu datu je
znama pouze jediné publikace. V ni se autofi také zabyvaji pfimym srovnanim této extrakce
s extrakci podle Soxhleta. Vysledky, které obdrzely superkritickou extrakci, provadéné za
teploty 40 °C a tlaku 20 MPa byly srovnatelné s extrakci podle Soxhleta a Cistota extraktl
byla shodna s témi, kde bylo vyuzito n-hexanu jako rozpoustédla. Rovnéz prokazali vliv
extrakénich podminek, konkrétné tlaku na vytéznost lapacholu. Uéinnost extrakce byla
s rostoucim tlakem zvySovana a nejvétsi obsah lapacholu ve vzorku byl zaznamenan pfi
tlaku 21 MPa.”® Tento tlak byl oviem nejvy3s$im pouzitym v dané praci a neni tak mozné
fici, zda by jeho dalSi zvySovani vedlo k narGstu vytéznosti. Nicméné vysledky z vyse

uvedené prace tomu nasveédcuji.
2.4 Analyza bioaktivnich latek
2.4.1 Remdihak plstnaty

Alkaloidy rostlin z rodu Uncaria Ize separovat mnoha nejriznéj$imi metodami. Za nejvice

pouzivané lze oznacit chromatografii na tenké vrstvé, vysokoucinnou kapalinovou
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chromatografii nebo kapilarni elektroforézu. Tyto techniky jsou rovnéz vyuzivany pii
kontrole kvality produktil vyrdbénych z vilcacory.? Pii podrobngj$im prochazeni literatury
je ovSem jasn¢ vidét dominantni postaveni HPLC nad ostatnimi technikami. At uz s UV

detekci, nebo o néco méné v kombinaci s hmotnostné spektrometrickou detekei.

Postupy pro separace vyse uvedenych alkaloidi za pomoci plynové chromatografie
nejsou V literatufe takika viibec uvadény, nebot’ jeji pouziti ma zna¢na omezeni v dusledku
malé tdkavosti a termalni nestability mnoha alkaloid.”” Tato omezeni nemusi byt nutngd
piekazkou a divodem, pro¢ se vzdat tohoto zplisobu separace. Naopak mohou byt motivaci
pro optimalizaci jak extrakcnich, tak separa¢nich podminek a plynova chromatografie se tak
muze stat vhodnou srovnavaci technikou pii izolaci alkaloidi z rodu Uncaria. Lze to vidét
v praci J. D. Phillipsona, ve které se povedlo identifikovat jedenact alkaloidi pomoci
plynové chromatografie.”® Separaci latek pomoci plynové chromatografie bude vyrazné
ovlivnéna zménou chemické struktury latek pomoci derivatizace S cilem vylepSit
chromatografické vlastnosti latek a mnohdy viibec umoznit jejich detekci. Derivatizace
indolovych alkaloidl je provadéna trimethysilyla¢nimi ¢inidly — hexametyldisilazan, N,O-
bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid (BSTFA), N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA), nebo
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA).” Jako ptiklad lze uvést extrakci
rostlinného vzorku smési rozpoustédel methanol - voda, kdy byla po upravé extraktu
provedena derivatizace BSTFA v prostiedi pyridinu pro lepsi detekovatelnost sledovanych

latek .52

2.4.2 Handroanthus impetiginosus

V soucasné dobé jsou metody analyzy naftochinii zaloZzeny zejména na vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii a plynové chromatografii. Tyto metody nahradily diive
pouzivanou tenkovrstvou chromatografii.®>>* Se separa¢nimi technikami jsou tizce spojeny
moznosti detekce. Lapachol spolu se svymi derivaty tvoii barevné roztoky, a proto je jejich
detekce ve vétSing piipadi spektrofotometrickd (spojeni HPLC-UV/VIS). Spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci poskytuje vysoce citlivou detekci chinonti a mize byt
pouzito i jako srovnavaci identifikaéni metoda k HPLC-UV/VIS.?® Pocatky studia
fragmentace naftochinonti 1ze datovat rokem 1970, kdy byla uvetejnéna publikace obsahujici
hmotnostni spektra naftochinonti ptibuznych lapacholu véetné popsanych fragmentacnich
cest.?% Nasledovalo ovéfovani identity téchto naftochinont, znaéné usnadnéné vyvojem

nuklearni magnetické rezonance.’! Znalost fragmentaénich cest a relativnich intenzit
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fragmentti, které jsou specifické a reprodukovatelné, je v dneSni dobé c¢ini snadno
pouzitelnymi pro identifikaci lapacholu a jeho analogf.?®

Limitujicim faktorem pro vyuziti plynové chromatografie je nedostatecna tékavost
chinoidnich sloucenin. Proto je vhodné chinony derivatizovat vhodnym c¢inidlem, jakym
muze byt napiiklad PFHBA (0O-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyl)hydroxylamin), nebo DNPH
(4-dinitrofenylhydrazon) a nebo smés silyla¢nich ¢inidel - N,O-bis-trimethylsilyl-acetamid
+ trimethylchlorsilan + trimethylsilyl jodid (BSA+TMCS+TMI).%
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

e Aceton p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Acetonitril p.a., Sigma-Aldrich, Praha, Cesk4 republika
e Diethylether p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Dusitan sodny p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Ethylacetat p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Hexan p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Hydroxid sodny p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Chloroform p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Kyselina sirova 96% p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Methylalkohol p.a., PENTA, Chrudim, Ceské republika
e Methylisobutylketon p.a., LOBA Feinchemie GmbH, Fischamend, Rakousko
e N-Methylmocovina p.a., Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika
e Propan-2-ol p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Pyridin p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Silyla¢ni ¢inidlo N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika
e Silyla¢ni ¢inidlo Hexamethyldisilazan (HMDS), Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
republika
e Terc-butyl methyl ether p.a., Acros Organics, Geel, Belgie
e Toluen p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Standardy:
o Lapachol p.a., Merck, Praha, Ceské republika
o Lawson p.a., Merck, Praha, Ceska republika

o 4-Ethylfenol p.a., Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika
3.2 Pristrojové vybaveni

e Centrifuga 5702, Eppendorf, Hamburk, Némecko
e Centrifuga MIKRO 20, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko
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e Milynek mini PULVERISETTE 23, Fritsch GmbH - Milling and Sizing, ldar-
Oberstein, Némecko

e Plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem 5975 C, Palo Alto,
Kalifornie, USA. Nosny plyn — Helium (Cistota 99,9995 %, rychlost pritoku 0,9
ml/min, SIAD, Bergamo, Italie). Kolona — ZB-5HT (parametry 30 m x 0,25 mm x
0,10 um, Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA). Podminky GC separace (50 °C
(2 min) — 10 °C/min — 300 °C (15 min); nastiik 1 ul (280 °C), davkovaci puls 138
kPa, 12 s. Hmotnostni spektra byla snimana v rezimu TIC v intervalu 29 - 800 m/z.

e Superkriticky fluidni extraktor Lizard 2001 (Seko-K), Brno, Ceska republika

e Termostat blokovy SBH 130, Stuart, Staffordshire, Velka Britanie

e Trepacka Reax Top, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach, Némecko

e Ultrazvukova Cdisticka Elmasonic S40H, Elma Schmidbauer GmbH, Singen,
Némecko

e Vysokotlaky extraktor one PSE, Applied separations Inc., Allentown, PA, USA
3.3 Vzorky rostlinného materialu

e Uncaria tomentosa (vilcacora), Baba ziota, Polsko, zem¢& piivodu Paraguay
e Handroanthus impetiginosus (lapacho)
o Lapacho, OXALIS, spol. s. r. 0., Ceské republika, zemé ptivodu Brazilie
o Lapacho, MILOTA s. r. o., Ceka republika, zemé ptivodu - neuvedena
o Lapacho, SONNENTOR Kréuterhandels GmbH, Rakousko, zem¢ puvodu
Brazilie

o Lapacho, BaBa ziota, Polsko, zem¢ ptivodu Peru
3.4 Priprava extraktu
3.4.1 Macerace

Do dvou plastovych zkumavek bylo navazeno piesné¢ 1000 mg susené kury vilcacory a
lapacha. Bylo ptidano 10 ml methanolu a uzaviené zkumavky byly ponechany v temnu pii
laboratorni teplot¢ po dobu jednoho tydne. Pfed odebranim 1 ml supernatantu do

ptipravenych vialek byla provedena centrifugace (4400 ot/min, 5 min).
3.4.2 Extrakce pomletého rostlinného materialu
Vzorky rostlinného materialu byly pomlety kulickovym mlynkem do vysledné jemné

praskové konzistence. Takto namleté vzorky byly navazeny do plastovych zkumavek typu
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eppendorf (dvé zkumavky po 200 mg) a bylo k nim ptidano po 2 ml methanolu. Obsah
zkumavek byl fadné€ protfepavan, jak ru¢né, tak pomoci tfepacky a nasledné¢ centrifugovan
(14000 ot/min, 3 min). Po centrifugaci byl odebran 1 ml supernatantu, ktery byl analyzovan

na plynovém chromatografu.
3.4.3 Extrakce sadou rozpoustédel

Vzorky rostlinného materidlu byly opét namlety kulickovym mlynkem a poté
zhomogenizovany. Do zkumavek eppendorf o objemu 1,5 ml bylo navdzeno 80 mg
namletého materialu a bylo ptidano 800 ul rozpoustédla. K extrakci byla pouzita sada
dvanacti rozpoustédel s riznou polaritou — viz tabulka Il. Zkumavky byly protiepavany jak
ruéné, tak jednu minutu pfistrojové s vyuzitim tiepacky a poté sonifikovany v ultrazvukové
lazni po dobu 10 minut. Pfed samotnou analyzou byla provedena centrifugace (12000
ot/min, 3 min) a nasledné bylo odebrano 480 ul supernatantu do pfipravenych vialek.
Extrakty ve vialkach ziskané z vilcacory byly po analyze odpateny proudem dusiku pti 70

°C a derivatizovany ¢inidlem HMDS — postup uveden v kapitole 3.7.

Tab. Il Pouzitd rozpoustédla pro extrakci vilcacory a lapacha serazend sestupné dle polarity

Pouzita rozpoustédla

Destilovana voda Ethylacetat
Acetonitril Chloroform
Methanol Terc-butyl methyl ether
Aceton Diethylether
Propan-2-ol Toluen
Methylisobutylketon Hexan

3.4.4 Extrakce péti vybranymi rozpoustédly

Do péti zkumavek typu eppendorf bylo navdzeno 150 mg pomletého rostlinného materialu,
ke kterému bylo ptidano 1,5 ml rozpoustédla. Pro extrakci bylo vybrano pét rozpoustédel
z ptedchozi sady, kterd se na zéklad¢ dosazenych vysledka jevila jako nejvice vhodna.
Jednalo se 0 polarngjsi rozpoustédla a to: methanol, aceton, acetonitril, ethylacetat a
methylisobutylketon. Vzorky ve zkumavkach byly intenzivné protiepavany (ru¢n€ i na
ttepacee), sonifikovany v ultrazvukové 1dzni (10 min), poté znovu protfepavany na tiepacce
a na zavér centrifugovany (14000 ot/min, 3 min). Do vialek bylo odebrano po 1 ml

supernatantu z kazdé zkumavky. Odebrany supernatant byl dale rozdélen na dvé poloviny
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do novych vialek, pficemz vétsi ¢ast (600 pl) slouzila ptimo k analyze a ta mensi byla

derivatizovana — viz kapitola 3.7 Uprava vzorkd.

Po skonceni analyzy byly nederivatizované vzorky dale zpracovavany. Konkrétné se
jednalo o jejich zakoncentrovani, které probihalo tak, Ze vzorky byly napipetovany do jedné
vialky a obsah ve vialkach byl odpafen na vysledny objem 200 ul pomoci proudu dusiku a
soucasného zahtivani na 60 °C. Obsah z vialek byl pteveden do insertu o objemu 200 pl, aby
bylo umoznéno pfimé nadavkovani tak malého mnozstvi vzorku. Jakmile byla ukoncena

analyza na plynovém chromatografu, vzorky byly derivatizovany — postup v kapitole 3.7.
3.4.5 Vysokotlaka extrakce — nepomleté vzorky

Vysokotlaka extrakce byla provadéna na ptistroji one PSE. Pro vSechny extrakce na tomto
pfistroji byly pouzity patrony z nerezové oceli o objemu 10 ml, na jejichz dno byla umisténa
frita a tenka vrstva kiemeliny. Podminky provedeni extrakce byly nasledujici: teplota 150
°C, tlak 15 MPa, 2 pracovni cykly (kazdy v délce trvani 10 minut), pouZité rozpoustédlo -
methanol. Na dno patrony byl kvantitativné pfeveden vzorek nepomletého rostlinného
materialu (navazka 1,5 g) a extrahovan za vySe uvedenych podminek. Ziskany extrakt byl
zakoncentrovan na objem 5 ml pomoci proudu dusiku a sou¢asného zahiivani na 80 °C. Poté
byl do zkumavky eppendorf odebran 1 ml extraktu a centrifugovan (14000 ot/min, 5 min).
Supernatant byl odebran do pfipravenych vialek a nésledovala analyza na plynovém
chromatografu. Vzorky byly po ukonéeni analyzy odpafeny do sucha a podrobeny

derivatizaci, jejiz parametry jsou uvedeny v kapitole 3.7.
3.4.6 Vysokotlaka extrakce — pomleté vzorky

Pomlety a zhomogenizovany rostlinny material byl navdzen (300 mg obou rostlin) a
kvantitativné pfeveden do patrony pro vysokotlakou extrakci, kterd probihala za stejnych
podminek jako v pfedchozim pfipadé. Vysledny extrakt byl proudem dusiku odpaten na 1
ml, ktery byl pfeveden do vialky a pfipraven k analyze. Po skonceni analyzy byly vzorky

odpateny do sucha a derivatizovany — viz kapitola 3.7.
3.4.7 Superkriticka fluidni extrakce

K superkritické fluidni extrakci byl pouzit pfistroj Lizard 2001 od firmy Seko-K, Brno (obr.
10 na stran¢ 28). U pfistroje tohoto typu neni umoznéno kontinudlni davkovani modifikatoru
spole¢né s oxidem uhli¢itym a tak byl modifikator, kterym byl pro vSechny extrakce
methanol, davkovan do patrony se vzorkem vzdy pted zahajenim extrakéniho cyklu. Pro

extrakce nepomletého materialu byla pouzita patrona z nerezové oceli o rozmérech 62 mm
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X 5,1 mm (vnitini objem 1,267 c¢cm®) a v ptipadé pomletého rostlinného materialu byla
pouzita patrona o rozmérech 62 mm x 4,0 mm (vnitini objem 0,779 cm®). Déle byly vSechny
extrakce provadény za téchto podminek: vyhiivani extrakéni cely na 60 °C, teplota
restriktoru 100 °C a tlak 25 MPa. Zachyt analyt probihal do tmavych vialek naplnénych 3
ml methanolu. Tyto podminky byly tedy pro vSechny extrakce konstantni a proménnymi se
tak staly doba trvani jednoho extrakéniho cyklu, celkovy pocet téchto cykli, mnoZzstvi

vzorku a objem piidavaného modifikatoru.

Pilotni pokus byl realizovan s nepomletymi vzorky, u vilcacory se jednalo o navazku
623,5 mg, u lapacha bylo navazeno 1274,1 mg. Extrakce probihala za podminek uvedenych
vySe, v prvnim kroku bez modifikatoru po dobu 30 minut. Obsah v zachytové vialce byl
odfoukan proudem dusiku pii sou¢asném zahtivani (70 °C) na vysledny objem 1 ml, ktery
byl stejnomérné rozdélen do dvou novych vialek. Jedna sada vialek s 500 ul vzorku byla
ptipravena piimo K analyze, ve druhé sad¢ byl objem odfoukan do sucha pomoci proudu
dusiku a nésledné silanizovan. Druhy krok spoc¢ival v nadavkovani modifikatoru do patrony
naplnéné vzorkem z ptedchozi extrakce. Davkovany objem byl 200 pl, jeden extrakéni
cyklus trval 15 minut. Po uplynuti této doby bylo do patrony opét nadavkovano 200 pl
modifikatoru a znovu probihala extrakce 15 minut. Ziskany extrakt byl zpracovan totoZnym

zpusobem jako v prvnim kroku.

Sada pomletych vzorkl oznacena indexem 1 (V1, L1) byla extrahovana obdobné jako
nepomleté vzorky s pfidavkem modifikatoru. Pouze stim rozdilem, ze bylo 200 pl
methanolu nadavkovano pted zahéajenim extrakce. Sada oznacena indexem 2 (V2, L2) byla
extrahovana jednou bez modifikatoru a poté nasledovaly 3 cykly s ptidavky 300 pl a 2x 200
ul. Jelikoz dochazelo k opakovanému ucpavani restriktoru, musel byt vzorek vilcacory z
druhé sady opakovan a pro vzorek lapacha byla pouzita zkusebni frita z polyethylenu.
VSechny parametry extrakci vcetné navazek pomletych vzorkd jsou piehledné uvedeny
v tabulce I1l. Nasledné zpracovani extraktl zahrnovalo jejich zakoncentrovani proudem
dusiku na 1 ml, rozdé€leni na 2 symetrické poloviny, kdy jedna polovina byla pfipravena
ptimo k analyze a druha polovina byla derivatizovana silylacnim ¢inidlem. U lapacha (L>)
doslo po ukonceni extrakce navic K oplachu spodni ¢asti patrony s fritou, nasledovaného
dvacetiminutovou sonifikaci v methanolu, centrifugaci (4400 ot/min, 5 min) a odbérem 500

ul, které byly poté derivatizovany.
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Tab. 11l Parametry provedeni superkritické fluidni extrakce pomletého rostlinného materidlu

Celkovy

“ . ) Doba Pocet
Oznaceni Navazka objem .
ey x extrakce  extrakénich
vzorku (mg) modifikatoru . .
(min) cykli
(nl)
V1 275,8 400 15 2
Vilcacora V2 281,7 600 10 3
V> (opak) 197,4 700 10 4
Lapacho L1 195,1 400 15 2
P L, (s fritou) 1995 700 10 4

Dalsi sada experimentt probihala opét s namletymi vzorky. U vzorku vilcacory Vi se
jednalo celkem o 3 extrakéni cykly s pfidavkem modifikatoru 600 ul (3x 200 pl), pro vzorek
V2 bylo navyseno davkovani modifikatoru z 200 pl na 300 pl. Obsah v zachytovych vialkach
byl odfoukan na 2 ml a rozdélen po 1 ml do novych vialek (V1 —»VDs, VD2 a V2 —VDs,
VDs). Vsechny vzorky kromé VD1 byly derivatizovany. Vzorek lapacha L byl v prvnim
cyklu extrahovan s 300 pl methanolu, nasledoval cyklus bez modifikatou, potom opét s 300
ul, bez modifikatoru a posledni cyklus se 100 pl modifikatoru. Doslo k zakoncentrovani
objemu v zachytové vialce z 3 ml na 2 ml, které byly nasledné rozdéleny jako u vilcacory.
Jedna c¢ast extraktu nebyla derivatizovana (LD1), druhd (LD2) za pomoci ¢inidla BSTFA.

Shrnuti navazek spolu s parametry extrakci jsou shrnuty v tabulce 1V.

Tab. IV Parametry provedeni superkritické fluidni extrakce pro vzorky vilcacory a lapacha

Celkovy «
Oznaceni Navazka objem Doba Poc? t ,
g extrakce  extrakénich
vzorku (mg) modifikatoru . .
(min) cykli
(ul)
Vilcacora V1 110,4 600 10 3
V> 111,9 900 10 3
Lapacho L 110,5 700 10 5

Vzorky ¢aje lapacho od tfi riznych vyrobci byly pomlety na mlynku a
zhomogenizovany. Ke kazdému vzorku bylo pted zahajenim extrakce, ktera trvala 15 minut,
ptidano 100 pl modifikatoru. Po ukonéeni jednoho cyklu bylo znovu nadavkovano 100 pl a
extrakce byla opakovana. Obsah v zachytovych vialkach byl odfoukan na 1 ml a piimo
analyzovan plynovym chromatografem. Navazky spole¢né s parametry extrakce jsou

uvedeny v tabulce V.
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Tab. V Shrnuti podminek superkritické fluidni extrakce pro i riizné vzorky caje lapacho

. Cell_(ovy Doba Pocet
, Navazka objem ‘.
Vyrobce et extrakce extrakénich
(mg) modifikatoru . .
(min) cykla
(n)
Milota 118,8
Lapacho Oxalis 116,9 200 15 2

Sonnentor 116,8

Obr. 10 Pristroj pro superkritickou fluidni extrakci znacky Lizard 2001 firmy Seko-K, Brno

3.5 Priprava standardnich roztok

Standardni roztoky lapacholu, lawsonu a 4-ethylfenolu o vysledné koncentraci 1 mg/ml byly
piipraveny rozpusténim piislusné navazky v methanolu. K analyze, provadéné soubézné se
tiemi vzorky Caje lapacho, bylo odebrano 50 pl standardniho roztoku lapacholu a doplnéno
hexanem na vysledny objem 500 pl — viz obrazek 40 v kapitole 4.5. Ostatni analyzy byly

provedeny odebranim 50 ul standardi, které byly doplnény methanolem na vysledny objem

500 pl.
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3.6 Priprava diazomethanu

Prekurzorem pro vyrobu diazomethanu byla N-methylmocovina, jejiz nitrosaci vznikl
produkt N-nitroso-N-methylmocovina, ktery byl rozpoustén v hydroxidu sodném za vzniku
diazomethanu. Navazka 2,5 g N-methylmocoviny a 2,45 g dusitanu sodného byla rozpusténa
v 25 ml vody a ochlazena v 1azni s ledem. Ke vzniklému roztoku bylo za stalého michani a
chlazeni postupné pfidavano 1 ml koncentrované kyseliny sirové, ktera byla zfedéna 10 ml
vody. Vylucovani sraZzeniny probihalo po dobu dvou hodin, béhem kterych byl obsah
nékolikrat promichan. Vznikla srazenina N-nitroso-N-methylmocCovina byla odsata na
Biichnerové nalevce a promyta destilovanou vodou. Prosavanim byla srazenina zbavena
prebyteéné vody. Rozklad N-nitroso-N-methylmocoviny na diazomethan probihal v aparatu
vyobrazeném na obrazku 11. Do prvni vialky naplnéné diethyletherem byl pifes septum
zaveden ptivod dusiku. Dusik nasyceny etherem byl pomoci hadi¢ky zavadén do druhé
vialky, ve které byla N-nitroso-N-methylmocovina spolu s 5 ml destilované vody a 1 ml
diethyletheru. Do této vialky bylo pfes septum nadavkovano pomoci injekéni stiikacky 5 ml
hydroxidu sodného o koncentraci 4 mol-dm, Vznikajici diazomethan byl jiman do posledni
vialky naplnéné diethyletherem. Vznikly produkt byl uschovan v mrazicim boxu pfi teploté

-20 °C do doby, nez byl pouzit k analyze.

5mlH,0 DE+CHN,
+ 1 ml DE
+ NMU

Obr. 11 Apardt pro piipravu diazomethanu
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3.7 Uprava vzorkt — derivatizace

Derivatizace extraktt, ziskanych po sonifikaci s péti vybranymi rozpoustédly, byla
provadéna silylatnim c¢inidlem hexamethyldisilazanem (dale uz jen HMDS) v prostiedi
pyridinu. Odparky byly rozpustény v 200 pl pyridinu a silanizovany 200 ul HMDS. U
zakoncentrovanych vzorkd probihala silanizace s 100 pl pyridinu a 100 pl HMDS.
V piipadé extrakti z vysokotlaké a superkritické fluidni extrakce bylo pouzito 250 pl
pyridinu a 250 pl ¢inidla HMDS. Smés v uzavienych vialkach byla v obou piipadech
zahtivana po dobu 30 minut pti 70 °C. Po inkubaci byly vzorky ze sonifikace pfipravené
k analyze na plynovém chromatografu. Vzorky z vysokotlaké extrakce byly po inkubaci
zcentrifugovany (4400 ot/min, 5 min) a pro analyzu bylo odebrano 400 pl supernatantu a
doplnéno hexanem na vysledny objem 500 pl. Vétsinu vzorku ze superkritické fluidni
extrakce bylo mozné ihned po inkubaci analyzovat, pouze vzorek vilcacory (V2) musel byt
centrifugovan (4400 ot/min, 5 min) a poté z n&j bylo odebrano 400 pl supernatantu, ktery

byly dopInén hexanem na objem 500 pl.

Derivatizace druhé sady extraktl, ziskanych superkritickou extrakci namletych
rostlinnych vzorki, probihala opét po dobu 30 minut pii 70 ‘C za podminek, jenz jsou

uvedeny v tabulce VI.

Tab. VI Derivatizacni podminky druhé sady vzorkii ze superkritické fluidni extrakce

Oznaceni e ey Objem
Derivatiza¢ni smés
vzorku (ul)
VD> HMDS + pyridin 250 + 250
Vilcacora VD3 HMDS + pyridin + TFA 250 + 250 + 10
VD4 BSTFA + pyridin 50 + 50
Lapacho LD, BSTFA + pyridin 50 + 50

Standardni roztok lapacholu, ktery byl analyzovan soubéZné se ttemi vzorky ¢aji byl
derivatizovan nasledovné: 50 pl standardu odpateno dusikem, k prvnimu vzorku ptidano
100 pl pyridinu a 100 pl €¢inidla HMDS. Druhy vzorek byl silanizovéan ¢inidlem BSTFA (50
ul) v prostedi pyridinu (50 pl). Po ukonceni silanizace trvajici 30 minut pii 70 °C byly
vzorky doplnény hexanem na vysledny objem 500 pl.

Standardni roztoky lapacholu, lawsonu a 4-ethylfenolu byly derivatizovany cinidly
BSTFA, HMDS a diazomethanem za podminek, jenz jsou uvedeny v tabulce VII. Doba
trvani silanizace a methylace byla 30 minut. Silanizace probihala pii zvySené teploté 70 °C
a methylace za laboratorni teploty. Vzorky silanizované pomoci BSTFA byly po ukonceni

inkubace a vychladnuti doplnény hexanem na vysledny objem 500 pul. Methylované vzorky
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byly odpafeny do sucha a doplnény na vySe uvedeny objem methanolem. K dalsi sad¢ tii
standardnich vzorkd derivatizovanych diazomethanem byla po ukonceni methylace a
odpareni do sucha piidana ¢inidla HMDS a BSTFA ve stejnych objemech, které byly
pouzivany v pfedchozi analyze — viz tabulka V1. Vzorky, ke kterym bylo pfidavano BSTFA,
byly po ukonc¢eni inkubace a vychladnuti doplnény hexanem na vysledny objem 500 pl. Cela

tato sada vzorki byla pfipravena tak, aby vysledna koncentrace byla 0,2 mol-dm™=.

Tab. VIl Podminky derivatizace standardnich roztokii

Oznaceni MnoZstvi Objem
Standard vzorku Derivatiza¢ni smés
vzorku ) (nl
Lap: HMDS + pyridin 250 + 250
Lapachol Lap: 50 BSTFA + pyridin 50 + 50
Lapom Diazomethan 500
Law; HMDS + pyridin 250 + 250
Lawson Law: 50 BSTFA + pyridin 50 + 50
Lawpm Diazomethan 500
4-EPy HMDS + pyridin 250 + 250
4-ethylfenol 4-EP; 50 BSTFA + pyridin 50 + 50
4-EPpm Diazomethan 500

Derivatizovéana byla rovnéZ smé&s standardnich roztokti lapacholu a lawsonu, pfi které
bylo do vialky odebrano po 50 pl od kazdého standardu. Tento objem by odpatfen dusikem
do sucha a k derivatizaci byla pouzita opét ¢inidla BSTFA a HMDS o znamych objemech
(napt. tabulka VII). Ke smési derivatizované pomoci BSTFA bylo po ukonéeni inkubace

ptfidano 400 pl hexanu.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Macerace

U prvné zvolené extrakéni metody, kterou byla macerace usuSeného, nepomletého
rostlinného materialu, nebyly v piipadé vilcacory detegovany zadné piky. O néco lepsi
situace byla u lapacha, kde se podarilo identifikovat celkem osm latek, vcetné té biologicky
nejaktivngjsi — lapacholu. Konkrétné se jednalo o 4 fenolické kyseliny (k. p-anisova,
eudesmova, vanilova, veratrova), isokumarin, veratryl alkohol, dehydro-o-lapachon a jiz
zminovany lapachol. Identifikace vSech latek probihala na zaklad€ srovnani reten¢nich Casii
a hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST, 2008 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg MD, USA). Molekulové hmotnosti spole¢né s retenénimi Casy a
vybranymi ionty k detekci jsou uvedeny v tabulkach VIl a IX na stranach 34 a 35. V téchto
tabulkach jsou rovnéz vypsany i dalsi latky, které byly identifikovany v ostatnich

experimentech.

Vzhledem k nizké koncentraci latek v extraktu z vilcacory byla hledana cesta, jak
zvysit efektivitu extrakce, a proto byly rostlinné vzorky namlety kulickovym mlynkem,
dokud nenabyly praskové konzistence. Také zplisob provedeni macerace byl pozménén.
Namisto pouhého nalozeni vzorkd v rozpoustédle - methanolu, byly vzorky intenzivné
protiepavany a poté centrifugovany, aby doslo K G¢innému naruSeni matrice a uvolnéni

analytli do rozpoustédla.

Jak ucinny byl tento postup, lze vidét na obrazcich 12 a 13. Ve vilcacofe byly
identifikovany tfi alkaloidy a jedna steroidni slou¢enina. K selektivni detekci byly pouZity
ionty 368 m/z pro uncarin C a mitrafylin, ion 384 m/z pro rhynchofylin a ion 414 m/z pro y-
sitosterol. Jednalo o molekularni ionty danych latek. U lapacha nemélo mleti velky vyznam,
v extraktu byly kromé latek uvedenych vySe pii maceraci nepomletého materialu
identifikovany navic dvé latky - y-sitosterol a lignan sesamin (354 m/z). Naopak vlivem
mleti doslo ke zmensSeni vytézku a ztraté¢ dehydro-a-lapachonu a veratryl alkoholu - viz
obrazek 15.

Vzorky pomletého materialu byly po analyze na plynovém chromatografu podrobeny
jesté derivatizaci silylaénim ¢inidlem HMDS. U vilcacory doslo sice ke ztraté rhynchofylinu,
ale derivatizace naopak pomohla kidentifikaci polyfenolické slouceniny katechinu a
kyseliny chinové, ktera byla rovnéZ nejvice zastoupenou latkou, jak dokazuje obrazek 14.

V derivatizovaném vzorku lapacha nebyly identifikovany tytéz latky jako v pomletych
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vzorcich, tedy dehydro-a-lapachon a veratryl alkohol. Doslo také ke ztraté isokumarinu,

namisto néj vsak byla identifikovana dalsi fenolicka kyselina — kyselina isoferulova.
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Obr. 12 Chromatogram ucinnych ldtek pri maceraci vilcacory - pomletd vs. nepomleta
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Obr. 13 Chromatogram ucinnych latek prii maceraci lapacha - pomleté vs. nepomleté. 1 - K.p-anisovd 2 -
K.vanilova 3 - K.veratrovad 4 - K.eudesmova 5 - 1sokumarin 6 - Lapachol
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Obr. 14 Srovndni mnozstvi ucinnych ldatek v nederivatizovaném a derivatizovaném vzorku pomleté vilcacory

33



Lapacho (MeOH)
1,0E+07
1,0E+06
>
=< 1,0E+05
o
©
S 1,0E+04
o
a
1,0E+03
1,0E+02
> N » » » > > Q& > & >
NS R N S & & & & &L
L 9 & o QS & > < N 2 5>
Q O ) N S ' N 3 A o O
¥ R ¥ X N N\2 & oF Q 9 S
LR R S X
& &
Q
&
B Nepomleté Pomleté B Pomleté + HMDS

Obr. 15 Srovndni mnozstvi ucinnych latek v jednotlivych vzorcich lapacha

Tab. VI Retencni casy, molekulové hmotnosti a fragmenty pouzité k identifikaci ucinnych latek vilcacory

Molekulova
i Retencni ¢as Molekulova h”?Ot”.o st PO lon k detekci
Latka (min) hmotnost silanizaci (miz)
(g-mol?) (g-mol?)

K. Chinova 16.618 192,167 552,077 345
K. Chlorogenova 26.486 354,311 787,445 345
Katechin 24.561 290,271 650,271 368
Mitrafylin 25.867 368,433 368,433 368
Rhynchofylin 25.217 384,476 384,476 384
Uncarin C 25.559 368,433 368,433 368
-Sitosterol 27.366 414,718 486,718 sl

¥ ' : : (486)
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Tab. IX Retencni éasy, molekulové hmotnosti a fragmenty pouzité k identifikaci iicinnych ldatek lapacha

Molekulova
i Retenéni ¢as Molekulova hmotnp st Po lon k detekci
Latka (min) hmotnost silanizaci (miz2)
(g-mol?) (g-mol?)
Leiyalirer 18.740 240,258 240,258 240
lapachon
Isokumarin 17.040 194,186 338,186 194
K. p-Anisova 11.859 152,149 224,149 152
K. Eudesmova 15.362 212,201 284,201 212
K. Chinova 16.978 192,167 552,077 345
K. Isoferulova 18.489 194,186 338,186 338
242,227
Lapachol 19.847 242,274 314,274 (299,314)
Veratralaldehyd 12.494 166,176 166,176 166
168
Veratryl alkohol 12.428 168,192 240,192
(240)
K. Vanilova 13.200 168,148 312,148 168
K. Veratrova 14.411 182,175 254,175 182
Vanilin 11.668 152,149 224,179 152
' ’ ’ (224)
Sesamin 26.202 354,358 354,378 354
B-Sitosterol 27.850 414,718 485,718 414
' ! ! (486)
v-Sitosterol 27.163 414,718 485,718 414
’ ! ! (486)
Stigmasterol 26.959 412,702 483,702 412
g ' ' ’ (484)
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4.2 Extrakce sadou rozpoustédel

Prvotni experimenty zahrnujici extrakci maceraci byly provadény pouze v prostiedi
methanolu, ktery je pro extrakci stfedné polarnich latek ¢asto pouzivan. K zjisténi vhodného
rozpoustédla pro cilové analyty obou rostlin byly pomleté vzorky rostlinného materialu
extrahovany sadou dvanacti rozpoustédel o rtizné polarité - viz tabulka Il v kapitole 3.4.3.
Extrakce vzorki probéhla sice s vyuzitim dvanacti rozpoustédel, nicméné latky byly
detegovany pouze v jedenacti z nich. U vzorku extrahovanych chloroformem dochazelo
k obtiznému oddélovani jemnych ¢astecek pomletého materialu z divodu pomérné vysoké
hustoty chloroformu (1,492 g-cm, cit.%%) a hledanych analytt. Tyto faktory spolu s malym
objemem rozpoustédla (800 pl) znemoznily odebrani supernatantu k analyze. Resenim by
mohl byt vétsi objem pouzitého rozpoustédla a filtrace ziskaného extraktu. Z obrazki 16 a
17 1ze vidét, ze jak pro vilcacoru, tak pro lapacho nejsou vhodna nepolarni rozpoustédla,
jakymi jsou diethylether, hexan a toluen. U vilcacory se navic nepodafilo extrahovat uc¢inné
latky ani nejvice polarnim rozpoustédlem - destilovanou vodou. Na zakladé srovnani ploch
pikii se jako optimalni rozpoustédla jevila tato: propan-2-ol, methylisobutylketon,
ethylacetat, acetonitril, aceton a methanol, u kterého byly zaznamenany zhruba dvakrat
mensi plochy pikli nez u ostatnich vyse zminénych rozpoustédel. V ptipadé lapacha byla
situace podobna. NejlepSich vysledki bylo dosahovano pro rozpoustédla aceton a
ethylacetat, ve kterych se podafilo identifikovat celkem deset latek z jedenacti. Za témito

rozpoustédly nasledoval propan-2-ol, aceton a methanol.
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MeOH Aceton EtAc ACN MIBK iPrOH tBuMe Toluen Hexan DE Voda
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B Uncarin C ® Mitrafylin m y-Sitosterol Rhynchofylin

Obr. 16 Srovndni rozpoustédel pouzitych k extrakci ucinnych latek vilcacory
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Obr. 17 Srovnadni rozpoustédel pouzitych k extrakci ucinnych latek lapacha. A — Lapachol, B — Dehydro-a-
lapachon, C — K.eudesmova, D — K.p-anisovd, E — K. vanilovd, F — K.veratrovd, G — 1sokumarin, H —
Veratryl alkohol, | -Veratralaldehyd, J — Sesamin, K — y-sitosterol

Vzorky vilcacory byly po ukonceni analyzy derivatizovany ¢inidlem HMDS. Jak
dokazuje obrazek 18, tento krok vedl k nartstu ploch vsech integrovanych latek az o jeden
fad. RovnéZ byl identifikovan katechin a kyselina chinové jako tomu bylo u pfedchozi
macerace s naslednou derivatizaci. Navic se podafilo identifikovat vyznamnou fenolickou
kyselinu a to kyselinu chlorogenovou. Na tomto obrazku lze také vidét, jak se zménila
identifikace latek. V nederivatizovanych vzorcich neptechdzely do vody Zadné analyty, po
derivatizaci byla situace ovSem zcela opa¢na. Podatilo se identifikovat vSech Sest latek,
navic v pomémé dobrém vytézku ve srovnani se ostatnimi rozpoustédly. Naopak pro
rozpoustédla nepolarni nedoslo k Zddnym vyznamnym zménam, hledané analyty do nich
témert vitbec neptechdzely, coz pouze potvrdilo myslenku o pouZiti sttedné az vice polarnich

rozpoustédel.
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Obr. 18 Srovndni ploch pikii pro jednotliva rozpoustédla po derivatizaci vzorkii vilcacory

Pro dalsi experiment byla proto vyselektovana pétice polarnéjSich rozpoustédel —
methanol, aceton, acetonitril, methylisobutylketon a ethylacetat. Extrakéni podminky byly
taktka totozné, pouze doba sonifikace byla prodlouzena a protiepavani bylo zintenzivnéno
a n¢kolikrat opakovano. Touto malou modifikaci extrakéniho postupu bylo docileno naristu
ploch vsech identifikovanych latek, jak dokazuji obrazky 19 - 20. Na obr. 19 jsou vidét i
plochy latek pro rozpoustédla, ktera ovSem v daném experimentu pouzita nebyla (vyznaceno
v pravé casti grafu). Tyto plochy byly doplnény z ptedchozi sady experimenti po
normalizaci podle poméri ploch jednotlivych analyth detegovanych pii extrakei
ethylacetatem, ktery byl pouzit v obou sadach experimenti. Pro lapacho byl proveden
dopocet pouze pro propan-2-0l, nebot’ pro ostatni rozpoustédla nemél tento dopocet smysl

z ditvodu malého poctu vyextrahovanych latek — viz obrazek 17.
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Obr. 19 Srovndni rozpoustédel pouZitych pri extrakci vilcacory + dopocet ploch pro rozpoustédla pouZita v

predchozi analyze
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Obr. 20 Srovnani rozpoustédel pouzitych pri extrakci lapacha + dopocet ploch pro rozpoustédla pouZitd v
predchozi analyze. A — Lapachol, B — Dehydro-a-lapachon, C — K.eudesmovd, D — K.p-anisovd, E — K.
vanilova, F — Vanilin, G — K.veratrovd, H — Veratryl alkohol, | — Veratralaldehyd, J — Isokumarin, K —

Sesamin, L - y-Sitosterol

Derivatizace provadéna opét po ukonceni analyzy poskytla podobné vysledky jako
Vv pfedchozim experimentu. Dominantni latkou ve vSech pouzitych rozpoustédlech byl opét
katechin. Z alkaloidi poskytoval nejvétsi plochy uncarin C — obr 21. Z obrazka 18 a 21
vyplyva, ze nejvice latek prechdzelo do methanolu, ackoliv se pfi pilotnim pokusu jevil jako

mén¢ vhodny a ze derivatizace piispiva ke znacnému zvySeni citlivosti detekce. Vliv
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derivatizace je nejlépe vidét na obrazku 22. Vzorky ziskané extrakci pomoci péti

rozpoustédel byly zakoncentrovany na objem 200 pl, analyzovany a nasledné

derivatizovany. Nejenom ze derivatizace pomohla k citlivéjsi detekci a mizeme tak vidét

vétsi plochy piku danych latek, ale v tomto ptipad¢ navic pomohla i k identifikaci dalSich

fenolickych sloucenin, konkrétné kyseliny chinové a chlorogenové.

Plocha piku
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Obr. 21 Srovndni rozpoustédel pouZitych pri extrakci vilcacory s ndslednou derivatizaci + dopocet ploch pro

rozpoustédla pouzita v predchozi analyze

Plocha piku

Zakoncentrované extrakty
1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04 I I I
1,0E+03
> >
0 N N © S > &
(,’b « i \(\&A 0‘;@ C{-\\O ng\ ’5&0
N N <~ 2 & © A
S X \©
B &
\E.
W Nederivatizovano M Derivatizovano HMDS

Obr. 22 Rozdily ploch ucinnych latek v nederivatizovanych a derivatizovanych zakoncentrovanych extraktech

vilcacory

U lapacha nebyl vliv derivatizace tak markantni jako v piipadé vilcacory. Ve srovnani

s nederivatizovanymi vzorky doslo ke ztrat¢ ¢tyt latek — dehydro-a-lapachonu, kyseliny
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eudesmové, veratryl alkoholu a isokumarinu. Naopak byla identifikovana kyselina
isoferulova, ktera se objevila jiz v derivatizovanych vzorcich po maceraci. Dominantni ve
vSech pouzitych rozpoustédlech se stala kyselina veratrova, nésledovana kyselinami p-
anisovou a vanilovou. Nejvice latek (co se jejich poctu tyce) prechazelo do acetonitrilu a

ethylacetatu — viz obr. 23.
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Obr. 23 Srovnani ploch ucinnych latek lapacha pro jednotliva rozpoustédla za pouZiti derivatizace. A —
Lapachol, D — K.p-anisovd, E — K. vanilovd, F — Vanilin, G — K.veratrova, I — Veratralaldehyd, K — Sesamin,
L - y-Sitosterol, M — K.isoferulova

V zakoncentrovanych vzorcich lze vidét vliv derivatizace nejlépe na hlavni G€inné
latce — lapacholu, jehoZ plocha vzrostla o dva fady — obr. 24. U ostatnich latek, které byly
detegovany jak v nederivatizovanych, tak v derivatizovanych vzorcich lze pozorovat jen
nepatrny narUst jejich ploch. Po derivatizaci nebyl opét detegovan dehydro-a-lapachon,
kyselina eudesmovd, isokumarin, vanilin a veratryl alkohol, ale naopak pfibyla jiz

zminovana kyselina isoferulova.
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Obr. 24 Porovndni nederivatizovanych a derivatizovanych vzorkii lapacha

4.3 Vysokotlaka extrakce

Extrakce provadéna za vysokych teplot a tlaki dovoluje rozpoustédlu 1épe proniknout do
matrice vzorku a tim zvysuje Gc¢innost extrakce analyti. Na zaklad¢ dosazenych vysledkt
z predchozich experimenti byl pro vysokotlakou extrakci jako rozpoustédlo pouzit
methanol. Samotna extrakce probihala za teploty 150 °C a tlaku 15 MPa ve dvou
desetiminutovych cyklech. Ziskané extrakty byly zakoncentrovany na 5 a 1 ml (nepomlety
a pomlety rostlinny material). Po skonceni analyz probéhla navic derivatizace ¢inidlem

HMDS.

K selektivni detekci byly pouzity ionty jako u pfedeslych analyz a to — ion 368 m/z
pro alkaloidy uncarin C, mitrafylin a katechin, ion 384 m/z pro rhynchofylin, ion 414 m/z
respektive 486 m/z pro y-sitosterol a ion 345 m/z pro kyselinu chinovou a chlorogenovou.
Ionty vybranych latek u lapacha jsou piehledné uvedeny v Tabulce IX v kapitole 4.1.
Identifikace vyse uvedenych latek spolu s latkami lapacha probéhla na zakladé srovnani

reten¢nich ¢asti a hmotnostnich spekter s knihovnou spekter.

Vliv mleti a derivatizace vzorkl je ukdzan na obrazcich 25 a 26. Mleti vzorku za
ucelem zvétSeni jejich plochy a tim padem usnadnéni styku rozpoustédla s matrici nema
Vv piipad€ vysokotlaké extrakce vyznam. K uvolnéni analytii z matrice postacuje jiz vysoka
teplota a tlak a mleti vzorku tak nema na i¢innost extrakce vliv. Naopak mtizeme vidét i
maly rozdil mezi plochami nepomletych a pomletych vzorkli ve prospéch vzorkl

nepomletych. Tento jev je o néco vice patrny u derivatizovanych vzorku, jak 1ze také vidét
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na obrazku 26. Tyto malé rozdily mohou byt zptisobeny ¢astecnym ucpavanim frity malymi
casteCkami pomletého materialu, ackoliv byla mezi fritou a analyzovanym materialem vzdy

vrstva kfemeliny.
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Obr. 25 Vzorky vilcacory extrahované vysokotlakou extrakci
Katechin, 25.042 min
l Uncarin C, 26.081 min
140000
:ﬁgggg Mitrafylin, 26.39 min
80000 l
60000
40000 i
20000 . ‘J NEPOMLETA, HMDS
2 0 2200 2250 23.00 2350 2400 2450 2500 2550 26.00 2650 27.00 2750 28.00 2850
f=
[7)
£ 140000
120000
100000
80000
60000
40000 POMLETA, HMDS
20000 DA, Y /L/\ i

0 2200 2250 23.00 2350 2400 2450 2500 2550 26.00 2650 27.00 2750 28.00 2850

Sas (min)
Obr. 26 Vyiez z chromatogramu ticinnych latek vilcacory — ion 368 m/z
U latek identifikovanych v lapachu nebyla situace tak zcela jednoznac¢na, jako tomu
bylo u vilcacory — viz obr. 27. Plochy latek v pomletych a nepomletych vzorcich byly témét
totozné s vyjimkou tii latek — kyseliny eudesmové, isokumarinu a y-sitosterolu, u kterych
jsou na prvni pohled patrné vétsi plochy u nepomletych vzorkd. Ani u derivatizovanych
vzorkli nedoSlo ke skokovému naristu ploch, kromé hlavni G¢inné latky lapacholu.
K mirnému poklesu doslo u kyseliny p-anisové, jejiz plocha byla vétsi v nederivatizovanych

vzorcich pomletého i nepomletého materialu. Polovina z identifikovanych latek méla po
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derivatizaci vétsi plochy v ptipad¢é nepomletych vzorkd, na druhou stranu vlivem mleti a

derivatizace doslo k identifikaci dalsi vyznamné kyseliny a to kyseliny chinové.
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Obr. 27 Vzorky lapacha extrahované vysokotlakou extrakci

4.4 Superkriticka fluidni extrakce

Ackoliv metoda vysokotlaké extrakce pfinesla oproti maceraci zlepSeni, tykajici se vytézku
a poCtu danych latek, spoleéné s pozadovanymi analyty dochazelo bohuzel k extrakci i
dalSich, balastnich latek. Jednalo se zejména o latky sacharidové povahy. Motivaci pro dalsi
experimenty se tak stalo nalezeni metody, ktera by davala srovnatelné vysledky jako
vysokotlaka extrakce, ov§em poskytujici Cist&jsi extrakty. Jednou z n€kolika variant byla

prave superkriticka fluidni extrakce.

Tento typ extrakce se Vv literatuie ve spojitosti s alkaloidy vilcacory a u¢innymi latkami
lapacha téméf nevyskytoval a bylo tak obtizné najit vhodné podminky k provedeni extrakce.
Nakonec byl vybran ¢lanek, ve kterém byla viibec poprvé pouzita SFE k extrakci aktivnich

sloZek z vilcacory a experiment byl provadén za velice podobnych parametra.

Nepomlety rostlinny materidl byl nejprve extrahovan bez ptidavku modifikatoru a
nasledné s ptidavkem 2x 200 pl. Tyto dv¢ frakce byly poté rozdéleny na dalsi dvé, kdy jedna
¢ast byla derivatizovana a druha byla pfipravena piimo k analyze. Ve vzorcich bez pfidavku
modifikatoru (bez i s derivatizaci) byly identifikovany pouze sitosteroly — u vilcacory i
lapacha y-sitosterol. O néco lepsi byla situace v piipadé vzorku s modifikatorem. U vilcacory
se podafilo identifikovat uncarin C a Vv lapachu y-sitosterol, veratryl alkohol a

veratralaldehyd. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno za pouziti modifikatoru s naslednou
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derivatizaci vzorkd, jak Ize vidét na obrazcich 28 a 29. Ve vilcacofe se podatilo identifikovat
dva alkaloidy — uncarin C spolu s mitrafylinem a y-sitosterol. V lapachu bylo identifikovano

5 kyselin (k. eudesmova, p-anisova, isoferulova, vanilova a veratrova), veratralaldehyd a -

sitosterol.
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Obr. 28 Vyrez z chromatogramu - superkriticka fluidni extrakce vilcacory - ion 368 m/z
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Obr. 29 Chromatogram ze superkritické fluidni extrakce lapacha. 1 — K.p-anisova, 2 — K.veratrovd, 3 —
K.vanilova, 4 — K.eudesmovd

Aby mohlo dojit k pfimému srovnani s vysokotlakou extrakei, bylo zapotiebi provést
tyto dvé metody velice podobnym zplsobem. Obé extrakce byly provadény S pomletym
rostlinnym materidlem o stejné navazce. Vysokotlaka extrakce probihala opét pti 150 °C a
tlaku 15 MPa ve dvou desetiminutovych cyklech. Pouzitym rozpoustédlem byl methanol.
Superkriticka fluidni extrakce probihala pfi teploté 60 °C a tlaku 25 MPa. Piedchozi analyza
ukazala na vyhodnost pouziti modifikatoru spolu s naslednou derivatizaci, a proto byl tento
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postup opakovan. Derivatizovany byly rovnéz vzorky ziskané vysokotlakou extrakei.
Nejprve probihaly dva patnactiminutové cykly s pfidavkem 2x 200 pl MeOH, poté
nasledovala modifikace v podobé zkraceni doby jednoho cyklu na deset minut, navyseni
poctu opakovani na ¢tyii a davkovaného objemu MeOH na 300 pl. Ve druhém cyklu vSak
doslo k ucpani restriktoru a extrakce musela byt opakovana. Opakovani bylo provedeno
Vv prvnim cyklu bez modifikatoru a nésledn¢ s pridavky 1x 300 pl a 2x 200 pl. Z ddvodu
opétovného ucpavani restriktoru byla navrZzena Uprava extrakéni cely pomoci
polyethylenové frity. Z plastové frity vyjmuté z b&ézné kolonky pro extrakci tuhou fazi (SPE)
byl vykrojen kruhovy tGtvar o priméru 4 mm, ktery byl zatlacen do dolni ¢asti extrakéni cely.
K ovéfeni slozeni pouzitého materialu bylo vyuzito zkousky v plameni, pfi které byl
sledovan zépach plamene. Referenénim materidlem byla polypropylenova zkumavka
S polyethylenovym vickem. Tato Uprava vyznamné omezila ucpavani restriktoru a umoznila
tak nepferusovanou extrakci i jemné mletého rostlinného materialu. Vzorky lapacha tak byly
extrahovany jiz s vyuzitim této pomiicky. Po skonceni extrakce byla spodni ¢ast patrony S
fritou omyta malym mnozstvim methanolu, 15 minut sonifikovana a nasledné byl objem
zakoncentrovan na 1 ml a analyzovéan na plynovém chromatografu. Cilem tohoto pokusu
bylo zjistit, zda frita slouZzi jako filtr balastnich latek, nebo v ni dochézi k zachytu hledanych

analytd. Pouzita patrona s fritou jsou pro ilustraci znazornény na obrazku 30.

Obr. 30 Patrona pro superkritickou extrakci spolecné s filtrem v podobé polyethylenové frity
Na obrazku 31 mtizeme nejprve vidét srovnani vzorkli ze SFE. V horni ¢asti obrazku
je vyiez z chromatogramu extraktu (oznaceni Vi), ktery byl ziskan extrakei 2x 15 min,
pridavkem MeOH 2x 200 pl s naslednou derivatizaci. Tento vyfez miizeme porovnat

s obrazkem 28 na stran¢ 45, kde byla extrakce provadéna za naprosto totoznych podminek,
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pouze stim rozdilem, ze se jednalo o nepomleté vzorky. Pomleti vzorkii umoznilo
identifikaci tfi alkaloidt — uncarinu C, mitrafylinu a rhynchofylinu, y-sitosterolu, a kyseliny
chinové. Navic pfi pohledu na osu y (intenzita) je rovnéz vidét obrovsky rozdil ve vytézku
danych latek. Pokud jde o srovnani chromatogramti na tomto obrazku, dolni vyfez (oznacen
jako V2) znazoriiuje malou modifikaci — extrakce 4x 10 min, jeden cyklus bez pfidavku
MeOH, poté tii cykly s ptidavkem 300 ul a 2x 200 pl. Tento krok vedl k identifikaci dalSich
dvou latek, zminovanych jiz v pfedchozich kapitolach — katechinu a kyseliny chlorogenové,
coz je velky uspéch vzhledem k vysoké polarité¢ téchto latek. Zaroven doslo k pomérné

velkému nartistu ploch vsech identifikovanych latek oproti experimentu Vi S vyjimkou y-

sitosterolu.
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Obr. 31 Chromatogram ziskany superkritickou fluidni extrakci pomleté vilcacory - srovnani experimentii V1VSs. V2

Jednim z cilti tohoto experimentu bylo srovnani superkritické extrakce s vysokotlakou.
Toto srovnani je vyjadieno grafickym znazornénim ploch vSech sledovanych analytd — obr.
32. Na tomto obrazku mlzeme vidét, Ze co se poctu identifikovanych latek tyce, jsou
vysledky z PSE srovnatelné stémi z modifikovaného postupu u SFE (znaeni V>).
Z pohledu vytézka se vsak PSE blizi vice prvnimu postupu SFE (V1). Vyjimkou je kyselina
chinova, jejiz plocha byla dokonce vétsi nez u vzorku V2 ze SFE. Co z tohoto srovnani
vyplyva? Mleti vzorki ma u superkritické extrakce daleko vétsi vyznam nez pti extrakci
vysokotlaké. Opakované pridavky modifikatoru methanolu spolu s kratsimi cykly umoziuji
extrakci hledanych analytl s vytézkem pievySujicim vysokotlakou extrakci mnohdy az o
dva tady. Zaroven jsou extrakty Cisté, bez vétSiho mnozstvi rusivych balastnich latek.
Posledni zminény fakt je také mozné pozorovat na obrazku 33, na kterém jsou vialky
s jednotlivymi extrakty. Stupeinl zbarveni odpovidd mnoZzstvi extrahovanych latek, v ptipadé

extraktu z PSE k nému v$ak hojné pfispivaji balastni latky.
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Obr. 32 Grafické vyjadreni srovnani superkritické a vysokotlaké extrakce

Obr. 33 Srovnani extraktii vilcacory pii superkrtitické a vysokotlaké extrakci

Na obrazku 34 je grafické srovnani ploch identifikovanych latek v lapachu ziskanych
superkritickou a vysokotlakou extrakei. Nejprve vSak bude vyhodnocen ucinek mleti, nebot’
tyto experimenty probihaly jiz spomletym materidlem a navic také za pouziti
polyethylenové frity v patron¢ SFE. Vzorek Li je tedy srovnatelny s predchozi analyzou —
Viz obr. 29 na strané 45, spodni vytez chromatogramu. Identifikovany byly pouze ¢tyii latky
— kyseliny p-anisova, vanilova, veratrova a y-sitosterol. Jak 1ze vidét na obrazku 34, jedna
se pfesn€ o polovinu identifikovanych latek, nez bylo v nepomletych vzorcich. Ptiblizné
kvantitativni srovnani provadéné na zaklad¢é porovnavani ploch pikii je mozné po prepoctu
na stejné navazky, nebot’ navazka nepomletého materidlu byla Sestkrat vétsi. Po tomto
prepoctu byly plochy latek fadove stejné kromé kyseliny veratrové, jejiz plocha byla fadove
dvakrat vétsi v piipadé nepomletého vzorku. V modifikovaném vzorku L byly

identifikovany stejné latky jako v L1 spolu s dvéma latkami navic — k. isoferulova a sesamin.
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Modifikace rovnéz pfinesla nartst ploch u vSech latek. Bylo identifikovano celkem pét latek
v extraktech z vysokotlaké extrakce. Nebyl mezi nimi sesamin, ktery se ovSem
v piedchozich experimentech vyskytoval — viz obr. 27 na stran¢ 44 a veratralaldehyd, ktery
v piedeslych analyzach pomoci PSE nebyl identifikovan. Vytéznost byla vétsi na rozdil od
superkritické extrakce, na druhou stranu extrakty nebyly tak ¢isté, coz také dokazuji obrazky
35 a 36. Podobn¢ jako u vilcacory i zde je vidét, jak koresponduje zbarveni extraktl
s mnozstvim vyextrahovanych latek, nicméné k barvé extrakt z PSE a oplachu spodni ¢asti
patrony u SFE pfispivaji hojn¢ balastni latky. Zminény extrakt ziskany oplachem patrony
s fritou piinesl ptekvapivé vysledky. Pivodnim zamérem pro pouziti polyethylenové frity
nebylo jen zamezit ucpavani restriktoru, ale také odd¢lit hledané analyty od balastnich latek.
Tento zdmér se podafilo naplnit jen z ¢asti, jak je ukdzano na obrazku 34. V ,,oplachu®, jak
byl tento extrakt oznacen, sice nebyly identifikovany hlavni ti¢inné latky lapachol a dehydro-
a-lapachon, nicméné dal$i vyznamné latky ano a to dokonce ve vétSim mnozstvi nez
v extraktu Lo. Frita tak poslouzila k zadrzeni balastnich latek, spolu s nimi byly ovSem
zadrzeny i vedlejsi G¢inné latky. Pouziti frity v dalSich experimentech by tak vyzadovalo

optimalizaci extrak¢niho postupu.
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Obr. 34 Grafické srovnani vyextrahovanych latek z lapacha pomoci superkritické a vysokotlaké extrakce
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Obr. 35 Srovndni extraktii lapacha ziskanych superkritickou a vysokotlakou extrakci spolecné se standardem
lapacholu. L3 - oplach patrony
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Obr. 36 Vyrez z chromatogramu zndzornujict srovadni ucinnych latek lapacha v jednotlivych extraktech. 1 -
K. p-anisovd, 2 - K. veratrovd, 3 - K. vanilovd, 4 - y-sitosterol. Balastni ldtky jsou vyznaceny Sedé

Dosazené vysledky ukazovaly na vyhodnost upravy vzorkl pfed samotnou analyzou
pomoci derivatizace, nicméné po celou dobu bylo pouzivano pouze silyla¢ni ¢inidlo HMDS
Vv prostiedi pyridinu. Nabizelo se tak vyzkouSeni dalSich silylac¢nich ¢inidel, pifipadné
modifikace stavajiciho postupu. Pomleta vilcacora byla dvakrat extrahovana SFE. Ziskané
extrakty byly spojeny a poté nasledné rozdéleny na Ctyfi Casti. Jedna Cast extraktu
derivatizovdna nebyla, zbylé tfi ano. K derivatizaci bylo pouZito opét ¢inidlo HMDS
v prostiedi pyridinu, dale pak HMDS v pyridinu s ptidavkem katalyzatoru v podob¢
kyseliny trifluoroctové a posledni ¢ast extraktu byla silylovana ¢indlem BSTFA opét
v prostfedi pyridinu. Jak dokazuji obrazky 37 a 38, pouzivani samotného HMDS po celou
dobu prace bylo vice nez vhodné. Pomoci tohoto Cinidla dochdzi k identifikaci vSech
hledanych analytli navic ve velkém mnozstvi. Pfi pouziti katalyzatoru (kyselina TFA)
dochdzi sice rovnéz k identifikaci vSech analytl, ale uz s mensim vytéZkem nez je tomu

Vv ptipad¢ samotného HMDS. Vyjimku tvofi dvé kyseliny — chinova a chlorogenova, u
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kterych okyseleni pfispiva k dokonalejsi derivatizaci a tim paddem k lepsi vytéznosti.

Podobn¢ jsou na tom vzorky po derivatizaci BSTFA, plochy dvou vyse uvedenych kyselin

jsou vétsi nez je tomu u derivatizace samotnym HMDS, nicméné nedoslo k detekci zadného

alkaloidu. Lze tedy konstatovat, ze k derivatizaci extraktt z vilcacory je nejvhodnéjsi pouzit

¢inidlo HMDS v prostiedi pyridinu.

Plocha piku
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Obr. 37 Grafické srovnani tii derivatizacnich postupii u vzorkii vilcacory ziskanych SFE
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Obr. 38 Vyrez z chromatogramu srovadvajici tii druhy derivatizace extraktii vilcacory ziskanych SFE - ion

368 m/z

Vzorky lapacha byly derivatizovany pouze ¢inidlem BSTFA, nebot’ v piedeSlych

experimentech pii superkritické fluidni extrakci nedoslo u derivatizovanych vzorki

k detekci hlavnich G¢innych latek. Celkové bylo identifikovano osm latek — kyseliny:

chinova, isoferulova, p-anisova, vanilova a veratrova, vanilin, veratralaldehyd a y-sitosterol.

Absence lapacholu a dehydro-a-lapachonu ve vzorcich ¢aje od firmy BaBa vedla k tivaze o

mozné ztraté¢ ucinnych latek vlivem Spatného skladovani a manipulace. Z tohoto diivodu
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byly proto zakoupeny dalsi tfi ¢aje od riiznych vyrobcii. Po namleti byly vzorky extrahovany
pomoci superkritické fluidni extrakce a nederivatizované extrakty byly analyzovany.
Lapachol se vyskytoval ve vSech tfech vzorcich, ale ve velice nizké koncentraci — viz tabulka
X na nasledujici stran¢€. Nejvice ho bylo v ¢aji znacky Milota. V tomto caji byl rovnéz jako
Vv jediném identifikovan dehydro-a-lapachon. Vsechny identifikované latky je mozné vidét
na obrazku 39 a srovnani mnozstvi téchto latek je zndzornéno na obrazku 40. Ukazka

pouzitych ¢aji lapacho spolu s extrakty ziskanymi SFE pomletého materialu je na obr. 41.
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Obr. 39 Vyrez z chromatogramu se srovndnim ucinnych latek v extraktech caje lapacho od tii vyrobcii. 1 —
K.p-anisovd, 2 — Veratryl alkohol, 3 — K.veratrovd, 4 — K.eudesmovd, 5 — 1sokumarin, 6 — Lapachol, 7 —
Stigmasterol, 8 — y-sitosterol
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Obr. 40 Grafické srovndani mnozstvi ucinnych ldatek ziskanych SFE caje lapacho 671 riiznych vyrobcii
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Milsta

LABACH

Obr. 41 Caje lapacho s vialky extraktii ziskanych SFE
4.4.1 Kvantifikace

Kvantifikace byla provedena metodou vnéjsiho standardu, pti které bylo vyuzito ptimého
srovnani ploch lapacholu ve tiech vzorcich ¢aje lapacho s plochou standardu této latky.
Hmotnostni koncentrace lapacholu v uvedenych ¢ajich spolu s koncentraci ptepoctenou na

jeden gram navazky je uvedena v tabulce X.

Tab. X Koncentrace lapacholu v riiznych vzorcich caje lapacho

Koncentrace Navazka Koncentrace

Plocha piku
P (g-dm?) ) v1g(ng-g?
Vsorke Eai Milota 96718 4,190-10" 0,119 3,527
Zlgr azhcf)“e Oxalis 7454 3,229-108 0,117 2,762
b Sonnentor 11418 4,946-10° 0,117 4,235
Standard Lapachol 23084525 0,100 - -

4.5 Derivatizace standardu

Derivatizaci pivodnich vzorki, ve kterych byl identifikovan lapachol, bylo zjiSténo, ze
dochdzi ke vzniku rozdilnych produkti pti pouZiti ¢inidel BSTFA a HMDS. Za tGcelem
objasnéni této anomalie byl proto zakoupen standard lapacholu. Nejdiive byla provedena
analyza nederivatizovaného standardu, pii které byl detegovan lapachol s molekuldrnim
iontem 242 m/z. Fragmentaci molekularniho iontu, ktera za¢ina odstépenim methylové
skupiny (-CHz3), respektive methylového radikalu -CHs z postranniho fetézce S naslednym
zacyklenim do struktury vyobrazené na obrazku 42, vznika dominantni ion ze spektra - 227

m/z.
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Obr. 42 Zacatek fragmentace lapacholu — molekuldrni a dominantni ion (pievzato z &)

K derivatizaci hydroxylové skupiny nachazejici se v molekule lapacholu byla
vybrana silanizace a stejné¢ jako v realnych vzorcich s obsahem lapacholu dochazelo ke
vzniku dvou riznych produktii. V piipad¢ derivatizace ¢inidlem BSTFA v prostiedi pyridinu
vznikal oc¢ekavany produkt, kterym byl TMS derivat s molekularnim iontem 314 m/z a
dominantnim iontem na hmot¢ 299 m/z. Chromatogram tohoto derivatu Ize vidét na obrazku
43, strukturu vzniklého produktu pak na obrazku 48. Derivatizaci ¢inidlem HMDS opét
Vv prostiedi pyridinu dochézi ke vzniku jiného produktu, ktery se lisi jak svym retencnim
¢asem, tak pravdépodobnym molekularnim iontem s hodnotou m/z mensi o jednic¢ku, tedy
313 m/z—viz obr. 43. Tomu, Ze se jedna o molekuléarni ion, napovidaji sudé fragmenty, které
byly obdrzeny a které pirevladaji pii fragmentaci lichych molekularnich iontd. Lichy
molekularni ion pak dle dusikového pravidla poukazuje na ptitomnost liché¢ho poc¢tu atomt
dusiku v molekule. Podivame-li se na hmotnostni spektrum, mtizeme vidét prvni a rovnéz
nejintenzivnéj$i fragment se sudou hmotou 298 m/z. Mezi hmotou tohoto fragmentu a
predpokladanym molekularnim iontem je diference 15, coz indikuje, Ze by se opravdu mohlo
jednat o molekuldrni ion, nebot’ u nich dochazi na zacatku fragmentace nejcastéji ke ztraté

pravé methylové skupiny.
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Obr. 43 Srovndni nederivatizovaného a derivatizovaného vzorku standardu lapacholu

Za piedpokladu, ze ion 313 m/z je skuteéné molekularni a v jeho molekule se nachazi
lichy pocet atomt dusiku, vyvstava otdzka, jak a pro¢ k navazani dusiku doslo. Odpovéd’ na
tuto otazku lze hledat v rozdilné elektronové struktuie obou ¢inidel. Volny elektronovy par
dusikového atomu v ¢inidle HMDS se chova jako nukleofil, ktery se muize adovat na
elektrofilni atomy, zatimco u ¢inidla BSTFA takovouto reaktivitu nelze ocekavat, nebot’
amidovy dusik je deaktivovan okolnimi skupinami, které piisobi zapornymi indukénimi a
mezomernimi efekty. Dusledkem téchto efekti je pak sniZeni elektronové hustoty.
Nukleofilni adice je nejbéznéj$im typem reakce aldehydii a ketont. Cinidlo HMDS, které je
vlastné substituovany amin, tak bude velice ochotné reagovat s nékterym z kyslik
karbonylovych skupin za vzniku pfisluSného iminu. Mezomernim posunem elektronti
V chinoidnim systému pak bude patrné dochazet k tomu, ze adici bude moci podlehnout
kterykoliv z kyslikd. Hypotetické navrhy produkti jsou uvedeny na obrazku 48. Jinou
moznosti by mohla byt reakce HMDS s aktivnim vodikem hydroxylové skupiny lapacholu,
nebo s jinou skupinou obsahujici aktivni vodikovy atom za vzniku o¢ekavaného produktu -
TMS derivatu. Takovou reakci by doslo k rozpadu ¢inidla HMDS a ¢astice NH2Si(CHz)s by
mohla reagovat s nesilanizovanou molekulou lapacholu obdobnym zptisobem jako v prvnim
piipadé, jen s tim rozdilem, Ze uvolnény amoniak z ¢inidla by se navézal na néktery z kysliki
karbonylovych skupin za vzniku iminu. Vznik takovychto derivatii je navic podpoten
myslenkou opirajici se o tvorbu siln€jsich vazeb kyslikatych slou¢enin s TMS skupinou nez

je tomu v piipadé dusiku. Navrh moznych struktur je znazornén na obrazku 49.
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K ovéfeni tvorby iminovych derivati, vznikajicich po derivatizaci ¢inidlem HMDS
u strukturné podobnych latek jako je lapachol, byl za timto Géelem potizen standard 2-
hydroxy-1,4-naftochinonu jinak také znamého jako lawson. Analyzou tohoto standardu
derivatizovaného obéma ¢inidly dochazelo ke stejnému jevu jako u lapacholu. Derivatizaci
pomoci BSTFA vznikal ocekavany produkt (molekularni ion 246 m/z, fragment 231 m/z), u
HMDS dochazelo opét ke tvorbé jiného produktu s molekularnim iontem 245 m/z a
dominantnim fragmentem 230 m/z. Chromatogram produktt ziskanych derivatizaci smési
obou standardi pomoci BSTFA a HMDS je uveden na obrazku 44. Spole¢né se standardy
naftochinond byl analyzovan i 4-ethylfenol pro kontrolu, ze ¢inidlo HMDS reaguje tak, jak
se u n¢ ocekdva a neni naptiklad néjak znecisténo. Vysledky ukézaly, ze s
timto jednoduchym alkyl substituovanym fenolem probihd silylace normdlné¢ a obéma
¢inidly dochazi ke vzniku stejného produktu — trimethylsilyletheru. Standardy byly
analyzovany opakované¢ a pii derivatizaci samotného standardu lawsonu ¢inidlem HMDS
doslo ke vzniku jak o¢ekavaného produktu (TMS derivatu), tak také ke vzniku nezndmého
produktu s odlisnym molekularnim iontem o 1 m/z. Je tedy pravdépodobné, Ze vazbou
¢inidla na jednu molekulu vychozi latky dochazi ke vzniku TMS derivatu, ktery je oviem
doprovazen rozpadem c¢inidla HMDS, které se pak vaZze na druhou molekulu analytu.

Vysledky ze souhrnné analyzy standardu lawsonu jsou uvedeny na obrazku 45
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Obr. 44 Molekularni a fragmentové ionty standardii lapacholu a lawsonu pri derivatizci dvéma cinidly
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Obr. 45 Produkty vzniklé reakci standardu lawsonu s prisluSnymi Cinidly

Dalsi experimenty zahrnovaly jednoduchou derivatizaci - methylaci pomoci Cerstvé
piipraveného diazomethanu. Jedna sada standardnich vzorki reagovala pouze se samotnym
diazomethanem, dalsi dvé sady byly methylovany diazomethanem a nasledné podrobeny
reakci s ¢inidly BSTFA a HMDS. Motivaci téchto experimentil byly snaha ovéfit, zda
methylaci dojde k blokaci vodiku hydroxylové skupiny, ktera jiz pak bude neaktivni vici
dal$imu pusobeni derivatizacnich ¢inidel a zda bude dochazet ke vzniku jednotného
produktu methylace, tedy Ze nebudou vznikat izomery pfislusejici jednotlivym tautomernim
formam. Analyzou bylo dokazano, Ze skute¢né vznikaji stejné produkty methylace, jak bylo
predpokladano. Identifikace methoxy derivatu lawsonu probéhla na zaklad€ srovnani
reten¢nich Casii a hmotnostnich spekter s knihovnou spekter. Methoxy derivat lapacholu
nebyl uveden v knihovné spekter, nicméné¢ na zakladé reten¢niho Casu a hmotnostniho
spektra byla jeho identifikace potvrzena. Chromatogram spole¢né s hmotnostnim spektrem

vzniklého methoxy derivatu lapacholu je uveden na obrazcich 46 a 47.
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Obr. 46 Molekularni a fragmentovy ion methoxy derivatu lapacholu po reakci s cinidly BSTFA a HMDS
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Obr. 47 Hmotnostni spektrum methoxy derivdtu lapacholu

Vysledky z methylace standardi vedou k tivaze, ze derivatizace ¢inidlem HMDS
nebude patrné zahéjena ptes dusik vazbou na karbonylovy kyslik v chinoidnim jadre, ale ze
reakce bude zacinat nukleofilni substituci aktivniho vodiku skupinou TMS a az poté dojde
vlivem rozpadu ¢inidla k navazani aminu, respektive amoniaku na néktery z kyslikt
karbonylovych skupin. Této hypotéze by vice odpovidaly navrhy struktur na obrazku 49.
S ohledem na experimentalni data vSak nelze tento mechanismus s jistotou potvrdit. Znovu
také uvadim, ze nize uvedené produkty reakce s ¢inidlem HMDS jsou pouze hypotetické
varianty. Urceni jejich struktury je pfedmétem dal$iho vyzkumu. Jednou z moznosti by
mohla byt bazicky katalyzovana hydrolyza. Za ptedpokladu, ze pfti reakci vznika imin, by
hydrolyza vedla ke vzniku ptvodni karbonylové skupiny. V piipadé UspéSné izolace
vzniklého produktu by se nabizela samoziejmé nuklearni magnetické rezonance, kterou by

doslo k urceni ptesné struktury.
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5 Zaveér

Tato prace se zabyvala stanovenim ucinnych latek ve dvou rostlindch a to konkrétné ve
vilcacofe a lapachu. Pro jejich extrakci byla vybrana na zacatku macerace. Po tydenni
maceraci nepomletého materidlu v methanolu nebyly u vilcacory detegovany zadné piky
alkaloidii, u lapacha byly detegovany jak majoritni uc¢inné latky (lapachol, dehydro-a-
lapachon), tak i ty minoritni v podobé fenolickych kyselin. Efektivita macerace byla u
vilcacory zvysena pomletim rostlinného materialu a pouzitim intenzivnéj$ich extrakénich
kroku, které vedly k detekci ti alkaloidi. Naslednou derivatizaci doslo rovnéz k identifikaci
polyfenolickych latek katechinu a kyseliny chinové. U lapacha nepfineslo mleti oproti
predchozi extrakci zadné zlepseni. Pti pouziti sady dvanacti rozpoustédel se jako optimalni
k dal$im experimentiim jevila rozpoustédla polarnéjsi a to aceton, acetonitril, ethylacetat,

methanol a methylisobutylketon.

Dalsim krokem bylo pouziti vysokotlaké extrakce, kterd zvySuje G€innost extrakce
analytti diky pouziti vysokych teplot a tlakd. I zde byl sledovan vliv mleti vzorkd, ktery
ukdazal, ze v ptipad¢ vysokotlaké extrakce nemd mleti vyznam. To také potvrdila nasledna
derivatizace, kde byly rozdily vice patrné a nemleti vzorkd se jevilo jako lepsi varianta. Na
viné vSak muze byt ¢astetné ucpavani frity, které je Castym problémem u tohoto typu

extrakce.

Za Gcelem ziskani ¢istéjsich extraktd bez doprovodu balastnich latek byla provedena
extrakce oxidem uhli¢itym v nadkritickém stavu, jak bez pouziti modifikatoru, tak s jeho
vyuzitim. V nepomletém materidlu bylo detegovano minimum sloucenin, rapidni zlepSeni
situace nastalo pii jeho pomleti a opakovanim n¢kolika extrakcénich cyklt s ptidavky
modifikatoru, kterym byl po celou dobu prace methanol. U vilcacory doslo k detekci i
vysoce polarnich latek jakymi jsou kyseliny chinova, chlorogenova a katechin. Pfi téchto
experimentech nicméné dochazelo k ucpavani restriktoru jemnymi ¢asteckami pomletého
materialu a z toho diivodu bylo navrzeno pouziti frity pro jejich zachyt, u které bylo rovnéz
pfedpokladdno, Zze by mohla slouzit také pro zachyt balastnich latek. BéZné je tato
polyethylenova frita pouZivana v kolonkach pro extrakci tuhou fazi, v této praci byla
upravena jeji velikost pro pouziti v patron€ pro superkritickou extrakci. Analyzou extraktu
ziskaného oplachem spodni ¢asti patrony s fritou bylo zjiSténo, Ze na jednu stranu dochazi

sice k zadrZzovani balastnich latek sacharidové povahy, na druhou stranu se zde nachazely i
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vedlejsi ucinné latky v pomérné velkém zastoupeni. Dalsi pouZzivani frity by tak vyzadovalo

optimalizaci extrak¢niho postupu.

U vzorkt lapacha, které byly v pribéhu prace derivatizovany ¢inidly BSTFA a HMDS
bylo zjisténo, ze dochéazi ke vzniku rozdilnych produktii a na zakladé této anomalie byly
zakoupeny standardy jak lapacholu, tak strukturné nejjednodussiho hydroxynaftochinonu -
lawsonu. Jejich derivatizace skuteéné potvrdila vznik rozdilnych produkti. V piipadé
BSTFA vznikal o¢ekavany TMS derivat, derivatizaci HMDS dochézelo ke vzniku jiného
produktu s hodnotou m/z mensi o jednic¢ku, ktery ve své molekule obsahoval atom dusiku.
Methylaci obou standardii diazomethanem vznikaly methoxyderivaty. Pfipravené
methoxyderivaty nepodléhaly dal§im reakcim se silaniza¢nimi ¢inidly a vznikaly jednotné
methoxyderivaty. Hypotetickym navrhem pro vznik odlisnych produktl byla myslenka
opirajici se o rozpad ¢inidla HMDS pfi derivatizacni reakci. V praci jsou rovnéz uvedeny
teoretické produkty vznikajici reakci hydroxynaftochinond s timto ¢inidlem. Jejich skute¢na

struktura nebyla nicméné ovétena a tyto navrhy jsou tak predmétem dal§iho vyzkumu.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN acetonitril

BSTFA N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
DE diethylether

EtAc ethylacetat

HMDS hexamethyldisilazan

iIPrOH propan-2-ol

MIBK methylisobutylketon

MeOH methanol

NMU N-nitroso-N-methylmoc¢ovina

PSE vysokotlaka extrakce rozpoustédlem
SFE superkriticka fluidni extrakce
tBuMe terc-butyl methyl ether

TMS trimethylsilyl
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