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Uvod

Naftochinony jsou vétsinou barevné pigmenty v rost-
linach. V bunkach jsou uloZeny ve vakuolach, kde jsou
predeviim glykosylovany'. Naftochinony jako skupina
sekundarnich metabolitii se v ptirod¢ vyskytuji v riznych
Celedich rostlin (Plumbaginaceae, Juglandaceae, Ebena-
ceae, Boraginaceae, Dioncophyllaceae, Ancistrocladace-
ae, Iridaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae, Avicennia-
ceae, Balsaminceae, Bignoniaceae, Gentianaceae, Drose-
raceae, Nepenthaceae, Lythraceae, Euphorbiaceae)”®
arovnéz u hub a mikroorganismi, napt. rodu Streptomy-
ces, Fusarium'. Biosyntéza naftochinonti probiha 3esti
moznymi biosyntetickymi cestami. Bylo zjisténo, Ze zaklad-
nim prekurzorem biosyntézy vétSiny naftochinonti je kyseli-
na Sikimova (3,4,5-trihydroxycyklohex-1-en-1-karboxylova
kyselina, C7H1005).

Rada rostlin obsahujici naftochinony roste ve velmi
exponovanych, vlhkych podminkach, kde se vyskytuje mno-
ho patogennich organismti, zejména pak plisni. Naftochi-
nony, hlavné vSak plumbagin a jeho derivaty, maji vyraz-
ny antifungalni efekt; mohou tedy slouzit jako aktivni
obrana rostlin proti zminénym patogenim. Naftochinony
rovnéz slouzi jako latky brénici napadeni rostlin Skiidci,
pro které mohou byt tyto latky rovnéz vysoce toxické.
Extrakty z rostlin, které obsahuji naftochinony, se jiz dlou-

271

hou dobu pouzivaji v tradi¢nich medicinach rtiznych naro-
di. V Cing a nékterych dalsich asijskych zemich se pouZi-
vaji extrakty z rostlin rodu olovénec (Plumbago, P. zeyla-
nica, P. rosea) k1é¢bé rakoviny, revmatoidni artritidy
abolestivé menstruace, zevné¢ pak prfi 1écbé otoki
a zhmozdénin. V Indii ma Plumbago zeylanica Sirokou
tradici pouZzivani na rizné nemoci, jako je prijem, poruchy
traveni a riizné kozni problémy; pouZivani této drogy vSak
mize vést az k trvalé sterilité a pouziva se i k vyvolani
potratu®. Ve Francii se dosud pouziva Plumbago europaea
ke zmirnéni bolesti zubd. Kura a listy z ofesaku (Juglans
nigra) se vyuzivaji pro své sviravé, projimavé a detergent-
ni ucinky k 1é¢bé koznich chorob, zejména ekzému, opart
a koZnich viedii. Klira Juglans regia se pouZiva pro mirné
projimavé Gcinky. Tradi¢ni mediciny ji doporucuji rovnéz
k 1é¢be syfilis a parazitdz. Zevné se pouZziva jako rubefaci-
ens (latka drazdici pokozku a sliznice, ktera zpisobuje
jejich prekrveni; timto mechanismem ohranicuji zénét
a urychluji jeho pribéh).

V ceskych zemich ma dlouhou tradici (od 13. stoleti)
pouzivani extrakti z rosnatky Drosera rotundifolia proti
infekénim nemocem dychacich cest, jako je nachlazeni,
bronchitida, kasel a astma. Pripravky ztéto rostliny se
jesté dnes doporucuji pro prevenci aterosklerdzy, pti cuk-
rovce a jako silny antibakterialni a antiviralni prostfedek.
Uvadi se rovnéz uginek spasmolyticky a sekretolyticky'.
V Americe jsou extrakty oblibeny jako geriatrikum.
V indické tradi¢ni mediciné se pouziva Drosera burmannii
jako ucinné rubefaciens, v Jizni Americe zase jiné druhy
k 1é¢bé bradavic, kufich ok, keratoz a k odstranéni pih.

Pii kasli a nachlazeni se pouziva v CR schvaleny pii-
pravek Tussilen® kapky, ktery obsahuje extrakt z druhu
Drosera rotundifolia. Jiné zdroje doporucuji homeopatické
zpracovani Drosera rotundifolia pro nemoci dychacich
cest; schvalena homeopatika z Drosera rotundifolia jsou
dostupna v cetnych 1ékovych formach — tablety, roztok,
¢ipky, masti v n€kolika homeopatickych fedénich. Mucho-
lapka podivna (Dionaea muscipula) nema v soucasnosti
v CR terapeutické vyuziti. V Némecku se vsak vyrabi pfi-
pravek Carnivora® — extrakt z mucholapky - v l1ékovych
forméach kapky a injekce — pouZiti jako imunomodulans pfi
malignitach, jako imunostimulans, podptrna lécba Cro-
hnovy nemoci a ulcerézni kolitis. V Ceské republice viak
neni schvalen a registrovan. Extrakt z mucholapky je do-
stupny v USA, kde je vyrabén firmou Vital Health Pro-
ducts jako potravinovy doplnék. Naftochinony maji pro
své vyrazné cytotoxické ucinky nepochybné budoucnost
v terapii réiznych onemocnéni, véetné nadorovych’ .
Z tohoto diivodu vzriista zajem o stanoveni a charakteriza-
ci derivatl 1,2- a 1,4-naftochinonii v riznych biologickych
vzorcich. Praci zabyvajicich se pfimym stanovenim nafto-
chinond v biologickém materialu je velmi malo. Mezi nej-
Castéji pouzivané metody pro jejich kvantifikaci patii vy-
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sokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci
(HPLC-UV) a hmotnostni detekci'”. Navic byly pro analy-
zu vyzity nékteré elektrochemické metody, které maji
znaény vyznam v konstrukci senzorti'* %,

Protoze se naftochinony v rostlinném materialu nevy-
skytuji samostatné, ale s celou fadou primarnich a sekun-
darnich metabolitd, bylo nutné zvolit a optimalizovat
vhodnou metodu pro jejich stanoveni. Pro soucasné stano-
veni biologicky aktivnich sekundarnich metaboliti se
osvédcila vysokoucinnd kapalinova chromatografie spojena
s diodovym polem (HPLC-DAD) nebo s elektrochemickym
detektorem'* ™', Proto jsme se i zde rozhodli vyuzit kapali-
nové chromatografie s detekci diodovym polem pro analyzu
nekolika naftochinond soucasné (lawson, 1,4-naftochinon,
juglon a plumbagin).

Experimentalni ¢ast
Material a metody

Rostliny Dionaea muscipula Ell. pochazely z explanta-
tovych kultur (Ustav piirodnich 1é¢iv, Farmaceuticka fakul-
ta, Veterinarni a farmaceuticka univerzita v Brn¢), kde byly
kultivovany na médiu Murashige Skoog Medium (MS)*
s pridavkem sacharosy (30 g1™") a aktivniho uhli (1,5 g1™)
v50 ml Erlenmayerovych baikach. Kultivace probihala
v kultiva¢nich boxech (Luminex); box byl zajistén osvétle-
nim o intenzité 5000 luxi (zafivky Fluora). Délka fotoperio-
dy byla 14 h, teplota byla konstantni, 26,5 °C a vlhkost
60 %. Drosera rotundifolia a Drosera spathulata pochazely
z explantatovych kultur Piirodovédecké fakulty Masarykovy
univerzity v Bmé a byly péstovany za stejnych kultivacnich
podminek v Laboratofi tkaiovych kultur (Ustav ptirodnich
1é¢iv, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceuticka
univerzita v Bmé&). Casti Paulownia tomentosa (listy, plody)
byly sbirany z rostliny péstované v aredlu Veterinarni a far-
maceutické univerzity v Brné 26. 8. 2004.

Chemikalie

Jako standardy Ccistoty p.a. byly pouzity naftochinony
1,4-naftochinon, juglon (5-hydroxy-1,4-naftochinon), law-
son (2-hydroxy-1,4-naftochinon) a plumbagin (5-hydroxy-
-2-methyl-1,4-naftochinon) (Sigma-Aldrich, USA). Me-
thanol pro HPLC a ostatni analytick4 ¢inidla byla ACS
Cistoty (Sigma-Aldrich, USA). Standardni roztoky nafto-
chinonii byly pfipraveny o koncentraci 100 pg ml™' v ACS
methanolu (Sigma Aldrich, USA) a uchovavany ve tmé pfi
4 °C. V8echny roztoky byly filtrovany ptes 0,45 um teflo-
nové membranové filtry (MetaChem, Torrance, USA) pred
davkovanim do systému HPLC.

Analyza vysokotUc¢innou kapalinovou chro-
matografii s detekci diodovym polem

HP 1100 chromatograficky systém (Hewlett-Packard,
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Waldbronn, Némecko) byl vybaven vakuovym odplynova-
¢em (G1322A), kvartérni pumpou (G1311A), automatic-
kym davkovacem (G13113A), kolonovym termostatem
(G1313A) a UV/VIS detektorem s diodovym polem
(model G1315B). ChemStation software (Rev A07.01) byl
pouzit pro obsluhu celého systému. Naftochinony byly
separovany izokratickou eluci na chromatografické koloné
s reverzni fazi Zorbax C18-AAA (150 mm x 4,6 mm, veli-
kost ¢astic 3,5 um, Agilent Technologies, USA). Mobilni
fazi byla 0,1 % (v/v) octova kyselina a methanol
(35 : 65 v/v). Pritok mobilni fize byl 0,8 ml min™". Teplo-
ta kolony byla 40 °C. Spektra byla snimana v rozmezi
190—400 nm; pro chromatografickou analyzu byla vybrana
vinova délka 254 nm. Bylo davkovéano 5 pl vzorku.

Ptiprava redlného vzorku

Casti rostlin byly lyofilizovany pii teploté —51 °C po
dobu 48 h (CHRIST-Alpha 1-2). Poté byly jednotlivé ¢asti
rostlin nahrubo drceny v tfeci misce a najemno homogeni-
zovany v mlynku (Ika A1l Basic). Navazka (0,02 az
0,10 g) biologického vzorku byla pfenesena do 5 ml
methanolu a ultrazvukovana pii 38 kHz, 150 W (KS5,
Kraintek) za laboratorni teploty po dobu 30 min. Vzorky
rostlinného extraktu byly pfed davkovanim do systému
HPLC filtrovany pfes 0,45 um teflonové membranové
filtry (MetaChem, Torrance, CA, USA).

Navratnost

Navratnost naftochinoni byla vyhodnocena pomoci
piidavku 100 pl standardu (koncentrace byla 10 pg ml™" ane-
bo 500 pg ml™) k piipravenym homogenatim (100 ul). Po-
stup pripravy homogenatu je uveden vyse. Koncentrace nafto-
chinonti ve vzorku byla stanovena pomoci kalibra¢ni kiivky.

Vysledky a diskuse
Optimalizace stanoveni naftochinoni

Vodna slozka mobilni fize

Pii volbé vodné slozky mobilni faze jsme testovali
kyselinu mraven&i a kyselinu octovou®. Reten&ni &as
vsech Ctyt separovanych naftochinonti byl u kyseliny octo-
vé nizsi nez u kyseliny mravenci. Vyska pikt naftochinon
byla srovnatelna pro obé testované kyseliny, zatimco plo-
cha pikt a jejich symetrie byla veétsi pii pouziti kyseliny
octové. Proto jsme pro nasledujici experimenty zvolili
kyselinu octovou. Déle byl studovéan vliv koncentrace ky-
seliny octové na prubéeh separace. Se zménou koncentrace
kyseliny octové (0,025; 0,050; 0,075; 0,100; 0,125 a 0,150
mol I"") se rozlideni jednotlivych latek vyznamngji nemé-
nilo. VySky i plochy chromatografickych piku byly nej-
vyss§i pii koncentraci 0,100 mol I, pfi¢emz v intervalu
studovanych koncentracnich hodnot se vySky a plochy
pikli jednotlivych naftochinonii pohybovaly do 90 %
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z nejvyssi hodnoty.

Organicka slozka mobilni fize

Jako organicka ¢ast mobilni faze byl testovan acetoni-
tril a methanol. Pfi pouziti acetonitrilu byla plocha, vyska
i symetrie pikll niz§i a zény jednotlivych studovanych
naftochinonti byly §ir§i nez pfi pouziti methanolu, ktery
byl proto pouzit pfi dalSich experimentech.

Pomeér slozek mobilni faze

Byl testovan interval 40-90 % methanolu v mobilni
fazi. Se vzrustajicim obsahem methanolu se vyznamné
snizoval reten¢ni €as pro vSechny naftochinony az do 70 %
methanolu v mobilni fazi. Pfi vy$S§im obsahu methanolu
(70-90 %) se retencni ¢as vSech studovanych naftochinond
snizoval jiz jen nepatrné. Plocha signald se s riznym po-
mérem fazi ménila jen nepatrné. Jako nejvhodnéjsi byl
zvolen pomér 35 % vodné slozky (kyselina octova) a 65 %
organické slozky (methanol). Pfi zvoleném poméru vyska
pikt jednotlivych naftochinont dosahovala maxima a byla
ziejma maximalni symetrie pikd.

Priitok mobilni faze

Byl sledovan vliv pritoku mobilni faze na prabch
separace v rozsahu 0,5 a7 1 ml min~'. Reten¢ni ¢as pozo-
rovanych signald se se vzrlstajicim prutokem snizoval,
symetrie pikli pozvolna rostla, ale pfi pritoku vysSim nez
0,9 mlmin" se neim&mé zvyloval tlak v chromato-
grafické soustavé. Jako nejvhodnéjsi byl proto zvolen pri-
tok 0,8 ml min"', pii kterém byly piky naftochinoni nejvi-
ce symetrické, vyska a plocha pikii dosahovaly maxima.

Teplota pri separaci na chromatografické koloné

Vliv teploty na separaci a detekci naftochinont prova-
déné v HPLC-DAD chromatografickém systému byl testo-
van v rozmezi 10 °C az 40 °C. Teplota 40 °C byla zvolena
jako maximdlni moZné4 pro zndmou termolabilnost nafto-
chinond. Se zvysujici se teplotou kolony se snizoval re-
tencni ¢as separovanych naftochinonti, zvySovala se vyska
pikt, zatimco symetrie a plocha pikt byly téméf konstant-
ni (odchylka okolo 5 %). Pro analyzu byla jako optimalni
vybrana teplota 40 °C.

Kalibra¢ni zavislosti naftochinont sta-
novené pomoci HPLC-DAD

Pfi nejvhodnéjSich podminkach separace (mobilni
faze 0,1 mol 1" kyselina octovd a methanol v pomdru
35 : 65; pratok mobilni faze 0,8 ml min!; teplota 40 °C)
jsme ziskali velmi dobfe separované a symetrické piky
jednotlivych naftochinont (obr. 1). Zavislost absorbance
snimané detektorem s diodovym polem (DAD) pfi vinové
délce 254 nm na koncentraci jednotlivych naftochinont
byla ve sledovaném koncentracnim intervalu (0,5 az
35,0 mg ml™") linearni pro viechny studované naftochino-
ny (obr. 2). Relativni stfedni chyba (RSD) se pohybovala
do 3 % (n = 5); rovnice kalibracnich ptimek a R? zavislosti
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Obr. 1. HPLC-DAD chromatogram naftochinoni (lawson (1),
1,4-naftochinon (2), juglon (3) a plumbagin (4)); mobilni faze
0,1 mol 1" kyselina octova a methanol (35 : 65 v/v); pritok mo-
bilni faze 0,8 mlmin™'; teplota 40 °C; vlnova délka 254 nm.
Koncentrace naftochinoni byla 12,5 ug ml™
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Obr. 2. Zavislost plochy piku na koncentraci jednotlivych
naftochinoni, (lawson (1), 1,4-naftochinon (2), juglon (3) a
plumbagin (4)); chromatografické podminky jako na obr. 1

plochy piku na koncentraci jednotlivych analyzovanych
naftochinonil a limity detekce a stanovitelnosti jsou uvede-
ny v tabulce .

Uréeni obsahu naftochinonu
v rostlinach

Optimalizovana metoda stanoveni naftochinont vyso-
koucinnou kapalinovou chromatografii s detekci diodovym
polem byla pouzita pro studium obsahu naftochinont
v nékolika rostlinnych druzich, o kterych je znamo, Ze
naftochinony obsahuji. Navratnost piidavku znamého
mnozstvi analyzovanych naftochinond do rostlinného ma-
teridlu je uvedena v tabulce II. Ziskané hodnoty se pohy-
bovaly mezi 95 az 104 %.
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Tabulka I

HPLC-DAD charakteristiky analyzovanych naftochinont

Naftochinon R Regresni rovnice® R’ LOD" LOQ" RSD
[min] smérnice lsek [ng ml™'] [ng ml™] (7]

[mMAUmg ' ml] [mAU]

1,4-Naftochinon 3,8 47,733 —9,0435 0,9999 50,5 168,3 1,91

Juglon 4,7 20,756 —5,6828 0,9998 75,6 252,0 2,25

Lawson 3,0 15,951 —-5,2675 0,9997 65,3 217,7 2,86

Plumbagin 7,4 24,416 -6,0176 0,9998 38,5 1283 1,11

*Koncentra¢ni interval byl 0,5 az 35,0 mg ml™, ®° LOD - limit detekee, © LOQ - limit kvantifikace

Dionaea muscipula

Obsah naftochinonti byl v pfipadé této ,,masozravé
rostliny analyzovéan v jednotlivych rostlinnych organech
(list, kofen a kvét). Zjistili jsme, Ze nejvice plumbaginu
obsahovaly listy (nerozdélené na fapik a Cepel listu) —
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Obr. 3. Obsah plumbaginu v listu (1), kofenu (2) a kvétu (3)
Dionaea muscipula; chromatografické podminky jako na obr. 1
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Obr. 4. HPLC-DAD chromatogram analyzy listi Dionaea
muscipula; chromatografické podminky jako na obr. 1
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Obr. 5. MnozZstvi plumbaginu v listu (1) a plodu (2) Paulownia
tomentosa; chromatografické podminky jako na obr. 1

5338 pgg ', méné plumbaginu obsahovaly kofeny —
4230 pg g', nejménd pak kvéty — 3698 pg g (obr. 3).
Odpovidajici chromatogram je na obr. 4, UV spektra
standardu plumbaginu a plumbaginu detegovaného byla
identicka. Dalsi naftochinony nebyly detegovany. Literatura
uvadi jeSt¢ piipadny vyskyt 3-chloroplumbaginu, hydro-
plumbagin 4-O-B-glukopyranosidu a 8,8’-biplumbaginu®*2%;
rovnéz latky fylogeneticky spjaté s plumbaginem, diomus-
cipulon a diomuscinon, postradajici vSak strukturu 1,4-
-naftochinonu, nebyly detegovany*>*.

Paulownia tomentosa

Bylo pro nas ptekvapenim, Ze jsme naftochinon
plumbagin detegovali rovnéz vlistech a plodech
(mesokarp) stromu paulovnie plstnaté (Paulownia tomento-
sa, Scrophulariaceae), kde tento naftochinon dosud nebyl
detegovan. Jeho obsah byl relativné nizky — 17 pugg™
v listech a 11 pg ¢! v plodech v mesokarpu (obr. 5). Tato
rostlina je pro farmacii zajimava diky obsahu flavonoid-
nich a iridoidnich latek.
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Tabulka II
Navratnost naftochinont v listech Dionaea muscipula, Drosera rotundifolia a Paulownia tomentosa (n = 3)
Rostlinny druh (list) Naftochinon Vzorek Standardni Vzorek + standardni  Navratnost
[ug g '1*° pridavek pridavek [%]
[gg T g T
lawson nd ¢ 10,1 £0,3 (3,0) 10,5+ 0,4 (3,8) 104
1,4-naftochinon nd ¢ 10,2+ 0,1 (1,0) 10,4+ 0,3 (2,9) 102
Dionaea muscipula . .
juglon nd 9,8+ 0,2 (2,0) 10,1 £ 0,4 (4,0) 103
plumbagin 5338+ 120(2,2) 508 +16,9 (3,3) 5889 + 195 (3,3) 97
lawson nd ¢ 10,5+ 0,6 (5,7) 10,8 £ 0,5 (4,6) 95
1,4-naftochinon nd ¢ 10,4 £ 0,4 (3,8) 10,9 £ 0,7 (6,4) 95
Drosera rotundifolia . .
juglon nd 9,8+ 0,3 (3,1) 10,1 £ 0,6 (5,9) 99
plumbagin 18,0 £ 0,6 (3,3) 9,9+ 0,5 (5,1) 26,7+ 1,1 (4,1) 96
lawson nd ¢ 10,8+ 0,8 (7,4) 11,2+ 0,9 (8,0) 96
1,4-naftochinon nd ¢ 10,2 £ 0,5 (4,9) 10,4 £ 0,6 (5,8) 98
Paulownia tomentosa . c
juglon nd 9,6 £0,2 (2,1) 9,8+0,4 (4,1) 98
plumbagin 17,1 £0,8 (4,7) 10,4 £ 0,6 (5,8) 26,3 £1,8(8,3) 96

* Mnozstvi naftochinonu na gram susiny, ® vysledky jsou vyjadfené jako primérma hodnota + SD (RSD), ¢ nd — nedetegovano

Drosera

U tii druht rostlin rodu rosnatka (Drosera) — D. ro-
tundifolia, D. spathulata a D. capensis byl studovan obsah
naftochinont v celych listech, tedy nerozdélenych na fapik
a Cepel listu. Na zdklad€ naSich analyz byl detegovén nej-
vy$s§i obsah plumbaginu v D. rotundifolia — 18 pg g,
dale pak v D. spathulata — 16 pg g”'. Je také zajimavé, ze
dosud nebyl potvrzen vyskyt plumbaginu v pfipadé in
nu byl detegovan v D. capensis — 8 pg g~ (obr. 6). Podle
znamych 0dajli druhy D. rotundifolia a D. capensis obsa-
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Obr. 6. Obsah plumbaginu v listech Drosera rotundifolia (1),
Drosera spathulata (2) a Drosera capensis (3); chromatografické
podminky jako na obr. 1
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huji ze viech naftochinond nejvice plumbaginu®. Nam se
vSak podafilo ve vSech analyzovanych druzich rosnatek
detegovat znacné obsahy derivatu juglonu, pravdépodobné
7-methyljuglonu  (porovnanim UV-spekter a udaji
z literatury o latkach obsazenych v zastupcich rodu Drose-
ra). Nejvyssi obsah 7-methyljuglonu byl zjistén v D. ro-
tundifolia — 1297 ug g”' v D. spathulata a D. capensis byl
podobny — 623 a 608 pg g (obr. 7).

Obr. 7. Obsah 7-methyljuglonu v listech Drosera rotundifolia
(1), Drosera spathulata (2) a Drosera capensis (3); chromatogra-
fické podminky jako na obr. 1
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Zavér

Byla optimalizovana metoda soucasného stanoveni

naftochinont 1,4-naftochinonu, lawsonu, juglonu a plum-
baginu technikou HPLC-DAD, kterd umoznila stanoveni
téchto latek v pikogramovych mnozstvich. Optimalizovana
metoda byla aplikovana na stanoveni naftochinonti v rost-
linach, které naftochinony bézn¢ obsahuji. Optimalizova-
nou metodou byl nalezen plumbagin v paulovnii plstnaté
(Paulownia tomentosa), v niz nebyl dosud zjistén.
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(“Department of Natural Drugs, University of Veterinary
and Pharmaceutical Sciences, "Department of Chemistry
and Biochemistry and “Department of Botany and Plant
Physiology, Mendel University of Agriculture and For-
estry, Brno): Chromatographic Analysis of Naphtho-
quinones in Plants

The aim of the work was to optimize the high per-
formance liquid chromatography coupled with a diode
array detector for the determination of naphthoquinones
(1,4-naphthoquinone, lawsone, juglone and plumbagin).
The optimal conditions were: mobile phase 0.1 mol 1™
acetic acid — methanol (35 : 65 v/v), flow rate 0.8 ml min',
column and detector temperature 40 °C. Detection limits
(3 S/N) were 65 ngml™, 50ngml™, 75ngml™ and
39ngml™ for lawsone, 1,4-naph-tho-qui-none, juglone
and plumbagin, respectively. The optimized method was
used for the determination of the mentioned naphtho-
quinones in plants (Dionaea muscipula, Drosera rotundi-
folia, Drosera spathulata, Drosera capensis and Pau-
lownia tomentosa).



