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I. UVOD A CiL PRACE



Tato rigorézni prace navazuje na diplomovou praci - Fytochemicky vyzkum
listd Helianthus annuus.

V ramci diplomové prace jsem se snazila najit nejpiinosnéjsi izolacni postup pro
ziskani latek z listd a pokusit se odstranit chlorofyl, kterého bylo v extraktu velké
mnozstvi a mohl by komplikovat dal$i postup. Naplni druhé ¢asti diplomové prace bylo
provést biologické hodnoceni ziskanych extrakti.!

Cilem této rigorozni prace bylo pokusit se izolovat flavonoidy podle
Spanélskych autort A.F. Maciase, A. Torrese, J.M.G. Molinilliho, popt. jiné latky z list

slunec¢nice roc¢ni. Ve druhé ¢asti prace jsem se zabyvala hodnocenim biologické aktivity

ziskanych extraktl a frakci.



Il. TEORETICKA CAST
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1.Botanicka charakteristika a vyuziti

Systematické zarazeni:

Rise: Plantae (rostliny)

Podfise: Viridiplantae (zelené rostliny)

Oddéleni: Magnoliophyta (rostliny krytosemenn¢)
Ttida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny)
Podtiida: Asterideae

Rad: Asterales (hvézdnicotvaré)

Celed’: Asteraceae(hvézdicovité)

Podceled’: Asteroideae -
Rod: Helianthus (slunec¢nice)

Druh: Helianthus annuus L. (slune¢nice ro¢ni)*

Helianthus annuus je jednoleta, vysoka bylina zakon¢end mohutnym uborem.
Ubor o priméru az nékolik dm ma hnédé trubkovité kvéty terée a zluté, az 10 cm
dlouh¢é jazykovité paprskové kvety. Kvéty ter€e jsou hnédé, paprsku zlatozluté.*®
Slune¢nice ma stfidavé, srdité vej&ité fapikaté listy na piimé jednoduché lodyze.*
Plody jsou ¢erné nebo Sed¢, fid¢eji bilé a Sedé¢ pruhované nazky, které maji olejnaté
semeno. Slunecnice ro¢ni je domovem v Mexiku. V soucasné dobé se péstuje také
v Evropé jako dulezita uzitkova rostlina. Z jejich plodd (Fructus helianthi) se ziskava
slune&nicovy olej - Oleum helianthi, ktery je oficinalni.®

Slune¢nicovy olej ma protisklerotické ucinky a je vynikajici surovinou pro
ptipravu léCivych masti. UZiva se zevné napf. pii zanétech, zapafeni, a vnitiné: 2 - 4
Eajové 1zicky denng zlep§uji ostrost vidéni.?

V I¢ékarstvi se slunecnicové tinktury uziva pii malarii, tuberkuléze, pfi Zilnich
chorobéch.®

Slune¢nicovy olej se vyuziva jako soucast do krémovych ptipravkl, kde dodava
ochranné a promast’ujici u€inky.

Kvéty slunecnice jsou podstatnym zdrojem medovice a nektaru pro vyrobu

medu.?
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2.Hlavni obsahové latky

Rostliny Celedi Asteraceae se vyznacuji tvorbou silic, balzdma a latexu. Dale
obsahuji derivaty fenylpropanu, hlavné kyseliny kavové. V nékterych rodech byly
nalezeny i alkaloidy. Silice v druzich ¢eledi Asteraceae jsou zna¢né rozsifeny. UloZeny
jsou bud’ na povrchu organu v typickych zldznatych chlupech, nebo uvnitf organu v
siliénych bunkach nebo kandlcich. Chemické sloZenti silic je rizné, ponejvice pievladaji
terpeny a to monoterpeny jako pinen, limonen, thujon, cineol, kafr nebo seskviterpeny.
Silice obsahujici thujon jsou toxické. Rostliny celedi Asteraceac obsahuji dalsi
vyznamnou skupinu latek jako napf. seskviterpenové laktony. Jednd se o latky hoiké,
neté¢kavé nebo casteCné tckavé, které nejsou glykosidicky véazané. Seskviterpenové
laktony mohou vyvolat kontaktni alergické dermatitidy. V rostlinach této celedi se taky
vyskytuji diterpeny, triterpeny, terpenoidni saponiny a polyterpeny. Z fenolickych latek
jsou Vv rostlinach hvézdicovitych obsazeny hlavné derivaty Kkyseliny kavové a
flavonoidy, ve kterych ptevladaji charakteristické kvétni barviva chalkony a aurony.®

V kvétech a stejné tak i v listech slune¢nice je obsazen flavonoid quercimetrin,
kumarinové glykosidy, triterpenové saponiny, karotenoidy, antokyany, tfisloviny,
cholin, xantofyly, betain, helianthin, mineralni latky.>

Semena slune¢nice obsahuji kolem 45 % rostlinného oleje, bilkoviny, glyceridy,
steroly, fosfolipidy, karotenoidy, organické kyseliny (citronova, vinna, chlorogenova),

lecitin a provitamin A.23

2.1 Terpeny

Terpeny predstavuji nejvétsi znamou skupinu sekundarnich metabolitd. Jsou
typické predevSim pro rostlinnou fisi, ale jsou znamy i u jinych forem Zivota. VSechny
terpeny a steroidy (biogenetické cesty jsou velmi podobné) je mozno formélné odvodit
ze zékladni stavebni jednotky — pétiuhlikatého 2-methylbutadienu (tzv. izoprénu). Podle
poctu téchto jednotek se obvykle terpeny klasifikuji jako: hemiterpeny Cs, monoterpeny
Cao, seskviterpeny Css, diterpeny Cyo, sesterpeny Cos, triterpeny Cso, karoteny Cio.*

2.1.1 Seskviterpeny
Seskviterpeny ptedstavuji nejpocetnéjsi skupinu terpenoidi. Jsou velmi Casto

pfitomny v silicich vysSich rostlin. Podle struktury se déli na cyklické a acyklické.
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Cyklické se dale déli na monocyklické, bicyklické, tricyklické a laktony (a-methylen-y-
laktony). Laktony rozdélujeme podle uhlikatého skeletu na germakranolidy,
elemanolidy, guajanolidy, eudesmanolidy, pseudoguajanolidy, xanthanolidy a dalgi. >
Seskviterpeny ve své hlavni biologicky aktivni formé — laktonu — mohou byt
prudkymi kieCovymi jedy typu pikrotoxinu ¢i koriamyrtinu, gastrointestinalnimi iritanty
typu gossypolu, ale predevSim kontaktnimi alergeny. Jejich zékladni patnactiuhlikata
struktura je formovana do rtiznych typt. VétSina toxickych a alergennich laktona patii
do skupiny guajanolidii, eudesmanolidii, germakranolidi, pseudoguajanolida,
sekoguajanolidli, sekoeudesmanolidi a sekopseudoguajanolidii. Seskviterpenové
laktony se velmi hojné vyskytuji v ¢eledi Asteraceae, Casto jsou hotkymi a vonnymi
metabolity jejich druhli. Vedle fady pozitivnich biologickych efekti (jsou U¢innymi
latkami vyznamnych 1écivych rostlin) vykazuji nékteré nezadouci az toxické ¢i
alergenni ucinky. V fad¢ odbornych publikaci byly popsany alergické kontaktni
dermatitidy zptsobené seskviterpenovymi laktony. Pfitomnost exocyklické a-
methylenové skupiny je podminkou vyvoldni kontaktni hypersenzitivity (vazba laktonti
na aminokyseliny). Toto zjiSténi pfindsi zaver o potencialni alergenni aktivité u vice nez
400 seskviterpenovych laktont identifikovanych v ¢eledi Asteraceae. Nicméné i laktony
bez methylenové skupiny, ale obsahujici epoxyskupinu nebo cyklopentenovy kruh
mohou mit téZ senzibilizujici vlastnosti. Seskviterpenové laktony jsou nizkomolekularni
latky, jejich schopnost indukovat hypersenzitivitu pozdniho typu je podminéna pfimym
kontaktem s kuzi. Jina aplikace do organismu obvykle nevyvola alergickou odezvu.
Rozvoj kontaktni alergické dermatitidy zavisi individualné na koncentraci laktont
Vv rostling€, na jejich senzibilizujici kapacité, Cetnosti a intenzit€¢ podani i individualni
dispozici €loveka. Pouze né€kolik druhli Asteraceae obsahujicich laktony mize vedle
pozdni hypersenzitivity zplsobit také alergickou reakci casného typu, nicméné nebylo
prokazano, Ze se jedna o pfimou aktivitu téchto latek. Senzibilizujici schopnost
seskviterpenovych laktoni byla prokdzana u fady druhd 1éCivych rostlin — i u

Helianthus annuus (1,2-anhydrid 4,5-dehydroniveusin A apod.).*®

2.1.1.1 Heliannany, helibisabonoly
Heliannany byly izolovany z listGi slune¢nice. Heliannany jsou novym typem

seskviterpenti izolovanych z pozemskych (Helianthus annuus) a vodnich (Haliclona
fascigera) organismu. Sdileji jako spole¢ny strukturalni rys substituovany aromaticky

kruh spojeny s heterocyklem riizné velikosti, ktery obsahuje kyslik.
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Heliannany lze rozd¢lit na zaklad¢é chemické struktury na 4 skupiny:

1. 7,11-heliannany: heliannuol A (obr.1), heliannuol G a jeho 8 epimer (heliannuol
H) a heliannuol K

2. 7,10-heliannany: heliannuol B a jeho 8,9-hydrogenat heliannuol D (obr.2), 8-oxo

heliannuol D ( heliannuol F), a 7,8 epimery 7,8-epoxy heliannuolu B (heliannuol

I a heliannuol J)

8,11-heliannany: heliannuol C (obr.3)

4. 8,10-heliannany: heliannuol E (obr.4)

w

111

HO
" OH o™ ., .
[ oH
Obr.1: heliannuol A Obr.2: heliannuol D
/ =
HO HO
OH
0N O '{OH
Obr.3: heliannuol C Obr.4: heliannuol E

Helibisabonoly jsou oteviené prekurzory heliannanii. Z listd sluneénice byly izolovany
helibisabonoly A (obr.5) a B (obr.6).

14 12

Obr.5: helibisabonol A Obr.6: helibisabonol B

2.1.1.2 Germakranolidy
Germakranolidy jsou seskviterpenové laktony (a-methylen-y-laktony).*

14



Z listi slunecnice byly vyizolovany tyto germakranolidy: helivypolidy D
(obr.7), E, G, heliangolidy typu niveusinu - niveusin A, B, C a jejich derivaty,
germakranolid tifruticinového typu, argophylliny A, B a leptokarpin (0br.8).l

Déle byl izolovan novy biologicky aktivni germakranolid annuithrin.®

Z kvéth slunecnice byly vyizolovany tyto germakranolidy: 3-O-methylniveusin
A a 1,10-O-dimethyl-3-dehydroargophyllin B diol.’

Obr.7: helivypolid D Obr.8: leptokarpin

2.1.1.3 Guajanolidy
Guajanolidy jsou také seskviterpenové laktony. Z listd slunecnice byly

izolovany annuolidy A-E a 8f-angeloiloxicumambranolid.

2.1.1.4 Seskviterpenové kyseliny
Z kvéta slunegnice byla vyizolovana eudesma-1,3,11(13)-trien-12-ové kyselina.’

2.1.1.5 Annuionony (bisnorseskviterpenové laktony)
Z listi slunecnice byly vyizolovany annuionony A-H.*

Polarni biologicky aktivni frakce Helianthus annuus cv. Stella a SH-222
poskytla 8 apokarotenoidd, 2 z nich byly izolovany poprvé jako pfirodni produkty
(annuionony F a G). Izolace vétSitho mnozstvi annuiononit A a E umoznila realizovat
detailnéjsi spektroskopickou studii. Byla navrZzena opravend struktura pro annuionony

A, B a E, zaloZzena na peclivé reanalyze novych spektroskopickych dat.®>#
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Obr.9: annuionon A (ptvodni struktura) Obr.10: annuionon A (opravena struktura)

Obr.11: annuionon B (ptivodni struktura)  Obr.12: annuionon B (opravena struktura)

Ao

Obr.13: annuionon E (piivodni struktura) Obr.14: annuionon E (opravena struktura)

OH

2.1.1.6 Heliespirony (spiroterpeny)
Ze stfedné polarni frakce vodného extraktu listd H. annuus byly vyizolovany

heliespirony A-E.>°

Obr.15: heliespiron A
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2.1.2 Diterpeny
Diterpeny jsou latky obsahujici 20 uhlikovych atomi. Diterpeny s tetracyklickou

strukturou jsou kaurany. V ptirodé¢ se vétSina kauranovych derivatt vyskytuje ve formeé
derivata kaurenu ((-)-kaur-16-enu). Kaurany jsou v rostlinach Siroce rozsifené. Vykazuji

vyznamnou biologickou aktivitu vcetné toxicity.38

2.1.2.1 Diterpenové kyseliny
Z diethyletherového extraktu pylovych zrn slunecnice byly izolovany 4

diterpenové Kkyseliny: 15-angelat grandiflorolikové kyseliny, ent-kaur-16-en-19-ova
kyselina (obr.10), grandiflorolikové kyselina a ent-trachyloban-19-ova kyselina.’
Zkvéti  slunecnice byly izolovany trachyloban-19-ovda kyselina spolu
s biogeneticky piibuznou kaur-16-en-19-ovou kyselinou.?
Z jazykovitych kvéti byly izolovany také estery téchto dvou kyselin

s thujanolem.*?

" COOH

R=H
Obr.16: kaur-16-en-19-ova kyselina Obr.17: trachyloban-19-ova kyselina

2.1.2.2 Diterpenové alkoholy
Z kvét byl izolovan 7-oxo-trachyloban-150,19-diol.” Dale byly izolovany ent-

kauran-16p-ol*?, ent-kauran-16a-0l**?®, ent-kauran-16p,19-diol*?, ent-atisan-16a-0l'?%

a ent-atisan-16p-ol.*

2.1.2.3 Diterpenové aldehydy
Z kvétiu slunecnice byly izolovany i ent-kaur-16-en-19-al a ent-trachyloban-19-

al.lz
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2.1.3 Triterpeny

Triterpeny se vyskytuji v metabolismu rostlin v riznych strukturnich formach,

vykazuji velmi rozli¢nou biologickou aktivitu, nékteré jsou také jedovaté.®®

2.1.3.1 Triterpenové alkoholy
Z diethyletherového extraktu pylovych zrn byly izolovany 4 monooly: helianol,

A'-tirucallol, a-amyrin a 40,5a-epoxyhelianol.®

Z diethyletherového extraktu pylovych zrn slune¢nice bylo vyizolovano Sest
novych triterpenoidi  3,4-seco-tirucallanového typu: sunpollenol, (24S)-24,25-
epoxysunpollenol,  (24R)-24,25-epoxysunpollenol,  (23E)-23-dehydro-25-hydroxy-

sunpollenol, (24S)-24,25-dihydroxysunpollenol, (24R)-24,25-dihydroxy-sunpollenol.*

2.1.3.2 Estery mastnych kyselin a triterpenovych alkoholii
Zpylovych zrn byly izolovany tyto estery: helianyloktanoat, (24S)-24,25-

dihydroxyhelianyloktanoat, (24R)-24,25-dihydroxyhelianyloktanoat, 4a,50-epoxy-
helianyloktanoat,  (24S)-4a,50:24,25-diepoxyhelianyloktanoat,  (24R)-4a,50:24,25-
diepoxyhelianyloktanoat, (24S)-24,25-dihydroxy-4o0,5a-epoxyhelianyloktanoat, (24R)-
24,25-dihydroxy-4a0,5a-epoxyhelianyloktanoat. Alkalickou hydrolyzou byly ziskany

volné alkoholy.”

2.1.4 Tokoferoly

Z pylovych zrn byly izolovany tyto tokoferoly: (5S)-3a-acetyl-2,3,5-trimethyl-
7a-hydroxy-5-(4,8,12-trimethyltridekanyl)-1,30,5,6,7,7a-hexahydro-4-oxainden-1-on a
dale 3a-acetyl-2,3,5-trimethyl-7a-hydroxy-5-(4,8,12-trimethyltridekanyl)-1,3a,5,6,7,7a-

hexahydro-4-oxainden-1-on.’

2.2 Benzopyrany

Z ethanolového extraktu Uborovych lizek slunecnice byly izolovany tyto

benzopyrany: demethoxyencecalin a demethylenencecalin (obr.18).%2
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Obr.18: demethoxyencecalin: R;=CH3CO, R,=H
demethylenencecalin: R;= CH3CO, R,=0OH

2.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty benzopyranu, mezi néz patii jednak volné, jednak
glykosidicky na cukry vazané katechiny, dihydrochalkony, chalkony, flavanony,
isoflavanony, flavanoly, flavony, isoflavony, anthokyanidiny a flavonoly (potfadi podle
rostouciho stupné oxidace).

Flavonoidy jsou v piirodé velmi rozsitené, vyskytuji se vSak pouze v rostlinné
fisi. Pokud byly nalezeny v hmyzu nebo v jinych zivocisich, dostaly se tam s potravou.
Cetné flavonoidy maji fyziologické Gi¢inky a pouzivaji se v medicing.*

V Zivém rostlinném organismu se flavonoidy patrné ucastni oxida¢né redukcnich
pochodu. Terapeutické vyuziti flavonoidu je zalozeno na jejich schopnosti normalizovat
permeabilitu  kapildr, odstraiiovat jejich lomivost, plisobit antihemoragicky a
antiedematdzné (P-vitaminovy uc€inek). Jsou inhibitory hyaluronidasy, brani Sifeni
mikrobialnich toxint tkdnémi, jsou proto podplrnymi prostiedky pii 1é€eni infekcnich
nemoci. Nekteré ptisobi diureticky, rozsifuji cévy, snizuji krevni tlak. S ionty Ca®* tvori
komplexni soli a brani tak srdzeni krve a zadrzuji vépnik v téle. Potencuji ucCinek
vitaminu C. Maji téZ u€inky choleretické, cholagogni, spasmolytické.37

Né&které¢ flavonoidy maji antialergickou, protizanétlivou, antivirovou a
antioxidacni aktivitu. Nékteré¢ maji 1 protinadorové Uc€inky. Urcité flavonoidy vykazuji
potencidlni aktivitu proti velkému mnoZstvi enzymi. Vyznamny je jejich inhibi¢ni efekt
na nékolik enzymovych systémil, které souviseji s procesy bunécéné aktivace jako je
proteinkinasa C, proteintyrosinkinasa a fosfolipasa A,.*

Z listi slunecnice byly vyizolovany tyto flavonoidy: tambulin, kukulkanin B,

heliannon A-C.
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2.3.1 Flavanony

Mezi flavanony patii heliannon B a C

2.3.2 Chalkony

Kukulkanin B a heliannon A

2.3.3 Flavonoly

Tambulin®

OH
OMe O

Obr.19: heliannon B R=CHj3; tambulin
heliannonC R=H
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2.4 Estery mastnych kyselin

2.4.1 Estolidy

Z pylovych zrn sluneénice byly izolovany methylester 18-(hexadekanoyloxy)-
oktadecenové kyseliny, ethylester 18-(hexadekanoyloxy)oktadecenové kyseliny,
methylester ~ 18-(oktadekanoyloxy)oktadecenové  kyseliny a  ethylester 18-
(oktadekanoyloxy)oktadecenové kyseliny.’

2.5 Alkandioly

2.5.1 syn-alkan-4,6-dioly

Z pylovych zrn byly izolovany: syn-nonadekan-4,6-diol, syn-hemikosan-4,6-
diol, syn-dokosan-4,6-diol.

2.5.2 syn-6,8-alkandioly
Zpylovych zrn byly izolovany syn-6,8-alkandioly, jejichz zakladni skelet
obsahoval 21 uhlikovych atomi, 23 uhlikovych atomt, 25 uhlikovych atomt a 27 az 35

uhlikovych atomd.

2.6 Alifatické ketony

Z pylu slunecnice byl izolovan (3E)-trikos-3-en-5-on.

2.7 Alkanové kyseliny

Z pylu slunecnice byla izolovana 14,16-dioxopentakosanova kyselina.

2.8 Saponiny

Z kvéti slunecnice byly izolovany 3 nové bisdesmosidické triterpenoidni
saponiny-helianthosid 1, 2, 3.1

Helianthosid je zékladni saponin izolovany ze slunecnice. Je charakterizovan

jako bisdesmosid echinocystové kyseliny.?

21



2.9 Gibereliny

Giberelin je fytohormon, respektive skupina fytohormond na bazi kyseliny
giberelové (GA3). Vznika v mladych listech, vzrostnych vrcholech, kofenech a kli¢icich
semenech. Stimuluje mitézu, rast internodii a listd. Na rozdil od dalSich fytohormont
nestimuluje rist kofend. Ovliviiuje aktivitu amylazy v kli¢icich obilkach, indukuje
kveteni u dlouhodennich rostlin, omezuje tvorbu samcich kvétd, zkracuje juvenilni
periodu, ndkdy méni fotoperiodickou adaptaci rostlin.’

Byla potvrzena struktura tii 13,15B-dihydroxylovanych C-20 giberelina, které
byly izolovéany ze semen sluneénice. Ctrnact giberelinil bylo identifikovano v semenech
slune¢nice. Zahrnuji diive zndmé GA1, GA4, GA1g, GAy a GAys a devét novych 15p-
hydroxygiberelini. Z novych giberelint, 153-hydroxyGAz a 15p-hydroxyGA; byly
diive syntetizovany chemicky z GAsz a jsou jim piidélena Cisla GAg; a GA7,. Byla
objasnéna struktura 15B-hydroxyGAss, 15B-hydroxyGA, a 15B-hydroxyGAzs. Témto
novym giberelinim byla pfidélena Cisla GAgs, GAss 8 GAgs (tyto gibereliny byly
identifikovany jako C-20 derivaty). Zbyvajicim 4 giberelinim byla provizorné pfidélena
struktura: 15B-hydroxyGAi7, 15B-hydroxyGAse, 15B-hydroxyGAys, 15B-hydroxyGAss.

Dale byly detekovany tii ve vodé rozpustné slouceniny: GAzs, GAz a 3-epi-GAr,.
18,19,20
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3.Biologicka aktivita obsahovych latek
3.1 Antimykoticka aktivita

Pét terpenoidli, dva seskviterpeny a tii diterpenové kyseliny izolované ze
slunecnice byly testovany pro jejich efekt na rst dvou ekonomicky dtlezitych patogent
slunecnice a dalSich kulturnich plodin. Minimélni inhibi¢ni koncentrace testovanych
terpenoidi byla fadové 10-100 ppm pro Verticillium dahliae a 10-1000 ppm pro
Sclerotinium  sclerotiorum. Smés dvou diterpenovych kyselin, kaurenové a

angeloylgrandiflorikové, byla nejsilnéjSim inhibitorem ristu hyfovych vldken.**®

3.2 Protizanétlivy ucinek

Methanolovy extrakt kvétl sluneCnice a steroly, triterpenové alkoholy a syn-
alkan-6,8-dioly izolované z extraktu vykazuji vyznamnou protizanétlivou aktivitu,
pusobi proti 12-O- tetradekanoylphorbol-13-acetatu (TPA), ktery indukuje zanét u mysi.
Syn-alkan-6,8-dioly vykazovaly navic inhibici tumor-podnécujici aktivity TPA ve dvou

stadiich zhoubného bujeni v kiZi u mysi.’

3.3 Protinadorovy ucinek

U 24 terpenoidi a lipidli a 6-ti volnych triterpenovych triolt byl testovén jejich
inhibi¢ni efekt na indukci Epstein-Barr viru ¢asného antigenu (EBV-EA), ktery je
indukovan tumorovymi promotory, 12-O-tetradekanoylphorbol-13-acetat (TPA), v Raji
bunkach (EBV genom nesouci lidské lymfoblastoidni butiky, neproduktivni typ), ktery
je znam jako primarni screening test pro antitumorové promotory. Mezi 30-ti
testovanymi slouceninami, 21 slouc¢enin majici di- nebo polycyklicky systém
v molekule, vykazaly potencialni inhibi¢ni efekt na EBV-EA indukci.”

Triterpenoidy 3,4-seco-tirucalanového typu inhibuji EBV-EA aktivaci.*

3.4 Alelopaticka aktivita

Seskviterpeny heliannuol A, D, helibisabonol A a helivypolid G vyznamné
inhibuji rist etiolizovanych pSeni¢nych koleoptilii. Také leptokarpin inhibuje rist
pSeni¢nych koleoptild. Annuolidy A-E vykazuji potencialni alelopatickou aktivitu.
Annuoinon H miZe byt uzZit jako silny ristovy inhibitor. Heliespiron C a flavonoidy

izolované z listi slune&nice maji také silnou alelopatickou aktivitu."

23



3.5 Antimikrobialni aktivita

Kauren-19-ova kyselina ma antimikrobialni aktivitu. Je aktivni proti Bacillus
subtilis (0,313pg ml™Y), Staphylococcus aureus (12,5 mg ml™), Mycobacterium
smegmatis (6,25 mg ml™), ale ne proti M. tuberculosis a M. avium. Dale je G&inné proti
Sachcaromyces cerevisiae, E. coli, Candida herbarum, Candida albicans. Odpovidajici

methylester byl mnohem méné aktivni.?®

3.6 Antiparaziticka aktivita

Kauren-19-ova kyselina je aktivni proti Trypanosoma cruzi (tento bicikovec
zpuisobuje Chagasovu nemoc). Ve srovnani s gentianovou violeti (ICsp 31 pg ml™) byla
kyselina asi dvacetkrat méné Gi¢inna (500 pg ml™). Sodna a amonna stil kyseliny nebyla
G¢inna, stejnd tak grandiflorikovda kyselina (1000 pg ml™). Sloudeniny 160-
hydroxykauran (ICso 500 pg ml™?) a kauren-19-ol (200 pug ml™) byly aktivni proti

tomuto organismu.?

3.7 Insekticidni aktivita
Kauren-19-ova kyselina omezuje rust larev Homeosoma electellum, Homeosoma

zea a Pectinophora gossypiella a do 20 % rist H. virescens.?®
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3.8 Antioxidacni aktivita

3.8.1 Uvod

V moderni spolecnosti stoupa pocet civilizacnich onemocnéni, kterd souvisi
s pusobenim volnych radikalid. Vzrista snaha chranit organismus pied témito radikaly.
K eliminaci jejich vlivu muize pfispivat vyssi pfijem exogennich antioxidantii, proto
vzrusta tendence hodnotit antioxidacni vlastnosti Cistych pfirodnich latek, rostlinnych
extraktl i potravinovych doplnkd.

Volnym radikalim, které vznikaji in vivo a maji fadu fyziologickych funkci
(napf. Gcast v protizanétlivych reakcich, v procesu fagocytdzy), se v soucasnosti vénuje
velkd pozornost a sleduje se jejich negativni plsobeni na organismus pii fadé
onemocnéni. Jde ptredev§im o reaktivni kyslikové radikaly (ROS-reactive oxygen
species) a dusikové radikdly (RNS-reactive nitrogen species). Tyto radikaly plisobi na
biologicky vyznamné slouceniny, pfedevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny,
pozménuji jejich strukturu a tim modifikuji jejich funkci. Kaskada reakci iniciovana
radikaly vede k naslednym zméndm ve struktuie bunck, k poskozeni celych tkani,
organu a dulezitych funkci v organismu. Reparativni procesy v organismu nemohou
samy plné eliminovat poskozeni biologickych molekul, vyznamnou roli pfi ochrang
pred volnymi radikaly hraje prevence, tj. redukce pficin jejich vzniku.

Jednou mozZnosti jak organismus chranit pfed vlivem exogennich i endogennich
volnych radikald, je pusobeni antioxidanti. Podle jiz klasické definice jsou antioxidanty
molekuly, které jsou-li pfitomny v malych koncentracich ve srovnani s latkami, jez by
m¢ély chranit, mohou zabranovat nebo omezovat oxidacni destrukci téchto latek. Kromé
endogennich nizkomolekularnich antioxidantli, jako je glutathion, kyselina mocova,
koenzym Q a dalsi, se v posledni dob¢ do centra pozornosti fadi mnoho latek pfirodniho
puvodu, které se do lidského organismu dostdvaji spolecné s potravou. Nekteré
potraviny rostlinného puvodu tak vedle nutriéni a energetické hodnoty maji dulezitou
roli jako zdroj antioxidantt. K pfirodnim latkdm s antioxidacnimi ucinky, které jsou
pfijimané potravou, jsou v prvé fad¢ tradi€né fazeny antioxida¢ni vitaminy C, E a
karotenoidy. V posledni dob¢ se vsak mnohem vétsi vyznam piiklada dal§im piirodnim
latkam, zejména polyfenolickym sloucenindm. Mezi né patii napf. flavonoidy,
katechiny a fenolické kyseliny. Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce, vldknina,

¢aje, vina a aromatické a 1écivé rostliny. V fadé experimentalnich studiich bylo také
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prokdzano, Ze antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi nez
ucinek antioxidac¢nich vitamind.

Klinické a epidemiologické studie rovnéz prokazuji korelaci mezi antioxidacni
aktivitou latek pfijimanych v potravé a prevenci nékterych onemocnéni napf.
kardiovaskularnich chorob, karcinogeneze, neurologickych poruch nebo procest
starnuti. Z uvedenych divodi vzrista zajem stanovit antioxidacni aktivitu raznych latek
rostlinného ptvodu. Jeden z pfistupit ve vyzkumu piirodnich antioxidantii je testovani
reaktivity individualnich izolovanych latek vici jednotlivym volnym radikdliim. Slouzi
pfedev§im k odvozeni vztahi mezi strukturou a reaktivitou piislusnych sloucenin.
VétSinu pfirodnich antioxidanti vSak pfijimame jako soucast slozitych smési, jejich
sloZky mohou reagovat s riznymi radikaly riznymi mechanismy, mohou téz na sebe
vzdjemné pusobit (synergicky i inhibi¢n€). Proto je také snaha charakterizovat

e o o 2
antioxidaéni aktivitu smésnych vzorkt i jako celku. 6

3.8.2 Metody stanoveni

V literatufe lze nalézt velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni
aktivity. Jejich rozmanitost vyplyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekuldrni antioxidanty
mohou piisobit riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o pfimou reakci s radikaly (zhéseni,
vychytavani) nebo reakci spfechodnymi kovy. Piesnéjsi chemické vymezeni
mechanismu jejich Gc¢inku je vSak Casto problematické. Proto také postupy hodnotici
miru antioxida¢niho ptisobeni jsou zalozeny na riznych principech.

Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin: na metody hodnotici
schopnost eliminovat radikaly a dale na metody posuzujici redoxni vlastnosti latek.

Piestoze hodnoceni antioxidacnich vlastnosti piirodnich latek je v oblasti
vyzkumu vénovéna Sirokd pozornost, je tieba pfipomenout, ze fada latek ptfijimanych
V rostlinném materidlu podléhd metabolickym zmé&ndm jiz v trdvicim traktu a jejich
ucinek v organismu je dale podstatné ovlivnén mirou resorpce a dalsim metabolismem.
Proto vyraznd antioxidacni aktivita zjist€éna in vitro nemusi znamenat adekvatné
vyznamny Gcéinek in vivo. O metabolickych procesech v travicim traktu, biologické
dostupnosti a farmakokinetice pfirodnich latek nejriznéjsiho charakteru je ptfitom dosud
znamo velmi malo.”®

Na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie se ke stanoveni antioxida¢ni

aktivity latek pouzivaji dvé metody: metoda sekvencni injekéni analyzy se
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spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH (difenylpikrylhydrazyl) radikélu a metoda

FRAP (ferric reducting antioxidant power).

3.8.2.1 Metoda sekvencni injekcni analyzy se spektrofotometrickou detekci pomoci
DPPH radikalu
Metoda pouzivajici DPPH patii mezi metody hodnotici schopnost eliminovat

radikaly. Tato metoda je povazovana za jednu ze zékladnich metodik pro posouzeni
antiradikalové aktivity cistych latek i1 rGznych smésnych vzorki. Pti reakci dochazi
k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce je nejcastéji
sledovéana spektrofotometricky. Pokles absorbance pfi urcité vinové délce se méti bud’
po uplynuti ur¢itého konstantniho &asu nebo se pracuje v kinetickém rezimu.?®
Pocitacem kontrolovany systém sekvencni injekéni analyzy vybaveny
spektrofotometrickym detektorem diodového pole je pouzivan pro rychlé monitorovani
a vyhodnoceni antioxidacni aktivity biologickych vzorkii. Automatizovana metoda je
zalozena na znamé reakci stabilniho DPPH s antioxidanty v organickych nebo vodné-
organickych médiich, kterou se odbarvi roztok DPPH. Tento radikdl je zhé&Sen reakci
s antioxidac¢ni latkou, ktera je donorem vodikového atomu. Pokles absorbance DPPH
méfené pii 525 nm souvisi s koncentraci antioxidantu v testovaném vzorku (v
porovnani se slepym vzorkem provedenym s roztokem voda-ethanol 1 : 1 namisto
S testovanym roztokem). Pfi pouziti vody jako nosného proudu byly piky DPPH ve
vodno-ethanolovém roztoku nepravidelného tvaru. Vysledky byly nereprodukovatelné.
Tento problém byl vyfeSen nahrazenim vody vodnym roztokem 50% ethanolu jako

nosn¢ho proudu.

Priprava roztokua

Pro pfipravu vodnych roztokd se pouziva vysoce CiSténd deionizovana voda.
50% ethanol se ptfed pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukové 1azni po dobu péti
minut. Roztok slouZi jako slepy vzorek a v systému SIA jako nosny proud. Roztok
DPPH v 50% ethanolu o koncentraci 0,0001 M se pfipravi rozpusténim 3,9 mg DPPH
v 60 ml 95% ethanolu ve 100ml odmérné banice (k uplnému rozpusténi je tieba pouZzit
petiminutové sonikace) a doplnénim vodou na 100 ml. Po dal§im pétiminutovém
odvzdusnéni se odmérna banka zatemni zabalenim do alobalu a uchovava v chladu.
Roztok DPPH se ptipravuje vzdy Cerstvy, tedy v den méteni. Méteny vzorek se piipravi
rozpu$ténim frakce v 50% ethanolu, aby vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se

sonikuje po dobu jedné minuty a dikladné protiepe. Déle se postupnym fedénim

27



ptipravi koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml tohoto vzorku.

Nizsi koncentrace jsou rovnéz odplynény v ultrazvukové lazni.

Piistroje

Me¢éteni probihd na systému pro sekvencni injekéni analyzu (SIA) FIAlab 3000,
vybavenym pistovym Cerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem,
misici civkou, pratokovou detekéni celou, detektorem, halogenovou lampou,
spojovacimi hadickami. Zafizeni je propojeno s pocita¢em a prostfednictvim programu
FIAlab for Windows 5.0 se cely proces analyzy tidi. Pfed zacatkem méfeni se zapne
zdroj svétla a lampa se necha 5 minut Zhavit, aby byl svételny paprsek konstantni
intenzity.

Technika SIA pouziva princip, jehoz charakteristickym rysem jsou oddélené
méfici cykly. Nejprve jsou zony nosného média, vzorku a cinidla postupné
(jednorazove) aspirovany do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho
vicecestného ventilu a pistového Cerpadla a poté je pohyb pistu Cerpadla obracen, ¢imz
dojde k promiseni zony vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru,
tim je jeden cyklus ukonéen. V tomto jednoduchém piipadé je ziskan vysledny
analyticky signal ve formé& piku, v podstaté se jedna o zdznam zmény koncentracniho
gradientu reak¢éniho produktu pfi prichodu jeho zony detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plna automatizace piedurcuji techniku SIA
jako velmi vhodny prostiedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkd,
sledovat zmény koncentrace dilleZitych analytl v pritbéhu riiznych procest.
Antioxida¢ni u¢inek je vyjadien v procentech poklesu absorbance oproti slepému

vzorku:

Cprl‘im. vzorku/Cprl‘im. pepr 100 =X

100-x?8
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3.8.2.2 Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant power)

V ramci testovani biologické aktivity byla zavedena nova metoda testovani anti-
ROS aktivity — FRAP metoda, ktera je jednoducha a spolehliva. Je to
spektrofotometrickd metoda modifikovand na vyuziti mikrodesticek, zalozend na

schopnosti antioxidantli redukovat ionty Fe** na Fe?*. Fe*

ionty jsou méfeny
spektrofotometricky (probiha na piistroji Microplate reader (Anthos 2010)) méfenim
barevného (modrého) komplexu s 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazinem (TPTZ), jehoz
absorpéni maximum je pii 595 nm.*®

Vsechny latky byly testovany nejméné 3x pii 37 °C. Jako standardy jsou
pouzivany znamé antioxidanty (Trolox, askorbova kyselina nebo (+)-katechin).

Statistickd analyza byla vyhodnocena za uziti software SigmaPlot 2002 pro
Windows version 8.0.

Metoda ma své limity spocivajici v tom, Zze méfeni probihd pii nefyziologicky
nizké hodnoté pH 3,6, nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické
latky a trioly. Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovat ion Fe** a

e . TP 2
s celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat.?®

Priprava roztoku

K 10 ml acetatového pufru (300 mM) byla ptidana kyselina octova tak, aby bylo
udrzovéano pH 3,6. Tento pufr byl smichan s 1 ml hexahydratu chloridu Zelezitého (20
mM), ktery byl rozpustén v destilované vodé a s1 ml 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin
(TPTZ) (10 mM), ktery byl rozpustén v kyseliné chlorovodikové (40 mM). 25 pul
zkoumané latky rozpusSténé v riznych koncentracich v rozmezi 10-200 uM. VSechny

latky byly rozpustény v methanolu.?
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3.9 Alternativni metoda stanoveni akutni toxicity extrakta: zastava

pohybu cervi Tubifex tubifex

3.9.1 Uvod

Prvni, pomémé rychle ziskatelny udaj o nebezpecnosti latky poskytuje jeji
akutni toxicita. Hledaji se alternativni metody stanoveni akutni toxicity, které by
usettily Cas, penize, zvirata. Tyto metody by mély poskytovat adekvatni informace jako
pokusy provadéné na obratlovcich.
vyuzivany z etickych divodt, ale i informacnich a ekonomickych. Je vyzadovano
nalezeni takovych metod a technik, které by poskytly hlavné rychle a s nizSimi
finan¢nimi néklady informace o nebezpecnosti nové produkovanych a popisovanych
latkach. I velmi hruba, aproximativni informace je asto dilezita.?

Alternativni metody a testy tedy zahrnuji nejen vyuziti niz§ich organismi a
rostlin nebo jejich ¢&asti, testy in vitro sizolovanymi bunikami nebo tkafovymi
kulturami, ale i pocitacové modely, které nejCastéji vyuZzivaji technik analyzy QSAR
(Quantitative Structure —Activity Relationship, tj. kvantitativni vztahy mezi chemickou
strukturou chemikalii a jejich biologickou ucinnosti) nebo toxikokinetickych pravidel.

Byly provadény studie, které prokézaly u riiznych skupin latek korelaci mezi
akutni toxicitou méfenou riznymi zplsoby a rozdélovacim koeficientem oktanol/voda.
Je mozné predpokladat i korelaci dat stanovenych na riznych biologickych objektech.

Bylo prokazano, ze existuje tésnd korelace pro soubor alkoholii mezi LDsg
stanovenou na mySich a ECsp (zéstava pohybu) stanovenou na niténkach, respektivé
IGCso (Inhibition Growth Concentration-koncentrace inhibujici rust) stanovenou na
prvocich. Hlavnimi pfednostmi testu na Cervech Tubifex tubifex jsou jednoduchost,
reprodukovatelnost, rychlost a finanéni nendro€nost. Niténky jsou zminény jako objekt
pro test toxicity odpadnich vod i pro stanoveni akutni toxicity jednotlivych chemikalii a
chemickych ptipravki.

Byly pouzity na ptelomu 50. a 60. let ke stanoveni toxicity pro zasadni prace,

které vedly k predikénim metodam typu analyzy QSAR.
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3.9.2 Popis testovaného organismu
RiSe: Animalia (Zivo¢ichové)
Oddéleni: Bilateria

Kmen: Annelida (krouzkovci)
Ttida: Oligochaeta (malostétinatci)
Rad: Tubificida

Celed’: Tubificidae (niténkovité)
Rod: niténka

Druh: niténka vétsi (Tubifex tubifex)®’
Obr.20: Tubifex tubifex (stereomikroskop 20:1)

Malostétinatci maji télo homonomné segmentovéano, az 600 ¢lankd s vEtSim
poctem Stétinek. Opasek je pfitomen trvale. Piepazky (dissepimenta) jsou siln¢ vyvinuty

u forem suchozemskych, u vodnich jsou druhotné potlaceny.

Tréavici soustava mize byt diferencovand na Usta, svalnaty hltan, jicen, u kterého
jsou chylové zlazy (vapenaté zlazy vyrovnavajici pH v travici trubici), dale je ptitomen
svalnaty a Zlaznaty 7aludek a stievo s tyflosolis a Fitni otvor.**3

Pro cévni soustavu je typickd pfitomnost tzv. pomocnych (auxilidrnich) srdci
vytvofenych z obloukovitych postrannich cév v pfedni ¢asti t€la. Cévni soustava je
uzaviena. 0%

Malostétinatci jsou hermafroditi.Vyskytuji se hlavné v sladkych vodach a

v ptdé. Zivi se organickym detritem (listi). %

Vsichni malostétinatei dychaji celym povrchem téla. U nékterych druht je
vyvinuto dychani sténou stfevni, pficemz vyménu vody obstardvaji svaly a obrveny
epitel na konci stfeva. Nékteré druhy (Tubifex tubifex) vydrzi dlouhou dobu v prostiedi
bez kysliku, a to az desitky dnd (25 dnt pfi teploté 10-12 °C, pii teploté 2-3 °C pieziva
jeste 30 % jedinci anoxii 48 dntl). Jako zdroj energie je pii anoxybidze ve zvySené

mife vyuzivan glykogen (podil glykolyzy na metabolismu se zvysi 3-4krat).
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3.9.3 Chemikalie pouZivané p¥i testu

destilovana voda, tetrahydrat chloridu manganatého, stanovovana latka

3.9.4 Metodika testu

Test se pouziva pro testovani biologické aktivity latek rozpustnych ve vodé a na
Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové jsme jej pouzivali i na testovani mikrosuspenzi.
Testuje se roztok zkoumané latky a roztok referen¢ni latky. Pro ovéfeni spravnosti
testovani byla stanovena akutni toxicita dihydratu chloridu manganatého jeho
prubéznym testovanim v letech 1992-1993. Kromé toho byla soub&Zné se stanovenim
akutni toxicity nasycenych alkohold tato sl testovdna zplisobem, ktery umoznil
stanovit rozptyl vysledku jak pii kazdém stanoveni, tak mezi riznymi dny. Z celkového
poctu 72 méteni byla stanovena hodnota ECsg pro zastavu pohybu cervii a LCso pro

letalni koncentraci, v€etné intervalli spolehlivosti pro hladinu vyznamnosti o = 0,05:
log ECsp =-0,845 + 0,0326 (mol/l)
log LCsp =-0,726 + 0,0390 (mol/l)

Tyto hodnoty slouzi jako vnitini kontrola spravnosti testovani akutni toxicity

pomoci ¢ervu Tubifex tubifex.

3.9.5 Piiprava roztokii referencni latky

Navazka dihydratu chloridu manganatého (asi 1,8000 g piesn€) méla byt
rozpusténa ve 25ml odmérné bance. V laboratofi byl k dispozici pouze tetrahydrat
chloridu manganatého, tudiz navéazka byla pfepoctena na 2,2003 g piiblizné¢ presné a
rozpusténa ve 25 ml destilované vody. Takto ziskany zakladni roztok byl nafedén

nasledujicim zplisobem:
8 ml zékladniho roztoku + 2,1 ml destilované vody ... koncentrace 1
8 ml koncentrace 1 + 2,1 ml destilované vody ... koncentrace 2

Bylo pfipraveno 6 fedéni.
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3.9.6 Piiprava roztokii stanovované latky

Byly pfipraveny 2 ml 10% roztoku extraktu (zakladni roztok). Zékladni roztok

byl fedén nasledujicim zptisobem:
0,9 ml zakladniho roztoku + 0,3 ml destilované vody ... koncentrace 1
0,9 ml koncentrace 1 + 0,3 ml destilované vody ... koncentrace 2
Redéni bylo provadéno, dokud niténky reagovaly na roztok.

3.9.7 Pracovni postup

Me¢fteni probihalo pii laboratorni teploté (20-25 °C). Do Petriho misky byl
napipetovan 1 ml pracovniho roztoku o nejvyssi koncentraci. Z kolonie bylo rychle, ale
Setrné odde€leno 6 stejné velkych nitének, byly osuseny na filtraénim papife a pfeneseny
do pracovniho roztoku. Zde byly exponovany piesné¢ 3 minuty. Sledovala se zastava

pohybu. Stanovil se pocet jedincti, u nichz doslo k zastavé pohybu.

Po 3 minutach byly niténky rychle vyjmuty, pfeneseny do Petriho misky s pitnou
vodou a po 1 minuté se stanovil poCet nehybnych jedincti. Pouzité niténky byly
vyfazeny a pokus byl opakovan, a to celkem tfikrat. Pak se pokracovalo s nizS§imi
koncentracemi az po dosazeni koncentrace, kterd nezptlisobila Zadnou zastavu pohybu
nitének. SoubéZzné se stanovenim akutni toxicity sledované latky se stanovovala 1 akutni

toxicita referencni latky.

Vysledky pokusti byly statisticky vyhodnoceny podle metody Weilové.

3.9.8 Vypocet

Vysledky jsou zatim pocty nehybnych jedinct nitének po expozici pfesné tii
minuty u kazdé koncentrace zkoumane¢ latky. Z téchto hodnot je mozné vypocitat ECsg
podle nasledujiciho vztahu:

log ECso = log Da + d (f + 1) 1)

cv v

konstanta a d pocetni konstanta:

d=IlogR (2)
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kde R je pomér mezi dvéma ndsledujicimi koncentracemi (vyssi koncentrace

v

Interval spolehlivosti pro 95% pravdépodobnost je dan vztahem:

Lio=10og EC50+2 o d (3)

kde of je tabelovana konstanta.

Konstanty f jsou tabelovany pro rizné sestavy odecitanych vysledkt (nehybnych
jedinct). Obdobné lze ziskat hodnotu LCsy, kdy jsou Kk vypoétu pouzity pocty
nehybnych jedincii odectenych piesn€é 1 minutu po pfeneseni Cervi z roztoku latky do

&isté pitné vody. ™

3.10 Testovani antimykotické aktivity

Metoda: mikrodilu¢ni bujonova v destickach — M27A-M1 (200+10)

Medium: RPMI 1640 s glutaminem

pH/pufr: 7,0/MOPS (0,165 M)

Teplota: 35 °C

Délka inkubace: 24-48 hod (u Trichophyton mentagrophytes 48-72hod)

Zpusob inkubace: staticky, ve tm¢, humidni atmosféra

Odecitani: vizualni/fotometrické (OD 540 nm), MIC=ICg, (80 % inhibice kontroly)

Testované kmeny Kaod, ¢islo:

CAl-Candida albicans ATCC 44859

CT-Candida tropicalis 156

CK2-Candida krusei E28

CG-Candida glabrata 20/1

TB-Trichosporon beigelii 1188

TM-Trichophyton mentagrophztes 445

AF-Aspergillus fumigatus 231

AC-Absidia corymbifera 272

Velikost inokula: (x 10* cfu.ml™)

Testované extrakty: Sumarni dichlormethanovy (viz. diplomova prace)
Ethanolovy (viz. diplomova préce)

Butanolovy

34



Pozn.: Sumarni dichlormethanovy extrakt byl ziskdn maceraci suSenych listi slunecnice
ro¢ni dichlormethanem. VysuSené listy po pfedchozi extrakci dichlormethanem byly

reextrahovany EtOH. Takto vznikl ethanolovy extrakt.
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4.Extrakcni, separacni a strukturné analytické postupy

Extrakce

Extrakce z kapaliny do kapaliny je separa¢ni metoda zalozena na pienosu latky
Z jedné kapalné faze do druhé kapalné faze. Ob¢ kapalné faze jsou pfitom vzajemné
nemisitelné a proto se tato jednoducha extrakce oznacCuje téz jako ,,vytfepavani‘.

Nejjednodussi provedeni extrakce je vytfepani v délici nalevce.

Chromatoqrafie

Chromatografické metody jsou vysoce uclinné separa¢ni metody, slouzici
k oddé€leni slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni i kvantitativni analyze. Pfi
vSech chromatografickych metodiach se mnohonédsobné ustavuje rovnovaha soucésti
analyzované smési mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi fdzemi. Jedna nepohybliva,
stacionarni faze ma schopnost riznou mérou zadrzovat jednotlivé soucasti analyzované
smési, druhd pohybliva, mobilni faze pak vymyva (eluuje) jednotlivé soucasti smesi
z nepohyblivé faze a odnasi je ve sméru toku rtznou rychlosti, ¢imz dojde k jejich
oddé¢leni.

Stacionarni faze pfitom muze byt tuhd (sorbent) nebo kapalnd, mobilni faze
kapalnd (=eluent, elu¢ni <¢inidlo) nebo plynna (nosny plyn). Hybnou silou
vV chromatografickém systému je tok mobilni faze, kterd unasi ionty nebo molekuly.
Vlastni déleni latek v systému vSak zavisi na brzdici sile (retenci), kterd plsobi
selektivné: néktera latka je brzdéna vice, jina méné. Pfi chromatografickém procesu se
ustavuje dynamickd rovnovaha mezi vratnou sorpci na stacionarni fazi a desorpci do
mobilni faze. Rychlost postupu latky zavisi na sorpéni rovnovaze, tj. ¢im pevnéji se
latka sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji v chromatografickém systému postupuje.

V soucasné dobé€ se pouziva mnoho typti chromatografickych metod, které se lisi

z hlediska povahy:

- separacniho  déje  (chromatografie = adsorpcni,  rozd¢lovaci,
iontovymeénna, na molekulovych sitech)

- pouzité techniky (chromatografie sloupcova, papirova, na tenké vrstve)

- zpusobu vyvijeni (chromatografie elu¢ni, vytésiiovaci, frontalni

analyza)
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- skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze (chromatografie kapalina —

tuha latka, kapalina — kapalina, plyn — kapalina, plyn — tuha latka)*

Chromatografie na tenké vrstvé

Jedna se vlastné o aplikaci sloupcové adsorpéni a rozdélovaci chromatografie
V plosném uspofadani. Nepohyblivou fazi tvoii tenkd vrstva sorbetu naneseného na
inertni podloZce. NejpouzivanéjSimi sorbety jsou silikagel, oxid hlinity a praskovana
celuloza. Folie Silufol UV 254 nebo 366 (silikagel s pojidlem na hlinikové folii)
obsahuji ve vrstvé sorbetu zaroven fluorescencni indikator umoziujici detekci pii
uvedenych vinovych délkéch.

TLC spojuje vlastnosti sloupcové adsorpcni a papirové chromatografie, ma vSak
proti nim mnoho vyhod (jednoduché provedeni, rychlost déleni latek, snadné

o v ~rooror . ’ v ’ oy 41
vyhodnocovani, moZnost pouzivani mikrogramovych mnozstvi vzorkit).

Kolonova chromatografie

Pti kolonové pracovni metodice se smé&s latek, uréena k déleni, vnese vhodnym
zpusobem na adsorbent v chromatografické trubici, na kolonu se vléva eluent, ktery
Z kolony vytéka (a obsahuje komponenty délené smési), nazyva se eluat a jima se po

frakcich konstantniho obj emu.*?

Macerace

Macerace je piedstavovana jednostupnovou nebo né€kolikandsobnou extrakci
drogy za protfepavani nebo michani, které ma byt v pribéhu piedepsaného casu
dostatecné intenzivni. Provadi se v dobfe uzavienych, pfed svétlem chranénych
nadobach. Smés se po uplynuti doby (nékolika dnech) koliruje a droga vylisuje.

Macerace patii mezi diskontinudlni extrakce.

Filtrace

Filtrace je jednou z nejbézné&jSich operaci, v jejim prub&éhu dochazi k oddélovani
pevné faze od fazi ostatnich pomoci propustného materialu, ktery pevnou fazi zachycuje
a dovoluje prostup fazim ostatnim. Filtrace ma byt krom¢ u¢innosti dostatecné rychla,
nema s ni byt spojena zbyte¢na ztrata filtrovaného materidlu, a proto je tfeba vzdy

uvazlivé pristupovat k volbé velikosti zafizeni. Filtracni rychlost je pfimo umérna
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hydrostatickému tlaku kapaliny, je tedy ucelné udrzovat na filtru hladinu v optimalni

s 42
VySi.
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IIl. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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1. VSeobecné postupy

1.1 Priprava silikagelu pro sloupcovou chromatografii
Silikagel L 0,1 — 0,2 mm (LACHEMA) byl 4 hod aktivovan v su$érn& pti 160

°C ve vrstvé mensi nez 2 cm. Po vychladnuti byl desaktivovan na 12 % obsahu vody.

1.2 Priprava roztéru

Extrakt, ktery mél byt nanesen na kolonu, byl rozpustén v rozpoustédle, ve
kterém se nejlépe rozpousti. Do odpafovaci misky se navazilo potfebné mnoZzstvi
silikagelu. Miska se umistila na vodni ldzenn a na silikagel se nalilo malé mnozstvi
rozpusténého extraktu. Silikagel se michal az do odpafeni rozpoustédla z extraktu.
Timto zptisobem se pokracovalo az do uplného odpafeni rozpoustédla z extraktu. Tak

byl ziskan silikagel nasyceny extraktem a ten se nanasSel na kolonu.

1.3 Sloupcova chromatografie

Chromatograficka kolona byla pfipravena nalitim suspenze adsorbentu ve
vhodném rozpoustédle do chromatografické kolony pifi soucasné mirné otevieném
odtoku. Po naplnéni byl na hladinu nanesen suchy roztér vzorku s adsorbentem.

Sloupcova chromatografie byla provadéna zptisobem stupnovité eluce.

1.4 Orienta¢ni tenkovrstva chromatografie (TLC)
Byla provadéna vzestupnym zpisobem v chromatografickych komorach, které

byly pfedem syceny parami elu¢ni soustavy.
1.5 Odparovani frakci

Roztoky byly odpafovany za snizeného tlaku (cca 1,6 kPa) a teploty kolem 50

°C na vakuové rota¢ni odparce.
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2. Potreby

2.1 Rozpoustédla
Butanol (BuOH)
Diethylether
Dichlormethan
Ethanol (EtOH)
Chloroform (CHCly)
Methanol (MeOH)
Toluen

Voda destilovana

2.2 Chemikalie
Acetanhydrid

Anisaldehyd
Dimethylsulfoxid
Ethyacetat

Hydroxid draselny (KOH)
Hydroxylamin chlorid
Chlorid manganaty-tetrahydrat
Chlorid zelezity (FeCls)
Chlorid Zelezity-hexahydrat
Kyselina chlorovodikova
Kyselina chlorista

Kyselina mravenci
Kyselina octova

Kyselina sirova

Mravencan ethylnaty
Uhli¢itan draselny (K>CO3)
Vanilin

2.3 Standardy
Galangin

Hypericin
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Kvercetin
Kyselina kdvova
Naringenin
Rutin

2.4 Detekéni Cinidla

D1: detekce na steroly, steroidy a triterpeny

Liebermann-Burchardovo ¢inidlo: acetanhydrid a kyselina sirova. Pied pouzitim
bylo opatrné za chlazeni smichano 5 ml acetanhydridu s 5 ml koncentrované kyseliny
sirové a ziskana smés opatrné pridana do 50 ml ochlazeného absolutniho ethanolu.
Chromatogram byl zahtivan pii teploté 100 °C asi 7 min. a vyhodnocen pod UV

svétlem pfi vinové délce 365 nm. Pii pozitivni reakci vznikaji fluoreskujici skvrny.

D2: detekce na cukry, steroidy, terpeny

Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl pfidan 1 ml
kyseliny sirové. Chromatogram byl zahiivan na 100-105 °C nez rtizné barevné skvrny

dosahly maximadlni intenzity.

D3: detekce na laktony

Roztok A: byl pfipraven rozpusténim 20 g chloridu hydroxylaminu v 50 ml vody a
doplnénim do 200 ml ethanolem.

Roztok B: byl pfipraven rozpusténim 50 g hydroxidu draselného v minimalnim
mnozstvi vody a zfedénim na 500 ml ethanolem.

Postiikovaci roztok I : byl ziskdn smichanim roztoku A s roztokem B v poméru 1: 2 a

odfiltrovanim vylou€eného chloridu draselného.

Posttikovaci roztok II : byl ziskan rozpusténim 10 g chloridu Zelezitého ve 20 ml 35%

HCI a protiepanim s 200 ml diethyletheru do vzniku homogenniho roztoku.
K detekci byl pouzit nejprve postiikovaci roztok I, po usuSeni chromatogramu

pak postiikovaci roztok II. Vznikaji rizné zbarvené skvrny.31

Pozn. VsSechna detekéni c¢inidla byla pfipravovana v mnoZstvi, které bylo

potiebné k dané detekci.
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D4: UV A=254 nm
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pii vinové délce 254 nm.
Pozitivni reakce se projevuje vznikem rtizné tmavych skvrn, ve kterych je zhaSen

fluoreskujici luminofor vrstvy chromatogramu.
D5: UV 2A=365 nm
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pifi vinové délce 365 nm.

Pozitivni reakce se projevuje vznikem fluoreskujicich skvrn rizného zbarveni.

D6: Vanilinové ¢inidlo

Cinidlo bylo ptipraveno tésné pred detekci smisenim roztoku 1% vanilinu v 95%
EtOH s 3% kyselinou chloristou v poméru 1:1. Po postfiku ¢inidlem byl chromatogram
zahfivan pfi teplot¢ 120 °C asi 7 minut. Pozitivni reakce se projevi vznikem rizné

barevnych skvrn.*®®

2.5 Vyvijeci soustavy pro chromatografii

S1: ethylacetat-kyselina mravenéi-kyselina octova-voda  100:11:11:27
S2: toluen-ethylacetat ~ 93:7

S3: toluen-mravencan ethylnaty-kyselina mraven¢i  5:3,5:1,5
S4: chloroform-methanol  7:3

S5: chloroform-ethanol  98:2

S6: chloroform-ethanol  1:1

S7: chloroform-ethanol ~ 9,5:0,5

S8: chloroform-ethanol  8,5:1,5

S9: chloroform-ethanol  8:2

S10: chloroform-ethanol  6:4

S11: chloroform-ethanol  1,5:8,5

2.6 Pristroje
Digitéalni stopky Eurochron
Digitalni vahy KERN 572-33
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Digitalni vahy analytické ADA

UV lampa Camag 254/366 nm
Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10P
Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114
Vodni lazen

Laboratorni vari¢ Fisher Scientific
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3. 1IZOLACE FLAVONOIDU
3.1 Extrakce lista

3.1.1 Postup

500 g ususSenych listi slunecnice bylo macerovano 3 dny 3 1 vody (droga:voda
1:6). Listy byly umistény do nadob a mirn¢ stlaceny. Do nadob byla nalita voda tak, aby
cely obsah byl ponofen. Nadoby byly ulozeny do lednicky. Po tfech dnech byl ziskan
vodny extrakt. Listy byly zdimany ptes gazu (susené listy pohltily veskerou vodu). Pak
byla provedena filtrace pfes gazu a bylo ziskano 2000 ml extraktu. Potom me¢la byt
provedena filtrace ptes filtratni papir, ale pory se hned zanesly. Proto jsme vyzkouseli
filtraci ptes Biichnerovu nalevku, ale také to neslo. Proto byla filtrace provedena pies 6

vrstev bunicité vaty. Tak bylo ziskano 1650 ml extraktu.

3.2 Zpracovani vodného extraktu — postup A

3.2.1 Schéma zpracovani vodného extraktu

Vodny extrakt (500 ml)

|

Vytiepan dichlormethanem (500 ml)
Vodny podil (380 ml) Dichlormethanovy podil (400 ml)
Vytiepan dichlormethanem (380 ml)
/\
Vodny podil (305 ml) Dichlormethanovy podil (300 ml)
Vytiepan dichlormethanem (305 ml)

o

Vodny podil Dichlormethanovy podil (320 ml)
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Vodny podil byl tmavé zeleny az cerny. Dichlormethanovd vrstva byla
zlutohnéda ,,gelovita™ hmota. Trochu této hmoty jsme dali do zkumavky do lednice a
nechali tam do druhého dne. Tato hmota se chladem nezménila. 2 g dichlormethanové
hmoty jsme dali do zkumavky a zahtali (kolem 45 °C). Po zahtati se ,,gelovita® hmota
rozpustila. Po rozpusténi byla uskladnéna do lednicky, aby se zjistilo, zda se opét zméni
v ,gel®, ale zlstala i po 24 hod v lednici rozpusténd. Byla snaha takto rozpustit celkové
mnozstvi dichlormethanové vrstvy, ale to se nepodafilo. Pii zahtfivani tato hmota silné
penila. Byla snaha tuto hmotu rozpustit pfidinim rozpoustédel: nejprve byl ptidan
nadbytek dichlormethanu, ale hmota se nerozpustila. Pak byl pfidan chloroform, hmota

se ¢astecn¢ rozpustila. Po pfidani vody vznikly dvé faze.

3.2.2 Schéma zpracovani dichlormethanového podilu

Dichlormethanovy podil (1020 ml)

|

Vytfepan chloroformem (1020 ml)

T

Dichlormethanovy podil chloroformovy podil

Dichlormethanovy podil byl vytfepan chloroformem 1:1. VétSina ,,gelovité*
hmoty se rozpustila v chloroformu. Dichlormethanové vrstvy zustalo jen velmi malo.
Chloroformovy podil byl ptefiltrovan pifes uhliitan draselny. Bylo ziskdno 760 ml
chloroformového podilu. Uhli¢itan draselny byl promyt 1000 ml chloroformu. Celkem
tedy bylo ziskano 1600 ml chloroformového podilu. Po odpaieni chloroformu bylo

ziskano 0, 1341g suchého extraktu.
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3.3 Zpracovani vodného extraktu — postup B

3.3.1 Schéma zpracovani vodného extraktu

Tento druhy postup byl zvolen, aby se zabranilo vzniku husté ,,gelovité* hmoty,
ktera vznikla v postupu A. OvSem 1 po vytfepani vodného extraktu chloroformem tato
hmota vznikla.

Vodny extrakt (1150 ml)

Vyttepan chloroformem (1150 ml)

T

Vodny podil (840 ml) chloroformovy podil (1410 ml)
Vytiepan chloroformem (840 ml)

Vodny podil (680 ml) chloroformovy podil (910 ml)

'

Vyttepan chloroformem (680 ml)

T

Vodny podil (640 ml) chloroformovy podil (690 ml)

3.3.2 Zpracovani chloroformové vrstvy

Chloroformova vrstva (3010 ml) byla vytfepana chloroformem 1:1. Bylo
ziskano 4820 ml spodni chloroformové vrstvy, horni vrstva vznikla jen v malém
mnozstvi. Spodni vrstva byla filtrovana ptes K,COs. Po filtraci byl K,CO3 vymyt 2,5 |
chloroformu. Po filtraci bylo ziskdno 6065 ml tohoto podilu. Po odpateni chloroformu
bylo ziskano 0,2919 g suchého extraktu. Tento extrakt byl spojen s 0,1341 g extraktu
z postupu A. Celkem bylo ziskano 0,426 g chloroformového podilu. Tento podil byl
rozpu$tén v ethanolu. Vznikly bilé¢ krystalky, které se Zihanim na meédéné kopistce
nemenily, ani se nerozpustily v chloroformu. Proto jsme usoudili, Ze je to uhli¢itan
draselny, ktery byl pouzit na odstranéni vody z tohoto extraktu. UhliCitan draselny byl
odfiltrovan. Po filtraci a odpateni bylo ziskano 0,255 g chloroformového podilu.

Nasledovalo déleni tohoto podilu na sloupci Sephadexu.
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3.3.3 Sloupcova chromatografie chloroformového podilu na sloupci Sephadexu
0,255 g extraktu bylo déleno na sloupci Sephadexu
Délka kolony: 40 cm
Primér kolony: 2,5 cm
Sloupec Sephadexu: 33 cm
Kolona byla vymyvana methanolem (250 ml). Extrakt byl rozdélen na tfi frakce,

extrakt se na tomto sloupci nedélil dostate¢né.

Tab.1 Sloupcova chromatografie chloroformového podilu

Frakce | Elu¢ni soustava Popis frakce

1 methanol oranzovo-hnéda (0,0291 g)
2 methanol svétle zelena (0,135 g)

3 methanol svétle zelena (0,0847 g)

Byla provedena TLC, kde byla nanesena frakce ¢.2 a standardy flavonoidi
(galangin, kvercetin, rutin, naringenin, hypericin, kyselina kavova). Jako mobilni fazi
jsme pouzili nejprve: ethylacetat-kyselina mravenci-kyselina octova-voda 100:11:11:27,
tato soustava vSak nebyla vhodna-nékteré flavonoidy zlstaly na startu. Dale jsme
vyzkousSeli soustavu toluen-ethylacetat 93:7, avSak ani tato soustava nebyla vhodna.
Jako nejvhodnéjsi se jevila soustava: toluen-mravenéan ethylnaty-kyselina mravenci
5:3,5:1,5. Frakce ¢.2 neobsahovala zadny z téchto flavonoidd, ale pod UV-366 byly
vidét 2 intenzivné fluoreskujici skvrny. Proto byla provedena preparativni TLC. 0,120 g
frakce ¢.2 bylo naneseno na 10 silufolovych desek. Mobilni fazi byla smés chloroform-
methanol 7:3. Po vyvinuti chromatogramu byly desky shlédnuty pod UV-366. Desku
jsme rozd¢lili na 4 zony. 1. z6na obsahovala latky, které ziistaly na startu a v jeho okoli.
2. zona obsahovala intenzivné fluoreskujici latku, stejné tak 3. zona, kterd byla tésné
nad 2. zénou. 4. zéna obsahovala latky, které byly v Cele chromatogramu.

Dale jsme se zabyvali zéonou €.2 a 3, které obsahovaly po jedné latce. Tyto zony
byly vystfihnuty a roztithdny na malé kousky a vymyty chloroformem. Stejny postup
byl proveden i u 1. zony, ale ta obsahovala vice latek. Po vymyti silufolovych desek
chloroformem a nésledné filtraci, byl odpafen chloroform a bylo ziskano:

Z 1. zény: 0,0064 g

Z2.zb6ny: 0,0025 g
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Z 3. z6ny: 0,0022 g

Byla provedena TLC. Mobilni fazi byla smés chloroform-ethanol 98:2. Zjistili
jsme, ze zéna 2 a 3, které byly tésné pod sebou obsahuji stejnou latku. Proto byly
spojeny a poslany na NMR analyzu. 1. zénou jsme se dale nezabyvali, protoze

obsahovala vice latek a dal$i déleni nemohlo byt provedeno, protoze byla ziskéna

V malém mnozstvi.

3.3.4 Zpracovani vodné, chloroformové horni vrstvy a dichlormethanové vrstvy

Byla spojena vodna vrstva po tfepani dichlormethanem (380 ml), vodna vrstva
po tfepani chloroformem (1075 ml), dichlormethanova vrstva (155 ml) a horni
chloroformova vrstva (280 ml). Celkem bylo ziskano 1890 ml.

Tento podil byl vyttepan butanolem 1:1.

Spojené vrstvy (1890 ml)

!

Vytiepani butanolem (1890 ml)

/\

Vodna vrstva (1450 ml) Butanolova vrstva (2150 ml)

|

Vyttepani butanolem (1450 ml)

T~

Vodna vrstva (1005 ml) Butanolova vrstva (1875 ml)
Vyttepani butanolem (1005 ml)

Vodna vrstva (810 ml) Butanolova vrstva (1105 ml)

Nasledovala filtrace butanolové vrstvy pies K,COs. Po filtraci byl K,CO3
promyt 4,5 1 butanolu. Po odpateni butanolu bylo ziskédno 14,2601 g suchého extraktu.
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3.3.5 Sloupcova chromatografie butanolového podilu na sloupci Sephadexu

0,25 g butanolového podilu bylo déleno na sloupci Sephadexu
Délka kolony: 40 cm

Primér kolony: 2,5 cm

Sloupec Sephadexu: 33 cm

Kolona byla vymyvana methanolem (200 ml). Extrakt se na této kolon¢ ned¢lil.

3.3.6 Orientacni sloupcova chromatografie butanolového podilu na sloupci silikagelu

1,12 g butanolového podilu bylo déleno na sloupci silikagelu. Na kolonu byl
nanesen ve form¢ roztéru.

Délka kolony: 27 cm

Primér kolony: 3 cm

Kolona byla vymyvéana nejprve chloroformem (50 ml), pak byl pfidavan k
chloroformu ethanol 5 % (150 ml), 10 % (50 ml), 15 % (50 ml), 20 % (350 ml), 25 %
(100 ml), 30 % (75 ml), 40 % (50 ml), 50 % (50 ml). Pak byla kolona vymyta 400 ml 96
% ethanolu.

Tab.2 Orienta¢ni chromatografie butanolového podilu

Frakce | Elu¢ni soustava Popis frakce

1 5 % EtOH v CHCl3 7lutooranZzova

2 10 % EtOH v CHCl3 svétle zluta

3 15 % EtOH v CHCl;3 svétle zluta-drobné krystalky
4 20 % EtOH v CHCl; svétle Zluta-drobné krystalky
5 25 % EtOH v CHCl; svétle zluta

6 30 % EtOH v CHCI; oranzova

7 40 % EtOH v CHCl; oranzova

8 50 % EtOH v CHCl; oranzova

9 96 % EtOH v CHCl; oranzova

Byla provedena TLC téchto frakci, mobilni fazi byla smés CHCIl3-EtOH 1:1.
Frakce ¢.1 vznikla jimanim Zlutozeleného prouzku, ktery se vytvofil pfi dé€leni. Ve
frakcich €.3 a 4 se vytvortily drobné krystalky. Z frakce ¢.4 bylo odpaieno rozpoustédlo
a u extraktu byla hodnocena antioxidac¢ni aktivita. Krystalky ve frakci ¢.3 jsme se

snazili precistit promyvanim chloroformem, avSak krystalky se rozptylily a zmenSily.
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Po pfidani ethanolu téméf zmizely. Proto byla tato frakce opét zakoncentrovana a
ulozena do lednice, aby se opét vytvorily krystaly. Po provedeni TLC na
chromatogramu frakce €.1 byla pouze jedna skvrna. Proto byla tato frakce zaslana na
GC analyzu.

Obr.21 Chromatogram frakce ¢.1

(V]

— vzorek 1B

307

Voltage
~
=

2

7,670 1
9,923 5

10

9,477 4
14,590 11

12,977 8

i 14,073 10

[min]

Tab.3Tabulka hodnoceni chromatogramu frakce ¢.1

Retenéni Plo
cas cha Podil na Mastna kyselina

mV.

min s celkové plose (%)
48,7

7,67 38 11,8
210,

8,483 631 51
7,47

9,067 4 1,9
38,6

9,477 58 9,4
51,5

9,923 79 12,5
1,90

11,23 9 _ myristova
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12,27

12,977 palmitova

13,673

14,073

14,59 linolova

15,67 linolenova

413,
Suma 135 100

frakce MK se stfednim fetézcem (86%)

_| frakce MK s dlouhym fetézcem (14%)

Frakce ¢.1 obsahovala smés mastnych kyselin. Vétsina méfenych mastnych
kyselin je se stfednim fetézcem a na jejich konkretizaci nebyly standardy (vypadaji jako

MCFA-middle chain fatty acids-nenasycené, jejich retencni c¢as neodpovida

nasycenym).

3.3.7 Sloupcova chromatografie butanolového podilu na sloupci silikagelu

5,0 g butanolového podilu bylo déleno na sloupci silikagelu. Na kolonu byl
nanesen ve forme roztéru (5 g extraktu a 10 g silikagelu).

Délka kolony: 80 cm

Pramér kolony: 5 cm

Sloupec silikagelu: 70 cm

Kolona byla vymyvana nejprve chloroformem (600 ml), pak byl pfidan k
chloroformu ethanol 5 % (3000 ml), 10 % (2500 ml), 15 % (1500 ml), 20 % (2000 ml),
25 % (1000 ml), 30 % (1000 ml), 35 % (1000 ml), 40 % (500 ml), 45 % (1000 ml), 50
% (2000 ml), 96 % (2000 ml).

Tab.4 Sloupcova chromatografie butanolového podilu

Frakce | Elu€ni soustava Popis frakce

1 chloroform Zluta
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2 chloroform Zluta

3 chloroform svétle Zluta

4 5 % EtOH oranzova

5 5 % EtOH oranzova

6 5 % EtOH Zlutooranzova

7 5 % EtOH Zlutooranzova

8 10 % EtOH sveétle Zluta

9 10 % EtOH sveétle Zluta

10 10 % EtOH svétle Zluta
Zlutooranzova-bilé

11 10 % EtOH Krystaly
Zlutooranzova-bilé

12 10 % EtOH Krystaly
Zlutooranzova-bilé

13 15 % EtOH Krystaly
Zlutooranzova-bilé

14 15 % EtOH Krystaly
Zlutooranzova-bilé

15 15 % EtOH krystaly
Zlutooranzova-bilé

16 20 % EtOH krystaly

17 20 % EtOH Zluta-bilé krystaly

18 20 % EtOH Zluta-bilé krystaly

19 20 % EtOH Zluta-bilé krystaly

20 20 % EtOH Zluta-bilé krystaly

21 25 % EtOH Zluta-bilé krystaly
Zlutooranzova-bilé

22 25 % EtOH krystaly

23 30 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

24 30 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

25 30 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

26 35 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

27 35 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

28 35 % EtOH svétle Zluta-bilé krystaly

29 35 % EtOH Zluta-bilé krystaly

30 40 % EtOH Zluta-bilé krystaly

31 40 % EtOH Zluta-bilé krystaly

32 40 % EtOH Zluta-bilé krystaly

33 40 % EtOH Zluta-bilé krystaly

34 45 % EtOH Zluta

35 45 % EtOH Zluta

36 45 % EtOH Zluta

37 45 % EtOH Zluta

38 50 % EtOH oranzova

39 50 % EtOH oranzova

40 50 % EtOH oranzova

41 96 % EtOH oranzova

42 96 % EtOH Zluta

43 96 % EtOH Zluta
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3.3.8 Detekce na steroly, steroidy, triterpeny, cukry, terpeny a laktony

Detekce na tyto latky byla provedena v jednotlivych frakcich, které pochazely

z déleni 5 g butanolového podilu na sloupci silikagelu.

3.3.8.1 Postup a vyhodnoceni detekce:
Vyvijeci soustavy pro chromatografii: pro frakci 1-7:  CHCI3:EtOH  9,5:0,5

pro frakci 8-14: CHCI3:EtOH  8,5:1,5
pro frakci 15-21: CHCI3:EtOH  8:2
pro frakci 22-28: CHCI3:EtOH  6:4
pro frakci 29-35: CHClI3: EtOH 5:5
pro frakci 36-41: CHCI3:EtOH  1,5:8,5

D1: detekce na steroly, steroidy, triterpeny

D2: detekce na cukry, steroidy, terpeny

D3: detekce na laktony

Obr.22 Chromatogram frakce 1-7

Frakce: 1-7 1
- g E
Soustava: S7 :
Detekce: D2 '
-
Komora: nasycena .
Vyvijeni: jedenkrat
&

Obr.23 Chromatogram frakce 8-14
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Frakce: 8-14
Soustava: S8
Detekce: D2
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

8 9 10 11 12 13 14

Obr.24 Chromatogram frakce 15-21

Frakce: 15-21
Soustava: S9
Detekce: D2
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat
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Obr.25 Chromatogram frakce 22-28

Frakce: 22-28
Soustava: S10
Detekce: D2 . ®

Komora: nasycena .
Vyvijeni: jedenkrat . . .
. | ‘ 2
%

: . . e
<0 Ty 74 B 2G 2™+ 1& :

Obr.26 chromatogram frakce 29-35

Frakce: 29-35
Soustava: S6
Detekce: D2
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

29 30 31 32 33 34 35

Obr.27 Chromatogram frakce 36-41
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Frakce: 36-41
Soustava: S11
Detekce: D2
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

8 A ®
3 re  yy 35 _as - ve {a_
35 36 37 38 39 40 41

Obr.28 Chromatogram frakce 1-7

Frakce: 1-7
Soustava: S7
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat
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Obr.29 Chromatogram frakce 8-14

Frakce: 8-14
Soustava: S8
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

Obr.30 Chromatogram frakce 15-21

Frakce: 15-21
Soustava: S9
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

15 16 17 18 19 20 21

Obr.31 Chromatogram frakce 22-28
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Frakce: 22-28
Soustava: S10
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

22 23 24 25 26 27 28

Obr.32 Chromatogram frakce 29-35

Frakce: 29-35
Soustava: S6
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

Obr.33 Chromatogram frakce 36-41
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Frakce: 36-41
Soustava: S11
Detekce: D1
Komora: nasycena

Vyvijeni: jedenkrat

Tab.5 Detekce na steroly, steroidy, terpeny, cukry

FRAKCE D1-pocet skvrn |D2-pocet skvrn
1 5 3
2 4 4
3 2 6
4 4 6
5 6 6
6 4 4
7 4 3
8 3 3
9 1 4

10 2 5
11 2 4
12 2 4
13 3 4
14 2 3
15 5 4
16 4 4
17 4 4
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41

V jednotlivych frakcich butanolového podilu byly detekovany steroly, steroidy,

triterpeny, cukry. Detekce na laktony se nezdafila.
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4. Biologicka aktivita

4.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

4.1.1 Metoda sekvencni injekéni analyzy se spektrofotometrickou detekci pomoci

DPPH radikadlu

Tab.6 Chloroformovy podil frakce ¢.1

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni
absorbance |absorbance |absorbance prdmér X 100-X

DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
1mg/ml 0,7411 0,7624 0,7649 0,7561
vzorek
0,5 mg/ml 0,434 0,4553 0,4665 0,4519
vzorek
0,25 mg/ml |0,3525 0,3546 0,3596 0,3556 91,6968 8,3032
vzorek
0,1 mg/ml 0,3435 0,3536 0,3505 0,3492 90,0464 9,9536
ECs0> 1 mg/ml
Tab.7 Chloroformovy podil frakce ¢.2

1.mérfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance absorbance | absorbance primér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
1mg/ml 0,1755 0,16 0,1682 0,1679 43,2955 56,7045
vzorek
0,5 mg/ml |0,2033 0,1854 0,1796 0,1894 48,8396 51,1604
vzorek
0,25 mg/ml | 0,2444 0,2279 0,2252 0,2325 59,9536 40,0464
vzorek
0,1 mg/ml |0,2902 0,2843 0,2825 0,2857 73,672 26,328

ECso = 0,41 mg/mi
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Chloroformovy podil fr.2

a1 ~
o al
1 J

pokles absorbance (%)
N
a1

0 ! ! ! ! 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

koncentrace vzorku (mg/ml)
Graf.1

Tab.8 Chloroformovy podil frakce ¢.3

1.mérfeni 2.méreni 3.méfeni

absorbance absorbance |absorbance primeér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
1mg/ml 0,0753 0,0792 0,0766 0,077 19,8556 80,1444
vzorek
0,5 mg/ml |0,0646 0,0541 0,0593 0,0593 15,2914 84,7086
vzorek
0,25 mg/ml | 0,1354 0,1042 0,1068 0,1155 29,7834 70,2166
vzorek 0,1
mg/mi 0,2237 0,2069 0,2083 0,213 54,9252 45,0748

ECs0 = 0,118 mg/ml
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Chloroformovy podil fr.3
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koncentrace vzorku (mg/ml)
Graf.2
Tab.9 Chloroformovy podil (celkovy)
1.méreni 2.méfeni 3.mérfeni
absorbance |absorbance |absorbance prumér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
1mg/ml 0,5258 0,5713 0,5381 0,5451
vzorek
0,5 mg/ml |0,3195 0,3107 0,3191 0,3164 81,5884 18,4116
vzorek
0,25 mg/ml | 0,2907 0,2923 0,2897 0,2909 75,0129 24,9871
vzorek
0,1 mg/ml |0,3285 0,3224 0,3215 0,3241 83,574 16,426
ECs0> 1 mg/ml
Tab.10 Butanolovy podil
1.méreni 2.méfeni 3.méfeni
absorbance absorbance |absorbance primér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
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vzorek

1mg/ml 0,3184 0,314 0,3154 0,3159 81,4595 18,5405
vzorek 0,5
mg/ml 0,3321 0,3222 0,3245 0,3263 84,1413 15,8587
vzorek
0,25
mg/ml 0,3518 0,3401 0,3455 0,3458 89,1697 10,8303
vzorek 0,1
mg/ml 0,3535 0,3516 0,3529 0,3527 90,9489 9,0511
ECs0> 1 mg/ml

Tab.11 Vodny podil

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance absorbance |absorbance prameér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
Img/ml 0,3449 0,344 0,3386 0,3425 88,3188 11,6812
vzorek
0,5 mg/ml 10,3501 0,3476 0,3146 0,3374 87,0036 12,9964
vzorek
0,25 mg/ml | 0,3513 0,3514 0,3507 0,3511 90,5364 9,4636
vzorek
0,1 mg/ml ]0,3509 0,3521 0,3553 0,3528 90,9747 9,0253

ECso> 1 mg/ml

Tab.12 Frakce ¢.4 (orientacni sloup. chromatografie buthanolového podilu)

1.mérfeni 2.méreni 3.mérfeni

absorbance absorbance |absorbance prdmér X 100-X
DPPH 0,3963 0,3797 0,3873 0,3878
vzorek
1mg/ml 0,3396 0,3438 0,3357 0,3397 87,5967 12,4033
vzorek
0,5 mg/ml |0,3411 0,3383 0,3333 0,3376 87,0552 12,9448
vzorek
0,25 mg/ml | 0,3385 0,343 0,3372 0,3396 87,5709 12,4291
vzorek 0,1
mg/mi 0,3389 0,3391 0,3399 0,3393 87,4936 12,5064

ECs0> 1 mg/ml

Vyznamnou antioxidacni aktivitu ma frakce ¢.2 chloroformového podilu (ECsy = 0,41

mg/ml) a frakce ¢.3 chloroformového podilu (ECsp = 0,118 mg/ml).
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4.1.2 Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant power)

Testovani antioxida¢ni aktivity metodou FRAP bylo provedeno u frakce 2 a
frakce 3 chloroformového podilu. U frakce 2 byla naméfena aktivita velmi nizka, u

frakce 3 byla naméfena aktivita po 4 min 6x nizsi nez u Troloxu.

Tab.13 Zména absorbance za ¢as za piitomnosti frakce ¢.2 a €.3 chloroformového

podilu.
FRAP value 4 min FRAP value 60 min
Vzorek no.
(nM) (nM)
Frakce ¢.2 0 2,7
Frakce ¢.3 2,5 3,8
Trolox 16,7 18,16
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4.2 Stanoveni akutni toxicity

4.2.1 Referencni latka

Navazka 2,2008 g tetrahydratu chloridu manganatého byla pfenesena do 25ml

odmérné baiky, rozpusténa v malém mnozstvi destilované vody a roztok byl doplnén

po rysku. Tak byl ziskan zakladni roztok o koncentraci 0,445 mol/I.

Zakladni roztok byl pak zfedén zpltisobem uvedenym v teoretické casti. Bylo

pfipraveno Sest pracovnich roztokd, ve kterych byli ¢ervi exponovani.

Tab.14 Referenéni latka

3 Koncentrace Pocet nehybnych ¢ervll | Po¢et nehybnych ¢ervi po
Redéni (g/ml) po 3 min. expozice 1min v pitné vodé
Zakladni roztok | 0,088 6,6, 6 6,6, 6

1. fedéni 0,0697 6, 6,6 6,6, 6

2. fedéni 0,0552 6,6,6 6,6, 6

3. fedéni 0,0437 6,6, 6 6,6, 6

4. fedéni 0,0346 6,6,5 4,4,3

5. fedéni 0,0274 1,2,1 0,1,0

6. Fedéni 0,0217 0,0,0 0,0,0
Vypocet ECs:

1. méfeni

log ECso = log Da+d (f+ 1)

log ECso = log 0,0217 + 0,1013 (0,33333 + 1)

ECso = 0,0296 g/ml

2. méreni

log ECs = log 0,0217 + 0,1013 (0,16667 + 1)
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ECso = 10,0285 g/ml

3. méfeni

log ECso = log 0,0217 + 0,1013 (0,5 + 1)
ECso = 0,0308 g/ml

Prumérna hodnota ECsj:

ECso = 0,0296 g/ml

Interval spolehlivosti ECsy pro 95% pravdépodobnost:
L1, =log ECso £ 205 d

L1, =-1,5287 £ 0,0414

ECso = 0,0296 (0,0269 — 0,00326) g/ml
Vypocet LCs:

1. méreni

log LCso =log Da +d (f+ 1)

log LCso = log 0,0217 + 0,1013 (0,83333 + 1)
LCso=0,0333 g/ml

2. méfeni

log LCso = log 0,0217 + 0,1013 (0,66667 + 1)
LCso=0,0320 g/ml

3. méreni

log LCso = l0g 0,0217 + 0,1013 (1 + 1)

LCso = 0,0346 g/ml
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Pramérna hodnota:

LCso = 0,0333 g/ml

Interval spolehlivosti LCso pro 95% pravdépodobnost:
L1, =-1,4776 £ 0,0475

LCso = 0,0333 (0,0298 — 0,0371)

4.2.2 Zkoumand ldtka

Byl ptfipraven zakladni roztok zkoumané latky o koncentraci 0,1 g/ml. Zakladni
roztok byl pak fedén zpisobem uvedenym v teoretické Gasti. Redéni bylo provadéno
dokud niténky reagovaly na roztok. Byl testovan sumarni dichlormethanovy extrakt
(viz. diplomovéa prace), ktery se vSak ani po pfidani 2% dimethylsulfoxidu (DMSO)
uplné nerozpustil ve vodé¢ a vznikla suspenze, kterd byla testovana. Déle byl testovan

vodny podil a butanolovy podil.

Tab.15 Butanolovy podil

3 PocCet nehybnych nitének | PoCet nehybnych nitének
Redéni Koncentrace g/ml | po 3 min. expozice po 1 min. v pitné vodé
Zakladni
roztok 0,1 6,6, 6 6,6, 6
1. fedéni 0,075 6,6, 6 6,6, 6
2.fedéni 0,0563 6,6, 6 6,6, 6
3. fedéni 0,0422 6,6, 6 6,6, 6
4.fedéni 0,0316 6,6, 6 6,6,4
5.fedéni 0,0237 4,4,5 4,2,3
6. Fedéni 0,0178 4,4,3 4,3,3
7. fedéni 0,0134 3,2,1 1,3,3
8. fedéni 0,0101 2,0,0 0,0,3
9. fedéni 0,0076 0,0,0 0,0,0
Vypocet ECsy:

1. méreni

log ECso = log Da+d (f + 1)
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log ECso = log 0,0076 + 0,1235 (1 + 1)
ECso = 0,0134 g/ml

2. méfeni

log ECso = log 0,0076 + 0,1235 (0,75 + 1)
ECs=0,0125 g/ml

3. méfeni

log ECs = log 0,0076 + 0,1235 (1 + 1)
ECso = 0,0134 g/ml

Prumérna hodnota ECsj:

ECs0 = 10,0131 g/ml

Interval spolehlivosti ECsy pro 95% pravdépodobnost:
Li,=-1,8827+£0,1103

ECso = 0,0131 (0,0102 — 0,0169)
Vypocet LCs:

1. méreni

log LCso=1log 0,0076 + 0,1235 (1 + 1)
LCs =0,0134 g/ml

2. méreni

log LCso=1l0g 0,0076 + 0,1235 (1 + 1)
LCso = 0,0134 g/ml

3. méreni
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log LCsp = log 0,0076 + 0,1235 (1 + 1)

LCs =0,0134 g/ml

Priumérna hodnota LCsg:

LCso = 0,0134 g/ml

Interval spolehlivosti LCsy pro 95% pravdépodobnost:
Ly,=-1,8722+ 0,1632

Hodnota LCsy a Vv zavorce intervaly spolehlivosti pro 95% pravdépodobnost u

butanolového podilu:

LCso = 0,0134 (0,0092 — 0,0195) g/ml

Tab.16 Vodny podil

3 Koncentrace |Pocet nehybnych nitének | PoCet nehybnych nitének po
Redéni g/ml po 3 min. expozice 1 min. v pitné vodé

Zakladni roztok 0,1 54,5 54,5

1. fedéni 0,075 55,3 544

2. fedéni 0,0563 1,0,1 1,1,0

3. fedéni 0,0422 0,0,0 0,0,0

Vypocet ECs:

1. méfeni

log ECso = log Da+d (f+ 1)

log ECso = log 0,0422 + 0,1252 (0,6 + 1)
ECso = 0,0669 g/ml

2. méreni

log ECso=log 0,0422 + 0,1252 (1 + 1)

ECs0=10,0751 g/mi
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3. méfeni

log ECs = log 0,0422 + 0,1252 (1 + 1)
ECso = 0,0751 g/ml

Priumérna hodnota ECsg:

ECso = 10,0724 g/ml

Interval spolehlivosti ECso pro 95% pravdépodobnost:
Li,=-1,1403 £ 0,0792

ECso = 0,0724 (0,0603 — 0,0869)
Vypocet LCsp:

1. méfeni

log LCso = log 0,0422 + 0,1252 (0,6 + 1)
LCso = 0,0669 g/ml

2. méreni

log LCso=1log 0,0422 + 0,1252 (1 + 1)
LCso = 10,0751 g/ml

3. méfeni

log LCso = log 0,0422 + 0,1252 (1 + 1)
LCs =0,0751 g/ml

Priumérna hodnota LCsg:

LCso = 0,0724 g/mi

Interval spolehlivosti LCsy pro 95% pravdépodobnost:
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Li2=-1,1403 £ 0,0842

Hodnota LCsp a v zavorce intervaly spolehlivosti pro 95% pravdépodobnost u vodného

podilu:

LCso = 0,0724 ( 0,0596 — 0,0879) g/ml

Po provedeném vypoctu nam vysla u butanolového podilu hodnota pro efektivni
koncentraci 0,0131 g/ml a pro letdlni koncentraci 0,0134 g/ml. Sumarni
dichlormethanovy extrakt nevykézal v tomto testu akutni toxicitu. U sumarniho extraktu
se objevil jen zpomaleny pohyb cervii Tubifex tubifex, je mozné, Ze vysledek
provedeného testu byl ovlivnén tim, ze méteny roztok byl ve formé suspenze. Efektivni

koncentrace u vodného podilu byla 0,0724 g/ml a letalni koncentrace 0,0724 g/ml.
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4.2 Stanoveni antimykotické aktivity
Provedeno na Katedfe biologickych a Iékaiskych véd Farmaceutické fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Tab.17
KMEN Testovana latka
EtO
(kod) CH,CI, |H BuOH
CA 24h >256 32 >256
48h >256 32 >256
CT 24h >256 64 >256
48h >256 64 >256
CK 24h >256 16 >256
48h >256 32 >256
CG 24h >256 64 >256
48h >256 64 >256
B 24h >256 32 >256
48h >256 64 >256
AF 24h >256 32 >256
48h >256 32 >256
AC 24h >256 64 >256
48h >256 128 >256
™ 72h 64 32 32
120h 64 32 64

Vyznamnou antimykotickou aktivitu vykazoval ethanolovy extrakt.
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IV. DISKUSE,VYSLEDKY
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Cilem této rigorézni prace bylo pokusit se izolovat flavonoidy podle
Spanélskych autort A.F. Maciase, A. Torrese, J.M.G. Molinilliho, popt. jiné latky z listl
slunec¢nice roc¢ni.

Ve druhé¢ casti prace jsem se zabyvala hodnocenim biologické aktivity ziskanych
extraktl a frakei.

Pro izolaci flavonoidii pouzili Span€lsti autofi tento postup: listy slune¢nice (1,7
kg) byly maceny ve vod¢ (rostlina : rozpoustédlo 1 : 3) po 24 hod, pii teploté 25 °C a ve
tme¢. Vodny extrakt byl reextrahovan 8x1,0 1 dichlormethanu pro kazdy 1,2 1 vody.
Kombinovany extrakt byl susen nad siranem sodnym a odpatren ve vakuu. Takto bylo
ziskano 24 g surového extraktu, ktery byl délen na sloupci silikagelu, mobilni fazi byla
smés n-hexan-ethylacetat stoupajici polarity. Bylo ziskano 192 frakci po 50 ml, které
byly redukovany na 30 frakci po srovnani pomoci TLC. Stfedné& polarni frakce byla
chromatograficky délena na silikagelu a eluovana hexan : aceton (7 : 3) a hexan : aceton
(6 : 4) a pak znovu délena pomoci HPLC, kde mobilni fazi byla smés hexan : aceton (6 :
4). Takto byly ziskany: tambulin (4 mg), kukulkanin B (6 mg), heliannon A (5 mg),
heliannon B (5 mg), heliannon C (3 mg).*

Podle tohoto ¢lanku jsme i my pfipravili vodny extrakt z listh H. annuus
zpracovanim 500 g ususenych listdl slune&nice. Tak bylo ziskano 1650 ml extraktu. Cast
vodného extraktu byla vytfepana dichlormethanem. Po vytfepani se vytvorily dvé
vrstvy: vodna tmavé zelend az ¢ernd a Zlutohnéda ,,gelovita™ dichlormethanova vrstva.
Dichlormethanové vrstva byla vytfepana chloroformem 1:1. VétSina ,,gelovité® hmoty
se rozpustila v chloroformu. Po filtraci ptes uhli¢itan draselny bylo ziskano 1600 ml
chloroformového podilu. Po odpatfeni chloroformu bylo ziskano 0,1341 g suchého
extraktu.

Byla snaha vyhnout se vzniku husté ,,gelovité* hmoty, jejiz vznik v ¢lanku nebyl
popsan, proto byl zvolen jiny postup, kde vodny extrakt byl misto dichlormethanem
vyttepan chloroformem, ale 1 tak jsme nezabranili vzniku této husté hmoty.
Chloroformova vrstva byla vytfepana chloroformem1:1. Po filtraci bylo ziskdno 6065
ml. Po odpateni chloroformu bylo ziskédno 0,2919 g suchého extraktu.

Tento extrakt byl spojen s 0,1341 g extraktu z postupu A. Celkem bylo ziskano
0,426 g chloroformového podilu. Tento podil byl rozpustén v ethanolu. Vznikly bilé
krystalky, které se zihanim na meédéné kopistce neménily, ani se nerozpustily

Vv chloroformu. Proto jsme usoudili, ze je to uhli¢itan draselny, ktery byl pouzit na
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odstranéni vody z tohoto extraktu. Uhli¢itan draselny byl odfiltrovan. Po filtraci a
odpateni ethanolu bylo ziskano 0,255 g chloroformového podilu.

Nasledovalo dé€leni tohoto podilu na sloupci Sephadexu. Kolona byla vymyvana
methanolem (250 ml). Extrakt byl rozdélen na tfi frakce, extrakt se na tomto sloupci
ned¢lil dostatecné.

Byla provedena TLC, kde byla nanesena frakce ¢.2 a standardy flavonoida
(galangin, kvercetin, rutin, naringenin, hypericin, kyselina kavova). Jako mobilni fazi
jsme pouzili nejprve: ethylacetat-kyselina mravenc¢i-kyselina octova-voda 100:11:11:27,
tato soustava vSak nebyla vhodnd, nékteré flavonoidy ziistaly na startu. Dale jsme
vyzkousSeli soustavu toluen-ethylacetat 93:7, avSak ani tato soustava nebyla vhodna.
Jako nejvhodngjsi se jevila soustava toluen-mravencan ethylnaty-kyselina mravenci
5:3,5:1,5. Frakce ¢.2 neobsahovala zadny z téchto flavonoidi, ale pod UV-366 byly
vidét 2 intenzivné fluoreskujici skvrny. Proto byla provedena preparativni TLC. 0,120 g
frakce ¢.2 bylo naneseno na 10 silufolovych desek. Mobilni fazi byla smés chloroform-
methanol 7:3. Po vyvinuti chromatogramu byly desky shlédnuty pod UV-366. Desku
jsme rozdélili na 4 zény. 1. zona obsahovala latky, které zlistaly na startu a v jeho okoli.
2. zbéna obsahovala intenzivné fluoreskujici latku, stejné tak 3. zéna, kterd byla tésné
nad 2. zonou. 4. zo6na obsahovala latky, které byly v ¢ele chromatogramu.

Daéle jsme se zabyvali zonou ¢.2 a 3, které obsahovaly po jedné latce. Tyto zony
byly vystfihnuty a roztfthany na malé kousky a vymyty chloroformem. Stejny postup
byl proveden 1 u 1. zOny, ale ta obsahovala vice latek. Po vymyti silufolovych desek
chloroformem a nésledné filtraci, byl odpatfen chloroform a bylo ziskano:

Z 1. zony: 0,0064 g
Z 2. z6ny: 0,0025 g
Z 3. z6ny: 0,0022 g

Byla provedena TLC. Mobilni fazi byla smés chloroform-ethanol 98:2. Zjistili
jsme, ze zéna 2 a 3, které byly t€sné pod sebou obsahuji stejnou latku. Proto byly
spojeny a poslany na NMR analyzu. 1. zénou jsme se ddle nezabyvali, protoze
obsahovala vice latek a dalsi déleni nemohlo byt provedeno, protoZe bylo ziskano malé
mnoZzstvi.

Byla spojena vodna vrstva po tfepani dichlormethanem (380 ml), vodna vrstva
po tfepani chloroformem (1075 ml), dichlormethanovd vrstva (155 ml) a horni
chloroformova vrstva (280 ml). Celkem bylo ziskano 1890 ml.

Tento podil byl vytiepan butanolem 1:1.
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Po odpateni butanolu bylo ziskéano 14,2601 g suchého extraktu.

0,25 g butanolového podilu bylo d€leno na sloupci Sephadexu. Kolona byla
vymyvana methanolem (200 ml). Extrakt se na této kolon¢ ned¢lil.

Byla provedena orientac¢ni sloupcova chromatografie butanolového podilu na
sloupci silikagelu. Kolona byla vymyvana nejprve chloroformem, postupné byl
pridavan ethanol. Bylo ziskano devét frakei.

Byla provedena TLC téchto frakei, mobilni fazi byla smés CHCIs-EtOH 1:1.
Frakce ¢.1 vznikla jimanim zlutozeleného prouzku, ktery se vytvoril pii déleni. Ve
frakcich ¢.3 a 4 se vytvortily drobné krystalky. Z frakce ¢.4 bylo odpateno rozpoustédlo
a u extraktu byla hodnocena antioxida¢ni aktivita. Krystalky ve frakci ¢.3 jsme se
snazili ptecistit promyvanim chloroformem, avSak krystalky se rozptylily a zmenSily.
Po pfidani ethanolu téméf zmizely. Proto byla tato frakce opét zakoncentrovana a
ulozena do lednice, aby se opét vytvorily krystaly. Po provedeni TLC na
chromatogramu frakce ¢€.1 byla pouze jedna skvrna. Proto byla tato frakce zasldna na
GC analyzu. Frakce ¢.1 obsahovala smés mastnych kyselin. VétSina métenych
mastnych kyselin je se stfednim fetézcem a na jejich konkretizaci nebyly standardy
(vypadaji jako MCFA-middle chain fatty acids-nenasycené, jejich retencni Cas
neodpovida nasycenym).

Po zkuSebnim dé€leni bylo 5,0 g butanolového podilu bylo d€leno na sloupci
silikagelu. Bylo odebrano 43 frakci.

V téchto frakcich byla provedena detekce na steroly, steroidy, triterpeny, cukry,
terpeny a laktony. Ve vSech frakcich byly tyto latky detekovany. Detekce na laktony se
nezdafila.

Ve druhé ¢asti rigordzni prace bylo provedeno biologické hodnoceni ziskanych
extrakt. Byla hodnocena antioxidac¢ni aktivita metodou sekvencni injek¢ni analyzy se
spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikalu u frakce ¢.1, 2, 3
chloroformového podilu, sumarniho chloroformového podilu, butanolového podilu,
vodného podilu a frakce ¢.4 butanolového podilu. Vyznamnou antioxidaéni aktivitu ma
frakce ¢.2 chloroformového podilu (ECsp = 0,41 mg/ml) a frakce ¢.3 chloroformového
podilu (ECsp = 0,118 mg/ml).

Test na antioxida¢ni aktivitu (FRAP metoda) byl proveden u frakce 2 a frakce 3
chloroformového podilu, u frakce 2 byla naméfena aktivita velmi nizka, u frakce 3 byla

naméfena aktivita po 4 min 6x niz$i nez u Troloxu.

79



Byla hodnocena akutni toxicita sumarniho dichlormethanového extraktu (viz.
diplomova prace), ktery se vSak ani po pfidani dimethylsulfoxidu Gplné nerozpustil ve
vod¢ a vznikla suspenze, kterd byla testovana. Dale byl testovan vodny podil a
butanolovy podil.

Po provedeném vypoctu nam vysla u butanolového podilu hodnota pro efektivni
koncentraci 0,0131 g/ml a pro letdlni koncentraci 0,0134 g/ml. Sumarni
dichlormethanovy extrakt nevykézal v tomto testu akutni toxicitu. U sumarniho extraktu
se objevil jen zpomaleny pohyb &ervii Tubifex tubifex, je mozné, ze vysledek
provedené¢ho testu byl ovlivnén tim, Ze méfeny roztok byl ve formé suspenze. Efektivni
koncentrace u vodného podilu byla 0,0724 g/ml a letalni koncentrace 0,0724 g/ml.

Byla testovdna antimykotickd aktivita dichlormethanolového extraktu (viz.
Diplomova prace), ethanolového extraktu (viz. Diplomova prace) a butanolového
extraktu. Vyznamnou antimykotickou aktivitu vykazoval ethanolovy extrakt.

Ethanolovy extrakt se z hlediska biologické aktivity projevil jako
nejperspektivnéjsi (pozitivni vysledky vykdzal pfi testovani antifungalni aktivity na
vSech testovanych kmenech a pfi in vitro testech na antioxidaéni aktivitu v obou
metodach). Bude proto délen sloupcovou chromatografii pro zisk obsahovych latek
poléarniho charakteru, které bude nasi snahou identifikovat.

Extrakt 1 jeho frakce bude podroben dal§imu testovani, véetné testu na fototoxicitu na

nizsich organismech (Tubifex tubifex a Artemia salina).
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V. SOUHRN
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Prvni Cast nasi prace sméfovala k izolaci flavonoidi z listd H. annuus. Byl
pfipraven vodny extrakt pomoci macerace listil, ktery byl dale zpracovan — vytiepani
pomoci dichlormethanu, déleni na silikagelu, izolace latek pomoci preparativni
chromatografie. Podafilo se ziskat Cistou latku, kterd je dana k identifikaci pomoci
NMR analyzy. Ziskany butanolovy podil bude dale zpracovavan.

Druhé cast prace byla zamétena na hodnoceni biologické aktivity extraktl a
frakci. Byly provedeny testy na akutni toxicitu, testy na antioxida¢ni aktivitu (DPPH
test, FRAP metoda) a test na antimykotickou aktivitu. Ethanolovy extrakt vykazal

pozitivni vysledky ve vSech pouzitych testech a jevi se tedy jako nejperspektivnéjsi.

First part of our work aimed to isolate flavonoids from leaves of H. annuus. The
leaves were macerated and the resulting water extract was further processed — shaking
using dichloromethane, separation on silica gel, isolation of substances using
preparative chromatography. We managed to obtain pure substance which was
submitted for identification using NMR analysis. Obtained butanol fraction will be
further processed.

Second part of our work focused on the assessment of biological activity of
extracts and fractions. Acute toxicity tests, antioxidant activity tests (DPPH test, FRAP
method) and antimycotic activity test were carried out. The ethanol extract showed

positive results in all applied tests and appears to be the most promising.
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