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CZESC TEORETYCZNA

Roélinne metabolity wtoérne stanowia bardzo zr6znicowa-
ng grupe zwigzkow chemicznych o aktywnosci biologicz-
nej. Obecnie ponad 25% wszystkich srodkéow leczniczych to
zwiazki pochodzace z roslin, w tym trudno rozmnazajacych
sie, rzadko wystepujacych lub zagrozonych wyginieciem. Do
pozyskiwania terapeutycznie waznych zwigzkow wykorzystuje
sie ro$linne kultury in vitro (por. rozdzial XIX), techniki in-
zynierii genetycznej i transformacji roslin oraz procesy bio-
transformacji zwigzkéw chemicznych pochodzenia egzogenne-
go. Podstawa hodowli in vitro jest morfologiczna i chemiczna
totipotencja komorek ros§linnych. Totipotencja chemicz-
na oznacza zdolno$¢ komorek odizolowanych od organizmu
macierzystego do wytwarzania i/lub akumulacji metabolitow
wtornych. Roélinne kultury in vitro umozliwiaja pozyskiwa-
nie biologicznie aktywnych zwiazkéw na duza skale, w écisle
kontrolowanych warunkach, uniezaleznionych od czynnikow
srodowiskowych i klimatycznych. W kulturach in vitro moga
rowniez powstawac nowe zwiazki, ktérych nie zidentyfikowa-
no w ro$linach in vivo.

Antrazwiazki sa pochodnymi antracenu. W zaleznosci od
stopnia utlenienia podstawowego ukladu dzielg sie na antra-
chinony, antrony oraz izomeryczne z nimi antranole (por. ry-
sunek 20.1). W tkankach roslin antrazwiazki wystepuja prze-
waznie w postaci glikozydéw, najczesciej sa to o-glikozydy oraz
c-glikozydy, np. aloina (10-glukozyloaloeemodynoantron)
(por. rysunek 20.2). Skladnikami cukrowymi tych glikozydow
(zwykle 1-3 czasteczki cukru) sa zazwyczaj p-glukoza, L-ram-
noza i L-apioza. Czeé¢ aglikonowa (emodyny) to hydroksylowe,
metylowe lub karboksylowe pochodne 1,8-dihydroksyantrachi-
nonu lub jego zredukowanej formy. Antrazwigzki moga wyste-
powa¢é w postaci monomeréw oraz dimeréw jako izoantrony
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(2 czasteczki jednakowych antronéw) lub heterodimery. Przy-
kladem antrazwigzkéw monomerycznych sa obecne w liSciach
aloesu: aloina, aloeemodyna, aloinozydy A i B, glikozydy fran-
guloemodyny w korze kruszyny oraz chryzofanolu i reiny w kla-
czu i korzeniu rzewienia. Diantrony wystepuja np. w liciach
senesu (sennozydy A, B, C, D) i kwiatach dziurawca (hiperycy-
na) (por. rysunek 20.2).

o
redukcja
— —
D
utlenianie
H® "H
(0]
Antrachinon Antron (forma ketonowa)

Antraglikozydy sa krystalicznymi substancjami rozpuszczal-
nymi w wodzie i polarnych rozpuszczalnikach organicznych. Pod
wplywem kwaséw oraz obecnych w tkankach enzymow ulegaja
utlenieniu i hydrolizie. Aglikony tych antraglikozyd6w nie roz-
puszczaja sie w wodzie. Antrachinony majg zotte, pomaranczo-
we lub czerwone zabarwienie, fatwo rozpuszczaja sie w roztworach
zasad, dajac czerwono zabarwione sole (reakcja Borntrigera).
Bezbarwne antrony i antranole nie daja barwnej reakcji, ale
w Srodowisku alkalicznym pod wplywem powietrza ulegaja
utlenieniu do antrachinonéw i wowczas pojawia sie czerwona
barwa. Szczegoélnie bogate w antrazwiazki sa roéliny z rodzin:
rdestowatych, szaklakowatych, bobowatych, marzanowatych,
zlotoglowowatych.

W lecznictwie antrazwiazki zawierajace grupy hydroksylo-
we w pozycji 11 8 stosowane sa przede wszystkim jako $rodki
regulujace prace przewodu pokarmowego. Najwyzsza aktyw-
no$c wykazuja glikozydy antronow, diantronéw i antranoli. Gli-
kozydy w stanie niezmienionym przechodza do jelita grubego,
gdzie pod wplywem flory bakteryjnej ulegaja hydrolizie i re-
dukcji do antronéw i diantronéw, podrazniajacych §luzowke
jelita grubego, wzmagajacych jego perystaltyke i sekrecje oraz
zmniejszajacych resorpcje wody. Czes$¢ antrazwiazkéw wehlo-
nietych w jelicie cienkim dociera z krwioobiegiem do watroby
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iwzmaga wydzielanie zolci (dzialanie zotciopedne i z6lciotwor-

cze). Antrazwigzki wykazuja takze aktywnos¢ przeciwbakteryj-

na i przeciwgrzybiczg. Niektore, np. aloina, hiperycyna, wyka-

zuja dzialanie przeciwzapalne, przy$pieszaja gojenie sie ran.

Hiperycyna (por. rysunek 20.2), wystepujaca w zbiornikach hi-

perycynowych dziurawca zwyczajnego, jest inhibitorem mono-  Rysunek 20.2.
aminooksydaz (MAO) i wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne ~ V/20ry strukturaine

oraz przeciwlekowe.

OH

R

Aloina A i B (stereoizomery) H
Aloinozyd A B (stereoizomery) ramnoza

O
R R,
Aloeemodyna CH,OH H
Chryzofanol CH, H
Franguloemodyna  CH, OH
Reina COOH H

przyktadowych
antrazwiazkow

RO O OH

COOH

RO O OH

R R,
Sennozyd A i B (stereoizomery) glukoza COOH
Sennozyd C i D (stereoizomery) glukoza CH,OH

HO 0O OH

HO CH,

HO CH,

HO O OH

Hiperycyna

213



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Analiza jakosciowa za pomocq chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
antrazwiqzkéw wystepujqgcych w lisciach roslin oraz kulturach kalusowych
i/lub zawiesinowych aloesu.

2. Poréwnanie catkowitej zawartosci antrazwigzkéw w lisciach

oraz kulturach kalusowych i/lub zawiesinowych aloesu.

Doswiadczenie |
Analiza jakosciowa antrazwigzkéw metodq chromatografii
cienkowarstwowej (TLC)

Zasada metody

Analiza jako$ciowa antrazwiazkéw za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC): identyfikacja antrazwiazkow obecnych
w badanych ekstraktach na podstawie poréwnania zabarwienia
w $wietle UV (365 nm) i wspotczynnikow przesuniegcia (R,) ich
plam na chromatogramie wzgledem wzorcéw oraz charaktery-
stycznej dla nich reakcji Borntragera w obecno$ci KOH.

Materiat

liscie kilkuletniej rosliny aloesu zwyczajnego hodowanego w zie-
mi ogrodniczej, czterotygodniowe kultury kalusowe i/lub dwuty-
godniowe kultury zawiesinowe aloesu hodowane na podlozu MS
(por. zalacznik 6), w ciemno$ci i na §wietle, w temperaturze 24°C

Odczynniki

70% CH,OH, mieszanina octan etylu—99,9% metanol-woda
(100:13,5:10; v/v/v), roztwory wzorcowe antrazwiazkéw: aloiny,
aloeemodyny, emodyny, aloinozydéw A i B (stereoizomery) w pro-
porcji 1 mg w 5 cm® 70% CH,0OH, 10% KOH w C,H,OH

Sprzet laboratoryjny

skalpele, pesety, bagietki, lejek Blichnera + kolba ssawkowa, sacz-
ki z bibuly filtracyjnej, bibula, 5 mozdzierzy porcelanowych, pi-
pety (1-10 cm?), 5 plastikowych préobowek typu Falcon 50 cm?,
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6 probowek wirowniczych (20—-30 cm?®), 5 lejkow z cienka nozka,
5 kolb miarowych 25 cm3, 5 zlewek 50 cm?®, waga laboratoryjna,
pompa, taznia wodna, wiréwka, plastikowe pipety pasteurowskie,
markery

Do analizy TLC: komora chromatograficzna, spryskiwacz, mi-
nutnik, lampa UV, suszarka, plytka chromatograficzna pokryta
zelem krzemionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym (Merck

60F

254

), pipety kapilarne do nanoszenia probek na plytki chro-

matograficzne, linijki, otowki

I.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW

1.

N

Liscie aloesu naciaé¢ podtuznie skalpelem, wydoby¢
miazsz. Kalus z kultur hodowanych na $wietle i w ciem-
nosci oczySci¢ z agarowego podloza, osuszyc¢ na bibule.
Zawiesiny komoérkowe z kultur hodowanych na $§wietle
1w ciemno$ci odsaczy¢ na lejku Biichnera (lejek Biichnera
wsunac w szyjke kolby ssawkowej, dokladnie docisnac
gumowa uszczelke, zapewniajac szczelne polaczenie,
kolbe ssawkowgq podlaczyé do pompy, na lejku Biichne-
ra umiescic¢ zwilzony wodg destylowana saczek z bibuly
filtracyjnej, wlaczy¢ pompe, upewnié sie, ze filtr catko-
wicie zakrywa wszystkie otwory lejka, odsaczy¢ komorki
od pozywki).

. Odwazy¢ po 2,5 g kazdego z badanych materialow.
. Porcje badanych materialéw homogenizowac¢ w mozdzie-

rzu z dodatkiem 10 cm?® 70% CH,OH. Dokladnie zhomoge-
nizowany materiat przenies¢ ilo$ciowo do opisanych pla-
stikowych probowek typu Falcon, mozdzierz dodatkowo
przeptukac 5 cm® 70% CH,OH i dotaczy¢ do gléwnej puli
homogenatu.

. Probowki zakry¢ korkiem (nie dokrecajac dokladnie!)

i umie$ci¢ na 10 minut w tazni wodnej o temperatu-
rze 80°C.

. Probowki ostudzi¢ w strumieniu biezacej wody, zawarto$¢

przela¢ do probowek wirowniczych i nastepnie odwirowac
(20 000 x g, 15 min).

. Supernatanty zla¢ do kolb miarowych o objetosci 25 cm?,

uzupeknic¢ 70% CH,OH do 25 cm?, a nastepnie przelac do
opisanych zlewek o objetosci 50 cm?®.
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|.B. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-
dziale VI (pkt I.B):

1. Na plytce chromatograficznej pokrytej zelem krzemion-
kowym ze znacznikiem fluorescencyjnym przygotowaé
izaznaczy¢ sze$¢ punktow startowych.

2. Na punkty startowe kolejno nakropié pipeta kapilarna por-
cjami lacznie po 0,05 cm?® ekstraktow oraz po 0,025 cm?® mie-
szaniny roztworéw wzorcowych antrazwiazkow.

3. Plytke umiesci¢ w komorze chromatograficznej wysyco-
nej faza ruchoma o skladzie: octan etylu—99,9% metanol—
woda (100:13,5:10; v/v/v) i rozwijaé¢ chromatogram okoto
60 minut.

4. Po wyjeciu chromatogramu z komory natychmiast zazna-
czy¢ olowkiem czolo rozpuszczalnika, plytke wysuszy¢.

Opracowanie wynikow

1. Ogladaé chromatogram w Swietle UV, przy dlugosci fali
365 nm. Na $ciezkach mieszaniny wzorcow oraz ekstrak-
tow obrysowac otowkiem plamy odpowiadajace antra-
zwigzkom.

2. Obliczy¢ wspotczynnik przesuniecia (R;) dla antrazwiaz-
kow, dzielac odleglosé §rodka plamy od linii startu [cm]
przez odleglo$¢ czota fazy ruchomej od linii startu [cm].

3. Zidentyfikowac antrazwiazki w ekstraktach badanych
materialow w oparciu o por6wnanie wspolczynnikéow
R, oraz charakterystyczne zabarwienie plam w §wietle
UV-365 nm:

a) aloina oraz aloinozydy A i B — typowa z6tto-pomaran-
czowa fluorescencja antronéw,

b) aloeemodyna i emodyna — czerwona fluorescencja,

¢) aloezyny A i B — pochodne chromonu wykazujace silng
jasnoniebieska fluorescencje.
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4. Plytke spryskac 10% etanolowym roztworem KOH, zaob-
serwowaé zmiane koloréw niektérych plam w wyniku re-
akcji Borntrigera:

a) antrachinony — czerwona barwa w $§wietle widzialnym
i czerwona fluorescencja w $wietle UV,

b) antrony i antranole — z6tta barwa w Swietle widzialnym
i zo6tta fluorescencja w §wietle UV.

Wykona¢ rysunek chromatogramu, uwzgledniajac wielkos¢
i zabarwienie plam (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1) W oparciu
o uzyskane wyniki analizy jako$ciowej ocenic r6znice miedzy an-
trazwiazkami wystepujacymi w tkankach lisci roslin a kulturami
in vitro aloesu.

Doswiadczenie Il
Oznaczenie catkowitej zawartosci antrachinonéw metodq
kolorymetrycznqg

Zasada metody

Badane ekstrakty zawieraja antrazwiazki w postaci mieszaniny
antrachinonéw, antranoli i antron6w oraz ich glikozydow. W celu
oznaczenia caltkowitej zawarto$ci antrazwigzkow przeprowadza
sie w temperaturze pokojowej za pomoca nadjodanu sodu ,.hydro-
lize utleniajaca” antrony i antranole do postaci 1,8-dihydroksy-
antrachinonéw. W érodowisku alkalicznym antrachinony ulegaja
reakcji Borntragera, tworzac czerwono zabarwione fenolany. Po-
miar absorbancji fenolanéw wykonuje sie przy dtugosci fali swia-
tla 510 nm.

Odczynniki

70% CH,OH, 25% NH,, 5% nadjodan sodu, roztwor wzorcowy
aloiny w 70% CH,OH o stezeniu 0,6 mg cm™

Sprzet laboratoryjny

pipety (0,1-10 cm?® i 25 cm?®), 14 probéwek szklanych, kuwety do
spektrofotometru, spektrofotometr, minutnik, markery
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Wykonanie doswiadczenia

W statywie przygotowac 14 odpowiednio opisanych probowek:
2 dla proby odno$nikowej, 2 dla wzorca aloiny i 10 dla badanych
ekstraktow (por. Doswiadczenie I). Oznaczy¢ catkowita zawar-
to$¢ antrachinon6w wedtug opisu w tabeli 20.1, zachowujac ko-
lejno$¢ dodawania odczynnikéow.

Tabela 20.1. Oznaczanie catkowitej zawarto$ci antrachinonow

Dodawane objeto$ci [em?]
Odczynnik Préba Proba Préba
odnosnikowa wzorcowa badana
Ekstrakt - - 1,0
Wzorzec aloiny - 1,0 -
70% CH,OH 1,0 - -
5% nadjodan sodu 0,1 0,1 0,1
25% NH, 0,5 0,5 0,5

1. Zawarto$¢ probowek wytrzasnaé, odstawié na 60 minut w ciemne miejsce.

2. Doda¢ 5 cm® wody destylowanej, zamiesza¢, odstawi¢ w ciemne miejsce na 15 minut.
3. Zmierzy¢ absorbancje wszystkich prob w kuwecie spektrofotometrycznej przy diu-
goéci fali 510 nm wzgledem proby odnoénikowe;.

Opracowanie wynikéw

Obliczy¢ zawarto$¢ antrachinon6w [mg] w badanych ekstraktach
w przeliczeniu na 1 g §. m. materiatu:

C, =i><Cw x25+2,5
A,

gdzie:

C_— zawartos$¢ antrazwigzkow [mg] w 1 g §. m. materiatu bada-

nego [mg g*$. m.],

A, — absorbancja roztworu badanego,

A - absorbancja wzorca,

C,, — stezenie wzorca (0,6 mg cm™?),

25 — ostateczna objeto$¢ ekstraktow [em?],

2,5 — masa tkanek poddanych ekstrakeji [g].
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Wyniki dotyczace zawarto$ci antrachinonéw w badanych pro-
bach zebraé w tabeli 20.2.

Materiat A Zawarto$¢ antrazwigzkow [mg g §. m.]

LiScie

Kalus

Zawiesina komorkowa

W oparciu o uzyskane wyniki analizy iloéciowej ocenié réznice  Tabela 20.2.
miedzy zawarto$cia antrazwigzkow w tkankach lisci roélin akul- ~ Cafkowita zawartosc

7 ) antrazwigzkow
turami in vitro aloesu. w lisciach i kulturach

in vitro aloesu
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