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Wstep i cel pracy

WSTEP I CEL PRACY

Standaryzacja chemiczna ekstraktow roslinnych i potwierdzone wynikami badan
klinicznych skutecznos¢ i bezpieczenstwo ich stosowania, spowodowaty w ostatnich latach
wzrost zainteresowania pacjentéow i lekarzy nowoczesnym lekiem roslinnym [51,73,202,204].

Kora wierzby nalezy do nielicznej grupy surowcéw roslinnych o dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwbdlowym i przeciwreumatycznym [10,22,51,123,202].

W krajach zjednoczonej Europy, ekstrakty z kory roznych gatunkow Salix sa stosowane
w leczeniu osteoartrozy oraz goraczki i bolu, wlaczajac lekkie migreny [34,201,202]. Liczne
monografie kory wierzby [50,55], m. in. monografia Farmakopei Europejskiej [50], wymienia
jako surowce lecznicze kory réznych gatunkéw wierzb (m.in. S. alba [55], S. daphnoides,
S. fragilis, S. purpurea) z zawartoscia salicyny nie nizsza niz 1,5% [50].

Dominuje poglad, ze leki roslinne o udokumentowanym badaniami klinicznymi
dzialaniu przeciwzapalnym i1 przeciwbolowym, powinny by¢ stosowane w terapii chordb
reumatycznych przed konwencjonalnymi analgetykami (NLPZ), m.in. ze wzglgdu na brak
dziatan ubocznych w obrgbie przewodu pokarmowego [33,35,201,202].

Dzialanie przeciwzapalne, przeciwbdolowe oraz przeciwgoraczkowe wierzby jest
warunkowane obecnoscia pochodnych salicylowych, przede wszystkim salicyny
oraz salikortyny, tremulacyny i innych [10,22,34,71,232]. Po podaniu doustnym sa one
hydrolizowane przez bakterie jelitowe gérnego odcinka przewodu pokarmowego do alkoholu
salicylowego, ktory po absorpcji utlenia si¢ do kwasu salicylowego [201,202].

Wyniki badan klinicznych wykazuja skuteczno$¢ przeciwbdlowa i przeciwzapalna
podawanych przez ESCOP (European Scientific Cooperative on Phytotherapy) dawek
salicyny — 240 mg na dobg, wyzszych niz dotychczas zalecane m.in. przez niemiecka Komisje
E (60 mg— 120 mg na dobg) [201,202]. Stosowanie takich dawek wymaga wysokiej
zawartosci salicyny w surowcu lub ekstrakcie — okoto 15%. W zwiazku z tym, do celow
farmaceutycznych, istnieje konieczno$¢ wyboru materiatu roslinnego o wysokiej zawarto$ci
pochodnych salicylowych.

Mechanizm dzialania przeciwzapalnego i przeciwbolowego kory wierzby nie jest
jeszcze w pelni wyjasniony [33,58,59,241]. W $wietle ostatnich badan aktywnos$¢
przeciwzapalna surowca nie jest zwigzana z wplywem na enzym cyklooksygenazg 2
(COX-2), ktory obok cyklooksygenazy 1 (COX-1) odpowiada za dziatanie niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych — NLPZ [58,241]. Doswiadczenia wskazuja, ze ekstrakt moze
blokowa¢ prostaglandyng E, (PGE;) przez hamowanie fosfolipazy A,, generujacej kwas
arachidonowy — substrat dla COX [59].



Wstep i cel pracy

Podczas ostatniego Kongresu Towarzystwa Badan Roslin Leczniczych w Helsinkach
naukowcy niemieccy [113], przedstawili wyniki testow in vitro 1 in vivo, w ktorych wykazali
hamujacy wptyw ekstraktu z kory wierzby — STW 33-1 (preparat Proactiv) na szereg
markeréow stanu zapalnego, m.in. COX-1, COX-2 oraz enzymy: matriks metaloproteaz¢
(MMP-3) i hialuronidazg¢ oraz czynnik martwicy guza TNF-a [113,114,118].

W badaniach biodostgpnosci ekstraktu z kory wierzby podanego doustnie, oznaczane
poziomy kwasu salicylowego w osoczu i moczu odpowiadaly poziomowi obserwowanemu po
podaniu kwasu acetylosalicylowego w dawce, ktéra nie wywotuje efektu przeciwzapalnego,
a jedynie przeciwagregacyjny [201]. Rezultaty przeprowadzonych badan zaréwno in vitro
[59,113] jak i in vivo [201], sugeruja udzial w efekcie przeciwzapalnym i przeciwbolowym,
obok salicyny, zwiazkéw polifenolowych przypuszczalnie flawonoidow, katechiny
oraz fenolokwasow [59,113,201].

Uwzgledniajac powyzsze dane, celem pracy byta selekcja, przy uzyciu metod
chromatograficznych, materialu roslinnego charakteryzujacego si¢ najwyzsza zawartoscia
zwiazkow fenolowych (prostych fenoli oraz polifenoli), w oparciu o przeprowadzenie badan
sktadu chemicznego kor 38 gatunkéw i1 klondéw wierzb, uprawianych lub pochodzacych
ze stanu naturalnego, mianowicie: Salix acutifolia (7031); S. alba (7032) i klon 1100 (7001);
S. x americana klon 1036 (7002); S. amygdalina x viminalis klon 1155 (7003); S. daphnoides
(7033) 1 klon 1095 (7004); S. eriocephala (7034); S. x erythroflexuosa (7019); S. fragilis
(7035), S. fragilis var. sphaerica (7020); S. herbacea (7030); S. lapponum (7021);
S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028); S. melanostachys (7022); S. nakamurana var. yezoalpina
(7025); S. purpurea (7036), (7037) i klony: 1038 (7005), 1067 (7006), 1081 (7007),
1084 (7008), 1101 (7009), 1132 (7010), 1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014);
S. purpurea % daphnoides 1107 (7015); S. rosmarinifolia (7023); S. sachalinensis ‘Sekka’
(7026); S. x sepulcralis (7027); S. silesiaca (7024); S. triandra (7038) i klony 1044 (7016),
1045 (7017); S. viminalis (7029) i klon 1083 (7018). Ponadto, postanowiono w powyzszym
zakresie poréwnac¢ rowniez surowiec roslinny, dostgpny na rynku zielarskim, mianowicie
mieszank¢ kor wierzb S. alba i1 S. purpurea (7039) firmy ,,Kawon-Hurt” (Gostyn), korg
S. alba lub S. purpurea (7040) firmy ,,Flos” (Mokrsk) oraz kory S. purpurea (7041), (7042)
1(7043) pochodzace odpowiednio z firm: ,Herbapol” Gdansk, ,Herbapol” Wroctaw
1,,Labofarm” (Starogard Gdanski).



Wstep i cel pracy

Cel pracy obejmowat nastgpujace problemy badawcze:

1. Izolacja 1 identyfikacja nowych, wczesniej nieopisanych w badanych surowcach
zwiazkow z grupy prostych fenoli i polifenoli.

2. Ustalenie sktadu jakosciowego zespolow zwiazkoéw salicylowych, fenolokwasow,
flawonoidow, pochodnych flawan-3-oli metodami chromatograficznymi: chromatografii
cienkowarstwowej — TLC, wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej — HPTLC,
wysokosprawnej chromatografii cieczowej — HPLC.

3. Opracowanie procedur analitycznych oznaczania ilo§ciowego zwiazkow:

— z grupy pochodnych salicylowych, salicyny wolnej i zwiazanej estrowo,
— z grupy flawanonow, naryngeniny 1 jej 5-O- oraz 7-O-glukozydow,

— z grupy chalkondw, izosalipurpozydu i jego pochodnych oraz

— z grupy pochodnych flawan-3-olu, katechin i procyjanidyny B, B,.

4. Optymalizacja warunkéw rozdzielania chromatograficznego TLC, HPTLC i HPLC
wyzej wymienionych grup zwiazkéw dla przyjetych celow analitycznych 1 preparatywnych,
w tym opracowanie systemu dwuwymiarowej chromatografii cieczowej — 2D-HPLC.

5. Badania aktywnosci cytotoksycznej i genotoksycznej ekstraktow z kory wierzby

oraz izolowanych z nich zwiazkoéw naturalnych.



Charakterystyka botaniczna rodzaju Salix

I. CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka botaniczna rodzaju Salix.

1.1. Stanowisko systematyczne.

Kroélestwo: Eukariota (Jadrowe)
Podkrolestwo: Phytobionta (Ro$liny)
Gromada: Spermatophyta (Nasienne)
Podgromada: Angiospermae (Okrytonasienne)
Klasa: Dicotyledoneae (Dwuliscienne)
Podklasa: Dilleniidae (Ukg$lowe)

Nadrzad: Cistiflorae [83]

Rzad: Salicales (Wierzbowce)

Rodzina: Salicaceae (Wierzbowate)

Rodzaj: Salix L. (Wierzba) [83,184,223,225]

1.2. Opis botaniczny badanych gatunkoéw.

Rodzaj Salix stanowi liczna grupa gatunkéw, ktérych liczbe w §wiecie szacuje sig
na okoto 350-500. Wigkszos$¢ przedstawicieli rodzaju wystepuje w Chinach (270 gatunkow)
1 krajach bytego Zwiazku Radzieckiego [94]. W Europie jest znanych 65 gatunkéw wierzb,
wtym 31 wystgpuje na terenie Polski [21,94]. Jedynie na obszarach Australii i Oceanii
nie odnotowano stanowisk naturalnych taksonu [94].

Wierzby sa roslinami dwupiennymi o oblych pedach, pojedynczych lisciach, niekiedy
zaopatrzonych w przylistki [81,207]. Sa to krzewy lub drzewa, rzadziej drobne krzewinki.
Rozdzielnopiciowe kwiaty o prostej budowie sa zebrane w kotkowate kwiatostany. Stupek
jest gorny, dwukrotny. Preciki wystepuja w liczbie od 2 do 5. Kwiaty sa pozbawione okwiatu.
Zarowno stupek jak 1 preciki posiadaja u nasady gruczoly miodnikowe. Owoc stanowi
wielonasienna torebka wypetniona bezbielmowymi 1 opatrzonymi puchem nasionami
[21,81,193,207,223,225].

Systematyka rodzaju Salix przysparza botanikom wiele probleméw, miedzy innymi
ze wzgledu na tworzenie przez wierzby mieszancow migdzygatunkowych oraz tendencije
do powielania liczby chromosomow [94,193]. Badania nad ujednoliceniem systematyki

wierzb sa prowadzone na calym §wiecie [94,105,174].
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Salix acutifolia Willd. (syn. S. daphnoides Vill. var. acutifolia DO6ll. [83]) — Wierzba
ostrolistna (wierzba kaspijska) [83,193,223]. Gatunek jest antropofitem zadomowionym
we florze polskiej [83], uprawianym na piaszczystych glebach i sadzonym w celu umocnienia
wydm. Jest krzewem o niebiesko owoszczonych, fioletowych do brazowo-czerwonych,
obtych galgziach. Na mtodych pgdach kora luszczy si¢ ptatami, a jej wewngtrzna strona jest

cytrynowozotta. Liscie s lancetowate i zaopatrzone w przylistki [21,193,207,223].

S.alba L. (syn. S. alba ssp. alba, S. vitellina L. [184]) — Wierzba biala. Roslina jest
drzewem o szerokiej koronie, dorastajacym do 30 m wysokosci. Kora jest zotta
lub jasnobrunatna. Podluznie lancetowate liscie sa z obu stron jedwabiscie owlosione
i potyskujace, u starszych jedynie dolna strona blaszki pozostaje srebrzysto-zielono
owlosiona. Blaszka liSciowa posiada gruczotowato pitkowany brzeg i zaostrzony szczyt
[21,193,207,223].

S. x americana Hoedt. — Wierzba amerykanska (wierzba uniwersalna). Roélina jest
mieszancem mig¢dzygatunkowym S. cordata var. americana Hort i S. gracilis Andersson,
wykorzystywanym w wikliniarstwie. Gatunek stanowi zwarty krzew o wysokosci do 2,5 m.
Posiada elastyczne, lekko zwisajace pedy o barwie zielonej, jasnoczerwone na szczycie.

Liscie sa lancetowate zaopatrzone w duze, nerkowate przylistki [92,193].

S. amygdalina L. (syn. S. triandra ssp. discolor (Koch) Arcang.) — Wierzba migdalowa.
Gatunek jest krzewem, rzadziej stanowi niewielkie drzewo. Galazki sa brunatne
o pomaranczowej miazdze. Mtode pedy sa czterokanciaste. Krotkoogonkowe liscie sa nagie,
szerokolancetowate, zaopatrzone w duze, sercowate przylistki. Blaszka lisciowa z wierzchu
ciemnozielona, spodem modrawo-szara ma krotko zaostrzony szczyt i pitkowany brzeg
[21,193,207,223].

Wedlug niektorych autordéw [21,83,207] gatunek S. amygdalina odpowiada gatunkowi
S. triandra. Natomiast Rutkowski [193] podaje, ze wierzba migdatowa w odroznieniu
od wierzby kruchej posiada liscie spodem niebiesko-zielone oraz u milodych okazow

owlosione ogonki i paczki.

S.daphnoides Vill. — Wierzba wawrzynkowa. Roslina jest krzewem lub drzewem
o wysokosci do 10 m. Posiada fioletowe lub wisniowe pedy, ktore zwykle pokrywa
niebieskawy wosk. Kora jest od wewnatrz cytrynowozolta. Blaszka lisciowa posiada krotko
zaostrzony szczyt ipilkowany brzeg. Liscie zaopatrzone sa w polsercowate i nietrwale

przylistki [21,193,207,223].
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S. eriocephala Michx. (syn. S. discolor Muhl. [184]) — Wierzba diamentowa (wierzba
amerykanka, wierzba Missouri). Gatunek jest krzewem lub matym drzewem dorastajacym
do 7 m wysokos$ci. Mtode gatazki sa czerwono-brazowe i szaro owlosione, w miarg wzrostu
brunatnieja. Posiada lancetowate liscie, z wierzchu zéitawo- do ciemnozielono zabarwione,
od spodu stabo owlosione. LiScie sa osadzone na dilugich, nagich ogonkach. Okragla lub
sercowata u nasady blaszka liSciowa ma pitkowany brzeg i1 klinowaty szczyt. Przylistki sa

trwatle, potsercowate 1 bezwlose [93].

S. x erythroflexuosa Ragab — Wierzba zoltopgdowa, odm. argentynska. Roslina jest
mieszancem powstatym ze skrzyzowania gatunkow S. % sepulcralis 1 S. babylonica. Jest to
krzew o krétkim, nieco krzywym pniu i szerokiej koronie. Posiada zolto-pomaranczowe,

zwisajace pedy. Liscie 1 gatazki sa falisto pogigte [207].

S. fragilis L. — Wierzba krucha. Jest to drzewo dorastajace do 30 m wysokos$ci, rzadziej
stanowi krzew. Gatazki sa Zotte lub jasnobrunatne, nagie i potyskujace, kruche — bardzo
famliwe u nasady. Kora jest glgboko spgkana. Gatunek posiada jajowato-lancetowate liscie.
Blaszka lisSciowa ma odlegle pitkowany brzeg 1 zaostrzony szczyt. Mtode liscie
sa ciemnozielone, btyszczace, od spodu modrawo-zielone lub szare z nalotem woskowym.

Przylistkoéw brak lub sa drobne, nerkowate [21,193,207,223].

S. herbacea L. — Wierzba zielna (wierzba nibyzielna [83]). Gatunek stanowi niski krzew
o krétkoogonkowych, drobnych lisciach, ksztattu okraglo-jajowatego. Ciemnozielona blaszka
lisciowa jest wycigta u szczytu lub tgpo zakonczona, blyszczaca o karbowano-pitkowanym

brzegu. Posiada silnie uwydatnione unerwienie [223].

S. lapponum L. (syn. S. marrubifolia Tausch ex Andersson [83]) — Wierzba laponska.
Gatunek podlega w Polsce $cistej ochronie stanowiac relikt polodowcowy. Znane sa
stanowiska w Sudetach oraz na Wyzynie Lubelskiej [223]. Jest krzewem osiagajacym 2 m
wysokosci. Mlode pedy sa jedwabisto owlosione, starsze nagie i czerwono-brunatne.
Eliptyczno-podtugowate liscie z wierzchu sg szaro-zielone, zazwyczaj kutnerowato owlosione

[193,223].

S. matsudana Koidz. ‘Tortuosa’ — Wierzba mandzurska, odmiana pogi¢ta. Wystepuje
we wschodniej Azji, odmiana jest znana tylko w uprawie. Ro$lina stanowi drzewko o pokroju
poczatkowo waskim i wyprostowanych galteziach. Starsze okazy maja zaokraglone korony.

Pedy sa falisto powyginane 1 poskrgcane [207].
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S. melanostachys Mak. Jest to rozlozysty krzew uprawiany w Polsce, jako ozdobny.
Lukowato wygiete pedy sa w miodym wieku pokryte jedwabistymi wioskami. Owalne,
owlosione liscie w miarg¢ wzrostu staja si¢ blyszczace. Brzeg blaszki liSciowe] jest caly
lub drobno pitkowany. Gatunek wyroznia si¢ czarnym zabarwieniem mgskich kotkow

[19,81].

S. purpurea L. (syn. S. helix [184]) — Wierzba purpurowa (wiklina). Gatunek jest krzewem
dorastajacym do 6 m wysokosci. Mlode pedy sa nagie i potyskujace, purpurowo lub zétto
zabarwione. Kora od strony wewngtrznej jest cytrynowozoétta. topatkowato-lancetowate
liscie sa czgsto ulozone naprzeciwlegle. Blaszka lisciowa jest ciemnozielona na gornej
stronie, natomiast sinawozielona na dolnej stronie. Brzeg blaszki jest dolem caty, a gora

pitkowany. Mtode liscie na koncach pgdow sa zwykle czerwono-brazowe [21,193,207,223].

S. rosmarinifolia L. (syn S. repens ssp. rosmarinifolia (L.) Celak) — Wierzba rokita.
Gatunek jest niskim krzewem z podziemnym pgdem i cienkimi tukowato wznoszacymi si¢
galazkami. Okragltawe, krotkoogonkowe liScie posiadaja podwinigty, caty lub odlegle
pitkowany brzeg. Mlode liScie i gatazki sa z obu stron jedwabisto owlosione. Strona dolna
starszych liSci jest srebrzyscie owtlosiona. Nerw glowny wystaje z powierzchni liscia.

Przylistki sa drobne, lancetowate 1 nietrwate [21,193,207,223].

S. sachalinensis Fr. Schmidt ’Sekka’ — Wierzba sachalinska odmiana stasmiona.
W Polsce uprawiana, jako roslina ozdobna. Jest to wysoki krzew (10-15 m) o purpurowych
pedach, ktorych szczyty sa ptaskie (stasmione) lub skrecone. Posiada utozone skretolegle,

lancetowate liscie. Ciemnozielona blaszka liSciowa jest naga o zabkowanym brzegu [91].

S. x sepulcralis Simonk. — Wierzba zalobna. Ros$lina sadzona w ogrodach i parkach
jest mieszancem S. alba 1 S. babylonica. Gigtkie 1 zwisajace ku ziemi pedy o zoitym
zabarwieniu tworza szeroka korong. Liscie sa krotkoogonkowe, wezsze niz u wierzby bialej,

klinowate u nasady o drobno pitkowanym brzegu [85,207].

S. silesiaca Willd. — Wierzba S$laska. Gatunek stanowi krzew o rocznych pegdach
czerwonawo zabarwionych i slabo owlosionych, ktére w miar¢ wzrostu brunatnieja i traca
owlosienie. Liscie posiadaja jajowaty ksztatt i karbowano-pitkowany brzeg. Mlode liscie sa
czerwonawe, pozniej staja si¢ ciemnozielone. Blaszka li§ciowa jest naga. Jedynie wystajace

nerwy na dolnej stronie liScia bywaja owtosione [81,223].
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S. triandra L. — Wierzba tréjprecikowa. Gatunek stanowi krzew lub drzewo o wysokosci
do 10 m. Galazki sa nagie, oliwkowo-brunatne i famliwe u nasady. Kora na pniu i grubszych
galeziach tuszczy si¢ nieregularnymi, szarymi platami jak u platana, odstaniajac wewngtrzna,
cynobrowa powierzchnig. Odwrotnie lancetowate liscie sa ciemnozielone i potyskujace
z wierzchu. Blaszka liSciowa posiada gruczotowato pitkowany brzeg i ostro zakonczony

szczyt [21,193,207,223].

S.viminalis L.-Wierzba wiciowa (witwa, konopianka). Gatunek jest krzewem
dorastajacym do 10 m wysokos$ci lub rzadziej drzewem. Galezie sa szare lub zo6tto-zielone,
czesSciowo owtosione. Posiada krotkoogonkowe, rownowaskie liscie. Brzeg blaszki lisciowe;j
jest podwinigty, caty lub falisto-zabkowany. Z wierzchu liScie sa matowe 1 ciemnozielone.
Natomiast dolna strona licia jest gesto, jedwabiScie owlosiona 1 polyskujaca

[21,193,207,223].

S. nakamurana var. yezoalpina Koidz. Roslina jest roztozystym, niskim krzewem
porastajacym zbocza gor japonskiej wyspy Hokkaido. W Polsce uprawiana w skalnych
ogrodkach. Owalne liScie sa jedwabiste wiosna, jesienia zmieniaja barwe z ciemnozielonej

na jasnozo6tta. Posiada grube, mahoniowe pedy [82].
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2. Naryngenina i jej pochodne — flawanony o wielokierunkowej aktywnosci

farmakologicznej.

Flawanony naleza do grupy zwiazkéw flawonoidowych rzadko spotykanych
w $wiecie roslinnym, stanowiacych jednoczes$nie sktadniki codziennej diety cztowieka
(naryngenina i jej pochodne) oraz leczniczych surowcow roslinnych (kora wierzby — Salicis
cortex). Dotychczas na tle innych potaczen flawonoidowych — flawonoli oraz flawonéw,
aktywnos$¢ farmakologiczna flawanonéw pozostawata w duzym stopniu nieznana. Badania
ostatnich lat, szczegoélnie naryngeniny i jej pochodnych, przyniosty wiele interesujacych
wynikéw oraz wskazaly na nowe mozliwosci zastosowania w lecznictwie pojedynczych,
izolowanych zwiazkow badz zawierajacych je surowcow roslinnych.

Naryngenina (5,7,4’-trihydroksyflawanon) (Ryc. 1) jest aglikonem — pochodna
uwodornionego flawonu, nie zawierajacego podwdjnego wiazania migdzy atomami wegli C-2
1 C-3 (flawanon). Wigkszos$¢ flawanonowych potaczen glikozydowych w $wiecie roslinnym
stanowia O-glikozydy obok rzadko spotykanych form C-glikozydowych [95]. Dotychczas
wyodrebniono 1 zidentyfikowano okoto 100 struktur aglikonow oraz 350 glikozydéw
flawanonowych, w tym 5 zwiazkéw o charakterze C-glikozydow. Flawanony wystepuja
zazwyczaj w formie rutynozydow z fragmentem cukrowym przytaczonym w pozycji C-7
[234]. W przyrodzie bogatym zrodiem flawanondéw sa owoce cytrusowe, przede wszystkim
pomarancze (Citrus sinensis) 1 mandarynki (Citrus reticulata) zawierajace narirutyng
(7-O-rutynozyd 5,7,4’-trihydroksyflawonu)  (Ryc. 1) 1  hesperydyng (7-O-rutynozyd
5,7,3’-trihydroksy-4’-metoksyflawanonu — hesperetyny) (Ryc. 1) [49,234].

Narirutyna i naryngina nadajaca gorzki smak owocom, sa obecne w grejpfrutach
(Citrus paradisi) (20% 1 70%, odpowiednio) [49]. Niewielkie stezenia naryngeniny wykryto
w pomidorze 1 jego przetworach [49]. Prenylowe pochodne flawanonowe w formie wolnych
aglikonbw wystgpuja w gatunkach rodzin Moraceae, Leguminosae, Asteraceae
i Cannabaceae, m.in. 6- 1 8-prenylonaryngening (6-PN 1 8-PN) zidentyfikowano
obok izoksantohumolu i chalkonu ksantohumolu w szyszkach chmielu (Humulus lupulus)
oraz w piwie [234].

Do kierunkéw aktywnosci farmakologicznej naryngeniny i jej pochodnych naleza:
dziatanie estrogenne [39,49,132,152,215,236,255-257], obnizajace poziom
cholesterolu [18,49,133,198], przeciwzapalne [49], przeciwwrzodowe [7,143,211],

rozkurczowe [65,172], ochronne na skorg [14,197] i przeciwnowotoworowe [215,236].
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Ryc. 1. Wzory strukturalne flawanonoéw.

2.1. Dzialanie estrogenopodobne.

Estrogeny petnia funkcj¢ regulacyjna w obrgbie uktadu krwiono$nego, nerwowego
1 kostnego oraz uktadu moczowo-plciowego — meskich i zenskich organéw rozrodczych [39].
W lecznictwie sa stosowane w zapobieganiu 1 lagodzeniu symptomow przekwitania
oraz w antykoncepcji [39]. Posiadaja one korzystny wptyw w leczeniu osteoporozy i chordéb
uktadu sercowo-naczyniowego [39]. Efektem ubocznym terapii estrogenami jest stymulacja

zmian nowotworowych m.in. rozwoj nowotworu piersi [39].
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Fitoestrogeny to polifenolowe, niesteroidowe zwiazki roslinne wiazace si¢ z receptorami
estrogenowymi (ERs) o dzialaniu podobnym do fizjologicznych estrogendéw [39]. Liczne
doniesienia naukowe, podkreslaja znaczenie diety bogatej w fitoestrogeny, gtownie obecne
w soji, jako czynnik zmniejszajacy ryzyko rozwoju raka prostaty, okreznicy oraz schorzen
uktadu sercowo-naczyniowego [39]. Z drugiej strony nalezy bra¢ pod uwagg potencjalne
ryzyko ,,spozycia” znacznych ilo$ci tych zwiazkow, jako sktadnikow zywnosci.

Mechanizm dzialania fitoestrogendéw opiera si¢ na wigzaniu receptoréw
estrogenowych dwoéch typow: ERa 1 ERP. Receptor ERa wykazuje wysoka ekspresjg
w macicy, oraz w jadrach, jajnikach i1 nerkach, podczas gdy ER[ gléwnie w prostacie
oraz w macicy, jajnikach, jadrach, ko$ciach, ptucach i mézgu [39]. Jednoczesnie fitoestrogeny
oddziatuja na enzymy uczestniczace w biosyntezie estrogendow [39]. Fitoestrogeny, podobnie
jak leki syntetyczne, bedac selektywnymi modulatorami ER (SERMs), moga petié¢ funkcje
agonistow lub antagonistow receptoréw estrogenowych w zaleznosci od izoformy receptora.
Do grupy ro$linnych estrogenéw sa zaliczane izoflawonoidy — kumestrol, genisteina, ekwol,
daidzeina, biochanina A, flawanony pochodne naryngeniny oraz stilbeny i lignany [39].
Stwierdzono, ze naryngenina wywiera dzialanie antyestrogenne w obecnos$ci receptoréw
ERa, natomiast w obecnos$ci receptorow ER[3 wykazuje dziatanie podobne do 173-estradiolu
[236].

Naryngenina w mniejszym stopniu niz 4,4’-dihydroksychalkon, genisteina
11zolikwirytygenina wspotzawodniczy z 17B-estradiolem o wigzanie z receptorem
estrogenowym w komodrkach COS-7 [152]. Aktywnos$¢ estrogenowa flawonoidowych
zwiazkoéw naturalnych opisano w nastepujacej kolejnosci:
17B-estradiol >> 4,4’-dihydroksychalkon = izolikwirytygenina = genisteina > floretyna =
4’ 7-dihydroksyflawanon = naryngenina = apigenina. Sila oddziatywania z receptorem
zwigksza si¢ ze wzrostem stezenia analizowanych zwiazkéw. Dziatanie estrogenopodobne
naryngeniny jest 10° — 10* — krotnie stabsze niz 17p-estradiolu [152].

Wysoce aktywnym fitoestrogenem w warunkach in vitro jest 8-prenylonaryngenina
(8-PN) (Ryc. 2) wystepujaca w drewnie Anaxagorea luzonensis oraz w szyszkach chmielu

1w piwie [255].

HO 0
O OH

OH O

Ryc. 2. Wzdér strukturalny 8-prenylonaryngeniny (8-PN).
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Zblizong aktywnoscia do 8-PN charakteryzuje si¢ 6-(1,1-dimetyloallilo)-naryngenina
(6-DMAN) (Ryc. 3) z lici afrykanskiego drzewa Monotes engleri.

HO o
O OH
~_ OH O

Ryc. 3. Wz6r strukturalny 6-(1,1-dimetylallilo)-naryngeniny (6-DMAN).

Powinowactwo 8-prenylonaryngeniny do receptoréw ERa i ERP jest wigksze
niz w przypadku uznanych za najbardziej aktywne izoflawonoidéw: kumestrolu i genisteiny
(Ryc. 4) [154]. Zmiana potozenia podstawnika prenylowego z pozycji C-8 na C-6 powoduje
zanik aktywnosci estrogennej. Dla obydwu prenylowych pochodnych naryngeniny wykazano
in vitro dziatanie przeciwnowotworowe poprzez wptyw na kompleks biatek adhezyjnych

E-kadheryny/kateniny, odkrycie to wymaga dalszych badan w warunkach in vivo.

HO @)
DYy
OH O

Ryc. 4. Wz6r strukturalny genisteiny.

Aktywnos¢ pochodnych naryngeniny badano w modelu receptora estrogenowego
w komorkach drozdzy oraz na linii komoérek MVLN — ERa-pozytywne komorki ludzkiego
nowotworu piersi MCF-7 [255]. 8-prenylonaryngenina i 6-DMAN w eksperymencie
z uzyciem komorek MVLN, byly aktywne w stezeniach 5 x 10° i 10° M odpowiednio,
w porownaniu  do estradiolu aktywnego w stezeniu 10°M. W innych badaniach
na komérkach MVLN, 6-DMAN ujawnita nieznacznie silniejszy efekt od genisteiny
1 8-prenylonaryngeniny [256]. Na linii komorek raka piersi (MCF-7) wykazano, ze aktywno$¢
estrogenna 8-prenylonaryngeniny byta 25 razy wyzsza od aktywnosci izoflawonu — genisteiny
[120]. Podobnie, w eksperymentach na receptorze ERf3 w drozdzach, 8-prenylonaryngenina
charakteryzowala si¢ silniejsza aktywnos$cia estrogenowa w poréwnaniu do 6-DMAN

1 genisteiny [153].
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Estrogeny sa odpowiedzialne za rozwoj raka piersi [132]. Hamowanie aromatazy
i dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej (17B-HSD) — enzymow uczestniczacych
w biosyntezie  hormondéw  steroidowych moze zmniejsza¢ ryzyko  wystapienia
nowotworu [132]. Naryngenina oraz 4-hydroksychalkon najsilniej spos$rdd testowanych
flawanonow (7-hydroksyflawanon, eriodykcjol, hesperetyna) 1 chalkonow
(2’-hydroksychalkon, 4’-hydroksychalkon, 2°,4’-dihydroksychalkon, 2’°,4-dihydroksychalkon,
floretyna, 2’-hydroksy-4’-metoksychalkon, pinostrobina, izolikwirytygenina, chalkon
naryngeniny, chalkon eriodykcjolu, chalkon hesperetyny) hamowaty aktywnos$¢ aromatazy
1 dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej (178-HSD) [132]. Wykazano, Ze naryngenina,
w stezeniu 50 uM hamuje aktywnos$¢ aromatazy w ponad 90%, natomiast dehydrogenazy
17B-hydroksysteroidowej w 76,5% [132].

8-prenylonaryngening, 6-DMAN 1 naryngening¢ badano pod katem aktywnosci
antyandrogennej w modelu receptora androgenowego w komorkach drozdzy i analize
specyficznego antygenu prostaty (Prostate Specific Antigen — PSA) [257]. 6-DMAN i §-PN
hamowaty aktywno$¢ dihydrotestosteronu, natomiast naryngenina nie wykazata aktywnosci
antyandrogennej. 6-DMAN hamowata powstawanie PSA, jakkolwiek zwiazek okazal sie
mniej aktywny od bikalutamidu — antyandrogenu stosowanego w leczeniu raka prostaty.
Eksperyment wykazat, ze efekt antyandrogenny zwiazkow jest niezalezny od aktywnosci
estrogenowej [257].

Wptyw  flawanoné6w na  receptory  estrogenowe oraz ich  aktywno$¢
pro- 1 antynowotworowa nie zostaly jeszcze doktadnie zbadane i sa one w ostatnich latach
obiektem szczegdlnego zainteresowania naukowcow.

Naryngenina wykazuje dziatanie antyproliferacyjne wobec szeregu linii ludzkich
nowotworow m. in. MCF-7. W jego mechanizmie wymienia si¢ m. in. stymulacj¢ aktywacji
p38/MAPK prowadzaca do aktywacji proapoptotycznej kaspazy 3 [236] 1 hamowanie
stymulowanego insuling wychwytu glukozy (o okoto 25%) [236]. Nalezy podkreslic,
ze hamowanie wychwytu glukozy wystgpuje w stezeniach naryngeniny osiaganych
w warunkach fizjologicznych — 10 uM, co wskazuje na potencjalne znaczenie terapeutyczne
zwiazku [236].

Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa naryngeniny oceniano w modelu chemicznie
indukowanego 7,12-dimetylobenz[a]antracenem (DMBA) raka piersi u szczuréw [215].
W eksperymencie jednej grupie szczuréw podawano sok grejpfrutowy, a drugiej naryngening
w stezeniu porownywalnym do zawartego w soku z grejpfruta. W obu przypadkach

odnotowano spowolnienie rozwoju zmian nowotworowych.

13



Naryngenina i jej pochodne — flawanony o wielokierunkowej aktywnosci farmakologicznej

2.2. Dzialanie obnizajace poziom cholesterolu oraz przeciwmiazdzycowe.

Naryngenina silniej obniza poziom cholesterolu catkowitego oraz stabiej poziom
frakcji HDL (High-Density Lipoprotein) w poréwnaniu z rutyna i kwasem nikotynowym,
stosowanym jako lek przeciwmiazdzycowy [198]. Obserwowano w badaniach na krolikach
z dieta bogata w cholesterol, ze podawanie naryngeniny powoduje spadek poziomu LDL
(Low-Density Lipoprotein) w osoczu 1 cholesterolu w watrobie [49]. W przypadku TAG
(triacyloglicerole), naryngenina obniza ich poziom poréwnywalnie z kwasem nikotynowym
[198]. W warunkach in vitro z uzyciem testu TBARS wykazano, Ze naryngenina w stgzeniu
25 uM wywiera efekt proutleniajacy w oksydacji LDL w $rodowisku siarczanu miedzi.
Natomiast jej prenylowe pochodne (6-PN i 8-PN), obecne w chmielu i piwie, ujawnity
wlasciwos$ci antyoksydacyjne.

Nadprodukcja w watrobie apolipoprotein (apoB-Lp) stanowi podloze szeregu
hiperlipoproteinemii, wtaczajac hiperlipidemi¢ oraz hipercholesterolemig¢, prowadzac
w rezultacie do zmian miazdzycowych w obrgbie naczyn obwodowych i moézgowych.
Naryngenina w stezeniu 200 uM zmniejsza wydzielanie o okoto 52% apolipoproteiny (apoB)
i selektywnie zwigksza jej degradacj¢ w hepatocytach [18]. Badania przeprowadzone na linii
komorek nowotworu watroby HepG2 wykazaty, ze hamowanie wydzielania apoB jest
spowodowane zmniejszeniem gromadzenia triglicerydow w siateczce endoplazmatycznej
w wyniku inhibicji MTP (biatko transportujace mikrosomalne triglicerydy) [18]. Ponadto
naryngenina hamuje syntezg estrow cholesterolu poprzez inhibicje ekspresji i aktywnosci
acylotransferazy cholesterolu (ACAT), enzymu katalizujacego jego estryfikacje [49].

Naryngenina wykazuje rowniez dzialanie antyagregacyjne w wyniku hamowania
fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydow w ptytkach krwi, dzigki czemu zapobiega
miazdzycy [18].

Jedna z przyczyn hipercholesterolemii jest brak réwnowagi pomigdzy produkcja
wolnych rodnikow, a dziataniem mechanizmoéw ochronnych [133]. Zaréwno erytrocyty jak
1 watroba posiadaja enzymy o wlasciwo$ciach antyoksydacyjnych, sa to katalaza i dysmutaza
nadtlenkowa. Katalaza jest jednym z najwazniejszych enzymow uczestniczacych
w przemianach H»O,, ktory chroni erytrocyty przed reaktywnymi formami tlenu. Enzymem
o podobnym dziataniu jest paraoksonaza osoczowa, zwiazana z HDL, hydrolizujaca nadtlenki
lipidéw. Inne enzymy, jak glutation (GSH) chronia komorki przez toksycznymi zwiazkami
chemicznymi pochodzenia egzo- i endogennego [133].

Przeciwmiazdzycowe wlasciwos$ci naryngeniny i jej eteru 7-O-acetylowego badano
na szczurach karmionych przez 6 tygodni pozywieniem wzbogaconym w cholesterol

obserwujac zmiany aktywno$ci enzymow: katalazy 1 dysmutazy nadtlenkowej, paraoksonazy
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osoczowej 1 peroksydazy glutationu [133]. Naryngenina oraz w wigkszym stopniu jej eter
hamowaty w watrobie oraz zwigkszalty w erytrocytach aktywnos$¢ katalazy i dysmutazy
nadtlenkowej, powodujac obnizenie poziomu anionéw nadtlenkowych. Odnotowano
podwyzszona aktywno$¢ paraoksonazy osoczowej w stosunku do grupy kontrolnej. Obydwa
zwiazki obnizaty aktywno$¢ peroksydazy glutationu, zwigkszajac poziom glutationu w
watrobie. Naryngenina i jej eterowa pochodna znaczaco zmniejszaly poziom produktow
peroksydacji lipidow w osoczu [133]. Hamowanie utleniania lipidow blokuje powstawanie

komorek piankowatych, dzigki czemu spada ryzyko wystapienia miazdzycy [133].

2.3. Dzialanie wazorelaksacyjne i przeciwskurczowe.

Naryngenina w poréwnaniu do chryzyny, wykazuje stabsze dzialanie hamujace
skurcze jelit, ze wzgledu na brak podwdjnego wiazania migdzy weglami C-2 1 C-3 [65].
Obecnos¢ grup -OH w pozycjach C-5 1 C-7 flawanonu powoduje wzrost sily dzialania
przeciwskurczowego. Przypuszcza si¢, ze mechanizm przeciwskurczowej aktywnosci
flawanondw polega na wzroscie akumulacji cyklicznych nukleotydow np. cAMP
i hamowaniu skurczu [65]. cAMP jest substratem dla enzymu fosfodiesterazy, ktérego
inhibitorami sa flawonoidy [65]. Wykazano zalezno$¢ pomigdzy stopniem hamowania
skurczow izolowanej szczurzej aorty a zdolno$cia hamowania fosfodiesterazy. Z uwagi
na fakt, ze aktywno$¢ enzymu jest regulowana przez bialko kalmoduling uwaza sig,
ze flawonoidy wiazac kalmoduling unieczynniaja ja [65]. W$érdéd innych potencjalnych
mechanizmoéw dziatania przeciwskurczowego flawonoidow opisywane jest indukowanie
syntezy tlenku azotu i nitratéw w roznych tkankach, np. w migé$niach gladkich zotadka
1 stymulacja relaksacji jako wynik zmiatania anionéw nadtlenkowych [65].

Badania potwierdzily wazorelaksacyjne 1 hamujace fosfodiesteraz¢ cyklicznych
nukleotydéw wiasciwosci naryngeniny [172]. Zwiazek powoduje relaksacjg skurczéw aorty
szczura, wywotanych fenylefryna lub wysokimi stezeniami pozakomorkowego KCIL.
Nie wplywajac na podstawowy wychwyt jonéw Ca’’, zmniejsza ich naptyw stymulowany
fenylefryna 1 KCl do pozbawionej endotelium aorty. Naryngenina znacznie zwigksza
w miocytach aorty produkcj¢ cGMP i cAMP hamowang przez fenylefryng i wysokie st¢zenie
KCI [172]. Wykazuje takze dziatanie hamujace fosfodiesteraz¢ cyklicznych nukleotydéw
(PDE1, PDE4 1 PDES) w izolowanej aorcie wotowej [172].

2.4. Dzialanie ochronne na skore.

Bonina i wsp. [14] udowodnili w warunkach in vitro ochronne dziatanie na skorg

kwercetyny, hesperetyny i naryngeniny przed promieniowaniem UV. Mechanizm procesu
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obejmuje hamowanie utleniania fosfatydylocholiny w blonach liposoméw i zmniejszenie
produkcji dialdehydu malonowego (MDA). Flawonoidy obnizaty ilos¢ MDA w zaleznosci
od zastosowanego stezenia, a efektywnos¢ ich dziatania malala w kolejnosci:
kwercetyna > hesperetyna > naryngenina. Aktywno$¢ ochronna flawonoidéow wynika z ich
zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikéw. Kwercetyna wykazuje najsilniejsze dziatanie
antyrodnikowe w przeciwienstwie do hesperetyny i naryngeniny. Czasteczka kwercetyny
dziata jak ekran absorbujacy promieniowanie UV, nie dopuszczajac do powstawania wolnych
rodnikéw oraz reakcji tancuchowych przez nie zapoczatkowywanych. Jednak strukturalnie
odmienne hesperetyna 1 naryngenina wykazuja stabsze dziatanie antyrodnikowe,
ale ze wzgledu na lepsza absorpcje 1 wlasciwos$¢ penetracji do glebszych warstw skory

stanowig bardziej korzystne sktadniki preparatéw ochronnych [197].

2.5. Dzialanie przeciwwrzodowe.

Jednym z czynnikow wptywajacych na wydzielanie soku zotadkowego jest histamina
[143]. Jej nadmierna produkcja i1 uwalnianie powoduje chorobg wrzodowa [143].
Naryngenina posiada dzialanie przeciwhistaminowe, hamujac dekarboksylazg¢ histaminy
i stabilizujac mastocyty [143]. Badania przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze zarowno
naryngenina jak ikwercetyna znacznie zmniejszaja stezenie histaminy w zotadku,
nie obnizajac kwasnosci ani catkowitej ilosci wydzielanego soku zoladkowego [143].
Obydwa flawonoidy hamuja aktywnos$¢ lipooksygenazy, co ogranicza powstawanie
leukotrienow. Leukotrieny sa czynnikami prozapalnymi i warunkuja uwalnianie enzymow
lizosomalnych oraz produkcje nadtlenkéw. Inhibitory lipooksygenazy moga utatwiac
regeneracj¢ blony §luzowej poprzez aktywno$¢ antyrodnikowa. Naryngenina i kwercetyna
przyspieszaja leczenie ostrych i przewlektych owrzodzen btony §luzowej u szczurow [143].

Bae i wsp. [7] wykazali, ze naryngenina hamuje wzrost Helicobacter pylori i jest
stabym inhibitorem enzymu bakteryjnego — ureazy [7]. Ureaza produkowana przez H. pylori
hydrolizuje mocznik do CO, 1 NHjs, ktory alkalizuje §rodowisko zotadka i uszkadza jego
btong S$luzowa [211]. Pozniejsze badania nie potwierdzity jednak wplywu naryngeniny

na ureaze [211].

2.6. Wlasciwosci przeciwutleniajgce.

Przypuszcza sig, ze mechanizm dzialania przeciwutleniajacego flawonoidow opiera si¢
m.in. na zdolno$ci modyfikowania procesow btonowych w komoérkach, w tym utleniania
wolnorodnikowego lipidow btonowych. Proces ten jest zwigzany rowniez z wlasciwosciami

strukturalnymi czasteczek, ich zdolno$cia do penetracji przez blony oraz powierzchniowym
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oddziatywaniem z blonami [196]. Dziatanie ochronne flawonoidow w stosunku do lipidow
btonowych polega na oddawaniu wodoru z grup hydroksylowych i ,,zmiataniu” wolnych
rodnikow, gtéwnie rodnika OH i O, oraz rodnika alkoksylowego. Sita efektu ochronnego
zalezy takze od wspolczynnika dyfuzji zwiazkéw do blon i ich orientacji w membranach.
W oparciu o badania autooksydacji z uzyciem testu TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive
Substances Assay) w homogenatach mozgowych szczurdéw, antyutleniajace wlasciwosci
flawonoidow scharakteryzowano w kolejnosci: kwercetyna > rutyna >> hesperetyna >
naryngenina. Z przeprowadzonych badan wynika, ze rutyna, hesperetyna i naryngenina stabo
przenikaja przez blony biologiczne. W przypadku rutyny brak wlasciwosci penetracji jest
spowodowany obecno$cia w czasteczce podstawnika cukrowego, ktory obniza
rozpuszczalnos¢ w thuszczach oraz decyduje o wielkosci czasteczki, co hamuje wnikanie
do wngtrza btony. Kwercetyna najglgbiej penetruje btony biologiczne dzigki zdolnosci
przybierania (w przeciwienstwie do hesperetyny 1 naryngeniny) ptaskiej konformacji.
Ustalono, ze za wlasciwosci antyoksydacyjne flawonoidéw odpowiadaja: (1) grupa
katecholowa (ugrupowanie o-dihydroksy) w pierscieniu B, (2) podwdjne wiazanie migdzy
weglami C-2 1 C-3 oraz (3) obecnos¢ grup hydroksylowych w pozycjach C-7, C-5
i dodatkowo w pozycji C-3. Hesperetyna i naryngenina ze wzgledu na brak podwdjnego
wigzania oraz obecno$¢ w naryngeninie tylko jednej grupy —OH, wykazuja stabsze
dziatanie [196].

Jednym z czynnikéw katalizujacych powstawanie wolnych rodnikéw sa jony Fe*'.
W teécie hamowania utleniania w obecnosci jonow Fe®™ sklasyfikowano aktywnosé
antylipoperoksydacyjna badanych flawonoidow w kolejnosci: rutyna > hesperetyna >
kwercetyna >> naryngenina [196].

Kolejnym mechanizmem przeciwutleniajacego dziatania flawonoidow  jest
redukowanie lub chelatowanie metali, ktére generuja wolne rodniki. Dla naryngeniny
nie wykazano aktywnosci redukujacej jony Fe’™ [156]. W wyniku prowadzonych badan
nad zdolnoscia flawonoidéow do redukowania jonéw Cu®" i Fe’" ustalono, ze zdolno$é
do redukcji jonow Cu’" wzrasta z iloécia grup —OH w czasteczce, natomiast dziatanie
redukujace jony Fe’" zalezy od obecnosci w czasteczce podwojnego wiazania pomigdzy C-2
1 C-3 w polaczeniu z grupa 4-okso oraz wynika z obecnosci grupy katecholowej w pierscieniu
B w potaczeniu z grupa hydroksylowa przy C-3 [156]. Naryngenina zawierajaca trzy grupy
hydroksylowe redukuje jony Cu®" silniej niz zawierajace trzy grupy hydroksylowe apigenina
1 genisteina. Ponadto zwiazek wykazuje wyzsza aktywno$¢ niz flawonoidy posiadajace cztery
grupy —OH tj.: luteolina 1 kemferol.

Izoflawony 1 flawanony (w tym naryngenina) w przeciwienstwie do flawondéw

i flawonoli nie tworza chelatow z Cu>" i Fe’" [156].
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2.7. Dzialanie na CYP3A4.

Poczatkowo twierdzono, ze naryngina 1 jej aglikon — naryngenina decyduja
o0 oddziatywaniu soku grejpfrutowego z cytochromem 3A4 [48]. W badaniach na ludziach
naryngina i naryngenina podawane w ilo$ciach porownywalnych do ich zawartosci w soku
grejpfrutowym nie hamowaty aktywnosci CYP3A4. W pozniejszych pracach wykazano,
ze wystgpujace w soku grejpfrutowym w znacznie mniejszych ilosciach furanokumaryny,
dihydroksybergamotyna i bergapten, hamuja aktywnos¢ CYP3A4 i wptywaja na metabolizm

lekéw oraz ich poziomy w surowicy krwi [77].

2.8. Dzialanie neuroprotektywne.

Naryngenina zmniejsza efekt neurotoksyczny indukowany peptydem p-amyloidowym
(AP) [74]. AP posredniczy w mechanizmie wolnorodnikowym, jednym z gtownych przyczyn
choroby Alzheimera, zwigkszajac produkcje wolnych rodnikéw i peroksydacje lipidow
w komoérkach nerwowych, co w konsekwencji powoduje ich apoptozg. Podawanie
naryngeniny zapobiega generowaniu wolnych rodnikow przez AB. W badaniach na myszach

z amnezja aktywowana skopolaming, naryngenina spowalniata proces zaniku pamigci [74].

2.9. Wplyw na ukrwienie siatkowki.

Naryngenina stymuluje ukrwienie siatkowki [31]. W przeprowadzonych na szczurach
badaniach wykazano pozytywne efekty w rekonwalescencji siatkdwki po wywotaniu stanu jej
niedokrwienia [31]. Na krolikach przeprowadzono podobny eksperyment, poréwnujac
dziatanie lecznicze flawonoidéw rozniacych si¢ liczba grup hydroksylowych w czasteczce
(od 2do5) [182]. Stwierdzono, ze =zwiazki posiadajace 3 grupy hydroksylowe
(np. naryngenina) najsilniej zwigkszaja ukrwienie galki ocznej poprzez stymulacje przeptywu
krwi w naczyniach krwiono$nych. Zwiazki z czterema grupami —OH wywoluja posredni
efekt, natomiast zwiazki z iloscia grup —OH powyzej czterech i ponizej trzech sa nieaktywne.
Obecnos¢ rutynozy lub grup metoksylowych w czasteczce nie decyduje o efekcie leczniczym
[182].

18



Proantocyjanidyny — skladniki lekow i Zywnosci o cennych wlasciwosciach farmakologicznych i biologicznych

3. Proantocyjanidyny - skladniki lekow 1 zZywnosci o cennych

wlasciwosciach farmakologicznych i biologicznych.

Proantocyjanidyny sa szeroko rozpowszechniona grupa zwiazkoéw fenolowych,
wystepujacych w roslinach — w lisciach, zdrewnialych czg$ciach ro$lin, oraz kwiatach
iowocach [22]. Znanym i1 od lat stosowanym w lecznictwie surowcem zawierajacym
proantocyjanidyny jest kwiatostan glogu (Crataegi inflorescentia, Crataegus sp. Rosaceae)
[22,68]. W ostatnich latach prowadzono intensywne badania nad ekstraktem z kory sosny
nadmorskiej Pinus pinaster (Pinaceae), opatentowanym pod nazwa Pycnogenol, w ktorym
zawarto$¢ proantocyjanidyn wynosi 85%. Posiada on m. in. silne wlasciwosci
przeciwutleniajace [80,100,179].

Proantocyjanidyny, zaliczane do skondensowanych tanin, stanowia polimery
flawanow, w ktorych jednostki monomeréw sa potaczone wiazaniem C-C najczgscie]
w pozycjach 4—8 lub 4—6 [9,17,22,57,116]. Polimery trudno ulegaja hydrolizie, jednak
w $srodowisku kwasnego alkoholu i w podwyzZszonej temperaturze, wytwarzaja czerwony
barwnik — antocyjanidyng, dlatego sa zwane proantocyjanidynami [17].

Wedlug Borkowskiego i wsp. [17] zwiazki te nie sa wlasciwymi garbnikami,
ale posiadaja nieco $ciagajacy smak i lekko kwasny odczyn [17].

Proantocyjanidyny tworzy elektrofilowa jednostka flawanylowa, powstajaca
z flawan-4-olu, lub flawan-3,4-diolu, potaczona z nukleofilowa jednostka flawanylowa, ktora
zwykle jest flawan-3-ol [57,116]. Wigkszo$¢ skondensowanych tanin buduja jednostki
katechiny i epikatechiny [17]. Katechina — 5,7,3’,4’-tetrahydroksy-flawan-3-ol, majac dwa
centra chiralne wystgpuje w czterech formach optycznie czynnych oraz dwoch racemicznych.
W przyrodzie spotykane sa obok (+)-katechiny i jej izomeru (—)-epikatechiny (Ryc.5),
tworzacych procyjanidyny [57], inne flawan-3-ole, mianowicie (+)-galokatechina (Ryc. 5),
(-)-epigalokatechina (Ryc. 5), i galusan (—)-epigalokatechiny (Ryc. 5) [40].

Strukturalna réznorodno$¢ proantocyjanidyn jest mozliwa dzigki obecno$ci grup
hydroksylowych i ich odmiennym polozeniom w czasteczce zwiazku, stereoizomerii
(proantocyjanidyny  zawieraja trzy centra chiralne) oraz lokalizacji wiazania
migdzyflawanolowego [43]. Ponadto struktury zwiazkéw réznia si¢ stopniem metylacji,
C- 1 O-glikozydacji oraz estryfikacji w wyniku przylaczenia jednostki kwasu galusowego
[116].

Skondensowane taniny wystepuja w przyrodzie jako oligomery, zawierajace od dwdch

do dziesigciu jednostek katechiny (flawan-3-olu) oraz jako polimery [116].
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“HITOH (9)-epikatechina
H
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3-0O-galusan (-)-epigalokatechiny

Ryc. 5. Wzory strukturalne monomerycznych flawan-3-oli.

ze wzgledu na roéznice w potozeniu grup

hydroksylowych wyrdznia sig:

>

YV V.V V V V VY

procyjanidyny (3, 5, 7, 3, 4’ — OH),
prodelfinidyny (3, 5,7,3’,4’, 5’ - OH),
propelargonidyny (3, 5, 7, 4’ — OH),
profizetynidyny (3, 7, 3, 4’ — OH),
prorobinetynidyny (3, 7, 3°, 4°, 5’ — OH),
proguibourtynidyny (3, 7, 4’ — OH),
proterakacynidyny (3, 7, 8, 4’ — OH),
promelakacynidyny (3, 7, 8, 3°, 4’ — OH).

Sposréd nich najpowszechniej w przyrodzie wystepuja procyjanidyny [57].

Ze wzgledu na réznice w budowie oligomeréw procyjanidyn w obrgbie grupy wyrdznia si¢

dimery — typu A 1 B (Ryc. 6,7) oraz trimery - typu C (Ryc. 8).
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Typ B i C charakteryzuje obecno$¢ pojedynczych wigzan C-C pomigdzy C-4 jednostki
flawan-3-olu I a C-6 lub C-8 jednostki monomeru II. Natomiast dimery procyjanidyn typu A
(Ryc. 6) posiadaja dodatkowe wigzanie eterowe, pomigdzy C-2 jednostki I, a C-7-OH
lub C-5-OH jednostki flawan-3-olu II [57,116].

wuntQH procyjanidyna A,
H ——==m OH procyjanidyna A,

Ryc. 6. Wzory strukturalne dimerycznych flawan-3-oli typu A.

OH

OH R, R,
cnt QO ———- QH —=== procyjanidyna B,
i QH o vt OH —=a procyjanidyna B,
—=0OH —==QOH ..., procyjanidyna B,
—=OH i OH .. procyjanidyna B,

Ryc. 7. Wzory strukturalne dimerycznych flawan-3-oli typu B.
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OH

OH

R, R,
i QOH v OH i OH - —==a procyjanidyna C,
— OH ————= OH —— OH .viin procyjanidyna C,

Ryc. 8. Wzory strukturalne dimerycznych flawan-3-oli typu C.

3.1. Proantocyjanidyny jako skladniki diety.

Skondensowane taniny wystepuja w wielu produktach spozywczych. Przeprowadzone
na populacji amerykanskiej badania wykazaty, ze gtéwne Zrédto proantocyjanidyn w diecie
stanowia jablka (32%), czekolada (17,9%) 1 winogrona (17,8%) [64]. Ponadto jako produkty
bogate w omawiane potaczenia wymienia si¢ czerwone wino, zielona herbate, niektore piwa
oraz gruszki, zurawiny, kor¢ cynamonowa i korzen zen-szenia [64,66,200]. W kwiatach glogu
wykazano wysoka zawarto$¢ procyjanidyn B, i C;, w zbozu sorgowym procyjanidyny B,
w malinach By, za$ jablka charakteryzuja si¢ znaczna zawarto$cia dimeru — procyjanidyny B,
[40].

Ustalenie dziennego spozycia proantocyjanidyn sprawia wiele probleméw.
Zréznicowane iloSciowo pobieranie tych zwiazkéw w obrgbie populacji wynika z preferencji
inawykéw zywieniowych [66]. W populacji amerykanskiej $rednie dzienne spozycie
proantocyjanidyn ustalono jako 57,7 mg na osobg [64].

Badania ujawnity, ze dzieci w wieku od 2 do 5 lat oraz mezczyzni powyzej 60 roku
zycia spozywaja Srednio wigcej proantocyjanidyn obecnych w owocach, niz pozostali
cztonkowie spoteczenstwa. U dzieci $rednie spozycie proantocyjanidyn wynosito 68,2 mg
na dobg, natomiast u mgzczyzn 70,8 mg na dobg. Ponadto wykazano, Zze proantocyjanidyny
stanowia podstawowa grupe bioflawonoidéw w diecie obywateli USA oraz panstw Europy

Zachodniej [64].
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Stwierdzono, ze réznice w zawartos$ci proantocyjanidyn w pozywieniu moga wynikac
z nierownej dystrybucji tych zwiazkéw w tkankach roslinnych, sezonowych zmian zawarto$ci
w réznych czg$ciach surowca, a takze z zastosowanego w przetworstwie procesu
technologicznego [40].

Biodostepno$¢ i wcehtanianie proantocyjanidyn to temat aktualnie badany i omawiany
[40]. Wczesniej sadzono, ze skondensowane tanoidy ze wzgledu na wysoka mase
czasteczkowa nie wchlaniaja si¢ z przewodu pokarmowego [40], jednak wyniki badan
z ostatnich lat zmienity ten poglad.

Ustalono, ze epikatechina jest wchtaniana jako produkt rozpadu procyjanidyn B; 1 Bs
[40]. Z kolei badania na szczurach dowiodly, Zze procyjanidyna B, jest w wigkszo$ci
wchlaniana i wydalana z moczem, a tylko jej cze$¢ jest degradowana do epikatechiny [6].

Badania in vitro wskazuja, ze zar6wno dimery jak i trimery wchianiaja si¢ z jelita
cienkiego w stopniu porownywalnym do (+)-katechiny, w odrdznieniu od polimeroéw
o $§rednim stopniu polimeryzacji, ktore nie sa wchtaniane. Badania prowadzono na linii
komoérkowej caco-2, modelu komorek ludzkiego nabtonka jelitowego [40]. Dla potwierdzenia
powyzszych wynikow brakuje prac na modelu in vivo.

Na podstawie badan na sze$ciu zdrowych ochotnikach wykazano, ze obecne w kakao
proantocyjanidyny sa stabilne w soku zoladkowym 1 dostaja si¢ do jelita cienkiego
nieroztozone [40].

W innych badaniach stwierdzono, ze oligomery w $rodowisku soku zotadkowego
ulegaja zaleznej od czasu, degradacji do mieszaniny monomerdéw oraz dimerow. Ponadto,
zwiazki o wyzszym stopniu polimeryzacji szybciej ulegaja rozpadowi [40]. Zaklada sig,
ze degradacja proantocyjanidyn zachodzi pod wplywem fizjologicznej flory bakteryjnej
okr¢znicy [40]. Po 10 godzinach inkubacji w warunkach beztlenowych 50% omawianych
zwiazkow ulegato degradacji pod wplywem bakterii, a znaczaca wigkszo$¢ po 48 godzinach
inkubacji [40]. Jest to kolejny dowod na wchianianie oligomerow w formie mono- i dimerow,
pochodzacych z rozpadu tych zwiazkow.

Oceniono, ze po spozyciu czekolady wzrost st¢zenia epikatechiny we krwi osiaga

maksimum po 2-3 godzinach [40].
3.2. Aktywnos$¢ farmakologiczna proantocyjanidyn.
3.2.1. Wplyw proantocyjanidyn na uklad krwionosny.

Wiele przeprowadzonych badan potwierdzito korzystne dzialanie proantocyjanidyn

na uktad krazenia. Wykazano aktywnos¢ przeciwmiazdzycowa [40,189], obnizajaca ci$nienie
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tetnicze [40,80], zmniejszajaca przepuszczalno$¢ naczyn [100] oraz wskazano na efekt

ochronny przed niedokrwieniem miejscowym mig$nia sercowego [199].

3.2.1.1. Aktywnos$¢ przeciwmiazdzycowa.

Udowodniono zalezno$¢ migdzy zawartoscia polifenoli w diecie a zdolnoscia
do hamowania peroksydacji lipidow [189]. Badania na zdrowych ochotnikach ujawnity,
ze dieta bogata w proantocyjanidyny (spozywanie takich produktéw jak czekolada lub
czerwone wino), zabezpiecza frakcje LDL przed oksydacja [189]. Efekt ten zmienia sig
w zaleznos$ci od struktury proantocyjanidyn i maleje w kolejnosci: trimer C; > dimer B, >
(+)-katechina > (—)-epikatechina. Na site¢ dziatania protekcyjnego wobec frakcji LDL wptywa
liczba grup hydroksylowych, jak i stopien polimeryzacji [189].

Surowcem ro$linnym, ktorego korzystne dziatanie na uktad krwiono$ny wykorzystuje
si¢ od dawna jest kwiatostan gltogu (Crataegi inflorescentia) [22]. Badania wykazaty,
ze polifenole obecne w surowcu hamuja Cu®" zalezna oksydacje LDL. Najsilniejsza
aktywno$cia charakteryzowata si¢ (—)-epikatechina, stabsza procyjanidyny B, i Bs, ktore byty
bardziej aktywne niz hyperozyd i kwercetyna [189].

Najwyzsza zawarto$¢ proantocyjanidyn stwierdzono w kwiatach glogu. Przewyzsza
ona dwukrotnie ilo$¢ tych zwiazkow w szczytach pedoéw przy niewielkiej zawarto$ci
w owocach [189].

Z patogeneza miazdzycy zwiazana jest rowniez agregacja ptytek krwi. Endotelium
naczyn krwiono$nych zapobiegajac agregacji wydziela rodnik NO® i prostacykline jednak,
gdy jest ono uszkodzone, odstonigte zostaja widkna kolagenu, do ktérych przylaczaja sig
aktywowane ptytki krwi [40]. W badaniach na ludziach wykazano hamujace dziatanie
na aktywacje plytek krwi bogatego w proantocyjanidyny ekstraktu z nasion kakaowca przez
supresj¢ ADP lub epinefryny. Jednoczesnie udowodniono, Ze po spozyciu czekolady
zawierajacej proantocyjanidyny podwyzsza si¢ poziom prostacyklin i obniza si¢ poziom

leukotrienow we krwi [40].

3.2.1.2. Obnizenie ciSnienia tetniczego.

Proantocyjanidyny obnizaja ci$nienie tetnicze przez efekt rozkurczajacy naczynia
krwionos$ne oraz wptyw na uktad renina-angiotensyna-aldosteron [40].

Pierwszy mechanizm jest zwiazany ze wzrostem wydzielania NO® przez komorki
srodbtonka w obecno$ci proantocyjanidyn. NO® powstaje z L-argininy przy udziale syntetazy
tlenku azotu NOS. Potwierdzono, ze inhibicja NOS odwraca wazodylatacyjne dziatanie

proantocyjanidyn [40].
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W badaniach na grupie pacjentéw z umiarkowanym nadci$nieniem, po 16 tygodniach
stosowania Pycnogenolu, obserwowano znaczne obnizenie ci$nienia skurczowego i $rednie
cisnienia rozkurczowego. Mechanizm dzialania ekstraktu powiazano z wplywem
na powstawanie i uwalnianie NO® w mie$nidwce naczyn [80]. Stymulacja wydzielania NO*
zwigksza si¢ ze wzrostem liczby jednostek kwasu galusowego oraz stopniem polimeryzacji
proantocyjanidyn. Jest ona skorelowana z obecno$cia 1 liczba jednostek epikatechiny
w strukturze zwiazku [40].

Inny mechanizm obnizania przez proantocyjanidyny ci$nienia t¢tniczego wynika
z hamowania aktywnosci enzymu konwertazy angiotensynowej I (ACE), katalizujacego
przemiang angiotensyny I w angiotensyng II. Angiotensyna II jest hormonem silnie
podwyzszajacym cisnienie krwi [80]. Aktywno$¢ hamujaca ACE ro$nie wraz ze stopniem
polimeryzacji proantocyjanidyn. Wykazano, ze trimer C; jest prawie dwa razy bardziej
aktywny od dimeru B; [40].

W warunkach in vitro analizowano inhibicj¢ wigzania angiotensyny Il z receptorem
AT, w obecnosci skondensowanych tanin, ktéra wzrastala ze stopniem polimeryzacji

badanych zwiazkdw, osiagajac maksimum przy pentamerach i heksamerach [26].

3.2.1.3. Uszczelnianie naczyn krwionosnych.

Proantocyjanidyny wywieraja znaczacy wplyw na stan naczyn krwionosnych.
Mechanizm dziatania opisano dla Pycnogenolu i obecnych w ekstrakcie flawan-3-oli. Zwiazki
te wiaza biatka kolagenowe i elastylowe $cian naczyn w rezultacie wzmacniajac je
1uszczelniajac. O trwalo$ci wigzania biatko-Pycnogenol $wiadczy duza termostabilnos¢
kompleksu, wykazana w badaniach in vitro [100]. Na tej drodze preparat zapobiega
powstawaniu obrzekow 1 krwotokéw u pacjentow z patologicznymi zmianami w budowie
naczyn krwiono$nych. W badaniach in vivo potwierdzono korzystny wplyw Pycnogenolu
na poprawg struktury $cian naczyn tetniczych i1 zylnych [100]. Zadowalajace wyniki uzyskano
w leczeniu pacjentéw z niewydolnos$cia krazenia zylnego, zapaleniem zyl, obrzekami konczyn
1 mikrokrwawieniami okotospojowkowymi, ktore czgsto towarzysza postgpujacej degeneracji

ciatka zo6ttego, jako wyniku retinopatii cukrzycowej [100].

3.2.1.4. Dzialanie chronigce przed miejscowym niedokrwieniem.

Badania prowadzone przez Sato i wsp. [199] wykazaly, ze po podawaniu szczurom
w ciagu trzech tygodni, bogatego w proantocyjanidyny ekstraktu z pestek winogron,
zmniejszaty si¢ uszkodzenia tkanek spowodowane miejscowym niedokrwieniem.

Przypuszcza sig, ze jednym =z mechanizméw kardioprotekcyjnego dziatania

proantocyjanidyn jest inhibicja czynnikéw proapoptycznych JNK-1 i c-Jun [199].
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3.2.2. Dzialanie przeciwutleniajgce.

Procesy utleniania przebiegajace w organizmach zywych sa przyczyna wielu chorob.
Wobec tego uwage naukowcow skupiaja substancje majace wiasciwosci przeciwutleniajace
[40].

Mechanizm aktywnosci antyoksydacyjnej proantocyjanidyn wynika z ich zdolnosci do:

o zmiatania wolnych rodnikow,
° chelatowania metali,
o inhibicji enzymow [40].

3.2.2.1. Zmiatanie wolnych rodnikow przez proantocyjanidyny.

De Bruyne i wsp. [42] oznaczali ilo§¢ powstajacych aniondéw nadtlenkowych
w systemach enzymatycznych, jako rezultat zmiatania wolnych rodnikéw przez badane
zwiazki. Porownujac uzyskane wyniki ze struktura chemiczna pochodnych flawan-3-olu
stwierdzili, ze grupy hydroksylowe w pier§cieniu B proantocyjanidyn, a takze nasycone
wiazanie miedzy weglami C, i Cs;, grupa hydroksylowa przy weglu C; i brak karbonylu
przy Ci, powoduja wzrost zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikow. Najbardziej aktywne
byly procyjanidyny B, i Bs, natomiast procyjanidyny Bs, B4, Bs, Bg byly prawie trzy razy
stabsze. Proantocyjanidyny typu A wykazywaly znacznie nizsza aktywno$¢ niz nalezace
do typu B, podobnie jak dimery zbudowane z jednostek epikatechiny w poréwnaniu
do zawierajacych kateching. Trimery nie wykazywaly wyzszej aktywnosci od ich
dimerycznych analogow [42]. W rezultacie stwierdzono, ze to nie stopien polimeryzacji,
lecz ilo$¢ grup hydroksylowych, jest odpowiedzialna za wzrost aktywnos$ci zmiatania wolnych
rodnikow [42].

Shahat 1 wsp. [208], badajac liscie gtogu Crataegus sinaica odnotowali, ze wzrastajaca
ilo§¢ jednostek (—)-epikatechiny w poszczegélnych proantocyjanidynach nie wplywa
na aktywno$¢  przeciwutleniajaca  wobec  rodnika  hydroksylowego. = Wykazano,
ze procyjanidyna C; posiada wyzsza aktywno$¢ niz B,, a ta z kolei byla bardziej aktywna
niz (—)-epikatechina [208].

Aktywno$¢ proantocyjanidyn, jako zmiataczy wolnych rodnikow oceniano
w odniesieniu do troloksu, w tzw. probie TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
[40]. Wykazano, ze wprowadzenie fragmentu kwasu galusowego w pozycji C-3, znaczaco
zwigksza zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikéw, podczas gdy glikozydacja obniza ta
aktywnos¢. Odnosi si¢ to zaréwno do procyjanidyn, jak i do monomerycznych flawan-3-oli
[40].

Wysoka aktywnos$¢ zmiatania wolnych rodnikéw wykazuja ekstrakt z pestek winogron

oraz Pycnogenol, bedace bogatymi zrodtami procyjanidyn [40,80,100,179]. Pycnogenol jest
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uniwersalnym ,,zmiataczem” wolnych rodnikow tlenowych i1 azotowych oraz innych
nadreaktywnych form typu ROS i RNS. Jest on mieszaning oligomerow flawanolowych,
sposrod ktorych dziatanie zmiatajace wolne rodniki DDPH" i rodnik nadtlenkowy wykazano

dla dimeréw B, i B, oraz oligomeréw procyjanidyn [100,179].

3.2.2.2. Chelatowanie metali.

Niewiele jest prac poswigconych zdolnosci proantocyjanidyn do chelatowania metali,
o ktorej decyduje obecno$¢ w czasteczce pierscienia katecholowego B. W badaniach
stabilno$ci kompleksow glinu z proantocyjanidynami ujawniono, ze aktywnos$¢ chelatujaca
proantocyjanidyn ro$nie ze wzrostem stopnia polimeryzacji [40].

Chelatowanie metali przez proantocyjanidyny, jak 1 inne polifenole obecne
np. w herbacie moze zmniejsza¢ ich absorpcj¢ z przewodu pokarmowego. Badania
na szczurach pokazaty, ze herbata nie wplywa na wchlanianie zelaza z przewodu
pokarmowego [40]. Stwierdzono réwniez, ze w populacjach krajow wysoko rozwinigtych
konsumpcja herbaty nie wplywa na poziom zelaza w organizmie [40]. Jednak w odniesieniu
do populacji charakteryzujacych si¢ niedoborem zelaza wydaje sig, ze istnieje zwiazek migedzy
konsumpcja herbaty a stabym wchlanianiem tego pierwiastka [40]. Nie ma jednak

w pismiennictwie szczegoétowych danych na ten temat.

3.2.2.3. Inhibicja enzymodw.

Kolejnym mechanizmem dziatania przeciwutleniajacego proantocyjanidyn jest
inhibicja enzymoéw uczestniczacych w procesie utleniania, m.in. syntetazy tlenku
azotu (NOS).

W serii badan wykazano, ze procyjanidyny B,, B4 1 galusan (—)-epigalokatechiny sa
najaktywniejszymi inhibitorami NOS, podczas gdy procyjanidyna Bj, (+)-katechina
oraz (-)-epikatechina sa nieaktywne. Jako konsekwencje tego wniosku podano, ze dimery
posiadajace (—)-epikateching jako koncowa jednostke strukturalna sa silniejszymi inhibitorami

NOS niz dimery majace w tym samym miejscu jednostke (+)-katechiny [40].

3.2.2.4. Ochrona przed nadtlenkiem azotu.

Dziatanie nadtlenku azotu (ONOQ") na organizm polega na tym, ze w nadmiernych
iloéciach razem z rodnikiem NO® moga one by¢ przyczyna choréb uktadu nerwowego, takich
jak: zespot Parkinsona, plasawica Huntingtona i porazenie nerwowe [235]. Arteel i wsp. [5]
badali wplyw proantocyjanidyn wyizolowanych z Theobroma cacao na zalezna od ONOO"
oksydacj¢ dihydrorodaminy oraz nitracj¢ tyrozyny. Testowano zwiazki od monomerdéw

do nanomeréw proantocyjanidyn. Oligomery wykazywaly wyzsza aktywnos$¢ protekcyjna
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przed ONOO™ niz (—)-epikatechina. Najaktywniejsze sposrdd wszystkich badanych zwiazkow
byly tetramery [5].
Przypuszcza sig, ze proantocyjanidyny nie reaguja bezposrednio z ONOO,

lecz najprawdopodobniej z utleniajacymi i azotujacymi zwiazkami posrednimi [4].

3.2.3. Dzialanie przeciwnowotworowe.

Wedlug danych statystycznych choroby nowotworowe obok chorob uktadu krazenia
stanowia gltowna przyczyng zgondw. Rocznie na $wiecie odnotowuje si¢ ok. 10 min
zachorowan na nowotwory i w ciagu najblizszych 20 lat przewiduje si¢ podwojenie
tej liczby [183].

Wyniki badan [29,40,248] potwierdzaja protekcyjne dziatanie proantocyjanidyn
procesoOw flawan-3-oli wobec procesoOw prowadzacych do powstawania nowotworéw. Opiera
si¢ ono na regulacji apoptozy, dziataniu przeciwutleniajacym, przeciwmutagennym, zdolnosci
hamowania aktywnos$ci naskorkowej dekarboksylazy ornityny (ODC) i produkcji wodotlenku
HPx [40]. Pozwala to przypuszczaé, ze przyjmowanie proantocyjanidyn w odpowiednich
ilosciach, m. in. jako sktadnikéw pozywienia, moze znacznie zmniejszy¢ ryzyko zapadania
na nowotwory.

Jedna z mozliwosci hamowania wzrostu tkanki nowotworowej jest apoptoza
promowana, m.in. przez geny: Bax, Bcl-xs, p53 i charakteryzujaca si¢ w przeciwienstwie
do nekrozy kondensacja chromatyny i powstaniem tzw. ciat apoptycznych [40].

Obserwowano, ze hydrolizujace tanoidy wykazuja wyzsza aktywnos$¢ w pobudzaniu
apoptozy niz proantocyjanidyny [40]. Galusan (—)-epigalokatechiny indukuje apoptozg
komorek nowotworowych przez wzmacnianie ekspresji  gendw c-fos 1 c-myc
w przeksztatconych wirusowo ludzkich fibroblastach SV40 [30].

Badania na ludzkich keratynocytach poddanych dziataniu ekstraktu z tabaki (smokeless
tabacoo extract — STE) wskazuja na zalezna od czasu i dawki produkcje wolnych rodnikow,
peroksydacje lipidow, uszkodzenie sekwencji DNA 1 apoptoz¢ komorek [8]. Bogaty
w proantocyjanidyny ekstrakt z pestek winogron wykazuje silniejsze niz witamina C i E
dziatanie protekcyjne przeciwko indukowanemu STE stresowi oksydacyjnemu. Komorki
inkubowane z ekstraktem z pestek winogron powoduja znaczacy wzrost ekspresji genu Bcl-2
mRNA oraz zahamowanie ekspresji genu p53 [8]. Postawiono tezg, ze ochronna aktywno$¢
ekstraktu z pestek winogron wobec zmian komdrkowych indukowanych STE moze by¢
zwigzana z modulacja genow regulatorowych Bcl-2 i p53. Ekstrakt zwigksza rowniez
ekspresje genu Bcl-x; w komorkach watroby 1 zapobiega ich apoptozie powodowanej

acetaminofenem [8].
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Roztwoér alkoholowy proantocyjanidyn z nasion kakaowca wywiera korzystny wplyw
na mysie komorki trzustki, zapobiegajac rozwojowi nowotworu tego narzadu [248].
Jednoczesnie invitro 1 invivo wykazuje silne wlasciwosci przeciwmutagenne
1 antykancerogenne w odniesieniu do 2-amino-1-metylo-6-fenylimidazo{4,5-b}pirydyny.
W badaniach prowadzonych na samicach szczur6w nie potwierdzono natomiast dziatania
hamujacego karcynogenezg raka piersi [40].

Monomery, dimery i trimery procyjanidyn wyizolowane z kory daglezji zielonej
(Pseudotsuga menziesi) sa uwazane za czynniki zapobiegajace nowotworowi skory [60].
Badania potwierdzajace te tez¢ Gali 1 wsp. [60] przeprowadzili na samicach myszy. Oceniono
hamowanie przez proantocyjanidyny procesOw  biochemicznych  powodowanych
przez potencjalny promotor raka 12-O-tetradekanoilforbolu 13-octan (TPA). O powstawaniu
raka skoéry decyduja trzy mechanizmy: wzbudzenie aktywnos$ci naskérkowej dekarboksylazy
ornityny (ODC), stymulacja produkcji wodorotlenku (HPx) oraz wzrost syntezy DNA [60].
Miejscowa aplikacja proantocyjanidyn na ogolony mysi kark przed podaniem miejscowym
TPA, hamowata aktywno$¢ naskorkowej dekarboksylazy ornityny (ODC). Inhibicja wzrastata
ze stopniem polimeryzacji proantocyjanidyn (trimery > dimery > monomery). Katechina
1 epikatechina nie wykazywaty aktywnosci w stosunku do produkcji wodorotlenku (HPx),
podczas gdy dimery itrimery proantocyjanidyn hamowaly produkcje tego zwiazku
w 40% [60]. Dekarboksylaza ornityny jest enzymem aktywnym w innych typach
nowotworow, m.in.w nowotworze jelita grubego. Carnesecci 1 wsp. [29] wiaza
z hamowaniem aktywno$ci ODC dzialanie przeciwnowotworowe proantocyjanidyn

wobec komorek rakowych odbytnicy.

3.2.4. Dzialanie przeciwzapalne.

Mechanizm dziatania przeciwzapalnego proantocyjanidyn wynika z wlasciwosci
modulacji  ekspresji  czynnika transkrypcyjnego NF-«xB oraz ich  aktywnosci
przeciwutleniajacej [40]. Czynnik transkrypcyjny NF-kB jest induktorem zapalnych cytokin
i pelni podstawowa role we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej oraz w przewleklych
stanach zapalnych, m. in. w zapaleniu stawow [40]. Na liniach komoérkowych makrofagéw
mysich wykazano, ze galusan (—)-epigalokatechiny przez blokowanie aktywnosci NF-xB
hamuje ekspresj¢ czynnika martwicy guza — TNF-o. Po podaniu doustnym polifenoli
z zielonej herbaty w dawce 0,5 g/kg m.c. obserwowano spadek poziomu TNF-a w surowicy
krwi o okoto 80% w poréwnaniu z grupa kontrolna [40].

W modelach in vivo stanu zapalnego indukowanego olejem krotonowym obserwowano
zmniejszenie obrzeku ucha u myszy oraz zmniejszenie obrzg¢ku tylnych lap u szczuréw

po podaniu ekstraktu z kory Pinus pinaster (Pycnogenol). Najlepsze rezultaty uzyskano
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stosujac frakcje ekstraktu zawierajaca oligomeryczne proantocyjanidyny o dlugosci tancucha
powyzej czterech jednostek.

Miejscowe podanie na skor¢ szczurow ekstraktu z Pinus pinaster w zelu
hydroksyetylocelulozowym, hamuje wzrost przepuszczalno$ci naczyn wlosowatych
spowodowany dziataniem promieniowania UV [12]. Mechanizm dziatania przeciwzapalnego
wiaze si¢ z regulacja czynnika NF-kB.

Badania prowadzone na makrofagach, stymulowanych interferonem (INF-y) ujawnity,
ze (+)-katechina i (—)-epikatechina oraz niektére proantocyjanidyny (np. Bj, B,) hamuja,
podczas gdy inne (np. procyjanidyna C,, ekstrakt z Pinus pinaster) pobudzaja zalezna
od NF-kB ekspresje genow. Wskazuje to na zalezny od stopnia polimeryzacji czasteczki
mechanizm aktywno$ci przeciwzapalnej proantocyjanidyn [181].

Proantocyjanidyny typu A, izolowane z tajwanskiego krzewu Ecdysanthera utilis,
w medycynie ludowej stosowanego jako: antiphlogisticum, analgeticum 1 spasmolyticum,

hamuja produkcjg interleukiny IL-2 oraz interferonu INF-y [135].

3.2.5. Aktywnos¢ biologiczna proantocyjanidyn.

3.2.5.1. Dzialanie przeciwbakteryjne.
Dziatanie przeciwbakteryjne tanoidow oparte jest na trzech mechanizmach:
e inhibicji  pozakomoérkowych  enzymoéw  mikroorganizmoéw,  wynikajacej
z charakterystycznego dzialania $ciagajacego,
e bezposrednim dziataniu na metabolizm bakterii i grzybow,
e kompleksowaniu jonow metali niezbednych dla wzrostu drobnoustrojow [40].

Dzialanie  przeciwbakteryjne  proantocyjanidyn  potwierdzono w  stosunku
do Streptococcus pyogenes (najsilniejsze dzialanie), Bacillus cereus, Klebsiella pneumonia
1 Proteus vulgaris [126].

W badaniach na szczepie Cryptococcus neoformans wykazano jedynie umiarkowana
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna proantocyjanidyn. Dimery typu B byly bardziej aktywne
od nalezacych do typu A [126].

Najbardziej interesujacymi ze wzgledu na site dziatania przeciwdrobnoustrojowego sa
proantocyjanidyny wystgpujace w zurawinach Vaccinum macrocarpon. Badania kliniczne
dowiodly, ze konsumpcja zurawin zapobiega bakteryjnym zakazeniom drég moczowych [40].
Zapalenie drég moczowych jest powodowane w 85% przez bakterie z rodzaju Escherichia
coli. Mechanizm dziatania proantocyjanidyn z zurawin polega na uniemozliwieniu adhez;ji
bakterii do nablonka przewodow moczowych. Jest to mozliwe dzigki hamowaniu aktywnosci

wiokien biatkowych [40]. Sposrdd proantocyjanidyn typu A wyizolowanych z Zurawin,
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trimery byty bardziej aktywne od dimerow, podczas gdy dimery typu B nie wykazywaty
zadnej aktywno$ci. Stwierdzono, Ze obecno$¢ przynajmniej jednego wigzania
charakterystycznego dla typu A jest niezbedna dla uzyskania dziatania antyadhezyjnego [40].
Ponadto ekstrakt zurawinowy wykazuje aktywno$¢ antyadhezyjna w stosunku do bakterii
Helicobacter pylori, odpowiedzialnych za powstawanie wrzodow zotadka [24]. Kompleks
proantocyjanidyn zawarty w ekstrakcie zurawinowym ma rowniez wlasciwos$ci zapobiegajace

przyleganiu bakterii jamy ustnej do szkliwa zgbdw [40].

3.2.5.2. Dzialanie przeciwwirusowe.

Pierwsze dane o dzialaniu przeciwwirusowym skondensowanych tanoidéw pochodza
z poczatku lat dziewigédziesiatych [40]. W kolejnych latach udowodniono, ze polimeryzacja
oraz  obecnos¢  fragmentow  kwasu  galusowego  wzmaga  sil¢  dzialania
przeciwwirusowego [42].

Proantocyjanidyny inkubowane z zawiesing wirusa opryszczki — HSV (Herpes Simplex
Virus) wykazywaly zalezna od budowy, inhibicje jego replikacji. Najsilniejszy wplyw
hamujacy posiadaty procyjanidyny A, Az, Ci, B> 1 Bs. Wykazano rowniez wigksza aktywno$¢
dimerow z wigzaniem C-C 4—6 w poréwnaniu do izomeréw C-C 4—8. Udowodniono,
ze obecne w epigalokatechinie ugrupowanie o-trihydroksylowe decyduje o wzroscie efektu
przeciwwirusowego, podobnie jak wigzanie podwdjne obecne w proantocyjanidynach typu A.

W badaniach wobec wirusa HIV najaktywniejsza byla procyjanidyna A,, natomiast jej
izomer A; wykazywatl prawie o polowe mniejsza, ale 1 tak wigksza od pozostatych aktywnos$¢.
W grupie dimeréow z pojedynczym wiazaniem obecno$¢ monomeru — (—)-epikatechiny
zwigkszala sitg dziatania przeciwwirusowego wobec HIV [42].

W badaniach in vivo mieszaniny oligomeréw proantocyjanidyn SP-303 o masie
czasteczkowej 2100 Da, wyizolowanych z Croton lechleri, obserwowano ograniczenie
penetracji wirusOw do wngtrza komorek [40]. Podjeto probe leczenia SP-303 nawracajacych
zakazeh wirusem opryszczki u pacjentdow z zespolem obnizonej odpornosci AIDS, jednak

uzyskane efekty okazaty si¢ niezadowalajace [40].

3.2.5.3. Dzialanie przeciwpierwotniakowe.

Jedna z glownych przyczyn chordb i1 zgondw w krajach stabo rozwinig¢tych sa
zakazenia pierwotniakami z rodzaju Plasmodium sp. 1 Leichmania sp. Z kolei w panstwach
Europy Zachodniej zakazenie Giardia lamblia jest czg¢stym czynnikiem powodujacym
biegunki [40].

Proantocyjanidyny badano pod katem dziatania przeciw Leichmania donovani [125].

Wykazano znaczace dziatanie statyczne przeciw wewnatrzkomorkowym  formom
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pierwotniaka — amastigotom, poréwnywalne z dzialaniem leku przeciwpierwotniakowego
- Pentostamu. Jednak w stosunku do pozakomorkowych promastigotow badane zwiazki byly
nieaktywne [125].

Otrzymane z Geranium niveum proantocyjanidyny typu A — geraniny A 1 B wykazuja

silniejsza aktywnos¢ pierwotniakobdjcza w stosunku do G. lamblia niz metronidazol [40].

3.2.6. Wplyw proantocyjanidyn na biodost¢pnos¢ zwigzkow naturalnych.

Hyperycyna — zwiazek decydujacy o wlasciwosciach przeciwdepresyjnych ziela
dziurawca, charakteryzuje si¢ staba rozpuszczalno$cia w wodzie. Wzrasta ona w obecnosci
proantocyjanidyn lub glikozydéw flawonolowych [237]. Butterweck i wsp. [25] badali
korelacje migdzy wzrostem rozpuszczalno$ci hyperycyny a jej poziomem we krwi.
W badaniach przeprowadzonych na szczurach potwierdzono, ze procyjanidyna B, podobnie
jak hyperozyd, zwigksza biodostgpno$¢ hyperycyny po podaniu doustnym. Efekt ten byl
silniejszy dla procyjanidyny B,. Biodostepno$¢ hyperycyny wzrosta o 58% w poréwnaniu
do 34% dla hyperozydu. Maksymalne stgzenie we krwi osiagano po 150 min w obecnosci
procyjanidyny B, i po 360 min w obecnosci hyperozydu [25].

Z innych wlasciwosci proantocyjanidyn nalezy wymieni¢ wptyw na wydolnosé
organizméw sportowcOw oraz wplyw na porost wiltosow. Badania przeprowadzone
na sportowcach wykazaly, ze ekstrakt z kory sosny nadmorskiej Pinus pinaster podawany
w dawce 200 mg na dobe zwigkszal wydolno$¢ sportowcow o 21% oraz skracal okres
regeneracji  powysitkowej [100]. Japonscy naukowcy wykazali, ze oligomery
proantocyjanidyn stymulowaly wzrost komorek nabtonkowych wilosow u myszy [237].
Doswiadczenia in vivo ujawnity, ze Minoksidil powszechnie stosowany w leczeniu tysienia
ma zblizong sil¢ dziatania do procyjanidyny B, [237]. W dos$wiadczeniach na ludziach
dimer B, znaczaco pobudzal wzrost wlosow w poréwnaniu z grupa kontrolna, stosujaca
placebo [226].
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4. Wielowymiarowa chromatografia cieczcowa (MDLC) - historia
i zastosowanie.

Wazrastajace potrzeby rozdzielania wielosktadnikowych mieszanin, stanowiacych
ztozone matryce biologiczne, zwiazane sa z szybkim rozwojem takich dziedzin nauki,
jak proteomika, metabolomika oraz fitochemia. W celu osiagnigcia wigkszej sity rozdzielczej
uktadow wykorzystywane sa techniki wielowymiarowe, ktére polegaja na laczeniu
niezaleznych metod/technik chromatograficznych [11,46,96,119,168,238].

Pojecie  chromatografii  wielowymiarowej wywodzi si¢ z chromatografii
planarnej (PC). W uktadzie dwukierunkowym 2D-PC rozdzielone sktadniki mieszaniny
w pierwszym kierunku (I wymiar) sa poddawane separacji na drodze migracji fazy ruchomej
w drugim kierunku (I wymiar), potozonym pod katem prostym — prostopadle (ortogonalnie)
do kierunku pierwszej [168,238]. Po raz pierwszy taki model rozwijania chromatogramow
wykorzystano w analizie peptydow w 1944 roku [38,238]. Od tamtego czasu dwukierunkowa
chromatografi¢ bibutowa lub cienkowarstwowa stosowano powszechnie w badaniach
ekstraktow roslinnych [61,69,70,138].

Obecnie najczesciej separacje¢ w dwoch wymiarach prowadzi si¢ w systemach
opartych na chromatografii gazowej (GC x GC) lub stanowiacych potaczenie dwoch metod —
chromatografii gazowej oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (GC x LC) [96,238].
Dwuwymiarowa chromatografia znajduje zastosowanie przede wszystkim w analizie jako$ci
zywno$ci — w tym olejow roslinnych oraz olejkow eterycznych [238,46]. Ostatnio obserwuje
si¢ wzrost przyktadéw aplikacji systemow dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w badaniach matryc biologicznych (LC x LC) [11,46,216,242]. Natomiast niewiele
jest danych o systemach 2D chromatografii w stanie nadkrytycznym (pSFC x pSFC) [238].

Wedlug Nyirediego [168] oraz Tranchidy i wsp. [238] chromatografi¢ w systemie
wielowymiarowym (MDC — Multidimensional Chromatography) charakteryzuje
a) wykorzystanie dwdch lub wigcej odmiennych mechanizmoéw separacii,

b) dwa skltadniki rozdzielane w pierwszym wymiarze pozostaja rozdzielone w drugim
wymiarze — zalozenie wyklucza uktady, w ktérych skladniki rozdzielone w pierwszym
wymiarze tacza sig, posiadajac te same parametry retencyjne w drugim,

¢) zachowanie w obydwu wymiarach profiléw elucji [46,168,238].

Celem stosowania uktadow wielowymiarowych jest zwigkszenie rozdzielczosci,
czutosci 1 skrocenie czasu analizy [168].

W  zaleznoSci od sposobu przenoszenia rozdzielanych analitow w uktadach
wielowymiarowych wyroznia si¢ systemy: off-line i on-line. W systemie off-line, stuzacym
do wstepnej analizy ztozonych matryc biologicznych, poszczegbdlne frakcje z separacji

na pierwszej kolumnie sa w poézniejszym czasie sukcesywnie wprowadzane na druga
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kolumng [46,238]. Wada systemu jest jego czaso- 1 pracochtonno$¢, niska odtwarzalnos¢
oraz mozliwos$¢ zanieczyszczenia prob i tworzenie sig artefaktow [45,46,238].

Natomiast w klasycznych systemach on-line MDLC, w wyniku potaczenia
co najmniej dwdch kolumn, okreslona objetos¢ eluatu z pierwszej kolumny jest przenoszona
na kolejne kolumny [238]. Systemy tego typu posiadaja szereg zalet — dobra odtwarzalnos¢,
stosunkowo krétki czas analizy oraz mozliwo$¢ automatyzacji procesu [46,238]. Z drugiej
strony, sa one trudniejsze w obsludze i wymagaja zastosowania specjalnych ukladow
transferowych — separatorow, umozliwiajacych ,,wycinanie” i przenoszenie okreslonych
frakcji (eluatow) z pierwszej kolumny na druga [46,238]. Separatory sa najczesciej osmio-
lub dziesigciodroznymi zaworami zaopatrzonymi w dwie pgtle dozujace, lub jest to zawor
umozliwiajacy transfer frakcji z I wymiaru na dwie, symultaniczne kolumny II wymiaru,
bez uzycia petli magazynujacych [238]. Systemy, w ktoérych zastosowano petle magazynujace
sprawdzaja si¢ wtedy, gdy predkos¢ przeptywu w I wymiarze jest znacznie nizsza niz w 1L
Natomiast, aby unikna¢ dlugiego magazynowania analitéw w petlach dozujacych, system
dwuwymiarowy musi sktadaé sig z kilku kolumn zastosowanych
w Il wymiarze [119,238,242].

W obregbie wielowymiarowych uktadéw on-line wyrdznia si¢ dwa sposoby pracy,
mianowicie tzw. heart-cutting, w ktérym jedynie czg§¢ rozdzielanych w I kierunku
sktadnikéw mieszaniny jest poddawana separacji w Il wymiarze [45,46] oraz comprehensive
— wyczerpujacy, w ktorym wszystkie skladniki analizowanej matrycy sa przenoszone
1 rozdzielane w II wymiarze, czgsto sktadajacym si¢ np. z dwoch kolumn [46].

Celem wigkszo$ci prac jest osiagnigcie maksymalnej rozdzielczosci badanej proby,
ktora zapewnia system comprehensive [46,238].

W $wietle zebranych danych literaturowych, jako pierwsi dwuwymiarowa HPLC
zastosowali w 1978 roku Erni i Frei [46], za$§ kolejne opracowania systemow 2D-HPLC
naleza w wigkszosci do zespotow Jorgensona [46] i Jandery [11,96].

Przyjmuje sig, ze dla uzyskania pelnego rozdzielenia sktadnikéw skomplikowanych
matryc, stanowiacych ekstrakty z tkanek zywych organizméw, pojemnos¢ wzgledem pikow
(P) — (peak capacity) pojedynczej kolumny HPLC jest niewystarczajaca [242]. Ustalono,
ze w przypadku pojedynczej kolumny rozdzielenie proby, z liczba oznaczanych sktadnikow
wyzsza niz 37% wartosci P, jest jedynie kompromisem, w ktérym piki uznane za sygnaty
pojedynczych zwiazkéw zawieraja 2 lub wigcej koeluujace sktadniki [238]. Wykazano,
ze warto§¢ P mozna znaczaco zwigkszy¢ laczac roézne typy kolumn HPLC, na ktorych
separacja bedzie opiera¢ si¢ na r6znych — ortogonalnych mechanizmach chromatograficznych
[46,242]. W idealnym przypadku warto§¢ P ortogonalnego systemu 2D-HPLC réwna jest

pojemnosciom poszczegdlnych wymiardw [242].
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Techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej charakteryzuje réznorodnosé
mechanizmow separacji z istotnie r6zna selektywnos$cia, co sprawia, ze teoretycznie ilos$¢
kombinacji uktadéw ortogonalnych jest znaczna [238]. Opracowanie rozdzielenia mieszanin
za pomoca dwuwymiarowe] chromatografii cieczowej jest znacznie trudniejsze
niz w przypadku GC lub PC, ze wzgledu m. in. na nie mieszanie si¢ stosowanych faz
ruchomych, osadzanie si¢ soli buforow, brak kompatybilnosci fazy ruchomej w jednym
wymiarze wobec fazy stacjonarnej ortogonalnego wymiaru [238].

Dazac do mozliwie nieskomplikowanej aparatury, konstruowanie systeméw MDLC
opiera si¢ przede wszystkim na roznicach predkosci przeptywu faz ruchomych
w poszczegbdlnych wymiarach, co stawia wysokie wymagania wobec faz stacjonarnych
IT wymiaru [242].

W systemach MDLC wykorzystuje si¢ typowe dla HPLC rodzaje i typy kolumn,
poczawszy od kolumn tradycyjnych, poprzez kolumny mikro (microbore) 1 kapilarne
do kolumn monolitycznych [46,119,238,239,242]. Kolumny z adsorbentami o ziarnistej
strukturze (sferycznej lub nieregularnej) charakteryzuja stosunkowo niskie predkosci
przeptywu fazy ruchomej (3 pl/min—2 ml/min) [45,46,119,239,242], w przeciwienstwie
do kolumn monolitycznych (4 ml/min — 5 ml/min) o lepszych witasciwosciach transportu
masy w strukturze zloza [46,119,238,239]. Z kolei kolumny microbore, ze wzgledu na mata
srednicg, zapewniaja minimalne rozcienczenie przenoszonej frakcji analizowanej proby oraz
»dopasowanie” predkosci przeptywu fazy ruchomej do II wymiaru a takze daja mozliwos¢
eliminacji niezgodnos$ci faz ruchomych, szczeg6lnie w uktadach LC-RP x LC-NP [46,238].
Wadeg moze stanowi¢ mala pojemnos$¢, jaka charakteryzuje kolumny microbore, jakkolwiek
spadek wydajnosci zwiazany ze stosowaniem duzych objetosci proby miesci si¢ w granicach
tolerancji [46,238].

Wedhug Dugo i wsp. [46] w analizie peptydéw i bialek, w przypadku uzycia
w I wymiarze konwencjonalnych kolumn, konieczne jest paralelne zastosowanie, co najmniej
dwéch szybkich kolumn.

W  proteomice, 2D-HPLC jest technika komplementarna dla dwuwymiarowe;j
elektroforezy kapilarnej (2D-EC), ze wzgledu na krotsze czasy analiz decydujace o trwato$ci
rozdzielanych zwiazkow oraz lepsza powtarzalnos¢ [242]. Zastosowanie systemow 2D-HPLC
jest szczegdlnie efektywne dla protein o m.cz. < 20 000, ktore nie ulegaja rozdzieleniu
przy pomocy 2D-EC [242].

W analizie bialek pochodzenia zwierzecego zastosowano system 2D-HPLC sktadajacy
si¢ z jonowymiennej kolumny TSK — gel NP (35 mm X 4,6 mm, 2,5 um) w I wymiarze
oraz w Il wymiarze ukladu dwoch réwnowaznych kolumn pracujacych roéwnolegle,

wypetnionych nieporowata krzemionka z zwiazana chemicznie faza oktadecylowa Micra NPS
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ODS I (14mm x 4,6 mm, 1,5um). Zastosowanie krotkich kolumn, wypeknionych
nieporowatym zelem krzemionkowym, o wysokiej stabilno$ci mechanicznej oraz szybkim
przenoszeniu masy wskutek eliminacji dyfuzji w warstwie porowatej, umozliwito osiagnigcie
wysokiej predkosci przeptywu i rozdzielczo$ci w II wymiarze — P = 600. Opracowany uktad
kolumn zapewnial maksymalna ortogonalno$¢ systemu, poniewaz w [ wymiarze
wykorzystano oddziatywania elektrostatyczne, natomiast II oparto na oddziatywaniach
hydrofobowych [242].

Peptydy rozdzielano rowniez, stosujac systemy 2D-HPLC sktadajace sig
w [ wymiarze z kolumny kationowymienne;j MCI CQK-31 S (50 mm X 2,1 mm, 2,5 um)
oraz w Il wymiarze z kolumn wypetlionych monolitycznym zZelem krzemionkowym RP-18
Chromolith Flash (25 mm x 4,6 mm) lub kolumny kapilarnej (100 mm % 0,1 mm). Stosowano
predkosci przeptywu 50 pl/min i 5,0 ml/min oraz 3 pl/min 1 2,0 ml/min, odpowiednio [119].

Laczenie w systemach wielowymiarowych ukladow NP z RP komplikuje
nie mieszanie si¢ stosowanych faz ruchomych [46,238].

Gléwnym ograniczeniem systemu 2D-HPLC opracowanego dla analizy frakcji
nielotnej oryginalnego, sycylijskiego olejku cytrynowego, zawierajacej tlenowe zwiazki
heterocykliczne z grupy kumaryn (metoksylowane pochodne kumaryny 1 psoralenu)
oraz flawondéw, byta niezgodno$¢ faz ruchomych poszczegolnych wymiaréw. Wprowadzenie
duzych objgtosci niezgodnego rozpuszczalnika skutkuje pogorszeniem ksztaltéw pikow
oraz spadkiem rozdzielczo$ci [46]. Zastosowanie mikrokolumny SupelcoSil LC-Si
(300 mm x 1 mm, 5 um) w [ wymiarze pozwolito na wprowadzanie matych objgtosci eluatow
na druga kolumng¢ Chromolith Flash (25 mm X 4,6 mm) z przedkolumna Chromolith
(5mm x 4,6 mm) oraz umozliwitlo transfer niezgodnych w fazie rozpuszczalnikoéw
z [ wymiaru na II [46].

Kombinacj¢ LC-NP x LC-RP zastosowano w systemie comprehensive w analizie
etoksylatow alkoholi. Adsorbent stanowiacy fazg¢ normalng — zel krzemionkowy wymywano
z uzyciem roztworu wodnego, co umozliwiato przenoszenie analitow z I wymiaru na II [46].

System  2D-HPLC  zlozony z  kolumny  jonowymiennej AX 300
(250 mm x 4,6 mm, 6 pm) oraz pigciu kolumn Aquasil C-18 (30 mm x 4,6 mm, 3 um)
wykorzystano w badaniach ekstraktow wodnych 1 metanolowych Artemisia vulgaris
w zakresie zwiazkow karotenowych, kumaryn, steroidow oraz sktadnikéw olejkow [216].

Technikg 2D-HPLC zastosowano jako alternatywna wobec SPE w analizie materialu
roslinnego (kietkujace ziarna 1 pedy pszenicy Triticum aestivum, roSliny i kultury
zawiesinowe tytoniu Nicotiana tabacum, czg$ci nadziemne Arabidopsis thaliana) w zakresie

oceny zawarto$ci hormonow roslinnych: auksyny (IAA) oraz kwasu abscyzynowego (ABA).
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Analiza hormonow roslinnych rodzi wiele problemow, wynikajacych z niskich stezen
zwiazkdw w ekstraktach ros§linnych oraz obecnosci szeregu interferujacych metabolitow
wtornych [45]. Wykorzystano kolumng ACE-3CN (150 mm x 4,6 mm, 3 pm) w [ wymiarze
oraz kolumng¢ Luna C18 (2) (150 mm X 4,6 mm, 3 um) w II. W obu wymiarach rozdzielanie
prowadzono z uzyciem elucji gradientowej o predkosci przeplywu faz ruchomych
0,6 ml/min [45]. Wykorzystanie elucji gradientowej w I wymiarze umozliwito uzyskanie
frakcji o matlej objetosci, ze stosunkowo niskim st¢zeniem organicznego rozpuszczalnika
(~35%), zawierajacej obie analizowane substancje, ktére nastgpnie rozdzielono
w Il wymiarze na adsorbencie RP-18. Stwierdzono, ze duza objetos¢ frakcji (~1 ml)
przenoszonej z [ wymiaru na II nie wplywala na rozdzielczo$¢ i wydajnos¢ separacji
prowadzonej w Il wymiarze [45]. Proces posiadal odtwarzalno$¢ na poziomie 0,27-1,44%
RSD, a odzysk analitow oszacowano na > 95%. Porownano wyniki oznaczania iloSciowego
metoda 2D-HPLC-DAD-FLD wobec GC-MS i wykazano, Ze sg one statystycznie identyczne
na poziomie istotnosci 95% [45].

Na poczatku biezacego roku Blahova 1 wsp. [11] opisali oznaczanie metoda 2D-HPLC
11 fenolokwaséw w produktach spozywczych otrzymywanych z jeczmienia i chmielu —
m.in. piwa. Rozdzielenie uzyskano poprzez zastosowanie kolumny Discovery HS PEG
(50mm x 2,1 mm,3um) w I wymiarze 1 kolumny Purospher Star RP-18e
(125 mm x 2 mm, 5 um) w I [11].

W uktadach wielowymiarowych 2D-HPLC, w oparciu o zebrane dane pismiennictwa,
zwykle stosuje si¢ w obu wymiarach elucj¢ gradientowa [45,119,216,239,242]. Natomiast
Dugo i wsp. [46] zastosowali w [ wymiarze elucj¢ izokratyczna.

Elucja izokratyczna nie wymaga kalibracji kolumny w II  wymiarze
przed przeniesieniem kolejnej frakcji, umozliwiajac skrocenie czasu analizy. Jednak
wyeliminowanie etapu mycia kolumny w I wymiarze rozpuszczalnikiem organicznym
w wysokim stgzeniu prowadzi do skrécenia czasu zycia kolumny. Dhuzszy czas analizy
w przypadku zastosowania w obu wymiarach elucji gradientowej rekompensuje wyzsza
rozdzielczo$¢ uktadu i mozliwos$¢ regeneracji adsorbentu [45].

Kolejnym krokiem w rozwoju ukladéow wielowymiarowych sa systemy
zautomatyzowane, stosowane m.in. w separacji mieszanin amin aromatycznych [239].
Tworzenie tego typu systemow jest mozliwe poprzez uzycie sterowanych elektronicznie
zaworéw [239]. Systemy zautomatyzowane w pordéwnaniu do obstugiwanych manualnie

charakteryzuja si¢ lepsza rozdzielczoscia i powtarzalnoscia [216].
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II. CZESC DOSWIADCZALNA

Materialy i metody.

1. Rozpuszczalniki i odczynniki chemiczne.

1.1. Rozpuszczalniki organiczne.

Lp. | Rozpuszczalnik Producent

1. Aceton cz.d.a POCH S.A., Gliwice, Polska

2. Acetonitryl stopnia czystosci HPLC, super gradient J.T. Baker, Deventer, Holandia

3. Butanol cz.d.a POCH S.A., Gliwice, Polska

4. Chloroform cz.d.a POCH S.A., Gliwice, Polska

5. Dichlorometan stopnia czystosci HPLC Merck, Darmstadt, Niemcy

6. Etanol Polmos, Starogard Gdanski, Polska
7. Eter dietylowy cz.d.a POCH S.A., Gliwice, Polska

8. Heksan stopnia czysto$§ci HPLC Fluka, Buchs, Szwajcaria

9. Izopropanol stopnia czysto§ci HPLC, super gradient POCH, Gliwice, Polska

10. | Keton metylo-etylowy stopnia czystosci HPLC, super gradient | J.T. Baker, Deventer, Holandia

11. | Metanol stopnia czystosci HPLC, super gradient POCH, Gliwice, Polska

12. | Metoksyetanol cz.d.a J.T. Baker, Deventer, Holandia

13. | Octan etylu cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

14. | Tetrahydrofuran stopnia czystosci HPLC, super gradient J.T. Baker, Deventer, Holandia

15. | Toluen cz.d.a Merck, Darmstadt, Niemcy

16. | Dimetylosulfotlenek cz.d.a. Sigma-Aldrich,Steinheim, Niemcy

1.2. Odczynniki chemiczne.

Lp. | Odczynnik Producent

1. Amoniak 25% cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

2. Azotyn sodu cz.d.a J.T. Baker, Deventer, Holandia

3. Chlorek glinu cz.d.a Merck, Darmstadt, Niemcy

4. Chlorek zelaza cz.d.a Reanal, Budapeszt, Wegry

5. Kwas mrowkowy 89-91% cz.d.a Merck, Darmstadt, Niemcy

6. Kwas octowy lodowaty cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

7. Kwas ortofosforowy 85% cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

8. Kwas ortoftalowy cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

9. Kwas siarkowy 98% cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

10. | Kwas solny 30% cz.d.a Merck, Darmstadt, Niemcy

11. | Kwas sulfanilowy cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

12. | Kwas trifluorooctowy 99% cz.d.a Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy

13. | Mrowczan sodu cz.d.a Merck, Darmstadt, Niemcy

14. | Siarczan sodu (bezwodny) cz.d.a POCH, Gliwice, Polska

15. | Tymol cz.d.a Loba Feinchemie, Fischamend, Austria
16. | Wanilina cz.d.a Loba Feinchemie, Fischamend, Austria
17. | Weglan sodu cz.d.a Schering A.G., Berlin, Niemcy

18. | Wodorotlenek potasu cz.d.a POCH, Gliwice, Polska
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Lp. | Odczynnik Producent

19. | Wodorotlenek sodu cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

20. | Chlorek sodu cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

21. | Chlorek potasu cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

22. | Wodorofosforan sodu cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

23. | Wodorofosforan potasu cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

24. | Tris (hydroksymetyloaminometan) POCH, Gliwice, Polska

25. | Dodecylosiarczan sodu (SDS) cz. POCH, Gliwice, Polska

26. | Wersenian potasowy (EDTA) cz.d.a. POCH, Gliwice, Polska

27. | Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy

28. | Trypsyna Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy

29. | Trypan Blue GIBCO™, Invitrogen Technologies

30. | Dwutlenek wegla PGNiG S.A. O/Z0G Krio, Odolanéw, Polska
31. | Hel PGNIiG S.A. O/Z0G Krio, Odolanéw, Polska
32. | Nadtlenek wodoru Sigma-Aldrich,Steinheim, Niemcy

33. | Niskotopliwa agaroza Sigma-Aldrich,Steinheim, Niemcy

34. | Bromek etydyny Sigma-Aldrich,Steinheim, Niemcy

35. | MTT Sigma-Aldrich,Steinheim, Niemcy

1.3. Woda.

1.3.1. Woda demineralizowana otrzymana z uzyciem systemu Millipore (Molsheim, Francja)
1.3.2. Woda redestylowana otrzymana z uzyciem destylarki REL-5 (Zaklady Automatyki
Mera - Polna, Przemysl, Polska).

2. Zwiazki wzorcowe.

Roztwory zwiazkoéw wzorcowych przygotowano przez rozpuszczenie 1 mg zwiazku

w 1 ml metanolu.

2.1. Glikozydy fenolowe (Ryc. 9):

Lp. | Zwiazek wzorcowy Producent

1. Piceina Extrasynthése, Genay, Francja

2. Helicyna Extrasyntheése, Genay, Francja

3. Tremulacyna Apin Chemicals, Abingdon, Wielka Brytania

4. Populina Apin Chemicals, Abingdon, Wielka Brytania

5. Salicyna Sigma, Steinheim, Niemcy

6. Salidrozyd Chroma Dex, Santa Ana, Stany Zjednoczone Ameryki
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Ryc.9. Wzory strukturalne glikozydéw fenolowych.
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HO OH H OH
OH
salicyna salidrozyd

2.2. Fenolokwasy.

2.2.1. Pochodne kwasu benzoesowego (Ryc. 10).

Lp. | Zwiazek wzorcowy Producent

I. Kwas benzoesowy Argon, £6dz, Polska

2. Kwas salicylowy (kwas o-hydroksybenzoesowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
3. Kwas m-hydroksybenzoesowy Extrasynthese, Genay, Francja
4, Kwas p- hydroksybenzoesowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
5. Kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy Sigma, Steinheim, Niemcy
6. Kwas B-rezorcylowy (kwas 2,4-dihydroksybenzoesowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
7. Kwas gentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
8. Kwas y-rezorcylowy (kwas 2,6-dihydroksybenzoesowy) Extrasynthése, Genay, Francja
9. Kwas protokatechowy (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy) Sigma, Steinheim, Niemcy
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Lp. | Zwiazek wzorcowy

Producent

10. | Kwas a-rezorcylowy (kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy)

Fluka, Buchs, Szwajcaria

11. | Kwas 2,4-dimetoksybenzoesowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

12. | Kwas weratrowy (kwas 3,4-dimetoksybenzoesowy)

Fluka, Buchs, Szwajcaria

13. | Kwas galusowy (kwas 3,4,5-trihydroksybenzoesowy)

Fluka, Buchs, Szwajcaria

14. | Kwas wanilinowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksybenzoesowy)

Sigma, Steinheim, Niemcy

15. | Kwas syryngowy (kwas 4-hydroksy-3,5-dimetoksybenzoesowy)

Sigma, Steinheim, Niemcy

Ryc.10. Wzory strukturalne pochodnych kwasu benzoesowego.

COOH
R
R, 2
R3

ZWiquk R1 Rz R3 R4 R5

kwas benzoesowy H H H H H

kwas salicylowy OH H H H H

kwas m-hydroksybenzoesowy H OH H H H

kwas p-hydroksybenzoesowy H H OH H H

kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy OH OH H H H

kwas - rezorcylowy OH H OH H H

kwas gentyzynowy OH H H OH H

kwas 7y - rezorcylowy OH H H H OH

kwas protokatechowy H OH OH H H

kwas o - rezorcylowy H OH H OH H

kwas galusowy H OH OH OH H

kwas 2,4 -dimetoksybenzoesowy OCH; H OCH3; H H

kwas weratrowy H OCH; OCH3; H H

kwas wanilinowy H OCH; OH H H

kwas syryngowy H OCH; OH OCHg; H
2.2.2. Pochodne kwasu cynamonowego (Ryc. 11).
Lp. | Zwiazek wzorcowy Producent
1. Kwas cynamonowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
2. Kwas o-kumarowy (kwas o-hydroksycynamonowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
3. Kwas m-kumarowy (kwas m-hydroksycynamonowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
4. Kwas p-kumarowy (kwas p-hydroksycynamonowy) Koch-Light, Colnbrook, Wielka Brytania
5. Kwas ferulowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
6. Kwas izoferulowy (kwas 3-hydroksy-4-metoksycynamonowy) Extrasynthése, Genay, Francja
7. Kwas kawowy (kwas 3,4-dihydroksycynamonowy) Fluka, Buchs, Szwajcaria
8. Kwas synapinowy (kwas 4-hydroksy-3,5-dimetoksycynamonowy) Sigma, Steinheim, Niemcy
9. Kwas 4-metoksycynamonowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
10. | Kwas 3,4-dimetoksycynamonowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
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Ryc. 11. Wzory strukturalne pochodnych kwasu cynamonowego.

CH—CH—COOH

R1
R
R, 2
R3
ZWiquk R1 Rz R3 R4
kwas cynamonowy H H H H
kwas p-kumarowy H H OH H
kwas m-kumarowy OH H H H
kwas o-kumarowy H OH H H
kwas ferulowy H OCH; OH H
kwas izoferulowy H OH OCH3; H
kwas kawowy H OH OH H
kwas synapinowy H OCHg; OH OCHg;
kwas 4-metoksycynamonowy H H OCH;3 H
kwas 3,4-dimetoksycynamonowy H OCH; OCH3;3 H
2.2.3. Depsydy (Ryc. 12).
Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent

Kwas elagowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

Kwas chlorogenowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

3. Kwas rozmarynowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

Ryc. 12. Wzory strukturalne depsydow.

HO

O

kwas elagowy

OH

O
HO

kwas rozmarynowy

HO O
OH

OH
OH

kwas chlorogenowy
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2.2.4. Inne fenolokwasy (Ryc. 13).

Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent
1 Kwas homogentyzynowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
2. Kwas homowanilinowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
3. Kwas hydrokawowy (kwas 3,4- dihydroksyhydrocynamonowy) Sigma, Steinheim, Niemcy
Ryc. 13. Wzory strukturalne innych fenolokwasoéw.
COOH
|
CH,— CH,—COOH
CH, ?OOH 2 2
CH,
OH
OMe OH
H HO OH

kwas homowanilinowy kwas homogentyzynowy kwas dihydrokawowy

2.3. Flawonoidy (Ryc. 14).

2.3.1. Aglikony flawonoidowe.

2.3.1.1. Pochodne flawonu.

Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent
1. Apigenina Fluka, Buchs, Szwajcaria
2. Luteolina Extrasynthése, Genay, Francja

2.3.1.2. Pochodne flawonolu.

Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent

1. Izoramnetyna Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL AMG
2. Kemferol Fluka, Buchs, Szwajcaria

3. Kwercetyna Fluka, Buchs, Szwajcaria

4. Mirycetyna Fluka, Buchs, Szwajcaria

2.3.1.3. Pochodne flawanonu.

Lp.

Zwiazek wzorcowy Producent

1.

Naryngenina Koch-Light, Colnbrook, Wielka Brytania
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2.3.2. Glikozydy flawonoidowe.

2.3.2.1. Pochodne flawonu.

Lp. | Zwigzek wzorcowy

Producent

1. 7-O-glukozyd apigeniny

Extrasynthése, Genay, Francja

2. 7-0-glukozyd luteoliny Extrasynthése, Genay, Francja
2.3.2.2. Pochodne flawonolu.
Zwiazek wzorcowy Producent

3-O-glukozyd izoramnetyny

Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL AMG

3-O-glukozyd kemferolu (astragalina)

Extrasynthése, Genay, Francja

3-O-glukozyd kwercetyny (izokwercytryna)

Fluka, Buchs, Szwajcaria

7-O-ramnozyd kemferolu

Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL AMG

dl Il el B Bl o
=

3-O-rutynozyd kwercetyny (rutyna)

Extrasynthése, Genay, Francja

2.3.2.3. Pochodne flawanonu.

Lp. | Zwiazek wzorcowy

Producent

I. 7-O-glukozyd naryngeniny (prunina)

Extrasynthése, Genay, Francja

2. 7-O-neohesperydozyd naryngeniny (naryngina)

Extrasynthése, Genay, Francja

Ryc. 14. Wzory strukturalne aglikonéw i glikozydéw flawonoidowych z grup:

a) flawonow i flawonoli

Zwiazek R4 R, R; R, Rs
kemferol H H H H OH
3-0O-glukozyd kemferolu H H H H glukoza
7-O-ramnozyd kemferolu glukoza H H H OH
kwercetyna H OH H OH OH
3-O-glukozyd kwercetyny H OH H OH glukoza
rutyna H OH H OH rutynoza
apigenina H H H H H
7-O-glukozyd apigeniny glukoza H H H H
luteolina H OH H H H
7-O-glukozyd luteoliny glukoza OH H H H
izoramnetyna H OCH; H H H
3-0O-glukozyd izoramnetyny H OCHg; H H glukoza
mirycetyna H OH H OH OH
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b) flawanonow

OH
RO o)
HO O
Zwiazek Ry
naryngenina H
7-O-glukozyd naryngeniny glukoza
naryngina neohesperydoza
2.3.3. Chalkony (Ryc. 15).
Lp. | Zwiazek wzorcowy Producent
I. Izolikwirytygenina Extrasynthése, Genay, Francja

Ryc. 15. Wzor strukturalny chalkonu — izolikwirytygeniny.

HO OH

OH O

izolikwirytygenina

2.3.4. Dimery flawonoidowe (Ryc. 16).

Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent
I. Amentoflawon Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL AMG
2. Kupressuflawon Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL AMG

Ryc. 16. Wzory strukturalne dimeréw flawonoidowych.

amentoflawon kupressuflawon
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2.4. Flawan-3-ole i ich dimeryczne pochodne (Ryc. 17).

Lp. | Zwigzek wzorcowy Producent

1. Katechina Fluka, Buchs, Szwajcaria

2. Epikatechina Sigma, St. Louis, Stany Zjednoczone Ameryki
3. Galokatechina Sigma, St. Louis, Stany Zjednoczone Ameryki
4. Galusan katechiny Sigma, St. Louis, Stany Zjednoczone Ameryki
5. Procyjanidyna B, Extrasynthése, Genay, Francja

6. Procyjanidyna B, Extrasynthése, Genay, Francja

Ryc. 17. Wzory strukturalne flawan-3-oli i ich dimerycznych pochodnych.

OH OH
HO o) @: HO o) @:
OH ' OH
OH

‘.
‘7

OH OH

OH OH

(+) — katechina (=) — epikatechina

OH
HO
' OH

-
-
-
-
N
N

OH
HO O
OH
OH
OH OH
(+)-galokatechina (=) — galusan katechiny
OH OH
H H
OH OH
H OH
OH OH
OH “OH
OH
procyjanidyna B procyjanidyna B,

46



Aparatura i sprzet laboratoryjny

3. Aparatura i sprzet laboratoryjny.

3.1. Systemy chromatografii cienkowarstwowej — TLC i HPTLC.

a) komory chromatograficzne.

— pionowa analityczna komora Chropa.

— pozioma komora DS II d (Chromdes, Lublin).

— pionowa komora szklana o wymiarach: 100 mm % 60 mm x 90 mm.

b) mikrostrzykawki o obj¢tosci 10 pul i 100 pl (Hamilton, Reno, Stany Zjednoczone Ameryki).
¢) pélautomatyczny aplikator AS 30 Desaga (Niimbrecht, Niemcy).

d) densytometr CD 60 HPTLC Desaga (Niimbrecht, Niemcy) pracujacy pod kontrola
komputera PC — oprogramowanie ProQuant.

c¢) polautomatyczny spryskiwacz SG 1 Desaga (Niimbrecht, Niemcy).

d) plyta grzewcza Termoplate S Desaga (Niimbrecht, Niemcy).

3.2. Systemy wysokosprawnej chromatografii cieczowej — HPLC.

3.2.1. Systemy do celow analitycznych.

3.2.1.1. Systemy jednowymiarowe.

a)

- pompa L-7100 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- detektor UV-VIS L-7420 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- interfejs Well Chrom V7566 Version 0696 (Knauer, Niemcy)

- termostat Jetstream 2 PLUS (Merck, Niemcy)

- zawor dozujacy 7125, o objetosci petli 20 pl (Rheodyne, Stany Zjednoczone Ameryki)

- oprogramowanie: Eurochrom 2000 (Knauer, Niemcy)

- dynamiczna komora mieszania rozpuszczalnikéw (Knauer, Niemcy)

- butla z helem

b)

- pompa L-7100 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- odgazowywacz rozpuszczalnikow L-7612 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- automatyczny podajnik probek L-7200 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- termostat L-7350 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- detektor UV-Vis L-7400 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- detektor z matryca diod (DAD - diode array detector) ( Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)
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- interfejs D-7000 ( Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- oprogramowanie: LaChrom D-7000 HPLC System Manager (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia).
¢)

- pompa L-7100 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- odgazowywacz rozpuszczalnikow L.-7612 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- automatyczny podajnik probek L-7250 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- termostat L-7350 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- detektor UV-Vis L-7400 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- detektor §wiatla rozproszonego ELSD 2000 (Alltech Associates, Stany Zjednoczone Ameryki)
ze sprzezonym powietrzem (60 psi, 4.14 bar) jako gazem nebulizujacym, oprogramowanie
ELSD 2000 Control (Alltech Associates, Stany Zjednoczone Ameryki)

- interfejs D-7000 ( Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- oprogramowanie: LaChrom D-7000 HPLC System Manager (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia).
3.2.1.2. System dwuwymiarowy.

a) [ wymiar - system przedstawiony w pkt. 3.2.1.1. a

b) II wymiar

- pompa izokratyczna L-7100 (Merck Hitachi, Niemcy- Japonia)

- zawor szesciodrozny 7125 (Rheodyne, Stany Zjednoczone Ameryki)

- detektor UV-VIS Variable Wavelength Monitor (Knauer, Niemcy)

- interfejs V7566 Version 0696 (Knauer, Niemcy)

- oprogramowanie Eurochrom 2000 (Knauer, Niemcy).

3.2.2. System HPLC do celéw preparatywnych:

- pompa L-7100 (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia)

- zawory sze$ciodrozne — model 7000 (Rheodyne, USA)

- detektor UV-Vis Variable Wavelenght Monitor z kuweta preparatywna (Knauer, Niemcy)

- butla z helem

- oprogramowanie Eurochrom 2000 (Knauer, Niemcy).

3.3. Inne

a) aparaty cyfrowe: Kodak, Olympus.

b) skanery: Lexmark X1170, Plustek Optic Pro UT12.

¢) liofilizator Leybold Steris Lyovac GT 2, proznia: 4,5 x 107* atm.

d) laznie wodne: SWL (Bytom, Polska), Unipan typ 356P (Warszawa, Polska).

e) pluczka ultradZwigkowa: Unipan (Warszawa, Polska).
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f) homogenizator: Yellow line DI 25 (IKA-Werke, Staufen, Niemcy).

g) zestaw Bakerbond SPE (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).

h) wyparka proézniowa Unipan typ 350P (Warszawa, Polska).

i) inkubator (Heraeus Instruments, Diisseldorf, Niemcy).

j) mikroskop swietlny (Olympus, Tokio, Japonia).

k) hemocytometr (Sigma, Steinheim, Niemcy).

) komora laminarna: Biohazard (Heraeus Instruments, Diisseldorf, Niemcy).

m) mikroplytki 96-dotkowe: Tissue Culture Plate 96-well (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy).
n) spektrofotometr: Wallac 1420 Viktor2 (PerkinElmer, Wellesley, Stany Zjednoczone Ameryki).
0) wiréwka: Mikro 20 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Niemcy).

p) aparat elektroforetyczny (Kucharczyk, Warszawa, Polska).

r) mikroskop fluorescencyjny: Eclipse PE3005 (Nikon, Tokio, Japonia).

4. Analiza chromatograficzna.

4.1. Chromatografia cienkowarstwowa — TLC.
4.1.1. Plytki chromatograficzne.
Stosowano ptytki szklane pokryte r6znymi adsorbentami:
e zelem krzemionkowym — Silica gel 60 (20 cm x 20 ¢cm) (0,25 mm) (Merck, Niemcy)
e poliamidem — Polyamide 11 Fas4s (20 cm x 20 cm) (0,15 mm) (Merck, Niemcy)
e celuloza — Cellulose (20 cm % 20 ¢cm) (0,1 mm) (Merck, Niemcy)
e celuloza — Cellulose Fys4s (10 cm % 20 ecm) (0,1 mm) (Merck, Niemcy)
e Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — RP-18 Fs4g

(10 em x 20 cm, 0,25 mm) (Merck, Niemcy).

4.1.2. Fazy ruchome.

Stosowano fazy ruchome

Lp. Faza ruchoma
Indeks Rozpuszczalniki Stosunek objetosciowy (A4)
1. S octan etylu / metanol / woda 77+13+10 [27]
2. S, kwas octowy / kwas solny / woda 30+3+10
3. S3 kwas octowy / kwas solny / woda 5+3+82
4. Sy kwas octowy / woda 15+85
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Lp. Faza ruchoma
Indeks | Rozpuszczalniki Stosunek objetosciowy (Vin)
5 Ss kwas octowy / woda 30+70
6 Se butanol / kwas octowy / woda (faza organiczna — uktad Partridge’a) | 4+1+5
7. S, butanol / woda / metanol 30+7+3
8 Sg butanol / woda / kwas octowy 10+3+7
9 So butanol / kwas octowy / woda 3+1+1 [2]
10. Sio mroéwczan sodu / kwas mrowkowy / woda 10+1+200
11. Su acetonitryl / woda 85+15
12. Si2 metanol / woda 30+70
13. NS metanol / woda / kwas mréwkowy 40+60+6
14. Si4 chloroform / metanol / keton metylo-etylowy 40+20+30
15. Sis chloroform / metanol / keton metylo-etylowy / kwas mrowkowy 40+20+30+6
16. Si6 chloroform / etanol / butanol / kwas mrowkowy 10+8+1+1
17. Si7 chloroform / etanol / kwas mrowkowy 50+40+6
18. Sis toluen / aceton / kwas mrowkowy 30+60+10 [191]
19. Sio octan etylu / kwas mréwkowy / kwas octowy / woda 75+3+2+15 [221]
20. Sao octan etylu / dichlorometan / metanol / kwas mréwkowy 60+40+17+6
21. S aceton / woda / kwas mréwkowy 90+5+5 [191]
22. NS izopropanol / heksan / woda / kwas mrowkowy 40+50+10+6

4.1.3. Odczynniki wywolujace.

4.1.3.1. Odczynniki wywolujace pochodne salicylowe.

a) mieszanina  0,5%  etanolowego  roztworu tymolu ze  stgzonym = kwasem
siarkowym (95+5, v/v) [10]

b) roztwor kwasu siarkowego w metanolu (10+90, v/v) [27].

4.1.3.2. Odczynniki wywolujace flawan-3-ole.

a) roztwor waniliny w 85% kwasie ortofosforowym [240]

b) roztwér waniliny w stgzonym kwasie solnym [191]

¢) stezony kwas siarkowy [99].

Chromatogramy analizowano w $wietle UV o dlugosci fali A =254 nm 1 w $wietle
dziennym, po spryskaniu odczynnikiem wywotujacym 1 ogrzaniu (temp. 75°C —120°C,
w zalezno$ci od stosowanego odczynnika).
4.1.3.3. Odczynniki wywolujace flawonoidy.

a) 2% metanolowy roztwor AlCl; [142]
b) pary amoniaku [142].
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Chromatogramy analizowano w $§wietle dziennym i UV o dilugosci fali A =254 nm
1A =366 nm, przed i po wywolaniu odczynnikiem, obserwujac zmiany fluorescencji badanych
zwiazkow.
4.1.3.4. Odczynniki wywolujace fenolokwasy.

a) zdiazowany kwas sulfanilowy [219]
b) 2% roztwor FeCl; [219]
¢) pary amoniaku [142].

Chromatogramy analizowano w $§wietle dziennym i UV o dilugosci fali A =254 nm
1A =366 nm, przed i po wywotaniu odczynnikiem, obserwujac zmiany fluorescencji badanych
zwiazkow.
4.1.3.5. Odczynnik wywolujacy cukry proste.

a) ftalan aniliny [171].

4.2. Wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa — HPTLC.
4.2.1. Plytki chromatograficzne.
Stosowano ptytki szklane pokryte r6znymi rodzajami adsorbentow:
e 7elem krzemionkowym — Silica gel 60 (10 cm x 10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)
e zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — RP-18 W Fjs4g
(10 cm x10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)
e zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — Lichrospher RP-18 W
F2s4s (20 cm %10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)
e 7elem krzemionkowym modyfikowanym grupami propyloaminowymi — NH; Fasas
(10 cm %10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy)
e zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi — Diol Fysss (10 cm x10 cm)
(0,2 mm) (Merck, Niemcy)
e 7elem krzemionkowym modyfikowanym grupami propylocyjanowymi — CN Fasas

(10 cm %10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy).

51



Analiza chromatograficzna

4.2.2. Fazy ruchome.

Stosowano fazy ruchome:

Lp. Faza ruchoma
Indeks Rozpuszczalniki Stosunek objetosciowy (A)

1. Sas acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 15+85+6
2. Sa4 acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 20+80+6
3. Sys acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 22+78+6
4. Sa6 metanol / acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 10+10+80+6
5. Sy7 metanol / woda / kwas mréwkowy 23+77+6
6. Sag metanol / acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 2+2+77+6
7. S» woda / metanol 60+40
8. S30 metanol / woda / kwas mréwkowy 70+30+6
9. S31 tetrahydrofuran / woda / kwas mrowkowy 30+70+6
10. Ss2 tetrahydrofuran / woda / kwas mrowkowy 12+88+6
11. Si3 tetrahydrofuran / woda / kwas mrowkowy 20+80+6
12 S34 aceton / lodowy kwas octowy 85+15
13 Sss octan etylu / chloroform 60+40
14 Ss6 octan etylu / chloroform / metanol 70+20+10
15 S3; octan etylu / metanol 90+10
16 Sag octan etylu / metanol / woda 100+13,5+10 [188]
17 S39 octan etylu / woda / kwas mréwkowy 80+13+7 [10]
18 S40 octan etylu / dichlorometan / metanol / woda 60+40+17+5
19. S octan etylu / chloroform / kwas mréwkowy 85+15+6
20. Sa octan etylu / keton metylo-etylowy / kwas mrowkowy / woda 60+20+2+2 [246]
21. Si7 chloroform / etanol / kwas mréwkowy 50+40+6
22. S43 chloroform / etanol / kwas mréwkowy 60+30+6
23. Su4 metyloetanol / woda / kwas mrowkowy 60+40+6
24. Sys tetrahydrofuran / woda / kwas mrowkowy 30+70+6
25. Ss6 tetrahydrofuran / heksan / kwas mréwkowy 50+50+6
26. S47 tetrahydrofuran / woda / kwas mrowkowy 85+15+6
27. Sus izopropanol / heksan / kwas mrowkowy 50+50+6
28. S4o heksan / aceton 50+50
29. Sso chloroform / heksan 70+30
30. Ssi chloroform : heksan (7+3) / octan etylu: kwas mrowkowy 90+10+0,01
31. Ss» chloroform : heksan (7+3) / octan etylu 85+15
32. Ss3 chloroform : heksan (7+3) / octan etylu 80+20

4.3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa — HPLC.
4.3.1. Kolumny chromatograficzne.
4.3.1.1. Systemy jednowymiarowe.

Stosowano nastgpujace typy kolumn:

e kolumna wypeliona monolitycznym zelem krzemionkowym Chromolith Performance Si

(100 mm x 4,6 mm) (Merck, Niemcy)
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kolumna wypeliona monolitycznym zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami
oktadecylowymi Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm) (Merck, Niemcy)
kolumna wypetniona Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm, 5 um) (Supelco, Stany Zjednoczone Ameryki)

kolumna wypekiona Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
Discovery HS C-18 (75 mm x 4,6 mm, 3 um) (Supelco, Stany Zjednoczone Ameryki)
kolumna wypehiona zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
Supelcosil™ LC-18 (150 mm % 3 mm, 3 pm) (Supelco, Stany Zjednoczone Ameryki)
kolumna wypetniona Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
Lichrospher 100 RP-18e (250 mm % 4 mm, 5 um) (Merck, Niemcy).

kolumna wypekiona Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi

Purospher Star RP-18¢ (55 mm x 4 mm, 3 um) (Merck, Niemcy).

4.3.1.2. System dwuwymiarowy.

I wymiar — kolumna wypehiona Zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
Supelcosil™ LC-18 (150 mm % 3 mm, 3 um) (Supelco, Stany Zjednoczone Ameryki)
II wymiar — kolumna wypeliona monolitycznym zelem krzemionkowym modyfikowanym

grupami oktadecylowymi Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm) (Merck, Niemcy).

4.3.2. Programy elucji.

4.3.2.1. Elucja izokratyczna.

Lp. Faza ruchoma
Indeks Rozpuszczalniki Stosunek objetosciowy (1/44)
1. Ssa acetonitryl / woda / kwas ortofosforowy 7+92,91+0,09
2. Sss acetonitryl / woda 5+95
3. Sse acetonitryl / woda 7+93
4, Ss7 acetonitryl / woda 10+90
5. Ssg acetonitryl / woda 15+85
6. Sso acetonitryl / woda 20+80
7. Seo acetonitryl / woda 30+70
8. Se1 heksan / izopropanol / metanol 87+12+1

4.3.2.2. Elucja gradientowa.

Rozpuszczalniki:

A — acetonitryl, B — izopropanol, C — metanol, D — tetrahydrofuran, E — woda / kwas

trifluorooctowy (99,95+0,05, v/v), F — woda / kwas ortofosforowy (99,9+0,1, v/v), G — woda /

kwas octowy (99,9+0,1, v/v), H — woda / kwas ortofosforowy (99+1, v/v).
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Programy gradientu G; — Gyg

0 systemy jednowymiarowe HPLC

a) — gradient liniowy:

Gi1—0d 6% do 31% A w A+G, od 0 min do 50 min

G, —0d 3% do 42% B w B+E, od 0 min do 40 min

G3—0d 3% do 53% D w D+E, od 0 min do 30 min

G4 —o0d 3% do 48% A w A+E, od 0 min do 27 min

Gs—0d 3% do 70% C w C+E, od 0 min do 40 min

Gg—0d 2% do 37% A w A+F, od 0 min do 60 min

G7—0d 20% do 50% A w A+F, od 0 min do 15 min

Gg—0d 2% do 17% A w A+F, od 0 min do 25 min

Go—0d 2% do 17% A w A+G, od 0 min do 20 min

b) — gradient liniowo-skokowy wedhug programu Gy (Tabl. 1)

Tabl.1. Program gradientu liniowo-skokowego — G1q.

Czas (min) C (%, viv) | H (%, vIv) predkos¢ przeptywu
(ml/min)
0-20 2 98 0,9
20,1 - 31 48,6 51,4 0,92
31,1-40 31 69 0,8
40,1-90 31 69 0,8

0 system dwuwymiarowy HPLC — gradient liniowy:

G11—0d 3% do 70% C w C + F, od 0 min do 50 min — I wymiar.

4.4. Chromatografia preparatywna.

4.4.1. Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa (TLC i HPTLC).

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na:

e plytkach szklanych pokrytych zelem krzemionkowym TLC — Silica gel 60 (20 cm x 20 cm)

(0,25 mm) (Merck, Niemcy) z uzyciem fazy ruchomej S,

e plytkach szklanych pokrytych zelem krzemionkowym HPTLC modyfikowanym grupami

propylodiolowymi — Diol Fys45 (10 cm x 10 cm) (0,2 mm) (Merck, Niemcy) stosujac technike

wielokrotnej elucji gradientowej — MGD (Multiple Gradient Development) [145,146]

oraz fazy ruchome: Ssi, S5z 1 Sss.
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Ekstrakty metanolowe nanoszono w formie pasma o dlugosci 18 cm. Rozwinigte
chromatogramy analizowano w $wietle lampy UV zaznaczajac pasma analizowanego zwiazku.
Warstwy adsorbentu ze zwiazkiem zdejmowano z ptytek i ekstrahowano metanolem (3 x 20 ml)
na tazni wodnej pod chtodnica zwrotng w temp. 60°C (30 min). Po odsaczeniu adsorbentu
otrzymane wyciagi metanolowe potaczono, a nastgpnie rozpuszczalnik oddestylowano
pod zmniejszonym cis$nieniem. Suche pozostato$ci rozpuszczono w metanolu i analizowano

chromatograficznie (TLC, HPTLC, HPLC).

4.4.2. Preparatywna chromatografia kolumnowa (CC).
Stosowano kolumny szklane o r6znych rozmiarach wypetnione adsorbentami:
a) poliamid — Polyamide (Roth, Niemcy)
b) celuloza — CF-11 (Whatmann, Niemcy)
¢) zel krzemionkowy — Silica gel 60 (Macherey Nagel, Niemcy).

Jako fazy ruchome stosowano mieszaniny rozpuszczalnikow

Lp. Faza ruchoma
Indeks Rozpuszczalniki Stosunek objetodciowy
1. Se2 metanol / woda 60+40
2. Se3 metanol / woda 80+20
3. Sea metanol
4, S; octan etylu / metanol / woda 7+13+10

4.4.3. Preparatywna wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).
Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono z uzyciem systemu przedstawionego
w punkcie 3.2.2. oraz
e kolumny dozujacej (125 mm x 4 mm) wypelnionej Zzelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami oktadecylowymi LiChroprep™ RP-18 (40-63 um) (Merck, Niemcy) i
e kolumny preparatywnej wypetnionej zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami
oktadecylowymi Lichrosorb RP-18 (250 mm x 110 mm, 7 um) (Merck, Niemcy).
Stosowano elucjg¢ gradientowa wedlug programu gradientu Gyz: (rozpuszczalnik A —
acetonitryl, rozpuszczalnik J — woda) od 2% do 60% A w A+J (tgc =150 min), predkos¢
przeptywu fazy ruchomej v = 5,0 ml/min, detekcja UV o dtugosci fali A = 280nm.
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5. Ekstrakcja materialu roslinnego rozpuszczalnikami organicznymi do celow

analizy chromatograficznej.

5.1. Ekstrakcja pochodnych salicylowych wolnych i zwigzanych estrowo z materialu
roslinnego.

Sproszkowana kor¢ wierzb (300 mg) ekstrahowano:
a) metanolem (3 x 30 ml) pod chtodnica zwrotna (temp. 60°C, 45 min)
b) metanolem (3 x 10 ml) w ptuczce ultradzwigkowej (temp. pok., 10 min)
¢) mieszaning aceton / woda (80+20 v/v) (3 x 50 ml) w homogenizatorze (temp. pok., 3 min)
d) mieszaning metanol / woda (50+50 v/) (3 x 50 ml) w homogenizatorze (temp. pok., 3 min).
Otrzymane wyciagi metanolowe lub acetonowe potaczono, a nastgpnie odparowano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymang sucha pozostalo$¢ rozpuszczono

w metanolu (5 ml).

5.2. Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej prostych fenoli oraz polifenoli.
Wysuszona w warunkach naturalnych kor¢ wierzby sproszkowano. Surowiec (6 g)
ekstrahowano metanolem (3 x 180 ml) w temperaturze 60°C pod chtodnica zwrotna (45 min).
Potaczone ekstrakty metanolowe zageszczono pod zmniejszonym cisnieniem (30 ml).
Z otrzymanego wyciagu pobierano dwie probki o objgtosci 5 ml. Pierwsza przeznaczono
do jakosciowych badan chromatograficznych pochodnych salicylowych, fenolokwasow
oraz polifenoli, natomiast druga do oznaczen sumy zwiazkow salicylowych. Z pozostalej
obje¢tosci ekstraktu metanolowego (20 ml) oddestylowano rozpuszczalnik, a sucha pozostatos¢

rozpuszczono w wodzie.

5.3. Przygotowanie préobek do analizy fenolokwasow.

Wodny wyciag (20 ml) ekstraktu metanolowego pozostawiono w chtodni (24 h)
i przesaczono w celu usunigcia balastow. Nastgpnie przesacz wytrzasano z eterem etylowym
(4x20 ml). Z potaczonych ekstraktow eterowych oddestylowano rozpuszczalnik, a sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu (3 ml) i przeznaczono do badan chromatograficznych
(wolne fenolokwasy). Pozostalo§¢ wodna po ekstrakcji eterem podzielono na dwie rowne
objetosci (10 ml) i poddano odpowiednio hydrolizie alkalicznej i kwasnej wedtug procedury
opisanej w punkcie 7.2. 17.4. w celu uwolnienia zwiazkow fenolowych oraz polifenolowych

z potaczen o charakterze estrow i glikozydow, odpowiednio.

5.4. Przygotowanie prébek do analizy iloSciowej.

Ekstrakty do analizy iloSciowej otrzymano wedlug procedury opisanej w punkcie 5.2.
Otrzymane wyniki stanowig $rednie z trzech oznaczen.
Do analizy sumy salicyny i jej estrowych pochodnych, przeznaczono probke o objetosci 5 ml

pobrana z ekstraktu pierwotnego.
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6. Ekstrakcja do fazy stalej (SPE).
Stosowano kolumny szklane SPE o wymiarach: 200 mm x 4 mm, 140 mm x 4 mm,
42 mm x4 mm oraz kolumny szklane Bakerbond o pojemnosci 8 ml wypetione zelem

krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi LiChroprep™ RP-18 (40—63 pum)
(Merck, Niemcy), zaopatrzone w spieki teflonowe (PTFE) (J.T. Baker, Holandia) oraz krazki

bibuly filtracyjne;.
Stosowano mieszaniny rozpuszczalnikow — eluenty

Lp. Eluent

Indeks Rozpuszczalniki Stosunek objetosciowy

1. Ses acetonitryl / woda 2498
2. Sso acetonitryl / woda 20+80
3. Seo acetonitryl / woda 30+70
4. Ses metanol / woda 3+97
5. Se7 metanol / woda 5+95
6. Ses metanol / woda 7+93
7. Seo acetonitryl
8. Sea metanol

7. Hydroliza alkaliczna i kwasowa.

7.1. Hydroliza alkaliczna ekstraktow metanolowych.

Hydrolize alkaliczna wyciagdw metanolowych przeprowadzono wedtlug procedury
stosowanej przez firm¢ ,Herbapol” Wroctaw [151] oraz wedlug metody opisane]
przez Cisowskiego 1 wsp. [37].

Do wyciagu metanolowego z kory wierzby (5 ml) dodano 0,1 M KOH (1,7 ml)
1ogrzewano na tazni wodnej (60°C) (1,5h). Hydrolizat zobojgtniono 1 M HCI (0,17 ml)
1uzupetniono metanolem w kolbie miarowej do objgtosci 25 ml. Wyciag metanolowy
przeznaczono do badan chromatograficznych (TLC, HPLC) lub po usunigciu do sucha
rozpuszczalnika oczyszczano wedtug procedury opisanej w pismiennictwie [37]. Sucha
pozostato§¢ zawieszano w 10 ml wody i ekstrahowano octanem etylu (5 x 20 ml). Frakcje
octanowe polaczono i po zaggszczeniu do sucha rozpuszczono w metanolu (25 ml). Otrzymany

roztwor metanolowy analizowano chromatograficznie (HPLC).
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7.2. Hydroliza alkaliczna frakcji wodnych ekstraktow metanolowych.

Wodna pozostalo$¢ po ekstrakeji eterem (15 ml) zalkalizowano 4% KOH do pH ~ 12
1 pozostawiono w temperaturze pokojowej (4 h). Nastgpnie roztwor zobojetniono i ekstrahowano
eterem etylowym (4 x 15ml). Z polaczonych wyciagéw eterowych oddestylowano

rozpuszczalnik a sucha pozostato$¢ rozpuszczono w 3 ml metanolu i1 przeznaczono do dalszych
badan (TLC, HPTLC, HPLC).

7.3. Hydroliza alkaliczna wyodre¢bnionych zwigzkow naturalnych.
2 mg zwiazku hydrolizowano 4% KOH w temperaturze pokojowej (4 h). Nastgpnie
roztwor zobojetniano 10% HCI i ekstrahowano eterem etylowym. Frakcje eterowa i pozostatos¢

wodng analizowano chromatograficznie.

7.4. Hydroliza kwasowa frakcji wodnych ekstraktow metanolowych.

Wodna pozostato$§¢ po ekstrakcji eterem etylowym (15 ml) zakwaszono 2 M HCI
do pH ~ 2 iogrzewano pod chtodnica zwrotna (t = 100°C, 0,5 h). Po ostudzeniu hydrolizat
zobojetniono do pH = 7 i ekstrahowano eterem (4 x 15 ml). Z potaczonych wyciagow eterowych

oddestylowano rozpuszczalnik a sucha pozostalos¢ rozpuszczono w 3 ml metanolu
1 przeznaczono do badan chromatograficznych (TLC, HPTLC, HPLC).

7.5. Hydroliza kwasowa wyodre¢bnionych zwigzkow naturalnych.

1 mg zwiazku hydrolizowano 1 M wodno-metanolowym (1+1, v/v) roztworem HCI (2 ml)
w temperaturze wrzacej tazni wodnej pod chtodnica zwrotna (1 h). Nastepnie z hydrolizatu
oddestylowano rozpuszczalnik i odparowywano kwas solny. Sucha pozostato$¢ rozpuszczono
w wodzie (2 ml) i ekstrahowano eterem etylowym w celu analizy chromatograficznej wolnych

aglikonow. Pozostatosc wodna analizowano na obecno$¢ wolnych cukrow (TLC).

8. Analiza spektralna.

8.1. UV (MeOH) — Unicam SP 1750 PYE.

Widma wykonano wedlug procedury opisanej w literaturze [139].

8.2. 1H NMR - 90 MHz Jeol, 300 MHz Bruker MSL 300, TMS wzorzec wewne¢trzny.
8.3. 13C NMR - 90 MHz Jeol, 75,5 MHz Bruker MSL 300, TMS wzorzec wewne¢trzny.
8.4. EI-MS - 70 eV, Jeol 100.

8.5. FAB-MS (+) spektrometr Trio-3 VG (Masslab, Wielka Brytania), tiogliceryna.
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9. Material roslinny.
Badaniami objgto wysuszone w warunkach naturalnych kory 38 gatunkow i klonoéw
zrodzaju Salix, ktérym dla odréznienia materiatu pochodzacego z roéznych zrédel (warunki

naturalne lub uprawa) nadano indeksy w zakresie: 7001 — 7043. Material roslinny stanowity:

Lp. | Gatunek/klon Indeks Data zbioru Wystepowanie

1. Salix acutifolia 7031 N* 1V 2004 Poznan — Dgbina

2. S. alba 7032 N 1V 2004 Poznan — Dgbina

3. S. alba klon 1100 7001 U* I111/1V 2003 UWM*, Olsztyn

4. S. X americana klon 1036 7002 U 111/TV 2003 UWM, Olsztyn

5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 U II/TV 2003 UWM, Olsztyn

6. S. daphnoides klon 1095 7004 U II/TV 2003 UWM, Olsztyn

7. S. daphnoides 7033 N IV 2004 Poznan — Chartowo
8. S. eriocephala 7034 N IV 2004 Poznan — Chartowo
9. S. X erythroflexuosa 7019 U II/TV 2004 OB UW*, Rogbow
10. | S. fragilis 7035 N 1V 2004 Poznan — Chartowo
11. | S. fragilis var. sphaerica 7020 U 11/1V 2004 OB UW, Rogow
12. | S. herbacea 7030 U 1V 2004 ORL AM*, Gdansk
13. | S. lapponum 7021 U I/TV 2004 OB UW, Rogéw
14. | S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 U 1V 2004 ORL AM, Gdansk
15. | S. melanostachys 7022 U 1I1/TV 2004 OB UW, Rogow
16. | S. nakamurana var. yezoalpina 7025 U I/TV 2004 OB UW, Rogéw
17. | S. purpurea 7036 N 1V 2004 Poznan — Dgbina
18. | S. purpurea 7037 N IV 2004 Poznan — Dgbina
19. | S. purpurea klon 1038 7005 U II/TV 2003 UWM, Olsztyn

20. | S. purpurea klon 1067 7006 U III/TV 2003 UWM, Olsztyn

21. | S. purpurea klon 1081 7007 U I/TV 2003 UWM, Olsztyn

22. | S. purpurea klon 1084 7008 U II/TV 2003 UWM, Olsztyn

23. | S. purpurea klon 1101 7009 U 1I/IV 2003 UWM, Olsztyn

24. | S. purpurea klon 1132 7010 U 1I/IV 2004 UWM, Olsztyn

25. | S. purpurea klon 1136 7011 U II/TV 2004 UWM, Olsztyn

26. | S. purpurea klon 1153 7012 U II/TV 2004 UWM, Olsztyn

27. | S. purpurea klon 1156 7013 U II/TV 2004 UWM, Olsztyn

28. | S. purpurea klon 1157 7014 U II/TV 2004 UWM, Olsztyn

29. | S. purpurea % daphnoides klon 1107 7015 U II/TV 2003 UWM, Olsztyn;
30. | S. rosmarinifolia 7023 U I/TV 2004 OB UW, Rogéw
31. | S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026 U IV 2004 ORL AM, Gdansk
32. | S. x sepulcralis 7027 U IV 2004 ORL AM, Gdansk
33. | S. silesiaca 7024 U I/1V 2004 OB UW, Rogdéw
34. | S. triandra klon 1044 7016 U 11/1V 2003 UWM, Olsztyn

35. | S. triandra klon 1045, 7017 U III/TV 2003 UWM, Olsztyn

36. | S. triandra 7038 N 1V 2004 Poznan — Debina
37. | S. viminalis 7029 U 1V 2004 ORL AM, Gdansk
38. | S. viminalis klon 1083 7018 U I11/TV 2003 UWM, Olsztyn

*QObjasnienia:

U — material roslinny pochodzacy z upraw

N — materiat roslinny pochodzacy z warunkow naturalnych

UWM, Olsztyn — kolekcja Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
ORL AM, Gdansk — Ogréd Roslin Leczniczych Akademii Medycznej w Gdansku
OB UW, Rogéw — Ogrod Botaniczny Uniwersytetu Warszawskiego w Rogowie
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Ponadto do analiz przeznaczono materiat roslinny z firm zielarskich oraz ekstrakty suche

otrzymane metoda perkolacji wedtug FP VI [55] w Katedrze 1 Zakladzie Farmakognozji

z Ogrodem Roslin Leczniczych Akademii Medycznej w Gdansku.

Lp | Material roslinny Indeks Seria Pochodzenie

1. | kora S. alba + S. purpurea 7039 N 1423.2004 Kawon, Gostyn

2. | kora S. alba lub S. purpurea 7040 N 11/2004 Flos, Mokrsk

3. | kora S. purpurea 7041 N - Herbapol, Gdansk
4. | kora S. purpurea 7042 N 020725 Herbapol, Wroctaw
5. | kora S. purpurea 7043 U WIZ01904031 Labofarm, Starogard
6. | ekstrakt suchy z kory S. alba klon 1100 7044 - KZF.ORL AMG*

7. | ekstrakt suchy zkory S. daphnoides klon 1095 7045 - KZF.ORLAMG

8. | ekstrakt suchy z kory S. purpurea (7043) 7046 - KZF.ORLAMG

*Objasnienia: K.Z.F. ORL AMG - Katedra i Zaktad Farmakognozji z Ogrodem Roslin Leczniczych w Gdansku.

9.1. Oznaczanie zawartosci wody w korze wierzb.

Oceng zawarto$ci wody w badanych korach wierzb przeprowadzono metoda suszenia

wg FP VI [55]. Strata masy surowcow po suszeniu wynosita od 10% — 12%.

10. Analiza chromatograficzna pochodnych alkoholu salicylowego i innych

pochodnych prostych fenoli.

10.1. Analiza chromatograficzna jako$ciowa.

10.1.1. TLC.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na plytkach szklanych pokrytych:

e 7elem krzemionkowym — Silica gel 60 (20 cm x 20 cm) w nasyconej (t =20 min) komorze

pionowej Chropa z uzyciem fazy ruchomej S;. Po rozwinigciu chromatograméw, na dystansie

6 cm, zwiazki wywotywano za pomoca odczynnika tymolowego (punkt 4.1.3.1.a).

Chromatogramy analizowano densytometrycznie przy dilugosci fali A =500 nm, stosujac

skanowanie liniowe o parametrach szczeliny 0,02 mm x 2,0 mm.

10.1.2. HPLC.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono z uzyciem:

e systemu HPLC przedstawionego w punkcie 3.2.1.1.a. i kolumn chromatograficznych:
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a) Supelcosil™ LC-18 (150 mm x 3 mm, 3 um) wedlug programu gradientu G; (tg= 50 min),
t=25°C, petla dozujaca 20 ul, przeptyw fazy ruchomej v = 0,6 ml/min, detekcja UV
przy dtugosci fali A = 280 nm,
b) Chromolith Performance Si (100 mm x 4,6 mm) stosujac elucje izokratyczna i faze
ruchoma Se¢1, t=20° C, petla dozujaca 2,8 pl, v = 1 ml/min, detekcja UV przy dlugosci fali
A =220 nm.
Ponadto rozdzielanie prowadzono z uzyciem
e systemu HPLC przedstawionego w punkcie 3.2.1.1.c. i kolumn chromatograficznych:

a) kolumny Chromolith Performance Si (100 mm x 4,6 mm) potaczonej za pomoca facznika z
b) kolumng Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm) wedlug programéw elucji:
G; (tc=40 min), G3 (tg= 30 min), G4 (tc=27 min), Gs (tc=40 min), t=30°C, petla dozujaca
20 pl, v =1 ml/min, detekcja UV przy dtugosci fali A =268 nm oraz detekcja ELS — poziom 1,
uktad off mode, predkos$¢ przeptywu gazu v = 3,2 1/min, temperatura fazy ruchomej w kapilarze:
G, - 113,2°C, G3 — 112,8°C, G4 — 113,7°C, Gs — 113,3°C.

Analizy z uzyciem detektora ELS przeprowadzono, w ramach umowy
polsko-flandryjskiej, w Katedrze Chemii Analitycznej i Technologii Farmaceutycznej (FABI),
Instytutu Farmaceutycznego na Wolnym Uniwersytecie (VUB) w Brukseli (Belgia).

10.2. Analiza iloSciowa salicyny metoda SPE-HPLC 2z wuzyciem metody wzorca

zewnetrznego [224].

10.2.1. Ekstrakcja do fazy stalej salicyny (SPE).

Szklane kolumny SPE (200 mm x 4 mm) wypetione modyfikowanym chemicznie zelem
krzemionkowym LiChroprep™ RP-18 (40-63 um) (150 mg) kondycjonowano kolejno
acetonitrylem Se9 (6 ml) 1 eluentem Se¢s (6 ml). Z roztworu wzorcowej salicyny i analizowanych
probek: wyciagéw metanolowych i hydrolizatow alkalicznych ekstraktow metanolowych (50 pl)
odparowano rozpuszczalnik w strumieniu helu. Sucha pozostalo$¢ rozpuszczono w mieszaninie
rozpuszczalnikow Ses (100 pl). Nastgpnie 50 pl prébki nanoszono na kolumng SPE, ktora
wymywano eluentem Ses, kontrolujac przeplyw mieszaniny rozpuszczalnikoéw strumieniem helu
(0,5 atm, predkos¢ przeptywu v = 0,4 ml/min). Zbierano frakcje o objetosci 1,5 ml (frakcja I)
13,5 ml (frakcja II). Liofilizat frakcji Il rozpuszczono w metanolu (200 pl) i analizowano metoda

HPLC.
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Odzysk salicyny metoda SPE oznaczono dla roztworu salicyny o st¢zeniu 1 mg/ml, ktory
nanoszono (200 pl) na kolumny SPE (n = 6) i wymywano eluentem S¢s. Nastepnie postgpowano

wedtug procedury opisanej powyzej. Sredni odzysk salicyny wynosit 97,67% + 1,26.

10.2.2. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Separacje prowadzono z uzyciem systemu przedstawionego w punkcie 3.2.1.1.a.
na kolumnie Discovery C18 (150 mm x 2,1 mm, 5 pum), stosujac elucj¢ izokratyczng i fazg
ruchoma Sss4, t=20°C, petla dozujaca 20 pl, v = 0,4 ml/min, detekcja UV przy dlugosci fali
A =210 nm.

10.2.3. Walidacja metody.

Krzywa regresji wyznaczono w oparciu o analizg¢ pdl powierzchni pikow
odpowiadajacych stgzeniom salicyny: 1,25; 2,50; 5,00; 6,50; 8,00 1 10,0 pug/ml, przygotowanych
z roztworu podstawowego o stgzeniu 1 mg/ml.

Rownanie regresji: y = 1,07 x — 0,31; wspotczynnik korelacji r = 0,9998.
Wyznaczone zgodnie z danymi literaturowymi [88] granice wykrywalnosci (LOD)

1 oznaczalnosci (LOQ) salicyny wynosity 1,50 pg/ml i 5,0 pg/ml, odpowiednio.

10.3 Analiza pirokatechiny.

10.3.1. Analiza chromatograficzna jakosciowa.
10.3.1.1. TLC.
Analize chromatograficzna prowadzono stosujac plytki szklane pokryte:
e celuloza — Cellulose (20 cm X 20 c¢m) i fazg ruchoma Sy,
o modyfikowanym chemicznie zelem krzemionkowym — RP-18 Fjs4s (10 cm % 20 cm) i fazg
ruchoma Si;.

Chromatogramy rozwijano w komorach pionowych Chropa na dystansie 8 cm, a nastepnie
analizowano w $wietle lampy UV A = 254 nm przed 1 po derywatyzacji zdiazowanym kwasem
sulfanilowym (punkt 4.1.3.4.a).
10.3.1.2. MGD - HPTLC.

W  badaniach wykorzystano warunki rozdzielania chromatograficznego opisane

w punkcie 11.1.3.
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10.3.2. Analiza iloSciowa pirokatechiny.

10.3.2.1. Analiza iloSciowa metoda HPLC z uzyciem metody wzorca zewnetrznego [224].
10.3.2.1.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono z uzyciem systemu HPLC przedstawionego
w punkcie 3.2.1.1.a. na kolumnie Discovery HS C-18 (75 mm x 4,6 mm, 3 um), wedlug
programu Gg (tg = 20 min), t = 20° C, petla dozujaca 2,8 ul, v = 0,5 ml/min, detekcja UV
o dhugosci fali A =280 nm.
10.3.2.1.2. Sporzadzanie krzywej regresji.

Krzywa regresji wyznaczono w oparciu o analiz¢ st¢zen pirokatechiny: 0,02; 0,03; 0,04;
0,07; 0,10 1 0,30 mg/ml, przygotowanych z roztworu podstawowego o st¢zeniu 1 mg/ml.
Roéwnanie regresji: y=0,0071 x - 0,0023 o wspotczynniku korelacji r = 0,9999.
10.3.2.2. Analiza iloSciowa metoda MGD-HPTLC.
10.3.2.2.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono wedlug opisu w punkcie 11.1.3.

Roztwory substancji wzorcowych oraz ekstrakty z kory wierzby (2—6 pl) nanoszono
na plytki chromatograficzne technika data-pair [168], w formie pasma (s = 5 mm) za pomoca
potautomatycznego aplikatora AS 30 z predkoscia 3 pl/s. Otrzymane chromatogramy
analizowano densytometrycznie, stosujac skanowanie meandrem (s = 7 mm, parametry szczeliny

0,4 mm x 0,4 mm) w $wietle UV o dtugosci fali A = 254 nm.

10.3.2.2.2. Walidacja metody.

W oparciu o dane literaturowe [168] przeprowadzono walidacj¢ metody uwzgledniajac
liniowo$¢, precyzje aparatu, powtarzalno$¢ oraz granicg wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci
(LOQ) (Tabl. 2).

Krzywa regresji wyznaczono w oparciu o analizg pol powierzchni pikéw

odpowiadajacych ilo§ciom pirokatechiny: 200, 250, 500, 750, 1000, 1250 i 1350 ng / 2 pl.

Tabl. 2. Wartosci parametréw walidacji analizy ilosciowej pirokatechiny metodg SPE-HPTLC.

Parametry walidacji UV A =280 nm
Liniowo$¢ y =0,20 x +3,52
(krzywa regresji, wspoétczynnik korelacji — r) r=0,9992
Granica wykrywalnosci (DL) [ng] 60 ng
Granica oznaczalnosci (QL) [ng] 200 ng
Precyzja aparatu [CV](F7) 0,77 %
Powtarzalnos$¢ [CV](F7) 1,96 %
Precyzja posrednia [CV]("F7) 2,53 %

63



Analiza chromatograficzna zwiqzkow flawonoidowych i fenolokwasow

11. Analiza chromatograficzna zwigzkow flawonoidowych i fenolokwasow.

11.1. Analiza chromatograficzna jako$ciowa.

11.1.1. TLC.
Analizg chromatograficzna fenoli prowadzono stosujac ptytki szklane pokryte:
e celuloza — Cellulose (20 cm % 20 cm) lub Cellulose F3s4s (10 cm x 20 ¢cm) i fazy ruchome: S,,
S3, S4, Se, S1o,
e poliamidem — Polyamide 11 Fjs45 (20 cm x 20 cm) i fazg ruchoma Si4,
e zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi RP-18  Fassg
(10 cm % 20 cm) 1 faze ruchoma Sys.
Chromatogramy rozwijano w komorach pionowych Chropa na dystansie 8§ cm,
a nastgpnie analizowano w $wietle lampy UV A =254 nm i1 366 nm przed i po derywatyzacji

odczynnikami wywotujacymi wymienionymi w punktach 4.1.3.3.14.1.3.4.

11.1.2. 2D TLC.
Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na ptytkach szklanych pokrytych
o celuloza — Cellulose Fasas (10 cm x 20 cm) w fazie ruchomej: S¢ w pierwszym kierunku
oraz w fazie ruchomej S, w drugim kierunku.
Chromatogramy rozwijano w komorach pionowych Chropa na dystansie 8 cm
1 analizowano w $wietle UV o dlugosci fali A =254 nm 1 366 nm przed i po derywatyzacji

odczynnikami wywotujacymi (punkt 4.1.3.3).

11.1.3. MGD - HPTLC.
Rozdzielenie chromatograficzne prowadzono na ptytkach szklanych pokrytych
e modyfikowanym chemicznie Zelem krzemionkowym — Diol Fysas w komorze poziomej
DS 1IId, na dystansiec 4 cm (warunki nienasycone), stosujac trojstopniowy gradient fazy
ruchome;j technika wielokrotnej elucji gradientowej — MGD [145,146]:
I etap: faza ruchoma Ss;,
II etap: faza ruchoma Ssp,
III etap: faza ruchoma Ss;.
Otrzymane chromatogramy analizowano w $wietle lampy UV oraz densytometrycznie
stosujac  skanowanie liniowe przy dhugosci fali A =254 nm (parametry szczeliny:

0,02 mm x 2,0 mm).
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11.1.4. HPLC.

11.1.4.1. Analiza jakoSciowa flawanondéw i chalkonow.

Do separacji uzyto systemow HPLC przedstawionych w punktach 3.2.1.1.a. lub 3.2.1.1.b.
Stosowano kolumng Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm, 5 um) i elucj¢ gradientowa wedtug
programu Gg (tg=90 min), t=20°C, petla dozujaca 20 pul, predkos¢ przeptywu 0,4 ml/min,
detekcja UV przy dtugosci fali A = 280 nm.

Analizy z uzyciem systemu opisanego w punkcie 3.2.1.1.b. przeprowadzono w Katedrze

1 Zaktadzie Biofarmacji i Farmakodynamiki Akademii Medycznej w Gdansku.

11.1.4.2. Analiza jakoSciowa fenolokwasow i flawonow.

Do separacji uzyto system HPLC przedstawiony w punkcie 3.2.1.1.a. Stosowano kolumng
Lichrospher 100 RP-18¢ (250 mm x 4 mm, 5 um) i gradient liniowo-skokowy wedtug programu
Gio (tc=90 min), t = 20°C, pe¢tla dozujaca 20 ul. Detekcje zwiazkdw prowadzono w swietle UV
przy zmieniajacej si¢ dtugosci fali §wiatta, mianowicie: przy dlugosci fali A =265 nm od 0 min

do 22 min, a nastgpnie przy dtugosci fali A = 280 nm od 22,1 min do 90 min.

11.2. Analiza ilosciowa flawanonéw metoda HPLC 2z uzyciem metody wzorca

zewnetrznego [224].

11.2.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Rozdzielanie chromatograficzne zwiazkéw prowadzono na kolumnie Supelcosil™ LC-18
(150 mm x 3 mm, 3 um) wedlug programu G; (tg= 75 min), t =20°C, petla dozujaca 20 ul,
predkos¢ przeptywu 0,4 ml/min, detekcja UV przy dlugosci fali A = 280 nm.

11.2.2. Sporzadzanie krzywych regresji.

Krzywe regresji sporzadzono dla nastgpujacych stezen roztwordw podstawowych
substancji wzorcowych (1 mg/5ml) w mieszaninie rozpuszczalnikéw acetonitryl / woda
(6+94, v/v):

a) 7-O-glukozyd naryngeniny — stezenia: 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 i 60,0 pg/ml
réwnanie regresji: y=1,12 x + 1,10, wspotczynnik korelacji r = 0,9999
b) naryngenina — st¢zenia: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,5; 4,0 ng/ml

roOwnanie regresji: y=0,37 x + 0,08, wspotczynnik korelacji r = 0,9999.
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11.3. Analiza iloSciowa chalkonéw metodg SPE-HPLC z uzyciem metody wzorca

zewnetrznego [224].

11.3.1. Ekstrakcja do fazy stalej (SPE) izosalipurpozydu i jego estru p-kumarowego.

Szklane kolumny SPE (42 mm x 4 mm) wypetlione modyfikowanym chemicznie Zelem
krzemionkowym LiChroprep™ RP-18 (40-63 um) (300 mg) kondycjonowano acetonitrylem —
Seo (6 ml), a nastgpnie eluentem Ss9 (6 ml). Z wyciagu metanolowego z kory wierzby (80 ul)
odparowano do sucha rozpuszczalnik w strumieniu helu. Sucha pozostalo$¢ rozpuszczono
w mieszaninie rozpuszczalnikow Sso (80 pl) 1 naniesiono na kolumn¢ SPE, ktéra wymywano
kolejno eluentem Sso (5,2 ml) i Sgp (5 ml), kontrolujac przeptyw strumieniem helu (0,5 atm,
v = 0,4 ml/min). Zbierano frakcje o objgtosci: 3,2 ml eluent Ssy (frakcja I), 2 ml Sso (frakcja II),
2,7 ml S¢p (frakcja III), 2,3 ml Sy (frakcja IV). Frakcje II i IV taczono, uzupetniano w kolbce
miarowej rozpuszczalnikiem do objgtosci 10 ml i analizowano metoda HPLC.

Oznaczono odzysk izosalipurpozydu 1 jego estru p-kumarowego, ktoéry wynosit

82,51% +2,16195,83% + 1,74, odpowiednio.

11.3.2. Warunki rozdzielania chromatograficznego.
Separacje prowadzono z uzyciem systemu przedstawionego w punkcie 3.2.1.1.a.
na kolumnie Discovery C-18 (150 mm x 2,1 mm, 5 um) wedlug programu G7 (tg = 15 min),

t=21°C, petla dozujaca 20 pl, v = 0,4 ml/min, detekcja UV przy dtugosci fali A =280 nm.

11.3.3. Sporzadzanie krzywych regresji.

Krzywe regresji sporzadzono dla nastgpujacych rozcienczen roztwordéw podstawowych
substancji wzorcowych (1 mg/5ml) w mieszaninie rozpuszczalnikow acetonitryl / woda
(20+80, v/v):

a) izosalipurpozyd — stgzenia: 2,0; 2.5; 3,5; 4,5; 6,01 7,0 pg/ml

roéwnanie regresji: y=4,02 x — 0,26, wspotczynnik korelacji r = 0,9999

b) ester p-kumarowy izosalipurpozydu — st¢zenia: 2,0; 2,5; 3,5; 4,5; 6,01 7,0 pg/ml
réwnanie regresji: y=0,964 x + 0,263, wspotczynnik korelacji r = 0,9994

¢) izolikwirytygenina — stgzenia: 9,0; 15,0; 21,0; 27,0; 32,0 1 36,0 png/ml

réwnanie regresji: y=2,58 x — 1,09, wspotczynnik korelacji r = 0,9995.
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11.4. Dwuwymiarowa wysokosprawna chromatografia cieczowa — 2D-HPLC.
Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono z uzyciem systemu przedstawionego
w punkcie 3.2.1.2. na kolumnach:
e Supelcosil LC-18 (150 mm x 3 mm, 3 pum) — [ wymiar separacji
e Chromolith Performance RP18e (100 mm x 4,6 mm) — II wymiar separacji
oraz elucji gradientowej wedlug programu Gy (tg = 150min), t =20°C, petla dozujaca 2,5 pl,
v = 0,4 ml/min, detekcja UV A =280 nm — I wymiar separacji
1 elucji izokratycznej stosujac fazy ruchome: Sss Ss7, Ssg, Sso, Se0, v= 1,0 ml/min, detekcja UV

A =210 nm — II wymiar separacji.

11.5. Analiza iloSciowa fenolokwasow metoda 2D-HPLC z uzyciem metody wzorca

zewnetrznego [224].

11.5.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Rozdzielanie chromatograficzne zwiazkéw prowadzono wedtug opisu w punkcie 11.4.

11.5.2. Sporzadzanie krzywych regresji.
Krzywe regresji sporzadzono dla nastgpujacych stezen roztwordw podstawowych
substancji wzorcowych przygotowanych z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg /5 ml:
a) kwas chlorogenowy — stezenia: 2,0; 5,0; 9,0; 12,01 15,0 png/ml
réwnanie regresji: y=0,94 x — 0,04, wspotczynnik korelacji r = 0,9999
b) kwas cynamonowy — stezenia: 1,0; 3,0; 6,0; 9,01 12,0 ug/ml
réwnanie regresji: y=0,37 x + 0,08, wspotczynnik korelacji r = 0,9997
c¢) kwas protokatechowy — stezenia: 0,5; 2,5; 4,5; 6,5 1 8,0 ug/ml

roOwnanie regresji: y=0,38 x + 0,01, wspotczynnik korelacji r = 0,9999.

12. Analiza mono- i dimerycznych flawan-3-oli.

12.1. Analiza chromatograficzna jakosciowa.
12.1.1. TLC.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na ptytkach szklanych pokrytych:
e zelem krzemionkowym — Silica gel 60 (20 cm % 20 cm) stosujac faz¢ ruchoma S;7,

e poliamidem — Polyamide 11 F;s45 (20 cm x 20 cm) stosujac fazy ruchome Sj4 1 Sis.
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Chromatogramy rozwijano w komorach pionowych na dystansie 4 cm lub 8 cm 1 analizowano
w $Swietle lampy UV o A =254 nm oraz w $wietle widzialnym po derywatyzacji etanolowym

roztworem waniliny w kwasie ortofosforowym (punkt 4.1.3.2.a).

12.1.2. HPTLC.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na ptytkach szklanych pokrytych:

e 7elem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — RP-18W
(10cm x 10 cm) stosujac fazy ruchome S»;7 1 Sy w komorze poziomej DSIId
na dystansie 4 cm,

o zelem krzemionkowym — Silica gel 60 (10cm X 10 cm) stosujac fazg ruchoma S;7,
w komorze pionowej na dystansie 2 cm.

Chromatogramy analizowano w $wietle lampy UV o A =254 nm oraz po derywatyzacji

etanolowym roztworem waniliny w kwasie ortofosforowym (punkt 4.1.3.2.a).

12.1.3. MGD - HPTLC.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na plytkach szklanych pokrytych:

e zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — RP-18W
(10 cm % 10 cm) w komorze poziomej DS-II d (warunki nienasycone), stosujac trojstopniowy
gradient fazy ruchomej technika wielokrotnej elucji gradientowej (MGD) [145,146]:

I etap: faza ruchoma S,4, droga rozwijania d = 3 cm, czas rozwijania t = 10 min,

IT etap: faza ruchoma S;s, d = 6 cm, t = 30 min,

III etap: faza ruchoma Sjys, d =9 cm, t = 45 min.

Otrzymane chromatogramy analizowano w $§wietle lampy UV o dlugosci fali A =254 nm

oraz densytometrycznie, stosujac skanowanie liniowe (parametry szczeliny: 0,02 mm X 3 mm)

w swietle UV o dlugosci fali A =275 nm oraz po derywatyzacji odczynnikiem wanilinowym

(punkt 4.1.3.2.a) przy dlugosci fali A = 500 nm.

12.1.4. HPLC.

Analizg jakosciowa metoda HPLC prowadzono w warunkach opisanych w punkcie 11.1.4.1.

12.2 Analiza iloSciowa katechin.
12.2.1. Ekstrakcja do fazy stalej (SPE) katechiny.
Szklane kolumny Octadecyl C;3 Bakerbond SPE (500 mg, 3 ml) kondycjonowano

acetonitrylem — Sg9 (4 ml), a nastgpnie mieszanina rozpuszczalnikow Sgo (4 ml). Ekstrakt
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metanolowy z kory wierzby (200 ul) nanoszono na kolumienk¢ SPE, a nastgpnie oczyszczano
wymywajac zloze eluentem Sgp (4 ml). Oczyszczony ekstrakt zliofilizowano i rozpuszczono

w metanolu (200 pl). Roztwor metanolowy przeznaczono do badan metoda HPLC i HPTLC.

12.2.2. Analiza ilosciowa metoda HPLC z uzyciem metody wzorca zewnetrznego [224].
12.2.2.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Analiz¢ prowadzono z uzyciem systemu HPLC przedstawionego w punkcie 3.2.1.1.a.
na kolumnie Purospher Star RP-18e (55 mm x 4 mm, 3 pm), wedlug programu Gg (tg = 25 min),

t =22°C, petla dozujaca 20 pl, v =1,0 ml/min, detekcja UV o dtugosci fali A = 280 nm.

12.2.2.2. Walidacja metody.

Krzywe regresji sporzadzono dla nastepujacych stezen roztwordw podstawowych
substancji wzorcowych (1 mg / 5 ml) w mieszaninie rozpuszczalnikoéw acetonitryl/woda+kwas
ortofosforowy (99,9+0,1, v/v) / (2498, v/v):

a) katechina — st¢zenia: 2,5; 4,5; 9,0; 13,0; 15,01 18,0 pg/ml

réwnanie regresji: y = 2,95 x — 0,52, wspotczynnik korelacji r = 0,9998

b) epikatechina — stezenia: 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,01 10,0 png/ml

réwnanie regresji: y = 2,93 x + 0,03, wspoétczynnik korelacji r = 0,9998;

¢) galusan katechiny — stezenia: 0,1; 0,5; 2,0; 4,0; 6,0 1 7,0 ug/ml

réwnanie regresji: y = 0,342 x — 0,01, wspotczynnik korelacji r = 0,9997.

Granica wykrywalno$ci (LOD) i1 granica oznaczalno$ci (LOQ) wynosity, odpowiednio:

a) katechina: 0,5 pg/ml i 7,0 pg/ml, b) epikatechina: 0,2 pg/ml i 1,0 pg/ml, c) galusan katechiny:
0,01 pg/mli0,7 pg/ml i d) galokatechina: 1,2 pg/mli 6,4 pg/ml.

12.2.3. Analiza ilosciowa metoda HPTLC.

12.2.3.1. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono na plytkach szklanych pokrytych:
o zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi — RP-18W Fasss
z uzyciem fazy ruchomej S,4 w komorze poziomej DS II d (warunki nienasycone) na dystansie

4 cm. Roztwory substancji wzorcowych oraz oczyszczone metoda SPE ekstrakty z kory wierzby
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(2-6 ul) nanoszono na plytki technika data-pair [168], w formie pasma (s =5 mm) za pomoca
potautomatycznego aplikatora AS 30 z predkoscia 3 ul/s.

Otrzymane chromatogramy analizowano densytometrycznie, stosujac skanowanie
meandrem (s=9 mm, parametry szczeliny 0,4 mm x 0,4 mm) przed (A=275nm)
1 po wywolaniu chromatograméw za pomoca odczynnika wanilinowego (punkt 4.1.3.2.a)

(A =500 nm).

12.2.3.2. Walidacja metody.

W oparciu o dane literaturowe [168] przeprowadzono walidacj¢ metody, uwzgledniajac
liniowo$¢, precyzj¢ aparatu, powtarzalno$¢ oraz granicg wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci
(LOQ) (Tabl. 3).

Krzywa regresji wyznaczono w oparciu o korelacje pol powierzchni pikéw

odpowiadajacych ilosciom katechiny: 500; 600; 700; 800; 900; 1000; 1100 ng / 2 pl.

Tabl. 3. Wartosci parametréw walidacji analizy ilosciowej katechiny metodg SPE-HPTLC.

Parametry walidacji Sposéb deteke
UVA=282nm wanilina/H;PO, (t=75°C), A=500nm
Liniowos$¢ (krzywa regresji, wspotczynnik korelacji—r) | y=0,2547 x + 2,7983, r = 0,9957 y=0,93 x + 2,98, r = 0,9990
Granica wykrywalnosci (DL) [ng/2ul] 60 25
Granica oznaczalnosci (QL) [ng/2pl] 200 85
Precyzja aparatu (n=7)[CV] 0,63 1,30
Powtarzalno$¢ (n=7)[CV] 0,92 12,15
Precyzja posrednia (n=7)[CV] 1,30 12,92

12.3. Analiza iloSciowa procyjanidyny B; metoda SPE-HPTLC.
12.3.1. Ekstrakcja SPE procyjanidyny B; z ekstraktéw metanolowych.

Kolumny szklane SPE (4 mm X 140 mm) wypelnione modyfikowanym chemicznie zelem
krzemionkowym LiChroprep™ RP-18 (40—-63 pm, 150 mg) kondycjonowano metanolem (5 ml),
a nastgpnie mieszaning rozpuszczalnikow Segz (5 ml). Z ekstraktu metanolowego (200 pl)
odparowano rozpuszczalnik w strumieniu helu. Sucha pozostalo§¢ rozpuszczono w mieszaninie
rozpuszczalnikow Sgg (50 pl) 1 nanoszono na kolumng. Nastepnie kolumng wymywano eluentem
Ses, kontrolujac przeplyw strumieniem helu (1 atm, v = 0,5 ml/min). Otrzymany eluat (6 ml)
liofilizowano, a nastgpnie rozpuszczono w 300 ul metanolu i przeznaczono do badan

metoda HPTLC.
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Oznaczono odzysk procyjanidyny B; dla roztworu zawierajacego 450 ng zwiazku w 50 pl
mieszaniny rozpuszczalnikow Seg. Probe (n=3) nanoszono na kolumny SPE i wymywano
w powyzej opisany sposob. Sredni odzysk procyjanidyny B, wynosit 89,9% + 2,1.

12.3.2. Warunki rozdzielania chromatograficznego.

Separacj¢ prowadzono na ptytkach szklanych pokrytych
e zelem krzemionkowym — Silica gel 60 (5 cm % 10 cm) z uzyciem fazy ruchomej S

w nienasyconej komorze pionowej, o wymiarach: 100 mm X 60 mm X 90 mm,

na dystansie 2 cm.

Roztwory substancji wzorcowych i oczyszczone metoda SPE ekstrakty z kory wierzb (2 pl)
nanoszono na ptytki technika data-pair [168] w formie pasma (s=5mm) za pomoca
potautomatycznego aplikatora AS 30 z predkoscia 3 pl/s. Chromatogramy wywotywano
za pomoca odczynnika wanilinowego i analizowano densytometrycznie, stosujac skanowanie
meandrem (s =8 mm, parametry szczeliny 0,4 mm X 04 mm) w $wietle o dlugosci

fali A = 500 nm.

12.3.3. Walidacja metody.

W oparciu o dane literaturowe [168] w walidacji metody uwzgledniono liniowos$¢,
precyzje aparatu, powtarzalno$¢ oraz granice wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci (LOQ)
(Tabl. 4).

Krzywa regresji wyznaczono w oparciu o analiz¢ pol powierzchni pikow odpowiadajacych

ilosciom procyjanidyny B;: 200; 300; 500; 600; 700; 900 i 1000 ng / 2pul.

Tabl.4. Wartosci parametréw walidacji analizy ilo$ciowej procyjanidyny B; metoda SPE-HPTLC.

Parametry walidacji wanilina/H;PO, (t=75°C), A = 500 nm
Liniowos¢ (krzywa regresiji, wspoétczynnik korelacji —r) y = 0,66 x + 6,64, r = 0,9992
Granica wykrywalnosci (DL) [ng] 50

Granica oznaczalnosci (QL) [ng] 170

Precyzja aparatu (=7) [CV] 1,26

Powtarzalnos$¢ (n=7)[CV] 7,85

Precyzja posrednia (n=7)[CV] 8,73

71



Izolacja zwiqzkow naturalnych z materiatu roslinnego

13. Izolacja zwigzkow naturalnych z materialu roslinnego.

13.1. Izolacja zwiazkow wzorcowych z grupy pochodnych prostych fenoli metoda

preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej.

13.1.1. Izolacja triandryny.

Sproszkowang kore wierzby wiciowej — S. viminalis (7029) (20 g) poddano ekstrakcji
metanolem (3 x 600 ml, t = 60°C). Otrzymane ekstrakty zageszczono w wyparce prozniowej
do objgtosci 100 ml, a nastgpnie nanoszono obustronnie na ptytki szklane pokryte zelem
krzemionkowym — Silica gel 60 (20 cm x 20 cm). Chromatogramy rozwijano w pionowej
komorze Chropa (warunki nasycone, t = 20 min) na dystansie 8 cm w fazie ruchomej S;.
Chromatogramy wywolywano odczynnikiem tymolowym zaznaczajac pasmo na wysokos$ci
analizowanego zwiazku (hRr = 49). W dalszym etapie pracy postgpowano wedlug procedury
opisanej w punkcie 4.4.1.

Zwiazek otrzymano w postaci krystalicznego osadu (5 mg) i jego strukturg potwierdzono
metoda FAB-MS. Obecny w widmie masowym jon molekularny o masie 335 m/z [M + Na]"

odpowiada masie czasteczkowej triandryny (C;sH;9Og).

OH

OH
O

OH

Ryc. 18. Wz6r strukturalny triandryny.

13.1.2. Izolacja salikortyny i 2’-acetylosalikortyny.

Do izolacji a) salikortyny 1 b) 2’-acetylosalikortyny wykorzystano odpowiednio ekstrakty
metanolowe z kory: a) S. purpurea (7037) 1 b) S. fragilis (7035), w ktorych w oparciu o dane
pisSmiennictwa [16,27,102,150] i poréwnanie wartosci hRr stwierdzono obecno$¢ salikortyny
i 2’-acetylosalikortyny. Ekstrakt nanoszono na ptytki szklane pokryte zelem krzemionkowym
i postgpowano wedlug powyzej opisanej procedury chromatograficznej oddzielnie zdejmujac
pasma odpowiadajace salikortynie (hRr = 52) 1 2’-acetylosalikortynie (hRr = 75) [27]. Zwiazki

otrzymano w formie bezpostaciowych osadow odpowiednio w ilo$ci 2 mg i 1 mg.
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Identyfikacj¢ zwiazkow przeprowadzono w oparciu o hydrolizg alkaliczna, w ktorej

produktach stwierdzono obecno$¢ salicyny (TLC hRg= 41, HPLC tgs4 = 7 min).

O
o OH
OH
0 O
0 H Ol OH
H o) o OH HO 0
HO
OH
H3

salikortyna 2'-acetylosalikortyna

Ryc. 19. Wzory strukturalne wzorcowych zwigzkéw salicylowych wyodrebnionych

z kory S. purpurea (7037) — salikortyna i S. fragilis (7035) — 2’-acetylosalikortyna.

13.2. Izolacja prostych fenoli i polifenoli z kory Salix purpurea (7043).
13.2.1. Izolacja zwigzkéw flawonoidowych z kory wierzby S. purpurea (7043).

Sproszkowana kore wierzby S. purpurea (7043) (450,0 g) poddano wyczerpujacej
ekstrakcji metanolem pod chtodnica zwrotna (3 x 4,5 1, 45 min, t = 60°C). Otrzymane ekstrakty
po polaczeniu zaggszczono w wyparce préozniowej i nastgpnie zaadsorbowano na celulozie CF-11
(50 g). Matryce celulozowa naniesiono na kolumng szklang — K; (& =10 cm) wypelniona
poliamidem (150 g, wysoko$¢ h = 20 cm). Zwiazki flawonoidowe wymywano kolejno eluentami:
Se> (eluaty 1 — 90), S¢; (eluaty 91 — 170) oraz metanolem (Ses) (eluaty 171 — 190). Zbierano
eluaty o objgtosci okoto 50 ml, ktére kontrolowano metoda TLC (ptytki pokryte celuloza, faza
ruchoma S¢ — ukfad Patridge’a) itaczono w zespoty. Z potaczonych frakcji oddestylowano
rozpuszczalnik, a sucha pozostato$¢ rozpuszczono w 80% metanolu i umieszczono w lodowce
(72 h). Z eluatow 107-125 wypadt krystaliczny osad o barwie zottej — zwiazek 1. Natomiast
w eluatach 36-42 wykazano chromatograficznie obecno$¢ zwiazkow 2, 3 1 4, ktore izolowano
za pomoca semipreparatywnej HPLC (Ryec. 20).

Eluaty 36-42 z kolumny K, zaadsorbowano na zelu krzemionkowym RP-18 (40-63 pum)
(6 ml) i umieszczono w stalowej kolumnie (125 mm x 4 mm). W celu usunigcia powietrza
z kolumny zastosowano gaz obojetny — hel (v=1,6 ml/min). W ukladzie HPLC kolumng
zastosowano jako prekolumng potaczona z kolumna semi-preparatywna Lichrosorb RP-18
(250 mm x 110 mm, 7 um), ktéra poprzez uzycie zaworu dwudroznego kondycjonowano

mieszaning acetonitrylu w wodzie (2+98, v/v) (t = 15 min).
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Wymywanie naniesionych zwiazkéw z adsorbentu oraz ich separacj¢ prowadzono
przy uzyciu elucji gradientowej w mieszaninie acetonitrylu 1 wody o wzrastajacym stgzeniu

rozpuszczalnika organicznego od 2% do 60% (tg= 150 min) (Ryc. 20).

Ekstrakt metanolowy (73g) |
Preparatywna CC Preparatywna MGD-HPTLC
kolumna poliamidowa (10 x 50 cm) (150 g) plytid Dial (10%10 cm)

A: CHCI, +CH,, (743, vA), B: CH,COOCH,

| etap: A+B (90+10, viv)
Il etap: A+B (85+15, wA)
CH.OH Il etap: A+E (80+20, v/v)

60% CH,0H \30% CH.OH l

eluaty eluaty eluaty
1-90 91-170 171-190

N

. -

Zwiazek 5
pirokatechol

Zwigzek 1
~ p-kumaroiloizosalipurpozyd
Semipreparatywna HPLC
RP-18 Lichrosorb RP-18 (250 = 110 mm, 7 m)
elucja gradientowa: (A-acetonitryl, B-woda)
od 2 % do 60% Aw A+B (t. = 150 min)

g N

eluat 2 eluat 3 eluat 6
,=64,2-6T min | 4,=67-70,4 min | L=74-T6,7 min
Zwiazek 2 Preparatywna CC
(+) 5-0-glukozyd naryngeniny kolumna z Zelem krzemionkowym
(20+1,9 cm) (1g)
Zwiazek 3

(-) 5-0-glukozyd naryngeniny CH.COOC H+4CH.OH+H.0

(T+13+10, vv)

Ryc. 20. Schemat izolacji zwigzkéw fenolowych z kory wierzby purpurowej S. purpurea (7043).

Zwiazek 2 (tg = 64,2 min — 67min) (9 mg) i zwiazek 3 (tg = 67 min — 70,4 min) (10 mg)
otrzymano w formie jasnych, krystalicznych osadow.

Frakcj¢ zawierajaca zwiazek 4 (tg = 74 min — 76,7 min) liofilizowano 1 nast¢pnie
oczyszczano na kolumnie szklanej (20 cm x 1,9 cm) z zelem krzemionkowym Silica gel 60

(0,075-0,15 mm), z uzyciem eluentu S;, kontrolujac przeptyw strumieniem helu (v = 0,5 ml/min).
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Zbierano eluaty o obj¢tosci 3 ml. Z polaczonych eluatéw 3-4 zwiazek 4 otrzymano w formie
zottego, krystalicznego osadu (15 mg) (Ryc. 20). Otrzymane zwiazki przeznaczono do badan

identyfikacyjnych.

13.2.2. Izolacja prostych fenoli z kory Salix purpurea (7043).

Ekstrakt metanolowy z kory wierzby purpurowej — S. purpurea (7043) tirmy ,,Labofarm”
nanoszono pasmowo na plytki szklane pokryte modyfikowanym chemicznie zZelem
krzemionkowym HPTLC Diol (10 cm x 10 cm) i rozwijano w komorze poziomej DS II d
(warunki nienasycone) stosujac elucje gradientowa MGD [145,146] z uzyciem faz ruchomych:
Ss1, Ssz, Ss3 na dystansie 4 cm (pkt. 12.3). Otrzymane chromatogramy analizowano w $wietle
lampy UV (A = 254 nm) zaznaczajac pasmo zwiazku 5 (hRr = 64). W kolejnym etapie pracy
postgpowano wedlug procedury opisanej w punkcie 4.4.1. Zwiazek 5 otrzymano w formie

krystalicznego osadu (3 mg), ktéry przeznaczono do badan identyfikacyjnych.

14. Identyfikacja zwigzkow.

Zwiazek 1 — 6°-O-(6""-O-(E)-p-kumaroilo)-p-D-glukopiranozyd-2",4",4,-trihydroksychalkonu
(6 -p-kumaroiloizosalipurpozyd, ester p-kumarowy izosalipurpozydu). z6btta, Kkrystaliczna
substancja. TLC celuloza: hRy (S;) = 55, hRr (S¢) = 83. HPLC tg (Gg) = 49,7 min. UV Ayax
(MeOH) nm: 292 sh, 318, 368; + NaOMe: 320 sh, 366, 430; + AlCls: 318, 418; + AICI3/HCI:
316, 402; + CH3COONa: 318, 382; CH3;COONa/H3;BO;: 316, 388 sh, 424 sh. FAB-MS (+) m/z
(rel.int.): 582 [M+2H]" (95), 309 [M+A]" (20), 273 [A+H]" (60).

'H NMR (DMSO-d¢) &: 3,5-3,3 (3H, m, H-2", 3", 4"), 3,60 (1H, t, H-5"), 4,15 (1H, dd,
J=6,3/11,0 Hz, H-6"¢), 4,42 (1H, d, J=11,0 Hz, H-6"a), 5,12 (1H, d, J=7,3 Hz, H-1"), 5,30 (1H, d,
J=4,3 Hz, C-OH-3"), 5,41 (2H, dd, J=4,3/12,2 Hz, C-OH-2", 4"), 5,98 (1H, d, J=2,4 Hz, H-3"),
6,20 (1H, d, J=2,4 Hz, H-5"), 6,32 (1H, d, J=16,2 Hz, H-8'"), 6,76 (1H, d, J=8,3 Hz, H-3"", 5'"),
6,82 (1H, d, J=8,8 Hz, H-3, 5), 7,42 (1H, d, J=8,30 Hz, H-2"", 6'"), 7,5 (1H, d, J=16,2 Hz, H-7""),
7,60 (1H, d, J=15,6 Hz, H-a), 7,63 (1H, d, J=8,8 Hz, H-2, 6), 7,95 (1H, d, J=15,6 Hz, H-),
10,00, 10,05 (1H, brs, C-OH-4, C-OH-4'"), 10,6 (1H, s, C-OH-4"), 13,9 (1H, s, C-OH-2").

C NMR (MHz, DMSO-de) &: 192,0 (C=0), 166,5 (C-9'"), 166,0 (C-4"), 164,7 (C-2'), 160,1 (C-
6'), 159,9 (C-4""), 159,9 (C-4), 144,9 (C-7'"), 142,9 (C-a), 130,8 (C-2, 6), 130,3 (C-2"", 6'"),
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126,2 (C-1'"), 125,0 (C-B), 124,0 (C-1), 115,9 (C-3, 5), 115,7 (C-3"", 5'"), 113,8 (C-8'"), 105,5
(C-1), 100,3 (C-1"), 97,0 (C-3"), 94,9 (C-5"), 76,5 (C-3"), 74,1 (C-5"), 73,6 (C-2"), 69,7 (C-4"),
63,2 (C-6").

Produkty hydrolizy kwasowej — naryngenina (TLC celuloza: hRf (S;) = 75) 1 glukoza (TLC Zel
krzemionkowy: hRg (S;;) = 26). Produkty hydrolizy zasadowej — kwas p-kumarowy
(TLC RP-18: hRf (S;3) = 28) i zwiazek 4 (TLC celuloza: hRF (S,) = 42).

Zwiazek 2 — (+)-5-O-f-D-glukopiranozyd-5,7,4 -trihydroksyflawanonu ((+)-5-O-glukozyd
naryngeniny, salipurpozyd). biala, krystaliczna substancja. TLC celuloza: hRg (S3) = 60, hRr (Se)
= 78. HPLC tr (Gg¢): 23 min. UV Ay (MeOH) nm: 224, 280. FAB-MS (+) m/z (rel.int.):
435 [M+H]" (20), 272 [M — glukoza]" (100).

'H NMR (DMSO-de) 8: 2,62 (1H, dd, J=17,0/2,5 Hz, H-3¢), 3,08 (1H, dd, J=13/17 Hz, H-3a), 3,3
— 3,15 (4H, H-2",3",4",5"), 3,53 (1H, m, H-6"¢), 3,72 (1H, dd, J=5,8/10,7 Hz, H-6"a), 4,64 (1H,
t, C-OH-6"), 4,72 (1H, d, J=7,3 Hz, H-1"), 5,07 (1H, d, J=5,3 Hz, C-OH-3"), 5,12 (1H, d, J=4,8
Hz, C-OH-4"), 5,18 (1H, d, J=1,9 Hz, C-OH-2"), 5,36 (1H, dd, J=13/3 Hz, H-2), 6,11 (1H, d,
J=2,5 Hz, H-6), 6,40 (1H, d, J=2,5 Hz, H-8), 6,78 (2H, d, J=8,8 Hz, H-3', 5"), 7,31 (2H, d, J=8,8
Hz, H-2', 6), 9,60 (1H, s, C-OH-4"), 10,80 (1H, s, C-OH-7).

C NMR (MHz, DMSO-dg) &: 190,1 (C-4), 164,9 (C-7), 164,2 (C-9), 160,7 (C-5), 157,7 (C-4"),
128,9 (C-1"), 128,3 (C-2', 6"), 115,1 (C-3', 5"), 105,5 (C-10), 103,4 (C-1"), 98,8 (C-6), 97,7 (C-8),
78,2 (C-2), 77,6 (C-5"), 75,6 (C-3"), 73,5 (C-2"), 69,6 (C-4"), 60,7 (C-6"), 44,5 (C-3).

Produkty hydrolizy kwasowej — naryngenina (TLC celuloza: hRr (S;) = 75) 1 glukoza
(TLC zel krzemionkowy: hRp (S;;) = 26).

Zwiazek 3 — (-)-5-O-p-D-glukopiranozyd-5,7,4 -trihydroksyflawanonu  (5-O-glukozyd
naryngeniny, salipurpozyd). biala, krystaliczna substancja. TLC celuloza: hRf (S3) = 60, hRg
(Se) = 78. HPLC tg (Gg¢): 23 min. UV Apax (MeOH) nm: 224, 280. FAB-MS (+) m/z (rel.int.): 435
[M+H]" (20), 272 (100).

Produkty hydrolizy kwasowej — naryngenina (TLC celuloza: hRf (S;) = 75) 1 glukoza (TLC Zel
krzemionkowy: hRr (Si;) = 26).

Zwiazek 4 — 6’-O-p-D-glukopiranozyd-2",4" 4-trihydroksychalkonu (6°-O-glukozyd
chalkonaryngeniny, izosalipurpozyd). z6tta, krystaliczna substancja. TLC celuloza: hRy (S,)
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= 42, hRr (S¢) = 66. HPLC tr (Ge): 42,8 min. UV Apax (MeOH) nm: 237 sh, 312 sh, 368; +
NaOMe: 266 sh, 322 sh, 432; + AICl;: 258 sh, 340 sh, 420; + AICI;/HCI: 251 sh, 329 sh, 406; +
CH3;COONa: 236 sh, 313 sh, 382; CH;COONa/H3;BO;: 390 sh, 428. FAB-MS (+) m/z (rel.int.):
435 [M+H]" (30), 273 [M+H — glukoza]" (100).

'H NMR (DMSO-de) &: 3,28 — 3,40 (4H, m, H-2"-5"), 3,52 (1H, m, H-6"¢), 3,71 (1H, d, J=11,7
Hz, H-6"a), 4,61 (1H, brs, C-OH-6"), 5,07 (1H, d, J=7,0 Hz, H-1"), 5,10 (1H, brs, C-OH-3"),
5,18 (1H, brd, J=3,9 Hz, C-OH-4"), 5,35 (1H, d, J=5,9 Hz, C-OH-2"), 5,97 (1H, d, J=2,0 Hz, H-
3"), 6,18 (1H, d, J=2,0 Hz, H-5"), 6,82 (2H, d, J=8,8 Hz, H-3,5), 7,61 (1H, d, J=15,6 Hz, H-a),
7,65 (2H, d, J=8,8 Hz, H-2,6), 7,98 (1H, d, J=15,6 Hz, H-B), 10,14 (1H, s, C-OH-4), 10,59 (1H, s,
C-OH-4"), 13,88 (1H, s, C-OH-2").

3C NMR (MHz, DMSO-dg) &: 192,1 (C=0), 166,0 (C-4"), 164,6 (C-2"), 160,3 (C-6"), 159,9 (C-
4), 142,8 (C-a), 130,8 (C-2,6), 126,2 (C-B), 124,2 (C-1), 115,9 (C-3,5), 105,6 (C-1"), 100,4 (C-
1"), 96,9 (C-3"), 94,6 (C-5"), 77,3 (C-3"), 76,8 (C-5"), 73,7 (C-2"), 69,4 (C-4"), 60,5 (C-6").
Produkty hydrolizy kwasowej — naryngenina (TLC celuloza: hRr (S;) = 75) 1 glukoza (TLC zel
krzemionkowy: hRr (Si;) = 26).

Zwiazek 5 — [,2-dihydroksybenzen (pirokatechol, pirokatechina, katechol). biala, krystaliczna
substancja. TLC RP-18: hRr (S13) = 49, celuloza: hRf (S,0) = 74. HPTLC Diol: hRr (MGD: Ssy,
Ss2, Ss3) = 64, HPLC tr (Go): 15,5 min. UV Apax (MeOH) nm: 220, 280. EI-MS: m/z (rel.int.) 110
[M]™ (100).

'H NMR (DMSO-d) 8: 6,71 (2H, dd, J=5,9/3,4 Hz, H-4,5), 6,59 (2H, dd, J=5,9/3,4 Hz, H-3, 6),
8,81 (2H, s, C-OH-1,2).

BC NMR (MHz, DMSO-dg) &: 145,3 (C-1,2), 119,2 (C-4,5), 115,7 (C-3,6).
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15. Badania aktywnosci cyto- i genotoksycznej pirokatechiny i innych

zwiazkow czynnych z rodzaju Salix oraz ekstraktéw suchych z kory wierzb.

Badania przeprowadzono we wspotpracy z Zaktadem Ochrony i Biotechnologii Ro$lin
Katedry Biotechnologii, Migdzyuczelnianego Wydzialu  Biotechnologii  Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Akademii Medycznej w Gdansku.

15. 1. Linie komorkowe.
15.1.1. Linie komoérek adherentnych.
¢ Linia ludzkich fibroblastow skory
Pochodzenie: Katedra Technologii Lekéw i1 Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej
& HeLa — linia ludzkich komérek nablonkowych wywodzacych si¢ z komorek raka
szyjki macicy
Pochodzenie: Katedra Histologii i Immunologii Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Akademii Medycznej w Gdansku.
15.1.2. Linie komoérek zawiesinowych.
& HL-60 — linia ludzkiej biataczki promielocytarnej

Pochodzenie: Katedra Technologii Lekéw 1 Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki

Gdanskie;.
15.2. Pozywki.
Tabl. 5. Sktad pozywek do hodowli komérek ssaczych (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy).
Sktadnik RPMI MEM DMEM
mg/| mg/| mg/|
Aminokwasy
L-arginina-HCI 200 126 84
L-asparagina*H,0 56,82 - -
L-kwas asparaginowy 20 - -
L-cysteina-2HCI 65 31,3 62,6
L-kwas glutaminowy 20 = =
L-glutamina 300 292 -
glicyna 10 - 30
L-histydyna 15 - -
L-histydyna*HCI*H,O - 42 42
L-izoleucyna 50 52 105
L-leucyna 50 52 105
L-lizyna-HCI 40 72,5 146
L-metionina 15 15 30
L-fenyloalanina 15 32 66
L-prolina 20 - -
hydroksy-L-prolina 20 - -
L-seryna 30 - 42
L-treonina 20 48 95
L-tryptofan 5 10 16
L-tyrozyna *2Na*2H,0 28.83 51,9 103,79
L-walina 20 46 94
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Sktadnik RPMI MEM DMEM
mg/| mg/| mg/|
Witaminy
D-biotyna 0,2 - -
chlorek choliny 3 1 4
D-pantotenian wapnia 0,25 1 4
kwas foliowy 1 1 4
m-inozytol 35 2 7,2
niacynamid 1 1 4
pirydoksyna — HCI 1 - 4
pirydoksal — HCI - 1 -
ryboflawina 0,2 0,1 0,4
tiamina — HCI 1 1 4
witamina B, 0,005 - -
Kwas p-amino benzoesowy 1 - -
Sole nieorganiczne
Ca(NO3)2*4H20 100 = =
CaCl,*2H,0 - 265 265
MgSQO, bez H,O 48,8 97,67 97,67
KCI 400 400 400
NaCl 6000 6800 4400
Na,HPO, bez H,O 800 - -
NaH,PO,bez H,O - 122 109
NaHCO, 2000 2200 3700
Fe(NO3)3*9HZO - = 0,1
Inne skfadniki
D-glukoza 2000 1000 4500
czerwien fenolowa + Na 5,3 11 15,9
glutation 1 - -
HEPES - - 5958

Tabl. 6. Sktadniki uzupetniajagce do pozywek do hodowili linii komoérek ssaczych.

Sktadnik | RPMI | MEM | DMEM
Aminokwasy
L-glutamina | - | . | 584 [mgll]
Antybiotyki
Penicylina G 10000 [U/ml] 10000 [U/ml] 10000 [U/ml]
Streptomycyna 10000 [U/ml] 10000 [U/mI] 10000 [U/ml]
Amfoterycyna B 25 [ug/ml] 25 [ug/ml] 25 [ug/ml]
Pozostate
ptodowa surowica bydleca (FBS) | 10 [%] | 10 [%] | 10 [%]

15.3. Roztwory buforowe.

a) Bufor PBS — sktad: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l Na,HPO4 1 0,24 g/l K;HPO,.

b) Bufor lizujacy — sktad: 1,21 g/l Tris, 164 mg/ml NaCl; 1% SDS; 0,1 M EDTA o pH 7.5
1 1% Triton X-100 o pH 10.

c¢) Bufor alkaliczny — sktad: 0,1 mM EDTA o pH 81 0,3 M NaOH.

15.4. Warunki hodowli komoérek ludzkich.

Komérki hodowano w butelkach do hodowli komodrkowych (objetos¢ 50 ml),
w inkubatorze, w temperaturze 37°C 1 obecnosci 5% CO,. Linig HL-60 hodowano w pozywce
RPMI - 1640, komoérki HeLa w pozywce MEM, natomiast lini¢ ludzkich fibroblastow skory oraz
linic MDA MB w pozywce DMEM (Tabl. 5,6). Lini¢ komorek zawiesinowych pasazowano
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co 2-3 dni. Zawiesing komodrek rozcienczano w stosunku 1:4 $wieza pozywka do objgtosci
~ 5 ml. Linie komoérek adherentnych pasazowano 2 razy w tygodniu. Stara pozywke usuwano
1 komorki przemywano dwukrotnie buforem PBS, a nastgpnie dodawano 1 ml trypsyny w ciagu
1-2 minut w celu oderwania komoérek od podtoza. Nastgpnie dodawano rdwna objgtos¢ swiezej
pozywki. Polowe zawiesiny usuwano, a pozostato$¢ rozcienczano $wieza pozywka w stosunku
1:4.

Stan 1 zywotno$¢ komorek sprawdzano pod mikroskopem §wietlnym. Liczbg komoérek na
jednostke objetosci szacowano przy pomocy hemocytometru, a martwe komorki wyznakowano
barwnikiem Trypan Blue przy stosunku barwnika do zawiesiny komoérkowej rownym 1:1.

Wszystkie czynnosci z liniami komorkowymi przeprowadzano w komorze laminarnej Biohazard.

15.5. Test MTT do okreslania aktywnosci cytotoksycznej.

Komoérki rozsiano na mikroptytkach 96-dotkowych (Tissue Culture Plate 96-well) w ilo$ci
10°/dotek. Po rozsianiu komérki pozostawiono do proliferacji przez dobe w temperaturze 37°C,
w obecnosci 5% CO,. Nastgpnie komorki traktowano poszczegdlnymi roztworami badanych
zwiazkow 1 ekstraktow suchych z kory wierzby, o stgzeniach w zakresie od 0 pg/ml do 70 pg/ml.
Proby nie poddane dzialaniu zwiazkow stuzyly jako kontrole, pozwalajac na wyznaczenie
100-procentowej przezywalnosci. Pod koniec inkubacji do dotkéw dodano MTT (1,2 mM)
(Tabl.5,6). Po3 godzinnej inkubacji z MTT pozywke pobierano do analizy. Krysztalki
formazanu  rozpuszczono w100 ul  DMSO.  Absorbancj¢  roztworu = mierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 570 nm. Ilo§¢ formazanu powstajacego
w komorkach inkubowanych z badanymi zwigzkami poréwnano z iloscia powstajaca w probach
z kontrola [161]. Przezywalno$¢ wyliczono ze wzoru:

PrzezywalnoS¢ [%] = (Aproby — Ada) / (Akontroli — Aga) X 100

A — absorbancja

15.6. Test kometowy (Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE) do okreslania aktywnosci
genotoksycznej.

Komorki HL-60 inkubowano z pirokateching w zakresie stgzen 0,5-5 pg/ml lub
z ekstraktem suchym z kory Salix purpurea (7043), w zakresie stgzen 5—50 ug/ml. Jako kontrole
pozytywna zastosowano nadtlenek wodoru w stgzeniu 50 uM. Inkubacj¢ ze zwiazkami
i ekstraktem przeprowadzono przez 1h w inkubatorze. Nastgpnie komorki odwirowano

(1000 obr/min przez 5 min), przeptukano buforem PBS i ponownie osadzono poprzez wirowanie
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(1000 obr/min przez 5 min). W dalszym etapie pracy komorki zawieszono w 50 ul PBS,
a nastgpnie 10 pl zawiesiny komorkowej przeniesiono do 100 pl 1% niskotopliwej agarozy. 75 ul
mieszaniny naniesiono na przygotowane szkietko mikroskopowe pokryte 1% agaroza. Szkietko
inkubowano na lodzie w ciemni (10 min). Nastgpnie zdjeto szkietko nakrywkowe 1 natozono
warstwg 0,5% niskotopliwej agarozy, ktora przykryto szkietkiem nakrywkowym. Catosé
pozostawiono na lodzie do zestalenia (10 min). Tak przygotowany preparat, inkubowano
w buforze lizujacym Tris o pH = 10 (1 h, 4°C, ciemnia). Nastgpnie przeniesiono do buforu
alkalicznego (30 min, 4°C). Po tym czasie szkietka mikroskopowe umieszczono w aparacie
elektroforetycznym i przeprowadzono elektroforez¢ przy nat¢zeniu pradu 0,9 V/em (30 min, 4°C).
W kolejnym etapie preparat inkubowano w 0,4 M buforze Tris o pH 7,5 (15 min), wybarwiono
bromkiem etydyny (0,5 pg/ml, 5 min), a nast¢gpnie odbarwiono w wodzie. Preparaty analizowano
w mikroskopie fluorescencyjnym. Stopien uszkodzen DNA okreslono wyznaczajac stosunek
fluorescencji ogona, do fluorescencji mierzonej w centrum gtowy i wynik przedstawiono jako %
DNA w ogonie [213]. Obrazy okoto 50 komoérek z trzech preparatow analizowano przy uzyciu

®
programu Cometscore .

15.7. Material do badan.

Materiat do badan stanowity ekstrakty suche otrzymane metoda perkolacji wedlug FP VI [55],
w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji z Ogrodem Ros$lin Leczniczych Akademii Medycznej w
Gdansku, z kory S. alba klon 1100 (7001), S. daphnoides klon 1095 (7004), S. purpurea (7043)
firmy ,,Labofarm”. Ponadto do badan wlaczono zwiazki naturalne: kwas salicylowy, salicyng,
pirokatechol, kateching, tremulacyng, naryngening, (+)-5-O-glukozyd naryngeniny, 7-O-
glukozyd naryngeniny, izosalipurpozyd i ester p-kumarowy izosalipurpozydu.

Ekstrakty 1 zwiazki naturalne (1 mg) rozpuszczono w metanolu (1 ml). Z roztwordéw

podstawowych przygotowano do badan rozcienczenia w zakresie od 0 do 70 pg/ml.
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III. BADANIA WLASNE

Badaniami objeto kory 38 gatunkow i klonow z rodzaju Salix, pochodzacych z upraw

lub rosnacych w warunkach naturalnych, ktorym dla odrdznienia przypisano indeksy
w zakresie od 7001 do 7043. Materiat ro§linny stanowity:
Salix acutifolia (7031); S. alba (7032); i klon 1100 (7001); S. x americana klon 1036 (7002);
S. amygdalina % viminalis klon 1155 (7003); S. daphnoides (7033) i klon 1095 (7004);
S. eriocephala (7034); S. x erythroflexuosa (7019); S. fragilis (7035), S. fragilis
var. sphaerica (7020); S. herbacea (7030); S. lapponum (7021); S. matsudana
‘Tortuosa’ (7028); S. melanostachys (7022); S. nakamurana var. yezoalpina (7025),
S. purpurea (7036), (7037) iklony: 1038 (7005), 1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008),
1101 (7009), 1132 (7010), 1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014),
S. purpurea % daphnoides 1107 (7015); S. rosmarinifolia (7023); S. sachalinensis ‘Sekka’
(7026); S. x sepulcralis (7027); S. silesiaca (7024); S. triandra (7038) i1 klony 1044 (7016),
1045 (7017); S. viminalis (7029) iklon 1083 (7018). Ponadto, do badan wtaczono materiat
ro§linny otrzymany z firm zielarskich , Kawon-Hurt” (Gostyn), ,Flos” (Mokrsk),
,Herbapol” — Gdansk, ,,Herbapol” - Wroctaw 1 ,,Labofarm” (Starogard Gdanski), stanowiacy
wedlug opisu producentow odpowiednio mieszankg kory wierzb S. alba i S. purpurea (7039),
korg S. alba lub S. purpurea (7040) oraz kore S. purpurea (7041), (7042) 1 (7043).

W celu analizy pochodnych fenolowych — prostych fenoli oraz polifenoli, do badan
przeznaczono ekstrakty metanolowe oraz ich frakcje eterowe, a takze frakcje eterowe
hydrolizatow kwasnych i zasadowych ekstraktow metanolowych.

Sktad chemiczny wyzej wymienionych gatunkéow 1 ich klonow, w zakresie
jakosciowym i iloSciowym, rozpoznano w oparciu o chromatografi¢ cienkowarstwowa (7hin
Layer Chromatography — TLC), wysokosprawna chromatografi¢ cienkowarstwowa (High
Performance Thin Layer Chromatography — HPTLC), wysokosprawna chromatografi¢
cieczowa (High Performance Liquid Chromatography — HPLC) w systemie jedno-
i dwuwymiarowym (Two Dimensional HPLC — 2D-HPLC).

Rozdzielenia chromatograficzne prowadzono wobec 63 substancji wzorcowych
z grupy prostych fenoli, w tym fenolokwaséw: kwasu benzoesowego i jego pochodnych —
kwasy: salicylowy, m- 1 p-hydroksybenzoesowy, 2,3-dihydroksybenzoesowy,
A, -1 y-rezorcylowy, gentyzynowy, protokatechowy, galusowy, 2,4-dimetoksybenzoesowy,
weratrowy, wanilinowy, syryngowy; kwasu cynamonowego i jego pochodnych — kwasy:
p-, m- i o-kumarowy, ferulowy, izoferulowy, kawowy, synapinowy, 4-metoksycynamonowy,
3,4-dimetoksycynamonowy; depsydéw — kwasy: chlorogenowy, elagowy, rozmarynowy;
kwasu dihydrokawowego, homowanilinowego, homogentyzynowego i glikozydowych

pochodnych prostych fenoli — salicyna, populina, tremulacyna, helicyna, piceina, salidrozyd
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oraz polifenoli, wlaczajac zwiazki flawonoidowe: pochodne flawonu — apigenina, luteolina
iich 7-O-glukozydy; pochodne flawonolu — izoramnetyna, kemferol, kwercetyna 1 ich
3-O-glukozydy, mirycetyna, 7-O-ramnozyd kemferolu, rutyna; pochodne flawanonu —
naryngenina 1 jej 7-O-glukozyd oraz 7-O-neohesperydozyd; dimery flawonoidowe -
amentoflawon, kupressuflawon, a takze flawan-3-ole — katechina, epikatechina,
galokatechina, galusan katechiny i ich dimeryczne pochodne — procyjanidyna B, i B,.

Grupg substancji  wzorcowych  uzupelniono o  triandryng, salikortyng
12’-acetylosalikortyng, ktére wyizolowano metoda preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) z materialu roslinnego, stanowiacego odpowiednio Kkore
S. viminalis ~ (triandryna) [16,104,229], S. purpurea (salikortyna) 1 S. fragilis
(2’-acetylosalikortyna) [16,86,102,150].

1. Omowienie wynikow badan nad pochodnymi alkoholu salicylowego

i innymi prostymi fenolami w korze wierzb.

1.1. Omowienie wynikow analizy jakoSciowej zespolow zwiazkow salicylowych
i innych glikozydéw fenolowych.

Z chemotaksonomicznego punktu widzenia pochodne alkoholu salicylowego sa
charakterystyczna grupa zwiazkow dla rodzaju Salix [10,51,123,150]. Najczescie] wystepuja
w korze wierzb salicyna oraz jej estry — salikortyna, fragilina, tremulacyna,
2’-cynamoilosalicyna zwana grandydentatyna, 2’-, 3’- 1 4’-acetylosalikortyna oraz populina.
W obrebie rodzaju Salix wykazano rowniez obecnos¢ pochodnych alkoholu p-kumarowego —
triandryny, wimaliny, alkoholu gentyzynowego — salirepozydu oraz hydroksyacetofenonu —
piceiny i fenyloetanolu — salidrozydu [10,16,123,229].

Wierzby obok kaliny (Viburnum prunifolium), topoli (Populus tremula) i wiazoéwki
(Filipendula ulmaria) stanowia w przyrodzie bogate zrodlo wolnych oraz zwiazanych
glikozydowo zwiazkéw salicylowych [51,123]. Glikozydy salicylowe wykryto roéwniez
w rodzaju Betula, Viola i Primula, natomiast estry kwasu salicylowego w gatunkach
Gaultheria procumbens 1 Polygala senega [123,194].

Badania nad naturalnymi zwiazkami salicylowymi rozpoczgto w latach 1826-1829
w wielu europejskich osrodkach naukowych [71,73]. W 1830 roku francuski badacz
Henri Leroux wyodrebnit  salicyng z kory wierzby 1 opisal jej wlasciwosci
przeciwgoraczkowe [71]. Jednocze$nie badano sktad chemiczny wiazoéwki blotnej (Spirea
ulmaria syn. Filipendula ulmaria), co zaowocowato wyizolowaniem aldehydu salicylowego
[71,73]. W Stanach Zjednoczonych Ameryki badania nad gatunkami z rodzaju Gaultheria
zakonczyly si¢ wyodrgbnieniem salicylanu metylu [71].
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W 1897 roku, opierajac si¢ na wczesniejszych osiagnigciach Gerhardta i Krauta
w zakresie syntezy chemicznej kwasu salicylowego, chemik firmy Bayer — Felix Hoffmann
opracowal syntez¢ kwasu acetylosalicylowego. Firma Bayer opatentowala zwiazek
w 1899 roku pod nazwa “aspirin” (”a” — acetyl, “spir” — Spiraea, ”in” — popularny w tym
czasie przyrostek stosowany w nazewnictwie lekow) [51,71,73].

W celu oznaczenia, w zebranym materiale ros$linnym, zawartos$ci salicyny wolnej
1 zwigzane] estrowo, poréwnano wydajno$¢ réznych metod ekstrakcji wykorzystywanych
wczesniej w analizie tego zwiazku w korze wierzb [50,55,107,108,151,173]. Wykazano
metoda HPLC, ze najwydajniejsza ekstrakcja jest trzykrotna ekstrakcja surowca metanolem

pod chtodnica zwrotna w temperaturze 60°C (Tabl. 7).

Tabl. 7. Zawarto$¢ salicyny [mg/g] oznaczona metodg HPLC w wyciggach metanolowych z kory wierzby purpurowej —
S. purpurea (7043) otrzymanych z uzyciem réznych metod ekstrakc;ji.

Zawartos¢ Metoda ekstrakcji
zwiazku [mg/g] | Il ] v
salicyna 23,4+0,32 21,6+0,27 12,4+0,19 17,4+0,42

Objasnienia:

metoda | — ekstrakcja metanolem pod chtodnicg zwrotng (3x30 ml, 45 min, temp. 60°C) [151,50]

metoda Il — ekstrakcja metanolem w ptuczce ultradzwiekowej (3x10 ml, 10 min, temp. pok.) [173]

metoda Il — ekstrakcja mieszaning aceton / woda (80+20, v/v) w homogenizatorze (3x50 ml, 3 min, temp. pok.) [108]
metoda |V — ekstrakcja mieszaning metanol / woda (50+50, v/v) w homogenizatorze (3x50 ml, 3 min, temp. pok.) [107,55].

Obecnos¢ glikozydow fenolowych w otrzymanych ekstraktach metanolowych 1 ich
hydrolizatach alkalicznych analizowano wobec wzorcoéw — salicyny, salikortyny,
2’-acetylosalikortyny, piceiny, helicyny, salidrozydu, triandryny, populiny i tremulacyny
stosujac  chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC, HPTLC) oraz wysokosprawna
chromatografi¢ cieczowa (HPLC).

Opracowujac warunki rozdzielania chromatograficznego zwiazkow salicylowych
wykorzystano uktady chromatograficzne opisane w literaturze [10,86,188]. Stosowano zel
krzemionkowy jako faz¢ stacjonarna oraz trdj- i czterosktadnikowe fazy ruchome: octan
etylu / metanol / woda (77+13+10, v/v/v) [86], octan etylu / bezwodny kwas mrowkowy /
woda (80+13+7, v/v/v) [10], octan etylu / metanol / woda (100+13,5+10, v/v/A) [188] oraz
octan etylu / keton metylo-etylowy / kwas mrowkowy / woda (60+20+2+2, v/v/v/v) [188].

Najkorzystniejsze rozdzielenie analizowanych polaczen uzyskano w fazie ruchomej

stanowiacej mieszaning octan etylu / metanol / woda (77+13+10, v/v/v) (Ryc. 21-23, Tabl. 8).

Tabl. 8. Wartosci wspoétczynnikéow hRe (Re x 100) wzorcowych glikozydéw fenolowych rozdzielonych na zelu krzemionkowym
z uzyciem fazy ruchomej: octan etylu / metanol / woda (77+13+10, v/v/v).

substancja salicyna salikortyna 2’-acetylo- salidrozyd piceina helicyna | triandryna populina | tremulacyna

wzorcowa salikortyna

wspotczynnik

hRe 41 52 75 44 47 55 49 83 87
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Ryc. 21. Chromatogram TLC salicyny (1) i ekstraktéw metanolowych z kory wierzb: A — S. americana klon 1036 (7002),
B - S. amygdalina x viminalis klon 1155 (7003), C — S. viminalis klon 1083 (7018), D — S. purpurea klon 1038 (7005),
E - S. purpurea klon 1067 (7006), F — S. purpurea klon 1081 (7007), G — S. purpurea klon 1084 (7008), H — S. purpurea klon
1101 (7009), | — S. purpurea klon 1132 (7010), J — S. purpurea klon 1136 (7011), K — S. purpurea klon 1153 (7012),
L - S. purpurea klon 1156 (7013), M — S. purpurea klon 1057 (7014), N — S. purpurea klon 1107 (7015), 1 — salicyna,
2 - salikortyna, 7 — triandryna, 8 — populina, 9 — tremulacyna. Adsorbent: zel krzemionkowy, faza ruchoma S;: octan etylu /
metanol / woda, 77+13+10, v/v/v; odczynnik tymolowy).
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Ryc. 22. Chromatogram TLC salicyny (1) i ekstraktéw metanolowych z kory wierzb: A — S. triandra klon 1045 (7017),
B - S. viminalis klon 1083 (7018), C — S. x erythroflexuosa (7019), D — S. fragilis var. sphaerica (7020), E — S. lapponum (7021),
F - S. melanostachy (7022), G — S. rosmarinifolia (7023), H — S. silesiaca (7024), | — S. nakamurana var. yezoalpina (7025),
J - S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), K — S. x sepulcralis (7027), L — S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028), M — S. viminalis (7029),
N - S. purpurea (7043), 1 — salicyna, 2 — salikortyna, 3 — 2’-acetylosalikortyna, 4 — salidrozyd, 5 — piceina, 7 — triandryna,
8 - populina, 9 — tremulacyna. Adsorbent: zel krzemionkowy, faza ruchoma S;: octan etylu / metanol / woda, 77+13+10, v/ivlv;
odczynnik tymolowy).
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Ryc. 23. Chromatogram TLC salicyny (1) i ekstraktéw metanolowych z kory wierzb: A — S. eriocephala (7034), B — S. fragilis
(7035), C — S. purpurea (7036), D — S. purpurea (7037), E — S. triandra (7038), F — S. alba lub S. purpurea (7040),
G - S. alba+S. purpurea (7039), H — S. purpurea (7042), | — S. alba klon 1100 (7001), J — S. triandra klon 1044 (7016),
K - S. acutifolia (7031), L — S. alba (7032), M — S. daphnoides (7033), N — S. daphnoides klon 1095 (7004), 1 — salicyna,
2 - salikortyna, 3 — 2’-acetylosalikortyna, 4 — salidrozyd, 7 — triandryna, 8 — populina, 9 — tremulacyna. Adsorbent: zZel
krzemionkowy, faza ruchoma S;: octan etylu / metanol / woda, 77+13+10, v/v/v; odczynnik tymolowy).

Jednoczesnie, podjeto proby optymalizacji rozdzielenia mieszaniny glikozydow
fenolowych w ukladzie faz odwrdconych, na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym
modyfikowanym grupami oktadecylowymi (RP-18), wiaczajac ztoze typu LiChrospher
oraz w uktadzie faz normalnych na zelach krzemionkowych modyfikowanych grupami
aminopropylowymi, cyjanopropylowymi i diolowymi. Fazy ruchome stanowity dwu-, troj-
lub czterosktadnikowe mieszaniny acetonitrylu, metanolu, tetrahydrofuranu, heksanu,
acetonu, octanu etylu, chloroformu i wody oraz kwasow: lodowatego kwasu octowego
1 kwasu mrowkowego.

Najkorzystniejsze rozdzielenie zwiazkow wzorcowych — salicyny, salidrozydu,
piceiny 1ihelicyny otrzymano w uktadzie faz odwrdconych stosujac jako faze ruchoma
mieszaning metanol / acetonitryl / woda / kwas mrowkowy (10+10+80+6, v/v/v/v) (Tabl. 9).

W analizach TLC, ekstraktow z kory niektorych gatunkéw wierzb, problemem jest
rozdzielenie piceiny od salicyny [52,188]. W przypadku badan ilo§ciowych moze prowadzié¢
to do oznaczenia wyzszej niz rzeczywista zawarto$ci salicyny w surowcach [52,188].
Opracowane warunki rozdzielania chromatograficznego pozwalaja na identyfikacj¢ piceiny
obok salicyny, atakze salidrozydu i helicyny (Tabl. 9). W surowych -ekstraktach
metanolowych z kory wierzb obecno$¢ zwiazkéw balastowych zaktocata separacje TLC

pochodnych salicylowych.
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Tabl. 9. Wartosci wspotczynnikéw hRe (Re x 100) wzorcowych glikozydéw fenolowych w réznych uktadach chromatograficznych.

Uktad chromatograficzny Wartosci hRe
Faza stacjonarna Faza ruchoma (v/v/v) salicyna | salidrozyd | piceina | helicyna
HPTLC RP-18W acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 20+80+6 (S.4) 63 53 55 62
metanol / acetonitryl / woda / kwas mrowkowy 10+10+80+6 (Sx) 56 47 45 53
metanol / woda / kwas mrowkowy 23+77+6 (S,7) 53 39 40 42
metanol / acetonitryl / woda / kwas mroéwkowy 2+2+77+6 (Sy) 65 55 53 60

W rezultacie, do analizy jakos$ciowej zespotow zwiazkow salicylowych w wyciagach
metanolowych z kory wierzb, zastosowano zel krzemionkowy i faz¢ ruchoma octan etylu /
metanol / woda (77+13+10, v/v/v) (Ryc. 21-23, Tabl. 8).

Rozdzielone pochodne salicylowe na plytce chromatograficznej wywotywano
mieszaning 0,5% etanolowego roztworu tymolu i1 stezonego kwasu siarkowego [10].
Odczynnik  tymolowy, w odréznieniu od innych zastosowanych odczynnikow
derywatyzujacych — 10% roztworu kwasu siarkowego w metanolu [86] 1 odczynnika
wanilinowego [52], gwarantowal otrzymanie trwalych, barwnych pochodnych zwiazkéw
salicylowych o zabarwieniu od r6zowego do ciemnofioletowego (Ryc. 21-23).

W oparciu o wyniki przeprowadzonych analiz chromatograficznych obecno$¢ salicyny
(hRp = 41) stwierdzono w wigkszosci badanych gatunkéw i1 klonow (Ryc. 21-23, Tabl. 10).
Natomiast nie wykazano jej wystgpowania w korze gatunku S. triandra (7038) oraz w korze
jego klonow 1044 (7016) 1 1045 (7017), co jest zgodne z charakterystyka chemiczna
gatunku [229]. Gatunek S. triandra wedlug niektorych botanikéw [21,83,207] jest
klasyfikowany jako S. amygdalina. W niniejszej pracy wykazano brak salicyny w korze
mieszanca S. amigdalina % viminalis klon 1155 (7003), co wskazuje na pewne podobienstwa
migdzy wierzbami: trojprecikowa (S. triandra) 1 migdatowa (S. amygdalina). Salicyna
nie wystgpowata rowniez w korze S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) i1 S. sachalinensis
‘Sekka’ (7026). W przeciwienstwie do danych piSmiennictwa [21,23,104,148,155,229]
obecnosci salicyny nie obserwowano w korze dwoch gatunkow: S. rosmarinifolia (7023)
1.S. viminalis (7029) (Tabl. 10).

Salicyna jest markerem chemotaksonomicznym rodzaju Salix [150], jakkolwiek jest
nieobecna w gatunkach S. lasiandra, S. sachalinensis 1 S. triandra [159,190,229]. Wyniki

analiz TLC sugeruja rowniez, ze zwiazek nie wystepuje w gatunku S. matsudana (Tabl. 10).
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Tabl. 10. Obecnos$¢ glikozydéw fenolowych w ekstraktach metanolowych otrzymanych z kor gatunkéw i klonéw wierzb
oznaczona metodg TLC (zel krzemionkowy, octan etylu / metanol / woda, 73+13+10, v/v/v, odczynnik tymolowy): 1 — salicyna,
2 — salikortyna, 3 — 2’-acetylosalikortyna, 4 — salidrozyd, 5 — piceina, 7 — triandryna, 8 — populina, 9 — tremulacyna.

Gatunek / klon Indeks

Lp. Glikozydy fenolowe

1. Salix acutifolia 7031 + ++ - - - R R R
2. S. alba 7032 Sl. sl. ++ - - - - $l.
3. S. alba klon 1100 7001 + $l. + - - + - -
4, S. x americana klon 1036 7002 Sl. $l. - - - + - B
5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 - + - - - ++ - -
6. S. daphnoides klon 1095 7004 + +++ - - - - + +
7. S. daphnoides 7033 ++ +++ - - - - sl. sl.
8. S. eriocephala 7034 ++ + - - - sl. - -
9. S. x erythroflexuosa 7019 Sl. - Sl. - - sl. - -
10. | S. fragilis 7035 + + ++ - - sl. - sl.
11. | S. fragilis var. sphaerica 7020 + $l. ++ - - - - Sl.
12. | S. herbacea 7030 + $l. - R 4+ N R N
13. | S.lapponum 7021 Sl - - - - +++ - -
14. | S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 - - sl - - $l. - -
15. | S. melanostachys 7022 Sl. + - - - - - -
16. | S. nakamurana var. yezoalpina 7025 + sl - - ++ + - -
17. | S. purpurea 7036 + +++ Sl - - - - +
18. | S. purpurea 7037 + +++ - - - - - sl.
19. | S. purpurea klon 1038 7005 ++ + - - - - - -
20. | S. purpurea klon 1067 7006 + ++ - - - + - -
21. S. purpurea klon 1081 7007 + + - - - - - B
22. S. purpurea klon 1084 7008 + ++ - - - - - B
23. | S. purpurea klon 1101 7009 + ++ - - - - - _
24. | S. purpurea klon 1132 7010 + +++ - - - - 3. +
25. | S. purpurea klon 1136 7011 + +++ - - - - R 3l
26. | S. purpurea klon 1153 7012 Sl - - - - ++ - -
27. S. purpurea klon 1156 7013 Sl. - - - - ++ - -
28. | S. purpurea klon 1157 7014 + ++ - - - + - _
29. | S.purpurea x daphnoides klon 1107 7015 + - - - - - - B
30. | S.rosmarinifolia 7023 - - - - - - - -
31. | S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026 - + - - - + - -
32. | S. x sepulcralis 7027 Sl sl. + - - Sl - -
33. | S.silesiaca 7024 ++ - - - _ T+ - -
34. | S.triandra klon 1044 7016 - - - + - - - _
35. | S.triandra klon 1045 7017 - - - + - + R N
36. | S.triandra 7038 - - - ++ - + - sl.
37. S. viminalis 7029 - - - B B T+ _ -
38. | S.viminalis klon 1083 7018 + $l. - - - - - R
39. | S.alba+S. purpurea 7039 + +++ - - - - + +
40. | S.albalub S. purpurea 7040 + ++ - - - - - +
41. | S. purpurea 7041 $l. - - - +++ + R N
42. | S. purpurea 7042 + +++ - - - B _ T
43. | S. purpurea 7043 ++ +++ - - - - Sl 4.
Objasnienia:

(8l.) — zawartos¢ sladowa
(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawarto$¢
(+++) — wysoka zawartos$é
(-) — zwiazek nie wystepuje
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W 30 sposrdéd 43 analizowanych gatunkow i klonow wystgpowata salikortyna
(Tabl. 10). Ta estrowa pochodna salicyny dominuje w zespotach pochodnych salicylowych
wielu gatunkéw wierzb, m.in. S. caprea, S. daphnoides, S. fragilis, S. myrsinifolia,
S. pentandra 1 S. purpurea [16,86,102,104,108,150,173,229]. W badanym materiale
ros$linnym, poréwnujac intensywnos$¢ plam salikortyny na chromatogramach TLC (hRp = 71),
dominacj¢ zwiazku wykazano w korze taksonow: S. acutifolia (7031), S. daphnoides — (7033)
1 jego klonie 1095 (7004) oraz S. purpurea — (7036), (7037), (7039), (7040), (7042), (7043)
1 klonow tego gatunku 1067 (7006), 1084 (7008), 1101 (7009), 1132 (7010), 1136 (7011)
11157 (7014). Wyjatek stanowia klony wierzby purpurowej 1153 (7012) i 1156 (7013)
oraz wierzba purpurowa (7041) ,,Herbapolu” Gdansk i mieszaniec S. purpurea x daphnoides
klon 1107 (7015), w ktérych chromatograficznie nie stwierdzono obecnosci
salikortyny (Ryc. 21-23, Tabl. 10).

Salikortyna wystgpowala w mniejszych stezeniach w korze S amygdalina x viminalis
klon 1155 (7003), S. eriocephala (7034), S. melanostachys (7022), S. purpurea klony 1038
(7005), 1081 (7007) i S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) oraz w $ladowych ilo$ciach
w gatunkach: S. alba (7032) 1 S. alba klon 1100 (7001) oraz S. X americana
klon 1036 (7002), S. fragilis (7035), S. fragilis var. sphaerica (7020), S. herbacea (7030),
S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. % sepulcralis (7027) 1 S. viminalis klon 1083 (7018)
(Ryc. 21-23 , Tabl. 10).

W przeciwienstwie do danych pisSmiennictwa [104,148] nie stwierdzono obecnosci
salikortyny w korze S. lapponum (7021), S. rosmarinifolia (7023) 1 S. viminalis (7029)
(Ryc. 22, Tabl. 10).

Z kolei 2’-acetylosalikortyng, jako zwiazek dominujacy w badanych zespotach
pochodnych salicylowych, zidentyfikowano wobec wzorca w gatunkach S. alba (7032) i jego
klonie 1100 (7001) oraz S. fragilis (7035) 1 S. fragilis var. sphaerica (7020) (Ryc. 22,23).
Obecnos¢ zwiazku odnotowano réowniez w korze S. X erythroflexuosa (7019), S. matsudana
‘Tortuosa’ (7028), S. purpurea (7036) 1 S. x sepulcralis (7027). W $wietle zebranych danych
literaturowych jest to pierwsze doniesienie o wystgpowaniu 2’-acetylosalikortyny w S. alba
1S. purpurea. W $wiecie roslinnym obecnos$¢ tej estrowej pochodnej salicyny wykryto dotad
jedynie w S. fragilis [86,102], S. lasiandra [190], S. myrsinifolia [101,104,107,108,148]
oraz S. pentandra [86,104,108]. Przeprowadzone analizy chromatograficzne wskazaty
naroznice w sktadzie chemicznym dwodch rosnacych w  warunkach naturalnych
egzemplarzach S. purpurea (7036) 1 (7037), sposréd ktorych 2’-acetylosalikortyng zawierata
jedynie kora S. purpurea (7036) (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Densytogram rozdzielenia TLC ekstraktéw metanolowych z kory A — S. purpurea (7036) i B — S. purpurea (7037),
1 - salicyna, 2 — salikortyna, 3 — 2-acetylosalikortyna, 9 — tremulacyna. Adsorbent: zel krzemionkowy, faza ruchoma S;: octan
etylu / metanol / woda (77+13+10, viv/v), odczynnik tymolowy.

Populina — glikozydoester saligeniny i kwasu benzoesowego, powszechnie wystgpuje
w korze, lisciach 1 paczkach topol (Populus sp.) [123]. Jest rdwniez wymieniana jako sktadnik
kory S. petiolaris [247] 1 S. purpurea [21].

W badanym materiale, obecno$¢ populiny potwierdzono jedynie w dwodch korach
wierzby purpurowej — S. purpurea klon 1132 (7010) i S. purpurea ,Labofarm” (7043)
oraz w mieszance kor S. purpurea 1 S. alba firmy ,, Kawon” (7039) (Ryc. 22,23, Tabl. 10).

W zespotach pochodnych salicylowych gatunkow: S. daphnoides (7033) 1 jego klonu
1095 (7004), S. purpurea (7036) 1 jego klonu 1132 (7010), a takze w materiale z firmy ,,Flos”
(7040), ,,Kawon” (7039) i ,,Herbapol” Wroctaw (7042) wykazano, wobec wzorca, obecnos¢
tremulacyny. Ponadto, sladowe ilo$ci zwiazku obserwowano na chromatogramach ekstraktow
zkory S. alba klon 1100 (7001), S. fragilis (7035), S. fragilis var. sphaerica (7020),
S. purpurea (7037) i jej klonu 1136 (7011), S. triandra (7038) oraz z kory firmy ,,Labofarm”
(7043) (Ryc. 21-23, Tabl. 10). Tremulacyna stanowi ester p-kumarowy tremuloidyny,
glikozydu wyodregbnionego z kory topoli osiki (Populus tremula) [247]. W rodzaju Salix
jej wystepowanie opisano w réznych czeéciach S. caprea [104,108], S. chaenomeloides [160],
S. daphnoides [102,148)], S. petiolaris [247], S. purpurea [108] 1 S. rosmarinifolia [102,148].
Uwzgledniajac te dane, wyniki pracy stanowia pierwsze doniesienie 0 wystgpowaniu
tremulacyny w korze gatunkow S. fragilis 1 S. triandra.

Triandryna jest prostym fenolem, bardzo rozpowszechnionym w rodzaju Salix. Dane

piSmiennictwa wskazuja, ze bogatym zrédlem triandryny jest kora wierzby wiciowej
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(S viminalis) [16,104,229]. Ponadto zwiazek jest skladnikiem kor gatunkow S. acutifolia
[251], S. alba [47], S. x aquatica [104], S. aurita, S. bicolor [150], S. caprea, S. cinerea
[16,229], S. fragilis, S. lapponum [104,108,148), S. myrsinifolia, S. nigricans, S. phylicifolia,
S. pentandra 1 S. triandra [21,102,104,108,148].

W wyniku przeprowadzonych rozdzielen chromatograficznych po raz pierwszy
wykazano obecno$¢ triandryny w korze nastepujacych taksonow: S. x americana klon 1036
(7002), S. eriocephala (7034), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028), S. nakamurana
var. yezoalpina (7025), S. purpurea klony 1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157
(7014) 1 S. purpurea z firmy ,Herbapol” Gdansk oraz S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
18. silesiaca  (7024) (Tabl. 10). Triandryn¢ zidentyfikowano rowniez w  korze
S amigdalina x viminalis klon 1155 (7003), S. x erythroflexuosa (7019) i S. X sepulcralis
(7027) (Tabl. 10), co moze wynika¢ z faktu, Zze wymienione taksony sa mieszancami
gatunkow: S. alba (7027 1 7019) i S. viminalis (7003) z innymi gatunkami wierzb.

Obok kory S. viminalis (7029) obecno$¢ triandryny, jako zwiazku dominujacego
ujawniono w korach: S. x americana klon 1036 (7002), S. amygdalina x viminalis klon 1155
(7003), S. lapponum (7021), S. silesiaca (7024) oraz S purpurea klony 1153 (7012)
11156 (7013), co wyrdznia je sposrod pozostalych badanych egzemplarzy tego gatunku
(Ryc.21,22, Tabl. 10). Zgodnie z danymi literaturowymi obecno$¢ zwiazku potwierdzono w
korach S. alba klon 1100 (7001), S. fragilis (7035), S. triandra (7038) 1 jej klonu 1044 (7016).
Natomiast nie odnotowano obecno$ci zwiazku w korze S. alba (7032), pochodzacej ze stanu
naturalnego oraz S. triandra klon 1045 (7017) i S. viminalis klon 1083 (7018) z kolekcji
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (Tabl. 10).

Glikozyd tyrozolu zwany salidrozydem po raz pierwszy wyodrgbniono w 1926 roku
z wierzby trojprecikowej — Salix triandra [20]. Jego obecno$¢ wykryto rowniez w gatazkach
S. lapponum [104]. Nazwa zwiazku wywodzi si¢ od tacinskiej nazwy rodzajowej
wierzb - Salix. Salidrozyd jest markerem chemotaksonomicznym rodzaju
Rhodiola (r6zeniec) [51,233] oraz sktadnikiem zespolow zwiazkow czynnych przedstawicieli
rodzaju Vaccinium 1 Rhododendron [230,231].

Wsrod analizowanych gatunkow salidrozyd zidentyfikowano jedynie w zespotach
S. triandra (7038) oraz klonach tego gatunku: 1044 (7016) i 1045 (7017), natomiast
nie stwierdzono jego wystepowania w korze wierzby laponskiej — S. lapponum (7021),
pochodzacej z upraw Ogrodu Botanicznego w Rogowie (Ryc. 22, Tabl. 10).

Piceina jest glukozydem piceolu (4-hydroksyacetofenonu) wystgpujacym m.in.
w gatunkach Picea abies [79], Arctostaphyllos uva ursi [121], Rhodiola litvinovii [127]
1 R. rosea [233]. Nalezy ona do pochodnych prostych fenoli czgsto spotykanych w obrgbie

rodzaju Salix, m.in. w gatunkach: S. aurita, S. bicolor, S. caprea, S. cinerea, S. glabra,
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S. herbacea, S. myrsinifolia, S. nigricans, S. reticulata 1 S. viminalis [101,104,107,108,148,
150,229,247]. Podobnie do salidrozydu, piceing zawieraty tylko nieliczne kory, a mianowicie
kora wierzby zielnej — S. herbacea (7030) 1 wierzby purpurowej — S purpurea (7041)
,Herbapolu” Gdansk, a takze kora S. nakamurana var. yezoalpina (7025) (Tabl. 10).

W rezultacie przeprowadzonych metoda TLC analiz jako$ciowych stwierdzono,
ze sktad zespotu pochodnych salicylowych w klonie S. viminalis 1083 (7018) z kolekcji
UWM r6zni si¢ od sktadu kory S. viminalis pochodzacej z warunkéw naturalnych (7029).
Klon charakteryzuje obecno$¢ salicyny i salikortyny oraz brak triandryny — markera
chemotaksonomicznego gatunku. Natomiast obecnos$¢ triandryny wyréznia klony S. purpurea
1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013) i 1157 (7014) sposrdéd innych badanych
przedstawicieli tego gatunku. Ponadto klony 1153 (7012) i 1156 (7013) charakteryzuje brak
salikortyny — zwiazku dominujacego w korach wierzby purpurowej [16,229]. Podobnie
zupelie odmienny sktad zespotu glikozydow fenolowych posiada kora S. purpurea (7041)
,Herbapolu” Gdansk. W materiale tym dominuje piceina obok triandryny i §ladowych ilo$ci
salicyny, co w $wietle danych pisSmiennictwa wskazuje raczej na gatunek S. caprea lub
S. cinerea [104,150,229]. Bardzo ubogim surowcem w polaczenia salicylowe jest
S. rosmarinifolia (7031) — ws$rdd rozdzielonych sktadnikow ekstraktu metoda TLC nie
wykazano obecnosci zadnego z wymienionych powyzej zwiazkow. Jest to sprzeczne
z wynikami wczesniejszych badan wskazujacymi na obecno$¢ w tym gatunku salicyny
i salirepozydu [23].

Przeprowadzone analizy TLC ujawnily podobienstwa 1 rdéznice w zespotach
glikozydéw fenolowych w obrgbie poszczegdlnych gatunkow wierzb. Wykazano,
ze wystgpowanie salicyny obok dominujacej salikortyny charakteryzuje gatunki: S. acutifolia,
S. daphnoides 1 S. purpurea, natomiast obecno$¢ 2’-acetylosalikortyny, jako dominujacej
w zespole, wyrdznia wierzbg biala (S. alba) i wierzbg krucha (S. fragilis). Wysokie stgzenia
piceiny odrozniaja od pozostalych S. herbacea 1 S. nakamurana var. yezoalpina, natomiast
obecno$¢ salidrozydu determinuje gatunek S. triandra (Tabl. 10). Bogate i zréznicowane
jakosciowo zespoly glikozydow fenolowych obserwowano dla gatunkéw S. alba,
S. daphnoides, S. fragilis, S. nakamurana var. yezoalpina 1 S. purpurea w przeciwienstwie
do S. lapponum, S. triandra 1 S. viminalis, ktore cechuje obecnos¢ jako dominujacego jednego
glikozydu — piceiny, salidrozydu i triandryny, odpowiednio (Tabl. 10). W gatunkach
dotychczas nie badanych w zakresie skladu chemicznego, chromatograficznie wobec
wzorcoOw zidentyfikowano nastgpujace glikozydy fenolowe: salicyng, 2’-acetylosalikortyne
i triandryng — S. x erythroflexuosa (7019), salicyng i salikortyng — S. melanostachys (7022),
salicyng, salikortyng, triandryng 1 piceing — S. nakamurana var. yezoalpina (7025), salicyng,
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salikortyng, 2’-acetylosalikortyne, triandryng¢ — S. X sepulcralis (7027) oraz salicyng
i triandryng — S. silesiaca (7024) (Tabl. 10).

W badaniach salicyny i1 glikozydowych pochodnych prostych fenoli w surowcach
roslinnych, poza chromatografia cienkowarstwowa, wykorzystuje si¢ chromatografi¢ gazowa
(GO) [101,104,108,148],  wysokosprawna  chromatografi¢ =~ cieczcowa  (HPLC)
[102,107,109,134, 137,148,149,150,155,159,169,173,217,249] oraz HPLC sprzgzona
z tandemowa spektometria mas MS/MS [109] i elektroforezg kapilarng (EC) [252].

Najczesciej stosowana metoda w analizie pochodnych salicylowych jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwréconych [102,107,109,134,
137,148,149,150,155,159,169,173,217]. Faz¢ stacjonarna stanowi modyfikowany grupami
oktadecylowymi zel krzemionkowy - RP-18, natomiast fazy ruchome sa mieszaninami wody
oraz metanolu, tetrahydrofuranu lub acetonitrylu z dodatkiem kwasu ortofosforowego
lub octowego [102,107,148,150,159,169,217].

Do badan metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w niniejszej pracy,
przeznaczono wyciagi metanolowe z kor gatunkéw i1 klonéw wierzby charakteryzujacych si¢
odmiennym 1 reprezentatywnym dla poszczegélnych gatunkéw skltadem zespotow
pochodnych alkoholu salicylowego 1 innych prostych fenoli. Eksperymenty prowadzono
w uktadach faz odwrdéconych (RP) i normalnych (NP). Uktad faz normalnych jest rzadko
wykorzystywany w analizie HPLC zwiazkéw naturalnych. Jednak rozpoczynajac badania
zakladano lepsze rozdzielenie glikozydow fenolowych od obecnych w ekstrakcie mniej
hydrofilowych pochodnych flawonoidowych.

Do analiz w uktadzie RP uzyto kolumng Supelcosil™ LC-18 (150 mm % 3 mm, 3um).
Rozdzielenie mieszaniny zwiazkoéw: salicyna, piceina, salidrozyd, populina, tremulacyna
uzyskano stosujac elucje¢ gradientowa w mieszaninie acetonitrylu i wody z dodatkiem kwasu
octowego (99,9+0,1, v/v) o wzrastajacym stezeniu acetonitrylu od 6% do 31% (tg = 50 min) (Ryc. 25).

Z kolei w ukladzie NP wykorzystano kolumng wypetniona monolitycznym zelem
krzemionkowym Chromolith Performance Si (100 mm x 4,6 mm) oraz jako eluenty
dwu- 1 trojsktadnikowe mieszaniny rozpuszczalnikéw: heksanu, heptanu, metanolu, dioksanu
1 1izopropanolu. Najlepsze rozdzielenie pigciu zwigzkéw wzorcowych: salicyny, salidrozydu,
piceiny, populiny i tremulacyny uzyskano stosujac elucj¢ izokratyczna i fazg¢ ruchoma
stanowiaca mieszaning rozpuszczalnikow: heksan / izopropanol / metanol (87+12+1, v/v).
Jednak w tych warunkach nie rozdzielaty si¢ piceina i triandryna oraz salicyna i helicyna
(Ryc. 26). W opracowanym systemie na chromatogramach obserwowano szerokie podstawy

pikéw analizowanych zwiazkéw w przeciwienstwie do uktadu RP (Ryc. 25,26).
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Ryc. 25. Chromatogram HPLC mieszaniny zwigzkéw salicylowych: 1 — salicyna, 4 — salidrozyd, 5 — piceina, 8 — populina,
9 - tremulacyna. Kolumna HPLC Supelco LC — 18, faza ruchoma acetonitryl / woda / kwas octowy (7+93+0,1; Vv/v/v),
UV A =280 nm.
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Ryc. 26. Chromatogram NP-HPLC mieszaniny wzorcéw prostych fenoli i ich glikozydowych pochodnych: 1 — salicyny,
4 - salidrozydu, 5 — piceiny, 6 — helicyny, 7 — triandryny, 8 — populiny i 9 — tremulacyny. Kolumna Chromolith Performance Si
(100 mm x 4,6mm), elucja izokratyczna — faza ruchoma: heksan / izopropanol / metanol 87+12+1, v/v), t = 20°C, v=1 ml/min,
detekcja UV przy A= 220 nm

Uwzgledniajac niska absorpcje zwiazkow salicylowych w  zakresie nadfioletu,
do dalszych prac w uktadzie RP-HPLC wykorzystano detektor S$wiatla rozproszonego
(ELSD — Evaporative Light Scattering Detector). Po raz pierwszy zastosowanie detektora
ELS w wysokosprawnej chromatografii cieczowej opisano w 1983 roku [218]. Zasada jego
dziatania jest zjawisko rozpraszania $wiatta emitowanego z lasera przez czastki analitu [218].
Eluat z kolumny chromatograficznej ulega rozpyleniu w strumieniu dwutlenku wegla
1 nastepnie odparowaniu w nebulizatorze. Na czastkach powstatego aerozolu promien §wiatta
emitowany z lasera ulega rozproszeniu, a nat¢zenie rozproszonego promieniowania jest

przetwarzane w odpowiedni sposob 1 rejestrowane w postaci chromatogramu [87,244,250].
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Intensywnos$¢ sygnatlu na chromatogramie zalezy od wielkosci czastki badanej substancji,
anie od jej struktury chemicznej. W zwiazku z tym, detektor umozliwia wykrywanie
wszystkich stosunkowo nielotnych substancji 1 uwazany jest za uniwersalny [244,250].
W badaniach metoda HPLC substancji nie posiadajacych grup chromoforowych stanowi on
szczegllnie  korzystna alternatywg wobec  powszechnie stosowanego  detektora
fotometrycznego absorpcji nadfioletu i §wiatla widzialnego (UV-Vis) [250].

W ostatnich latach popularne staje si¢ rownolegle stosowanie laserowej detekcji
fotodyspersyjnej z detekcja UV-Vis, jako dostarczajacej dodatkowych informacji o sktadzie
analizowanej proby [163,249]. W analizie HPLC wyciagéw suchych z Ginkgo biloba detektor
ELS umozliwit identyfikacje ginkgolidéw i bilobalidu, ktore nie absorbuja promieniowania
nadfioletowego [163]. Podobnie korzystne rezultaty uzyskano w badaniach saponin —
ginsenozyddw 1 notoginsenozydoéw z korzenia Panax notoginseng [243]. W 2004 roku Young
wykorzystal detektor $wiatta rozproszonego w analizie salicyny technika NP-HPLC [249].

Analizy z wuzyciem detektora ELS przeprowadzono w ramach umowy
polsko-flandryjskiej, w Katedrze Chemii Analitycznej 1 Technologii Farmaceutycznej
(FABI), Instytutu Farmaceutycznego na Wolnym Uniwersytecie (VUB) w Brukseli (Belgia).

Do pracy =z detektorem ELS optymalizowano warunki rozdzielania
chromatograficznego w zakresie typu kolumn chromatograficznych 1 sktadu faz ruchomych.
W rezultacie, w celu poprawy sprawnosci procesu rozdzielania metoda HPLC mieszaniny
pochodnych salicylowych: salicyny, salikortyny, 2’-acetylosalikortyny, populiny
i tremulacyny oraz pochodnych innych prostych fenoli: piceiny, triandryny, helicyny
i salidrozydu w obecnosci 7-O-glukozydu naryngeniny, zastosowano polaczone szeregowo
kolumny monolityczne Chromolith Performance Si (100 mm x 4,6 mm) i Chromolith
Performance RP-18¢ (100 mm x 4,6 mm). Adsorbenty monolityczne stanowia nowa grupe
wypehlien kolumn w HPLC. Charakteryzuja si¢ struktura porowata, w ktorej wyroznia si¢
makro- 1 mezopory zapewniajace znaczna powierzchni¢ wewngtrzna monolitu
krzemionkowego. Brak objeto$ci migdzyziarnowych w poréwnaniu do zt6z o strukturze
ziarnistej, powoduje lepsze przenoszenie masy oraz umozliwia stosowanie duzych predkosci
przeptywu eluentu dzigki matym oporom przeptywu. W rezultacie osiagany jest wzrost
sprawnosci stosowanego uktadu chromatograficznego [178].

Warunki elucji gradientowej zoptymalizowano w oparciu o dwusktadnikowe
mieszaniny rozpuszczalnikow: woda+kwas trifluorooctowy (99,95+0,05, v/v) oraz acetonitryl,
metanol, izopropanol lub tetrahydrofuran w réznych proporcjach. Najkorzystniejsze
rozdzielenie uzyskano stosujac liniowo wzrastajace stezenie acetonitrylu w mieszaninie

acetonitryl / wodatkwas trifluorooctowy (99,95+0,05, v/v) od 3% do 48% (t¢c = 27 min)
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(Ryc. 27), jakkolwiek w tych warunkach salikortyna (tg = 13,5 min) stabo rozdzielata si¢
od 5-O-glukozydu naryngeniny (tg = 13,9 min), obecnego w wyciagach z kory wierzby
purpurowej 1 wawrzynkowej (Ryc. 28). 5-O-glukozyd naryngeniny (salipurpozyd) uzyto, jako
standard na etapie prac nad sktadem zespolow zwiazkow salicylowych w ekstraktach
metanolowych badanych gatunkéw wierzb.
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Ryc. 27. Chromatogramy HPLC-UV i HPLC-ELS mieszaniny glikozydéw fenolowych: 1 - salicyna, 2 - salikortyna,
3 - 2’-acetylosalikortyna, 4 - salidrozyd, 5 - piceina, 6 - helicyna, 7 - triandryna, 8 - populina, 9 - tremulacyna,
10 - 7-O-glukozyd naryngeniny. Kolumna Chromolith Performance Si potaczona z kolumng Chromolith Performance RP18e
(100 mm x 4,6 mm), elucja gradientowa G; (A — acetonitryl, B — woda / TFA (99,95/0,05; v/v): od 3 do 48 % A w A+B
(tc=27 min), t = 30°C, v = 1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: uktad off mode, temp. fazy ruchomej
w kapilarze - DTT = 113,2° C, predkos¢ przeptywu gazu - NGF =3,2 I/min, poziom 1;

Efektywne rozdzielenie obu zwiazkoéw wzorcowych z rdznica Atg = 5 min uzyskano
w warunkach gradientu liniowego o wzrastajacym stgzeniu od 3% do 53% tetrahydrofuranu
w mieszaninie tetrahydrofuran / wodat+kwas trifluorooctowy (99,95+0,05, v/v) (tg = 30 min)
(Ryc. 29,30). Zastosowanie tego uktadu do badan skryningowych ekstraktow metanolowych
utrudnialy obserwowane na chromatogramach, w czasie kolejnych rozdzieleh (n=135),

dryf linii zerowej oraz pogorszenie separacji — brak rozdzielenia populiny od tremulacyny.

97



Omowienie wynikow badan nad pochodnymi alkoholu salicylowego i innymi prostymi fenolami w korze wierzb

mVolt | 2

10
1200
800
11
500 1 i'
400 1 ' .
200 . | 9
uv
: 1 2
600 1
| |
400 — I | ! |
| |
{ | | | i'
200 | [
I | |! l .9'I
) \ , | ||| ELs
0 5 llﬂ 15 20 min

Ryc. 28. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. daphnoides klon 1095 (7004); 1 - salicyna, 2 - salikortyna,
9 - tremulacyna, 10 - 7-O-glukozyd naryngeniny, 11 — 5-O-glukozyd naryngeniny. Kolumna Chromolith Performance Si
potaczona z kolumng Chromolith Performance RP18e (100 x 4,6 mm), G; (A — acetonitryl, B - woda / TFA (99,95/0,05, v/v):
od 3 do 48 % A w A+B (tg = 27 min), t = 30°C, v = 1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: ukfad off mode,
DTT = 113,2° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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Ryc. 29. Chromatogramy HPLC-UV i HPLC-ELS mieszaniny glikozydow fenolowych: 1 - salicyna, 2 - salikortyna,
3 - 2’-acetylosalikortyna, 4 - salidrozyd, 5 - piceina, 6 - helicyna, 7 - triandryna, 8 - populina, 9 - tremulacyna,
10 - 7-O-glukozyd naryngeniny. Kolumna Chromolith Performance Si potaczona z kolumng Chromolith Performance RP18e
(100 mm x 4,6 mm), (A — tetrahydrofuran, B - woda / TFA (99,95/0,05, v/v): od 3 do 53 % A w A+B (g = 30 min), t = 30°C,
v =1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: uktad off mode, DTT = 112,8° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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Ryc. 30. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. daphnoides klon 1095 (7004); 1 - salicyna, 2 - salikortyna,
9 - tremulacyna, 10 - 7-O-glukozyd naryngeniny, 11 — 5-O-glukozyd naryngeniny. Kolumna Chromolith Performance Si
potaczona z kolumng Chromolith Performance RP18e (100 mm x 4,6 mm), (A — tetrahydrofuran, B - woda / TFA (99,95/0,05,
vIv): od 3 do 53 % A w A+B (ts = 30 min), t = 30°C, v = 1 mi/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: uktad off mode,
DTT = 112,8° C, NGF =3,2 imin, poziom 1.

W zwiazku z tym, w dalszych pracach uzyto acetonitryl, jako sktadnik fazy ruchome;.
Detekcj¢ badanych zwiazkéw prowadzono réwnolegle w swietle UV o dlugosci fali
A =268 nm oraz stosowano detektor $wiatta rozproszonego w uktadzie off mode na poziomie
pierwszym, przy predkosci przeptywu gazu nebulizujacego 3,2 l/min. Czasy retencji
zwiazkow salicylowych zawieraly si¢ miedzy 7 min a 23 min. Zastosowanie kolumny
monolitycznej znacznie skrocito czas analizy w porownaniu do rozdzielen uzyskanych
na kolumnie konwencjonalnej (z 50 min do 23 min) (Ryc. 25,27).

Istotng korzy$cia zastosowania detektora ELS byta lepsza selektywno$¢ i1 wyzsza
intensywno$¢ pikow zwiazkow salicylowych w stosunku do innych substancji obecnych
w ekstrakcie, przede wszystkim flawonoidow, w tym 5-O- 1 7-O-glukozydow
naryngeniny (Ryc. 28,30).

W  opracowanych warunkach analizy metoda HPLC-UV-ELS potwierdzono
wystgpowanie: 2’-acetylosalikortyny w korach gatunku S. alba (7032) 1 jego
klonie 1100 (7002), piceiny obok salicyny w korze S. herbacea (7030), salidrozydu w korze

S. triandra (7038) oraz triandryny w S. viminalis (7029) (Ryc. 31-34).
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Ryc. 31. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. triandra (7038); 4 — salidrozyd, 7 — triandryna. Kolumna
Chromolith Performance Si potgczona z kolumnag Chromolith Performance RP18e (100 x 4,6 mm), G : A — acetonitryl, B - woda
/ TFA (99,95/0,05, v/v), od 3 do 48 % A w A+B (tg = 27 min), t = 30°C, v = 1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS:
ukfad off mode, DTT = 113,2° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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Ryc. 32. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. herbacea (7030); 1 — salicyna, 2 — salikortyna, 5 — piceina.
Kolumna Chromolith Performance Si potagczona z kolumng Chromolith Performance RP18e (100 x 4,6 mm), G3: A — acetonitryl,
B — woda / TFA (99,95/0,05, v/v), od 3 do 48 % A w A+B (tg = 27 min), t = 30°C, v = 1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm,
detekcja ELS: uktad off mode, DTT = 113,2° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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Ryc. 33. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. viminalis (7029); 7 — triandryna. Kolumna Chromolith
Performance Si potaczona z kolumng Chromolith Performance RP18e (100 x 4,6 mm), G;: A — acetonitryl, B — woda / TFA
(99,95/0,05, viv), od 3 do 48 % A w A+B (tc = 27 min), t = 30°C, v = 1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: uktad

off mode, DTT = 113,2° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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Ryc. 34. Chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. alba klon 1100 (7001); 1 — salicyna, 2 — salikortyna,
3 - 2"-acetylosalikortyna, 7 — triandryna. Kolumna Chromolith Performance Si potaczona z kolumng Chromolith Performance
RP18e (100 x 4,6 mm), Gz: A — acetonitryl, B — woda / TFA (99,95/0,05, v/v), od 3 do 48 % A w A+B (tg = 27 min), t = 30°C,
v =1 ml/min, detekcja UV przy A= 268 nm, detekcja ELS: uktad off mode, DTT = 113,2° C, NGF =3,2 I/min, poziom 1.
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W przeciwienstwie do wynikow analiz przeprowadzonych metoda TLC
nie potwierdzono obecnosci populiny w korze S. daphnoides klon 1095 (7004) (Ryc. 23,28,
Tabl. 10). Ponadto stwierdzono, na podstawie intensywnos$ci pikéw na chromatogramie
fingerprint ELS, ze w zespole glikozydow fenolowych kory S. herbacea (7029) dominuje
piceina przy stosunkowo niskich stezeniach salicyny (Ryc. 32).

Na podstawie zebranych danych pisSmiennictwa jest to pierwsze doniesienie
o rozdzieleniu wieloskladnikowej mieszaniny zwiazkéw salicylowych metoda HPLC

z uzyciem detektora ELS.

1.2. Omowienie wynikow analizy iloSciowej salicyny wolnej i estrowo zwiazanej w korze
wierzb.

W celu oceny badanego materiatu roslinnego, jako zrédta nowych surowcow bogatych
w zwiazki salicylowe, opracowano metode oznaczania wolnej oraz estrowo zwiazanej
salicyny z uzyciem HPLC-UV.

Sumg zawartosci glikozydow fenolowych w korach wierzb badano w hydrolizatach
alkalicznych ekstraktow metanolowych i na tej podstawie oceniano przydatno$¢ surowca do
celow farmaceutycznych [37,151]. FP VI [55] wymaga dla kory wierzby jako surowca
leczniczego zawartosci glikozydéw fenolowych, w przeliczeniu na salicyng, na poziomie
co najmniej 1 % (10 mg/g), natomiast Farmakopea Europejska 1,5% (15 mg/g) [50].

W procedurze oznaczania zawarto$ci salicyny opisanej przez Cisowskiego i wsp. [37]
hydrolizat poddawano oczyszczaniu droga ekstrakcji ciecz-ciecz z uzyciem octanu etylu.
W niniejszej pracy przeprowadzono ocen¢ wydajnosci opisanego procesu oczyszczania
1 wykazano znaczne straty salicyny (dziewigciokrotny spadek) w porownaniu do surowego
hydrolizatu. Inne zrédla [55,151] podaja mozliwo$¢ oznaczenia zawartosci salicyny
bezposrednio z zobojetnionego hydrolizatu alkalicznego. Stosowanie tej metody przy
tak duzej liczbie prob, jaka obejmowaly badania byloby czasochtonne, wobec czego
zoptymalizowano warunki oczyszczania salicyny z wyciagu metanolowego metoda ekstrakcji
do fazy stalej — SPE (Solid Phase Extraction). W procesie optymalizacji zastosowano
kolumng szklang wypelniona modyfikowanym grupami oktadecylowymi zelem
krzemionkowym LiChroprep RP-18. Kolumng kondycjonowano acetonitrylem, a nastgpnie
mieszaning acetonitryl / woda (2+8, v/v). Salicyng po naniesieniu ekstraktu metanolowego
wymywano z kolumny ta sama mieszaning rozpuszczalnikow. W opracowanej metodzie SPE
odzysk salicyny wynosit: 97,67 % + 1,26.

Rozdzielanie chromatograficzne przeprowadzono na kolumnie Discovery C18,
(150 mm x 2,1 mm, 5 um) stosujac elucje izokratyczna w fazie ruchomej stanowiacej

mieszaning acetonitryl / woda / kwas fosforowy (7+92,91+0,09, v/v/v).
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Otrzymane wyniki wykazaly znaczne roznice w zawarto$ci salicyny w obrgbie
badanych egzemplarzy (Tabl. 11). Stezenie wolnej salicyny w korach wierzb miescito si¢
w zakresie od 1,2 mg/g suchego surowca do 24,7 mg/g, natomiast wolnej i estrowo zwiazanej
od 1,2 mg/g do 94,7 mg/g. Najwyzsze zawartosci wolnej salicyny > 20 mg/g odnotowano
dla kory wierzby purpurowej (7043) otrzymanej z firmy ,Labofarm™ (24,7 mg/g), kory
wierzby wawrzynkowej (7033) zebranej ze stanu dzikiego (22,8 mg/g) i kory klonu 1081
wierzby purpurowej (7007) (20,1 mg/g) pochodzacej z upraw Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego. W hydrolizatach alkalicznych ekstraktéw z wymienionych kor obserwowano
wzrost zawartosci salicyny odpowiednio do 52,4 mg/g, 48,7 mg/g i 25,6 mg/g, w przeliczeniu
na surowiec, co odpowiada sumie ilo$ci salicyny wolnej i powstalej z rozpadu jej estrowych
pochodnych np. salikortyny, obserwowanych na chromatogramach TLC (Ryc. 23, Tabl.11).

Dane pi$miennictwa potwierdzaja znaczne zrdznicowanie poziomu zawartosci
zwiazkéw salicylowych w gatunkach wierzb [10,16,178]. Jako bogate zrodia salicyny
literatura opisuje gatunki: S. caprea (43 mg/g) [178], S. daphnoides (49-56 mg/g) [10],
S. fragilis (39-102 mg/g) [10,178], S. myrsinifolia (69 mg/g) [229], S. phylicifolia (140 mg/g)
[101,104] i S. purpurea (60-110 mg/g) [10,178,229]. Natomiast w korze S. alba,
ktoéra monografie farmakopealne [50,55] opisuja obok S. purpurea 1 S. daphnoides,
jako rownorzedne zrodto surowca do celow leczniczych, zawarto§¢ pochodnych salicylowych
sigga zaledwie 28 mg/g [178,188,229].

Warto odnotowac, ze badania zawartosci glikozydow salicylowych w lisciach, korze,
drewnie 1 catych gatazkach roznych gatunkéw wierzb (S. caprea, S. myrsinifolia,
S. pentandra, S. purpurea), dowiodly znacznie wyzszych stezen tych zwiazkow (o 60-95%)
w korze [104,108].

W badanym materiale wysokie koncentracje wolnej salicyny — na poziomie > 10 mg/g
do 20 mg/g, obserwowano takze dla kory wierzby wawrzynkowej klon 1095 (7004), wierzby
purpurowej (7042) 1 jej klonow 1038 (7005), 1084 (7008), 1132 (7010), 1136 (7011),
1157 (7014), wierzby biatej lub wierzby purpurowej otrzymanej z firmy ,,Flos” (7040),
wierzby zielnej (7030) oraz kory klonu S. purpurea x daphnoides 1107 (7015). Po hydrolizie
alkalicznej obserwowano wzrost zawartosci salicyny dla przedstawionych powyzej taksondw,
z wyjatkiem ostatniego. Wysoka zawartoscia salicyny wolnej oraz najwyzsza w formie
zwiazanej charakteryzowata si¢ kora S. daphnoides klon 1095 (7004) — 15 mg/g i 94,7 mg/g,
odpowiednio (Tabl. 11). Z danych piSmiennictwa wynika, ze zawarto$¢ salicyny w korze
wierzby wawrzynkowej (S. daphnoides) zawiera si¢ od 8 do 11 mg/g, natomiast w formie
zwiazanych estrowo pochodnych od 49 do 56 mg/g [10,102]. Badany w niniejszej pracy klon
1095 S. daphnoides stanowi jedno z bogatszych zrédet salicyny wsrdd dotychezas opisanych
w literaturze [10,101,104,229].
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Tabl. 11. Zawarto$¢ salicyny wolnej i zwigzanej estrowo [mg/g] w korze gatunkéw i klondw z rodzaju Salix oznaczona metodg SPE-
HPLC.

Lp. Kora gatunku lub klonu Indeks Zawartos¢ [mg/g] ‘
MeOH H,

1. Salix acutifolia 7031 7,7+0,11 37,0+0,21

2. S. alba 7032 1,2 £ 0,04 5,7+0,11

3. S. alba klon 1100 7001 6,8 £ 0,09 35,8+0,24

4. S. x americana klon 1036 7002 1,3+0,05 1,2+ 0,08

5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 - 5,8 £ 0,09

6. S. daphnoides klon 1095 7004 15,0 £ 0,21 94,7 + 0,31

7. S. daphnoides 7033 22,8+0,32 48,7 £ 0,14

8. S. eriocephala 7034 6,8+0,14 54+0,10

9. S. x erythroflexuosa 7019 3,2+0,07 *

10. S. fragilis 7035 5,6 £ 0,08 15,9+0,12

11. S. fragilis var. sphaerica 7020 7,5+0,18 *

12. S. herbacea 7030 11,1+ 0,24 16,5+ 0,17

13. S. lapponum 7021 1,8 £0,05 *

14. S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 - 8,5+ 0,09

15. S. melanostachys 7022 2,2+0,03 *

16. S. nakamurana var. yezoalpina 7025 6,5+0,17 *

17. S. purpurea 7036 9,0 £0,08 27,2+0,16

18. S. purpurea 7037 7,0+£0,13 25,4+0,19

19. S. purpurea klon 1038 7005 15,7 £ 0,21 42,1 £0,22

20. S. purpurea klon 1067 7006 45+0,13 15,7 £ 0,11

21. S. purpurea klon 1081 7007 20,1 +£0,22 25,6 £0,16

22. S. purpurea klon 1084 7008 14,5 £ 0,09 24,8 £ 0,09

23. S. purpurea klon 1101 7009 8,5+0,08 19,2+0,12

24. S. purpurea klon 1132 7010 10,2+ 0,10 49,4 £ 0,22

25. S. purpurea klon 1136 7011 12,6 £0,12 66,3 £ 0,21

26. S. purpurea klon 1153 7012 - -

27. S. purpurea klon 1156 7013 4,5+ 0,09 3,5+£0,08

28. S. purpurea klon 1157 7014 10,0 £ 0,19 13,2+ 0,11

29. S. purpurea x daphnoides klon 1107 7015 13,4 £ 0,23 11,3+0,19

30. S. rosmarinifolia 7023 - *

31. S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026 - -

32. S. x sepulcralis 7027 3,9+£0,06 17,8 £ 0,09

33. S. silesiaca 7024 * *

34. S. triandra klon 1044 7016 - -

35. S. triandra klon 1045 7017 - -

36. S. triandra 7038 - -

37. S. viminalis 7029 - -

38. S. viminalis klon 1083 7018 7,7+0,12 31,6 +0,22

39. S. alba + S. purpurea 7039 8,7 £ 0,06 26,0 £0,15

40. S. alba lub S. purpurea 7040 12,0+ 0,13 18,8 £ 0,20

41. S. purpurea 7041 1,7 £ 0,09 1,3+0,07

42. S. purpurea 7042 10,3 £ 0,25 51,0 £ 0,22

43. S. purpurea 7043 24,7 £0,21 52,4 £ 0,26

Objasnienia:

MeOH - wyciag metanolowy z kory wierzby

H, — hydrolizat alkaliczny wyciagu metanolowego
(-) — zwiazek nie wystepuje

(*) — nie oznaczono

Wysoka zawarto$¢ salicyny wykazano rowniez w hydrolizatach alkalicznych
wyciagow z S. purpurea klon 1136 (7011) (66,3 mg/g) i 1132 (7010) (49,4 mg/g)
oraz S. purpurea (7042) firmy ,,Herbapol” Wroctaw (51,0 mg/g) (Tabl. 11). Wyniki analiz
TLC hydrolizatu alkalicznego ekstraktu metanolowego klonu S. purpurea x daphnoides

1107 (7015) potwierdzity w korze brak estrowych pochodnych salicyny.
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W 19 taksonach sposrod 43 badanych, wykazano zawarto$¢ wolnej salicyny
na poziomie 1,2 mg/g — 9 mg/g. Najnizsza zawartoscia charakteryzuje si¢ kora S. alba (7032)
(1,2 mg/g) pochodzaca z egzemplarza dziko rosnacego oraz kory: S. x americana klon 1036
(7002) (1,3 mg/g) z kolekcji Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego, S. lapponum (7021)
1 8. melanostachys (7022) z upraw Ogrodu Botanicznego w Rogowie oraz S. purpurea (7042)
,Herbapolu” Gdansk. W tej grupie wierzb wzrost zawarto$ci salicyny po hydrolizie
alkalicznej w zakresie od 5,4 mg/g do 37,0 mg/g, obserwowano dla gatunkéw i klonow:
S. acutifolia (7031), S. alba (7032) 1 S. alba klon 1100 (7001), S. fragilis (7035),
S. % sepulcralis (7027), S. viminalis (7029) oraz dla mieszanki kory S. alba i S. purpurea
(7039) firmy ,,Kawon” (Tabl. 11).

Wierzba kaspijska (S. acutifolia) jest przez niektérych autoréw [83] klasyfikowana
jako podgatunek wierzby wawrzynkowej (S. daphnoides). Wyniki przeprowadzonych analiz,
jakosciowych i ilosciowych, ukazujace zblizony sktad zespotow zwiazkéw salicylowych
w korach naturalnie wystgpujacych przedstawicieli obu gatunkéw, moga potwierdza¢ ich
bliskie pokrewienstwo (Tabl. 10,11).

Dla kory klonu 1100 wierzby biatej wykazano wyzsze od dotychczas opisanych
[10,188,229] dla gatunku S. alba stezenie salicyny — 35,8 mg/g, podczas gdy literatura podaje
zawartosci od 16 do 28 mg/g [188].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze kolekcja wierzb Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego stanowi cenne zrodto surowca Salicis cortex o bardzo wysokich zawarto$ciach
salicyny na tle danych literaturowych [10,102,188,222,229]. Sa to mianowicie klony
S. daphnoides klon 1095 (7004) (94,7 mg/g ), S. purpurea klon 1136 (7011) (66,3 mg/g)
oraz S. alba klon 1100 (7001) (35,8 mg/g) (Tabl. 11).

1.3. Omowienie wynikow badan nad innymi pochodnymi prostych fenoli.

Na chromatogramach TLC (Tabl. 12) i HPTLC (Tabl. 16) ekstraktow eterowych
wyciagow metanolowych oraz kwasnych 1 zasadowych hydrolizatow wigkszosci
analizowanych gatunkow i klondw wierzby, obserwowano w $wietle UV o dlugosci fali
A =254 nm obecnos¢ zwiazku 5, ktéry pod wptywem zdiazowanego kwasu sulfanilowego
wybarwiat si¢ na kolor brunatno-czerwony (Tabl. 12). Zwiazek w $wietle widzialnym,

w wyniku szybko zachodzacego procesu utleniania, byt widoczny jako bezowo-szara plama.

Tabl. 12. Wartosci hRg zwigzku 5 w stosowanych uktadach chromatograficznych TLC.

Uktad chromatograficzny Wartosci hRe
Faza stacjonarna Faza ruchoma zwiazku 5
TLC celuloza mrowczan sodu / kwas mrowkowy / woda 10+1+200, v/v (S1o) 72
TLC RP-18 metanol / woda / kwas mrowkowy 40+60+6, v/v (S3) 49
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Zwiazek 5 otrzymano w formie biatego, krystalicznego osadu, z wyciagu
metanolowego z kory S. purpurea (7043), metoda preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowe] na ztozu stanowiacym modyfikowany grupami propylodiolowymi zel
krzemionkowy z uzyciem wielokrotnej elucji gradientowej — MGD (hRr = 64) (Tabl. 16).
Wykorzystano warunki rozdzielania chromatograficznego, zoptymalizowane dla celéw
analizy jakoSciowej zespotow fenolokwasow w korze wierzb.

Strukturg¢ zwiazku 5 okreslono metodami spektroskopii w UV, spektrometrii
masowej — EI-MS (Electron Impact — Mass Spectrometry) oraz spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego 'H NMR oraz >C NMR. Widmo UV zwiazku 5 charakteryzowalo si¢
obecnoscia dwoch maksimoéw absorpcji przy dlugosci fali A = 220 nm 1 280 nm. Obecny
w widmie EI-MS jon molekularny o warto$ci m/z 110 jest zgodny z masa czasteczkowa

dihydroksybenzenu (C¢HsO», m.cz. 110 Da) (Ryc. 35).
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Ryc. 35. Widmo EI-MS zwigzku 5.

W widmie '"H NMR zwiazku 5 przy & 6,71 i 8 6,59 obserwowano dwa dwuprotonowe
dublety dubletow o statych sprzg¢zenia J = 5,7/3,4 Hz, ktore przypisano odpowiednio
protonom H-4,5 oraz H-3,6 uktadu o-difenolu [73]. Z kolei obecny w widmie 'H NMR przy
0 8,81 dwuprotonowy singlet odpowiada dwom grupom OH wiazanym przez wegle w pozycji
C-1 1 C-2 [142]. Struktur¢ zwiazku jako o-hydroksypochodnej fenolu potwierdza widmo
PCNMR, w ktorym sygnaty & 1453, 8 119,2 i & 115,7 przypisano odpowiednio weglom
C-1,2, C-3,4 oraz C-5,6 [142]. W oparciu o powyzsze dane zwiazek 5 zidentyfikowano, jako
1,2-dihydroksybenzen (1,2-benzenodiol) — pirokateching (Ryc. 36).

Nazwa zwiazku zalecana przez Migedzynarodowa Uni¢ Chemii Czystej 1 Stosowane;j

(IUPAC) jest pirokatechol (ang. pyrocatechol) [84].
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OH

Ryc. 36. Wz6r strukturalny pirokatecholu.

Obecnos¢ pirokatecholu ujawniono chromatograficznie (MGD-HPTLC, Tabl. 16)
w korze 29 sposrod 43 badanych gatunkéw i klonéw wierzby (Tabl. 13). Jedynie
w S. amygdalina x viminalis klon 1155 (7003), S. eriocephala (7034), S. sachalinensis
‘Sekka’ (7026), S. triandra (7038) 1 jej klonach 1044 (7016), 1045 (7017) oraz S. purpurea
(7041), otrzymanej z,Herbapolu” Gdansk nie stwierdzono wystgpowania pirokatecholu,
zarbwno w formie wolnej oraz jako produktu hydrolizy kwasowej i zasadowej (surowe
wyciagi metanolowe 1 ich ekstrakty eterowe oraz hydrolizaty). Podobnie zwiazek nie
wystepowatl w ekstraktach metanolowych z kor: S. melanostachys (7022), S. rosmarinifolia
(7023) 1 8. silesiaca (7024) (Tabl. 13).

Dotychczas w obregbie rodzaju Salix wystepowanie pirokatechiny odnotowano
w lisciach Salix capitata [112]. Ponadto w $wiecie roslinnym pirokatechol zidentyfikowano
w nasionach koli (Cola sp., Sterculiaceae) [51], lisciach starzgsli rozestanej (Gaultheria
procumbens, Ericaceae) [51], smole drzewnej (Pix liquida) otrzymywanej z rdznych
gatunkéw nalezacych do rodziny Pinaceae [51], korzeniach Byrsonima intermedia [41]
i suchych sokach — zywicach, zwanych ,.kino” np. kino malabarskie z gatunku Pterocarpus
marsupium (Leguminosae), kino bengalskie (Butea frondosa, Leguminosae), czy Kkino
eukaliptusowe — czerwona guma (Eucalyptus rostrata, E. camaldulensis, Myrtaceae) [51,90].
Pochodnymi pirokatecholu sa toksyczne, alergizujace w kontakcie ze skora, urusziole
wystepujace w soku kanaléw zywicznych sumaka jadowitego (Rhus toxicodendron,
Anacardiaceae) [84] oraz w lisciach mitorzgbu (Ginkgo biloba, Ginkgoaceae) [203].

W oparciu o wyniki badan Julkunen-Titto i Meier [106] mozna przypuszczac,
ze pirokatechol powstaje w korze wierzb w wyniku rozpadu zwiazkow salicylowych. Autorki
opisaty szlaki rozpadu salicyny 1 jej estrowych pochodnych w procesach enzymatycznych
oraz okreslity wptyw pH $rodowiska na ich trwato§¢. W $rodowisku zasadowym nastgpuje
rozpad wiazania estrowego w czasteczce salikortyny, tremulacyny i 2’-acetylosalikortyny.
Proces prowadzi do odiaczenia 1-hydroksy-6-okso-2-cyclohekseno-1-karbonylu —
ugrupowania obecnego w tego typu potaczeniach. Powstajacy w wyniku spontaniczne]
dekarboksylacji ~ 6-hydroksycyklohekseno-2-on  (6-HCH)  czg$ciowo utlenia  sig
do pirokatecholu (Ryc. 37). Pozostale produkty rozpadu stanowia odpowiednio glikozydy:

salicyna, tremuloidyna i 2’-acetylosalicyna.
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Tabl. 13. Obecnos¢ pirokatechiny w wyciggach i hydrolizatach z kory wierzby oznaczona metodg TLC.

Lp. Kora gatunku lub klonu Indeks MeOH Kw K. K
1. Salix acutifolia 7031 Sl. Sl. + ++
2. S. alba 7032 8l. Sl. + ++
3. S. alba klon 1100 7001 8l. + ++ +
4. S. americana klon 1036 7002 Sl. + + +
5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 - - - -
6. S. daphnoides klon 1095 7004 + + +++ ++
7. S. daphnoides 7033 Sl. $l. +++ ++
8. S. eriocephala 7034 - - - -
9. S. x erythroflexuosa 7019 + * * *
10. | S. fragilis 7035 + + sl ++
11. S. fragilis var. sphaerica 7020 $l. * * *
12. S. herbacea 7030 Sl Sl + +
13. S. lapponum 7021 + * * *
14. S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 + + - ++
15. | S. melanostachys 7022 - * * *
16. | S. nakamurana var. yezoalpina 7025 $l. * * *
17. S. purpurea 7036 sl + ++ +++
18. S. purpurea 7037 Sl. + ++ ++
19. S. purpurea klon 1038 7005 sl Sl. + ++
20. S. purpurea klon 1067 7006 - + - +
21. S. purpurea klon 1081 7007 Sl. Sl + ++
22. S. purpurea klon 1084 7008 sl. + + ++
23. S. purpurea klon 1101 7009 + + +
24. S. purpurea klon 1132 7010 + + ++ ++
25. | S. purpurea klon 1136 7011 + + ++ +++
26. S. purpurea klon 1153 7012 sl Sl. + +
27. S. purpurea klon 1156 7013 - Sl. + -
28. S. purpurea klon 1157 7014 - + + +
29. S. purpurea x daphnoides klon 1107 7015 Sl - - +
30. S. rosmarinifolia 7023 - * * *
31. S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026 - - - -
32. | S. x sepulcralis 7027 + + + +
33. S. silesiaca 7024 - * * *
34. S. triandra klon 1044 7016 - - - -
35. S. triandra klon 1045 7017 - - - -
36. S. triandra 7038 - - - -
37. S. viminalis 7029 8l. Sl. 8l. 8l.
38. S. viminalis klon 1083 7018 - - + +
39. | S.alba+ S. purpurea 7039 + + ++ ++
40. S. alba lub S. purpurea 7040 + + ++ ++
41. | S. purpurea 7041 - - - -
42. S. purpurea 7042 Sl. + ++ +
43. S. purpurea 7043 + + ++ +

Adsorbent: celuloza, faza ruchoma: mréwczan sodu/woda/kwas/mréwkowy (10+200+1, v/viv) oraz adsorbent: zel

krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v).
Objasnienia:

MeOH - wycigg metanolowy z kory wierzby

Ky — ekstrakt eterowy wyciggu metanolowego

K, — ekstrakt eterowy hydrolizatu alkalicznego wyciagu metanolowego
Ky — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasnego wyciaggu metanolowego
(-) — zwiazek nie wystepuje

(8l.) — zawarto$¢ sladowa

(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawarto$¢

(+++) — wysoka zawarto$¢

(*) — nie oznaczono
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Ryc. 37. Schemat procesu rozpadu estrowych pochodnych salicyny na przyktadzie salikortyny.

W $rodowisku kwasnym jedynie salikortyna ulega rozpadowi do saligeniny (alkoholu
salicylowego), glukozy i 6-HCH — prekursora pirokatecholu, ktéry w tych warunkach (pH<1)
jest stosunkowo stabilny [106]. Trwalo$¢ pozostalych estrowych pochodnych salicyny:
2’-acetylosalikortyny, tremulacyny 1 2’-acetylosalicyny ttumaczy si¢ ochronnym wptywem
acetylacji grup cukrowych [106].

W zwiazku z tym, postanowiono okresli¢ zawarto$¢ pirokatechiny w tych korach,
ktore  charakteryzowaly  si¢  najwyzsza  zawartoscia  zwiazkéw  salicylowych,
w tym salikortyny, i moga stanowi¢ potencjalne zrédlo surowca leczniczego, mianowicie
S. daphnoides klon 1095 (7004) iS. alba klon 1100 (7001). Ponadto w badaniach
uwzgledniono material roslinny, pochodzacy ze stanu dzikiego, stanowiacy surowiec zielarski
firmy ,,Herbapol” Wroctaw — S. purpurea (7042) oraz kory rosnacych w warunkach
naturalnych S. acutifolia (7031) 1 S. daphnoides (7033) w przeciwienstwie do pochodzace;j
z upraw kory firmy ,,Labofarm” — S. purpurea (7043).

Do badan przeznaczono ekstrakty metanolowe 1 frakcje eterowe wyciagdéw
metanolowych oraz hydrolizatow kwasowych 1 zasadowych w celu oceny zawartosci
pirokatechiny wolnej i powstajacej w wyniku proceséOw hydrolitycznych.

W analizie iloSciowe] pirokatecholu wykorzystano uktad chromatograficzny
z adsorbentem typu HPTLC Diol i gradientem MGD, stosowanym w izolacji zwiazku
oraz w badaniach jakosciowych (Tabl. 16). Chromatogramy analizowano densytometrycznie,

stosujac skanowanie meandrem przy dtugosci fali A = 254 nm (Ryc. 38).
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Ryc. 38. Densytogram rozdzielenia MGD-HPTLC ekstraktéw eterowych z kory S. purpurea (7042): A — wyciggu metanolowego,
B — hydrolizatu zasadowego, C — hydrolizatu kwasowego, 1 — pirokatechina. Adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol, elucja
gradientowa MGD-HPTLC (Tabl. 16).

Analiz¢ pirokatecholu technika MGD-HPTLC w ekstraktach metanolowych
uniemozliwiata duza ilo$¢ substancji balastowych (S. acutifolia (7031), S. daphnoides klon
1095 (7004), S. daphnoides (7033), S. purpurea (7042) i (7043)) przy niskich stezeniach
oznaczanego zwiazku — ponizej granicy wykrywalnosci (LOQ = 200 ng) (Tabl. 2). Natomiast
oznaczenie zwiazku bylo mozliwe w ekstraktach eterowych frakcji wodnych wyciagow
metanolowych z kor wierzb. Jednoczesnie, oceng zawartosci pirokatechiny w ekstraktach
metanolowych, bez etapu oczyszczania probki, umozliwita metoda HPLC opracowana w celu
weryfikacji wynikow uzyskanych metoda MGD-HPTLC. Rozdzielanie prowadzono
na kolumnie Discovery HS C-18 (75 mm x 4,6 mm, 3 pum) stosujac elucj¢ gradientowa
w mieszaninie acetonitryl / woda+tkwas octowy (99,9+0,1, v/v) o wzrastajacym stgzeniu
acetonitrylu od 2% do 17% (tc = 20 min) oraz detekcj¢ UV przy dlugosci
fali A =280 nm (Ryc. 39).

Wspotczynnik korelacji wynikéw oznaczen ilo§ciowych uzyskanych metoda HPLC
1 HPTLC wyni6st 0,9905.
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Ryc. 39. Chromatogram HPLC rozdzielenia ekstraktow eterowych z kory S. purpurea (7042): A — wyciggu metanolowego,
B - hydrolizatu zasadowego, C - hydrolizatu kwasowego, 1 — pirokatechina. Kolumna Discovery HS C-18 (75 x 4,6 mm x 3 um),
elucja gradientowa Gq: (A — acetonitryl, B — woda+kwas octowy 99,9+0,1; v/v), od 2 do 17 % A w A+B (tc = 20 min), t = 20°C,
detekcja UV przy A= 280 nm.

Ilo$¢ pirokatecholu w badanych probach zawierala si¢ w granicach od 0,05 mg/g
do 12,57 mg/g suchej masy surowca (Tabl. 14). Najwyzsza zawarto$¢ pirokatechiny
(2,25 mg/g) charakteryzowata korg S. purpurea (7043) pochodzaca z plantacji firmy
,Labofarm”. Oznaczona zawarto$¢ byla dziesigciokrotnie wyzsza w poréwnaniu do kory tego
gatunku zebranej ze stanu dzikiego — S. purpurea (7042), w ktorej ilos¢ zwiazku wynosita
0,22 mg/g (Tabl. 14).

W oznaczeniach metoda HPLC odnotowano dwukrotnie wyzsze stgzenie
pirokatechiny w ekstrakcie eterowym wyciagu metanolowego z kory S. purpurea (7042)
w poréwnaniu do zawarto$ci zwiazku oznaczonej w surowym ekstrakcie (0,22 mg/g
10,099 mg/g, odpowiednio). Z kolei wyniki oznaczen pirokatecholu w ekstrakcie eterowym
metoda MGD-HPTLC 1 ekstrakcie metanolowym metoda HPLC byty zblizone (0,12 mg/g
10,099 mg/g, odpowiednio) (Tabl. 14). Mozna wyjasni¢ to ko-ekstrakcja eterem etylowym
innych sktadnikow obecnych w wyciagu metanolowym, ktére migruja na kolumnie HPLC

w tym samym czasie co katechol.
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Tabl. 14. Zawartos¢ pirokatechiny w wyciggach metanolowych i ich ekstraktach eterowych oraz hydrolizatach oznaczona
metodg HPLC i MGD-HPTLC.

Zawartos¢ pirokatechiny [mg/g]

Gatunek/klon HPLC MGD-HPTLC

1 S. purpurea (MeOH) 2,25+ 0,07 *

2 S. purpurea (Ky) 7043 2,34 +0,12 2,12+ 0,09
3 S. purpurea (K;) 7043 3,05+ 0,09 2,64 + 0,08
4. S. purpurea (K) 7043 0,50 + 0,05 0,35+ 0,07
5. S. daphnoides klon 1095 (MeOH) 7004 0,21+ 0,04 *

6 S. daphnoides klon 1095 (K.,) 7004 0,56 + 0,02 0,53 + 0,03
7 S. daphnoides klon 1095 (K,) 7004 12,57 £ 0,11 11,06 £ 0,12
8. S. daphnoides klon 1095 (Ky) 7004 3,71 £0,09 3,85+ 0,06
9. S. purpurea (MeOH) 7042 0,099 + 0,03 *

10. | S. purpurea (Ky) 7042 0,22 + 0,05 0,12 + 0,05
11. | S. purpurea (K,) 7042 1,77 £ 0,02 1,95 + 0,09
12. | S. purpurea (K) 7042 1,98 + 0,03 1,48 £ 0,07
13. | S. albaklon 1100 (MeOH) 7001 0,08 £ 0,01 0,09 + 0,03
14. | S. albaklon 1100 (Ky) 7001 0,14 £ 0,02 0,11+ 0,02
15. | S. alba klon 1100 (K,) 7001 5,23 + 0,04 5,72+ 0,11
16. | S. alba klon 1100 (K) 7001 1,05 £ 0,08 1,12 £ 0,07
17. | S. acutifolia (MeOH) 7031 0,05 + 0,01 *

18. | S. daphnoides (MeOH) 7033 0,05 + 0,01 *

Objasnienia:

(MeOH) — wyciag metanolowy z kory wierzby

(Kw) — ekstrakt eterowy wyciggu metanolowego

(K.) - ekstrakt eterowy hydrolizatu alkalicznego wyciagu metanolowego
(K) - ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasnego wyciggu metanolowego

(

*

) — nie oznaczono

Zgodnie z wynikami badan Julkunen-Titto 1 Meier [106] odnotowano znacznie wyzsze
stezenia pirokatechiny w hydolizatach zasadowych w poréwnaniu do kwasowych (Tabl. 14).
Wysoka zawartos¢ salikortyny w korze S. daphnoides klon 1095 (7004) (r6znica zawartos$ci
salicyny caltkowitej i wolnej) (Tabl. 14) wyjasnia, w §wietle tych danych, najwyzszy wzrost
zawartosci zwiazku w hydrolizatach ekstraktu metanolowego kory tego klonu, przy czym
ilo§¢ pirokatechiny powstalej w wyniku hydrolizy zasadowej byla prawie pigciokrotnie
wyzsza niz w przypadku kwasowej (3,71 mg/g i 12,57 mg/g, odpowiednio). Podobne roéznice
obserwowano dla S. alba klon 1100 (7001) (1,05 mg/g i 5,23 mg/g, odpowiednio) (Tabl. 14).

Obserwowane wysokie stezenie wolnego katecholu w korze wierzby firmy
,Labofarm” (7043) na tle oznaczonej zawartosci zwiazkow salicylowych (Tabl. 11),
nie potwierdza jednoznacznie pochodzenia zwiazku jedynie jako produktu rozpadu
tych polaczen. Wysoka zawarto$¢ zwiazku w korze S. purpurea (7043) moze wynikaé
z mechanicznego zbioru surowca i domieszek drewna. Kanitskaya 1 wsp. [111] wykryli duza
liczbg jednostek pirokatecholu w ligninie kory bawelny (Gossypium sp.).

Obecnos¢ pirokatechiny w korach niektdrych wierzb, w $wietle danych o jej dziataniu
kancerogennym 1 genotoksycznym [3,76,192,205] nasuwa pytanie o bezpieczenstwo
stosowania surowca, w tym przede wszystkim jednorocznych galezi, stanowiacych wedtug

monografii Farmakopei Europejskiej surowiec rownocenny z kora [50].
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2. Omowienie wynikow badan zespolow fenolokwasow w korze wierzb.

W badanym materiale roslinnym zespoty fenolokwaséw rozpoznano wobec
trzydziestu substancji wzorcowych, pochodnych kwasu benzoesowego i cynamonowego.
Stosowano techniki chromatografii planarnej — TLC 1 HPTLC. W celu chromatograficznej
identyfikacji wolnych oraz estrowo lub glikozydowo zwiazanych fenolokwaséw, analizie
poddano wyciagi metanolowe z kory wierzb i frakcje eterowe wyciagdéw metanolowych
oraz hydrolizatow zasadowych i kwasnych.

Badania fenolokwasow w matrycach roslinnych najczgsciej sa prowadzone w oparciu
o chromatografi¢ cienkowarstwowa [61,70,146,147,167,185,212,214]. W gatazkach i liSciach
Salix myrsinifolia, kwas chlorogenowy zidentyfikowano metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej [103], natomiast frakcje fenoli w drewnie S. caprea analizowano
metoda chromatografii gazowej z uzyciem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) [187].

Wstepne badania metoda TLC, prowadzono w ukladzie czgsto stosowanym w analizie
fenolokwasow w surowcach ros§linnych, w ktorym faze stacjonarng stanowi celuloza, a faze
ruchoma mieszanina rozpuszczalnikow: woda / mréwczan etylu / kwas mrowkowy
(200+10+1, v/v/v). Sposrdd trzydziestu substancji wzorcowych stanowiacych fenolokwasy,
wtych  warunkach, nie wuzyskano rozdzielenia nastgpujacych grup kwasow:
2,3-dihydroksybenzoesowego, 2,4-dimetoksybenzoesowego i dihydrokawowego; kawowego,
ferulowego 1 izoferulowego; gentyzynowego, cynamonowego 1 a-rezorcylowego
oraz f3- , y-rezorcylowego i chlorogenowego (Tabl. 15). Rozdzielenia na ztozu celulozowym
charakteryzuja si¢ znacznym rozmyciem plam analizowanych zwiazkéw, co obniza
selektywno$¢ separacji w ekstraktach. Natomiast zaleta uktadu jest mozliwos¢ identyfikacji
form cis 1 trans pochodnych kwasu cynamonowego. Stosowany na celulozie zdiazowany
kwas sulfanilowy, jako odczynnik wywotujacy, charakterystycznie wybarwia plamy
fenolokwasow, co obok warto$ci wspotczynnika zatrzymania (Rg) dodatkowo potwierdza
tozsamo$¢ zwiazku (Tabl. 15).

Réwnolegle badania zespoléw fenolokwasow prowadzono na zelu krzemionkowym
modyfikowanym grupami oktadecylowymi RP-18, stosujac mieszaning: metanol / woda /
kwas mrowkowy (40+60+6, vA/v), jako fazg ruchoma (Tabl. 15). W warunkach tych
rozdzielono izomery kwasu hydroksycynamonowego, mianowicie kwasy o0-, m-
1 p-kumarowy. Uzyskano takze dobre rozdzielenie kwasu kawowego i1 dihydrokawowego,
ktéory pod wplywem zdiazowanego kwasu sulfanilowego wybarwial si¢ na kolor

brunatno-czerwony (Tabl. 15).
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Tabl. 15. Wartosci hRe (Re x 100) wzorcowych fenolokwaséw w stosowanych uktadach chromatograficznych — TLC i HPTLC.

Lp. Substancja wzorcowa Wartos¢ hRr (Rr x 100)
I ] n v
1. Kwas salicylowy 71c* 37 17 c* 6,3
2. Kwas m-hydroksybenzoesowy 74 2z 34 42z 49
3. Kwas p-hydroksybenzoesowy 61z 43 43 p 52
4. Kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy 65r 60 32 4,6
5. Kwas B-rezorcylowy 50 cz 36 32 zbr 7
6. Kwas gentyzynowy 56 cz 38 40 br 4
7. Kwas y-rezorcylowy 52 cz 46 40 zbr 3,4
8. Kwas protokatechowy 46 p 15 61 br 44
9. Kwas a-rezorcylowy 55 cz 7,9 - 32
10. | Kwas 2,4-dimetoksybenzoesowy 66 68 14 79
11. | Kwas weratrowy - 66 19 73
12. | Kwas galusowy 38 kr 4,5 77 br 31
13. | Kwas wanilinowy 47 p 55 39 zp 62
14. | Kwas syryngowy 43 m 47 38z 73
15. | Kwas homowanilinowy 85cz 74 42 68
16. | Kwas homogentyzynowy 79 66 76 binb 13
17. | Kwas cynamonowy 56 69 9 63
18. | Kwas o-kumarowy 38p - 20 -
19. | Kwas m-kumarowy 33p 35 22m -
20. | Kwas p-kumarowy 25m 41 28 cz 42
75m 39
21. | Kwas ferulowy 16 f 50 32 52
66 f
22. | Kwas izoferulowy 16r 39 23 szr 41
67r 46
23. | Kwas kawowy 15 szr 15 44 36
66 szr
24. | Kwas synapinowy 10 szr 48 24 3,4
55 szr 82
25. | Kwas dihydrohydrokawowy 65 cz 14 52 czbr 54
26. | Kwas 4-metoksycynamonowy 26 71 6 75
27. | Kwas 3,4-dimetoksycynamonowy 15 65 8 69
72 12
28. | Kwas elagowy - - 15 1,7
29. | Kwas chlorogenowy 52¢c - 55 br 3,4
71c
30. | Kwas rozmarynowy 27 - - 3,5
58
Objasnienia: | — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/v/v); Il — adsorbent: zel krzemionkowy
HPTLC Diol, gradient MGD (Tabl.16); lll — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);

IV - adsorbent: poliamid, faza ruchoma chloroform/metanol/keton metylo-etylowy (40+20+30, v/V/v).

(*) — zabarwienie plam zwigzkéw wzorcowych otrzymane pod wptywem derywatyzacji zdiazowanym kwasem sulfanilowym: binb — bladoniebieski,
br — brunatny, ¢ — cytrynowy, cz — czerwony, czbr —czerwonobrunatny, cz — ciemnozétty, f — fioletowy, kr — kremowy, m — malinowy,
p - pomaranczowy, r — rézéwy, sz- szary, szr — szaro-rézowy, z — zotty, zbr — zétto-brunatny, zp — zétto-pomaranczowy.

W  rezultacie prac nad zespolami zwiazkdéw fenolowych w korze wierzb,
zoptymalizowano warunki rozdzielania mieszaniny jedenastu fenolokwasow technika
wielokrotnej elucji gradientowej] — MGD [145,146], wykorzystane wczesniej w analizie
kwasu p-kumarowego w rodzinie Solanaceae [185]. Rozdzielenia prowadzono na Zelu
krzemionkowym z chemicznie zwigzanymi grupami diolowymi, z uZyciem mieszaniny
rozpuszczalnikow: chloroform / heksan / octan etylu o wzrastajacym od 10% do 25% stgzeniu

octanu etylu w kolejnych etapach gradientu (Tabl. 16).
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Tabl. 16. Program elucji gradientowej technikg MGD-HPTLC stosowany na zelu krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi.

Etap elucji gradientowej

Faza ruchoma (v/v/v)

| Chloroform + heksan 7+3, (Viv)
Octan etylu 2 3 4

Kwas mrowkowy 0,001 - -

Zastosowanie techniki HPTLC-MGD w analizie alkaloidow, antocyjanow
1 kardenolidow w ekstraktach roslinnych opisata Matysik [146].

Chromatogramy poczatkowo rozwijano na dystansie 8 cm. Uwzgledniajac dtugi czas
analizy (90 min) podjeto probg separacji mieszaniny substancji wzorcowych na dystansie
4cm, co w rezultacie umozliwilo rozwijanie chromatograméw z dwoch stron ptytki
chromatograficznej. Separacj¢ prowadzono w komorze poziomej, w warunkach
nienasyconych. Stosujac technikg¢ MGD (Tabl. 16) rozdzielono wszystkie sposrod
11 obecnych w mieszaninie fenolokwaséw, mianowicie: kwasy a-rezorcylowy, kawowy,
m-hydroksybenzoesowy, p-kumarowy, p-hydroksybenzoesowy, syryngowy, ferulowy,

wanilinowy, weratrowy, cynamonowy i 4-metoksycynamonowy (Ryc. 40, Tabl. 15).

8.0 120 !é.ﬂ 200 40 Zé_D 3zo 36,0 40.0 440 48,0 mm

1500.0 B

80 120 16,0 20,0 240 280 320 36,0 40,0 440 mm

Ryc. 40. Densytogramy rozdzielenia mieszaniny wzorcowych fenolokwaséw: A — mieszaniny zwigzkéw 1-8, 10-11,
B - mieszaniny zwigzkéw 3-4,7,9-10: 1 — kwas o- rezorcylowy, 2 — kwas kawowy, 3 — kwas m-hydroksybenzoesowy,
4, 4 - p-kumarowy (forma cis i trans), 5 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 6 — kwas syryngowy, 7 — kwas ferulowy, 8 — kwas

wanilinowy, 9 — kwas weratowy, 10 — kwas cynamonowy, 11 — 4-metoksycynamonowy. Adsorbent: Zel krzemionkowy
HPTLC - Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).

Opracowany uktad chromatograficzny umozliwia separacj¢ izomeréw o-, m- i p-
kwasu benzoesowego oraz grupy kwaséw dihydroksybenzoesowych rozniacych sig

strukturalnie potozeniem grup hydroksylowych w pierscieniu aromatycznym (Tabl. 15).
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W celu rozdzielenia kwasé6w wanilinowego 1 syryngowego obok synapinowego,
ktorego nie zapewnialy powyzej opisane uklady, na adsorbencie poliamidowym uzyto faze
ruchoma: chloroform / metanol / keton metylo-etylowy (40+20+30, v/v) (Tabl. 15). W tych
warunkach kwas ferulowy oddzielat si¢ od izomeru — kwasu izoferulowego z wysoka
warto$cia AhRp = 11 (Tabl. 15). Ztoze poliamidowe zastosowano po raz pierwszy w analizie
fenolokwasow [61,69,70,146,167,214]. Podobnie jak w przypadku chromatogramow
otrzymanych na ztozu celulozowym, obserwowano charakterystyczne zabarwienie plam
fenolokwasow pod wptywem derywatyzacji zdiazowanym kwasem sulfanilowym.

W przeciwienstwie do adsorbentéw celulozowego i poliamidowego, na ztozu
diolowym mozliwe bylo uzycie jedynie par amoniaku, jako odczynnika wywolujacego
fenolokwasy. Jednoczesnie, pod wptywem odczynnika tymolowego, opisanego w literaturze
jako specyficzny dla pochodnych salicylowych [10], obserwowano charakterystyczne zotte
zabarwienie metoksylowych pochodnych kwasu cynamonowego. Specyficzne oddziatywanie
odczynnika tymolowego na zlozu diolowym z fenolokwasami posiadajacymi grupy
metoksylowe: kwasy ferulowy, izoferulowy, 4-metoksycynamonowy,
3,4-dimetoksycynamonowy i synapinowy, mozna wykorzysta¢ w rozpoznawaniu tego typu
polaczen w matrycach roslinnych.

W oparciu o porownanie wartosci hRp oraz charakterystyczne zabarwienie plam
zwiazkow pod wptywem odczynnika wywolujacego, w badanych korach wierzb, w formie
wolnej lub zwiazanej glikozydowo, badZz estrowo, zidentyfikowano: kwas
p-hydroksybenzoesowy (41 przedstawicieli gatunkéow 1 klondéw), salicylowy (38),
p-kumarowy (36), cynamonowy (33), wanilinowy (31), chlorogenowy (26), protokatechowy
(26), ferulowy (22), kawowy (14), gentyzynowy (12), galusowy (10), a-rezorcylowy (7),
syryngowy (3) 1 dihydrokawowy (3) (Tabl. 17-26).

Obok fenolokwas6éw, na chromatogramach wigkszo$ci hydrolizatow 1 niektorych
ekstraktow eterowych wyciagdw metanolowych, obserwowano pirokateching, jako zwiazek
dominujacy (Ryc. 41-43, Tabl. 13). Ponadto w hydrolizatach kwasnych ekstraktow
metanolowych z kory S. acutifolia (7031), S. daphnoides klon 1095 (7004), S. daphnoides
(7033), S. eriocephala (7034), S. fragilis (7035), S. herbacea (7030), S. purpurea (7036),
(7037) 1 klonow 1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008), 1132 (7010), 1136 (7011), 1153
(7012), 1157 (7014), S. viminalis (7029) i jej klonu 1083 (7018) oraz z kory wierzb z firm
zielarskich: (7039), (7040), (7042) i (7043) stwierdzono wystgpowanie naryngeniny
(Ryc. 41,42, Tabl. 17-26).

116



Omowienie wynikow badan nad fenolokwasami w korze wierzb

Tabl. 17. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:
Salix acutifolia (7031), S. alba (7032), S.alba klon 1100 (7001) i S. x americana klon 1036 (7002).

Lp. S. acutifolia S. alba (7032) S. alba 1100 S. x americana
Zwiazek (7031) (7001) 1036 (7002)
I I 1 | Il i I 1 I Il ]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + + + + +
3. | Kwas cynamonowy + + +
4. | Kwas ferulowy + +
5. | Kwas galusowy + +
6. | Kwas gentyzynowy
7. | Kwas kawowy + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + ++ + +
11. | Kwas a-rezorcylowy
12. | Kwas salicylowy + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + + +
15. | Apigenina + + +
16. | Izosalipurpozyd ++ +
17. | Ester izosalipurpozydu +
18. | Kemferol ++ + +
19. | Kwercetyna + + + + + +
20. | Luteolina
21. | Mirycetyna + +
22. | Naryngenina + + +++ +
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu +
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny +
27. | 7-O-glukozyd luteoliny
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny ++
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny ++
30. | Rutyna
Objasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego

Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego

(+) — niska zawartos¢

(++) — $rednia zawarto$¢
(+++) — wysoka zawartos$¢
Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 18. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:
S. amygdalina x viminalis 1155 (7003), S. daphnoides klon 1095 (7004), S. daphnoides (7033) i S. eriocephala (7034).

Lp. S. amygdalina x S. daphnoides S. daphnoides S. eriocephala
Zwiazek vimi(n7a(;i§31)155 1095 (7004) (7033) (7034)
| Il 1] | I 1 I I 1 | I 1]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + + + +
2. Kwas chlorogenowy + + ++ + + + T
3. | Kwas cynamonowy + + + + + + + +
4. | Kwas ferulowy + + +
5. | Kwas galusowy +
6. | Kwas gentyzynowy + +
7. Kwas kawowy ++ + + + + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy +
12. | Kwas salicylowy + + ++ + + + +
13. | Kwas syryngowy +
14. | Kwas wanilinowy + + T T ¥
15. | Apigenina + + + +
16. | Izosalipurpozyd +++ + + +
17. | Ester izosalipurpozydu ++ +
18. | Kemferol
19. | Kwercetyna + + + + +
20. | Luteolina +
21. | Mirycetyna + +
22. | Naryngenina + + +++ + +4++ + +
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny + +
27. | 7-O-glukozyd luteoliny +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny ++ Jr
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny +++ ++
30. | Rutyna +
Objasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawartos¢

(++) — $rednia zawarto$¢

(+++) — wysoka zawartos$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Omowienie wynikow badan nad fenolokwasami w korze wierzb

Tabl. 19. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:

S. fragilis (7035), S. herbacea (7030), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) i S. purpurea (7036).

Lp. S. fragilis (7035) S. herbacea S. matsudana S. purpurea
Zwigzek (7030) ‘Tortuosa’ (7028) (7036)
| Il 1 Il I | Il 1 | Il N
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + + ++ + +
3. | Kwas cynamonowy + + + + ++
4. | Kwas ferulowy
5. | Kwas galusowy + +
6. | Kwas gentyzynowy + +
7. | Kwas kawowy + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy +
12. | Kwas salicylowy + + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + +
15. | Apigenina + + + + + + + +
16. | Izosalipurpozyd +
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol + + +
19. | Kwercetyna + ++ + +
20. | Luteolina
21. | Mirycetyna + + +
22. | Naryngenina + + + + ++
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny +
27. | 7-O-glukozyd luteoliny
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny ++
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny +
30. | Rutyna
Objasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawartos¢

(++) — $rednia zawarto$¢

(+++) — wysoka zawartos$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Omowienie wynikow badan nad fenolokwasami w korze wierzb

Tabl. 20. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:
S. purpurea (7037), i S. purpurea klon 1038 (7005), S. purpurea klon 1067 (7006) i S. purpurea klon 1081 (7007).

Lp. S. purpurea S. purpurea 1038 | S. purpurea 1067 | S. purpurea 1081
Zwiazek (7037) (7005) (7006) (7007)
| Il 1 | I i I I 1 | Il ]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + +
3. | Kwas cynamonowy + + + + + +
4. | Kwas ferulowy + + + + + +
5. | Kwas galusowy
6. | Kwas gentyzynowy + +
7. | Kwas kawowy
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy + +
12. | Kwas salicylowy + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + +
15. | Apigenina + + + +
16. | Izosalipurpozyd + + + +
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol + +
19. | Kwercetyna + + + +
20. | Luteolina
21. | Mirycetyna ++ +
22. | Naryngenina + + +++ + + + + + +
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu +
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny
27. | 7-O-glukozyd luteoliny + + +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny ++ +
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny + + +
30. | Rutyna
Objasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawartos¢

(++) — $rednia zawarto$¢

(+++) — wysoka zawartos$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 21. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:

S. purpurea klon 1084 (7008), S. purpurea klon 1101 (7009), S. purpurea klon 1132 (7010) i S. purpurea klon 1136 (7011).

Lp. S. purpurea 1084 | S. purpurea 1101 | S. purpurea 1132 | S. purpurea 1136
Zwiazek (7008) (7009) (7010) (7011)

| I 1 | I 1 | I 1 I I 1]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + +
3. | Kwas cynamonowy + + + + + + +
4. | Kwas ferulowy + + + + +
5. | Kwas galusowy
6. | Kwas gentyzynowy + +
7. | Kwas kawowy + + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy ++ + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy +
12. | Kwas salicylowy + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + + + +
15. | Apigenina + + +
16. | Izosalipurpozyd + + ++ +
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol + +
19. | Kwercetyna + + + + + ++ ++
20. | Luteolina
21. | Mirycetyna
22. | Naryngenina + + + + + +++ + +++
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny +
27. | 7-O-glukozyd luteoliny + +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny + ++ ++
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny + + +
30. | Rutyna

Obijasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego

Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
11l — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego

(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawartos$¢
(+++) — wysoka zawarto$¢
Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikonéw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréowkowy (200+10+1, v/v/v); G — adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 22. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktéow eterowych z kory wierzby:
S. purpurea klon 1153 (7012), S. purpurea klon 1156 (7013), S. purpurea klon 1157 (7014) i S. purpurea x daphnoides klon

1107 (7015).

Lp. S purpurea 1153 | S. purpurea 1156 | S. purpurea 1157 S. purpurea x
Zwiazek (7012) (7013) (7014) daphnoides 1107
(7015)
I I 1] | Il 1 | Il 1 I I 1
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + + +
2. | Kwas chlorogenowy
3. | Kwas cynamonowy + + + + +
4. | Kwas ferulowy + +
5. | Kwas galusowy
6. | Kwas gentyzynowy +
7. | Kwas kawowy
8. | Kwas dihydrokawowy +
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy +
12. | Kwas salicylowy + + + + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + +
15. | Apigenina + + + + +
16. | Izosalipurpozyd + +
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol ++ +
19. | Kwercetyna +
20. | Luteolina +
21. | Mirycetyna +
22. | Naryngenina + + ++ + ++
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu +
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny
27. | 7-O-glukozyd luteoliny +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny + +
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny +
30. | Rutyna
Obijasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
11l — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawarto$¢

(+++) — wysoka zawarto$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikonéw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréowkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 23. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:
S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. x sepulcralis (7027), S. triandra klon 1044 (7016) i S. triandra klon 1045 (7017).

Lp. S. sachalinensis S. x sepulcralis S. triandra 1044 S. triandra 1045
Zwiazek ‘Sekka’ (7026) (7027) (7016) (7017)
I I 1] | Il i I I 1 I I ]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + ++ ++ + + + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + + +
3. | Kwas cynamonowy + +++ | HH+ + + + + + +
4. | Kwas ferulowy + + +
5. | Kwas galusowy + + +
6. | Kwas gentyzynowy
7. | Kwas kawowy + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy
12. | Kwas salicylowy + + + + + +
13. | Kwas syryngowy +
14. | Kwas wanilinowy + + + + +
15. | Apigenina + + + +
16. | Izosalipurpozyd
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol + ++
19. | Kwercetyna ++ + ++ + + +
20. | Luteolina
21. | Mirycetyna + + + + + +
22. | Naryngenina +
23. | 7-O-glukozyd apigeniny + +
24. | 3-O-glukozyd kemferolu
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny +
27. | 7-O-glukozyd luteoliny + +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny
30. | Rutyna +
Objasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego

Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego

(+) — niska zawartos¢

(++) — $rednia zawarto$¢
(+++) — wysoka zawartos$¢
Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréwkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 24. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:
S. triandra (7038), S. viminalis (7029), S. viminalis klon 1083 (7018) i firmy ,Herbapol” Gdansk (7041).

Lp. S. triandra (7038) S. viminalis S. viminalis 1083 S. purpurea
Zwiazek (7029 (7018) (7041)
| Il 1 | Il i | I 1 | I 1]
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + + + + ++
2. | Kwas chlorogenowy + ++
3. | Kwas cynamonowy ++ + + + +
4. | Kwas ferulowy + + + +
5. | Kwas galusowy +
6. | Kwas gentyzynowy
7. Kwas kawowy
8. | Kwas dihydrokawowy + +
9. | Kwas protokatechowy + + +
10. | Kwas p-kumarowy + + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy
12. | Kwas salicylowy + + + + + +
13. | Kwas syryngowy
14. | Kwas wanilinowy + + + + +
15. | Apigenina +
16. | Izosalipurpozyd +
17. | Ester izosalipurpozydu
18. | Kemferol ++
19. | Kwercetyna + ++ + +
20. | Luteolina + ++
21. | Mirycetyna + ++
22. | Naryngenina + + +
23. | 7-O-glukozyd apigeniny
24. | 3-O-glukozyd kemferolu +
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny
27. | 7-O-glukozyd luteoliny +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny +
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny
30. | Rutyna +
Obijasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
11l — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawartos$¢

(+++) — wysoka zawarto$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikonéw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréowkowy (200+10+1, v/v/v); G — adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tabl. 25. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstraktow eterowych z kory wierzby:

firmy: ,Kawon” (7039), ,Flos” (7040), ,Herbapol” Wroctaw (7042) i ,Labofarm” (7043).

Lp. Kora wierzby Kora wierzby S. purpurea S. purpurea
Zwiazek Kawon® (7039) | 10" (7040) (7042) (7043)
I I 1] | Il I | Il 1 I I 1
1. | Kwas p-hydroksybenzoesowy + ++ ++ + + + +
2. | Kwas chlorogenowy + + ++ + +
3. | Kwas cynamonowy + + + + + +
4. | Kwas ferulowy + + + + +
5. | Kwas galusowy +
6. | Kwas gentyzynowy + + +
7. | Kwas kawowy + + +
8. | Kwas dihydrokawowy
9. | Kwas protokatechowy +
10. | Kwas p-kumarowy ++ + + + + + +
11. | Kwas a-rezorcylowy +
12. | Kwas salicylowy + + + + + + +
13. | Kwas syryngowy +
14. | Kwas wanilinowy + + + +
15. | Apigenina + + + + + + +
16. | Izosalipurpozyd ++ ++ + ++ +
17. | Ester izosalipurpozydu ++
18. | Kemferol + + + +
19. | Kwercetyna + ++
20. | Luteolina +
21. | Mirycetyna +
22. | Naryngenina + + ++ + ++ + ++ + ++
23. | 7-O-glukozyd apigeniny +
24. | 3-O-glukozyd kemferolu +
25. | 7-O-ramnozyd kemferolu + +
26. | 3-O-glukozyd kwercetyny
27. | 7-O-glukozyd luteoliny +
28. | 5-O-glukozyd naryngeniny + + +++ ++
29. | 7-O-glukozyd naryngeniny + ++
30. | Rutyna +
Obijasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego

Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
IIl — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego

(+) — niska zawartos$¢

(++) — $rednia zawarto$¢
(+++) — wysoka zawartos$¢
Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikondw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréowkowy (200+10+1, v/viv); G — adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Tab. 26. Fenolokwasy i flawonoidy zidentyfikowane metodami TLC i HPTLC w zespotach ekstrakiéw metanolowych z kory
wierzby: A — S. erythroflexuosa (7019), B — S. fragilis var. sphaerica (7020), C — S. lapponum (7021), D — S. melanostachys
(7022), E -S. rosmarinifolia (7023), F — S. silesiaca (7024), G — S. nakamurana var. yezoalpina (7025).

Lp. Zwigzek A B C D E G
1. Kwas p-hydroksybenzoesowy + + + +
2. Kwas chlorogenowy +
3. Kwas cynamonowy + ++
4. Kwas ferulowy
5. Kwas galusowy ++
6. Kwas gentyzynowy
7. Kwas kawowy
8. Kwas dihydrokawowy
9. Kwas protokatechowy + + +
10. Kwas p-kumarowy + +
11. Kwas o-rezorcylowy
12. Kwas salicylowy + +
13. Kwas syryngowy
14. Kwas wanilinowy
15. Apigenina
16. Izosalipurpozyd
17. Ester izosalipurpozydu
18. Kemferol
19. Kwercetyna
20. Luteolina ++
21. Mirycetyna
22. Naryngenina + + +
23. 7-O-glukozyd apigeniny
24. 3-O-glukozyd kemferolu ++ ++
25. 7-O-ramnozyd kemferolu
26. 3-O-glukozyd kwercetyny
27. 7-O-glukozyd luteoliny
28. 5-O-glukozyd naryngeniny
29. 7-O-glukozyd naryngeniny
30. Rutyna
Obijasnienia:

| — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego
Il — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego
11l — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego
(+) — niska zawarto$¢

(++) — $rednia zawartos¢

(+++) — wysoka zawarto$¢

Stosowane uktady chromatograficzne: A — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikonéw (kwas octowy / kwas solny
/ woda 30+3+10, v/v/v); B — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas
solny / woda 5+3+82, v/v/v); C — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), D — adsorbent:
celuloza, faza ruchoma: 15% kwas octowy, E — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v),
F - adsorbent: celuloza, faza ruchoma: woda/mréwczan sodu/kwas mréowkowy (200+10+1, v/v/v); G — adsorbent: Zzel krzemionkowy HPTLC Diol,
gradient MGD (Tabl.16); H — adsornebt: zel krzemionkowy RP-18, faza ruchoma: metanol/woda/kwas mréwkowy (40+60+6, v/v/v);
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Ryc. 41. Chromatogram rozdzielenia zwigzanych glikozydowo fenolokwaséw z badanych gatunkéw rodzaju Salix: A — ekstrakt
eterowy hydrolizatu kwasowego z kory S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), B — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego z kory
S. purpurea (7042), C — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego z kory S. purpurea klon 1136 (7011), D — ekstrakt eterowy
hydrolizatu kwasowego z kory S. daphnoides (7033), E — ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego z kory S. herbacea (7030),
F - ekstrakt eterowy hydrolizatu kwasowego z kory S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028): 1 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 2 — kwas
p-kumarowy, 3 — naryngenina 4 — kwas ferulowy, 5 — kwas wanilinowy, 6 — pirokatechina, 7 — kwas cynamonowy. Adsorbent:
zel krzemionkowy HPTLC-Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).

A A
1000,0-1
500,01
| R S ] - W S
‘m'n_ 1 T 1 T 1 T T T J o
80 120 16,0 20,0 240 280 20 36,0 400 | mm
1000,0-
500,0
] T~ SEE oy 1
=00 T T T T T T T T
80 120 180 200 240 280 azo 36,0 400 440 mm
500,01

10000 D
5
5000 4
3 7
00
-m'o T T T T T L T T T
B.O 120 16.0 200 240 0 azo 360 40,0 440 mm

Ryc. 42. Densytogramy ekstraktéw eterowych hydrolizatéw kwasowych z kory wierzb: A — S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028),
B - S. alba (7032), C — S. daphnoides (7033), D — S. purpurea (7042): 1 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 2 — kwas kawowy,
3 - kwas wanilinowy, 4 — pirokatechina, 5 — naryngenina, 6 — kwas p-kumarowy, 7 — kwas cynamonowy. Adsorbent: zel
krzemionkowy HPTLC-Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).
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Dla badanych kor wierzby, obserwowano wigksze zrdéznicowanie skladu
fenolokwasow w hydrolizatach kwasnych w poréwnaniu do zasadowych (Ryc. 41-46,
Tabl. 17-25). W hydrolizatach kwasnych wigkszosci analizowanych klonow i gatunkéw, obok
kwasu p-hydroksybenzoesowego stwierdzono obecnos$¢ kwasu salicylowego (Tabl. 17-25).
Wyjatek stanowity S. alba (7032) oraz klony: 1038 (7005), 1101 (7009) i 1156 (7013)
gatunku S. purpurea. Kwas p-hydroksybenzoesowy dominowatl w zespotach hydrolizatow
kwasnych ekstraktow metanolowych z surowcéw firm: ,, Kawon” (7039), ,,Flos” (7040)
i,,Herbapol” Gdansk (7041). Czgsto obserwowanym na chromatogramach HPTLC
produktem rozpadu potaczen glikozydowych byt kwas cynamonowy (22 gatunki i klony)
(Tabl. 17-25), natomiast szczego6lnie wysokimi st¢zeniami tego zwiazku, obok nizszych
koncentracji  kwaséw:  p-hydroksybenzoesowego, p-kumarowego 1  ferulowego,
charakteryzowat si¢ hydrolizat alkaliczny z gatunku S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
(Ryc. 43,44, Tabl. 23). W $wietle danych pisSmiennictwa [157,158] jest to wynik rozpadu

sachalizydéw, stanowiacych estrowe pochodne kwasu cynamonowego.

Ryc. 43. Chromatogram rozdzielenia wolnych oraz zwigzanych estrowo fenolokwaséw z badanych gatunkéw rodzaju Salix:
A - ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego z kory S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), B — ekstrakt eterowy wyciagu
metanolowego z kory S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), C — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego z kory S. purpurea (7042),
D — ekstrakt eterowy wyciaggu metanolowego z kory S. purpurea (7042), E — ekstrakt eterowy hydrolizatu zasadowego z kory
S. daphnoides klon 1095 (7004), F — ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego z kory S. daphnoides klon 1095 (7004),
G - ekstrakt eterowy wyciagu metanolowego z kory S. purpurea klon 1136 (7011): 1 — kwas a- rezorcylowy, 2 — kwas kawowy,
3 - kwas p-kumarowy, 4 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 5 — kwas syryngowy, 6 — kwas ferulowy, 7 — kwas wanilinowy,
8 - pirokatechina, 9 — kwas cynamonowy. Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).

W grupie badanych kor wierzb odnotowano takze znaczne rozpowszechnienie kwasoéw
wanilinowego 1 protokatechowego, wystepujacych w postaci wolnej (21 gatunkow i klonéw)
lub jako zwiazane glikozydowo (19) (Tabl. 17-26). Ponadto kwas wanilinowy zawieraly
hydrolizaty alkaliczne z kory S. purpurea klon 1132 (7010) 1 1136 (7011) oraz S. daphnoides
klon 1095 (7004). Obecnos$¢ estrowo zwiazanego kwasu protokatechowego odnotowano
w korach gatunku S. fragilis (7035), kultywaru S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) i klondéw:
S. alba klon 1100 (7001), S. daphnoides klon 1095 (7004), S. purpurea klon 1101 (7009)
oraz 1136 (7011) (Tabl. 17-26).
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Ryc. 44. Densytogramy ekstraktéw eterowych z kory S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026): A — wyciagu metanolowego (frakcja
kwaséw wolnych), B — hydrolizatu zasadowego (frakcja kwaséw zwigzanych estrowo), C — hydrolizatu kwasowego (frakcja
kwaséw zwigzanych glikozydowo): 1 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 2 — kwas cynamonowy, 3 — kwas p-kumarowy, 4 — kwas
ferulowy, 5 — kwas wanilinowy. Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC-Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).

Kwas p-kumarowy najczgsciej obserwowano w hydrolizatach alkalicznych badanych
gatunkow 1 klonow (31 gatunkéw i klondw). Zwykle towarzyszyly mu kwasy cynamonowy,
gentyzynowy, chlorogenowy lub ferulowy, m.in. w gatunkach i klonach: S. daphnoides
(7033), S. eriocephala (7034), S. fragilis (7035), S. sachalinensis ‘Sekka’(7026), S. triandra
klon 1044 (7016), S. viminalis klon 1083 (7018), S. amygdalina *x wiminalis klon 1155
(7003), S purpurea (7036), (7037), (7039) i klony 1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008),
1101 (7009) oraz S. purpurea * daphnoides klon 1107 (7015) (Tabl. 17-25). Kwasu
p-kumarowego nie zidentyfikowano w zadnej z form — wolnej lub zwiazanej glikozydowo,
w gatunkach 1 klonach: S. purpurea klon 1153 (7012), S. triandra (7038), S. lapponum
(7021), S. melanostachys (7022), S. rosmarinifolia (7023), S. silesiaca (7024)
1 S. nakamurana var. yezoalpina (7025) (Tabl. 22,24,26).

Jedynie w 3 korach stwierdzono obecno$¢ kwasu syryngowego, mianowicie
w S. daphnoides klon 1095 (7004), S. purpurea (7042) 1 S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
(Tabl. 18,23,25).
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Obecnos¢ wolnego kwasu galusowego wyrozniata kory S. acutifolia (7031),
S. melanostachys (7022), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) 1 S. daphnoides klon 1095 (7004)
oraz surowce z firm ,,Herbapol” Wroctaw (7042) i1 ,,Herbapol” Gdansk (7041). Ponadto kwas
galusowy wystgpowat w hydrolizatach kwasnych ekstraktéw metanolowych z kory S. fragilis
(7035), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) oraz klonow gatunku S. triandra 1044 (7016)
11045 (7018) (Tabl. 17-19,23-26).

W hydrolizatach alkalicznych z S. viminalis (7029), S. purpurea klon 1153 (7012)
1S. purpurea  (7041) ,Herbapolu” Gdansk obserwowano wystgpowanie kwasu
dihydrokawowego (Tabl. 22,24). Zwiazek ten jest bardzo rzadko spotykany w $wiecie
roslinnym. Dotychczas kwas dihydrokawowy (kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propionowy)
zidentyfikowano we frakcji zwiazkéw fenolowych marynowanych, czarnych owocow oliwki
(Olea europaea, Oleaceae) [177]. Ester kwasu dihydrokawowego — mykonozyd jest
markerem chemotaksonomicznym rodzaju Ramonda i Haberlea (Gesneriaceae) [98].

Sposréd 43 analizowanych gatunkéw 1 klonéow jedynie w korze dwoch klonow
wierzby, mianowicie S. purpurea 1136 klon (7011) i1 S. daphnoides klon 1095 (7004)
oraz w korze firmy ,Herbapol” Wroctaw, ujawniono wystgpowanie kwasu o-
rezorcylowego (Tabl. 18,21,25). Natomiast w korach wierzb rosnacych w $rodowisku
naturalnym: S. daphnoides (7033), S. fragilis (7035), S. purpurea (7037) oraz pochodzacych
z kolekcji Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego klonach S. purpurea 1067 (7006) i 1157
(7014) stwierdzono obecno$¢ form glikozydowych tego fenolokwasu (Tabl. 18-20,22).
Wczedniej wystgpowanie kwasu a-rezorcylowego (kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy)
odnotowano w lisciach Asclepias syriaca [212] 1 Secamone afzelli (Asclepiadaceae) [167],
zielu Platycodon grandiflorum (Campanulaceae) [147] oraz w ogonkach lisciowych Rheum
undulatum i R. rhaponticum (Polygonaceae) [214].

Analiza zespotow fenolokwasow gatunkow dotychczas nie rozpoznanych w zakresie
sktadu chemicznego, potwierdzita obecno$¢ w obrgbie rodzaju Salix nastepujacych
fenolokwasow: kwasu p-hydroksybenzoesowego (S. x erythroflexuosa (7019),
S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. x sepulcralis (7027), S. silesiaca (7024)), kwasu
p-kumarowego (S. x erythroflexuosa (7019), S. x sepulcralis (7027)), kwasu chlorogenowego
(S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. x sepulcralis (7027)), kwasu protokatechowego
(S. x sepulcralis (7027), S. silesiaca (7024), S. nakamurana var. yezoalpina (7025)), kwasu
cynamonowego 1 salicylowego (S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. silesiaca (7024),
S. x sepulcralis (7027)), kwasu ferulowego, kawowego 1 wanilinowego (S. x sepulcralis
(7027)) oraz ujawnity wystepowanie kwasu galusowego w korze gatunku S. melanostachys

(7022) (Tabl. 23,26).
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Fenolokwasy sa grupa zwiazkéw rozpoznana w niewielkim stopniu w obrgbie
przedstawicieli rodzaju Salix. W charakterystyce chemicznej wierzb wymienia si¢ obecnos¢
kwaséw: p-hydroksybenzoesowego, wanilinowego, p-kumarowego, syryngowego, ferulowego i
kawowego [3,89]. W drewnie gatunkow S. nigra, S. babylonica 1 S. eriocephala wystgpuja
kwasy: p-hydroksybenzoesowy, wanilinowy, syryngowy i ferulowy [89,187], natomiast
w drewnie S. caprea obok dominujacego kwasu salicylowego, rowniez kwas wanilinowy oraz
kwasy 4-hydroksycynamonowy 1 ferulowy [187]. Kwas p-kumarowy zidentyfikowano w S.
alba [47], chlorogenowy w S. myrsinifolia, protokatechowy icynamonowy w lisciach S.
capitata [103,112,227]. W lisciach S. babylonica wystgpowal kwas p-kumarowy i kawowy
obok estru benzylowego 2’-acetylo-B-glukozydu kwasu gentyzynowego [117,209]. Glikozydy
innych fenolokwaséw, mianowicie ferulowego i p-kumarowego wykryto w korze S. gilgiana
[131].

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych metoda TLC analiz jako$ciowych (Ryc. 41,
42,45,46,48,49) mozna stwierdzi¢, ze w korze wierzb bardziej rozpowszechnione sa pochodne
glikozydowe niz wolne 1 estrowo zwiazane fenolokwasy (Ryc. 41-46, Tabl. 17-25). W $wietle
zebranych danych literaturowych [3,47,89,103,112,131,187,209,227] po raz pierwszy w korze
wierzb wykazano obecno$¢ kwasow: dihydrokawowego, a-rezorcylowego i galusowego
(Tabl. 18-25).
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Ryc. 45. Denzytogramy ekstrakiéw eterowych z kory S. daphnoides klon 1095 (7004): A — wyciagu metanolowego (frakcja
kwaséw wolnych), B — hydrolizatu zasadowego (frakcja kwaséw zwigzanych estrowo), C — hydrolizatu kwasowego (frakcja
kwasoéw zwigzanych glikozydowo): 1 — kwas kawowy, 2 — p-kumarowy, 3 — p-hydroksybenzoesowy, 4 — naryngenina, 5 — kwas
wanilinowy, 6 — pirokatechina, 7 — kwas cynamonowy. Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC-Diol, elucja gradientowa — MGD
(Tabl. 16).
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Ryc. 46. Densytogramy ekstraktéw eterowych z kory S. purpurea (7042): A — wyciggu metanolowego (frakcja kwaséw wolnych),
B — hydrolizatu zasadowego (frakcja kwaséw zwigzanych estrowo), C — hydrolizatu kwasowego (frakcja kwaséw zwigzanych
glikozydowo): 1 — pirokatechina, 2 — naryngenina, 3 — kwas p-kumarowy, 4 — kwas wanilinowy, 5 — kwas cynamonowy.
Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC-Diol, elucja gradientowa — MGD (Tabl. 16).

Wyniki analiz TLC dla niektorych zwiazkéw, obecnych w ekstraktach eterowych
wyciagow metanolowych, potwierdzono metoda HPLC w systemie jednowymiarowym.
Rozdzielanie prowadzono na kolumnie Lichrospher 100 RP-18e (250 mm X 4 mm, 5 pm)
stosujac liniowo-skokowa elucje gradientowa w mieszaninie metanol / woda+tkwas
ortofosforowy (99+1, v/) o zmiennym stgzeniu metanolu 1 zmiennej predkosci przeptywu
fazy ruchomej (Tabl. 1). Warunki rozdzielania zoptymalizowano dla mieszaniny dwudziestu
trzech substancji wzorcowych — kwasy: galusowy, protokatechowy, a-rezorcylowy,
p-hydroksybenzoesowy, gentyzynowy, [-rezorcylowy, chlorogenowy, wanilinowy,
m-hydroksybenzoesowy, kawowy, syryngowy, p-kumarowy, ferulowy, synapinowy,
salicylowy 1 cynamonowy oraz salicyna, katechina, 7-O-glukozyd luteoliny, 7-O-glukozyd
apigeniny, izosalipurpozyd, kwercetyna i kemferol (Ryc. 47).

W tych warunkach nie wuzyskano rozdzielenia kwasow gentyzynowego
1 B-rezorcylowego (Ryc. 47). Poréwnujac intensywnos¢ pikow niektorych zwiazkow
na chromatogramach HPLC z intensywno$cia ich plam na chromatogramach
cienkowarstwowych (Ryc. 48,49) stwierdzono, ze sygnaly HPLC nie stanowia pojedynczych
zwiazkow, ale sa mieszaninami kilku substancji. Rozpoznanie fenolokwaséw metoda HPLC
w systemie jednowymiarowym byto trudne i wymagato optymalizowania warunkow
rozdzielania praktycznie dla kazdej badanej matrycy roslinnej lub opracowania warunkéw

selektywnej ekstrakcji fenolokwasow.
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Ryc. 47. Chromatogram HPLC mieszaniny substancji wzorcowych: 1 — kwas galusowy, 2 — kwas protokatechowy, 3 — kwas
a-rezorcylowy, 4 — salicyna, 5 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 6 — katechina, 7 — kwas gentyzynowy i kwas B-rezorcylowy,
8 - kwas izochlorogenowy, 9 — kwas wanilinowy, 10 — kwas m-hydroksybenzoesowy, 11 — kwas kawowy 12 — kwas syryngowy,
13 — kwas p-kumarowy, 14 — kwas ferulowy, 15 — kwas synapinowy, 16 — kwas chlorogenowy, 17 — 7-O-glukozyd luteoliny,
18 - kwas salicylowy, 19 — 7-O-glukozyd apigeniny, 20 — izosalipurpozyd, 21 — kwas cynamonowy, 22 — kwercetyna,
47 - kemferol. Kolumna Lichrospher 100 RP-18e (250 mm x 4 mm, 5 ym), elucja gradientowa wedtug programu Gy, detekcja
UV przy 265 nm (0-22 min) i przy A=280 nm (22,1-90 min).

Ekstrakcje eterem etylowym stosuje si¢ z wyboru w analizie wolnych fenolokwaséw
w surowcach roslinnych. Zgorka i wsp. [253] do oczyszczania wyciagéw metanolowych
z owocOw olesnika dtugostupkowego (Libanotis dolichostyla), dla celow analizy dziewigciu
fenolokwasow (kwasy: galusowy, protokatechowy, chlorogenowy, p-hydroksybenzoesowy,
wanilinowy, kawowy, syryngowy, p-kumarowy 1 ferulowy) wykorzystali ekstrakcj¢ do fazy
statej (SPE), jako etap przygotowania probek do analizy fitochemiczne;.

Na podstawie wynikow analiz TLC z uzyciem densytometrii oraz uwzgledniajac
wyniki rozdzielen metoda HPLC stwierdzono, ze badane kory wierzb charakteryzuja si¢ niska
zawartoscia wolnych fenolokwasow. Jakkolwiek, do dalszych badan wyodrgbniono kory
trzech taksonow: S. purpurea (7042), S. daphnoides klon 1095 (7004) 1 S. sachalinensis
‘Sekka’ (7026) wyro6zniajace si¢ zréznicowanym skiadem jako$ciowym zespotow tych
zwiazkéw (Ryc. 44-46, 48, Tabl. 18,23,25). Przeznaczono je do szczegdtowej analizy metoda

dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej — 2D HPLC.
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Ryc. 48. Chromatogram HPLC ekstraktow eterowych z kory S. daphnoides klon 1095 (7004): A — wyciagu metanolowego,
B - hydrolizatu zasadowego, C - hydrolizatu kwasowego, 1 — kwas galusowy, 2 — kwas protokatechowy, 3 — kwas
a-rezorcylowy, 4 — salicyna, 5 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 6 — katechina, 9 — kwas wanilinowy, 11 — kwas kawowy,
13 - kwas p-kumarowy, 14 — kwas ferulowy, 16 — kwas chlorogenowy, 17 — 7-O-glukozyd luteoliny, 18 — kwas salicylowy,
20 - izosalipurpozyd, 21 — kwas cynamonowy, 22 — kwercetyna. Kolumna Lichrospher 100 RP-18e (250 mm x 4 mm, 5 ym),
elucja gradientowa wedtug programu Gy, detekcja UV przy 265 nm lub 1=280 nm
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Ryc. 49. Chromatogram HPLC ekstraktow eterowych z kory S. alba klon 1100 (7001): A — wyciagu metanolowego,
B -hydrolizatu zasadowego, C - hydrolizatu kwasowego, 2 — kwas protokatechowy, 4 — salicyna, 5 — kwas
p-hydroksybenzoesowy, 6 — katechina, 11 — kwas kawowy, 13 — kwas p-kumarowy, 16 — kwas chlorogenowy, 18 — kwas
salicylowy, 21 — kwas cynamonowy. Kolumna Lichrospher 100 RP-18e (250 mm x 4 mm, 5 um), elucja gradientowa wediug
programu G, detekcja UV przy 265 nm (0-22 min) i przy 2=280 nm (22,1-90 min).
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Liczni autorzy [15,36,97,129] wskazuja na aktywnos$¢ przeciwzapalng fenolokwasow.
Znanym fenolokwasem o dzialaniu przeciwzapalnym i przeciwgoraczkowym jest kwas
salicylowy — pochodna kwasu benzoesowego [36], natomiast spo$rdd pochodnych kwasu
cynamonowego aktywnos¢ przeciwzapalng i przeciwbolowa ujawniono dla kwasu kawowego
w dawce 10 mg/kg m.c. [15,97]. Kwas kawowo-jablkowy wyodrebniony z pokrzywy (Urtica
dioica) hamowal cyklooksygenaze z wartoscia ICso =38 ug/ml [97,186]. Efekt
przeciwzapalny niektérych fenolokwasow wynika z ich wlasciwosci antyoksydacyjnych
[129]. Ustalono, ze wychwytywanie wolnych rodnikow O,- przez kwasy galusowy
i protokatechowy hamuje proces fagocytozy i aktywno$¢ cyklooksygenazy [129]. Dzialanie
przeciwutleniajace wykazano rowniez dla kwasow: kawowego, ferulowego, chlorogenowego
1 cykoriowego [53,63,72,206].

W S$wietle wynikow przeprowadzonych badan chromatograficznych zespotow
fenolokwasow w korach wierzb, mozna przypuszczac, ze zwiazki te jedynie w niewielkim

stopniu wptywaja na efekt terapeutyczny surowca.
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3. Omowienie wynikow badan zwiazkow flawonoidowych w korze

gatunkow i klonow z rodzaju Salix.

Gatunki wierzb wykazuja duze zrdznicowanie w zakresie charakteru chemicznego
wystepujacych  w nich zwiazkéw flawonoidowych. Kory taksondw S. acutifolia,
S. daphnoides 1 S. purpurea zawieraja pochodne flawanonu — salipurpozyd (5-O-glukozyd
naryngeniny) 1 pruning (7-O-glukozyd naryngeniny) obok chalkonu — izosalipurpozydu
[109,149,251]. Obecnos¢ pochodnych flawonu ujawniono w gatunkach S. bakko, S. gilgiana,
S. matsudana, S. myrsinifolia 1 S. oritrepha [67,136,210,227,254]. Zwiazki flawonolowe
wystepuja  w S, chaenomeloides, S. pet-susu, S. sachalinensis 1 S. viminalis
[67,144,158,160,170]. Natomiast pochodne flawonolu obok pochodnych flawonu obecne sa
w S. alba, S. babylonica, S. caprea, S. lindleyana 1 S. triandra
[1,47,62,67,95,117,130,140,160,164,187, 228].

Sposrod  diglikozydow  flawonoidowych ~ odnotowano  obecno$¢  rutyny
oraz 3-O-diglukozydu ramnetyny odpowiednio w liSciach S. chaenomeloides, S. triandra,
S. acutifolia 1 S caprea [47,130,160,164,195] oraz w lisciach S. triandra [130]. Ponadto
w obrebie rodzaju Salix, w gatunkach S. alba 1 S. fragilis stwierdzono wystgpowanie dimeréw

flawonoidowych — amentoflawonu 1 kupressuflawonu [67].

3.1. Omoéwienie wynikow izolacji i identyfikacji zwigzkow flawonoidowych w korze
Salix purpurea (7043) firmy Labofarm.

Wstepna analiza chromatograficzna metoda chromatografii cienkowarstwowej (1D
12D-TLC) ekstraktu metanolowego z kory S. purpurea (7043) wykazata obecnos¢,
jako dominujacych, czterech zwiazkow flawonoidowych (zwiazki 1 — 4) (2% AICl;, pary
NHj3;, UV A =366 nm). Zwiazek 1 otrzymano w formie krystalicznej z potaczonych eluatow
107-125, z preparatywnej kolumny chromatograficznej wypetnionej poliamidem. Zwiazki 2,
3 i 4 rozdzielano z potaczonych eluatéw 36-42 z kolumny poliamidowej, metoda
semi-preparatywnej ~ wysokosprawnej  chromatografii =~ cieczowej na  kolumnie
Lichrosorb RP-18 (250 mm % 110 mm, 7 um) (zwiazki 2 i 3) (Ryc. 50) oraz re-chromatografii
na kolumnie grawitacyjnej wypetnionej zelem krzemionkowym (zwiazek 4).

W rozdzieleniach metoda semi-preparatywnej HPLC zastosowano dozowanie probki
z warstwy zelu krzemionkowego, stanowiacego wypelienie prekolumny potaczonej
z kolumna semi-preparatywna i uzytej jako kolumna dozujaca. Umozliwilo to prowadzenie
pojedynczych rozdzielen dla wigkszych objgtosci proby, niz w przypadku zastosowania petli

dozujace;.
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Ryc. 50. Preparatywny chromatogram HPLC ekstraktu metanolowego z kory S. purpurea (7043). Prekolumna (125 mm x 4 mm)
wypetniona zelem krzemionkowym LiChroprep™ RP-18 (40-63 pum) i kolumna Lichrosorb RP-18 (250 mm x 110 mm, 7 um),
elucja gradientowa Gy,: (A — acetonitryl, B — woda) od 2 % do 60% A w A+B ( tg = 150 min), detekcja UV przy A=280 nm.

W eluacie 6 (tg = 74 — 76,7 min) z semi-preparatywnej HPLC (Ryc. 50) obserwowano
obecnos¢ w wysokich stezeniach zwiazku 4, ktéry w dalszym etapie pracy oczyszczano
metoda preparatywnej chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. W rezultacie
zwiazek 4 otrzymano w postaci zottego, krystalicznego osadu.

Zwiazki 1 1 4 na chromatogramach TLC pod wplywem par amoniaku zmieniaty
fluorescencj¢ z czerwono-brunatnej na intensywnie pomaranczowa. W widmach UV obu
zwiazkdw wykonanych w metanolu, obserwowano I maksimum absorpcji przy A =368 nm.
Ponadto w widmie UV zwiazku 1 wystgpowalo intensywne pasmo przy diugosci fali
A =318 nm. Obecnos¢ pasma absorpcji w widmie UV flawonoidow w zakresie 310-320 nm,
zgodnie z danymi pismiennictwa [142], wskazuje na estryfikacje zwiazku 1 pochodnymi
kwasu cynamonowego.

W produktach hydrolizy kwasowej zwiazkow 1 1 4 stwierdzono wobec wzorcoOw
obecno$¢ naryngeniny i glukozy. W warunkach hydrolizy zasadowej zwiazek ulegat
rozpadowi do zwiazku 4 i kwasu p-kumarowego, zidentyfikowanych chromatograficznie
wobec wzorcow.

W widmie masowym FAB-MS (Fast Atom Bombardment-Mass Spectrometry)
zwiazku 1 obserwowano jon molekularny o wartoéci 582 m/z [M+2H]" wskazujacy na wzor
sumaryczny zwiazku Cs;oH301,. Obok niego w widmie FAB-MS odnotowano obecnos$¢ jonu
fragmentacyjnego o warto$ci 273 m/z identycznego z jonem fragmentacyjnym w widmie
FAB-MS zwiazku 4. Jednoczesnie w widmie zwiazku 1 wystgpuje jon fragmentacyjny

o wartosci 309 m/z, odpowiadajacy m.cz. kumaroiloglukozy. Produkty hydrolizy kwasnej
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i alkalicznej oraz wyniki spektrometrii masowej FAB-MS wskazuja na charakter estrowy
zwiazku 1.

Obecnoé¢ kwasu p-kumarowego w zwiazku 1 potwierdzaja widma 'H i °C NMR,
w ktorych wartosci & protondw 1 wegli sa zgodne z danymi literaturowymi dla estrow
flawonoidowych, zawierajacych w swojej czasteczce kwas p-kumarowy, wiazany przez
cukier glukoze w pozycji C-6” [128]. Konfiguracj¢ protonow H-7""/H-8"” w jednostce kwasu
p-kumarowego oznaczono w oparciu o warto$¢ statej sprzgzenia J=16,2 Hz,
charakterystyczna dla izomerdéw ftrans pochodnych kwasu cynamonowego [128]. Wartos$ci
przesuni¢¢ chemicznych protonéw oraz wegli jednostki glukozy sa zgodne z danymi
pismiennictwa dla 6”-O-glikozydoestréw flawonoidowych (przesunigcie sygnatu wegla C-6”
w kierunku nizszego pola o A 6 = 2,7 ppm oraz sygnatu C-5” w kierunku wyzszego pola
Ad= 2,7 ppm) [128]. Dodatkowo wartosci 6 potwierdzono w oparciu o widma hetero-
i homokorelacyjne zwiazku 1: 'H-'H COSY (Homonuclear Proton Correlation
Spectroscopy), ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement Spectroscopy),
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 1 HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) (Ryc. 51-54).
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Ryc. 51. Widmo 'H-"H COSY zwiazku 1.
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Ryc. 53. Widmo HMBC zwigzku 1.
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Ryc. 54. Widmo HSQC zwigzku 1.

Obserwowane w widmie HMBC (Ryc. 53) sygnaty korelacyjne migdzy H-6"a/C-9°”
przy ou 4,42/8¢ 166,5 1 H-6"e/C-9” przy on 4,15/3¢ 166,5, potwierdzaja obecnos¢ wiazania
estrowego przy C-6" glukozy. Natomiast obecno$¢ sygnatu korelacyjnego migdzy C-6’/H-1”
przy dc¢ 160,1/8y 5,12 $wiadczy o obecnosci wiazania O-glikozydowego w pozycji C-6'
chalkonu zidentyfikowanego na podstawie wartosci przesuni¢¢ chemicznych dwoch dubletow
o wartosci stalej sprzezenia J = 15,6 Hz — H-a przy 6 7,60 oraz H-B przy o 7,95 [128,142].
W oparciu o widmo korelacyjne HSQC (Ryc. 54) i1 sygnaty korelacyjne (6 H-a/0 C-a
1 0 H-p/6 C-B) weglom w pozycjach C-a i C-B przypisano wartosci 6 142,9 i 125,0,
odpowiednio. W widmie C NMR zwiazkéw 1 i 4 obserwowano obecno$é sygnatu wegla
przy 192 ppm, ktéry odpowiada weglowi grupy karbonylowej w zakresie charakterystycznym
dla chalkonéw. W widmach flawonoli i flawanonéw wartosci przesunig¢ wegla grupy
karbonylowej C=0 wystepuja w wyzszym polu przy ~170 ppm [139,142].

Na obecnos¢ trzech wolnych grup hydroksylowych wskazuja, obok widma FAB-MS
(jon fragmentacyjny przy 273 m/z), widma '"H NMR zwiazkow 1 i 4. Sygnaly protonéw grup
OH przypisano odpowiednio wartosciom o: 10,1 (OH-4), 10,6 (OH-4"), 13,9 (OH-2’)
w zwiazku 11 10,14 (OH-4), 10,59 (OH-4’), 13,88 (OH-2") w zwiazku 4. Sposrdd nich sygnat
OH przy C-4 jest skorelowany z sygnatem protonow H-3,5 przy o 6,82 (2H, d, J = 8,8 Hz)
w widmie ROESY zwiazku 1 (Ryc. 52). Natomiast sygnal grupy OH w pozycji C-2’
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przy & 13,9 daje sygnaty korelacyjne w widmie HMBC (Ryc. 53), odpowiednio z weglem
C-1"1C-3" (OH-2°/C-1" 1 OH-2’/C-3’ przy 6y 13,9/6¢ 105,5 1 6y 13,9/8¢ 97,0).

Dla sygnalu grupy OH w pozycji C-4’ nie obserwowano sygnatow korelacyjnych
w widmach dwuwymiarowych i wartos¢ & 166,0 dla tej grupy w widmie C NMR,
przypisano w oparciu o dane literaturowe dla chalkonow [142,251].

Na podstawie powyzszych wynikow badan zwiazek 1 zidentyfikowano

jako 6°-0-(6"’-O-(E)-p-kumaroilo)-B-D-glukopiranozyd-2’,4’ 4,-trihydroksychalkonu.

HO

Ryc. 55. Wzor strukturalny zwigzku 1 — 6’-O-(6"-O-(E)-p-kumaroilo)-B-D-glukopiranozyd-2’,4’,4,-trihydroksychalkonu.

W  widmie FAB-MS zwiazku 4 jon molekularny o wartosci 435 m/z
[M+H] odpowiada m.cz. CyH0i9 glukozydu chalkonaryngeniny — izosalipurpozydu.
Sygnaly protonéw w zakresie od 3,5 ppm do 5,41 ppm i wegli od 63,2 ppm do 100,3 ppm,
w widmach 'H i ®C NMR odpowiednio, sa charakterystyczne dla fragmentu cukrowego
stanowigcego jednostke glukozy [142]. Na podstawie przeprowadzonych badan
identyfikacyjnych zwiazku 4, jego struktur¢ okreslono, jako 6’-O-B-D-glukopiranozyd-
2’,4’ 4-trihydroksychalkonu.

Ryc. 56. Wzér strukturalny zwigzku 4 — 6’-O-3-D-glukopiranozydu-2’,4’ 4-trihydroksychalkonu.

Zwiazki 2 1 3 na chromatogramach TLC wybarwialy si¢ pod wplywem 2% AICl;
na jasnozotto. W produktach hydrolizy kwasowej zwiazkéw 2 1 3 stwierdzono
chromatograficznie wobec wzorca obecno$¢ naryngeniny i glukozy. W widmie FAB-MS

zwiazkow 2 i 3 wystgpowat jon molekularny o wartosci 435 m/z [M+H]", odpowiadajacy

141



Omowienie wynikow badan zwiqzkow flawonoidowych w korze gatunkow i klonow z rodzaju Salix

m.cz. glukozydu naryngeniny (C,;H»O0). Strukture zwiazku 2 potwierdzono analiza widm 'H
i ®C NMR, przez porébwnanie wartosci & protonéw i wegli z danymi literaturowymi ina tej
podstawie zidentyfikowano jako 5-O-B-D-glukopiranozyd-5,7,4’-trihydroksyflawanonu [142].

Uwzgledniajac opisane w literaturze wartosci tg dla (+) i (-)-5-O-glukozydow
naryngeniny [149] zwiazek 2 okre$lono jako izomer (+)-5-O-B-D-glukopiranozyd-
5,7,4 -trihydroksyflawanonu a zwiazek 3 jako izomer (-)-5-O-B-D-glukopiranozyd-
5,7,4’-trihydroksyflawanonu.

Ryc. 57. Wzor strukturalny zwigzkéw 2 i 3 — 5-O-f-D-glukopiranozydu-5,7,4’-trihydroksyflawanonu.

3.2. Omodwienie wynikow badan chromatograficznych zwigzkéw flawonoidowych
w korze gatunkow i klonéw z rodzaju Salix.
3.2.1. Omowienie wynikow badan jakoSciowych zespolow flawonoidowych.

We wstgpnych badaniach flawonoidow metoda jedno- 1 dwukierunkowej
chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano klasyczne dla tej grupy zwiazkéw uklady
chromatograficzne. Stosowano ztoze celulozowe jako fazg stacjonarna oraz fazy ruchome:
uktady Forestala do rozdzielen aglikonow i glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy /
kwas solny / woda 30+3+10, v/v/v 1 kwas octowy / kwas solny / woda 5+3+82, v/v/,
odpowiednio), uktad Patridge’a (n-butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, viv/v), 15 % 130 %
kwas octowy (Tabl. 27) [128,139]. Dimery flawonoidowe rozdzielano na adsorbencie
poliamidowym, stosujac jako eluent mieszaning rozpuszczalnikow chloroform / metanol /
keton metyloetylowy (4+2+3, v/v/v) (Tabl. 27).

Obecnos¢ flawonoidéw analizowano w $wietle UV o dlugosci fali A = 366 nm przed
1 po wywotaniu parami amoniaku oraz 2% roztworem AlCls.

Badania  chromatograficzne  prowadzono wobec nastgpujacych  substancji
wzorcowych: apigeniny, luteoliny 1 ich 7-O-glukozyddéw sposrdéd pochodnych flawonu,
izoramnetyny, kemferolu, kwercetyny i ich 3-O-glukozydow, mirycetyny, 7-O-ramnozydu
kemferolu, rutyny z pochodnych flawonolu, naryngeniny i jej 7-O-glukozydu
oraz 7-O-neohesperydozydu z pochodnych flawanonu, a takze amentoflawonu

1 kupressuflawonu z grupy dimeréw flawonoidowych. Jako zwiazki wzorcowe wykorzystano
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réwniez wyodrebnione z kory S. purpurea (7043) (+) i (-)-5-O-glukozyd naryngeniny,
izosalipurpozyd 1 jego ester p-kumarowy. Zwiazki obecne w badanych ekstraktach
metanolowych rozpoznano w oparciu o ko-chromatografi¢ i poréwnanie wartosci hRg
z substancjami wzorcowymi oraz specyficzna fluorescencje w $wietle UV o dhlugosci fali

A =366 nm, przed i po derywatyzacji odczynnikami wywotujacymi (pary NH3, 2% AICl;).

Tabl. 27. Wartosci hRg wzorcowych flawonoidéw w stosowanych uktadach chromatograficznych TLC.

j Substancja wzorcowa Wartos¢ hRg (Rr x 100) ‘
] m v \"
1. Apigenina - - 16 54
2. Luteolina 47 - - 14 33
3. Izoramnetyna 43 - - 7 -
4. Kemferol 45 - 87 11 37
5. Kwercetyna 30 - 75 6 30
6. Mirycetyna 18 - - 2 22
7. Naryngenina 75 17 - 62 80
8. 7-O-glukozyd apigeniny 66 4 56 40 -
9. 7-O-glukozyd luteoliny 51 - - 20 -
10. | 3-O-glukozyd izoramnetyny 61 12 - 56 -
11. | 3-O-glukozyd kemferolu 69 15 - 61 -
12. | 3-O-glukozyd kwercetyny 62 12 - 51 -
13. | 7-O-ramnozyd kemferolu 65 - - 33 -
14. | 3-O-rutynozyd kwercetyny 66 28 - 66 -
15. | 5-O-glukozyd naryngeniny 72 60 78 72 -
15. | 7-O-glukozyd naryngeniny 76 76 73 80 -
16. | 7-O-neohesperydozyd naryngeniny 79 68 - 91 -
17. | Izosalipurpozyd 42 6 66 19 44
18. | Ester p-kumarowy izosalipurpozydu 55 6 83 5 38
19. | Amentoflawon - - - - 18
20. | Kupressuflawon - - - - 26

Objasnienia: | — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen aglikonéw (kwas octowy / kwas solny / woda 30+3+10, v/v/v);
Il — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: uktad Forestala do rozdzielen glikozydéw flawonoidowych (kwas octowy / kwas solny / woda 5+3+82,
viviv); Il — adsorbent: celuloza, faza ruchoma: ukfad Patridge’a (butanol / kwas octowy / woda 4+1+5, v/v/v), IV — adsorbent: celuloza, faza
ruchoma: 15% kwas octowy, V — adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton metyloetylowy (4+2+3, viv/v)

W rezultacie przeprowadzonych analiz TLC ekstraktow metanolowych z badanych kor
wierzb obecno$¢ chalkonu — izosalipurpozydu jako zwiazku dominujacego, potwierdzono
(warto$¢ hRp zwiazku zgodna z warto$cia hRr wzorca — Tabl. 27) w zespolach wigkszosci
przedstawicieli gatunkow: S. acutifolia, S. daphnoides i S. purpurea. Wyjatek stanowity kory
pochodzace z klonow wierzby purpurowej — S. purpurea klony: 1153 (7012) 1 1156 (7013)
oraz kora S. purpurea (7041) firmy ,Herbapol” Gdansk (Tabl. 22,24). Ponadto
izosalipurpozyd obserwowano w ekstrakcie z kory klonu wierzby wiciowej S. viminalis klon
1083 (7018). Jednoczesnie stwierdzono, ze gatunki: S. acutifolia (7031), S. daphnoides (7033)
1 jego klon 1095 (7004) oraz S. purpurea (7043) firmy ,,Labofarm” odréznia od innych
analizowanych wierzb obecnos$¢ 6°’-O-(E)-p-kumaroiloizosalipurozydu (Tabl. 17,18,25).
Dotychczas zwiazek ten zidentyfikowano jedynie w korze wierzb S. rubra 1 S. acutifolia

[3,251]. Wystgpowanie estru p-kumarowego izosalipurpozydu w korze wierzby
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wawrzynkowej (S. daphnoides) stanowi potwierdzenie bliskiego pokrewienstwa z wierzba
ostrolistna, ktora przez niektérych botanikow jest uwazana za podgatunek S. daphnoides [83].
Natomiast ujawnienie obecnosci tego zwiazku w korze firmy ,,Labofarm”, wobec jego braku
w pozostatych badanych przedstawicielach wierzby purpurowej (14 gatunkow i klondéw),
wskazuje na btad w klasyfikacji systematycznej rosliny.

Zgodnie z danymi literaturowymi [109,149,251] potwierdzono w gatunkach
S. acutifolia, S. purpurea 1 S. daphnoides wystgpowanie flawanondw — naryngeniny i jej 5-O-
i 7-O-glukozydow (Tabl. 17-22,25). Fakt obecnosci glikozydowych pochodnych tego
flawanonu w korach wierzb potwierdza wzrost stgzenia aglikonu — naryngeniny
w hydrolizatach kwasowych frakcji wodnych ekstraktow metanolowych. Podobnie,
jak w przypadku chalkonéw nie ujawniono obecnosci flawanonow w korach S. purpurea
klony 1153 (7012) i 1156 (7013) oraz S. purpurea (7041) firmy ,Herbapol” Gdansk,
co przemawia za nieprawidtowo okreslonym pochodzeniem botanicznym surowcow.

Wystepowanie salipurpozydu (warto$¢ hRr zwiazku zgodna z warto$cia hRr wzorca —
Tabl. 27) 1 wolnej naryngeniny obok izosalipurpozydu odnotowano takze w korze klonu
wierzby wiciowej S. viminalis klon 1083 (7018). Potwierdzeniem wystgpowania flawanonéw
w obrebie gatunku jest obecno$¢ naryngeniny w hydrolizacie kwasowym ekstraktu z kory
S. viminalis (7029), jakkolwiek wcze$niejsze dane piSmiennictwa, opisuja wystepowanie
w konopiance jedynie pochodnych flawonolu: izokwercetyny i glukozydéw izoramnetyny
[67].

Naryngening, jako wolny aglikon wykryto réwniez w odmianie stasmionej wierzby
sachalinskiej, gatunku znanego z obecnosci flawonolowych i flawanonolowych pochodnych
[144,158].

Po raz pierwszy wystgpowanie wolnej naryngeniny (warto$¢ hRy zwiazku zgodna
z warto$cia hRr wzorca — Tabl. 27), odnotowano w korze nie badanych wcze$niej w zakresie
zwiazkow flawonoidowych wierzb: S. X americana klon 1036 (7002), S. x erythroflexuosa
(7019), S. fragilis (7035), S. melanostachys (7022), S. nakamurana var. yezoalpina (7025),
S. eriocephala (7034), S. fragilis (7035) 1 S. herbacea (7030) (Tabl. 19,26).

Ponadto ws$rod tych gatunkow chromatograficznie ujawniono obecno$¢ pochodnych
flawonolu, mianowicie kwercetyny, kemferolu i jego 3-O-glukozydu — S. x americana
klon 1036 (7002), 3-O-glukozydu kwercetyny — S. eriocephala (7034) 1 S. herbacea (7030)
oraz 3-O-glukozydu kemferolu — S. x erythroflexuosa (7019) 1 S. melanostachys (7022).
W hydrolizacie kwasowym gatunku S. herbacea (7030) wykryto rowniez mirycetyng
i kwercetyne (Tabl. 17-19,26).
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Rezultaty analiz TLC wskazaly na do§¢ powszechne wystepowanie w korach wierzb
purpurowej 1 wawrzynkowej pochodnych flawonolu obok dominujacych w zespotach
flawonoidowych flawanon6éw i chalkonéw. Kwercetyna i mirycetyna (wartosci hRy zwiazkow
zgodne z warto$ciami hRy wzorcow — Tabl. 27) byly obecne w korze S. daphnoides klon 1095
(7004) pochodzacej z upraw oraz w surowcu firmy ,,Herbapol” Wroctaw — S. purpurea
(7042) zebranym ze stanowisk naturalnych. W korach tych obserwowano takze obecnos¢ 3-
O-glukozydu kwercetyny (S. daphnoides klon 1095 (7004)) oraz kemferolu, 3-O-glukozydu
1 7-O-ramnozydu kemferolu (S. purpurea (7042)). Obecnos$¢ kwercetyny jako wolnego
aglikonu stwierdzono w trzech klonach wierzby purpurowej — S. purpurea klony 1067 (7006),
1084 (7008) 1 1101 (7009), natomiast jej 3-O-glukozyd zawierat klon 1136 (7011) gatunku.
Z kolei wystgpowanie kemferolu obserwowano w korze klondéw S. purpurea 1081 (7007)
1 1084 (7008), mieszanca wierzby purpurowej i wawrzynkowej — S. purpurea xdaphnoides
klon 1107 (7015) oraz w hydrolizatach alkalicznych wyciagdw metanolowych z S. purpurea
klon 1156 (7013), S. purpurea (7036) 1 S. purpurea (7043) firmy ,Labofarm”
(Tabl. 18,19,22,25). 3-O-glukozyd kemferolu chromatograficznie zidentyfikowano (warto$¢
hRy zwiazku zgodna z warto$cia hRy wzorca — Tabl. 27) w korze S. purpurea klon 1081
(7007), S. purpureaxdaphnoides klon 1107 (7015) 1 S. viminalis klon 1083 (7018),
natomiast 7-O-ramnozyd kemferolu w mieszance kor S. alba i S. purpurea firmy ,,Kawon”
(7039) (Tabl. 20,24,25). W grupie badanych wierzb z gatunku S. daphnoides 1 S. purpurea
rutyng, rozpoznano jedynie w korze firmy ,,Herbapol” Wroctaw — S. purpurea (7042).
Ponadto obecno$¢ tej pochodnej flawonolu obok monoglikozydow — izokwercytryny
1 7-O-ramnozydu kemferolu obserwowano na chromatogramach TLC ekstraktéw z kory
S. sachalinensis ‘Sekka’ (Tabl. 23,25).

Wedlug danych pismiennictwa pochodne flawonolu - kemferol i jego 7-O-glukozyd
wystepuja w gatunku S. [lindleyana oraz S. babylonica, odpowiednio [117,228].
Natomiast kwercetyng zidentyfikowano w lisciach S. acutifolia, S. alba, S. caprea,
S. chaenomeloides 1 S. triandra [47,160,164,195]. Z kolei w wierzbie wiciowe] — S. viminalis
wykryto izokwercetyng¢ 1 glukozydy izoramnetyny [67]. Obecno$¢ mirycetyny
1 dihydromirycetyny oraz ampelopsyny charakteryzuje wierzbg sachalinska — S. sachalinensis
[144,158]. Mirycetyng obok pochodnych luteoliny wykryto w liSciach S. myrsinifolia [227],
a dihydromirycetyne w gatunku S. pet-susu [170].

Wsréd badanych gatunkéw i1 klonow obecno$¢ kwercetyny (wartos¢ hRp zwiazku
zgodna z warto$cia hRy wzorca — Tabl. 27) potwierdzono w korze S. acutifolia (7031),
S. alba (7032) oraz S. triandra (7038) i1 klonach gatunku: 1044 (7016), 1045 (7017).

Wystepowanie tego flawonolu stwierdzono réwniez w korze S. x sepulcralis (7027),
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bedacej mieszancem S. alba 1 S. babylonica oraz obok rutyny w korze
S. amygdalina % viminalis klon 1155 (7003). Gatunek S. amygdalina wedlug niektérych
autorow odpowiada S. triandra. Chromatograficznie wykazano wyst¢gpowanie rutyny
i mirycetyny w korze konopianki (7029) oraz kwercetyny w jej klonie — S. viminalis
klon 1083 (7018), jako nowych zwiazkéw wobec dotychczas rozpoznanych w obrebie
gatunku innych pochodnych flawonoli (Tabl. 24) [67].

Obecnos¢ mirycetyny (warto§¢ hRr zwiazku zgodna z wartoscia hRr wzorca —
Tabl. 27) potwierdzono dla gatunkow: S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) 1 S. matsudana
‘Tortuosa® (7028) [136,144,254], natomiast po raz pierwszy wystgpowanie tego zwiazku
odnotowano w korze: S. alba klon 1100 (7001), S. purpurea klon 1038 (7005),
S. % sepulcralis (7027), S. triandra klon 1044 (7016) 1 1045 (7017) oraz w hydrolizatach
kwasnych wyciagéw metanolowych z kory: S. amygdalina x viminalis klon 1155 (7003)
1 S. purpurea klon 1153 (7012) (Tabl. 18,22).

Dotychczas z grupy pochodnych flawonu, obecno$¢ luteoliny w rodzaju Salix,
jako wolnego aglikonu obok jej glikozydéw 1 pochodnych metylowych, opisano w li§ciach
S. babylonica [1], S. lindleyana [228] 1 S. caprea [195]. Estry i glukozydy luteoliny
charakteryzuja  rowniez  gatunki: S.  gilgiana [67], S. myrsinifolia [227],
S. matsudana [136,254], S. oritrepha [210] 1 S. triandra [115].

Chromatograficznie  potwierdzono  wystepowanie  7-O-glukozydu luteoliny
w S. triandra klon 1044 (7016). Ujawniono jego obecno$¢ w korach sze$ciu badanych
przedstawicieli wierzby purpurowej, mianowicie S. purpurea klony: 1038 (7005),
1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008), 1101 (7009), w wierzbie purpurowej firmy
,Herbapol” Wroctaw (7042) oraz w korze mieszanca S. purpurea * daphnoides klon 1107
(7015) (Tabl. 20-22), a takze w S. daphnoides klon 1095 (7004), S. sachalinensis ‘Sekka’
(7026) 1 S. viminalis klon 1083 (7018) (Tabl. 17-25). Natomiast wolny aglikon — luteoling
(wartos¢ hRp zwiazku zgodna z wartoscia hRr wzorca — Tab. 27) chromatograficznie
stwierdzono w materiale z: S. X erythroflexuosa (7019), S. purpurea * daphnoides
klon 1107 (7015), w surowcach firm zielarskich: ,,Flos” (7040) i ,,Herbapol” Gdansk (7041)
oraz w hydrolizatach ekstraktow metanolowych z kor: S. daphnoides klon 1095 (7004)
1 S. viminalis (7029) (Tabl. 18,22,24-26).

Rzadziej wystgpujacym w obrebie rodzaju Salix flawonem jest apigenina,
ktora zidentyfikowano dotychczas jedynie w gatunkach: S. alba [47], S. lindleyana [228]
oraz wyodrgbniono z lisci S. matsudana w postaci 7-O-glukozydu [254]. Wsréd badanych
taksonow obecno$¢ apigeniny (wartos¢ hRyp zwiazku zgodna z wartoscia hRy wzorca —

Tabl. 27) potwierdzono w korze S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028). Ponadto ujawniono jej
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wystegpowanie w  korze S. acutifolia (7031), S. alba klon 1100 (7001),
S. amigdalina * viminalis klon 1155 (7003), S. daphnoides (7033), S. daphnoides klon 1095
(7004), S. fragilis (7035), S. herbacea (7030), S. purpurea (7036), (7037), (7039), (7040),
(7042) oraz w klonach gatunku: 1067 (7006), 1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157
(7014), S. x sepulcralis (7027) oraz w hydrolizatach ekstraktow metanolowych z kor
S. purpurea klon 1132 (7010), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) 1 S. triandra klon 1045 (7017)
(Tabl. 17-25). 7-O-glukozyd apigeniny obserwowano na chromatogramach TLC w wyciagach
metanolowych z kory: S. purpurea (7042), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. triandra
klon 1045 (7017) (Tabl. 23,25).

Wyniki oznaczen TLC dla 7-O-glukozydow apigeniny i luteoliny oraz kwercetyny
1 kemferolu potwierdzono analiza HPLC na kolumnie Lichrospher 100 RP-18e
(250 mm x 4 mm, 5 pm) stosujac liniowo-skokowa elucj¢ gradientowa o zmiennym st¢zeniu
metanolu w mieszaninie metanol / wodatkwas ortofosforowy (99+1, vA) (Tabl. 1,

Ryc. 48,49).

3.2.2. Omowienie wynikow analizy iloSciowej zwiazkow flawonoidowych z grupy
chalkonow i flawanonow.

Kierujac si¢ wynikami badan jakoSciowych przeprowadzonych z wuzyciem
chromatografii cienkowarstwowej, do analizy iloSciowej metoda HPLC przeznaczono kory
uznane za szczegllnie bogate w potaczenia flawonoidowe — zawierajace jako dominujace
flawanony i chalkony, mianowicie kory: wierzby ostrolistnej — S. acutifolia (7031), wierzby
wawrzynkowe] — S. daphnoides (7033), S. daphnoides klon 1095 (7004), wierzby purpurowe;]
— §. purpurea (7036), (7037), (7042), (7043) i jej klonéw: 1067 (7006), 1084 (7008), 1136
(7011) oraz mieszanca S. purpurea * daphnoides klon 1107 (7015). W wymienionym
materiale roslinnym, nie analizowano ilo§ciowo pozostatych grup zwiazkow flawonoidowych
— flawonow 1 flawonoli, ze wzgledu na niskie stezenia, w jakich one wystepowaly
na chromatogramach TLC.

Rozdzielenie metoda HPLC zwiazkéw flawonoidowych: (+) 1 (-)-5-O-
1 7-O-glukozydow naryngeniny oraz izosalipurpozydu obok niektorych glikozydow
fenolowych: salicyny, syrynginy, salirepozydu, salikortyny i1 tremulacyny przeprowadzili
Meier 1 wsp. [149]. Kammerer i wsp. [109] analizowali za pomoca HPLC sprzgzonej
z tandemowa spektometria mas (HPLC-MS/MS), potaczenia flawonoidowe obok prostych
fenoli i ich glikozydow oraz glikozydoestrow, w tym salicyny, tremulacyny, salikortyny,

salicylosalicyny i piceiny.
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W niniejszej pracy mieszaning substancji wzorcowych — naryngeniny, 5-O-glukozydow
naryngeniny (+) 1 (-), 7-O-glukozydu naryngeniny, izosalipurpozydu orazjego estru
p-kumarowego, rozdzielono metoda HPLC w uktadzie faz odwroconych na kolumnie
Discovery C18 (150 mm % 3 mm, 3 um), stosujac elucj¢ gradientowa o wzrastajacym st¢zeniu
acetonitrylu od 2% do 37% w mieszaninie acetonitryl / wodatkwas ortofosforowy
(99,9+0,1 v/v) (tg = 60 min). W celu identyfikacji analizowanych zwiazkoéw obok detektora
UV-Vis (A =280 nm) wykorzystano detektor z matryca diod (DAD) (Ryc. 58).
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Ryc. 58. Chromatogram HPLC ekstraktu z kory wierzby S. purpurea (7043): 1 — 5-O-glukozyd naryngeniny (+), 2 - 5-O-glukozyd
naryngeniny (-), 3 — 7-O-glukozyd naryngeniny, 4 — izosalipurpozyd, 5 — naryngenina, 6 — ester p-kumarowy izosalipurpozydu.
Kolumna Discovery C18 (150 mm x 3 mm, 3 pym), elucja gradientowa Ge: A — acetonitryl, B — woda / kwas ortofosforowy
(99,9+0,1; v/v) od 2 do 37% A w A+B, ts = 60 min, detekcja UV-Vis/DAD przy A = 280 nm.

Najwyzsza zawartos¢ flawanonow (41,93 mg/g) ujawniono w korze wierzby
purpurowej firmy ,,Herbapol” Wroctaw — S. purpurea (7042), zebranej z okazow rosnacych
w $srodowisku naturalnym. W zespole zwiazkow flawonoidowych gatunku dominowat izomer
(+) 5-O-glukozydu naryngeniny (25,30 mg/g) obok izomeru (-) (15,87 mg/g), przy znacznie
nizszej zawartosci 7-O-glukozydu naryngeniny (0,68 mg/g) 1 wolnej naryngeniny
(0,077 mg/g) (Tabl. 28).

Pozostate analizowane kory gatunku S. purpurea i jego klonéow (6 gatunkéw i klonow)
posiadaty nizsze st¢zenia flawanondéw — od 1,66 do 14,37 mg/g. W tej grupie wysoka
zawartoscia 7-O-glukozydu naryngeniny (4,57 mg/g) wyrdzniata si¢ kora S. purpurea (7043)
pochodzaca z upraw firmy ,,.Labofarm”. Zblizone koncentracje pruniny charakteryzowaty

kory gatunkéw S. acutifolia (7031) (3,64 mg/g) 1 S. daphnoides (7033) (3,27 mg/g),
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natomiast najwyzsza zawarto$¢ tego glukozydu odnotowano dla kory klonu wierzby
wawrzynkowe] — S. daphnoides klon 1095 (7004) (15,82 mg/g) (Tabl. 28).

W obrgbie gatunku S. daphnoides stwierdzono znaczne rdznice w zawarto$ci
poszczegolnych glukozyddéw naryngeniny. Kore¢ pochodzaca z rosnacego w warunkach
naturalnych egzemplarza charakteryzuja wysokie (33,36 mg/g) stezenia salipurpozydu przy
stosunkowo niskich koncentracjach pruniny (3,27 mg/g) w przeciwienstwie do klonu
1095 (7004) pochodzacego z upraw (10,65 mg/g i 15,82 mg/g, odpowiednio) (Tabl. 28).

Réznice w zawarto$ci zwiazkdw czynnych z grupy pochodnych flawanonu moga
wynika¢ z réznej pory zbioru surowca i stopnia nastonecznienia stanowiska wystgpowania
wierzby. Tegelberg 1 wsp. [227] obserwowaty wzrost st¢zenia zwiazkow flawonoidowych

w lisciach S. myrsinifolia pod wpltywem ekspozycji na promieniowanie UV-B.

Tabl. 28. Zawarto$¢ [mg/g] flawanonéw oznaczona metodg HPLC w wyciagach metanolowych i ekstraktach suchych z kory wierzby.

Zawartos¢ [mg/g]

Gatunek / klon
1. S. daphnoides klon 1095 3,96 £+ 0,11 6,69+0,09 | 1582+0,14 | 0,14 +0,01 26,60 £ 0,17
2. S. daphnoides 7033 | 13,16+0,17 | 20,19 + 0,21 3,27 £ 0,08 0,12+0,02 | 36,75+ 0,26
3. S. acutifolia 7031 3,02+ 0,09 4,82 + 0,09 3,64 £ 0,07 0,11+ 0,01 11,59 + 0,11
4, S. purpurea klon 1084 7008 0,49 + 0,07 0,84 + 0,08 0,43+0,08 | 0,030,007 1,80 £ 0,07
5. S. purpurea klon 1136 7011 1,81 £ 0,04 2,63+0,13 0,24 +0,08 | 0,01+0,005 | 4,69+0,08
6. S. pupurea klon 1067 7006 0,48 + 0,04 1,13 £ 0,07 0,05 + 0,01 - 1,66 £ 0,05
7. S. purpureaxdaphnoides 1107 7015 0,62 £ 0,05 0,95+ 0,08 0,06 + 0,01 0,05 £ 0,008 1,68 £ 0,06
8. S. purpurea 7036 2,81+ 0,09 4,49 + 0,11 0,23 + 0,03 - 7,53 £ 0,09
9. S. purpurea 7037 2,15+ 0,06 3,35+0,08 0,22 £ 0,05 - 5,72 + 0,06
10. | S. purpurea 7042 | 15,87 +0,17 | 25,30+ 0,24 | 0,68+ 0,07 0,08 £ 0,01 41,93 £ 0,21
11. | S. purpurea 7043 3,63+0,08 6,17 £ 0,14 4,57 £0,11 0,014+0,007 | 14,37 £0,12

Zasadniczy problem w analizie ilosciowej izosalipurpozydu 1 jego estru
p-kumarowego metoda HPLC stanowily wysokie wartosci tg obydwu zwiazkéw. Jego
rozwiazaniem bylo zastosowanie metody ekstrakcji do fazy stalej (SPE), jako procesu
frakcjonowania wyciagow metanolowych z kory wierzb. Eksperymenty prowadzono
na kolumnach wypelionych zelem krzemionkowym Lichroprep RP-18. Po naniesieniu
ekstraktu metanolowego na kolumn¢ SPE zloze wymywano mieszaning acetonitryl / woda
w roznych stosunkach objgtosciowych, mianowicie 20+80, v/v oraz 30+70, v/v, otrzymujac
dwie frakcje zawierajace odpowiednio izosalipurpozyd oraz ester p-kumarowy
izosalipurpozydu. Potaczone frakcje analizowano metoda HPLC na kolumnie Discovery C18
(150 mm x 2,1 mm, 5 um), stosujac elucje gradientowa o wzrastajacym stezeniu acetonitrylu
od 20% do 50% w mieszaninie acetonitryl / wodat+kwas ortofosforowy (99,9+0,1; v/v)

(tg=15 min) (Ryc. 59).
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W opracowanej metodzie ekstrakcji do fazy stalej odzysk chalkonow:
izosalipurpozydu 1 6”-O-p-(E)-kumaroiloizosalipurpozydu  wynosit:  82,51% + 2,16
1 95,83% + 1,74, odpowiednio.

Oznaczenia ilosciowe chalkonéw przeprowadzono stosujac metod¢ wzorca
zewngetrznego [224] z uzyciem standardow stanowiacych analizowane zwiazki, a takze

chalkonu — izolikwirytygeniny.

m\Volt

4 8 12 min
Ryc. 59. Chromatogram HPLC rozdzielenia oczyszczonego metodg SPE ekstraktu metanolowego z kory Salix purpurea (7043):
1 — izosalipurpozyd, 2 — ester p-kumarowy izosalipurpozydu. Kolumna Discovery C18 (150 mm x 2,1 mm, 5 pym), elucja

gradientowa G7: A — acetonitryl, F — woda / kwas ortofosforowy (99,9+0,1, v/v), od 20 % do 50% A w A+B, tc = 15 min, detekcja
UV A=280 nm.

Stwierdzono, ze  stgzenia izosalipurpozydu oznaczone w  przeliczeniu
na izolikwirytygening sa nizsze od stezen w oznaczeniach bezposrednich z uzyciem zwiazku
jako wzorca, natomiast dla estru p-kumarowego izosalipurpozydu sa wyzsze (Tabl. 29).
Obserwowane zalezno$ci wynikaja z rdéznic absorpcji przez analizowane zwiazki §wiatla UV
przy dtugosci fali A = 280 nm (Ryc. 60).

W rezultacie przeprowadzonych analiz wykazano znaczne roznice w zawarto$ci
chalkonéw w obrgbie gatunkéw. W materiale stanowiacym kory wierzby purpurowe;j stezenie
izosalipurpozydu wahato si¢ w granicach od 0,08 mg/g do 10 mg/g suchego surowca i byto
prawie dwukrotnie wyzsze od zawartosci w korach wierzby wawrzynkowej odpowiednio
1,85mg/g 1 17,54 mg/g (Tabl. 29). Wsréd przedstawicieli wierzby purpurowe;j
(Salix purpurea) najwyzsze st¢zenia izosalipurpozydu odnotowano w korach klonow
1132 (7010) (10 mg/g) 1 1136 (7011) (2,48 mg/g). W pozostatych korach wierzb, zarowno
pochodzacych z upraw jak i srodowiska naturalnego st¢zenia zwiazku byly znacznie nizsze —

w granicach od 0,1 mg/g do 1,74 mg/g (Tabl. 29).
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= izolikwirytygenina
=== jzosalipurpozyd
6"-p-kumaroiloizosalipurpozyd

|
200 240 280 320 360 400 nm

Ryc 60. Widma DAD chalkonoéw.

Z kolei zawarto$¢ estru p-kumarowego izosalipurpozydu zmieniata si¢ w zaleznosci
od pochodzenia surowca — w korze S. daphnoides (7033) zebranej ze stanu naturalnego
stezenie zwiazku wynosito 0,59 mg/g, podczas gdy w korze klonu S. daphnoides 1095 (7004)
byto prawie o$miokrotnie wyzsze — 4,47 mg/g. Klon ten wyrdznia w badanej grupie wierzb
wysoka zawarto$¢ obu chalkonéw — w sumie 22,01 mg/g suchej masy surowca,
w przeciwienstwie do kory wierzby wawrzynkowej, pochodzacej ze stanu dzikiego
zawierajacej oba chalkony w niskich st¢zeniach — w sumie 2,44 mg/g. Kolejna uznana
za bogate zrodlo chalkonow (7,77 mg/g) jest kora wierzby purpurowej (7043) firmy
,Labofarm” (Tabl. 29).

Tabl. 29. Zawartos¢ [mg/g] chalkondw: izosalipurpozudu i jego estru p-kumaroilowego w gatunkach i klonach wierzb oznaczona metoda SPE-HPLC.

Zawartos¢ [mg/g]

Gatunek/klon Indeks
| Il | | | Il
1. Salix daphnoides 1095 7004 17,54+0,12 10,44+0,09 4,47+0,09 10,64+0,12 22,01+0,13 21,08+0,11
2. S. purpurea 1038 7005 0,54+0,08 0,36+0,03
3. S. purpurea 1067 7006 0,08+0,006 0,11£0,03
4. S. purpurea 1081 7007 0,36+0,06 0,26+0,04
5. S. purpurea 1084 7008 0,44+0,05 0,32+0,07
6. S. purpurea 1101 7009 1,07+0,07 0,69+0,03
7. S. purpurea 1132 7010 9,99810,13 5,92+0,11
8. S. purpurea 1136 7011 2,48+0,06 1,500,05
9. S. purpurea 1157 7014 0,740,007 0,47+0,07
10. S. purpurea-daphnoides 1107 7015 0,150,005 0,12+0,01
11. S. viminalis 1083 7018 0,31%0,01 0,23+0,03
12. S. acutifolia 7031 4,450,09 2,76+0,05 0,74+0,05 1,61+0,08 5,19+0,09 4,37+0,09
13. S. daphnoides 7033 1,850,005 1,1940,07 0,59+0,03 1,2840,04 2,44+0,07 2,47+0,07
14. S. purpurea 7036 1,040,004 0,69+0,04
15. S. purpurea 7037 1,7410,05 1,12+0,06
16. S. purpurea 7042 1,35£0,02 0,90+0,07
17. S. purpurea 7043 5,28+0,11 3,57+0,09 2,49+0,11 5,410,14 7,77+0,15 8,98+0,12

Objasnienia: | — zawarto$¢ oznaczona wzglgdem wzorca zewnegtrznego — izosalipurpozydu lub 6’-p-kumaroiloizosalipurpozydu
Il — zawarto$¢ oznaczona wzglgdem wzorca zewngtrznego — izolikwirytygeniny
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Dotychczas analizg ilosciowa zwiazkow flawonoidowych przeprowadzono dla
gatunkow Salix caprea (flawonole 1 flawanonole), S. myrsinifolia (flawony 1 flawonole)
1 8. sachalinensis (flawanonole) [158,187,227]. Zawarto$¢ flawonoidéw w drewnie S. caprea
wynosita od 17 mg/g do 39 mg/g [187], a w lisciach S. myrsinifolia od 2,11 mg/g
do 3,66 mg/g [227], natomiast w korze wierzby sachalinskiej st¢zenie pochodnej flawanonolu
— taksyfoliny wynosito 7,51 mg/g [158]. W $wietle tych danych kory badanych taksonow:
S. purpurea (7042), (7043), S. daphnoides (7033) 1 S. daphnoides klon 1095 (7004)
oraz S. acutifolia (7031) stanowia w obrgbie rodzaju, bogate zrodlo zwiazkow
flawonoidowych — flawanonow i chalkonéw (£ 41,93 mg/g; 39,00 mg/g; 48,61 mg/g
116,78 mg/g, odpowiednio) (Tabl. 28,29) [1,47,130].

W podsumowaniu otrzymanych wynikow nalezy podkresli¢, ze wierzbe ostrolistna
i wawrzynkowa od purpurowej odrdznia obecnos¢ estru p-kumarowego izosalipurpozydu
(Tabl. 29). Wystepowanie tego zwiazku w korze wierzby (7043) firmy ,,Labofarm” §wiadczy
o nieprawidlowo oznaczonej przynaleznosci gatunkowej. Przypuszczalnie nie jest to wierzba
purpurowa, ale wierzba wawrzynkowa. Podobnie niewtasciwa wydaje si¢ klasyfikacja klonu
S. viminalis 1083 (7018) z kolekcji Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego, ktorego kora
zgodnie z danymi literaturowymi oraz wynikami badan otrzymanych dla kory S. viminalis
(7029), nie powinna zawiera¢ izosalipurpozydu oraz naryngeniny i jej 5-O-glukozydu.

Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzaja zalezny od gatunku wierzby sktad
chemiczny zespotéw zwiazkow flawonoidowych w korze. W obrgbie rodzaju Salix jedynie
trzy z badanych gatunkow wykazuja zblizony sktad zespotéw flawonoidowych, mianowicie
S. acutifolia, S. daphnoides 1 S. purpurea. Gatunki te sa bardzo bogatym zrodiem rzadko
spotykanych w $wiecie ro§linnym potaczen z grupy chalkonéw — izosalipurpozydu i jego
estru p-kumaroilowego oraz flawanondéw — salipurpozydu i pruniny [22,67,73,123].

Flawonoidy  stanowia grupg zwiazkow naturalnych o  wlasciwos$ciach
przeciwzapalnych [97,75,110,115,141,186], wobec czego moga witacza¢ si¢ w efekty
terapeutyczne surowca — kory wierzby. Mechanizm dzialania przeciwzapalnego flawonoidoéw
opiera si¢ na inhibicji aktywnos$ci cyklooksygenazy, lipooksygenazy oraz na wlasciwosciach
zmiatania wolnych rodnikow — wtasciwosciach przeciwutleniajacych, a takze na hamowaniu
uwalniania cytokin z bazofilii 1 komoérek tucznych [75,97,110,115,186]. W badaniach
na myszach wykazano, ze naryngina podawana dootrzewnowo jest potencjalnym inhibitorem
stymulowanej lipopolisacharydem (LPS) produkcji czynnika martwicy guza— TNF-a.
Aktywnos$¢ przeciwzapalna naryngeniny wykazano w modelu ziarniniaka u szczurow [141].
Z kolei w badaniach zaleznosci aktywnos$ci przeciwzapalnej pochodnych flawonoidowych
od ich struktury chemicznej stwierdzono, Ze naryngenina jest selektywnym inhibitorem

lipooksygenazy (ICso= 16 uM) [141].
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4. Omowienie wynikow badan pochodnych flawan-3-olu w korze wierzb.

W badaniach mono- i dimerycznych pochodnych flawan-3-olu w korach wierzb
wykorzystano  techniki ~ chromatografii ~ cienkowarstwowej: TLC 1 HPTLC

oraz wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa — HPLC.

4.1. Omowienie wynikow analizy jakoSciowej i iloSciowej katechiny
i jej monomerycznych pochodnych.

Katechina jest rozpowszechnionym w §wiecie roslinnym flawan-3-olem, stanowiac
jednostke sktadowa m.in. proantocyjanidyn i1 garbnikéw w rodzinach: Ericaceae, Fagaceae,
Polygonaceae, Rosaceae 1 Salicaceae [22,51,123]. Dotychczas obecno$¢ wolnej katechiny
wsrod gatunkow rodzaju Salix odnotowano m.in. w S. acutifolia [251], S. alba [47], S. caprea
[108,187], S. gilgiana [131], S. myrsinifolia [102,107,108], S. pentandra [108], S. phyllicifolia
[108], S. petiolaris [89], S. pet-susu [170] i S. sachalinensis [159].

Ekstrakty roslinne stanowia zlozone mieszaniny zwiazkéw chemicznych i1 czgsto
konieczne jest wprowadzenie etapu oczyszczania surowych wyciagow w celu
wyeliminowania substancji balastowych, co utatwia optymalizacj¢ warunkéw rozdzielania
chromatograficznego 1iskraca czas analizy. Ponadto, w wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] wydtuza czas zycia kolumny.

Przed przystapieniem do analizy chromatograficznej monomerycznych pochodnych
flawan-3-olu ekstrakty metanolowe z kor wierzb poddano oczyszczaniu metoda ekstrakcji
ciecz-ciecz z uzyciem eteru etylowego oraz octanu etylu. Ocena wydajnosci procesu
(trzykrotna ekstrakcja) wykazata okoto 60% odzysk wzorcowej katechiny. Zwigkszanie
liczby etapoéw ekstrakceji rozpuszczalnikami organicznymi w celu uzyskania zadowalajacego
poziomu odzysku wydluzaloby czas pracy analityka oraz powodowatoby znaczne zuzycie
ekstrahentow.

W zwiazku z tym opracowano warunki oczyszczania wyciagow metanolowych
metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE) na kolumnach Octadecyl C18 (500 mg, 3ml),
z wykorzystaniem zestawu Bakerbond SPE. Kolumny kondycjonowano acetonitrylem
1 mieszaning acetonitryl / woda (30+70, v/v). Po naniesieniu ekstraktu metanolowego z kory
wierzb, zloze wymywano ta sama mieszanina rozpuszczalnikow. Uzyskany w tych
warunkach odzysk katechiny wynosit 96,5% + 1,7.

W analizie monomerycznych pochodnych flawan-3-olu metoda TLC, rozdzielenia
prowadzi si¢ na zlozu celulozowym lub Zelu krzemionkowym w ukladzie faz
normalnych (NP) [78,166,240]. Separacj¢ katechiny 1 epikatechiny w uktadzie faz
odwréconych (RP) opisata Fecka i wsp. [56]. Eksperymenty w ukladach RP, w ktérych
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eluenty zawieraja wodg, pozwalaja na mniejsze zuzycie szkodliwych dla $rodowiska
rozpuszczalnikow organicznych, w porownaniu do systemow NP [244].

Separacj¢ mieszaniny czterech flawan-3-oli: katechiny, epikatechiny, galusanu
katechiny 1 galokatechiny, optymalizowano metoda wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej — HPTLC, na modyfikowanym grupami oktadecylowymi zelu
krzemionkowym RP-18W. Fazy ruchome stanowily mieszaniny wody 1 acetonitrylu
oraz metanolu, metyloetanolu lub tetrahydrofuranu z dodatkiem kwasu mrowkowego
w stezeniu 6%.

W poréwnaniu do adsorbentéw stosowanych w TLC, posiadajacych ziarna o wielkos$ci
10-100 pm, adsorbenty HPTLC charakteryzuja si¢ znacznie mniejsza S$rednica ziaren
w zakresie 3-7 um, co poprawia sprawnos¢ uktadu chromatograficznego [32,146,168].
Z kolei zaleta zt6z RP-18 typu W jest mozliwo$¢ stosowania w fazach ruchomych st¢zen
wody wyzszych niz 50% [32,168].

Najlepsze rozdzielenie mieszaniny analizowanych substancji uzyskano z uzyciem fazy
ruchomej — acetonitryl / woda / kwas mrowkowy (20+80+6, v/v/v) na dystansie rozwijania
4 cm (czas rozwijania t =10 min) (Ryc. 61).

AU 3

50,0

25,0-

0,0

| 1 1 T
9,0 12,0 15,0 18,0 210 240 270 30,0 33,0 36,0 39,0 42,0 mm

Ryc. 61. Densytogram rozdzielenia HPTLC mieszaniny flawan-3-oli: 1 — galusan katechiny, 2 — epikatechina, 3 — katechina,
4 - galokatechina. Adsorbent: zel krzemionkowy RP-18 W, elucja izokratyczna — faza ruchoma: acetonitryl / woda / kwas
mréwkowy (20+80+6, v/v)

Zastosowanie techniki wielokrotnej elucji gradientowej MGD (Multiple Gradient
Development) [145,146], przy wzrastajacym stezeniu acetonitrylu w fazie ruchomej
w kolejnych etapach elucji (Tabl. 30), zwigkszylo wartos¢ AhRy katechiny i epikatechiny
z 5 do 19 (Ryc. 62).

Tabl. 30. Program elucji gradientowej, stosowany na zelu krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi —
HPTLC RP-18 W, technikg MGD-HPTLC.

Etapy elucji gradientowej

Faza ruchoma (v/v/v)

Acetonitryl
Woda 80 78 78
Kwas mrowkowy 6 6 6

Objasnienia: s — droga migracji
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Ryc. 62. Densytogram rozdzielenia mieszaniny flawan-3-oli: 1 — galusan katechiny, 2 — epikatechina, 3 — katechina, 4 —
galokatechina. Adsorbent: zel krzemionkowy RP-18 W, elucja gradientowa MGD-HPTLC (Tabl. 30).

Chromatogramy analizowano w §wietle UV o dlugos$ci fali A =282 nm, przy ktorej
katechina wykazuje maksimum absorpcji oraz w $wietle widzialnym po wywotaniu
chromatogramow mieszanina kwasu ortofosforowego 1 etanolowego roztworu waniliny
(temp. 110°C) [240], wybarwiajaca plamy zwiazkow na kolor rézowo-czerwony.

Wada opracowanej metody rozdzielania monomerycznych flawan-3-oli technika
MGD-HPTLC byt dlugi czas analizy wynoszacy okoto 85 min.

Wyniki chromatografii cienkowarstwowej pochodnych flawan-3-oli w badanym
materiale roslinnym potwierdzono metoda HPLC. Warunki rozdzielania czterosktadnikowe;j
mieszaniny flawan-3-oli: katechiny, epikatechiny, galokatechiny oraz galusanu katechiny
opracowano na kolumnie Purospher Star RP-18e (55 mm x 4 mm, 3 um) z uzyciem elucji
gradientowej w mieszaninie acetonitryl / wodat+kwas ortofosforowy (99,9+0,1, v/v) o liniowo
wzrastajacym stgzeniu acetonitrylu od 2% do 17% (tg = 25 min). Stosowano detekcje UV
przy dlugosci fali A =280 nm (Ryc. 63).

Modyfikowany grupami oktadecylowymi zel krzemionkowy (RP-18) jest
z powodzeniem stosowany jako adsorbent w rozdzieleniach metoda HPLC katechiny i jej
pochodnych: epikatechiny oraz galusandéw epigalokatechiny, galokatechiny, epikatechiny
1 katechiny [13]. W celu zwigkszenia selektywnos$ci rozdzielenia tych zwiazkow stosowano
rowniez perfluorowany zel krzemionkowy. Grupy fluorowe, wprowadzone do alkilowego
fancucha adsorbentu, warunkowaty zmiany w oddzialywaniach migdzy faza ruchoma

i stacjonarng [13].
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Ryc. 63. Chromatogram HPLC rozdzielenia mieszaniny substancji wzorcowych: 1 - galokatechina, 2 - katechina,
3 - epikatechina, 4 — galusan katechiny. Kolumna Purospher Star RP-18e (55 mm x 4 mm, 3 uym), elucja gradientowa Gg:
A - acetonitryl, B — woda / kwas ortofosforowy 99,9/0,1 v/v, od 2 % do 17% A w A+B (ts = 25 min), detekcja UV przy A = 280 nm.

W  opracowanych warunkach analizy metoda SPE-HPLC we wszystkich
analizowanych gatunkach i klonach jako dominujaca zidentyfikowano kateching przy
stosunkowo niewielkich ilo$ciach epikatechiny (Tabl. 31, Ryc. 64). Epikatechiny nie
stwierdzono jedynie w korze S. rosmarinifolia (7023) 1 S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026).
Odnotowano réwniez wystgpowanie niskich st¢zen galusanu katechiny w korach: S. acutifolia
(7031), S. alba (7032), S. fragilis (7035), S. fragilis var. sphaerica (7020), S. melanostachy
(7022), S. purpurea (7036) i (7037) oraz klonéw wierzby purpurowej: 1132 (7010), 1136
(7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014). Na ich tle wyrdznia si¢ kora mieszanca
S. X erythroflexuosa (7019), w ktorej zawartos¢ zwiazku wynosi 0,76 mg/g. Obecno$¢
galusanu katechiny chromatograficznie wykazano po raz pierwszy w korze wierzb.
Potwierdzeniem tych danych powinna by¢ izolacja zwiazku z materialu roslinnego.
Galokatechiny nie ujawniono w zadnym z analizowanych gatunkéw (Tabl. 31). Dotychczas
wystgpowanie tej pochodnej flawan-3-olu odnotowano jedynie w drewnie S. caprea [187],

natomiast epikatechiny w S. purpurea [162].
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Ryc. 64. Chromatogram HPLC rozdzielenia ekstraktu metanolowego S. purpurea 1101 (7009): 2 — katechina, 3 — epikatechina.
Kolumna Purospher Star RP-18e (55 mm x 4 mm, 3 um), elucja gradientowa Gg: A — acetonitryl, B — woda / kwas ortofosforowy
99,9/0,1 viv: od 2 % do 17% A w A+B (ts = 25 min), detekcja UV przy A = 280 nm.

Dane literaturowe wskazuja na znaczne roznice w zawarto$ciach katechiny
w gatunkach i klonach wierzb [107,108,159,187]. W drewnie S. caprea katechina wystepuje
w stezeniach od 16 mg/g do 24 mg/g, podczas gdy zawarto$¢ zwiazku w galazkach
S. myrsinifolia waha si¢ od 0,3 mg/g do 1,62 mg/g [107,187].

Za najbogatsze zrddlo katechiny ws$réd badanych taksonéw uznano odmiang
stasmiona wierzby sachalinskiej — S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) o zawartosci zwiazku
18 mg/g kory (Tabl.31). Kultywar ten zawiera wyzsze ilosci katechiny niz egzemplarze
gatunku rosnace naturalnie w Japonii, w ktérych zawarto$¢ zwiazku waha si¢ od 0,94 mg/g
do 8,09 mg/g [159]. Ponadto wysokie stgzenia katechiny wsrod badanych egzemplarzy
charakteryzowaty kore z S. melanostachys (7022) (11,02 mg/g) i S. alba (7032) (9,39 mg/g).
Natomiast najnizsze stgzenie katechiny odnotowano dla kory wierzby rokity -—
S. rosmarinifolia (7023) (0,09 mg/g) (Tabl. 31).

Wyniki przeprowadzonych oznaczen potwierdzaja zmienna zawarto$¢ katechiny
w korach pochodzacych z tego samego gatunku wierzby. Kora S. purpurea (7036) zawierata
2,88 mg/g katechiny, podczas gdy kora pochodzaca z innego egzemplarza wierzby
purpurowej — S. purpurea (7037) 5,39 mg/g. Obserwowano roéwniez roznice w zawartosci
katechiny migdzy gatunkami pochodzacymi z warunkéw naturalnych i upraw a ich klonami.
W korze dziko rosnacej wierzby bialej — S. alba (7032), zawarto$¢ katechiny wynosita
9,39 mg/g, podczas gdy w korze uprawianego klonu S. alba 1100 (7001) 3,9 mg/g. Podobne
zréznicowanie obserwowano dla gatunkow 1 klonow S. triandra 1 S. viminalis (Tabl. 31).
Wsrod egzemplarzy najliczniej reprezentowanego gatunku wierzby — wierzby purpurowej
(S. purpurea) st¢zenia katechiny zawieraty si¢ miedzy 1,4 mg/g — kora S. purpurea klon 1081
(7007) a 7,68 mg/g — kora S. purpurea klon 1136 (7011) (Tabl. 31).
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Tabl. 31. Zawarto$¢ flawan-3-oli w ekstraktach metanolowych z kor gatunkéw i klonéw rodzaju Salix oznaczona metodg SPE-HPLC.

Zawartos¢ [mg/g]

Kora gatunku lub klonu katechina epikatechina galusan
katechiny

1. Salix acutifolia 2,16 + 0,09 0,11 +£0,03 | 0,05+ 0,006
2. S. alba 7032 9,39+0,17 0,46 £ 0,03 | 0,03 + 0,002
3. S. alba klon 1100 7001 3,90 £ 0,08 0,27 + 0,05 -
4. S. x americana klon 1036 7002 3,50 £ 0,11 0,24 £ 0,07 -
5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 2,10 £ 0,07 0,12 £ 0,01 -
6. S. daphnoides klon 1095 7004 1,90 + 0,07 0,68 + 0,05 -
7. S. daphnoides 7033 2,60 + 0,09 0,42 +£0,04 | 0,050,005
8. S. eriocephala 7034 3,37 £ 0,11 0,03 £ 0,005 | 0,01 £0,002
9. S. x erythroflexuosa 7019 1,04 £ 0,05 0,41 £ 0,02 0,76 £ 0,05
10. | S. fragilis 7035 7,60 £ 0,15 0,46 £ 0,06 | 0,01 +0,003
11. S. fragilis var. sphaerica 7020 4,02 +0,10 0,17 £ 0,02 0,01 £ 0,002
12. S. herbacea 7030 * * *
13. | S.lapponum 7021 1,87 £ 0,07 0,14 £ 0,03 -
14. S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 5,13 +£0,09 0,32 £ 0,01 -
15. S. melanostachys 7022 11,02 £ 0,13 0,48 £ 0,06 0,10 £ 0,01
16. | S. nakamurana var. yezoalpina 7025 5,79 £ 0,09 0,19 £ 0,04 -
17. | S. purpurea 7036 2,88 + 0,07 0,21 +0,02 | 0,07 £ 0,003
18. | S. purpurea 7037 5,39+ 0,10 0,15+ 0,02 0,10 + 0,04
19. S. purpurea klon 1038 7005 2,00 £ 0,09 0,49 £ 0,06 -
20. S. purpurea klon 1067 7006 4,20 + 0,08 0,30 £ 0,07 -
21. S. purpurea klon 1081 7007 1,40 £ 0,04 0,11 £ 0,006 -
22. S. purpurea klon 1084 7008 3,50 £ 0,08 0,31 £0,02 -
23. S. purpurea klon 1101 7009 2,20 £ 0,08 0,11 £ 0,01 -
24. | S. purpurea klon 1132 7010 6,12+ 0,11 0,20 + 0,05 0,14 £ 0,02
25. | S. purpurea klon 1136 7011 7,68 £ 0,07 0,41+0,03 | 0,10 £ 0,007
26. | S. purpurea klon 1153 7012 5,13 £ 0,06 0,27 £ 0,07 | 0,01 0,003
27. | S. purpurea klon 1156 7013 5,45 + 0,09 0,53+0,04 | 0,01+0,003
28. | S. purpurea klon 1157 7014 7,21+ 0,11 0,42 +0,04 | 0,02 +0,004
29. S. purpurea x daphnoides klon 1107 7015 1,80 £ 0,04 0,39 £ 0,03 -
30. S. rosmarinifolia 7023 0,09 £ 0,01 - -
31. S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026 18,00 £ 0,21 - -
32. S. x sepulcralis 7027 6,46 £ 0,11 0,14 £ 0,04 -
33. S. silesiaca 7024 * * *
34. | S. triandra klon 1044 7016 0,92 + 0,08 0,15+ 0,02 -
35. | S. triandra klon 1045 7017 0,67 +0,08 | 0,10 + 0,006 -
36. S. triandra 7038 6,21+ 0,16 0,15+ 0,01 -
37. | S.viminalis 7029 5,40 + 0,09 0,24 + 0,01 -
38. S. viminalis klon 1083 7018 0,69+0,06 | 0,10+ 0,006 -
39. S. alba + S. purpurea 7039 * * *
40. S. alba lub S. purpurea 7040 * * *
41. S. purpurea 7041 * * *
42. S. purpurea 7042 * * *
43. | S. purpurea 7043 1,57 £ 0,06 0,37 + 0,06 -
Objasnienia:

(-) - zwigzek nie wystepuje
(*) - nie oznaczano

Epikatechina wystgpowata w znacznie nizszych koncentracjach, mianowicie
najwyzsze jej stezenie ujawniono w korze S. daphnoides klon 1095 (7004) 1 wynosilo ono

0,68 mg/g, natomiast najnizsze — 0,03 mg/g, w korze S. eriocephala (7034) (Tabl. 31).
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Galusan katechiny w najwyzszym st¢zeniu — 0,76 mg/g, byl obecny w wierzbie
zottopedowej — S. x eythroflexuosa (7019), pochodzacej z upraw. W pozostatych badanych
egzemplarzach wierzby koncentracje estru kwasu galusowego katechiny byly niskie —
na poziomie od 0,01 mg/g do 0,14 mg/g (Tabl. 31).

Badano mozliwos¢ wykorzystania opracowanych warunkéw rozdzielania mieszaniny
czterech flawan-3-oli metoda MGD-HPTLC do analizy ilosciowej tych zwiazkéw. W tym
celu przeprowadzono walidacje¢ metody w oparciu o badanie liniowosci, granicy
wykrywalnosci i1 oznaczalno$ci, precyzji aparatu, powtarzalnosci i precyzji posredniej
(Tabl. 3) dla zastosowanych sposobow detekcji. Analize iloSciowa prowadzono
densytometrycznie przy uzyciu densytometru CD 60 (Desaga) stosujac skanowanie
meandrem przed (A = 282 nm) (metoda 1) i po derywatyzacji odczynnikiem wanilinowym
(A =500 nm) (metoda 2).

Metoda 1 charakteryzowata si¢ lepsza precyzja aparatu (CV; = 0,63 wobec CV, = 1,30),
powtarzalnoscia (CV; = 0,92 wobec CV, = 12,15) 1 precyzja posrednia (CV; = 1,30 wobec
CV, = 12,92), natomiast zastosowanie derywatyzacji odczynnikiem wanilinowym obnizato
warto$ci granicy wykrywalnosci (np. katechina 60 ng i 25 ng, odpowiednio) i oznaczalno$ci

(200 ng i1 85 ng) (Tabl. 32).

Tabl. 32. Wartosci granicy wykrywalnosci (LOD) i granicy oznaczalnosci (LOQ) katechiny i jej pochodnych przy uzyciu réznych
sposobéw detekcji: w $wietle UV o A= 282 nm i derywatyzacja mieszaning etanolowego roztworu waniliny w H3PO,4 (A= 500 nm).

Substancja Granica wykrywalnosci LOD [ng] Granica oznaczalnosci LOQ [ng]
Wzorcowa sposob detekcji sposob detekcji

UV A=282 nm wanilina/HsPO, UV A=282 nm wanilina/HzPO,
Katechina 60 25 200 85
Epikatechina 35 10 120 35
Galusan 90 30 300 100
Galokatechina 40 30 135 100

Biorac pod uwagg powyzsze dane zawarto$¢ katechiny metoda SPE-HPTLC
analizowano w 13 wybranych klonach rodzaju Salix, stosujac detekcje w $wietle UV
o dlugosci fali A =282nm. Otrzymane wyniki skorelowano z danymi otrzymanymi
przy pomocy analizy HPLC (Tabl. 33). Wspotczynnik korelacji danych z obu metod
wyniost 0,98.

Opracowana metoda SPE-HPTLC jest precyzyjna i powtarzalna, a jej jedynym
ograniczeniem wobec metody SPE-HPLC, jest wyzsza warto$¢ granicy wykrywalno$ci

1 oznaczalnosci badanych zwiazkow.
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Tabl. 33. Zawarto$¢ katechiny [mg/g] w korze 13 klonéw rodzaju Salix oznaczona metodg SPE-HPTLC i SPE-HPLC.

Zawartos¢ katechiny [mg/g]

oznaczona metoda

SPE-HPTLC SPE-HPLC
1. Salix alba klon 1100 3,88+0,17 3,90 £ 0,08
2. S. x americana klon 1036 2,76 £0,23 3,50 £ 0,11
3. S. amygdalinax viminalis klon 1155 2,10 £ 0,11 2,10 £ 0,07
4. S. daphnoides klon1095 1,62 £ 0,09 1,90 + 0,07
5. S. purpurea klon 1038 1,98 £ 0,10 2,00 £ 0,09
6. S. purpurea klon 1067 4,28 + 0,21 4,20 £ 0,08
7. S. purpurea klon 1081 1,32 £ 0,07 1,40 + 0,04
8. S. purpurea klon 1084 3,45 +0,15 3,50 £ 0,08
9. S. purpurea klon 1101 1,81 £ 0,09 2,20 £ 0,08
10. | S. purpurea x daphnoides klon 1107 1,34 £ 0,10 1,80 £ 0,04
11. | S. triandra klon 1044 0,87 + 0,07 0,92 + 0,08
12. | S. triandra klon 1045 0,69 + 0,05 0,67 + 0,08
13. | S. viminalis klon 1083 0,72 +0,07 0,69 + 0,06

4.2. Omoéwienie wynikow analizy jakoSciowej i iloSciowej procyjanidyn B, i B,.

W  rodzaju  Salix  powszechnie = wystepuja  garbniki  skondensowane
[9,67,124,165,170,173-176]. W niektorych gatunkach stanowia one obok glikozydéw
fenolowych dominujaca grupe zwiazkow czynnych o skladzie chemicznym rozpoznanym
w niewielkim stopniu [175]. Behrens i wsp. [9] w badaniach metoda MALDI-TOF MS
i ®C NMR wykazali, ze garbniki, wystgpujace w gateziach S. alba, zbudowane sa
z fragmentéw katechiny 1 epikatechiny. Jednostki katechiny oraz epikatechiny buduja
struktury o charakterze di-, oligo- 1 polimeréw proantocyjanidyn [9]. Dotychczas
wystepowanie form dimerycznych procyjanidyn — procyjanidyn Bs, B¢ i B7 obok trimeru C,,
ujawniono Ww S. caprea [44,67,124], procyjanidyny B; 1 Cs obok arekataniny A
w S. sieboldiana [67] oraz katechino—(4a—8)-katechiny, galokatechino-(4o—8)-katechiny
oraz wyzszych polimeréw — dekameréw proantocyjanidyn pochodnych 2,3-cis i 2,3-trans
prodelfinidyny i procyjanidyny w S. pet-susu [170].

W analizie proantocyjanidyn w surowcach roslinnych, najczesciej wykorzystuje si¢
metode HPLC w ukladzie faz odwroconych [28,180,220]. Uwzgledniajac duza liczbe
badanych kor wierzb, postanowiono opracowa¢ warunki analizy dimerycznych pochodnych
katechiny: procyjanidyny B, 1 B, metoda TLC. Zaleta chromatografii planarnej jest mozliwo$¢
przeprowadzenia w stosunkowo krotkim czasie analizy jako$ciowej i ilo$ciowej serii prob
w jednym rozdzieleniu chromatograficznym [32,168].

Wstepne rozdzielenia TLC przeprowadzono w powszechnie stosowanych w analizie
proantocyjanidyn uktadach chromatograficznych na ztozu celulozowym oraz zelu
krzemionkowym [2,191,221] (Tabl. 34). Ponadto wykorzystano stosowany wcze$niej

w analizie dimeréw flawonoidowych w roéznych matrycach ro$linnych, uktad
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chromatograficzny stanowiacy jako adsorbent poliamid oraz fazg ruchoma: chloroform /

metanol / keton metylo-etylowy (40+20+30, v//v) (Tabl. 34).

Tabl. 34. Wartosci wspdtczynnikéw hRe (Re x 100) procyjanidyn By, B, i (+)-katechiny w réznych uktadach chromatograficznych.

Uktad chromatograficzny Wartosci hRe

Faza stacjonarna Faza ruchoma procyjanidyna | procyjanidyna katechina
By B

HPTLC Si 60 chloroform/etanol/kwas mréwkowy 50+40+6, v/v (S7) 66 74 94
octan efylukwas mréwkowy/kwas octowyioda 75+3+2+15, viv (Se) [14] 64 67 83
aceton/woda/kwas mrowkowy 90+5+5, v/v (Syq) [191] 72 73 92
octan etylu/dichlorometan/metanolkwas mréwkowy 60+40+17+6, viv (Sx) 27 32 66
toluen/aceton/kwas mréwkowy 30+60+10, v/v (S¢s) [191] 71 71 93
HPTLC RP-18W metanol/woda/kwas mrowkowy 23+77+6, v/v (Sz7) 39 31 35
HPTLCLidvospherRP 18W | tetrahydrofuran/woda/kwas mréwkowy 30+70+6, v/v (S3q) 46 37 40
metanol/woda/kwas mrowkowy 23+77+6, V/v (Sy7) 62 57 51
HPTLC Diol octan etylu/chloroform/metanol 70+20+10, v/v (Szs) 8 10 12
HPTLC CN heksan/aceton 50+50, v/v (S49 ) 23 26 40
TLC Poliamid chloroform/metanol/keton metylo-etylowy 40+20+30, v/v (S14) 25 34 59
chioroform/metanaiketon metylo-etylowykwas mrowkowy 40+20+30+6, W (Sis) 20 30 54
TLC Si 60 chloroform/etanol/kwas mréwkowy 50+40+6, v/v (S7) 53 64 89
toluen/aceton/kwas mrowkowy 30+60+10, v/v (S4g) [191] 25 27 59
TLC Celuloza butanol/kwas octowy/woda 30+10+10, v/v (Sy) [12] 53 59 76

Najlepsze rozdzielenie zwiazkdw wzorcowych uzyskano na adsorbencie
poliamidowym, ktory wykorzystano do wstgpnej oceny obecnosci procyjanidyn B; i B,
w badanych korach wierzb (Ryc. 65).

Ryc. 65. Chromatogram TLC rozdzielenia ekstraktéw metanolowych z kory wierzb oraz substancji wzorcowych: A — wyciag
metanolowy z kory S. purpurea (7036), B — wyciag metanolowy z kory S. purpurea (7039), C — wyciag metanolowy z kory S.
purpurea (7042), D — wycigg metanolowy z kory S. purpurea 1081 (7007), E — wycigg metanolowy z kory S. purpurea 1038
(7005), F — wyciag metanolowy z kory S. purpurea 1067 (7006), G — wycigg metanolowy z kory S. purpurea x daphnoides 1107
(7015), H — wycigg metanolowy z kory S. alba 1100 (7001), I — wyciag metanolowy z kory S. purpurea 1101 (7009), J —
wyciag metanolowy z kory S. eriocephala (7034), K — wyciag metanolowy z kory S. triandra 1045 (7016), 1 — procyjanidyna
B1, 2 — procyjanidyna B,, 3 — katechina, 4 — epikatechina. Adsorbent: poliamid, faza ruchoma: chloroform / metanol / keton
metyloetylowy 4+2+3, v/v).
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Wizualizacj¢ chromatogramow prowadzono =z uzyciem jako odczynnika
derywatyzujacego mieszaniny etanolowego roztworu waniliny 1 kwasu ortofosforowego [240]
(t = 75°C). Odczynnik ten w przeciwienstwie do rownolegle zastosowanych: roztworu
waniliny w stezonym kwasie solnym [191] i stgzonego kwasu siarkowego [99] dawal trwale
wybarwione, rézowo-czerwone plamy analizowanych zwiazkoéw. Ponadto w poréwnaniu do
detekcji w $Swietle UV przy dlugosci fali A = 254 nm, umozliwitl obnizenie granicy
wykrywalnosci (LOD) procyjanidyny B; z 300 ng na 50 ng.

W oparciu o poréwnanie wartosci wspotczynnikdw opdznienia — hRy rozdzielonych
sktadnikéw ekstraktow z substancjami wzorcowymi stwierdzono obecno$¢ procyjanidyny B
(hRp=25) w 30 badanych korach wierzby (Tabl. 35).

Jest to pierwsze doniesienie o obecno$ci procyjanidyny B; w wierzbach 1 jego
potwierdzeniem sa wyniki badan Nahrstedta i wsp. [162] prezentowane na tegorocznej
54 Konferencji Towarzystwa Badan Ro$lin Leczniczych w Helsinkach.

Dla celow analizy ilosciowej procyjanidyny B; metoda TLC w korze wierzb
optymalizowano warunki rozdzielania chromatograficznego pochodnych flawan-3-olu.

Eksperymenty prowadzono w uktadzie faz normalnych stosujac jako adsorbenty zel
krzemionkowy 1 modyfikowane grupami diolowymi lub propylocyjanowymi zele
krzemionkowe oraz w ukladzie faz odwroconych przy uzyciu zt6z typu RP-18W
1 Lichrospher RP-18W. W ukladach NP fazy ruchome stanowity troj- i czterosktadnikowe
mieszaniny rozpuszczalnikow: chloroformu, heksanu, acetonu, metanolu, octanu etylu,
dichlorometanu, butanolu, etanolu i kwasu mréwkowego (Tabl. 34). Natomiast w uktadach
RP typowe mieszaniny wody i organicznych modyfikatorow — metanolu, tetrahydrofuranu
1 acetonitrylu.

Sferyczna struktura czastek zelu krzemionkowego typu Lichrospher powoduje
zawgzenie dystrybucji masy rozdzielanych substancji, co zwigksza sprawno$¢ uktadu
i umozliwia analizg¢ nizszych stezen badanych zwiazkéw (dziesigciokrotne zwigkszenie
stosunku przenoszonej masy do szumu) [32,168].

W uktadzie RP najkorzystniejsze rozdzielenie mieszaniny substancji wzorcowych
uzyskano na ptytkach HPTLC RP-18W przy uzyciu fazy ruchomej: metanol / woda / kwas
mrowkowy (23+77+6, v/v/v) (Ryc. 66, Tabl. 34).

Analiza densytometryczna otrzymanych chromatogramow (Ryc. 67) 1 ocena wartosci
wspotczynnika separacji (rozdzielenia) R procyjanidyny B, 1 katechiny wykazatla zbyt niska
warto$¢ Rg wynoszaca 0,54, aby opracowane uktady mogly by¢ zastosowane do oznaczen
ilosciowych. Przyjmuje sig, ze dobre rozdzielenie dwoch substancji powinno charakteryzowac

si¢ wspolczynnikiem separacji Ry wynoszacym powyzej 0,8 [146]. Na selektywnos¢
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rozdzielenia wyrazona wartoscia Ry lub a (selektywno$¢) maja wplyw poza struktura
1 wlasciwos$ciami fizykochemicznymi chromatografowanych substancji, przede wszystkim

temperatura rozdziatu, sktad i pH fazy ruchomej oraz rodzaj adsorbentu i grubo$¢ jego

warstwy [146].

Ryc. 66. Chromatogram HPTLC rozdzielenia surowych i oczyszczonych metodg SPE ekstraktéw metanolowych z kory wierzb
oraz substancji wzorcowych: A — wyciag metanolowy z kory Salix purpurea (7042), B — wycigg metanolowy z kory S. fragilis
(7035), C — wyciag metanolowy z kory S. eriocephala (7034), D — wyciag metanolowy z kory S. alba 1100 (7001),
E - oczyszczony metodg SPE wyciag metanolowy z kory S. alba 1100 (7001), 1 — procyjanidyna B4, 2 — procyjanidyna B,,
3 - katechina, 4 — mieszanina wzorcéw 1, 2, 3. Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC RP-18W, faza ruchoma: metanol / woda /
kwas mrowkowy (23+77+6, viviv).

AU 2+3
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Ryc. 67. Densytogram rozdzielenia mieszaniny substancji wzorcowych: 1 — procyjanidyna B, 2 — procyjanidyna B,
3 -katechina. Adsorbent: zel krzemionkowy HPTLC RP-18W, faza ruchoma: metanol / woda / kwas mrowkowy
(23+77+6, VIVIV).

Z kolei w uktadach NP procyjanidyny B, i1 B, rozdzielaly si¢ z niska wartoscia AhRF
podobnie, jak we wczes$niejszych rozdzieleniach na zelu krzemionkowym z uzyciem faz
ruchomych stosowanych standardowo w analizie proantocyjanidyn, m.in. w Rhei radix
i Crataegi inflorescentia [191,221]. Na ptytkach pokrytych adsorbentem cyjanowym -
HPTLC CN przy uzyciu fazy ruchomej heksan / aceton (50+50, v/v) uzyskano dobra
separacj¢ katechiny od procyjanidyn (AhRy = 17) przy stabej separacji procyjanidyny B;
od B, (AhRg = 3) (Tabl. 34).
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Dazac do weryfikacji danych uzyskanych na poliamidzie i1 biorac pod uwage
stosunkowo wysokie koszty zakupu plytek HPTLC CN dalsze do$wiadczenia prowadzono
na nie modyfikowanym zelu krzemionkowym typu TLC i HPTLC.

W  rezultacie  przeprowadzonych  eksperymentdw  najlepsze  rozdzielenie
analizowanych substancji otrzymano w uktadzie faz normalnych stosujac faze ruchoma:
chloroform / etanol / kwas mrowkowy 50+40+6 (v/v/v) na zelu krzemionkowym typu TLC
1 HPTLC jako fazie stacjonarnej (Tabl. 34) (Ryc. 68,69).

Ryc. 68. Chromatogram TLC rozdzielenia surowych i oczyszczonych metodg SPE ekstraktéw metanolowych z kory wierzb oraz
substancji wzorcowych: A — wyciag metanolowy z kory S. purpurea (7042), B — wyciag metanolowy z kory S. fragilis (7035),
C - wycigg metanolowy z kory S. eriocephala (7034), D — wycigg metanolowy z kory S. alba 1100 (7001), E — oczyszczony
metodg SPE wycigg metanolowy z kory S. alba 1100 (7001), 1 — procyjanidyna B4, 2 — procyjanidyna B,, 3 — katechina,
4 - mieszanina wzorcow 1, 2, 3. Adsorbent: Zzel krzemionkowy, faza ruchoma: chloroform / etanol / kwas mréowkowy 50+40+6,
VIViv.

Ostatecznie zastosowano plytki HPLTC o mniejszych rozmiarach ziaren,

aby poprawi¢ selektywnos¢ uktadu chromatograficznego (Ryc. 69).

'——'"i"-

I!"-m. k-4

Zwiazek D
Zwiazek C

C o

Ryc. 69. Chromatogram HPTLC rozdzielenia surowych i oczyszczonych metodg SPE ekstraktéw metanolowych z kory wierzb
oraz substancji wzorcowych: A — wycigg metanolowy z kory S. purpurea (7042), B — oczyszczony metodg SPE wyciag
metanolowy z kory S. purpurea (7042), C — wyciag metanolowy z kory S. fragilis (7035), D — wyciag metanolowy z kory S. alba
1100 (7001), E — oczyszczony metodq SPE wyciag metanolowy z kory S. alba 1100 (7001), 1 — procyjanidyna By,
2 - procyjanidyna B,, 3 — katechina, 4 — mieszanina wzorcéw 1, 2, 3. Adsorbent: zel krzemionkowy, faza ruchoma: chloroform /
etanol / kwas mrowkowy 50+40+6, v/v/v.
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Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono w komorach pionowych i poziomej typu
DS II, poréwnujac rozdzielanie mieszaniny substancji wzorcowych na dystansie 2 cm i 4 cm.
W dalszym etapie pracy, ze wzgledu na otrzymane lepsze parametry wspoOlczynnikéw
zatrzymania zwiazkow, zastosowano komor¢ pionowa (100 mm x 60 mm x 90 mm)

i rozwijanie chromatogramow na dystansie 4 cm (Ryc. 69,70).

Ryc. 70. Densytogram rodzielenia HPTLC procyjanidyny B4, B, i katechiny: 1 — procyjanidyna B4, 2 — procyjanidyna B,,
3 - katechina. Adsorbent: zel krzemionkowy, eluent: chloroform / etanol / kwas mréwkowy 50+40+6,v/v/v; komora pionowa,
odczynnik wywotujacy: etanolowy roztwor waniliny w HsPO4, A=500 nm.

Opracowane warunki rozdzielania ujawnily obecnos¢ czterech zwiazkow
o charakterze flawan-3-oli — zwiazki A, B, C i D (Ryc. 8). Zwiazek A o wartosci hRy = 46
wystepowatl w 33 ekstraktach, zwiazek B o warto$ci hRr = 66 zgodnym z hRy procyjanidyny
B; w 30 ekstraktach i zwiazek C o warto$ci hRr = 80 w 22 obok zwiazku D (hRy = 93),
zidentyfikowanego jako katechina (Tabl. 31, 35). Biorac pod uwagg dane literaturowe [191]
mozna przypuszcza¢, ze zwiazek C jest trimerem flawan-3-olu, prawdopodobnie
procyjanidyna C.

Obecnos¢ procyjanidyny B; obserwowano w korach nastgpujacych gatunkéw
i klonoéw: S. alba (7032) i jej klonie 1100 (7001), S. daphnoides (7033) i klon 1095 (7004),
S. purpurea (7036), (7037), (7042) i jej klonach: 1067 (7006), 1132 (7010), 1136 (7011),
1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014), S. x sepulcralis (7027), S. triandra (7038) i klonach
1044 (7016), 1045 (7017), S. viminalis (7029), S. fragilis (7035) i (7020),
S. melanostachys (7022), S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. sachalinensis ‘Sekka’
(7026), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028), S. eriocephala (7034) 1 S. herbacea (7030) (Tab. 35).

Uwzgledniajac  obecnos¢ w  ekstraktach metanolowych z kory wierzby
niezidentyfikowanych substancji towarzyszacych procyjanidynie B;, do celéow iloSciowe]

analizy densytometrycznej opracowano warunki oczyszczania analizowanych matryc
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roslinnych metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE). W procesie optymalizacji zastosowano

kolumny szklane wypelione modyfikowanym zelem krzemionkowym LiChroprep C-18

(150 mg i 300 mg), ktére kondycjonowano mieszaning metanol / woda 7+93 (v/v).

Po naniesieniu proby zawierajacej badane zwiazki, kolumn¢ wymywano tym samym

eluentem (6 ml).

Tabl. 35. Obecnos¢ procyjanidyny B, w wyciggach metanolowych z kory wierzby oznaczona metodg TLC i HPTLC.

Kora gatunku lub klonu

Indeks zwigzek A procyjanidyna B, zwigzek C

1. Salix acutifolia 7031 + - -
2. S. alba 7032 + + +
3. S. alba klon 1100 7001 + + -
4. S. x americana klon 1036 7002 - - -
5. S. amygdalina x viminalis klon 1155 7003 - - +
6. S. daphnoides klon 1095 7004 + + -
7. S. daphnoides 7033 + + -
8. S. eriocephala 7034 + + +
9. S. x erythroflexuosa 7019 - - -
10. S. fragilis 7035 + + +
11. S. fragilis var. sphaerica 7020 + + +
12. S. herbacea 7030 + + +
13. S. lapponum 7021 + - +
14. S. matsudana ‘Tortuosa’ 7028 + + +
15. S. melanostachys 7022 + + -
16. S. nakamurana var. yezoalpina 7025 + + -
17. S. purpurea 7036 + +

18. S. purpurea 7037 + + +
19. S. purpurea klon 1038 7005 - - -
20. S. purpurea klon 1067 7006 + + -
21. S. purpurea klon 1081 7007 - - -
22. S. purpurea klon 1084 7008 - - -
23. S. purpurea klon 1101 7009 - - -
24. S. purpurea klon 1132 7010 + + -
25. S. purpurea klon 1136 7011 + + -
26. S. purpurea klon 1153 7012 + + +
27. S. purpurea klon 1156 7013 + + +
28. S. purpurea klon 1157 7014 + + +
29. S. purpurea x daphnoides klon 1107 7015 + - -
30. S. rosmarinifolia 7023 - - -
31. S. sachalinensis ‘Sekka’ 7026

32. S. x sepulcralis 7027 + + +
33. S. silesiaca 7024 - - -
34. S. triandra klon 1044 7016 + + +
35. S. triandra klon 1045 7017 + + +
36. S. triandra 7038 + + +
37. S. viminalis 7029 + + +
38. S. viminalis klon 1083 7018 - - -
39. S. alba + S. purpurea 7039 + + +
40. S. alba lub S. purpurea 7040 + + +
41. S. purpurea 7041 + +

42. S. purpurea 7042 + + -
43. S. purpurea 7043 + + -

Objasnienia:

(+) — stwierdzono obecnos$¢ zwigzku
(-) - zwigzek nie wystepuje
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Uwzgledniajac wyzsza wydajno$¢ 1 krotszy czas analizy, ekstrakty oczyszczano
na kolumnie wypetionej 150 mg adsorbentu, ktory wymywano 6 ml mieszaniny metanol /
woda 7+93 (v/v).

Warto$¢ odzysku procyjanidyny B; w omawianej metodzie SPE oznaczono

jako 89,9% =+ 2,1.

Ryc. 71. Densytogramy HPTLC rozdzielenia: A — wyciagu metanolowego z kory S. purpurea 1132 (7010), B — oczyszczonego
metodg SPE wyciagu metanolowego z kory S. purpurea 1132 (7010) 1 — procyjanidyna B4, 3 — katechina. Adsorbent: Zel
krzemionkowy, faza ruchoma: chloroform / etanol / kwas mréwkowy 50+40+6, v/v; odczynnik wywotujacy: etanolowy roztwor
waniliny w HsPO,4, A=500 nm.

Analiz¢ ilosciowa przeprowadzono dla ekstraktow z kory uznanych
za reprezentatywne dla badanych wierzb na podstawie rdznic zabarwienia plam
na chromatogramach TLC (odczynnik wanilinowy), mianowicie Salix alba 1100 (7001),
S. purpurea (7036), (7042) 1 klonéow 1132 (7010) oraz 1067 (7006), S. eriocephala (7034),
S. fragilis (7035), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) i S. x sepulcralis (7027) (Tabl. 36,
Ryc. 71).

Podsumowujac wyniki analiz jakosciowych 1 ilosciowych dimeréw flawan-3-oli
stwierdzono, Ze najwyzsza zawartoscia procyjanidyny B; wséréd badanych gatunkow
charakteryzuje si¢ kora klonu wierzby biatej — S. alba klon 1100 (7001) (2,24 mg/g suchego
surowca), w przeciwienstwie do kory mieszanca wierzby biatej i wierzby babilonskiej —

S. x sepulcralis (7027) (0,16 mg/g) (Tabl. 36) oraz kory wierzby biatej (7032) pochodzace;]
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z warunkow naturalnych zawierajacej sladowe ilosci zwiazku (Tabl. 35,36). Podobne roznice
obserwowano dla kor 10 klonow wierzby purpurowe;j (S. purpurea) pochodzacych z kolekcji
wierzb Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W czterech klonach: 1038
(7005), 1081 (7007), 1084 (7008), 1101 (7009) nie potwierdzono obecnosci tego dimeru
(Tabl. 35). W pozostatych klonach S. purpurea wystgpowala procyjanidyna By, przy czym jej
zawarto$¢ w klonie 1067 (7006) wynosita 0,26 mg/g, a w 1132 (7010) 0,42 mg/g suchej kory.
Zblizone zawarto$ci tego zwiazku odnotowano w korach S. purpurea (7036) i (7042),
pochodzacych ze stanowisk naturalnych (Tabl. 36). Natomiast w obrgbie gatunku Salix
viminalis obecnosci procyjanidyny B; nie wykazano w korze klonu S. viminalis 1083 (7018)
z kolekcji wierzb Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, w przeciwienstwie
do kory wierzby wiciowej (7029) z Ogrodu Roslin Leczniczych AMG (Tabl. 35).

Po raz pierwszy stwierdzono wystgpowanie wysokich, w porownaniu do pozostatych,
ilosci procyjanidyny B; w korze S. eriocephala (7034) (0,80 mg/g), S. fragilis (7035)
(0,57 mg/g) 1 S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) (0,42 mg/g) (Tabl. 36).

Tabl. 36. Zawarto$¢ procyjanidyny B4 w korze gatunkéw i klonéw z rodzaju Salix oznaczona metodg SPE-HPTLC.

Lp. Kora gatunku lub klonu Indeks Zawartos¢
[mgla]
1. S. alba klon 1100 7001 2,24 +0,15
2. S. eriocephala 7034 0,79 £ 0,07
3. S. fragilis 7035 0,57 + 0,04
4. S. purpurea 7036 0,34 £ 0,02
5. S. purpurea klon 1067 7006 0,26 + 0,02
6. S. purpurea klon 1132 7010 0,42 £ 0,02
7. S. x sepulcralis 7027 0,16 £ 0,03
8. S. matsudana “Tortuosa’ 7028 0,42 + 0,04

Otrzymane wyniki $wiadcza o duzej zmienno$ci zawarto$ci procyjanidyny B,
w populacji  wierzb. Uwzgledniajac  aktywno$¢  przeciwzapalng proantocyjanidyn,
m.in. poprzez wpltyw na czynnik transkrypcyjny NF-«B [12,40,181], nalezy sadzi¢,
ze zwiazki te decyduja o efekcie terapeutycznym kory, m.in. wierzby biatej (S. alba),
dla ktorej klonu 1100 (7001) wykazano najwyzsza zawartos¢ procyjanidyny B;.
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5. Omowienie wynikow badan metoda dwuwymiarowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (2D-HPLC) — opracowanie systemu oraz analiza

skladu chemicznego wybranych kor wierzb.

Uwzgledniajac réznorodnos¢ grup zwiazkéw czynnych wystepujacych w korze
wierzb [5,10] postanowiono dla celow szybkiej ich analizy opracowa¢ warunki rozdzielania
metoda 2D-HPLC.

Opracowany w ramach niniejszej dysertacji system 2D-HPLC sklada sig
m.in. zdwoch pomp umozliwiajacych separacj¢ w warunkach elucji gradientowe;j
11izokratycznej, dwoch detektorow UV-Vis oraz dwoch zawordow szeSciodroznych.
Umozliwia on prowadzenie technika heart-cut jednocze$nie dwoch niezaleznych rozdzielen
chromatograficznych, sprz¢zonych w systemie on-line, poprzez manualne przenoszenie
rozdzielanych sktadnikéw matrycy z jednej kolumny, stanowiacej kolumng podstawowa
(rozdzielanie w I wymiarze) na druga, stanowiaca kolumng pomocnicza (rozdzielanie
w Il wymiarze). Czas przenoszenia i rozdzielania zespolu z kolumny podstawowej
na kolumng pomocnicza nie moze przekracza¢ 10 min, a tym samym maksymalna objgtosé¢
aplikowanej probki na kolumng¢ pomocnicza ustalono eksperymentalnie jako ~ 1,2 ml.
Przed aplikacja 1 przeniesieniem kolejnego zespotu, kolumng¢ pomocnicza (rozwijana
w ,,drugim wymiarze’’) kondycjonowano (Ryc. 72).

Prowadzenie rozdzielenia w obu wymiarach jest mozliwe tylko przy zachowaniu
okreslonych parametrow kolumny podstawowej 1 pomocniczej oraz doboru odpowiedniej
fazy ruchomej. Kolumna podstawowa powinna charakteryzowac si¢ wysoka rozdzielczos$cia
i niskimi warto$ciami predkosci przeplywu fazy ruchomej, w poréwnaniu do kolumny
pomocniczej, natomiast kolumng¢ pomocnicza musza charakteryzowaé przy wysokiej
rozdzielczosci mate opory przeptywu, decydujace o duzej predkosci fazy ruchome;.
Uwzgledniajac powyzsze parametry w I wymiarze zastosowano kolumng wypelniona zelem
krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi Supelcosil LC-18 o wielko$ci
ziarna 3 pm, $rednicy wewngtrznej kolumny 3 mm i dtugosci 15 cm oraz w II wymiarze
kolumneg wypelniona monolitycznym zelem krzemionkowym — Chromolith Performance
RP18e, o dlugosci 10 cm i $rednicy wewngtrznej 4,6 mm (Ryc. 72). Poprzez odpowiedni
dobor sktadu fazy ruchomej i profilu elucji rozdzielane zwiazki na kolumnie podstawowe;j
powinny charakteryzowaé si¢ zréznicowanymi czasami retencji od niskich do wysokich,
natomiast na kolumnie pomocniczej niskimi czasami retencji, umozliwiajacymi analiz¢

kolejno przenoszonych zespotow i kondycjonowanie kolumny.
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Zoptymalizowano warunki rozdzielenia mieszaniny 52 substancji wzorcowych, w tym
29 potaczen z grupy fenolokwasow i 21 potaczen flawonoidowych: 9 flawonoli, 4 flawonow,
4 flawanonéw, 2 dimerow flawonoidowych i1 2 chalkondw oraz salicyny i katechiny.

W  optymalizacji skladu faz ruchomych wykorzystano typowe dla uktadow
RP (reversed phase) mieszaniny acetonitrylu lub metanolu z woda. W rezultacie rozdzielanie
na kolumnie podstawowej prowadzono z uzyciem elucji gradientowej o wzrastajacym
stezeniu metanolu od 3% do 70% w mieszaninie wody 1 metanolu przy predkosci przeptywu
fazy ruchomej 0,4 ml/min (tg = 150 min), natomiast na kolumnie pomocniczej (II)
zastosowano elucj¢ izokratyczna dla mieszanin acetonitryl / woda w stosunkach
objetosciowych 5+95, 10+90, 15+85, 20+80, 30+70, w zaleznosci od rozdzielanego zespotu
zwiazkow, przy stalej predkosci przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml/min.

Proces rozdzielania sktadnikow proby przebiegal w nastgpujacy sposob: zwiazki
obecne w analizowanej probie po wprowadzeniu na kolumng podstawowa (1) ulegaja
catkowitemu lub cze¢sciowemu rozdzieleniu w formie symetrycznych lub niesymetrycznych
pikow. Po opuszczeniu kolumny podstawowej frakcje zawierajaca nie rozdzielone zwiazki,
przeznacza si¢ do dalszej separacji i przenosi do dzielnika strumienia, ktory w S$cisle
okreslonym stosunku objetosciowym (1:5) dzieli go na dwa strumienie - jeden trafia
do detektora (1), natomiast drugi przez zawor szeSciodrozny (2) do kolumny pomocniczej
(IT). Kolejne eluaty nie zawierajace interesujacych skladnikéw ekstraktu sa kierowane
do $ciekdéw. Przenoszenie frakcji i jej rozdzielanie na kolumnie pomocniczej odbywa si¢ bez
przerywania separacji na kolumnie podstawowej (Ryc. 72).

Z 52 skladnikowej mieszaniny substancji wzorcowych na kolumnie podstawowej
(w I wymiarze) nie rozdzielono: kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego i [B-rezorcylowego
(tr=30-32 min); kwasu syryngowego 1 kwasu chlorogenowego (tgr=48-50 min); kwasu
m-kumarowego, kwasu 2,4-dimetoksybenzoesowego i kwasu ferulowego (tr = 62-68 min);
kwasu synapinowego, kwasu o-kumarowego i kwasu izoferulowego (tg= 70-73 min)
oraz apigeniny i izoramnetyny (tg = 107-108 min) (Ryc. 73), ktére w rezultacie rozdzielono
na kolumnie pomocniczej (w Il wymiarze), stosujac odpowiednio, jako fazy ruchome
mieszaniny acetonitrylu i wody w stosunkach objgtosciowych — 5+95, 10+90, 15+85, 20+80,
30+70. Ponadto na kolumnie wypetionej zelem monolitycznym RP-18, w fazie ruchome;j:
acetonitryl / woda 30+70 (v/v), rozdzielono frakcje (tr =90-97 min) zawierajaca: rutyng,
3-O-glukozyd kwercetyny, 7-O-glukozyd apigeniny, mirycetyng, kwas rozmarynowy,
izosalipurpozyd i kwas 4-metoksycynamonowy (Ryc. 73).

W opracowanych warunkach poddano analizie jako$ciowej ekstrakty metanolowe

zkory S. purpurea (7042), S. daphnoides klon 1095 (7004) oraz S. sachalinensis
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‘Sekka’ (7026) (Ryc. 74-76). Potwierdzono wyniki otrzymane w badaniach technikami
chromatografii planarnej oraz 1D-HPLC. We wszystkich trzech -ekstraktach, dzieki
zastosowaniu rozdzielania w Il wymiarze, grupa niepodzielonych zwiazkow z I wymiaru w
zakresie czasOw retencji — tg=46,5-48 min, ulegala separacji na kwasy chlorogenowy i
syryngowy oraz inne niezidentyfikowane sktadniki (Ryc. 74-76). W ekstraktach S. purpurea
(7042) 1 S. daphnoides klon 1095 (7004), system 2D-HPLC umozliwil oznaczenie kwasu
protokatechowego, poprzez jego rozdzielenie w II wymiarze od ko-eluujacych z nim w I
wymiarze nieznanych sktadnikow (tg = 12-14 min — I wymiar) (Ryc. 74,75). Obserwowany na
chromatogramie ekstraktu z kory S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) z kolumny podstawowej pik
o tg= 64 min (I wymiar) oznaczony jako kwas weratrowy, ktorego obecnosci nie wykazano
metoda TLC, dzielit si¢ na kolumnie pomocniczej (II wymiar) na kilka sygnatow, nie

odpowiadajacych w zakresie wartosci tg wzorcowi (Ryc. 76).
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Ryc. 72. Etapy separacji metoda 2D HPLC.

Zastosowanie rozdzielania na kolumnie pomocniczej (II wymiar) pozwolito

na zadowalajaca separacj¢ salicyny i1 kwasu o-rezorcylowego oraz oddzielenie od nich
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zwiazkow balastowych w ekstrakcie z kory S. purpurea (7042), stabo oddzielonych
na kolumnie podstawowej (I wymiar) (Ryc. 75).

Uwzgledniajac duze stgzenia 7-O-glukozydu naryngeniny w ekstrakcie S. daphnoides
klon 1095 (7004) analiza w II wymiarze umozliwita oznaczenie koeluujacego z nim
w I wymiarze kwasu cynamonowego (tg = 81-84 min) (Ryc. 74).

Z kolei w ekstraktach S. purpurea (7042) 1 S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
zastosowanie Il wymiaru zaowocowalo rozdzieleniem kwasu salicylowego z frakcji
0tr=50,2-55 min z [ wymiaru od ko-migrujacych z nim sktadnikéw, wystepujacych
w wysokich stezeniach (Ryc. 75,76). Niezwykle korzystne okazalo si¢ zastosowanie
I wymiaru w analizie koeluujacych na I kolumnie rutyny, 7-O-glukozydu luteoliny,
3-O-glukozydu kwercetyny, mirycetyny i izosalipurpozydu (tr = 91-98 min). W ten sposob
potwierdzono obecno$¢ 3-O-glukozydu kwercetyny i mirycetyny obok dominujacego
w zespole izosalipurpozydu w korze S. daphnoides klon 1095 (7004), rutyny, 7-O-glukozydu
apigeniny 1 mirycetyny obok izosalipurpozydu w korze S. purpurea (7042) oraz rutyny,
3-O-glukozydu kwercetyny, 7-O-glukozydu apigeniny oraz mirycetyny w S. sachalinensis
‘Sekka’ (7026) (Ryc. 74-76).

Poréwnanie czaséw retencji piku o duzej intensywno$ci, obserwowanego
w ekstraktach z kory S. daphnoides klon 1095 (7004) i S. purpurea (7042) (tg = 8,5 min),
z mieszaning wzorcOw sugerowato obecno$¢ kwasu homogentyzynowego, ktorego
nie obserwowano w rozdzieleniach metoda TLC (Ryc. 74,75). Potwierdzenie jego obecnosci
wymagatoby optymalizacji separacji w II wymiarze lub zastosowania specyficznych
detektorow (DAD, MS).

Opracowany system 2D-HPLC wykorzystano do analizy ilosciowej trzech wolnych
fenolokwasow wystgpujacych w korze S. daphnoides klon 1095 (7004), mianowicie kwasu
chlorogenowego, cynamonowego i protokatechowego, ktorych obecno$¢ wykazano metoda

TLC i ID-HPLC (Tabl. 37).

Tabl. 37. Zawarto$¢ [mg/g] fenolokwasdw w korze klonu wierzby wawrzynkowej — S. daphnoides klon 1095 (7004) oznaczona metoda 2D HPLC.

Lp. Substancja oznaczana Zawartos¢ [mg/g/)

1. Kwas chlorogenowy 5,31+0,15
Kwas cynamonowy 0,066 + 0,005
Kwas protokatechowy 0,12 £ 0,02

Najwyzsze stezenie odnotowano dla kwasu chlorogenowego — 5,31 mg/g, natomiast
dwa pozostate kwasy wystgpowaty w znacznie nizszych koncentracjach (Tabl. 37).
Julkunen-Titto 1 wsp. [103,227] w badaniach ilosciowych fenoli w lisciach r6éznych

klonow gatunku S. myrsinifolia odnotowali zawarto$¢ kwasu chlorogenowego w przedziale
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od 0,1 mg/g do 6,56 mg/g obok niskich koncentracji (od 0,1 mg/g do 0,59 mg/g) trzech
pochodnych kwasu p-kumarowego. Z kolei w drewnie S. caprea dominowat kwas salicylowy
(2 mg/g), ktoremu towarzyszyl w niskich ilo$ciach kwas wanilinowy (0,1 mg/g) oraz $§lady
kwasu ferulowego 1 4-hydroksycynamonowego [187].

Opracowany system 2D-HPLC w poréwnaniu do 1D-HPLC i TLC, umozliwia
w stosunkowo krotkim czasie petlna charakterystyke zespoléw zwiazkéw prostych fenoli
1 polifenoli — flawonoidow, pochodnych salicylowych i fenolokwasow.
Odnoszac si¢ do aktualnych danych piSmiennictwa z zakresu wielowymiarowej
chromatografii cieczowej [rozdzial 1.4], jest to pierwsze doniesienie o wykorzystaniu metody
2D-HPLC w analizie tak skomplikowanych matryc pochodzenia roslinnego

oraz wielosktadnikowej mieszaniny zwiazkéw wzorcowych (52 sktadniki).
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Ryc. 73. Chromatogram 2D-HPLC mieszaniny substancji wzorcowych: 1 — kwas galusowy, 2 — kwas homogentyzynowy, 3 — kwas protokatechowy, 4 — salicyna, 5 — kwas a-rezorcylowy, 6 — kwas
p-hydroksybenzoesowy, 7 — kwas gentyzynowy, 8 — kwas dihydrokawowy, 9 — kwas m-hydroksybenzoesowy, 10 — kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy, 11 — kwas B-rezorcylowy, 12 — kwas wanilinowy,
13 - kwas homowanilinowy, 14 — katechina, 15 — kwas kawowy 16 — kwas syryngowy, 17 — kwas chlorogenowy, 18 — kwas salicylowy, 19 — kwas p-kumarowy, 20 — epikatechina, 21 — kwas weratrowy,
22 - kwas m-kumarowy, 23 — kwas 2,4-dimetoksybenzoesowy, 24 — kwas ferulowy, 25 — kwas synapinowy, 26 — kwas o-kumarowy, 27 — kwas izoferulowy, 28 — 5-O-glukozyd naryngeniny,
29 - 7-O-glukozyd naryngeniny, 30 — kwas cynamonowy, 31 — kwas 3,4-dimetoksycynamonowy, 32 — naryngina, 33 — 7-O-glukozyd luteoliny, 34 — rutyna, 35 — 3-O-glukozyd kwercetyny, 36 — 7-O-glukozyd
apigeniny, 37 — mirycetyna, 38 — kwas rozmarynowy, 39 — izosalipurpozyd, 40 — kwas 4-metoksycynamonowy, 41 — 3-O-glukozyd kemferolu, 42 — 3-O-glukozyd izoramnetyny, 43 — naryngenina,
44 - kwercetyna, 45 — luteolina, 46 — 7-O-ramnozyd kemferolu, 47 — kemferol, 48 — apigenina, 49 — izoramnetyna, 50 — 6”-p-kumaroiloizosalipurpozyd, 51 — kupresuflawon, 52 — amentoflawon; Objasnienia:
I wymiar: kolumna Supelcosil LC-18 (150 mm x 3mm, 3 um), elucja gradientowa wedtug programu G,: (A — metanol, B — woda / kwas ortofosforowy 99,9+ 0,1, v/v) od 3% do 70% A w A + B (tg = 150 min),
v = 0,4 ml/min, detekcja UV A=280 nm, Il wymiar: kolumna Chromolith Performance RP18e (100 mm x 4,6 mm), elucja izokratyczna: mieszaniny acetonitryl / woda (v/v): lla 5+95, llb 10+90, lic 15+85,

lid 20+80, lle 30+70, v = 1,0 ml/min, detekcja UV A=210 nm.
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Ryc. 74. Chromatogram 2D HPLC metanolowego ekstraktu z kory Salix daphnoides 1095 (7004): 1 — kwas galusowy, 2 — kwas homogentyzynowy, 3 — kwas protokatechowy, 4 — salicyna, 5 — kwas
a-rezorcylowy, 6 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 12 — kwas wanilinowy, 14 — katechina, 15 — kwas kawowy 16 — kwas syryngowy, 17 — kwas chlorogenowy, 18 — kwas salicylowy, 19 — kwas p-kumarowy,
20 — epikatechina, 24 — kwas ferulowy, 28 — 5-O-glukozyd naryngeniny, 29 — 7-O-glukozyd naryngeniny, 30 — kwas cynamonowy, 33 — 7-O-glukozyd luteoliny, 35 — 3-O-glukozyd kwercetyny,
37 - mirycetyna, 39 — izosalipurpozyd, 43 — naryngenina, 44 — kwercetyna, 48 — apigenina, 50 — 6”-p-kumaroiloizosalipurpozyd. Objasnienia: | wymiar: kolumna Supelcosil LC-18 (150 mm x 3mm, 3 um),

elucja gradientowa wedtug programu Gi,: (A — metanol, B — woda / kwas ortofosforowy 99,9+ 0,1, v/v) od 3% do 70% A w A + B (&g = 150 min), v = 0,4 ml/min, detekcja UV A=280 nm, Il wymiar: kolumna
Chromolith Performance RP18e (100 mm x 4,6 mm), elucja izokratyczna: mieszaniny acetonitryl / woda (v/v): lla 5+95, llb 15+85, llc 20+80, lld 30+70, v = 1,0 ml/min, detekcja UV 1=210 nm.
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Ryc. 75. Chromatogram 2D HPLC metanolowego ekstraktu z kory Salix purpurea (7042): 1 — kwas galusowy, 2 — kwas homogentyzynowy, 3 — kwas protokatechowy, 4 — salicyna, 5 — kwas a-rezorcylowy,
6 - kwas p-hydroksybenzoesowy, 12 — kwas wanilinowy, 14 — katechina, 15 — kwas kawowy 16 — kwas syryngowy, 17 — kwas chlorogenowy, 18 — kwas salicylowy, 19 — kwas p-kumarowy, 20 - epikatechina,
24 — kwas ferulowy, 28 — 5-O-glukozyd naryngeniny, 29 — 7-O-glukozyd naryngeniny, 30 — kwas cynamonowy, 33 — 7-O-glukozyd luteoliny, 34 — rutyna, 36 — 7-O-glukozyd apigeniny, 37 — mirycetyna,
39 - izosalipurpozyd, 41 — 3-O-glukozyd kemferolu, 43 — naryngenina, 44 — kwercetyna, 46 — 7-O-ramnozyd kemferolu, 47 — kemferol, 48 — apigenina. Objasnienia: | wymiar: kolumna Supelcosil LC-18
(150 mm x 3mm, 3 um), elucja gradientowa wedtug programu Gi,: (A — metanol, B — woda / kwas ortofosforowy 99,9+ 0,1, v/v) od 3% do 70% A w A + B (t = 150 min), v = 0,4 ml/min, detekcja UV
A=280 nm, Il wymiar: kolumna Chromolith Performance RP18e (100 mm x 4,6 mm), elucja izokratyczna: mieszaniny acetonitryl / woda (v/v): lla 5+95, llb 15+85, lic 17+83, lld 30+70, lle 30+70,
v = 1,0 ml/min, detekcja UV A=210 nm.
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Ryc. 76. Chromatogram 2D HPLC metanolowego ekstraktu z kory Salix sachalinensis ‘Sekka’ (7026): 1 — kwas galusowy, 3 — kwas protokatechowy, 6 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 14 — katechina,

16 - kwas syryngowy, 17 — kwas chlorogenowy, 18 — kwas salicylowy, 19 — kwas p-kumarowy, 21 — kwas weratrowy, 30 — kwas cynamonowy, 33 — 7-O-glukozyd luteoliny, 34 — rutyna, 35 — 3-O-glukozyd
kwercetyny, 36 — 7-O-glukozyd apigeniny, 37 — mirycetyna, 43 — naryngenina. Objasnienia: | wymiar: kolumna Supelcosil LC-18 (150 mm x 3mm, 3 um), elucja gradientowa wedtug programu G:

(A - metanol, B — woda / kwas ortofosforowy 99,9+ 0,1, v/v) od 3% do 70% A w A + B (tg = 150 min), v = 0,4 ml/min, detekcja UV 1=280 nm, Il wymiar: kolumna Chromolith Performance RP18e

(100 mm x 4,6 mm), elucja izokratyczna: mieszaniny acetonitryl / woda (v/v): lla 10+90, llb 15+85, llc 20+80, lid 30+70, v = 1,0 ml/min, detekcja UV A=210 nm.
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6. Omowienie wynikow badan aktywnosci cytotoksycznej i genotoksycznej

zwigzkow fenolowych oraz ekstraktow suchych z kory wierzb.

Od wielu lat liczne o$rodki naukowe podejmuja badania nad wiasciwosciami
kancerogennymi i genotoksycznymi pirokatecholu, jako jednego z gldwnych metabolitow
benzenu [3]. Mechanizm genotoksycznego dzialania katecholu wciaz pozostaje
niewyjasniony. Jedna z hipotez zaklada, Ze zwiazek w wysokich stgzeniach indukuje
reaktywne formy tlenu (ROS) uszkadzajace DNA, natomiast w niskich posiada dziatanie
przeciwutleniajace [3]. Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (International Agency
for Research on Cancer — IARC) Kklasyfikuje zwiazek jako substancje potencjalnie
rakotworcza [3]. W eksperymentach na szczurach katechol stymulowat procesy karcynogenne
w blonie sluzowej zotadka [3].

W zwiazku z obecno$cia pirokatecholu w wigkszosci analizowanych kor wierzb,
podjeto badania nad cytotoksycznos$cia i genotoksycznos$cia zwiazku oraz ekstraktow suchych
otrzymanych z kory wierzby — S. alba klon 1100 (7001), S. daphnoides klon 1095 (7004) oraz
S. purpurea (7043), otrzymanych w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji z Ogrodem Roslin
Leczniczych Akademii Medycznej w Gdansku, o oznaczonej wedlug opracowanych procedur

analitycznych, zawarto$ci poszczegolnych zwiazkéw czynnych (Tabl. 38).

Tabl. 38. Zawarto$¢ zwigzkéw czynnych [mg/g] w ekstraktach suchych z kory wierzb.

Lp. | Zwiazek

Zawartos¢ [mg/gm] w ekstrakcie suchym z kory:

S. alba klon 1100 S. daphnoides kion 1095 S. purpurea
(7001) (7004) (7043)
1. Salicyna wolna 27,1+0,21 36,5+0,27 83,0+ 0,85
2. Suma zwigzkéw salicylowych 147,2 £2,12 222,4 + 234 220,7 £+ 1,87
w przeliczeniu na salicyne
3. 5-0O-glukozyd naryngeniny - 26,3 +0,20 31,1+£0,23
4. 7-O-glukozyd naryngeniny - 57,2+0,43 24,0+£0,22
5. Naryngenina - 0,54 £ 0,07 0,44 £ 0,09
6. Izosalipurpozyd - 16,0 £ 0,17 9,2+ 0,11
7. 6’-p-kumaroiloizosalipurpozyd - 11,0+ 0,11 8,4 +£0,09
8. Katechina 7,0+0,11 4,7 +0,09 4,9+ 0,09
9. Pirokatechina 1,1+£0,07 2,3+0,10 10,3+ 0,12
Objasnienia: (-) — nie stwierdzono obecnosci zwigzku.

W eksperymentach uwzgledniono rowniez zwiazki reprezentujace poszczegdlne grupy
potaczen obecnych w rodzaju Salix i wystepujace w wysokich stgzeniach w badanym
materiale, mianowicie: salicyng, tremulacyng, kwas salicylowy z grupy potaczen
salicylowych oraz kateching, izosalipurpozyd i jego ester p-kumarowy, naryngening i jej 5-O-

1 7-0-glukozydy z grupy polifenoli.

178



Omowienie wynikow badan aktywnosci cytotoksycznej i genotoksycznej zwiqzkow fenolowych...

Aktywno$¢ cytotoksyczna badano przy pomocy testu redukcji soli tetrazolowej — testu
MTT, w stosunku do dwoch linii komérek nowotworowych: HL-60 (komorki biataczki
promielocytarnej) i HeLa (komoérki ludzkiego raka szyjki macicy) analizujac %
przezywalnosci komoérek w obecnosci poszczegdlnych zwiazkow 1 ekstraktow z kory
wierzby. Aktywnos$¢ cytotoksyczna zwiazkéw 1 ekstraktoéw suchych z kory wierzby
analizowano w zakresie st¢zen od 0 pg/ml do 70 pg/ml. Badania prowadzono wobec kontroli
linii ludzkich fibroblastow skory.

Test MTT pozwala na oceng aktywnosci metabolicznej komorek [161]. W zywych
komorkach, sole tetrazolowe (w tym MTT) ulegaja przeksztalceniu pod wplywem
dehydrogenazy bursztynianowej do nierozpuszczalnych krysztaltkow formazanu (Ryc. 77).
Ilo$¢ powstajacego formazanu jest proporcjonalna do liczby zywych komérek, a tym samym

swiadczy o stopniu ich przezywalnosci.
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Ryc. 77. Redukcja MTT (A) do formazanu (B).

Wykazano selektywna aktywno$¢ cytotoksyczna wobec linii komorek biataczki
promielocytarnej (HL-60). Najwyzsza aktywnos$cia cytotoksyczna wsrdd badanych zwiazkéw
charakteryzowatla si¢ pirokatechina, dla ktorej warto§¢ 1Csy wynosita 2,5 pg/ml, a najnizsza
katechina — ICsp = 55 pg/ml (Tabl. 39). Pozostale zwiazki wykazaly poréwnywalny efekt
cytotoksyczny. Nie stwierdzono hamowania wzrostu ludzkich fibroblastow skory, zarowno
w obecnoéci zwiazkow jak i ekstraktow (Tabl. 39). Swiadczy to o ich specyficznej
aktywnosci wobec linii HL-60.

Dla salicyny nie ujawniono aktywnosci cytotoksycznej wobec zadnej z badanych linii
komoérkowych, w stosowanym zakresie st¢zen (od 0 pg/ml do 70 pg/ml) (Tabl. 39).
Natomiast kwas salicylowy posiadat dziatanie cytotoksyczne réwniez w stosunku do linii
komorek ludzkiego raka szyjki macicy (HeLa).

Sposrod badanych ekstraktow suchych najwyzsza cytotoksyczno$cia charakteryzowat
si¢ ekstrakt z kory S. purpurea (7043) (ICso = 35 pg/ml) (Tabl. 39). Silniejsza aktywno$¢
cytotoksyczng tego ekstraktu w stosunku do pozostatych — ICsy = 40 pg/ml oraz 45 pg/ml,
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odpowiednio dla S. alba klon 1100 (7001) 1 S. daphnoides klon 1095 (7004), mozna wigzac
z najwyzsza zawarto$cig pirokatechiny (0,96%) (Tabl. 38).

Obserwowano wzrost aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow suchych w ciagu 48h
trwania eksperymentu, natomiast dla pojedynczych substancji warto$¢ ICsy utrzymywala si¢

na tym samym poziomie, jaki obserwowano po 24h (Tabl. 39).

Tabl. 39. Aktywnos¢ cytotoksyczna zwigzkow i ekstraktow z kory wierzby (Salix sp.) analizowana przy pomocy testu MTT.

Linia komérkowa

Lp. | Zwiazek/ekstrakt

1. Kwas salicylowy

2. Salicyna >70 - >70 >70
3. Tremulacyna 20+1,3 - >70 >70
4, Katechina 55+27 - >70 >70
5. Naryngenina 25+1,2 - >70 >70
6. 5-O-glukozyd naryngeniny 20+£1,0 - >70 >70
7. 7-O-glukozyd naryngeniny 35+2,1 - >70 >70
8. Izosalipurpozyd 45+ 2,0 - >70 >70
9. Ester izosalipurpozydu 35+1,7 - >70 >70
10. | Pirokatechol 25+0,2 - >70 >70
11. | S. purpurea 7043 (e. s.) 35+1,7 25+1,2 >70 >70
12. | S. daphnoides klon 1095 (7004) (e. s.) 40+21 30£1,5 >70 >70
13. | S. alba klon 1100 (7001) (e. s.) 40+2,2 30+£1,3 >70 >70
Obijasnienia:

(*) — Czas ekspozycji komérek
(e. s.) — ekstrakt suchy

Uwage zwraca wplyw miejsca glukozydacji naryngeniny na jej aktywno$¢
cytotoksyczna. Dla 7-O-glukozydu naryngeniny wykazano nizsza aktywno$¢ w poroOwnaniu
do aglikonu (35 pg/ml 1 25 pg/ml, odpowiednio), natomiast 5-O-glukozyd posiadal
aktywno$¢ wyzsza (20 pg/ml). Obecno$¢ podstawnika stanowiacego kwas fenolowy
powodowata wzrost aktywnosci cytotoksycznej zwiazku, czego potwierdzeniem sa wartosci
ICs salicyny 1 tremulacyny — ICso > 70 1 ICso= 20 pg/ml odpowiednio, oraz izosalipurpozydu
i jego estru p-kumarowego — ICsp = 45 pg/ml i ICso= 35 pg/ml odpowiednio) (Tabl. 39).

Badanie aktywno$ci genotoksycznej pirokatechiny przeprowadzono dla ekstraktu
suchego z kory Salix purpurea (7043) o najwyzszej zawartos$ci pirokatecholu (Tabl. 38).
Badania prowadzono na linii HL-60.

W eksperymencie zastosowano test kometowy (Single Cell Gel Electrophoresis —
SCGE), ktory umozliwia oszacowanie uszkodzefi DNA na poziomie pojedynczych komorek
1 uwazany jest za najbardziej czula technike¢ oceny uszkodzen DNA [213]. Wykorzystuje on
zdolno$¢ niskoczasteczkowego DNA do migracji w zelu agarozowym. Migrujace uszkodzone
DNA tworzy charakterystyczny obraz imitujacy ogon komety, a nieuszkodzone DNA
ksztaltuje tak zwana ,,glowe” komety.
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W ocenie indukowania przez pirokateching uszkodzen DNA, komorki HL-60 poddano
dzialaniu zwiazku w zakresie od 0,5 pg/ml do 5 pg/ml. Zastosowano stezenia, ktore nie
wywolywaty efektu cytotoksycznego — do 2,5 pg/ml (przezywalnos¢ komorek > 50%) oraz
stezenia powodujace $mier¢ ponad 50% komorek, czyli od 2,5 pg/ml do 5 pg/ml. W
przypadku ekstraktu suchego z kory S. purpurea (7043) aktywno$¢ genotoksyczna
kontrolowano w zakresie stezen od 5 pg/ml do 50 pg/ml.

Nie obserwowano indukcji uszkodzen w komoérkach HL-60 traktowanych pirokateching
1 ekstraktem suchym nawet przy stezeniach cytotoksycznych (Ryc. 78C). % DNA w ogonie
w przypadku pirokatechiny odpowiadatl kontroli 1 wynosit 1% =+ 0,1. Podobnie nie ujawniono
efektu genotoksycznego dla badanego ekstraktu suchego z kory wierzby wobec linii HL-60
(% DNA w ogonie wynosit 1% + 0,1) (Ryc. 78D), w stosowanym zakresie st¢zen. Nadtlenek
wodoru zastosowany jako kontrola pozytywna w stezeniu 50 uM, indukowal uszkodzenia
DNA — % DNA w ogonie oszacowano na poziomie 50% + 5 (Ryc. 78B).

W rezultacie stwierdzono w oparciu o test kometowy, ze obecno$¢ pirokatechiny
w ekstraktach nie powoduje uszkodzen DNA.

Wyniki badan dostarczaja nowych informacji o aktywno$ci farmakologicznej
1 biologicznej kory wierzby, w tym specyficznej aktywno$ci przeciwnowotworowej wobec

linii komorek biataczki promielocytarnej — HL-60.

.

Ryc. 78. Wptyw pirokatechiny, ekstraktu suchego z kory Salix purpurea (7043) i nadtlenku wodoru na indukcje uszkodzern DNA
w linii HL-60: A — kontrola negatywna, komorki nietraktowane, B — kontrola pozytywna, komorki traktowane 50 pM H,O.,

C - komorki traktowane pirokateching (5 pg/ml), D — komorki traktowane ekstraktem z kory wierzby purpurowej (7043)
(50 pg/ml).
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IV. WNIOSKI

1. Stosujac metody chromatografii planarnej — TLC i HPTLC oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), opracowano i1 zoptymalizowano warunki rozdzielen
chromatograficznych, w zakresie stosowanych faz stacjonarnych i ruchomych, pochodnych
salicylowych, flawonoidéw, fenolokwaséw, katechin i procyjanidyn, obecnych w korze
badanych gatunkow i klondw wierzb, mianowicie:

a) zwiazki salicylowe (salicyna, salikortyna, 2’-acetylosalikortyna, piceina, helicyna,
salidrozyd, triandryna, populina i tremulacyna) rozdzielano metoda HPLC na szeregowo
potaczonych dwoch kolumnach — Chromolith Performance Si i Chromolith Performance
RP-18e, stosujac elucj¢ gradientowa w mieszaninie acetonitryl / woda+kwas trifluorooctowy
(99,95+0,05, v/v) o wzrastajacym stezeniu od 3% do 48% acetonitrylu. Réwnolegle
z detektorem UV zastosowano detektor $wiatla rozproszonego (ELS), jako specyficzny
dla tych zwiazkow;

b) zwiazki flawonoidowe analizowano w dwodch systemach HPLC: na kolumnie
Discovery C18, z uzyciem elucji gradientowej w mieszaninie acetonitryl / woda + kwas
ortofosforowy o wzrastajacym stgzeniu acetonitrylu od 2% do 37% oraz z uzyciem gradientu
liniowo-skokowego na kolumnie Lichrospher 100 RP-18¢ w mieszaninie metanol /
woda + kwas ortofosforowy (99,9+0,1, v/v) o zmiennym st¢zeniu metanolu i zmiennej
predkosci przeptywu fazy ruchome;;

c) fenolokwasy (kwasy: a-rezorcylowy, kawowy, m-hydroksybenzoesowy,
p-kumarowy, p-hydroksybenzoesowy, syryngowy, ferulowy, wanilinowy, weratrowy,
cynamonowy i 4-metoksycynamonowy) rozdzielano stosujac technike MGD-HPTLC na zelu
krzemionkowym z chemicznie zwigzanymi grupami diolowymi — HPTLC Diol, wedlug
programu gradientu fazy ruchomej chloroform / heksan / octan etylu o wzrastajacym st¢zeniu,
od 10% do 25%, octanu etylu w kolejnych etapach gradientu. Wykazano specyficznos¢
odczynnika tymolowego w stosunku do metoksylowych pochodnych kwasu cynamonowego;

d) monomeryczne flawan-3-ole (katechina, epikatechina, galusan katechiny
i galokatechina) analizowano metoda MGD-HPTLC na zelu krzemionkowym RP-18W
stosujac elucj¢ gradientowa w mieszaninie acetonitryl / woda / kwas mrowkowy
0 wzrastajacym st¢zeniu rozpuszczalnika organicznego z 20% do 22%.

e) procyjanidyny B; 1 B, w obecnosci katechiny analizowano na ztozu poliamidowym,
stosujac jako faze ruchoma mieszaning: chloroform /metanol /keton metylo-etylowy
(40+20+30, v/v/v) oraz zelu krzemionkowym HPTLC w fazie ruchome;j: chloroform / etanol /

kwas mrowkowy (50+40+6,v/v).
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2. Z wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE), jako etapu przygotowania probki
do analizy, oraz metod chromatograficznych — HPTLC 1 HPLC, opracowano procedury
analityczne dla oznaczen ilosciowych nastgpujacych zwiazkdw czynnych:

a) salicyny wolnej 1 estrowo zwigzanej metoda SPE-HPLC na kolumnie Discovery C18,
stosujac elucje izokratyczna w mieszaninie: acetonitryl / woda / kwas fosforowy (7+92,91+0,09,
VIV,

b) katechiny metodami: SPE-HPTLC na Zelu krzemionkowym RP-18W z uzyciem fazy
ruchomej acetonitryl / woda / kwas mréwkowy (20+80+6, v/v) i SPE-HPLC na kolumnie Purospher
Star RP-18e, stosujac elucje gradientowa w mieszaninie acetonitryl / woda + kwas ortofosforowy
(99,9+0,1, v/v) 0 wzrastajacym st¢zeniu acetonitrylu od 2% do 17%;

c) procyjanidyny B; metoda SPE-HPTLC na Zelu krzemionkowym z uzyciem fazy
ruchomej chloroform / etanol / kwas mréwkowy (50+40+6,v/v);

d) flawanondw — naryngeniny oraz jej 5-O- i 7-O-glukozydow, metoda HPLC/DAD
na kolumnie Discovery C18, stosujac elucj¢ gradientowa w mieszaninie acetonitryl / woda + kwas
ortofosforowy o wzrastajacym stgzeniu acetonitrylu od 2% do 37%;

e) chalkonéw — izosalipurpozydu oraz jego estru p-kumarowego metoda SPE-HPLC na
kolumnie Discovery C18 z wykorzystaniem elucji gradientowej w mieszaninie acetonitryl /

woda + kwas ortofosforowy (99,9+0,1, v/v) o wzrastajacym stezeniu acetonitrylu od 20% do 50%.

3. Do celéw skryningowych analiz skladu chemicznego kory wierzby, w zakresie
zwiazkow salicylowych, fenolokwasow, flawonoidéw i flawan-3-oli opracowano system
2D-HPLC oraz zoptymalizowano warunki rozdzielen chromatograficznych, w systemie
on-line, technika heart-cut, z uzyciem kolumny Supelcosil LC-18, jako kolumny
podstawowej i elucji gradientowej o wzrastajacym stgzeniu metanolu w mieszaninie metanol /
woda (I wymiar) oraz kolumny monolitycznej Chromolith Performance RP18e, jako kolumny
pomocniczej i elucji izokratycznej mieszaninami acetonitryl / woda (5+95, 10+90, 15+85,
20+80, 30+70, v/v) (Il wymiar).

Po raz pierwszy metoda 2D-HPLC rozdzielono wieloskladnikowe zespoly, stanowiace
mieszaning zwiazkow wzorcowych (52 skladniki: 29 fenolokwaséw i1 21 flawonoidéw,
wtym: 9 flawonoli, 4 flawony, 4 flawanony, 2 dimery flawonoidowe i 2 chalkony
oraz salicyna 1 katechina) oraz matryce roslinne (ekstrakty metanolowe z kor wierzb:
S. purpurea (7042), S. daphnoides klon 1095 (7004) i S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)).
Ponadto opracowany system 2D-HPLC wykorzystano w celu oznaczenia zawarto$ci kwasu
chlorogenowego, cynamonowego i protokatechowego w korze S. daphnoides klon 1095

(7004). Najwyzsze stezenie odnotowano dla kwasu chlorogenowego — 5,31 mg/g.
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4. Potwierdzono metodami chromatograficznymi sktad flawonoidow obecnych
w gatunkach: S. acutifolia, S. daphnoides 1 S. purpurea. Ponadto z wyciagu metanolowego
zkory S. purpurea (7043) firmy ,Labofarm”, metodami preparatywnej, grawitacyjnej
chromatografii kolumnowej i semi-preparatywnej HPLC, wyodrgbniono cztery zwiazki, ktore
W oparciu o porownanie parametréw retencyjnych (tr) z danymi literaturowymi oraz widma
UV, FAB-MS, 'H i ®C NMR oraz widma dwuwymiarowego rezonansu magnetycznego:
'H-'H COSY, ROESY, HMBC 1 HSQC zidentyfikowano, jako
6”-O-(E)-p-kumaroiloizosalipurpozyd, (+) 1 (-)-5-O-glukozyd naryngeniny oraz
izosalipurpozyd.

5. Po raz pierwszy stwierdzono obecno$¢ 67-O-(E)-p-kumaroiloizosalipurpozydu
w korze S. daphnoides. Obecno$¢ tego zwiazku w korze firmy ,,Labofarm” uwazanej
za wierzbg purpurowa (S. purpurea) $wiadczy o nieprawidlowo okreslonej przynaleznosci

systematycznej 1 wskazuje na gatunek S. daphnoides lub S. acutifolia.

6. Z ekstraktu metanolowego z kory S. purpurea (7043) wyodrebniono pirokateching,
ktorej strukture potwierdzono w oparciu o widma UV, EI-MS oraz 'H i *C NMR. Obecno$é
pirokatecholu, metoda MGD-HPTLC, stwierdzono w 29 z 43 badanych gatunkéw 1 klonow
wierzb. Zawarto$¢ pirokatecholu wahata si¢ od 0,05 mg/g do 2,25 mg/g. Najwyzsza
zawartoscia pirokatechiny charakteryzowala si¢ kora S. purpurea (7043) (2,25 mg/g).
Obserwowano wzrost stgzenia pirokatecholu w procesie hydrolizy, szczeg6lnie alkaliczne;.
Wsréd  hydrolizatow najwyzsze stezenie pirokatechiny odnotowano dla hydrolizatu

alkalicznego z S. daphnoides klon 1095 (7004) o wysokiej zawartos$ci salikortyny.

7. Potwierdzono, w obrgbie rodzaju Salix, wystgpowanie kwasow:
p-hydroksybenzoesowego, salicylowego, wanilinowego, p-kumarowego, chlorogenowego,
syryngowego, protokatechowego, gentyzynowego, ferulowego i kawowego. Sposrod nich
najczesciej wystgpowaty w badanym materiale roslinnym kwasy: p-hydroksybenzoesowy
(41 przedstawicieli  gatunkéw 1 klonéw), salicylowy (38), p-kumarowy (36)
1 cynamonowy (33).

Po raz pierwszy odnotowano obecno$¢ kwasow: o-rezorcylowego (S. daphnoides
klon 1095 (7004), S. purpurea klon 1136 (7011) 1 S. purpurea (7042)), dihydrokawowego
(S. purpurea (7041), S. purpurea klon 1153 (7012) i S. viminalis (7029)) oraz galusowego
(S. acutifolia (7031), S. daphnoides klon 1095 (7004), S. melanostachys (7022), S. purpurea
(7042) 1 (7041) oraz S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)).
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8. W opracowanych warunkach analizy chromatograficznej TLC, HPTLC i HPLC
poraz pierwszy okreslono sktad zespotow zwiazkdw czynnych w  gatunkach:
S. X erythroflexuosa, S. melanostachys, S. nakamurana var. yezoalpina, S. % sepulcralis
1 S. silesiaca, mianowicie:

a) w mieszancu S. X erythroflexuosa (7019) wykryto: salicyng, 2’-acetylosalikortyng
itriandryng¢ z grupy glikozydéw fenolowych, naryngening, 3-O-glukozyd kemferolu
iluteoling z grupy flawonoidow, kwasy p-hydroksybenzoesowy i1 p-kumarowy z grupy
fenolokwasow, oraz kateching, epikateching, galusan katechiny z grupy flawan-3-oli;

b) w gatunku S. melanostachys (7022) wykryto: salicyn¢ i salikortyng z grupy
glikozydéw fenolowych, kwas galusowy z grupy fenolokwaséw, naryngening, 3-O-glukozyd
kemferolu z grupy flawonoidow oraz kateching, epikateching, galusan katechiny,
procyjanidyne B, z grupy flawan-3-oli;

c) w podgatunku S. nakamurana var. yezoalpina (7025): salicyng, salikortyne,
triandryng 1 piceing z grupy glikozydow fenolowych, naryngening, z grupy flawonoidow,
kwasy: p-hydroksybenzoesowy, chlorogenowy, cynamonowy, protokatechowy, salicylowy
z grupy fenolokwasow oraz kateching, epikateching, procyjanidyng B; z grupy flawan-3-oli;

d) w mieszancu S. x sepulcralis (7027): salicyng, 2’-acetylosalikortyng, salikortyne,
triandryne z grupy glikozydéw fenolowych, kwercetyng, mirycetyng, apigening z grupy
flawonoidow, kwasy: p-hydroksybenzoesowy, chlorogenowy, salicylowy 1 wanilinowy
z grupy fenolokwaséw oraz kateching, epikateching, procyjanidyng B, z grupy flawan-3-oli;

e) w gatunku S. silesiaca (7024): salicyng¢ 1 triandryng, z grupy glikozydow
fenolowych, kwasy: p-hydroksybenzoesowy, cynamonowy, protokatechowy, salicylowy
z grupy fenolokwasow.

Ponadto w gatunkach, z uwzglednieniem ich klonéw, o rozpoznanym sktadzie
chemicznym zidentyfikowano chromatograficznie wobec wzorcoOw obecnos$¢ nie opisanych
w nich wczesniej zwiazkow, mianowicie:

* S. acutifolia (7031) — kwas galusowy, apigening, epikateching, galusan katechiny;

* S. alba (7032) 1 jej klonie 1100 (7001) — 2’-acetylosalikortyng, epikateching, procyjanidyng
B, oraz galusan katechiny w S. alba (7032), natomiast mirycetyng i apigening w jej klonie —
S. alba klon 1100 (7001);

*» S. amygdalina x viminalis klon 1155 (7003) — salikortyng, triandryng, apigening, kateching,
epikateching;

» S. x americana klon 1036 (7002) — salikortyne, triandryng, naryngening, kwercetyne,
kemferol, 3-O-glukozyd kemferolu, kateching, epikateching;

185



Whnioski

» S. daphnoides (7033) 1 jej klonie 1095 (7004) — apigening, kateching, epikateching,
procyjanidyn¢ B; oraz galusan katechiny w S. daphnoides (7033), natomiast kwasy
a-rezorcylowy 1 galusowy, kwercetyng 1 jej 3-O-glukozyd, mirycetyng, 7-O-glukozyd
luteoliny w S. daphnoides klon 1095 (7004);

 S. eriocephala (7034) — salikortyng, triandryng, naryngening, 3-O-glukozyd kwercetyny,
kateching, epikateching, procyjanidyng B,

* S. fragilis (7035) 1 jej podgatunku S. fragilis var. sphaerica (7020) — tremulacyng, kateching,
epikateching, galusan katechiny, procyjanidyng B, oraz naryngening i apigening w S. fragilis
(7035);

* S. herbacea (7030) — naryngening, 3-O-glukozyd kwercetyny, apigening, procyjanidyng By,
* S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028) — 2’-acetylosalikortyng, triandryng, kateching, epikateching,
procyjanidyng By,

* S. purpurea (7042) i jej klonach: 1038 (7005), 1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008), 1101
(7009) — 7-O-glukozyd luteoliny oraz S. purpurea (7042) 1 jej klonach 1067 (7006), 1084
(7008), 1101 (7009) — kwercetyng, S. purpurea (7042) i jej klonach 1081 (7007), 1084 (7008)
— kemferol, S. purpurea (7036), (7037) i jej klonach 1067 (7006), 1136 (7011), 1153 (7012),
1156 (7013), 1157 (7014) — apigening, S. purpurea (7036), (7037) i jej klonach: 1132 (7010),
1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014) — galusan katechiny, S. purpurea (7041)
1 jej klonach: 1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013) — triandryng, S. purpurea (7042) i jej
klonie 1081 (7007) — 3-O-glukozyd kemferolu, S. purpurea (7041) i jej klonie 1153 (7012) —
kwas dihydrokawowy, S. purpurea (7042) 1 jej klonie 1136 (7011) — kwas a-rezorcylowy, S.
purpurea (7042) i jej klonie 1038 (7005) — mirycetyng, S. purpurea (7041), (7042) — kwas
galusowy oraz S. purpurea (7042) — 7-O-ramnozyd kemferolu, 7-O-glukozyd apigeniny,
rutyng, S. purpurea (7041) — piceing 1 luteoling, S. purpurea (7036) — 2’-acetylosalikortyng i
S. purpurea klon 1136 (7011) — 3-O-glukozyd kwercetyny.

* S. purpurea % daphnoides klon 1107 (7015) — kemferol, 3-O-glukozyd kemferolu, luteoling,
7-O-glukozyd luteoliny;

* S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) — salikortyng, triandryng, kwas galusowy, naryngening,
3-O-glukozyd kwercetyny, rutyng, 7-O-glukozyd luteoliny, 7-O-glukozyd apigeniny,
procyjanidyng By;

» S. triandra (7038) 1 jej klonach: 1044 (7016) 1 1045 (7017) — kateching, epikateching,
procyjanidyng B; oraz tremulacyn¢ w S. friandra (7038), natomiast mirycetyng w klonach:
1044 (7016) 1 1045 (7017);

» S. viminalis (7029) 1 jej klonie 1083 (7018) — kateching, epikateching, oraz kwas
dihydrokawowy, rutyng, apigening i procyjanidyne By w S. viminalis (7029), natomiast
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salikortyng, kwercetyng, 3-O-glukozyd kemferolu, salipurpozyd, izosalipurpozyd
1 7-O-glukozyd luteoliny w S. viminalis klon 1083 (7018).

9. Opierajac si¢ na wynikach przeprowadzonych analiz jako$ciowych i iloSciowych,
nastepujace gatunki i klony uznano za najbogatsze zrodla, nastepujacych zwiazkow czynnych:
a) salicyny wolnej i estrowo zwiazanej — gatunki S. purpurea (7043) oraz S. daphnoides klon
1095 (7004) (24,7 mg/g 1 94,7 mg/g, odpowiednio);

b) flawanondw — S. purpurea (7042) (41,93 mg/g), S. daphnoides (7033) (36,75 mg/g)
1 S. daphnoides klon 1095 (7004) (26,60 mg/g); chalkondw — S. daphnoides klon 1095
(22,01 mg/g), S. purpurea klon 1132 (7010) (9,99 mg/g) i S. purpurea (7043) (7,77 mg/g);
najwyzsza zawarto$¢ sumy tych zwiazkow odnotowano dla S. daphnoides klon 1095 (7004)
(48,61 mg/g) 1 S. purpurea (7042) (41,93 mg/g).

¢) procyjanidyny B; klon 1100 S. alba (7001) (2,23 mg/g);

d) katechiny gatunki S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) (18,0 mg/g), S. melanostachy (7022)
(11,02 mg/g) 1 S. alba (7032) (9,39 mg/g); epikatechiny — S. daphnoides klon 1095 (7004)
(0,68 mg/g) oraz galusanu katechiny — S. x erythroflexuosa (7019) (0,76 mg/g).

10. W tescie MTT wykazano selektywna aktywno$¢ cytotoksyczna: pirokatecholu,
tremulacyny, kwasu salicylowego, katechiny, izosalipurpozydu i jego estru p-kumarowego,
takze naryngeniny oraz jej 5-O- 1 7-O-glukozydow oraz ekstraktow suchych z kory wierzby —
Salix purpurea (7043), S. daphnoides klon 1095 (7004) oraz S. alba klon 1100 (7001) wobec
linii komorek biataczki promielocytarnej (HL-60). Najwyzsza aktywnoscia cytotoksyczna
wsrdd badanych zwiazkow charakteryzowata si¢ pirokatechina (ICso = 2,5 pg/ml), a najnizsza
katechina (ICso = 55 pg/ml). Kwas salicylowy posiadal dziatanie cytotoksyczne rowniez
w stosunku do linii komorek ludzkiego raka szyjki macicy (HeLa) (ICso = 27 pg/ml). Sposrod
badanych ekstraktow suchych, najwyzsza aktywnos$cia cytotoksyczna charakteryzowat sig
ekstrakt z kory S. purpurea (7043) (ICso = 35 pg/ml).

Nie ujawniono aktywnos$ci genotoksycznej pirokatecholu i ekstraktu suchego z kory

S. purpurea (7043) w tescie kometowym (Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE).

11. Przeprowadzone badania materialu otrzymanego z firm zielarskich, wskazuja
na niska jako$¢ surowcow znajdujacych si¢ w obrocie farmaceutycznym. Na tym tle kory firm
,Herbapol” Wroctaw i ,Labofarm” charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka zawarto$cia

salicyny i flawonoidow.
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Sktad chemiczny kory firmy ,Herbapol” Gdansk (7041) wskazuje na blad
w oznaczeniu pochodzenia botanicznego surowca. W zespole kory wierzby dominuje piceina
obok triandryny 1 S$ladowych ilo$ci salicyny, natomiast nie wystgpuje izosalipurpozyd
i pochodne naryngeniny, co przemawia za gatunkiem S. caprea lub S. cinerea, a nie

S. purpurea, jak podaje producent [104,150,229].

12. W rezultacie przeprowadzonych prac, kolekcjg wierzb Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego, na tle danych literaturowych [10,102,188,222,229], uznano za cenne zrodto
surowca Salicis cortex o bardzo wysokich zawarto$ciach salicyny. Sa to mianowicie klony
S. daphnoides klon 1095 (7004) (94,7 mg/g), S. purpurea klon 1136 (7011) (66,3 mg/g)
oraz S. alba klon 1100 (7001) (35,8 mg/g).

Jednoczesnie wyniki analiz skladu chemicznego kor poszczegolnych klonow,
wskazuja na nieprawidtowa klasyfikacje:

a) klonu S. viminalis 1083 (7018), ktory =zawiera salicyng, salikortyng
1 izosalipurpozyd, a nie posiada triandryny — markera chemotaksonomicznego tego gatunku,
co wskazuje przypuszczalnie na przynaleznos¢ klonu do wierzby purpurowe;j;

b) klonow S. purpurea 1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013) i 1157 (7014),
ktore zawieraja triandryng¢ w przeciwienstwie do innych przedstawicieli tego gatunku.
Ponadto klony 1153 (7012) 1 1156 (7013) charakteryzuje brak izosalipurpozydu i glukozydow
naryngeniny oraz salikortyny — zwiazku dominujacego w korach  wierzby

purpurowej [16,229].

13. Wykazane metodami chromatograficznymi réznice w skladzie zespotow
fenolowych w korze badanych wierzb, w tym szczeg6lnie gatunkow dostarczajacych surowca
leczniczego, mianowicie Salix alba, S. daphnoides 1 S. purpurea, wskazuja na koniecznos$¢
precyzyjnego okreslenia gatunkéw wierzby, ktore moga stanowié¢ zrédlo surowca leczniczego
— Salicis cortex o powtarzalnej aktywnos$ci leczniczej, warunkowanej jego skladem

chemicznym.
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V. SUMMARY

The aim of this dissertation are the research on the chemical composition of the barks
of 38 species and clones of Salix, which are cultivated or are grown in natural conditions.
In order to differentiate each species or clones the indexes are assigned to them in range from
7001 to 7043. The plant material was chosen as follows: Salix acutifolia (7031); S. alba
(7032); and clone 1100 (7001); S. x americana clone 1036 (7002); S. amygdalina x viminalis
clone 1155 (7003); S. daphnoides (7033) and clone 1095 (7004); S. eriocephala (7034);
S. x erythroflexuosa (7019); S. fragilis (7035), S. fragilis var. sphaerica (7020); S. herbacea
(7030); S. lapponum (7021); S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028); S. melanostachys (7022);
S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. purpurea (7036), (7037) and clones: 1038 (7005),
1067 (7006), 1081 (7007), 1084 (7008), 1101 (7009), 1132 (7010), 1136 (7011), 1153 (7012),
1156 (7013), 1157 (7014), S. purpurea * daphnoides 1107 (7015); S. rosmarinifolia (7023);
S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026); S. x sepulcralis (7027); S. silesiaca (7024); S. triandra
(7038) and clones 1044 (7016), 1045 (7017); S. viminalis (7029) and its clone 1083 (7018).
Moreover, the research comprised the herbal remedy from herbal companies such as Kawon-
Hurt Gostyf, Flos Morks, Herbapol Gdansk, Herbapol Wroctaw, and Labofarm Starogard
Gdanski. According to the producers specification the starting plant material was a mixture
of the willows’ bark S. alba and S. purpurea (7039), S. alba or S. purpurea (7040),
S. purpurea: (7041), (7042), and (7043), respectively.

This doctoral dissertation consists of three main parts. The first part contains
the general botanical characteristic of an investigated willow species. Furthermore,
it discusses the actual state of knowledge about pharmacological activity of proanthocyanidins
and flavanones with taking into consideration the presence of these compounds in some
willows. On the other hand, the basis of two dimensional separation systems are presented,
including two dimensional high performance liquid chromatography — 2D-HPLC against their
applications to biological samples analysis. The second part explains the research
methodology, whereas the third describes the results of phytochemical research on: salicylic
compounds, phenolic acids, flavonoids, and derivatives of flavan-3-ols in analysed plant
material.

In order to perform these analysis the analytical procedures were prepared employing
solid phase extraction (SPE) as a sample preparation stage.

The chemical composition of the species and clones of willows mentioned above, both
in qualitative and quantitative range was recognized by the following chromatographic

methods: Thin Layer Chromatography (TLC), High Performance Thin Layer
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Chromatography (HPTLC), High Performance Liquid Chromatography (HPLC) in one
or two dimensional systems (2D-HPLC).

In order to characterize the plant material in the range of phenolic derivatives — simple
phenols and polyphenols, the research took into consideration the methanol extracts and their
ether fractions, and also acid hydrolysates, as well as alkaline of the methanol extracts.

The chromatographic separations were optimised for 63 standard compounds from the
simple phenols group, including phenolic acids as follows: benzoic acid and its derivatives
such as acids: salicylic, m- and p-hydroxybenzoic, 2,3-dihydroxybenzoic acid, a-, -,
y-resorcylic acid, gentisic acid, protocatechuic acid, gallic acid, 2,4-dimethoxybenzoic acid,
veratric acid, vanillic acid, syringic acid, cinnamic acid and its derivatives such as: acids m-,
0-, p-coumaric acid, ferulic acid, isoferulic acid, caffeic acid, synapinic acid,
4-methoxycinnamic acid, 3,4-dimethoxycinnamic acid, chlorogenic acid, dihydrocaffeic acid,
homogentisic acid, homovanillic acid; the glycoside derivatives of simple phenols as follows:
salicin, salicortin, 2’-acetylsalicortin, populin, tremulacin, helicin, picein, salidroside, and
polyphenols, including flavonoids: the derivatives of flavone: apigenin, luteolin, and their
7-O-glycosides, the derivatives of flavonols: isorhamnetin, kaempferol, quercetin, and their
glycosides, myricetin, kaempferol 7-O-rhamnoside, rutin, the derivatives of flavanones:
naringenin and its 7-O-glycoside as well as 7-O-neohesperoside, biflavonoids: amentoflavone,
cupressuflavone, flavan-3-ols: catechin, epicatechin, gallocatechin, catechin gallate and their
dimers: procyanidins B; and B, as well. The group of standard substances was completed
by the compounds, which were isolated by the preparative thin layer chromatography from
the bark of: S. viminalis — triandrin [16,229], S. purpurea — salicortin and S. fragilis —
2’-acetylosalicortin, respectively [86,102].

From the bark of S. purpurea (7043) four compounds (compounds 1-4) were isolated
by the preparative column chromatography, and semi-preparative HPLC. Those compounds
were identified by the comparison of its retention parameters (tg) to the literature data [149]
and also on the basis of its spectra: UV, 'H NMR, “C NMR, and 'H-'H-COSY, HMBC,
HSQC, ROESY as: 6”-0-(E)-p-coumaroyloisosalipurposide — 1, naringenin
(+)-5-O-glycoside — 2, naringenin (-)-5-O-glycoside — 3 and isosalipurposide — 4.

The analysis of phenolic glycosides as follows; salicin, salicortin, 2’-acetylsalicortin,
picein, helicin, salidroside, triandrin, populin and tremulacin was carried out by TLC on silica
gel as stationary phase with the use of the solvent mixture: ethyl acetate / methanol / water
(77+13+10, v/v/v). The separation conditions of the same standard mixture were optimized
by HPLC method on the monolithic column Chromolith Performance Si connected with

Chromolith Performance RP-18e, by the use of gradient elution in the mixture of acetonitrile /
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water-+trifluoroacetic acid (99,95+0,05, v/v) with the increasing concentration of acetonitrile
from 3% to 48% (tc = 27 min). In the compounds’ detection both UV-Vis and ELS
(Evaporative Light Scattering Detector) detectors were used. The ELS detector was applied
parallel with UV detector, as a specific one in the analysis of salicylic compounds.

In these conditions the chemical composition of salicylic compounds was established
in species such as: S. alba (7032), and in its clone 1100 (7002), S. daphnoides clone 1095
(7004), S. herbacea (7030), S. purpurea (7036), S. triandra (7038) and S. viminalis (7029).

The presence of salicin in the majority of analysed barks was confirmed with the
exception of the following willows’ barks: S. triandra (7038), and its clones 1044 (7016)
as well as 1045 (7017), and in the barks S. amygdalina x viminalis clone 1155 (7003),
S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028), S. rosmarinifolia (7023)
and S. viminalis (7029).

Within the salicylic derivatives and some phenolic glycosides the appearance
of mentioned below compounds in willow barks was revealed for the first time:

a) 2’-acetylsalicortin in the barks of S. alba (7032) and its clones 1100 (7001) as well
as S. purpurea (7036), S. X sepulcralis (7027), S. % erythroflexuosa (7019) and S. matsudana
‘Tortuosa’ (7028),

b) salicortin in the barks of: S amygdalina % viminalis clone 1155 (7003), S. melanostachy
(7022), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. eriocephala (7034), S. americana clone 1036
(7002), S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. % sepulcralis (7027) and S. viminalis
clone 1083 (7018),

¢) tremulacin in the bark of S. triandra (7038), S. fragilis var. sphaerica (7020) and S. fragilis
(7035),

d) triandrin in the barks of S. silesiaca (7024), S. nakamurana var. yezoalpina (7025),
S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. matsudana ‘Tortuosa’ (7028), S. eriocephala (7034),
S. americana clone 1036 (7002), S. purpurea (the Herbapol Gdansk company (7041)),
S. x sepulcralis (7027), S. x erythroflexuosa (7019) and S. amygdalina * viminalis 1155
(7003). This compound was present in the 4 out of 10 the analysed red willow clones —
S. purpurea clones: 1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014),

e) picein in the bark of S purpurea (7041) and S. nakamurana var. yezoalpina (7025).

The quantitative analysis method of free and total salicin as SPE-HPLC method
was worked out. The methanol extracts from bark and its alkaline hydrolisates were placed
on SPE columns, which were filled up with the silica gel LiChroprep RP-18 (150 mg) and
the next were eluted with the mixture of acetronitrile / water (2+8, v/v). The chromatographic

separation of purified extracts was carried out on Discovery C18 column with the use
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of isocratic elution in the mixture of acetonitrile / water / orthophosphoric acid
(7+92,91+0,09, v/v/v), as the mobile phase.

The highest concentration of free salicin was observed in the bark of S. purpurea
(7043) (24,7 mg/g), whereas the bark of S. daphnoides clone 1095 (7004) had the highest
concentration of total salicin (94,7 mg/g), which was determined after alkaline hydrolysis
of its ester derivatives.

The analysis of phenolic acids was made by the TLC method on cellulose, silica gel,
and silica gel RP-18 plates in the known for these compounds chromatographic
systems [147,166]. Moreover, the conditions of phenolic acids separation were optimised (11
phenolic acids: a-resorcylic, caffeic, p-, m-hydroxybenzoic, p-coumaric, syringic, ferulic,
vanillic, veratric, cinnamic and 4-methoxycinnamic) on the HPLTC Diol adsorbent
as stationary phase with the use of MGD technique. The best separation was achieved
according to the optimised gradient programe in the mixture of solvents: chloroform / hexane
/ ethyl acetate with the increasing concentration of ethyl acetate from 10% to 25%
within the subsequent gradient stages.

The obtained TLC results of phenolic acids presence in the willow barks were
confirmed by the HPLC method on Lichrospher column 100 RP-18e (250 mm x 4 mm, 5 pm)
with linear / irregular profile of gradient elution in the mixture of methanol / water /
orthophosphoric acid (99,9+0,1, v/v).

As the result of carried out analysis in the range of Salix genus the presence
of the following acids was confirmed: p-hydroxybenzoic, salicylic, syringic, vanillic,
cinnamic, p-coumaric, chlorogenic, protocatechuic, gentisic, ferulic and caffeic. The most
often of the above-mentioned acids were identified as follows: p-hydroxybenzoic (41 species
and clones), salicylic (38), p-coumaric (36) and cinnamic (33).

Regarding of the gathered literature data the presence of some acids in the willows’
bark was demonstrated for the first time: a-resorcylic — S. daphnoides clone 1095 (7004),
S. purpurea clone 1136 (7011), and S. purpurea (7042), dihydrocaffeic — S. purpurea (7041),
S. purpurea clone 1153 (7012), and S. viminalis (7029), and gallic — S. acutifolia (7031),
S. daphnoides clone 1095 (7004), S. melanostachys (7022), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
as well as the materials of Herbapol Wroctaw (7042), and Herbapol Gdansk (7041).

The low concentration of phenolic acids in the examined material was observed.
Thephenolic acids’ group in the clone bark of the violet willow (S. daphnoides

clone 1095 (7004)) were recognized as the most diversity ones.
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As the result, the possibility to use of thymol reagent for specific identification
of phenolic acids containing methoxyl groups on Diol adsorbent, was showed for the first
time.

During the phenolic acids separation by MGD-HPTLC method in the bark of 28 out
of 43 examined species and willow clones the presence of compound 5 was revealed, which
was isolated from S. purpurea (7043) by preparative HPTLC method. The compound 5 was
identified as pyrocatechol on the basis on the UV, EI-MS, 'H NMR and "*C NMR spectra.

In pyrocatechin quantitative analysis within the bark of willow, the chromatographic
system earlier applied also to the phenolic acids analysis — MGD-HPTLC was used.
Moreover, the compound was determined by HPLC method on Discovery HS C18 column
with the use of gradient elution in the mixture of acetonitrile / watert+acetic acid
(99,9+0,1, v/v) with the increasing acetonitrile concentration from 2% to 17%.

The S. purpurea bark (7043) characterized the highest content of pyrocatechol
(2,25 mg/g). In hydrolysis process, mainly in alkaline one the increase of pyrocatechol
concentration was observed. Among the hydrolysates, the highest pirocatechin concentration
was noted down for alkaline hydrolysate from S. daphnoides clone 1095 (7004)’s bark
with high salicortin content.

The flavonoids analysis was carried out by 1D and 2D-TLC methods on cellulose
adsorbent with typical for these compounds mobile phases — Forestal’s and Patridge’s
systems, 15% and 30% acetic acid as well [128,139].

For the first time the presence of the following flavonoids was revealed:

a) naringenin — S. X americana clone 1036 (7002), S. x erythroflexuosa (7019),
S. fragilis (7035), S. melanostachys (7022), S. nakamurana var. yezoalpina (7025),
S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. eriocephala (7034), S. fragilis (7035) and S. herbacea
(7030),

b) quercetin — S. % americana clone 1036 (7002), S. daphnoides clone 1095 (7004),
S. purpurea (7042) and its clones: 1067 (7006), 1084 (7008), 1101 (7009) and S. viminalis
clone 1083 (7018),

¢) quercetin 3-O-glycoside — S. daphnoides clone 1095 (7004), S. eriocephala (7034),
S. herbacea (7030), S. purpurea clone 1136 (7011) and S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026),

d) rutin — S. purpurea (7042), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) and S. viminalis (7029),

e) kaempferol — S. purpurea (7042), (7036), (7043), and clones: 1081 (7007), 1084
(7008), 1153 (7012), S. purpurea xdaphnoides clone 1107 (7015),

f) kaempferol 3-O-glycoside - S. x americana clone 1036 (7002),
S. % erythroflexuosa (7019), S. melanostachys (7022), S. purpurea (7042), S. purpurea clone
1081 (7007), S. purpurea % daphnoides klon 1107 (7015) and S. viminalis clone 1083 (7018),
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g) kaempferol 7-O-rhamnoside — S. purpurea (7039),

h) myricetin — S. alba clone 1100 (7001), S. daphnoides clone 1095 (7004),
S. purpurea (7042), S. purpurea clone 1038 (7005), S. x sepulcralis (7027), S. triandra clone
1044 (7016), and 1045 (7017) S. amygdalina x viminalis clone 1155 (7003), S. herbacea
(7030), S. purpurea clone 1153 (7012) and S. viminalis (7029),

1) luteolin — S. daphnoides (7033), S. x erythroflexuosa (7019), S. Purpurea x
daphnoides clone 1107 (7015), S. daphnoides clone 1095 (7004), S. purpurea clone 1153
(7012), S. amygdalina * viminalis clone 1155 (7003) and S. viminalis (7029),

J) luteolin 7-O-glycoside — S. purpurea clones: 1038 (7005), 1067 (7006), 1081
(7007), 1084 (7008), 1101 (7009), and S. purpurea x daphnoides clone 1107 (7015),
S. purpurea (7042), S. daphnoides clone 1095 (7004), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
and S. viminalis clone 1083 (7018),

k) apigenin — S. acutifolia (7031), S. alba clone 1100 (7001), S. amygdalina x
viminalis clone 1155 (7003), S. daphnoides (7033), S. daphnoides clone 1095 (7004),
S. fragilis (7035), S. herbacea (7030), S. purpurea (7036), (7037), (7039), (7040), (7042)
and clones: 1067 (7006), 1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014),
S. x sepulcralis (7027), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026), S. triandra clone 1045 (7017)
and S. viminalis (7029),

1) apigenin 7-O-glycoside — S. purpurea (7042), S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026),
S. triandra clone 1045 (7017).

The qualitative and quantitative analysis conditions were worked out by HPLC
method  within  the mixture of five flavonoids: naringenin, naringenin
(+) and (-)-5-O-glycosides, naringenin 7-O-glycoside, isosalipurposide and its p-coumaric
ester. The chromatographic separation was carried out on reversed phases’ system
on Discovery C18 column, including the use of gradient elution in the mixture of acetonitrile /
water+orthophosphoric acid (99,9+0,1, v/v) with the increasing concentration of organic
solvent from 2% to 37%. In order to identify the analysed compounds not only the detector
UV-Vis (A = 280 nm), but also the diode array detector (DAD) were applied. Furthermore,
for the purpose of time shortening the chalcones chromatographic analysis, the conditions
of purifying extracts were elaborated by SPE method.

The highest content of flavanones had the barks of: S. purpurea (7042) (41,93 mg/g),
S. daphnoides (7033), and S. daphnoides clone 1095 (7004) (26,60 mg/g), whereas the highest
concentrations of chalcones were revealed for barks of S. daphnoides clone 1095
(22,01 mg/g), S. purpurea clone 1132 (7010) (9,99 mg/g), and S. purpurea (7043)
(7,77 mg/g) as well.
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The conditions of quantitative and qualitative analysis were optimized within
the mixtures of four flavan-3-ols: catechin, epicatechin, catechin gallate and gallocatechin
by the following methods: SPE-HPTLC and SPE-HPLC in reversed phases’ system on RP-18
adsorbent. The separation by planar chromatography was carried out on silica gel HPTLC
RP-18W with the use of MGD technique with the mixture of acetonitrile / water / formic acid
with the increasing concentration of an organic modifier from 20% to 22%.

The HPLC analysis was performed on Purospher Star RP-18e column with gradient
elution in the mixture of acetonitrile / water+orthophosphoric acid (99,9+0,1, v»)
with the increasing concentration of acetonitrile from 2 % to 17%.

In order to carry on the analyse of monomeric flavan-3-ols, the conditions of purifying
extracts were worked out by methanol SPE method from the willows’ bark. There were used
the Octadecyl C18 (500 mg, 3ml) column, which were washed out with the mixture
of acetonitrile / water (30+70, v/v) after the depositing of methanol extract from the willow
bark. In the obtained conditions the recovery of catechin was 96,5 + 1,7%.

The catechin was identified in all analysed species and clones. However,
the epicatechin was not identified in the bark S. rosmarinifolia (7023) and S. sachalinensis
‘Sekka’. The presence of catechin gallate was observed in bark extracts such as: Salix
acutifolia (7031), S. alba (7032), S. x erythroflexuosa (7019), S. fragilis (7035), S. fragilis
var. sphaerica (7020), S. melanostachys (7022), S. purpurea (7036), (7037) and the clones
of purple willow; 1132 (7010), 1136 (7011), 1153 (7012), 1156 (7013), 1157 (7014).
However, the presence of gallocatechin was not observed in any of analysed species.

The highest content of catechin was noted down for S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026)
(18,0 mg/g), S. melanostachy (7022) (11,02 mg/g) and S. alba (7032) (9,39 mg/g), epicatechin
for S. daphnoides clone 1095 (7004) (0,68 mg/g), and catechin gallate for the bark
of S. x erythroflexuosa (7019) (0,76 mg/g).

In the preliminary TLC analysis of B; and B, procyanidins in catechin presence,
the stationary polyamide phase was used with the mixture of solvents such as: chloroform/
methanol/ methyl-ethyl keton (40+20+30, v/v/v). The conditions of procyanidins quantitative
analysis by HPTLC method on silica gel were worked out with the use of solvents mixture:
chloroform / ethanol / formic acid (50+40+6,v/v).

In the 30 of examined willows’ bark the presence of procyanidin B; was revealed.
However, the presence of procyanidin B, was not stated in any of the analysed willows.
The highest content of procyanidin B; was determined in the willow S. alba

clone 1100 (7001) (2,23 mg/g).
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It is worthy to notice, that the chemical composition of the following species was
recognized for the first time, namely S. X erythroflexuosa (7019), S. melanostachys (7022),
S. nakamurana var. yezoalpina (7025), S. % sepulcralis (7027) and S. silesiaca (7024).

The system of two dimensional high performance liquid chromatography (2D-HPLC)
was elaborated for the purpose of the rapid comparative analysis of the willows’ bark.
This system considers the separation of 52 standard substances, including 29 phenolic acids
and 21 flavonoids: 9 flavonols, 4 flavones, 4 flavanones, 2 biflavones, and 2 chalcones,
and salicin, catechina as well.

The separation was performed on the on-line system by heart-cut technique. At first
(I) dimension the Supelcosil column LC-18 was used as well as the gradient elution
of the increasing methanol concentration in the mixture of methanol/ water with the flow rate
of mobile phase 0,4 ml/min, and at the second (II) it was filled up with monolithic silica gel
on the column of Chromolith Performance RP18e, and isocratic elution with the use
of the acetonitrile and water mixtures as eluents (5+95, 10+90, 15+85, 20+80, 30+70, v/v).

In this conditions the methanol extracts from barks such as: Salix purpurea (7042),
S. daphnoides clone 1095 (7004), and S. sachalinensis ‘Sekka’ (7026) were analysed.
The 2D-HPLC method was used in order to analyse quantitatively three phenolic acids, which
are dominant in the bark of violet willow clone 1095 (7004) — the acids chlorogenic,
cinnamic, and protocatechuic. The highest concentration was estimated for chlorogenic acid —
5,31 mg/g.

The 2D-HPLC method enables to analyse the plant extracts with the avoidance
of the purifying sample process. The worked out system can be successfully used
in the phenolic acids and flavonoids compounds analysis in other plant matrices.

The cytotoxic activity of: pyrocatechol, salicin, tremulacin, salicylic acid, catechin,
isosalipurposide and its p-coumaric ester, naringenin and its 5-O- and 7-O-glycosides was
examined in MTT assay. The experiments were carried out also for dried extracts, which were
prepared from the willow bark of: S. purpurea (7043), S. daphnoides clone 1095 (7004),
and S. alba clone 1100 (7001). The selective cytotoxic activity of the above mentioned
compounds and dry extracts in the presence of the human promyelocytic leukemia
cells (HL-60) was determined.

Among the examined compounds the highest cytotoxic acticity was revealed
for pyrocatechol (ICsp = 2,5 pg/ml), whereas the lowest value was for catechin
(ICsp= 55 pg/ml). The cytotoxicity was not identified for salicin, among the used range
of concentration (0-70 pg/ml), within any of the examined cell lines. However, the salicylic
acid had the cytotoxic effect in comparison with the cell lines of the human cervical cancer
cells (HeLa) (27 pg/ml).
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The highest cytotoxic activity of dry extracts was characteristic for the extract
of S. purpurea bark (7043) (ICsp = 35 pg/ml).

The genotoxic activity of pyrocatechol and dry extracts from S. purpurea bark (7043)
by the comet test (Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE) was not revealed.

The obtained results indicate that the botanic classification of S. viminalis clone 1083
(7018) from UWM collection is not correct. The clone mentioned above by contrast with
literature data [229] and the chemical composition of S. viminalis bark (7029), characterizes
the presence of salicin, salicortin, and isosalipurposide but it does not contain triandrin —
chemotaxonomic marker of this species. The chemical composition of the bark of this clone
points out the red willow affiliation. Whereas the presence of triandrin distinguishes the clone
S. purpurea 1067 (7006), 1153 (7012), 1156 (7013), and 1157 (7014) among the
representative of this species. Moreover, the clones 1153 (7012) and 1156 (7013) are
characterized by the lack of salicortin, which is dominant in the bark of red willow [16,229].

Furthermore, the similar differences of compounds composition were characteristic for
the S. purpurea (7041) bark, produced by the Herbapol Gdansk company. In this material the
dominant is picein as well as triandrin and the trace amount of salicin. Furthermore, the
presence of isosalipurposide and the derivatives of naringenin were not stated, what among
the background details of literature indicates rather on the species of S. caprea or S. cinerea
[104,150,229]. The presence of 67-O-(E)-p-coumaroylisosalipurposide in the bark
of Labofarm company (7043) indicate rather on the species of S. daphnoides or S. acutifolia,
but not the S. purpurea as the producer label informs.

In the case of carried qualitative and quantitative analysis on the chemical composition
of the willows’ barks, the species and clones of S. daphnoides clone 1095 (7004), S. purpurea
(7042) and S. acutifolia (7031) were particularly abounded with the derivatives of salicylic
compounds, and the polyphenol compounds from the groups of chalcones and flavanones.

The differences, shown by the use of chromatographic methods, in the compositions
of phenolic compounds in the examined willows’ bark, mainly in the species, which are
the source of the starting plant material — Salix alba, S. daphnoides, and S. purpurea indicate
the necessity of an accurate designation of the willow species, which can be used as a plant
material — Salicis cortex, about the reproducible medicinal activity.

The carried research of the material, which was given by the herbal companies
indicate on very poor quality of the raw material in the pharmaceutical turnover. In addition
to that the barks produced by: Herbapol Wroctaw and Labofarm characterized of relatively

high content in salicin, and flavonoids.
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