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SEZNAM ZKRATEK 

 

 

AcOH kyselina octová 

AQ      antrachinony  

c      koncentrace 

CZD    Czapek-Dox medium 

CZE     kapilární zónová 

elektroforéza 

EtOAc  ethylester kyseliny octové 
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MeOH methanol 

MF  mobilní fáze 

MS  hmotnostní spektrometrie 

n  počet opakování 

NMR nukleární magnetická 

rezonance 

PDA  detektor diodového pole 

RSD  relativní směrodatná 

odchylka 

SD směrodatná odchylka 

SPE  extrakce na pevné fázi 

t  čas 

tr  retenční čas 

TFA  kyselina trifluoroctová 

TLC  tenkovrstevná chromatografie 

TMS timethylsilyl- 

UPLC  ultraúčinná kapalinová 

hromatografie  

UV/VIS  ultrafialová/viditelná oblast 

v/v  poměr objemů 
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PŘEDMLUVA  

 

Studium sekundárních metabolitů houby Geosmithia lavendula je součástí 

rozsáhleji koncipovaného projektu, který se zabývá taxonomickou studií hub 

žijících v asociaci s kůrovci. V průběhu tohoto projektu byla izolována celá řada 

kmenů hub, z nichž pro první analytické studie byla vybrána vřeckovýtrusá 

hyfomyceta rodu Geosmithia1. 

Houby řádu Hypocreales (stejně jako Geosmithia) jsou známy produkcí 

řady biologicky aktivních látek2. Studium spektra sekundárních metabolitů těchto 

hub a jejich biologických aktivit může tedy vést k nalezení důležitých a 

přínosných látek a v neposlední řadě pomůže také k odhalení ekologické role 

těchto hub v požercích kůrovců. 

První výsledky analýz metabolitů druhu houby Geosmithia lavendula 

ukázaly, že výrazný fialový pigment media je tvořen řadou polyhydroxylovaných 

antrachinonů, jejichž produkce je u dobře kultivovatelných druhů hub (jako jsou 

Geosmithia spp.) velmi vzácná. Sekundární antrachinonové metabolity houby 

Geosmithia lavendula, případně ostatních druhů rodu Geosmithia, mají široké 

potenciální využití.  

Tato práce byla v první části zaměřena na izolaci metabolitů houby 

Geomothia levendula kmene MK 1108. Metabolity bylo nutno získat v 

dostatečném množství a čistotě umožňující jejich plnou chrakterizaci a testování 

jejich biologických aktivit. Druhá část práce byla zaměřena na vypracování 

analytických metod a postupů, umožňujících efektivní izolaci, kvantifikaci a 

kvalifikaci metabolitů v biologických matricích. 
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1 ÚVOD 
 

1.1 OBECNÁ CHARAKTERISTIKA ANTRACHINON Ů 
 

Společným strukturálním rysem antrachinonů 

je antracenový tricyklický skelet substituovaný dvěmi 

keto-skupinami  v poloze 9 a 10. V přírodě se často 

vyskytují antrachinonové sloučeniny obsahující 

hydroxylové skupiny, které mohou být v některých  

případech na skeletu společně s dalšími funkčními 

 skupinami. 

Barevné antrachinonové pigmenty, jako jsou např. alizarin, purpurin a 

xantopurpurin, sehrály v minulosti důležitou roli především v barvířství, kde byly 

známy a používány již od dob strého Řecka.   

Díky svým širokým biologickým účinkům (v literatuře jsou popsány např. 

účinky antimikrobiální3, fungicidní1,4, antimalarické5, repelentní6, antioxidantní7, 

hypotenzní8, analgetické6, protileukemické9, mutagenní7) jsou některé 

antrachinony využívány ve farmacii. Antracyklická glykosidická antibiotika 

daunorubicin, doxorubicin a epirubicin jsou pro své cytotoxické účinky používány 

v protinádorové léčbě10. Hypericin (naftodiantron) a pseudohypericin se používají 

k léčbě depresí11, emodin působí jako antidotum při otravě benzimidazolovými 

fungicidy12. Pro své laxativní účinky mají antrachinony místo v lidovém 

léčitelství (odvar z listů seny, reveň atd.). 

Dihydroxyantrachinony slouží jako silné odpuzovače proti mnohým 

škůdcům, např. termitům13, ptákům (antrachinonvý repelent14 Flight Control), 

nebo textilním škůdcům (extrakt Rubia tinctorum15 se využívá k průmyslové 

ochraně koberců a jiných textilií). Další typy dihydroxyantrachinonů jsou 

v současné době považovány za perspektivní odpuzovače a jsou předmětem 

dalších studií16. 

 

O

O

1

2

3

4

8

9

5

10

Obrázek 1 – Struktura antrachinonu 
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1.2 PRODUKCE A DISTRIBUCE ANTRACHINON Ů V PŘÍRODĚ 
 

Volné a glykosilované antrachinony (nejčastěji spojené etherovou vazbou 

s glukózou) jsou v přírodě produkovány některými rostlinami, houbami a 

lišejníky. U rostlin jsou antrachinony (obrázek 2) hojně zastoupeny v čeledích 

rdesnovitých17 (Polygonoceae), kořenovitých (Rubiceae)18, řešetlákovitých 

(Rhamaceae)19 a liliovitých (Liliaceae)20. Tradiční čínská medicína využívá 

rostliny reveň (Rheum spp.), která obsahuje velké množství antrachinonvých 

derivátů (obrázek 2).  

Z tropického lišejníku Melanotheca cruenta byl izolován 

pentahydroxyantrachinon – draculon21 a již dříve popsaný antrachinon 

haematomon22 (viz. obrázek 2). Lišejník Curvularia lunata23 produkuje 3 typy 

antrachinonů (helminthosporin, emodin a cynodontin). Extrakt z tohoto lišejníku 

obsahuje 70 % cynodotinu, který slouží jako prekurzor syntézy barviv (CI 

disperze Blue 7 a CI acid green 28). 

U živočichů je antrachinonová produkce popsána pouze u malého 

množství případů, které jsou prezentovány velmi odlišnými druhy jako jsou 

některé mořské lilije24, několik druhů hmyzu25 a ostnokožci26. Ti vytvářejí 

složitější molekuly pigmentů, z nichž některé (obrázek 2) se vyskytují také u hub. 

Bakteriální produkce antrachinonů je popsána pouze u několika málo 

druhů, jako je například Streptomyces corchorusii27 a Xenorhabdus luniniscens28.  

 

O

O

OHOH

6 draculon R = OH
7 haematommon R = H

OH

RHO

OO

O

OH

CH4R2

OR1

1 physcion R1= OCH3, R2= H

2 emodin R1= OH, R2= H

3 emodin glc. R1= OH, R2= O-glc

4 chrysophanol R1= R2= H

5 chysophanol glc. R1= H, R2= O-glc

O

O

OHOH

8 rhodolamprometrin R1= OH, R2= OH

9 tetrahydroxyantr.    R1= H, R2= H

R1

R2

OHHO

Obrázek 2 – Antrachinonové pigmenty reveně (1-5), lišejníků (6,7) a živočichů (8,9) 
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Hydroxylované antrachinonové pigmenty se hojně vyskytují jako 

sekundární metabolity u některých zástupců říše hub. Houby Dermocybe spp.29, 

Aspergilus spp.30, Microphaeropsis spp.31, Trichoderma viride32, Cochliobolus 

heterostrophus33 a Cortinarius spp.31 produkují několik strukturně velmi 

podobných antrachinonových derivátů, z nichž některé jsou uvedeny na obrázku 

3.    

  

 

 

 

 

 

1.3 HOUBA GEOSMITHIA LAVENDULA  

 
Typickým hostitelem hub rodu Geosmithia (Ascomycota: Hypocreales) je 

kůrovec Hypoborus ficus34, napadající smokvoň (Ficus carica). Geosmithia 

lavendula je jedním ze tří druhů rodu Geosmithia (zatím bylo izolováno okolo 30 

druhů35) produkujících červeno-fialového pigmenty do média a konidií. Poprvé 

byla popsána v roce 1948 jako houba pocházející z laboratorní kontaminace 

v USA36. Poslední výzkumy prokázaly, že se jedná o velmi rozšířený druh houby, 

asociující s kůrovci v oblasti Středozemního moře.  

 

1.4 METODY POUŽÍVANÉ K ANALÝZE HYDROXYANTRACHINON Ů 

 
Pro orientační detekci příromnosti antrachinonů (např. po separaci 

chromatografií na tenké vrstvě) lze využít selektivních reakcí antrachinonů 

s činidly (např. amoniakem nebo 10% KOH), založených na změně barvy v 

závislosti na pH. Pro svou jednoduchost a instrumentální nenáročnost je běžně 

využívanou metodou identity a čistoty vzorků metoda TLC. V identifikaci 

antrachinonových sekundárních metabolitů hub se využívá hlavně její 

O

O

CH2R1H3CO

OH OH

10 dermocybin R1= H, R2= OH

11 fallacinol     R1= OH, R2= H

R

R2

O

O

CO2H

H3CO

OH OH

12 austrocortison R = H
13 hydroxyaustrocortison R = OH

CH3

OR

Obrázek 3 – Zastupci antrachinonových sekundárních metabolitů hub 
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dvoudimenzionální uspořádání37. V literatuře38 je např. popsáno kvantitativní 

stanovení čtyř hlavních antrachinonových derivátů z extraktu Rheum emodi 

metodou vysokoúčinné tenkovrstevné chromatografie. 

Spektrálními metodami sloužícími pro přesnou kvalifikaci antrachinonů je 

např. infračervená spektrometrie, molekulová absorpční spektrometrie a UV/VIS 

spektrometrie. Spolehlivými metodami určení struktury, a to i bez předpokladu 

existence knihoven spekter, jsou metody 13C a 1H nukleární manetické rezonance 

a metody hmotnostní spektrometrie. 

Výhod elektromigračních metod (nízká spotřeba vzorků, vysoká rychlost 

analýzy, malé množství rozpouštědel) se využívá při analýzách antrachinonových 

základů barev historických materiálů39, v analýzách přírodních barev využívaných 

v průmyslu40 a pro stanovení obsahů rostlinných extraktů41.  

Vzhledem k polárním vlastnostem hydroxylovaných derivátů antrachinonů 

se plynové chromatografie hydroxylovaných antrachinonů využívá spíše okrajově 

a většinou až po nutné derivatizaci polárních skupin (nejčastěji 

trimethlysilylací)42. Plynová chromatografie je nejčastěji spojena s hmotnostním 

detektorem 40,15. 

Mnohem častěji se pro kvantifikaci a kvalifikaci využívá metod HPLC na 

reverzních fázích. Tabulka 1 uvádí vybrané separace polyhydroxylovaných 

antrachinonů. Vzhledem k faktu, že mikroorganismy (v některých případech i 

vyšší rostliny) často produkují více typů hydroxyantrachinonů s podobnou 

strukturou a často i retenčním chováním, je kladen důraz na vyvíjení metod 

dostatečně selektivních pro všechny složky extraktu. Pro tyto separace jsou velmi 

vhodné  kolony, které mají dostatečně deaktivovaný silikagelový nosič43. 

Hydroxyantrachinony jsou díky hydroxyskupinám látky slabě kyselé povahy, a 

proto se s výhodou při jejich separaci používají převážně mobilní fáze o nižším 

pH44,47,49. Charakteristická UV spektra jednotlivých hydroxylovaných 

antrachinonů mohou být při chromatografickém uspořádání s PDA detektorem 

použita jako další identifikační nástroj analytů.  
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Tabulka 1 – Vybrané analytické metody pro stanovení hydroxyantrachinonů a jejich derivátů 

Metoda Vzorek Počet separovaných 
analytů 

Kolona Mobilní fáze Detekce Lit. 

CZE 
Extrakt Rheum spp. a  
Polygonum spp. 

5 AQ derivátů - 
35 mM fosfátový pufr (pH 11) 
s 20 µM beta-cyklodextrinu 

UV/VIS 
254 nm 

40 

GC Směs standardů 
TMS -
hydroxyantrachinony 

OV-1 He MS 15 

GC 
Extrakt kořene 
Polygonum multiflorum 

5 AQ TMS -
hydroxyderivátů 

EC 5 (kapilární 
kolona) 

He FID/MS 41 

HPLC Extrakt Hedyotis diffua 
mono- a di-hydroxy 
AQ 

Pinnacle II C18 0,5% AcOH; MeOH 
UV/VIS 
280 nm 

45 

HPLC 
Antrachinony mořských 
živočichů 

4 tetrahydroxy AQ, 
rhodolamprometrin 

Shim-Oack ODS MeOH, H2O 
UV/VIS 
295 nm 

42 

HPLC Extrakt Rhubarb tri- a tetrahydroxy AQ Inertsil ODS Fosfátový pufr, ACN 
UV/VIS 
280 nm 

46 

HPLC Extrakt Rhubarb 5 AQ derivátů Hypersil C18 0,1% HCOOH, MeOH Fluorescence 47 

HPLC Extrakt Rubia tinctorum Hydroxy-antrachinony 
Alltima end-capped 
C18 

amonium formiát:EDTA; ACN PDA, MS 48 

HPLC Extrakt Reum emodi 
Hydroxy AQ a 
glykosidy AQ 

Purosper-Stra RP18 1% AcOH, MeOH:ACN 
UV/VIS 
250 nm 

49 

UPLC 
Extrakt přípravků z  
Rhubarb 

5 AQ derivátů Acquity BEH C18 0,1% H3PO4, MeOH 
UV/VIS 
250 nm 

50 

UPLC 
Extrakt Polygonum 
multiflorum 

Emodin, physcion a 
jejich glykosidy 

Acquity BEH C18 0,3% AcOH, ACN PDA 51 

 



   

2 VÝSLEDKY A DISKUZE  
 

2.1 IZOLACE ANTRACHINONOVÝCH METABOLIT Ů A JEJICH 
IDENTIFIKACE 

 

Pro separaci látek obsažených ve fermentační tekutině (15 denní kultivace na 

CZD mediu) byla použita L/L extrakce EtOAC s AcOH (20:5 v/v). Hrubé 

zakocentrované extrakty ze tří extrakcí media byly spojeny a separovány nejprve na 

koloně naplněné siligalem s MF hexan:EtOAC (6:4 v/v) s gradientem AcOH. 

Krystalizací frakce obsahující žlutý pigment se podařilo izolovat metabolit 1T. 

Metabolit 2T obsažený v matečném louhu byl izolován v potřebné čistotě 

semipreparativní HPLC metodou (obrázek 5).  

 

 
 

 Vzhledem k velkému objemu rozpouštědel a nízké separační účinnosti 

kolonové chromatografie byla jako výsledná separační metoda hrubých extraktů 

fermentačních tekutin zvolena metoda na SPE kolonách (C18 sorbent). Eluent  SPE 

kolon (MeOH s gradientem AcOH) byl rozdělen do osmi frakcí, z nichž 3 frakce 

obsahovaly antrachinony a byly dále purifikovány chromatografickými metodami.  

 

t, min 

2
T

; 
7,

37
 m

in
 

1
T

; 
5,

01
 m

in 

 

A
U

0 ,0 0

0 ,5 0

1 ,0 0

1 ,5 0

2 ,0 0

M in u te s
2 ,0 0 4 ,0 0 6 ,0 0 8 ,0 0 1 0 ,0 0

Obrázek 5 - HPLC chromatografie matečného louhu po krystalizaci 1T 

metabolitu (frakce 1 kolonové chromatografie); chromatografické podmínky: 

xTerra Semiprep; A-25 mmol dm-3 octan amonný, B-methanol; 90 % B; průtok 1,5 



   

  14  

Pro identifikované metabolity nejsou komerčně dostupné standardy, takže pro 

optimalizaci metod SPE, HPLC a UPLC a také pro úplnou charakterizaci metabolitů 

bylo nezbytné vypracovat celou řadu extrakčních a izolačních metod vedoucích k 

získání čistých látek v dostatečním množství.  

Z extraktu media kmenu Geosmithia lavendula MK 1108 byly 

chromatografickými a fyzikálními metodami získány 2 majoritní a 3 minoritní 

metabolity. V rámci této práce byly plně charakterizovány (NMR, MS, IR, UV). 

majoritní metabolity 1T, 1P a 2T. Tetrahydroxyderivát rhodolamaprometrin 1T (1-

acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyantrachinon) byl dříve popsaný v produkci Trichoderma 

viridie31 a v produkci některých ostnokožců24. Pentahydroxyantrachinon 1P (1-acetyl-

2,4,5,7,8-pentahydroxyantrachinon) nebyl dosud v literatuře plně charakterizovaný, 

pouze částečně popsaný u mořských lilijců22. Minoritní metabolit 2T (1,3,6,8-

tetrahydroxyantrachinon). 

Metodou MS byla navržena struktura u dalších dvou minoritních metabolitů 2P 

(2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachinon- 1-karboxylová kyselina) a 3T (methylether 

2,4,5,7(8)-pentahydroxyantrachinon- 1-karboxylová kyselina. 

Izolované purifikované analyty byly použity jako chromatografické standardy. 

 

2.2 VÝVOJ CHROMATOGRAFICKÝCH METOD PRO 3 HLAVNÍ 

METABOLITY 

Vzhledem k velmi podobné polaritě obou majoritních metabolitů 1T a 1P, 

lišících se pouze jednou OH skupinou, bylo náročné oba metabolity od sebe rozdělit 

s dostatečným rozlišením umožňujícím jejich kvantifikaci. Uspokojivého rozlišení 

(1,52 viz. tab. 2) se podařilo dosáhnout na koloně ACQUITY UPLC BEH Shield 

RP18, která se od reverzní fáze C18 liší vloženou karbamátovou skupinou a vykazuje 

vyšší selektivitu pro aromatické látky. Podobného rozlišení dokonce s vyšší účinností 

vyjádřenou počtem teoretických pater se podařilo dosáhnout při HPLC separaci na 

koloně xTerra, ale celkový čas analýzy byl v porovnání s UPLC metodou více než 

dvojnásobný. Ačkoliv pro separaci na koloně ACQUITY UPLC BEH C18 bylo 

použito mobilní fáze o vyšší iontové síle, nepodařilo se dosáhnout uspokojivého 
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rozlišení analytů 1T a 1P. Zvýšením retardace analytů na koloně docházelo 

k výraznému zhoršování rozlišení.  

Tabulka 2  - Přehled HPLC a UPLC metod, vyjádření jejich účinnosti počtem teoretických pater a 
rozlišení metabolitů 1T a 1P 

Metabolit 
Kolona MF Průtok Retenční char. 

1P 1T 2T 

tr (min) 19,06 20,44 36,29 

N 8 907 8 304 7 627 
xTerra C18 

(5 µm částice) 

13 mmol dm-3 
TFA v  H2O; 

ACN 

1 ml min-1 
50% ACN 

Rozlišení 1, 62 - 

tr (min) 0,50 0,64 - 

N 3 485 3 821 - 
ACQUITY UPLC 
BEH C18 (1,7 µm) 

10 mmol dm-3 
fosfátový pufr; 

ACN 

0,4 ml min-1 

10% ACN 
Rozlišení 1, 25 - 

tr (min) 6,10 6,53 13,45 

N 7 561 7 797 10 362 
ACQUITY UPLC 
BEH Shield RP18 

(1,7 µm) 

13 mmol dm-3 
TFA v H2O; 

ACN 

0,4 ml min-1 
27% ACN 

Rozlišení 1,52 - 

 

 

2.3 REPRODUKOVATELNOST RETENCE 

Reprodukovatelnost retence pro metabolity 1T, 1P a 2T v optimalizované 

UPLC metodě byla vypočtena na základě 12 měření směsi standardů rozpuštěných v 

acetonitrilu (koncetrace standardů byla 10 µg ml-1).  

Z tabulky 3 je patrné, že retenční časy tří metabolitů v metodě UPLC jsou 

reprodukovatelné (relativní směrodatné odchylky jsou menší než 1%).  

Tabulka 3 – Reprodukovatelnost retence (n = 12) pro 3 metabolity  

 Retence (min) 

Metabolit Průměr Minimum Maximum SD RSD (%) 

1P 6,10 6,06 6,12 0,02 0,30 

1T 6,53 6,47 6,57 0,04 0,59 

2T 13,45 13,27 13,50 0,08 0,62 
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2.4 STANOVENÍ KALIBRA ČNÍCH ZÁVISLOSTÍ 
  

Pro nízké koncentrace metabolitů byly sestrojeny kalibrační křivky v nižším 

rozmezí, ze kterých byly vypočítány limity detekce a kvantifikace jako 3,3 a 

10násobek poměru standardní chyby a směrnice rovnice regrese kalibrační křivky (viz. 

tabulka 4). Křivek 3 a 4 bylo použito pro kvatifikaci reálných vzorků, u kterých 

koncentrace AM nepřekročila 20 µg ml-1 media.  

Vzhledem k nízkým koncentracím metabolitu 2T a téměř shodnému UV 

spektru s 1T, nebyla sestrojena kalibrační křivka a pro stanovení jeho koncentrací byla 

použita kalibrační křivka 4.  

Tabulka 4 – Kalibrační křivky antrachinonových derivátů, lineární rozsah a limity detekce a 
kvatifikace 

Metabolit Přímky 
Rozsah 
(µµµµg ml-1) 

Rovnice regrese r2 
LOD 

(µµµµg ml-1) 

LOQ 

(µµµµg ml-1) 

1P 1 1,95 – 1000 3,18 x 104x – 1,87 x 104 0,9996   

1T 2 1,95 – 1000 3,54 x 104x – 5,92 x 104 0,9997   

1P 3 1,95 – 125 2,93 x 104x – 2,67 x 104 0,9998 2,25 6,81 

1T 4 1,95 - 125 3,45 x 104 – 3,53 x 104 0,9997 2,35 7,13 

 

 

2.5 SPRÁVNOST A PŘESNOST 

 

Parametry UPLC metody správnost a přesnos byly vypočteny na základě 

analýz metabolitů 1P a 1T na třech koncetračních úrovních v šesti opakování (tabulka 

5). 

Správnost měření metabolitu 1P se pohybovala od 91,0 do 113,9% s přesností 

od 1,9 do 8,4%. Správnost měření metabolitu 1T se pohybovala od 97,6 do 138,6% s 

přesností od 2,1 do 9,4%. Výsledku ukazují, že zvolená UPLC metoda je dostatečně 

přesná a správná. 
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Tabulka 5 – Správnost a přesnost (vyjádřená procenty relativní směrodatné odchylky) UPLC metody 
(n =  6) pro tři koncetrační úrovně 

Parametry 1P 1T 

Nominální koncetrace (µg ml-1) 2,0 62,5 125,0 2,0 62,5 125,0 

Nalezená koncetrace (µg ml-1) 2,2 64,3 117,2 2,4 63,3 121,9 

Správnost (%) 113,9 105,0 91,0 138,6 97,6 99,4 

SD 0,2 1,2 4,1 0,2 2,3 3,2 

%RSD 8,4 1,9 3,5 9,4 2,1 2,6 

 

 
2.6 STANOVENÍ VÝTĚŽNOSTI METODY SPE  

 
Pro stanovení obsahu antrachinonvých metabolitů v extraktech fermentačních 

tekutin UPLC metodou, bylo nutné extrakty dostatečně zkoncentrovat a zároveň 

odstranit rušivý vliv matrice. Pro tyto aplikace byla optimalizována SPE metoda na 

C18 fázi. Výsledné parametry metody SPE byly nastaveny tak, aby eluce 

antrachinonových metabolitů byla co největší, a zároveň aby nedocházelo k vymývání 

většího množství rušivých balastů. Výtěžnost této metody pro dvě koncetrační úrovně 

odpovídající rozsahu reálných hodnot antrachinonů v médiu byla kvantifikována 

metodou UPLC a pro oba majoritní metabolity se výtěžnost pohybuje okolo 67 % 

(tabulka 6).  

Tabulka 6 – Výtěžnost  SPE metody pro metabolity 1P a 1T ( n = 3) na dvou koncetračních hladinách 

Parametry 1P 1T 

Koncetrace analytů  (µg ml-1) 10,00 100,00 10,00 100,00 

Naměřená koncetrace (µg ml-1) 6,68 67,40 6,67 68,87 

Výtěžnost metody  (%) 66,83 67,40 66,75 68,87 

SD 0,05 0,63 0,08 0,72 

%RSD 0,70 0,93 1,18 1,05 

 

2.7 STANOVENÍ OBSAHU METABOLIT Ů V MYCELIU 
 

Metoda UPLC byla použita pro stanovení obsahu antrachinonů v myceliu 

kmenu MK 1108.  Mycelium bylo homogenizováno a extrahováno pomocí EtOAc a 

následné úpravy byly shodné s extrakty media.  
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Mycelium obsahovalo vysoký podíl metabolitu 1P (tabulka 7) a zanedbatelnou 

koncetraci metabolitu 1T. Jiné metabolity nebyly v extraktu mycelia detekovány. 

Z tabulky 7 je patrné, že kmen 1108 produkuje významně vyšší množsví sekundárních 

antrachinonových metabolitů do fermentační tekutiny a pro jejich izolaci je tato 

tekutina tudíž vhodnější než mycelium. 

Tabulka 7 – Koncetrace antrachinonů produkovaných do mycelia (Cmyc), do fermentační kapaliny v 15. 
dnu kultivace (c15) a kocentrace v myceliu vztažená na 1 ml fermentační kapaliny (c0); míra přesnosti 3 
paralel vyjádřená %RSD 

Metabolit cmyc  (µµµµg g-1 mycelia) c0 (µµµµg ml-1 media)* %RSD c15 (µµµµg ml-1 media) 

1P 2 070  12,42  1,3 75,36  

1T 40  0,24  1,1 48,52  

2T -  -  - 0,95  

 *Pro přepočet kocentrace antrachinonů v 1g mycelia na 1ml fermentační kapaliny byl 

použit vzorec: 

      (rovnice 1) 

 

Kde c0 je koncetrace vztažená na 1 ml media,  c myc je 

koncetrace v exraktu mycelia (µg g-1 mycelia), Vmed je objem media (1 ml), mmyc je 

hmotnost mycelia na 1 ml media (u MK 1108 6 mg ml-1). 

 

2.8 PRODUKCE ANTRACHINON Ů V ČASE KULTIVACE  

 

U kmenu MK 1108 byla určena 

závislost produkce metabolitů 1T, 1P, 

2T a 2P na času kultivace Z grafu 1 je 

patrné, že po 21. dnu kultivace již 

produkce antrachinonů významně 

nevzrůstá. Nejvyšší nárůst koncentrace 

majoritních acetylovaných metabolitů 

1P a 1T mezi 3. a 7. dnem kultivace, 

zatímco produkci metabolitu 2T 

cmyc 
c0 = 

Vmed / mmyc 
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Graf 1 – Závislost produkce majoritních metabolitů 1T 
a 1P kmenem MK 1108 na čase kultivace 
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pozorujeme až od dne 7. a 2P až od 15. dne (tabulka 8). Možná příčina nízkých 

koncentrací metabolitů bez acetylu 2T a 2P a také poklesu koncentrace 2T ve 40. dnu 

je, že je houba tyto metabolity využívá jako prekurzory pro syntézu finálních 

metabolitů 1P a 1T.  

Tabulka 8 – Produkce metabolitů (koncentrace vyjádřená µg ml-1 media) kmenu MK 1108 v čase 
kultivace; koncetrace jsou průmerné hodnoty ze 4 paralel 

  Dny kultivace 
Metabolit   1. 3. 7. 11. 15. 21. 25.* 30.* 40.* 

           
µg ml-1 0,55 0,78 41,97 52,92 75,36 104,41 104,34 111,78 118,08 

1P 
%RSD 1,5 3,9 4,5 4,4 5,1 0,9 5,8 2,0 1,6 

           
µg ml-1 - stopy 23,96 37,44 48,52 62,53 61,43 65,3 65,37 

1T 
%RSD - stopy 4 2,9 1,45 1,8 1,4 2,2 2 

           
µg ml-1 - - 0,48 1,07 1,28 2,11 3,32 3,69 0,75 

2P 
%RSD - - 4,4 4,2 3,3 2,7 4,6 6,8 1,6 

           
µg ml-1 - - - - 0,95 1,14 1,48 1,41 1,27 

2T 
%RSD - - - - 3,7 3,8 7,2 2,2 4,6 

 
*
 Hodnoty po 21. dnu kultivace byly přepočteny na zakoncentrovávání media 

vlivem vypařování. Do 21. dne kultivace se tento úbytek běžně zanedbává.  

Koncentrace 25.; 30. a 40. dne byly přepočteny dle vztahu:  

c0 = ci {v0 – di / (vc – vs)}      (rovnice 2) 

Kde c0 je koncentrace vztažená na původní objem, ci koncentrace v i-tém dni, 

v0 původní objem (1 ml), d konstanta úbytku media pro každý den (0,5 ml den-1), vc 

celkový objem media na počátku kultivace (50 ml) zmenšený o celkové množství 

odebrané tekutiny na analýzy vs (10 ml).  

 

2.9 SROVNÁNÍ PRODUKCE METABOLIT Ů 1T, 1P A 2T KMENE MK 1108 S 

DEVÍTI VYBRANÝMI KMENY GEOSMITHIA 

 
Produkce antrachinonových metabolitů vybraného kmenu Geosmithia 

lavendula MK 1108 na dvou typech kultivačních medií (MAE a CZD) po 3 týdnech 

kultivace byla srovnána s produkcí u dalších sedmi kmenů Geosmithia (tabulka 9). V 
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porovnání s referenčním kmenem, byla produkce 1T a 1P u všech kmenů zanedbatelná 

a s výjimkou kmene MK 1603c vždy vyšší při kultivaci na MEA mediu. Nejvyšší 

produkce odpovídající zhruba 20% produkce 1P a 5% produkce 1T byla stanovena u 

kmene MK 941. Minoritní metbolity 2T a 2P nebyly nelezeny v produkci ani jednoho 

z devíti kmenů včetně MK 1108 na MEA mediu a metabolit 2T byl ve stopových 

koncentracích nalezen u kmenu RJ 0258 na MEA mediu. 

Tabulka 9 – Srovnání produce metabolitů (µg ml-1 media) 1P a 1T na dvou typech medií (MEA, CZD) 
u sedmi kmenů rodu Geosmithia po 21.dnu kultivace; průměr z 5 paralel 

M
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1P (µµµµg ml-1) 0,57 104,4 17,8 1,89 5,36 0,94 0,58 0,56 0,53 stopy stopy nd stopy 
% RSD 1,49 0,9 3,2 2,8 0,16 1,4 2 0,63 1,07 - - - - 

                       
1T (µµµµg ml-1) d 62,53 2,6 0,94 1,57 0,66 d nd nd nd nd nd nd 

% RSD  1,8 1 0,23 0,1 1,8   - - - - - - 
   * kultivace probíhala pouze 14 dní 

    nd – hodnoty leží pod LOD, d – hodnoty leží pod LOQ 
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3 ZÁVĚR 

 
Z fermentační kapaliny a mycelia houby Geosmithia lavendula (kmen MK 

1108) bylo izolováno a charakterizováno 5 antrachinonových sekundárních 

metabolitů. Dva majoritní metabolity 1T (1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyantrachinon) a 

1P (1-acetyl-2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachinon) a tři minoritní metabolity 2T 

(1,3,6,8-tetrahydroxyantrachinon), 2P (2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachinon-1-

karboxylová kyselina) a 3P (methylether 2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachinon-1-

karboxylová kyselina). Metabolity 1T, 1P a 2T byly plně charakterizovány (NMR, 

MS, IR, UV), struktura ostatních metabolitů byla navržena pomcí MS.  

V rámci optimalizace sepračních metod byly vyvynuty dvě HLC metody a dvě 

UPLC metody. Pro výslednou UPLC analytickou metodu byl stanoven lineární 

koncetrační rozsah pro dva mojoritní metabolity, limity detekce a kvatifikace, přesnost 

a správnost měření a reprodukovatelnost retenčních časů. 

Semipreparativních HPLC metod a analytické UPLC metody bylo použito pro 

kvantifikaci metabolitů 1P, 1T a 2T v extraktech fermentační tekutiny a extraktu 

mycelia, ke stanovení výtěžnosti SPE metody pro exktrakty fermentačních tekutin, 

k určení závislosti produkce metabolitů houbou na čase kultivace a pro srovnání 

antrachinonové produkce u dalších devíti příbuzných kmenů Geosmithia.  

V rámci práce bylo izolováno dostatečné množství metabolitů 1T, 1P a 2T, 

umožňující testování jejich biologických aktivit. 
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