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Uvod

Rod Karwinskia z celade Rhamnaceae zahima
15 druhov stromov alebo krov rastiucich v subtropickych
a tropickych oblastiach Severnej Ameriky. Karwinskia
humboldtiana  (Schult.) Zucc. je najrozsirenejSim
a najznamejSim druhom tohto rodu. V tychto oblastiach je
znama ako jedovata rastlina, ktora pri intoxikacii plodmi
poskodzuje organizmus niektorych zvierat a l'udi. Po poziti
plodov rastliny sa rozvija vzostupna symetricka paralyza
konciaca paralyzou dychacich svalov, ¢o moze zapricinit’
smrt™%. Za tento u¢inok su zodpovedné toxiny, identifiko-
vané ako 9,10-dihydroxyantracenény a oznaCované na
zaklade ich molekulovych hmotnosti (T-496, T-514, T-516
a T-544). Najvyznamnej$im z nich je toxin T-514
(peroxizomicin A1), ktory poskodzuje peroxizoOmy. Znamy
je aj jeho toxicky efekt na rakovinové bunky pecenového
a plicneho tkaniva a tkaniv hrubého ¢reva. Mechanizmus
tohto ucinku zatial’ nebol plne vysvetleny. Je vSak zname,
ze indukuje apoptozu I'udskych promyelocytickych leuke-
mickych buniek (HL-60) a je inhibitorom topoizomerazy
II (cit.>"). Vi&ina prac zaoberajicich sa obsahovymi lat-
kami rodu Karwinskia sa venuje spominanym toxinom, ich
Gi¢inkom resp. stanoveniu v roznych &astiach rastlin™®.

Cielom prace bolo stanovit' antioxida¢nua uGc¢innost
metanolového extraktu listov Karwinskia humboldtiana po
jeho rozdeleni medzi vzajomne sa nemiesSajice rozpustad-
la a na zaklade zistenej antioxidacnej aktivity izolovat’
latky, ktoré by sa nej mohli podielat. Antioxidac¢na aktivi-
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ta jednotlivych podielov (petroléterovy, chloroformovy,
etylacetatovy, n-butanolovy a vodny) bola vyhodnotena
ako schopnost’ vychytavat DPPH a hydroxylové radikaly.

Experimentalna cast’
Chemikalie a pristroje

5,5-Dimetyl-1-pyrolin-N-oxid (DMPO) a 1,1-difenyl-
-2-pikrylhydrazyl (DPPH) a acetonitril pre HPLC vyraba
Sigma-Aldrich Ltd. (USA). Metanol, 1-butanol (n-
butanol), petroléter, chloroform, benzén, acetoén, dimetyl-
sulfoxid (DMSO), octan etylovy (etylacetat), izopropanol
(i-PrOH) a 2-butanén — vzdy p.a. kvality, CH;COOH
(98%, p.a.), HCOOH (85%, p.a.), HCI1 (35%, p.a.) a H,0,
(30%) dodava Centralchem, s.r.o, Slovensko. BSTFA (bis-
trimetylsilyltrifuoracetamid), TMCS (trimetylchlorosilan)
a CD;0D vyraba Sigma-Aldrich Ltd. (USA).

Absorpcné spektra boli snimané pristrojom Tecan
Infinite M 200 (Tecan AG, Rakusko) v metanole ako aj po
naslednom pridani $pecifickych diagnostickych
skumadiel’. Spektra elektronovej paramagnetickej rezo-
nancie (EPR) boli zaznamenavané pristrojom ERS 230
(ZWG Akad. Wiss. Berlin, SRN).

Opticka otacavost’ bola merana na pristroji Polamat A
(C. Zeiss Jena, SRN) v metanole.

Podmienky HPLC analyzy: pristroj Hewlett-Packard
HP 1100 s DAD detektorom. Ako staciondrna faza bola
pouzitd kolona Eclipse XDB C18, 50 x 2,1 mm
s velkostou castic 1,8 um. Mobilna faza: 0 min: 10 %
acetonitril + 90 % 0,2% HCOOH, 36 min: 100 % acetonit-
ril. Prietokova rychlost’ 0,3 ml min ™' pri 30 °C.

Na GC-MS analyzu bol pouzity GC-MS system Fin-
nigan GCQ Polaris ion trap, so silikagélovou kolénou HP
-5ms 30 m x 0,25 mm. Teplotny program pre Standardy
TMS derivatov sacharidov: 100 °C — 1 min, potom gra-
dient 10 °C min™" k dosiahnutiu 280 °C, zachovanie po¢as
2 min. Teplota injektora 270 °C, nastrekovy objem 1 pl,
nosny plyn hélium, linearna rychlost’ 30 cm s™'. MS para-
metre: teplota ionového zdroja 220 °C, ionizacna energia
70 eV, skenovana oblast’ 50-650 m/z. Uprava vzorky pre
GC-MS analyzu sa uskutoénila podra literattry®.

MS spektrd boli merané metédami APCI a ESI
v negativnom mode pristroja Agilent 1100 LC/MSD Ion-
Trap VL. Separécia za podmienok uvedenych pre HPLC-
DAD.

NMR spektrd boli zaznamenané pristrojom Varian
Inova 600 MHz spektrometer v CD;0D.

Nosi¢e pre stipcovi chromatografiu: silikagél (typ
Silpearl, Kavalier, Votice, CR), Sephadex LH-20
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko) a polyamid S 6
(Riedel de Haen AG, Seelze-Hannover, SRN). Nosice pre
TLC: silikagélové folie Silufol UV,s4 a celulozové folie
Lucefol (Kavalier, Votice, CR), polyamidové félie DC-
Alufolien Polyamid 11 Fjs4 (Merck, Darmstadt, SRN).
Skiimadl4 na detekciu TLC (cit.”) : Naturstoffreagenz A
(Fluka, SRN) + polyetylénglykol 4000 (NEUovo skiimad-
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lo) v metanole a anilinftalat (Sigma-Aldrich, USA). B-
glykozidaza (Fluka, SRN).

Enzymova hydrolyza a kysla hydrolyza sa uskuto¢ni-
la podla postupu v literatire'’.

Pouzité¢ Standardy (kvercetin, rutin, kempferol-3-O-
-rutinozid, hyperozid, izokvercitrin, galaktdza a arabindza)
dodava C. Roth GmbH & Co, Karlsruhe, SRN.

Extrakcia a izolacia latok

Listy Karwinskia humboldtiana (Schult.) Zucc.
(pestovaného v skleniku Prirodovedeckej fakulte UK
v Bratislave) boli zozbierané koncom septembra 2007.
Metanolovy extrakt ziskany maceraciou 220 g suchych
listov bol vysuseny na rotacnej odparke pri teplote 40 °C.
Ziskalo sa 120 g suchého extraktu.

19,31 g metanolového extraktu (100 %) sa rozpus-
talo v 400 ml vody a vzniknutd suspenzia sa vytrepala
postupne petroléterom, chloroformom, etylacetitom a n-
butanolom, pricom na zaver ostal vodny podiel. Po odpa-
reni jednotlivych vytrepkov sa ziskalo 5,85 g petrolétero-
vého podielu (30,29 %), 0,2 g chloroformového podielu
(1,03 %), 1,7 g etylacetatového podielu (8,8 %), 3,2 g n-
butanolového podielu (16,57 %) a 8,35 g vodného podielu
(43,24 %).

Antioxidacna aktivita

Antioxidacna aktivita extraktov bola stanovena dvo-
ma spdsobmi: spektrofotometricky — pomocou vychytava-
nia radikdlov DPPH a pomocou EPR-sledovanim vychy-
tavania hydroxylovych radikalov''. Vysledky st prieme-
rom Styroch merani.

Vysledky a diskusia

Zistili sme, ze vSetky analyzované extrakty vychyta-
vali DPPH radikaly, priCom ich u¢innost’ bola v poradi:
etylacetatovy > n-butanolovy > petroléterovy > chlorofor-
movy > vodny. Etylacetatovy podiel mal G¢innost’ vacsiu
ako zname antioxidacné Standardy, kvercetin a L-askor-
bova kyselina (tab. I).

Pripravené extrakty vychytavali tiez hydroxylové
radikaly. V tab. II je prezentovand ucinnost’ vychytdvania
hydroxylovych radikalov roztokom 1 mg extraktu v 120 pl

Tabulka I1
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Tabulka I
SCs hodnoty vychytavania DPPH radikalov extraktmi zo
suchych listov Karwinskia humboldtiana (Schult.) Zucc

Extrakt SCs P
[ng odparku/ml]

Petroléter 8,48 0,936
Chloroform 21,05 0,977
n-Butanol 6,28 0,996
Etylacetat 2,11 0,998
Voda 55,34 0,977
Kyselina L-askorbova 2,21 0,998

vody. Z udajov je zrejmé, ze antioxidacna Gcinnost’ klesa
v poradi: etylacetatovy = chloroformovy > n-butanolovy >
petroléterovy > vodny extrakt.

Vychadzajic z antioxidacnej aktivity podl'a namera-
nych hodndt SCsy metédou DPPH a dostupného mnozstva
podielov sa n-butanolovy podiel delil na kolone Sephade-
xu LH-20. Ako elu¢na sustava bol zvoleny i-PrOH. Zachy-
tavané frakcie mali objem priblizne 100 ml, celkovo sa
zachytilo 87 frakcii. Na zaklade TLC analyzy a detekcie
NEUovym skiimadlom boli jednotlivé frakcie spojené do
11 zékladnych frakeii.

Rechromatografiou frakcie ¢. 3 na silikagéli pouzitim
elucnej sustavy chloroform : metanol (9 : 1, so zvySujucim
sa podielom polarnej zlozky) bola ziskana latka ¢. 1
(2,3 mg).

Frakcia €. 4 bola precistena rovnakym spdsobom ako
predchadzajuca frakcia a ziskala sa latka ¢. 2 (3 mg).

Frakcia ¢. 7 sa delila na stipci silikagélu za pouzitia
zmesi chloroform : metanol : voda (8,5 : 1,5 : 0,1) ako
elucnej sustavy. Frakcie sa zachytavali v objeme asi
70 ml, celkovo sa ich zachytilo 71. Na zaklade TLC
analyzy boli jednotlivé frakcie spojené do 28 frakcii
(I-XXVIII).

Z frakcie ¢. IV sa po odpareni na rotacnej vakuovej
odparovacke ziskala latka ¢. 3 (3,1 mg), z frakcie ¢. XIII
vykrystalizovala latka ¢. 4 (8,3 mg) a z frakcie ¢. XV vy-
krystalizovanim z elucnej ststavy sa ziskala latka ¢. §
(8,7 mg). Frakcia ¢. XXI po odpareni poskytla latku ¢. 6
(6,7 mg). Frakcia & XXIV sa delila na stipci polyamidu
v ststave benzén : metanol : 2-butandn : n-butanol (300 :

Utinnosti vychytavania hydroxylovych radikalov extraktmi z listov Karwinskia humboldtiana (Schult) Zucc. (1 mg

extraktu/120 pl vody)

Extrakty Petroléter Chloroform n-Butanol Etylacetat Voda
(nasyteny roztok) (nasyteny roztok)
Uéinnost’ vychytavania, % 66,5 100 58,8 100 57,6

"Hodnota SCs, pre L-askorbovii kyselinu (kontrola) je 0,01 mg ml™



Chem. Listy 106, 1143-1146 (2012)

100 : 75 : 1,5). Zachytavali sa frakcie s objemom asi 2 ml.
Celkovo bolo zachytenych 60 frakcii. Na zaklade TLC
analyzy boli jednotlivé frakcie spojené a z nich sa ziskali
latky ¢. 7 (4,1 mg) a 8 (1,4 mg). Mnozstva izolovanych
latok nezodpovedaju ich redlnemu zastiipeniu v rastline.

Latka ¢. 1 bola izolovana vo forme zltého amorfného
prasku. UF spektra ziskanej latky poukazovali na jej flavo-
nolovy skelet substituovany v polohe C-3. Hmotnostné
spektrum zaznamenané metdodou ESI v negativnom mode
potvrdilo molekulovy i6on Mr 418 (417+1) s fragmentom
132 amu (pentdza) a aglykéonom s Mr 286 (285+1). Kysla
hydrolyza uskutoénend na tenkej wvrstve silikagélu
s naslednym porovnanim so $tandardom kempferolu potvr-
dila jeho pritomnost’ v hydrolyzovanom izolate. Sachari-
dova zlozka bola na zédklade GC-MS identifikovana ako
arabin6za. Na zaklade uvedenych vysledkov bola latka ¢. 1
identifikovana ako kempferol-3-O-arabinozid.

Latka €. 2 bola izolovana vo forme zItého prasku. UF
spektra latky v metanole a po pridani Specifickych dia-
gnostickych sktimadiel poukazovali na flavonolovy typ
s orto-dihydroxy skupinou na kruhu B. Kyslou hydrolyzou
uskutoénenou na TLC sa porovnanim so Standardom doka-
zal kvercetin ako aglykon. Porovnanim TLC po enzyma-
tickej hydrolyze izolovanej latky bola vo vodnej faze do-
kazana pritomnost’ glukézy. MS (negativny mdd) pouka-
zalo na molekulovy i6n s Mr 464 (463+1), fragment 162
(hex6za—H,0) a aglykon s Mr 302 (301+1). Priamym po-
rovnanim izolovanej latky a Standardu izokvercitrinu
(kvercetin-3-O-glukozid) TLC chromatografiou na silika-
géli bola latka identifikovana ako izokvercitrin.

Latka ¢. 3 bola izolovana vo forme zItého prasku. UF
spektrd ziskanej latky sa zhodovali so spektrami
kvercetinu’. MS (ESI, APCI, negativny mod) poukazali na
molekulovy i6n s Mr 302 (301+1). Priamym porovnanim
izolovanej latky a Standardu kvercetinu TLC chromatogra-
fiou na silikagéli bola latka identifikovand ako kvercetin.

Latka ¢. 4 bola izolovana vo forme zltych krystalikov.
MS zaznamenané metodou ESI v negativnom modde pou-
kazalo na molekulovy i6on Mr 434 (433+1) s fragmentom
132 amu (pent6za—H,0) a aglykénom s Mr 302 (301+1).
Na zaklade "H a *C NMR spektier bola latka &. 4 identifi-
kovana ako kvercetin-3-O-a-L-arabinozid. NMR spektra
st dostupné u autorov (T.L., M.S.).

Latka €. 5 bola ziskana vo forme ihlicovitych krysta-
lov. MS (ESI, APCI, negativny mdd) poukazali na mole-
kulovy i6n s Mr 290 (289+1). Na zéklade 'H a *C NMR
spektier bola latka €. 5 identifikovana ako katechin s cis kon-
figuraciou na uhlikoch C-2 resp. C-3 (epikatechin). Izolovana
latka bola opticky aktivna s hodnotou [a]’p= + 65°. Na z4-
klade otacavosti roviny polarizovaného svetla bol izolat
identifikovany ako (+)-epikatechin'>. NMR spektra st
dostupné u autorov (T.L., M.S.).

Latka €. 6 bola izolovana vo forme zItého prasku. UF
spektra ziskanej latky sa zhodovali so spektrami kvercetin-
3-O-galaktozidu’. MS (ESI, APCI, negativny méd) pouka-
zali na molekulovy i6n s Mr 464 (463+1), fragment 162
(hex6za-H,0) a aglykén s Mr 302 (301+1). Priamym po-
rovnanim izolovanej latky a S$tandardu hyperozidu
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Tabul’ka III
SCso hodnoty vychytavania DPPH radikalov izolovanymi
latkami z listov Karwinskia humboldtiana (Schult.) Zucc. *

2

Izolovana latka SCso [ug ml™] r

(+)-Epikatechin 2,97 0,958
Kvercetin 2,79 0,997
Kvercetin-3-O-arabinozid 5,08 0,957
Rutin 6,55 0,989
Hyperozid 38,67 0,968
Kempferol-3-O-rutinozid neucinny
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* Antioxida¢na aktivita izokvercitrinu a kempferol-3-O-
-arabinozidu nebola stanovend vzhl'adom na ich malé
mnozstvo

(kvercetin-3-O-galaktozid) bola latka identifikovand ako
hyperozid.

Latka ¢. 7 bola izolovana vo forme zltého prasku. UF
spektra ziskanej latky sa zhodovali so spektrami kvercetin-
-3-O-rutinozidu (rutinu)’. Priamym porovnanim izolovanej
latky a Standardu rutinu TLC chromatografiou na silikagé-
li, polyamidovych a celulézovych folidch bola latka identi-
fikovana ako rutin.

Létka ¢. 8 tvorila po odpareni elu¢nej sustavy nazltly
povlak na stenach banky. Priamym porovnanim izolova-
nej latky a Standardu pomocou TLC chromatografie na
silikagéli bola latka identifikovana ako kempferol-3-O-
-rutinozid.

Zaver

Na  zéklade zistenej antioxidaCnej  aktivity
a dostupnosti jednotlivych podielov ziskanych rozdel'ova-
nim metanolového extraktu listov Karwinskia humboldtia-
na bolo z butanolového podielu izolovanych 7 flavonolo-
vych derivatov (kvercetin, jeho glykozidy a glykozidy
kempferolu) a (+)-epikatechin. Izolované latky sa svojou
antioxida¢nou aktivitou podielaju na celkovej antioxidac-
nej aktivite n-butanolového podielu (tab. III). Vsetky zis-
kané latky boli z rastliny Karwinskia humboldtiana
(Schult.) Zucc. izolované po prvy raz.

Autori dakuji za poskytnuty rastlinny material prof.
RNDr. A. Luxovi, CSc. z Katedry fyziologie rastlin Priro-
dovedeckej fakulty UK v Bratislave.

Prdca vznikla s podporou grantu agentiiry VEGA MS
SR. ¢. 1/0145/10 a 2/0081/11.
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J. Drozd, M. Stujber’, and T. Liptaj* (“ Department of
Pharmacognosy and Botany, Faculty of Pharmacy, Come-
nius University, Bratislava, * Institute of Chemistry, Facul-
ty of Natural Sciences, Comenius University Bratislava,
¢ Institute of Natural Drugs, Faculty of Pharmacy, Univer-
sity of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno,
4 Department of NMR and MS Spectroscopy, Faculty of
Chemical and Food Technology, Slovak Technical Uni-
versity, Bratislava): Phenolic Metabolites of Karwinskia
humboldtiana Leaves

Methanolic extract from leaves of Karwinskia hum-
boldtiana (Schult.) Zucc. was subjected to fractionation
with a pair of immiscible solvents and subsequently tested
for antioxidant activity. Using DPPH the order of scaven-
ging activities of the extracts in comparison with standards
of L-ascorbic acid and quercetin was as follows: ethyl ace-
tate fraction > L-ascorbic acid > quercetin > butan-1-ol >
light petrol > chloroform > water. The capability of scav-
enging OH radicals determined by EPR was as follows:
ethyl acetate, chloroform > light petrol > butan-1-ol >
water fractions. On the basis of availability and antioxidant
activity of these fractions, isolation of constituents from
butanol fractions was achieved. Separation of this fraction
led to the isolation of (+)-epicatechin and flavonol deriva-
tives — quercetin, quercetin 3-O-glucoside (isoquercitrin),
quercetin-3-0-galactoside (hyperosid), quercetin-3-O-ara-
binoside, quercetin 3-O-rutinoside (rutin), kaempferol
3-O-arabinoside and kaempferol 3-O-rutinoside. All of
them might be responsible for the observed antioxidant
effects.



