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1. Uvod a cil prace

1 UVOD A CiL PRACE

Slunecnice ro¢ni patfi mezi rostliny Siroce vyuzivané v zemeédélstvi, potravinafstvi, farmacii, ale i
Vv lidovém lécitelstvi. Na zaklad¢ pozitivnich vysledkl ziskanych z pilotni studie provadéné na nasem
pracovisti v pfedchozich letech, ktera se zabyvala testovanim zastupct celedi Asteraceae rostoucich na
nasem Uzemi, jsme se tuto rostlinu rozhodli prozkoumat do vétSich podrobnosti, a to z hlediska
obsahovych latek i z hlediska biologickych ucinkt, coz byl tedy zarovei i cil této diplomové prace.

Néplni prace bylo pfipravit a rozdélit polarni extrakt z listové drogy slune¢nice za doprovodu
biologickych testi (bioassay — guided separace), ktera usmérni izolaci biologicky aktivnich
metabolitl.

Zaroven bylo cilem vyhledat a shromazdit dostupné informace k obsahovym latkam slune¢nice
rocni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 CHARAKTERISTIKA DRUHU

Obr. 1

Dolni list
Obr. 2
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Horni listy
Obr. 3%
Cesky nazev: Slune¢nice ro¢ni
Latinsky nazev: Helianthus annuus L.
Celed: hvézdnicovité (Asteraceae)
Kvétenstvi: ubor
Plod: nazky
Listy: srdgité, stiidaveé®

Pivod
Sluneénice je ptivodem v Mexiku a USA, odkud ji piivezli Spanélé v 16. stoleti. V soucasnosti

je péstovana po celém svété, nejvice v Argenting, v Evropé hojné na Ukrajin€, v Mad’arsku, Italii aj., u
nas ve vétsi mite az ve 20. stoleti."

Rostlina a odrudy

Latinské jméno Helianthus annuus se sklada z feckych slov helios, anthos (slunce, kvét) a
annus (rok).

Jsou to jednoleté byliny. Hlavni kofen tlusty, hluboce kofenici, s ¢etnymi tenkymi postrannimi
koteny. Lodyha pfima, jednoducha nebo velmi fidce v horni ¢asti vétvena 0,4 — 2,5 m dlouha. Listy
sttidavé, fapik nejcastéji 10-20 cm dlouhy, Cepel srd¢ité vejcita az Siroce trojihelnikovita, na vrcholu
Spicata az zaSpicatela, na okrajich nepravidelné pilovita, se Sirokou mélce az hluboce srdcitou bazi,
s vyraznymi 3 hlavnimi Zilkami. Ubory jednotlivé, koncové, obvykle mohutné 15-65 cm v priméru,
otacejici se za sluncem (heliotropismus) a béhem zrani semen se sklangjici. Luzko tboru ploché nebo
mirné vyklenuté, jazykovité kvéty zluté, v poctu 20-70. Kvéty terée Cetné, s korunou trubkovitou,
pras$niky téméf Cerné nebo hnédopurpurové. Nazky z¢asti obalené plevkami, zplostélé v obrysu
obvejéité nebo tzce obvejéité s klinovitou bazi, Sedavé az témét Eerné 5-15 mm dlouhé.!

Témef na celém svété se péstuje fada odrud, které se lisi zejména vyskou rostliny a barvou
kvéth od smetanové, pres zlutou, oranzovou az po tmavé Cervenou. Klasické odridy slunec¢nic
uvoliiuji velké mnozstvi pylu, oproti noveé vyslechténym hybridim, které pyl netvoii. Mezi takové
hybridy patii napt. tyto odridy: Lemon Aura je plnokvéta slunecnice s citronove Zlutou barvou kvétd.
Prado Gold je oblibena u péstiteli kvétin, nebot’ se rozvétvuje, dorusta do vysky 90 cm a mize mit az
5 tmavé zlutych kvétt, které maji v priméru 15 cm. Sunrich Orange ma pouze jediny kvét zluté barvy.
Mezi odridy, které kvetou Eerveng, patii napt. Prado Red, Double Dandy, Red Sun &i Teddy Bear.?
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Péstovani

Slunecnice ro¢ni je svétlomilna obvykle kratkodenni rostlina s kultivaénim optimem v teplych
oblastech, existuji vSak odridy snasejici chladnéj$i podminky. Nejlepsi vynosy poskytuje na
bazickych, Zivinami, zejména dusikem bohatych, cerstvych ptdich a také tam, kde je dostatek
opylovaci (hlavng véely). Casto péstovana, pievazné v niZinach a nejteplejsich pahorkatinach.

Vyznam

Je pestovana hlavné pro olejnaté nazky. Olej (obvykle 25-55 % cCerstvé vahy nazek) je chutny
a lehce stravitelny; je vyuzivan hlavné pfi piipravé jidel a konzervovanych potravin, v mensi mife
v tukovém primyslu (mydla).*

Vyuziti

o LécCitelstvi

Sbird se a vyuZivd zejména semeno (Semen helianthi), n&kdy i kvét (Flos helianthi).*"
Semena obsahuji kolem 45 % rostlinného oleje, bilkoviny, glyceridy, steroly a dalsi prvky. Vyrabi se z
nich slune¢nicovy olej, ktery obsahuje zejména kyselinu linolovou a olejovou. Sluneénicovy olej ma
protisklerotické ucinky a je vynikajici surovinou pro ptipravu lécivych masti. UZiva se zevné napt. pii
zanétech, zapateni, a vnitin€ - 2 az 4 Cajové 1zicky denné zlepsuji ostrost vidéni.

Okvétni listky se pouZzivaji do ¢ajovych smési pro snizeni horecky a miry poceni, podporu traveni
a stimulaci Cinnosti jater, zevné 1€Ci hnisavé kozni afekce, zanéty a zapafeni. V lékafstvi se
slunecnicové tinktury uziva pti malarii, tuberkuldze a pfi zilnich chorobach.

e Kosmeticky pramysl
Slunecnicovy olej se vyuziva jako soucast do krémovych pripravki, kde dodava ochranné a
promast’ujici ucinky.

e Potravinafsky prumysl
Kvéty slunecnice jsou podstatnym zdrojem medovice a nektaru pro vyrobu medu.
Semena jsou v nasem jidelni¢ku jako pochutina, pfiddvame je do chleba, pe€iva, salatl, ale mizeme
je jist samotné, nebo na sladko - obalené v jogurtu. Slune¢nicovy olej pouzivame nejvice za studena
do salatt.

o Zemédélstvi
Slunecnice je vyuzivana jako picnina pro krmeni dobytka a olejnina. Semena se pridavaji do smési
hlodavctim, ale i ptaktim.

e  Malifstvi

Slunecnicovy olej se osvédcil také v malifské technice olejomalby. Dnes se pouziva jako soucast
do temperovych barev.

Jak ji Fikaji jinde

V jinych jazycich se slune¢nici setkame pod jmény:
slnecnica (slovensky),

stonecznik (polsky),

sunflower (anglicky),

Sonnenblume (némecky),

podsolnecnik (rusky),

zonnebloem (holandsky),

tournesol, soleil (francouzsky),
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girasole (italsky),

girasol, mirasol (8panélsky),
girassol (portugalsky),
iliotropio (fecky),
napraforgo (mad’arsky),
solros ($védsky),

solsikke (norsky).?®
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2.2 OBSAHOVE LATKY ROSTLINY

2.2.1 SESKVITERPENY

Seskviterpeny jsou 15-uhlikaté slouceniny, které vznikaji z téi izoprenovych jednotek. Podle
uhlikovych skeleti rozlisujeme nékolik typa seskviterpent a to acyklické, mono-, bi- a tricyklickeé.
Podle substituentti je ¢lenime na alkoholy, ketony a seskviterpenické laktony.

Nekteré znich tvoii vyznamnou slozku silic nachazejici se v rostlindch a podilejici se na
terapeutickém téinku.’
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e 38,10-HELIANNANY
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— HELIBISABONOLY"

Helibisabonol A

Helibisabonol B

2.2.2 SESKVITERPENICKE LAKTONY

V rostlinach Celedi Asteraceae, Apiaceae, Magnoliaceae a Vvjinych se vyskytuje velké
mnozstvi strukturné rozmanitych seskviterpenickych laktont.

Jedna methylova skupina bo¢niho izopropylenového fetézce se zoxiduje na karboxyl, dalsi
oxidaci vznikla hydroxylova skupina zreaguje s karboxylem a utvofi se laktonovy kruh.’

OH o
CH, — — o
OH
CH, CH,

CH,
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— ANNUOLIDY"™®
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— LEPTOKARPIN"

— GERMAKRANOLIDY"

Niveusin B

3-Ethoxyniveusin B
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— HELIVYPOLID F*

— HELIVYPOLID G®

— HELIVYPOLID H®
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— HELIVYPOLID |
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-14 -



2. Teoreticka ¢ast

2.2.3 NORSESQUITERPENY
— ANNUIONY?® 7
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HO OH
Annuion G
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2.2.4 SPIROSESQUITERPENY
— HELIESPIRON A®®
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2.2.5 TRITERPENOIDNI SAPONINY

Saponiny jsou glykosidy izoprenoidniho ptivodu, jejichz vodné roztoky protfepavanim silné
peni. Jako vSechny glykosidy se sklddaji z lipofilniho aglykonu — sapogeninu a hydrofilni sacharidové
slozky. Podle struktury aglykonu sapogeninu se déli na steroidni a triterpenoidni.

Na aglykon se glykosidicky nebo ve formé esteru navazuje az 12 monosacharidi nebo
uronovych kyselin. Oligosacharidovou slozku saponint skoro vzdy tvoii bézné cukry a ty jsou vzdy
navazané na hydroxyl v poloze C3, n€kdy i na jiném uhliku. U steroidnich saponinu to byva C26, u
triterpenoidnich karboxylova skupina na C28.

Aglykony jsou u triterpenoidnich saponini pentacyklické triterpenoidy a déli se na B-
amyrinovy, a-amyrinovy a lupeolovy typ. Cukernou slozku glykosidi tvofi zpravidla vétsi pocet
molekul sacharidt, které se nejcastéji vazi na hydroxyl v poloze C3. Pokud ma aglykon na C17
karboxylovou skupinu mohou se na ni ve formé esteru navazat dali molekuly cukrd.’

— HELIANTHOSID"

R1: «—glc(3«—I1rha)4«—1xyl
Ry: «—ara(2«—1rha)4—1glc

2.2.6 DITERPENY

Spojenim ¢ty izoprenoidnich jednotek vznikaji Cyo slouceniny — diterpeny. Za prekurzor je
mozné povazovat geranylgeraniol.

HC A = = =~ “CH,OH

CH CH CH CH,

3 3 3

Cyklizaci geranylgeraniolu vznikaji cyklické terpeny, které se déli podle uhlikového skeletu
na monocyklické, bicyklické, tricyklické a tetracyklické (kauranovy typ).

— 2B, 16B-ent-kaurandiol
— 150,16a-epoxy-17p-al-ent-kauran-19-ova kyselina®

-17 -
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2.3 BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH LATEK

2.3.1 ALELOPATICKA AKTIVITA

Neumémé uzivani herbicidl vede k vzristajici rezistenci pleveld k 1atkam jako jsou triaziny a
dinitroaniliny, plevel ,je stale vice podobny* tirod¢ kterou napada a dale také herbicidy znecistuji
ovzdusi a mohou poskodit zdravi ¢lovéka. Alelopatie miize pomoci piekonat tento problém rozvojem
ptirodnich fytotoxin z rostlin nebo mikrobii jako herbicid a pouzivanim syntetickych derivatd
pfirodnich produkti jako herbicidd. Rostliny maji svij vlastni obranny mechanismus a
»alelochemikalie® jsou vlastné ptirodni herbicidy. Jedna cesta jak vyuzit alelopatii v zemé&délstvim je
skrze izolaci, identifikaci a syntézu aktivnich sloucenin ztéch druhd rostlin, které vykazuji
alelopatickou aktivitu.'®

Alelopatii obecné je oznacovan specificky vliv jednoho druhu rostlin (donora) na kliceni, rast
a vyvoj druhého rostlinného druhu (recipienta). Ve vétsin€ piipada se alelopatické plsobeni projevuje
inhibi¢né. Pouze v nékterych piipadech byl zaznamenan stimulacni G¢inek. Inhibi¢ni GCinek je
zprostiedkovan produkei chemickych latek rostlinami s alelopatickymi vlastnostmi. Na alelopatii se
vzdy podili cely komplex chemickych latek nejriznéjsiho slozeni (steroidy, silice, terpeny, kumariny,
fenoly, alkaloidy, barviva atd.) Tyto latky jsou nejcastéji vylu¢ovany kofeny rostlin nebo se dostavaji
do prostiedi jako vyluhy z nadzemnich ¢asti rostlin. Mohou se rovnéz uvoliiovat z rozkladajicich se
zbytkti odumftelych nadzemnich &asti rostlin a korent.®

Vliv alelopatie se projevuje jednak zpomalenim az inhibici kli¢eni semen ostatnich druht
pleveli nebo zpomalenim az zastavenim rustu a vyvoje jiz vykli¢enych rostlin. U nékterych druht
rostlin byl zjistén autoinhibi¢ni ucinek, prostfednictvim kterého dochazi k zabranéni vykli¢eni
vlastnich semen v dosahu mate¢né rostliny. Témito mechanizmy si druh s alelopatickymi vlastnostmi
zajistuje, obrazn¢ fe¢eno, misto pro svou existenci. Experimentalng, v laboratornich podminkach byla

vvvvvv

chemické inhibitory mohou byt v piid& inaktivovany adsorpci na paidni koloidy.®

Alelopatie se vyznamné podili na snizeni druhové bohatosti plevelt. Vlivem alelopatie
dochazi ke zménam v dominanci druht plevelt nebo k jejich vymizeni. Snahou sou¢asného vyzkumu
je objasnit alelopatické vlivy rostlin, minimalizovat negativni G¢inky alelopatie na rist kulturnich
rostlin a jejich vynos, vyuzit kultivary poskytujici zdroj ptirozenych herbicidt (alelochemikalii)
V integrovaném systému ochrany rostlin proti plevelim.®

Péstovana slunecnice (Helianthus annuus) ma velkou alelopatickou aktivitu a inhibuje rast
plevele jako je — durman obecny, povijnice, hoféice polni aj. Studie prokazaly, Ze na pozemku
osdzeném slune¢nicemi je plevel redukovan stejnd s pouZitim i bez pouziti herbicidi. *®

Seskviterpenické laktony se hojné vyskytuji v rostlinach. Spolu s diterpeny tvofi nejvetsi
mnozstvi sloucenin izolovanych zrodu Helianthus. Byly provadény biologické zkousky, kde byl
testovan vodni extrakt Cerstvych listd ruznych variet Helianthus annuus. Bylo prokazano, ze
seskviterpenické laktony jsou schopny inhibovat riist rostlin v koncentraci piiblizng 10°M. U
helieudesmanolidu A jako jediné slouceniny byl prokazan stimulujici efekt a to v koncentraci nizsi nez
10°M. Toto je v piirodé velice ziidka se vyskytujici jev. Obdobné se v piirodé jako rostlinné ristové
promotory chovaji gibereliny, cytokiny, IAA (indol-3-octova kyselina), brasinosteroidy. Uéinky
helieudesmanolidu A je podobné TAA, ktery inhibuje rtst rostlin v koncentraci 10°M, ale pfi nizsi
koncentraci rist naopak podporuje.™

-18 -
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2.3.2 CYTOTOXICKA AKTIVITA

-----

protinadorovy, antivirovy, antifungalni, imunomodulac¢ni, antitromboticky, kardiovaskularni,
spermicidni a cytotoxicky.

Bylo testovano 21 triterpenickych saponinti s cilem zjistit vliv struktury na Gc¢inek. Jak ovlivni
velikost hydrofilni sacharidové ¢asti saponinu cytotoxicitu, testovanou na mySich nadorovych
buiikach. U helianthosidu odstépenim jednoho nebo dvou cukri z navazaného trisacharidu se ziskaji
saponiny s daleko mensi cytotoxickou aktivitou.™

2.3.3 IMUNOMODULACNI A PROTINADOROVA AKTIVITA

Imunomodulanci aktivita byla testovana na mySich bunkach sleziny, kde byla pozorovana
jejich proliferace.

Testované latky byly virgaureasaponin E, glycyrrhizin, glycyrhinova kyselina a ginsenosid Re.
Nejvétsi mitogenni efekt vyjadien jako stimulacni index SI mél virgaureasaponin E a to SI = 1,8 pfi
koncentraci 0,001 pg/ml. V dal$im testu byla zkoumana pomoci pritokové cytometrie schopnost latek
stimulovat proliferaci mysSich T-bun¢k thymu. SI glycyrhizinu bylo 1,3 pro koncentraci 0,01 pg/ml,
pro virgaureasaponin E bylo SI = 1,25 pro koncentraci 0,001 pg/ml.

Virgaureasaponin E je jediny saponin, ktery prokazatelné stimuluje proliferaci lidskych
mononuklearnich bunek v periferni krvi (SI = 1,25 £0,1) a také uvolfiuje TNF o u mikrofagti kostni
difené mysi. Ze vSech testovanych latek prokazal nejleps$i protinadorovou aktivitu. Pfi
intraperitonealnim podani u mysi po dobu 10 dni (konc. 1 mg/kg) doslo u 6 z 15 mysi k celkové
regresi nadoru, a u 4 mysi byl nador mensi nez 10 mm?®. Jiné koncentrace nemély uz tak signifikantni
vysledky. Virgaureasaponin E prokazal nejlepsi vysledky ze vSech testovanych latek s pozitivnim
Gi¢inkem v in vitro testech a stejné tak i u nadorovych bun&k in vivo.”

2.3.4 ANTIFUNGALNI AKTIVITA

Jednim z dilezitych aspektt testovani antifungalni aktivity in vitro je neexistence univerzalni
metody pouzitelné pro vSechny typy testovanych latek a hub. Pro testovani se pouzivaji rtzné
modifikace jednotlivych metod (diftizni, dilu¢ni metody a jiné), coz ma za nasledek rozdilnost
vysledkil ziskanych na riznych pracovistich.

Od 80. let bylo vyvijeno usili o vytvofeni standardni metody pro testovani antimykotik.
Vysledkem bylo vytvoreni standardni metody M27-P v roce 1992.

Tato metoda byla vyuzita i v Diplomové praci Heleny Jahodarové (2001). Nekolik vzorki
druhti Celedi Asteraceae byly testovany ve tfech fadoveé odlisnych koncentracich 0,01; 0,1; 1%.2
Nejucinngjsim rostlinnym druhem byla Leuzea carthamoides. In vitro antifungalni aktivitu projevila
vici vSem druhtim pouzitych hub. Proti Candida tropicalis a C. glabrata byla u¢inna i koncentrace
0,01 %. Signifikantni aktivita byla patrna i u druhu Bellis perrenis, Helianthus annuus, Tanacetum
vulgare, Cnicus benedictus, Eupatorium cannabinum a Xanthium spinosum.”? Viechny testované
extrakty pusobily in vitro v riznych koncentracich proti dermatofytim (Trichophyton mentagrophytes
var. mentagrophytes).
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Byl proveden druhy stupen testovani s vét§im rozsahem koncentraci vzorka Bellis perrenis,
Cnicus benedictus, Tanacetum vulgare, Helianthus annuus, Leuzea carthamoides. Soucasné byl i
zatazen dal§i kmen dermatofytd Microsporum gypseum. Vysledkem bylo upfesnéni nejnizsi uéinné
koncentrace vzorku Leuzea carthamoides — 0,007 % proti Candida glabrata. Microsporum gypseum
bylo méng citlivé viici testovanym latkam nez Trichophyton mentagrophytes.

ReserSe o obsahovych latkach produkovanych vramci jednotlivych skupin neumoziuji
jednoznaéné pfisoudit odpovédnost za antifungalni aktivitu nckteré chemické struktute, ktera je
specificka pro aktivni taxony.23

Esencialni olej ziskany znadzemni ¢asti rostliny Thymus puleogioides, obsahujici hodné
karvakrolu a thymolu, byl testovan na antifungalni aktivitu proti druhtum Candida, Aspergilus a péti
druhtim dermafofyfii. Olej vykdzal vyznamnou antifungalni aktivitu proti klinicky vyznamnym
druhtim hub. Mechanismem ucinku, objasnén pomoci pritokové cytometrie, je hlavné poskozeni
cytoplazmatické membrany a zredukovéani obsahu ergosterolu.*

Posakonazol jako novy lipofilni antifungalni triazol, vykazuje vysokou ucinnost i tam, kde
nyné&jsi triazoly a amfotericin B nezabiraji. V souladu s preklinickymi studiemi, posakonazol ukazal
silnou aktivitu vII a III fazi klinickych studii u imunodeficitnich pacientt s orofaryngealnimi a
oesofagealnimi mykozami, u pacientll s invazivnimi mykézami a byl rovnéz ucinny i v profylaxi u
rizikovych pacientd.”

2.3.5 AKUTNI TOXICITA

Uvod

Pocet cizorodych latek, které zatézuji lidstvo i veskery zivot na Zemi, se v nasem zivotnim
prostfedi stile zvySuje. Jedna se i o latky, jejichz ucinky na zivé organismy jsou zndmy jen z Casti
nebo vibec ne. Prvni, pomérné rychle ziskatelny udaj o nebezpecnosti latky poskytuje jeji akutni
toxicita. Jeji stanoveni je ¢asové a financné velmi nakladn€ a je nutno utratit velké mnozstvi zvirat.
Proto se hledaji alternativni metody stanoveni akutni toxicity, které¢ by usettily Cas, penize, zvitata.
Mély by viak poskytovat adekvatni informace jako pokusy provadéné na obratlovcich.®

2.3.5.1 Alternativni metoda stanoveni akutni toxicity chemikalii: zastava
pohybu ¢ervi Tubifex tubifex

Vzhledem Kk tomu, ze studie prokazaly u riznych skupin latek korelaci mezi akutni toxicitou
meéfenou riznymi zpusoby a rozdélovacim koeficientem oktanol/voda, je mozné ptedpokladat i
korelaci dat stanovenych na riznych biologickych objektech.

Bylo prokazano, Ze existuje tésna korelace pro soubor alkoholtt mezi LDs, stanovenou na
mySich a ECgy (zastava pohybu) stanovenou na niténkach respektive IGCsq (Inhibition Growth
Concentration — koncentrace, inhibujici riist) stanovenou na prvocich.

Hlavnimi pfednostmi tohoto alternativniho testu jsou jednoduchost, reprodukovatelnost,
rychlost a financni nendro¢nost. Vyhovuje i soucasnému trendu omezovani pouziti obratlovct
v pokusech. Niténky jsou zminény jako objekt pro test toxicity odpadnich vod i pro stanoveni akutni
toxicity jednotlivych chemikalii a chemickych pfipravki. Byly pouzity na pfelomu 50.a 60. let ke
stanoveni toxicity pro zasadni prace, které¢ vedly k predikénim metodam typu analyzy QSAR
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(Quantitative Structure — Aktivity Relationships, tj. kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou
chemikalii a jejich biologickou u¢innosti).

Testovany objekt — Nit&nka vétsi (Tubifex tubifex)

Rise: Animalia (Zivo&ichové)
Kmen: Annelida (krouzkovci)
Trida: Oligochaeta (malostetinatci)
Rad:  Tubificida

Celed’: Tubificidae (niténkoviti)
Druh:  Tubifex tubifex®

Jejich zivotnim prostiedim jsou toky se znaénym organickym zatizenim, hojny vyskyt nitének
je mozné ocekavat pii usti kanalizace mlékaren, jatek atp. Vyskytuje se na dné koryt v bahné
v kanalkach, které si slizem zpeviuji, a to do hloubky okolo 10 cm, ojedinéle i v hloubce 40 cm. Na
misté vyskytu najdeme vzdy kolonii Citajici tisice jedinct. Pii vyruSeni se bleskurychle stahuji do
komdrek.

Pohybuji se kontrakcemi podkozni svaloviny. Jako opora jim slouzi §tétiny, kterymi se
zachytavaji podkladu. Za potravu jim slouzi detrit a bakterie, pficemz nevybiraji jednotlivé Casti
potravy, ale pohlcuji veskery material na dné. Nestravitelné zbytky pak vyvrhuji analnim otvorem. Za
24 hodin zpracuji mnozstvi materialu rovnajici se 4—5 nasobku jejich vahy.

Vsichni malostétinatci dychaji celym povrchem téla. U nékterych druhii je vyvinuto dychani
sténou stievni, pfiCemz vymeénu vody obstaravaji svaly a obrveny epitel na konci stieva. Nékteré
druhy (Tubifex tubifex) vydrzi dlouhou dobu v prostiedi bez kysliku, a to az desitky dnt (25 dnd pfi
teplot& 10-12 °C, pii teploté& 2-3 °C pieziva jesté 30 % jedinci anoxii 48 dni). Jako zdroj energie je pii
anoxybidze ve zvysené mife vyuzivan glykogen (podil glykolyzy na metabolismu se zvysi 3-4krat).

Metodika testu
Ptiprava roztoku referencni latky

Pro vnitini kontrolu spravnosti stanoveni bylo navrzeno pouziti roztoku dihydratu chloridu
manganatého, jehoz indexy akutni toxicity byly stanoveny dlouhodobym sledovanim.

Navazka dihydratu chloridu manganatého (asi 1,8000 g ptesn€) byla rozpusténa ve 25 ml

odmérné bance. V této praci byl vSak pouzit tetrahydrat chloridu manganatého, jehoz navazka byla
adekvatné piepocitana na 2,2003 g priblizn¢ piesné na 25 ml vody.
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Takto pfipraveny zakladni roztok byl fedén nésledujicim zptsobem:
8 ml zakladniho roztoku + 2,1 ml dest. vody (koncentrace 1),
8 ml koncentrace 1 + 2,1 ml. dest. vody (koncentrace 2), atd.
Bylo piipraveno 6 fedéni.

Ptiprava roztoki zkoumané latky

Presn¢ znamé mnozstvi zkoumané latky se rozpusti v odpovidajicim objemu dest. vody tak,
aby vznikl 10 % roztok. Tento roztok je vychozim roztokem pro nasledujici fedéni:
9 ml zékladniho roztoku + 3 ml dest. vody (koncentrace 1),
9 ml koncentrace 1 + 3 ml dest. vody (koncentrace 2), atd.
Bylo ptipraveno vzdy 4 — 6 fedéni.
Pracovni postup

Mgéfeni probih4 pfi laboratorni teploté (20 — 25 °C).

Do Petriho misky bylo napipetovano 2 ml pracovniho roztoku o nejvyssi koncentraci.
Z kolonie bylo rychle, ale Setrné oddéleno 6 stejné velkych nitének, byly osuSeny na filtra¢nim papiru
a preneseny do pracovniho roztoku. Zde byly exponovany piesn¢ 3 minuty. Sledovala se zastava

pohybu. Stanovil se pocet jedinct, u nichZ doslo k zastavé pohybu.

Po 3 minutach byly niténky rychle vyjmuty, pfeneseny do Petriho misky s destilovanou vodou
a po 1 minuté se stanovil po¢et nehybnych jedinct.

Pouzité niténky byly vyfazeny a pokus byl opakovan, a to celkem tfikrat. Pak se pokracovalo
S niz§imi koncentracemi az po dosazeni koncentrace, ktera nezpisobila zadnou zastavu pohybu
nitének. Soubézné se stanovenim akutni toxicity sledované latky se stanovovala i akutni toxicita
referencni latky, coz byl tetrahydrat chloridu manganatého.

Vysledky pokusii byly statisticky vyhodnoceny podle metody Weilové.
Vypocet

Vysledky jsou zatim pocty nehybnych jedincii nitének po expozici presné 3 minuty u kazdé
koncentrace zkoumané latky. Z téchto hodnot je mozné vypocitat ECsy podle nésledujiciho vztahu:

log ECso = log D, + d(f + 1) 1)

kde D, je nejnizsi koncentrace ze &ty potiebnych pro vypodet (viz Tab. 1), f tabelovana
konstanta a d pocetni konstanta, pro niZ plati nasledujici rovnice:

d=logR

kde R je pomér mezi dvéma nasledujicimi koncentracemi (vyssi koncentrace lomena nizsi je
vzdy veétsi nez 1).

Interval spolehlivosti pro 95 % pravdépodobnost je dan vztahem:
L1’2 = |Og ECs, + 26:d
Kde o je tabelovana konstanta.

Konstanty f jsou tabelovany pro rtizné sestavy odéitanych vysledkt (nehybnych jedinct).
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Obdobné¢ lze ziskat hodnotu LCsy, kdy jsou k vypoctu pouzity pocty nehybnych jedinct
odectenych presné 1 minutu po pfeneseni ¢ervi z roztoku latky do ¢ité destilované vody.

Pro nazornost je uveden pfiklad vypoctu ECsy pro referencni latku, tetrahydrat chloridu
manganatého. Vzorovy ptiklad pro konkrétni stanovovany extrakt bude uveden v Experimentalni

¢asti.

Navazku 2,003 g tetrahydratu chloridu manganatého pieneseme do 25 ml odmérné baiky,
rozpustime v malém mnozstvi destilované vody a roztok doplnime po rysku. Ziskame tak zakladni
roztok MnCl, o koncentraci 0,088 g/ml. Zakladni roztok pak fedime zpisobem uvedenym vyse a
pripravime 6 pracovnich roztokt, ve kterych exponujeme cervy:

Tab. 1
Pocet nehybnych Pocet nehybnych
Koncentrace (g/ml) | ¢&ervii po 3 min. Cervii po 1 min. v
expozice dest. vodé
Zéakladni roztok 0,088 6 6
1. fedéni 0,0697 6 6
2. fedéni 0,0552 6 6
3. fedéni 0,0437 6 6
4. fedéni 0.0346 6 4
5. fedéni 0.0274 1 1
6. fedéni 0,0217 0 0

Hodnotu ECs, vypocitame pomoci rovnice (1):

log ECso=log D, + d(f + 1)

Pro nas piipad najdeme v tab.2 pro ¢tvetici udaji o nehybnych niténkach 0, 1, 6, 6 hodnoty:

D,=0,0217; f = 0,33333; R =1,26267; d = log R = 0,101.

A po dosazeni dostaneme rovnici a vysledek:

log ECs = - 1,6635 + 0,101(0,33333 + 1) = -1,5289

ECs, = 0,0296 g/ml

Pro hladinu vyznamnosti o = 0,05 mtizeme vypocitat interval spolehlivosti pomoci rovnice

@):

I—l,Z = |0g EC50 + 26fd

kde log ECs= - 1,5289; o: = 0,16667; d = 0,101

¢ili Ly, =-1,5289 +0,03367

Po odlogaritmovani mizeme provést zapis ECsy ve tvaru 0,0296 (0,0274 — 0,0320) g/ml pro

95 % interval spolehlivosti.

Obdobns se vypogita i hodnota LCs,.°
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Tab. 2 Kombinace nitének a konstant pro vypocet ECs, LCs

Kombinace f of Kombinace f of
0,0,3,6 1,00000 0,22361 2,155 0,33333 0,55998
0,0,4,6 0,83333 0,21082 2,165 0,00000 0,53748
0,0,5,6 0,66667 0.16667 2,225 1,00000 0,68313
0,0,6,6 0,50000 0,00000 2,235 0,66667 0,66852
0,1,2,6 1,00000 0,26874 2245 0,33333 0,66852
0,1,3,6 0,83333 0,27889 2255 0,00000 0,68313
0,1,4,6 0,66667 0,26874 2,335 0,33333 0,70097
0,156 0,50000 0,23570 2,345 0,00000 0,74536
0,1,6,6 0,33333 0,16667 3,045 1,00000 0,80622
0,2,2,6 0,83333 0,29814 3,05,5 0,50000 0,65192
0,2,3,6 0,66667 0,30732 3,06,5 0,00000 0,67082
0,2,4,6 0,50000 0,29814 3,135 1,00000 0,92195
0,2,5,6 0,33333 0,26874 3,145 0,50000 0,90830
0,2,6,6 0,16667 0,21082 3,155 0,00000 0,92195
0,3,3,6 0,50000 0,31623 3,225 1,00000 1,02470
0,3,4,6 0,33333 0,30732 3,235 0,50000 1,01242
0,3,5,6 1,16667 0,27889 3,245 0,00000 1,11803
0,3,6,6 0,00000 0,22361 3,335 0,00000 1,16190
0,4,4,6 0,16667 0,29814 4,0,4,5 1,00000 1,61245
0,456 0,00000 0,26874 4,055 0,00000 1,61245
0,0,3,6 1,00000 0,26833 4135 1,00000 1,94936
1,0,4,6 0,80000 0,25612 4,145 0,00000 2,04939
1,0,5,6 0,60000 0,21541 4225 1,00000 2,04939
1,0,6,6 0,40000 0,12000 4235 0,00000 2,23607
1,126 1,00000 0,32249 0,0,5,4 1,00000 0,29580
1,13,6 0,80000 0,33704 0,0,6,4 0,75000 0,28717
1,146 0,60000 0,33226 0,144 1,00000 0,43301
1,156 0,40000 0,30724 0,154 0,75000 0,42573
1,16,6 0,20000 0,25612 0,16,4 0,50000 0,29580
1,2,2,6 0,80000 0,36000 0,2,3,4 1,00000 0,48734
1,23,6 0,60000 0,37736 0,244 0,75000 0,50621
1,2,4,6 0,40000 0,37736 0,254 0,50000 0,43301
1,2,5,6 0,20000 0,36000 0,2,6,4 0,25000 0,32596
1,2,6,6 0,00000 0,26833 0,3,3,4 0,75000 0,53033
1,33,6 0,40000 0,39799 0,3,4,4 0,50000 0,48734
1,3,4,6 0,20000 0,40200 0,354 0,25000 0,42573
1,35,6 0,00000 0,34641 0,3,6,4 0,00000 0,33541
1,446 0,00000 0,36878 0,444 0,25000 0,45415
2,0,3,6 1,00000 0,33541 0,454 0,00000 0,40311
2,0,4,6 0,75000 0,32509 1,05,4 1,00000 0,53748
2,05,6 0,50000 0,29580 1,0,6,4 0,66667 0,30225
2,0,6,6 0,25000 0,23717 1,144 1,00000 0,68313
21,26 1,00000 0,40311 1,154 0,66667 0,55998
2,136 0,75000 0,42573 1,164 0,33333 0,42455
2,146 0,50000 0,43301 1,234 1,00000 0,74556
2,156 0,25000 0,42573 1,244 0,66667 0,66852
2,16,6 0,00000 0,29580 1,254 0,33333 0,59835
2226 0,75000 0,45415 1,264 0,00000 0,53748
2,2,3,6 0,50000 0,48734 1,33,4 0,66667 0,70097
22,46 0,25000 0,50621 1,344 0,33333 0,66852
2,256 0,00000 0,43301 1,354 0,00000 0,64979
2,3.3,6 0,25000 0,53033 1,444 0,00000 0,68313
2,346 0,00000 0,48734 2,054 1,00000 0,80622
3,0,3,6 1,00000 0,44721 2,06,4 0,50000 0,44721
3,0,4,6 0,66667 0,43885 2144 1,00000 1,02470
3,0,5,6 0,33333 0,44721 2,154 0,50000 0,83666
3,0,6,6 0,00000 0,44721 2,164 0,00000 0,80622
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Kombinace f of Kombinace f of
3,1,2,6 1,00000 0,53748 2234 1,00000 1,11803
3,1,3,6 0,66667 0,57090 2,244 0,50000 1,00000
3,146 0,33333 0,61464 2254 0,00000 1,02470
3,156 0,00000 0,64979 2334 0,50000 1,04881
32.2,6 0,66667 0,60858 2,344 0,00000 1,11803
3,2.3,6 0,33333 0,68313 3,054 1,00000 1,67332
3,2,4,6 0,00000 0,74536 3,064 0,00000 1,34164
3,3,3,6 0,00000 0,77460 3,144 1,00000 2,09762
4,0,3,6 1,00000 0,67082 3,154 0,00000 1,94936
4,0,4,6 0,50000 0,70711 3234 1,00000 2,28035
4,05,6 0,00000 0,80622 3,244 0,00000 2,23607
4126 1,00000 0,80622 3,334 0,00000 2,32379
4,136 0,50000 0,89443 0,0,6,3 1,00000 0,44721
4,146 0,00000 1,02470 0,153 1,00000 0,64979
4226 0,50000 0,04868 0,1,6,3 0,66667 0,44721
4236 0,00000 1,11803 0,2,43 1,00000 0,74536
5,0,3,6 1,00000 1,34164 0,253 0,66667 0,61464
5,0,4,6 0,00000 1,61245 0,2,6,3 0,33333 0,43885
5126 1,00000 1,61245 0,3,3,3 1,00000 0,77460
513,6 0,00000 1,94936 0,3,4,3 0,66667 0,68313
5,2.2,6 0,00000 2,04939 0,3,5,3 0,33333 0,57090
0,0,4,5 1,00000 0,26833 0,3,6,3 0,00000 0,44721
0,0,5,5 0,80000 0,25612 0,4,4,3 0,33333 0,60858
0,0,6,5 0,60000 0,12000 0,453 0,00000 0,53748
0,135 1,00000 0,34641 1,0,6,3 1,00000 0,67082
0,1,45 0,80000 0,36000 1,153 1,00000 0,92195
0,155 0,60000 0,30724 1,16,3 0,50000 0,65192
0,1,6,5 0,40000 0,21541 1,2,4,3 1,00000 1,11803
0,2,2,5 1,00000 0,36873 1,253 0,50000 0,90830
0,2,35 0,80000 0,40200 1,2,6,3 0,00000 0,80622
0,2,4,5 0,60000 0,37736 1,33,3 1,00000 1,16190
0,255 0,40000 0,33226 1,3,4,3 0,50000 1,01242
0,2,6,5 0,20000 0,25612 1,353 0,00000 0,92195
03,35 0,60000 0,39799 1,443 0,00000 1,02470
0,3,45 0,40000 0,37736 2,063 1,00000 1,34164
0,3,5,5 0,20000 0,33704 2,153 1,00000 1,94936
0,3,6,5 0,00000 0,26833 2,16,3 0,00000 1,67332
0,4,4,5 0,20000 0,36600 2,243 1,00000 2,23607
0,455 0,00000 0,32249 2253 0,00000 2,09762
1,045 1,00000 0,40311 2,333 1,00000 2,32379
1,055 0,75000 0,31869 2,34,3 0,00000 2,28035
1,0,6,5 0,50000 0,17678 0,1,6,2 1,00000 0,80622
1,135 1,00000 0,48734 0,252 1,00000 1,02470
1,145 0,75000 0,44896 0,2,6,2 0,50000 0,70711
1,155 0,50000 0,39528 0,3,4,2 1,00000 1,11803
1,165 0,25000 0,31869 0,3,5,2 0,50000 0,89443
1,225 1,00000 0,51235 0,3,6,2 0,00000 0,67082
1,135 0,75000 0,50156 0,4,4,2 0,50000 0,94868
1,145 0,50000 0,48088 0,452 0,00000 0,80622
1,255 0,25000 0,44896 1,16,2 1,00000 1,61245
1,2,6,5 0,00000 0,40311 1,252 1,00000 2,04939
1,336 0,50000 0,50621 1,2,6,2 0,00000 1,61245
1,345 0,25000 0,50156 1,3,4,2 1,00000 2,23607
1,355 0,00000 0,48734 1,35,2 0,00000 1,94936
1,445 0,00000 0,51235 1,442 0,00000 2,04936
2,0,45 1,00000 0,53748 0,2,6,1 1,00000 1,61245
2,055 0,66667 0,42455 0,3,5,1 1,00000 1,94936
2,0,6,5 0,33333 0,30225 0,3,6,1 0,00000 1,34164
2,135 1,00000 0,64979 0,441 1,00000 2,04939
2,145 0,66667 0,59835 0,451 0,00000 1,61295
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2.3.6 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Uvod

V poslednich letech bylo ziskdno mnoho dokladti o tom, Ze v organismu bézn¢ vznik4 fada
reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS) a reaktivnich forem dusiku (reactive
nitrogen species — RNS) a Ze tyto latky maji zna¢ny fyziologicky i patogeneticky vyznam. Jde o latky,
které pohotoveé reaguji srlznymi biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami a lipidy,
aminokyselinami a proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy (nukleovymi kyselinami) i s fadou
nizkomolekularnich metabolitt, koenzymii a jinych soucasti zivé hmoty. Diky tomu se staly
vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signdlnimi molekulami
bunécné regulace. Za urcitych okolnosti vSak pasobi jako toxické latky a jako dezinformacni agenti,
schopni organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit.?

Volny radikal z ,,normalnich® molekul vznikd trojim zptsobem: hemolytickym S$tépenim
kovalentni (dvouelektronové) chemické vazby, pficemz kazdy fragment ziskd jeden neparovy
elektron, nebo piidanim jednoho elektronu k normalni molekule — redukci, nebo naopak ztratou
jednoho elektronu, coz je oxidace. Vznik radikalu maze byt iniciaci celého fetézce dalSich reakci.
Obecné byvaji radikaly vysoce reaktivni ¢astice, protoZe se snazi doplnit si parovy elektron, a tak jsou
schopné rychle se navéazat na jinou strukturu nebo elektron ptedat jiné molekule nebo ji ho odejmout.
Radikalova reakce se tim propaguje do okoli. Teprve reakci dvou radikald se neparové elektrony spoji
ve dvojici a vznika ,,normalni* molekula.?

Volnym radikalim, které vznikaji in vivo a maji fadu fyziologickych funkci (napf. ucast
v protizanétlivych reakcich, v procesu fagocytosy), se v soucasnosti vénuje velka pozornost a sleduje
se jejich negativni plisobeni na organismus pii fadé onemocnéni. Jde pfedev§im o vySe zminéné ROS
a RNS. Tyto radikdly ptisobi na biologicky vyznamné slouceniny, pozménuji jejich strukturu a tim
modifikuji jejich funkci. Kaskada reakci iniciovana radikaly vede k naslednym zménam ve struktuie
bungk, k poskozeni celych tkani, organd a daleZitych funkei v organismu.’

Poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim reaktivnich forem kysliku a dusiku se
nazyva oxida¢ni stres. Miaze byt vyvolan nadmérnou produkci RONS, nedostate¢nou funkci
antioxidatniho ochranného systému nebo kombinaci obou téchto nedostatki.? Reparativni procesy
V organismu nemohou samy poln¢ eliminovat poskozeni biomolekul, vyznamnou roli pti ochrané pred
volnymi radikaly hraje prevence, tj. redukce p¥icin jejich vzniku.’

Jednou z moznosti, jak organismus chranit pted vlivem exogennich i endogennich volnych
radikald, je pisobeni antioxidanti. Jsou to molekuly, které — jsou-li ptitomny v malych koncentracich
ve srovnani s latkami, jeZ by mély chranit — mohou zabrafiovat nebo omezovat oxida¢ni destrukci
téchto latek.”

Kromé endogennich nizkomolekularnich antioxidantt, jako je glutathion, kyselina mocova,
koenzym Q a dalsi, se v posledni dob¢ do centra pozornosti fadi mnoho latek pfirodniho pivodu, které
se do lidského organismu dostavaji spolecn¢ s potravou. Nékteré potraviny rostlinného ptivodu tak
vedle své nutricni a energetické hodnoty maji dilezitou roli jako zdroj antioxidantt. K pfirodnim
latkam s antioxida¢nimi ucinky, které jsou pfijimané potravou, jsou v prvé fadé tradiéné fazeny
antioxidacni vitaminy C, E a karotenoidy. V posledni dobé se vSak mnohem vétsi vyznam priklada
dal$im pfirodnim latkdm, zejména polyfenolickym sloucenindm. Mezi né patfi napi. flavonoidy,
katechiny a fenolické kyseliny. Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce, vlaknina, ¢aje, vina a
aromatické a 1écivé rostliny. Celkovy denni piijem polyfenolii z riznych zdroji byl odhadnutna 1 g a
je tedy vyssi nez pfijem antioxidacnich vitaminii. V fadé experimentalnich studii bylo také prokazano,
7e antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vySsi nez ucinek antioxidacnich
vitamint. Klinické a epidemiologické studie rovnéz prokazuji korelaci mezi antioxidacni aktivitou
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latek pfijimanych v potravé a prevenci n€kterych onemocnéni napif. kardiovaskuldrnich chorob,
karcinogeneze, neurologickych poruch nebo procest starnuti.’

Z uvedenych divodi vzrista zajem stanovit antioxidacni aktivitu riznych latek rostlinného
puvodu. Jeden z piistupti ve vyzkumu pfirodnich antioxidantl je testovani reaktivity individudlnich
izolovanych latek vaci jednotlivym volnym radikalim. Slouzi pfedev§im k odvozeni vztahi mezi
strukturou a reaktivitou pfislusnych sloucenin. VétSinu pfirodnich antioxidanti vSak pfijimame jako
soucast slozitych smési, jejichz slozky mohou reagovat s riznymi radikaly riznymi mechanismy,
mohou téZ na sebe vzajemné pusobit (synergicky i inhibi¢né). Proto je také snaha charakterizovat
antioxidacni aktivitu smésnych vzorkt i jako celku. Pro vzajemné porovnévani antioxidacnich ucinka
riaznych smési byl zaveden pojem celkova antioxidaéni aktivita TAA (total antioxidant activity). TAA
je parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu vzorku biologického materidlu eliminovat radikaly. Tento
pojem je vSak v mnoha publikacich pouzivan v $ir§im vyznamu a rozmanitost pouzivanych metod pfi
jejim stanoveni je znatna.’

2.3.6.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

V literatuie lze nalézt velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity.
Jejich rozmanitost vyplyva ze skutecnosti, Zze nizkomolekularni antioxidanty mohou piisobit riznymi
mechanismy. Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin:
- na metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly (pf. metoda pouzivajici DPPH viz dale);
- na metody posuzujici redoxni vlastnosti latek (pf. metoda FRAP viz dale).’

Princip

Stanoveni antioxida¢ni aktivity latek metodou sekvencni injekéni analyzy (SIA) se
spektrofotometrickou detekei pomoci DPPH radikalu.®

Pocitacem kontrolovany systém sekvencni injek¢ni analyzy vybaveny spektrofotometrickym
detektorem diodového pole je pouzivan pro rychlé monitorovani a vyhodnoceni antioxidacni aktivity
biologickych vzorkli. Automatizovana metoda je zaloZzena na znamé reakci stabilniho 2, 2’- difenyl-1-
pikrylhydrazyl radikalu (DPPH) a antioxidanty v organickych nebo vodné-organickych médiich,
kterou se odbarvi roztok DPPH. Tento radikal je zhasen reakci s antioxida¢ni latkou, ktera je donorem
vodikového atomu. Pokles absorbance DPPH méfené pti 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 nosného proudu.®

Priprava roztoku

Pro ptipravu vodnych roztokl se pouziva vysoce €isténa deionizovana voda. Ethanol 50% se
pred pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukové lazni 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 ptipravi rozpusténim 3,9 mg DPPH v 60 ml 95% ethanolu ve 100 ml odmérné baince (k uplnému
rozpusténi je tfeba pouzit pétiminutové sonikace) a doplnénim vodou na 100 ml. Po dalS§im
pétiminutovém odvzdu$néni se odmérna barika zatemni zabalenim do alobalu a uchovava v chladu.
Roztok DPPH se ptipravuje vzdy Cerstvy, tedy v den méfeni. Méfeny vzorek se pfipravi rozpusténim
lyofilizatu (frakce) v 50% ethanolu, aby vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se sonikuje po dobu
jedné minuty a dikladné protfepe. Déle se postupnym fedénim pfipravi koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25
mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml tohoto vzorku. Niz§i koncentrace jsou rovnéz odplynény
v ultrazvukové 1azni.®
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Pristroje

Méfeni probihd na systému pro sekvenéni injekéni analyzu (SIA) FIA Lab® 3000, vybavenym
pistovym cerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, misici civkou, pritokovou
detek¢ni celou, detektorem, halogenovou lampou, spojovacimi hadickami. Zatfizeni je propojeno
S pocitatem a prostifednictvim programu FIA Lab for Windows 5.0 se cely proces analyzy tidi. Pred
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 zény nosného média, vzorku a cinidla postupné (jednorazoveé) aspirovany do
jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla a poté je
pohyb pistu Cerpadla obracen, ¢imz dojde k promiseni zoény vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je
dopraven do detektoru, tim je jeden cyklus ukoncen. V tomto jednoduchém piipadé je ziskan vysledny
analyticky signal ve formé piku, v podstaté se jedna o zdznam zmény koncentra¢niho gradientu
reakéniho produktu pfi prichodu jeho zony detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plna automatizace piedurcuji techniku AIA jako velmi
vhodny prostfedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkl, sledovat zmény
koncentrace dalezitych analytd v prib&hu réiznych procesi.®

Antioxidaéni u¢inek je vyjadien v procentech poklesu absorbance oproti slepému vzorku:
Cprﬁm. vzorku/Cprﬁm.DPPH . 100 = x
100 - X

Princip

FRAP metoda je jednoducha, spolehliva, spektrofotometrickd metoda, zaloZend na schopnosti
antioxidantd redukovat Fe * na Fe %*. Fe*" jsou méfeny spektrofotometricky méfenim barevného
(modrého) komplexu s 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ), jehoz absorpéni maximum je pfi
595nm.”’

+antioxidant

[Fe(II)(TPTZ),]*" < [Fe(Il)(TPTZ),]** Amax 595nm

Postup

Vsechny experimenty byly d&lany dle &lanku (O. Firuzi, 2005).° Na mikrodesti¢ku typu P
(Brand 400ul, Fisher) se nanese do 4 jamek 25ul latky v rizné koncentraci 10-200uM. Vsechny latky
byly rozpustény v dimethylsulfoxidu nebo methanolu (3mg/3ml). NiZsi koncentrace 200-10 uM byly
pripraveny fedénim v acetatovém pufru pH 3,6. Reakéni FRAP roztok 175ul, vzdy Cerstveé ptipraven a
zahtat na 37 °C, byl pridan k latkam do tiech jamek, do &tvrté pak bylo pfidano 175pul acetatového
pufru (slepy vzorek). Absorbance 595nm byla méfena na pfistroji Microplate reader (Anthos 2010) v
riznych Casovych intervalech az po dobu 120 min. Zména absorbance AAsgsym byla pocitdna jako
rozdil absorbance slepého vzorku (substance + acetatovy pufr) a smési (175ul FRAP roztoku +25ul
acetatového pufru) a absorbance antioxidantii pro kazdy casovy interval. VSechny latky byly testovany
nejméné tikrat pti 37 °C. Hodnota FRAP v ¢ase t byla poc¢itana dle vzorce

FRAP, (M) = (Aa FI/Aa, Fe**) x 10 ®°
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Kde Aa; Fl je zména v Casovém intervalu t (4 a 60 minut) vztazena k testované latce pfi
koncentraci 1x 10 ° M a Aa; Fe** je zm&na absorbance ve stejném &asovém intervalu vztaZena na
zeleznaté ionty pii stejné koncentraci. Jako standardy byly vyuzity znamé antioxidanty, jako je trolox,
askorbova kyselina nebo (+)-katechin.

Statisticka analyza byla vyhodnocena za uziti software SigmaPlot 2002 pro Windows verze 8.0.

Pristroje

Jedna se o FRAP metodu modifikovanou za vyuziti mikrodesti¢ek. Desticky typu P 400ul,
byly ziskany od firmy Fisher. VSechna méfeni probéhla na ptistroji Microplate reader (Anthos 2010).

2.4 METODY POUZITE K TESTOVANI

2.4.1 EXTRAKCE

Extrakce je zalozena na principu distribuce latky mezi dvé faze a zakladé¢ jejich rdzné
rozpustnosti. Extrakci tuhé latky kapalinou se selektivné prevadéji nekteré slozky smési tuhych latek
do vhodnych rozpoustédel a to bud’ na zakladé pouhého fyzikalniho principu rozpousténi anebo
v kombinaci s chemickou reakei (napft. extrakce alkaloidt roztoky kyselin). Extrakce pfedstavuje prvni
krok pii izolaci latek.?

2.4.2 FILTRACE ZA SNIZENEHO TLAKU (ODSAVANI)

V prubéhu filtrace dochazi k oddélovani pevné faze od fazi ostatnich pomoci propustného
materialu, ktery pevnou fazi zachycuje a dovoluje prostup fazim ostatnim. Nejbéznéjsi filtracni
operaci je odsavani. Pfi ném se nejcast¢ji pouziva Biichnerova nalevka, kdy pfi praci musi byt polozen
filtr na perforované desce nalevky. Aby dokonale pfilnul, Ize ho smocit rozpoustédlem (v némz je
piipraven roztok filtrované latky). Rychlost filtrace je vyrazné snizena tim, Ze k pfestupu kapaliny
otvory ve filtru dochazi prakticky jen v mistech, kde je filtraéni papir v kontaktu s otvory nalevky.
Filtrovanou suspenzi je tfeba na filtr pravidelné dolivat, aby byl kol4¢ stale pod hladinou kapaliny a
nevznikaly trhliny, které zptisobuji nestejnomérné odsati zbylé kapaliny.

2.4.3 ODPAROVANI ZA SNIiZENEHO TLAKU

Pfi odpafovani je prioritni zajem na ziskani pevného odparku, neposkozeného a v zadané
konzistenci. Tento postup nalezl uplatnéni pfi zahustovani extrakti, chromatografickych frakei atd.
Odparky jsou Vv soucasnosti pouzivany velmi obsahle. Banka s odpafovanou tekutinou, otacejici se
v §ikmé poloze kolem své osy je pfipojena k u¢innému vodnimu chladiéi prostfednictvim motorové
jednotky. Rotaci se na vnitini ploSe neustale obnovuje film kapaliny a za soucasného stejnomérného
ohfevu banky ve vodni lazni probiha odpafovani z tohoto velkého povrchu stejnomérné a rychle.
K tésnéni se pouzivaji bézna mazadla, pokud je kontaminace zcela nezadouci, pak je nutné zvolit napf.
teflonové manzety. DostaCujici zdroj vakua poskytuje chemické membranové Cerpadlo, nebo voni
vyvéva s pod tlakem 1 - 1,5 kPa.®
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244 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je fyzikalné-chemicky separacni proces, pouzivany k déleni smési latek na
jednotlivé slozky. V jeho pribéhu se tyto slozky (anebo alesponi néktera znich) pohybuji
nestejnomeérné v systému dvou fazi: Stacionarni (adsorbent) a mobilni (rozpoustédlo, eluent). M4 tfi
zakladni faze: naneseni vzorku, délici proces a detekei.?

2.4.4.1 Kolonova (sloupcova) chromatografie

Pti kolonové pracovni metodice se smés latek, uréena k déleni, vnese vhodnym zpiisobem 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 objemu.®

2.4.4.2 Chromatografie v plo$ném usporadani

Adsorbent (stacionarni faze) je pfi této metod€ nanesen ve vrstveé urcité tloustky na neutralni
podlozce (sklenéna deska, kovova folie) (tenkovrstva chromatografie), nebo zaroven podlozku tvofi
(papirovéa chromatografie).?

o Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC)

Déleni smési latek probihd na zaklad¢é kapilarniho nasavani rozpoustédla stacionarni fazi,
protoze deska je svou dolni hranou pomotena do eluéni soustavy v chromatografické nadob¢. Pritom
se uplatiiuji podle povahy sorbentua slozeni mobilni faze vS§echny zndmé principy chromatografického
déleni a to bud’ kazdy sam nebo ve vzajemné kombinaci. Tento typ umoziuje vykonné déleni (pracuje
se 400 az 3000 teoretickymi patry) podle charakteru systému a zpusobu provedeni. Vyuziti
tenkovrstvé chromatografie je hlavné kvalitativné-analytické, tedy pro rychlou kontrolu jinych
zptisobi déleni (destilace, sloupcové chromatografie, rekrystalizace aj.).*

e Preparativni chromatografie (PTLC)

Preparativni chromatografie byla po dlouhou dobu velmi oblibenou izola¢ni metodu, zejména
kvuli své jednoduchosti a univerzalnosti. V posledni dobé se vSak dostava do pozadi kvuli rozvoj
HPLC. Na rozdil od ni sel PTLC nevyzaduje drahé vybaveni, separace mize byt provedena rychle a
mnozstvi izolovaného materialu je zpravidla v rozmezi 1 mg — 1 g, coz staci pro objasnéni struktury.
Obecné plati, Ze pro separaci by smés méla obsahovat maximaln¢€ 4 hlavni slozky, jinak rozd¢leni
nebude efektivni.

Separace se provadi bud na komer¢né dostupnych TLC deskiach nebo na deskach
pripravenych ruéné v laboratofich. U komeréné dostupnych TLC se jako sorbety pouziva silikagel,
hlinik, celuléza a jsou vétsinou tloustky 0,5; 1,0 a 2,0 mm. Tyto desky maji vysoce specificky,
homogenni povrch a davaji vynikajici vysledky.

Levnéjsi je ptiprava vlastnich desek v laboratotich, ktera dovoluje velkou pfizpisobivost co
do vybéru sorbetu, nabizeji §ir§i moznosti pro experimentovani. Lze si také vybrat sorbent s hebo bez
UV indikatoru a je mozné taky vpravit néjaké aditiva, ktera zvysi separaci do sorbetu.

Vzorek, ktery ma byt délen se rozpusti v minimu vhodného rozpoustédla. Je mozné si tuzkou
vyznacit (ale neposkodit sorbent) tenkou linku pfiblizné 1,5 cm nad koncem desky, aby byl vzorek
nanesen rovné v tenké linii. Je to nezbytné, aby se béhem vyvijeni pak vzorek rozdé€lil do stejnych,
vodorovnych paskt jednotlivych sloucenin. K nanaseni se pouziva mikrostfikacka, kapildra nebo
Pasteurova pipeta.’
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHARAKTERISTIKA ZPRACOVAVANEHO MATERIALU

Ke zpracovani byly pouzity susené listy Helianthus annuus L., ziskané legalnim sbérem na
poli soukromého zemédélce v obci Rohozec u Kutné Hory v Cervenci 2004. Rostliny dle ¢estného
prohlaseni péstitele nebyly chemicky oSetfeny. Rostlinny material byl suSen na Katedfe Farmaceutické
botaniky a ekologie a byl drcen na kladivovém mlynu, jeho kone¢nd hmotnost ¢inila 5 kg. Pro tcely
této diplomové prace bylo zpracovano 400 g.

3.2 CH}EMIKALIE, CHROMATOGRAFICKY MATERIAL A
PRISTROJE

3.2.1 ROZPOUSTEDLA

Agua destillata (aq. destillata)
Chloroform p.a. (CHCIy)
Ethanol 96 % (Et-OH)
n-Butylalkohol p.a.

Aceton p.a

3.2.2 CHEMIKALIE

Siran sodny

2,2 -difenyl-1-pikryl hydrazyl radikal (DPPH)
2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ)

Vanilin

Kyselina chlorista

3.2.3 CHROMATOGRAFICKY MATERIAL

TLC hlinikova félie silikagel 60 F254 20x20 cm, tloustka vrstvy 0,2 mm (Merck)
Silufol UV 254/366 — 150x150 mm (Kavalier Sazava)
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3.2.4 PRISTROJE

Analytické vahy HR-120

Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10P (Bandelin)
Elektricky vati¢ Fischer Scientific

UV lampa CAMAG

Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114

Piistroj na méfeni antioxidaéni aktivity FIA Lab®
Pfistroj na méfeni antioxidaéni aktivity Microplate reader (Anthos 2010)
Pumpa Knauer Preparative pump K-1800

Detektor Knauer Dad K-2700

Kolektor Fraction collector B-684

Digitalni stopky Q & Q

Pocitac

3.2.5 LABORATORNI SKLO

Kadinky riznych objema
Zkumavky

Stojan na zkumavky
Destilacni banky
Biichnerova nalevka
Délici nalevky

Petriho misky riizného priméru
Pipety

Automaticka pipeta
Filtra¢ni papir

Pinzeta entomologicka

3.2.6 VYVIJECI SOUSTAVY A DETEKCNI CINIDLA

Vyvijeci soustavy S1: ¢isty CHCl;
S2: CHCI;: Et-OH 7:3
S3: CHCI;: Et-OH 8:2
S4: CHCI;: Et-OH 8,5:1,5
S5: CHCI;: Et-OH 9:1
S6: CHCI;: Et-OH 6:4

Detekeni Cinidlo D1: 1 % roztok vanilinu v ¢istém Et-OH : 3 % kys. chlorista 1:1

Po postiiku detekénim ¢inidlem byl chromatogram zahtivan nad elektrickym vaticem.
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3.3 POSTUP PRIPRAVY EXTRAKTU

K 400 g drogy bylo ptidano 2,4 1 60% Et-OH (pfedem pfipraveny ziedénim 95% ethanolu a
destilované vody). Listy byly spolu s ethanolem piemistény do Erlenmeyerovy banky a extrakce
probihala sonikaci v ultrazvukové lazni pfi laboratorni teploté, stupni intenzity nastaveném na 10, po
dobu 20 minut. Poté byl extrakt odfiltrovan od pevného podilu drogy na Biichnerové nalevce,
pouzitim vodni vyvévy, a ¢astecné odpaien na vakuové odparce. K 128 ml kapalného extraktu, ktery
byl takto ziskan, bylo ptidano do délici nalevky stejné mnozstvi n-butanolu, dohromady bylo vse
protfepano a ponechano ustat. Poté byl pies siran sodny zfiltrovan a odd€len ethanolovy podil a
odpafen do sucha na rotaéni odparce za snizeného tlaku (1,067 kPa) pii teploté do 50 °C.

Takto pfipraveny extrakt bylo mozné vyuzit jako vychozi material pro separaci obsahovych
latek sloupcovou chromatografii.

Déleni probihalo na silikagelové sloupcové kolon€. Délka kolony byla 75 cm a pramér 3,5 cm.
Bylo zpracovéno 5,7527 g suchého extraktu. Silikagel byl zbaven vody zahfivanim 4 h pii 160 °C a
nasledné upraven na obsah vody 12 %. Mnozstvi aktivovaného silikagelu na koloné ¢inilo 400 g. Dale
byl pfipraven roztér na kolonu. Suchy extrakt byl rozpustén v minimalnim mnozstvi CHCls, poté bylo
pfidano 25 g silikagelu a smés byla odpafena do sucha na porcelanové misce, za obcCasné
homogenizace.

Jako eluc¢ni Cinidlo pro silikagelovou kolonu byl pouzit ¢isty CHCl;. Dale se postupovalo
S chloroformem se zvySujicim se procentem Et-OH a koncilo se 95% Et-OH. Bylo ziskdno 34 frakci a
provedena TLC v soustavé S1, S2, S3 s detekci D1. Ty, které se ukazaly na zakladé TLC jako vhodné,
byly dale zpracovany.
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3.4 SCHEMA ZPRACOVANI MATERIALU

400 g drogy + 600 ml 60% Et-OH

'

Extrakce sonikaci
ultrazvukova lazen, 22 °C, 20 min

'

Filtrace na Biichnerové nalevce

v

Ptidani Bu-OH, protiepani
Vv délicce, filtrace pies Na,SOy

N

Ethanolovy podil Butanolovy podil

A 4 A 4

Odpareni do sucha Odparteni do sucha

\ 4

extraktu

Rozpousténi

V CHC|3

\ 4

Impregnace
pfiprava

silikagelu,
kolony

\ 4

Jimani frakci
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Tab. 3

Cislo frakce

Barva

Chloroform s x % Et-OH

1 svétle zluta ¢isty chloroform
2 svétle zelena Cisty chloroform
3 tmave zelena Cisty chloroform
4 hnédo - oranzova Cisty chloroform
5 tmavée zelena Cisty chloroform
6 zluto - zelena Cisty chloroform
7 hnédo - Cerna Cisty chloroform
8 zluto - hnéda ¢isty chloroform
9 svétle zelena 1 % Et-OH
10 svétle zelena 1 % Et-OH
11 tmaveé zelena 2 % Et-OH
12 tmavé zelena 2 % Et-OH
13 zeleno - hnéda 5 % Et-OH
14 svétle hnéda 7 % Et-OH
15 oranzovo - hnéda 10 % Et-OH
16 oranzovo - hnéda 10 % Et-OH
17 hnédo - oranzova 10 % Et-OH
18 hnédo - oranzova 12 % Et-OH
19 hnédo - oranzova 12 % Et-OH
20 hnédo - oranzova 15 % Et-OH
21 hnédo - oranzova 25 % Et-OH
22 oranzovo - hnéda 30 % Et-OH
23 oranzovo - zluta 30 % Et-OH
24 zluto - oranzova 35 % Et-OH
25 tméve - zluta 45 % Et-OH
26 tmavé - Zluta 45 % Et-OH
27 tmavé Zluta 45 % Et-OH
28 tmavé Zluta 50 % Et-OH
29 zluto - oranzova 50 % Et-OH
30 zluto - oranzova 50 % Et-OH
31 zluto - oranzova 50 - 60 % Et-OH
32 zluto - oranzova 100 % Et-OH
33 zluto - oranzova 100 % Et-OH
34 svétle oranzova 100 % Et-OH
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Detekce pod UV A =254 nm
A=365nm

Obr. 6: S1, D1

Obr. 7: S3, D1 Obr. 8: S3, D1
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- =
Obr. 9: S2, D1 ) Obr. 10: S3, D1 4

Obr. 11: S3,D1 Obr. 12: S3, D1
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Obr. 13: S3,D1 Obr. 14: S3,D1

Obr. 15: S3,D1
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Frakce HEA 22-24 (vznikla spojenim frakce 22., 23., 24. viz dale) byla testovana na
pritomnost flavonoidi. Na chromatogram byly naneseny tyto latky:
1 - kyselina skoficova
2 - apigenin
3 -vzorek HEA 22-24
4 - kyselina chlorogenova
5 - kyselina kavova
6 - naringenin
7 - kvercetin
8 - kaempferol

Obr. 16: S6, D1
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3.5 IZOLACE LATEK POMOCI PREPARATIVNI
CHROMATOGRAFIE

Sloupcovou chromatografii bylo ziskano 34 frakei, které byly castecné odpafeny na rotacni
odparce za snizeného tlaku (1,067 kPa) pfi teploté do 50 °C. Frakce, které mély porovnanim TLC
shodné zastoupeni obsahovych latek, byly spojeny. Ty, které byly na zakladé TLC vhodné, byly dale
zpracovany.

Spojenim 19., 20., 21. frakce vznikla nova s oznacenim HEA 19-21 a spojenim 22., 23., 24.
frakce vznikla frakce HEA 22-24.

Frakce HEA 19-21 byla odpafena na vakuové odparce do sucha a poté rozpusténa v 2 ml
CHCl;. Takto byl ziskan vzorek k nanaSeni. Félie k vyvijeni byly nejdiive impregnovany Vv soustavé
S2 a vysuseny. Vyvijeni chromatogramu probihalo ve stejné soustavé jako impregnace.

Po vyjmuti a vysusSeni chromatogramu byly pod UV lampou oznaceny jednotlivé rozdélené
latky (z6ny). Chromatogram byl pak rozstfihan na jednotlivé zony, které byly rozdéleny do kadinek s
30 ml CHCI; a 10 min se protiepavalo, aby doslo k uvolnéni vyizolované latky z folie. Pak byla
tekutina zfiltrovana do vytarovanych a ozna¢enych banék a odpatena do sucha na vakuové odparce.

U frakce HEA 22-24 byl odparek rozpustén v 5 ml CHClz a 1 ml Et-OH. Nasledny postup byl
shodny s HEA 19-21.

VYSLEDKY

Frakce HEA 19-21:
¢ Naneseny 3 chromatogramy
e Pod UV lampou (254 nm) zakresleny 3 pruhy
1. zobna - svétle fialovy (nejbliZze startu)
2. zdbna - tmave zluty
3. zbna - svétle Zluty
e Po rozsttihani a zfiltrovani
kadinka 1: 1. zéna + 15 ml CHCl;
kédinka 2: 2. zéna + 30 ml CHCl3
kadinka 3: 3. zona + 30 ml CHCI;
kadinka 4: spojena 1. zéna z 2. a 3. chromatogramu + 30 ml CHCl,
e Po odpafeni vaha latek

1: m; = 0,0056 g
2: m, =0,0280¢g
3:m3=0,0291 ¢
4: my;=0,0042 g

Frakce HEA 22-24:
e Naneseno 21 chromatogramt
e Pod UV lampou zakresleny 4 pruhy
254 nm: 1. zona zhasi fluorescenci
365 nm: 2. zobna - fialovy
3. zona - svétle zluty
4. zbna — bily
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e Po rozsttihani a zfiltrovani
kadinka 1, 2, 3, 4 + 50 ml CHCI; a 10 ml Et-OH
e Po odpareni vaha latek

1: m; =0,0055¢g
2:m,=0,0160¢g
3:m3;=0,0146 g
4:m,=0,0034 g

Ob¢ frakce byly naneseny spolu na chromatogram pro srovnani.

3, 4 patii k HEA 19-21
, 3, 4 v krouzku patii k HEA 22-24

Po zhodnoceni uvedeného chromatogramu byly nize uvedené frakce dale testovany:
1. méfeni antioxidac¢ni aktivity metodou SIA:
frakce HEA 19-21
frakce HEA 22-24
frakce 29

Pozn.: Frakci 29 tvotily v§echny dale nezpracované frakce z piivodni kolony.
2. méfeni anitoxidacni aktivity metodou FRAP, dle vysledkli méfeni metodou SIA
3. antifungalni aktivita:
frakce HEA 19-21

frakce HEA 22-24
frakce 29
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4. akutni toxicita:
frakce 29
vodny podil (ptevzat od Zuzany Novosadové, DP 2006)
butanolovy podil

5. pomoci HPLC rozdélit frakci HEA 22-24/2 v krouzku na dv¢ latky
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4 VYSLEDKY MERENI

4.1 VYSLEDKY MERENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Meéfteni antioxidacni aktivity probihalo na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, pii
laboratorni teplot& 21 °C.

4.1.1 METODA SIA

Mgfeni probihalo na systému pro sekvenéni injekéni analyzu (SIA) FIA Lab® 3000. Zatizeni je
propojeno s pocitacem a prostfednictvim programu FIA Lab for Windows 5.0 se cely proces analyzy
fidi. V nasledujici tabulce jsou uvedeny namétené hodnoty.

Tab.4

Nazev frakce Namérené hodnoty Priamér
0,3963
Slepy vzorek 0,3797 0,3878
0,3873

Tab.5

v s Pokles

Nazev frakce Koncentrace | NaméFené Pramér | absorbance
(mg/ml) hodnoty v %

0,3276
1 0,3226 0,3229 16,8
0,3184
0,3385
0,5 0,3307 0,3326 14,2
0,3286
0,3500
0,25 0,3440 0,3469 10,5
0,3466
0,3542
0,1 0,3492 0,3513 9,4
0,3504
0,2497
1 0,2319 0,2377 38,7
0,2315
0,2780
HEA 22 - 24 0,2578
0,2574
0,5 0.2754 0,2648 31,7
0,2595
0,2609

HEA19-21
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0,3085
0,25 0,2978 0,3010 22,4
0,2967
0,3334
0,1 0,3239 0,3269 15,7
0,3235
0,1098
1 0,0910 0,0973 74,9
0,0911
0,1534
0,5 0,1381 0,1429 63,2
0,1371
0,2028
0,1818
0,1811
FRAKCE 29 0,25 0.2046 0,1892 51,2
0,1823
0,1823
0,2553
0,2366
0,2356
0,1 0,0000 0,2414 37,8
0,2417

0,2377

Vyznamny pokles absorbance byl naméfen pouze u frakce 29. ECs, byla proto vypocitana jen
pro tento vzorek.

Frakce 29: ECs = 0,202 mg/ml

fr. 29

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
Concentration (mg/ml)
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4.1.2 METODA FRAP

K méfeni byl pouzit pfistroj Microplate reader (Anthos 2010). Podle vysledki méfeni
antioxidacni aktivity metodou SIA byla alternativni metodou méfena antioxidacni aktivita pouze u
frakce 29. V nasledujici tabulce je uvedena zména absorbance za Cas za pfitomnosti vzorku.

Tab.6
Vzorek ¢. FRAP valye 4 min (pM) FRAP vaiue 60 min (BM)
29 1,06 1,45
trolox 16,7 18,16
Graf 1

0,6

0,5
= = . - =
c
&S 04
ke
S
8 0,3 4
c
©
2
8 0,2 1
o
©
g 0 1 -

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140

¢as (min)

—&— cCas(min) vs Tx (60microg/ml)
—O— ¢as(min) vs H.A.29 (50microg/ml)
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4.2 VYSLEDKY MERENI ANTIFUNGALNI AKTIVITY

Meéfeni antifungalni aktivity probihalo ve spolupraci s Katedrou biologickych a Iékafskych veéd
metodou mikrodilu¢niho bujonového testu.

4.2.1 METODA MIKRODILUCNI BUIONOVA V DESTICKACH —
M27A-M1 (200 + 10)

Meédium: RPMI 1640 s glutaminem

Délka inkubace: 24 - 48h (u TM 48h-72h)

Zpiisob inkubace: staticky, ve tmé, humidni atmosféra

Odecitani: vizualni / fotometrické (od 540nm); MIC = ICgy (80% inhibice kontroly)
pH / pufr: 7,0 / MOPS (0,165M)

Teplota: 35°C

Testované kmeny (kod, ¢islo)

1.CALl -Candida albicans ATCC 44859
2.CT -Candida tropicalis 156

3.CK2 -Candida krusei E28

4.CG -Candida glabrata 20/1

5.TB -Trichosporon beigelii 1188

6.TM -Trichophyton mentagrophytes 445
7.AF -Aspergillus fumigatus 231

8.AC -Absidia corymbifera 272

Na antifungalni aktivitu byla testovana pouze frakce 29. V nasledujici tabulce jsou uvedeny
naméfené hodnoty MIC/IC80 (umol.1-1) pro jednotlivé testované kmeny.

Tab.7
KMEN CAS MIC/1C80
CA | e
i ——
O
e ——
i ——
T
AC | T o

Z této tabulky tedy vyplyva, Ze testovana frakce 29 nema antifungalni aktivitu.
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4.3 VYSLEDKY MERENI AKUTNI TOXICITY

Stanoveni akutni toxicity alternativni metodou zastava pohybu cervi Tubifex tubifex byla
provadéna na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, pii laboratorni teploté 21 °C. Niténky byly

pouzity z chovu na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie.

Tab. 8 Vysledky testu akutni toxicity frakce 29

Pocet nehybnych | Po¢et nehybnych
Koncentrace ¥ o . « o .
Frakce 29 ¢ervii po 3 min | ¢ervii po 1 min v
(g/ml) : . o
expozice destilované vodé
Zakladni roztok 0,1 666 666
1. fedéni 0,075 666 666
2. fedéni 0,0563 666 665
3. fedéni 0,0422 665 433
4. fedéni 0,0316 231 110
5. fedéni 0,0237 100 000
Tab. 9 Vysledky testu akutni toxicity vodného podilu
, , Koncentrace P?cet onehybn)fch Iv’ocef nehybn.ych
Vodny podil ¢ervii po 3 min | ¢ervii po 1 min v
(g/ml) ; . . «
expozice destilované vodé
Zakladni roztok 0,1 666 666
1. fedéni 0,075 666 666
2. fedéni 0,0563 566 455
3. fedéni 0,0422 311 310
4. fedéni 0,0316 000 000
Tab. 10 Vysledky testu akutni toxicity butanolového podilu
, , Koncentrace P?cet onehybn)fch lv’ocef nehybn.ych
Butanolovy podil Cervii po 3 min | ervii po 1 minv
(g/ml) : . o
expozice destilované vodé
Zakladni roztok 0,1 666 666
1. fedéni 0,075 666 645
2. fedéni 0,0563 556 100
3. fedéni 0,0422 422 000
4. fedéni 0,0316 000 000
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Tab. 11 Vysledky testu akutni toxicity referencni latky

Pocet nehybnych | Pocet nehybnych
Koncentrace v o . Y o .
MnCl, - 4H,0 ¢ervii po 3 min | ervii po 1 min v
(g/ml) , . Ly
expozice destilované vodé
Zakladni roztok 0,088 666 666
1. fedéni 0,0697 666 666
2. fedéni 0,0552 666 666
3. fedéni 0,0437 666 666
4. fedéni 0,0346 665 443
5.fedéni 0,0274 121 010
6. fedéni 0,0217 000 000

Tab. 12 Vysledna tabulka testu akutni toxicity

Zkoumand titka | =29 HCea @D
1,2 1,2
0,0332 0,0409
Frakce 29 (0,0289 - 0,0382) (0,0349 - 0,0479)
Vodn vodil 0,0458 0,0488
yPp (0,0407 - 0,0515) (0,0426 - 0,0560)
Butanolovy podil 0,0443 0,0673
vyp (0,0383 - 0,0511) (0,0606 - 0,0747)
0,0296 0,0333
MnCl, - 4H,0 (0,0269 - 0,0326) (0,0299 - 0,0371)
Vysvétlivky:

ECs: G¢inna koncentrace pro zastavu pohybu ¢ervu Tubifex tubifex
LCsxy: letalni koncentrace pro ¢ervy Tubifex tubifex
L, interval spolehlivosti pro 95 % pravdépodobnost

Ptiklad vypoctu ECsy pro sumarni extrakt

Hodnotu ECs, vypocitame pomoci rovnice (1):

log ECso = log D, + d(f + 1)

Pro nas ptipad najdeme v Tab. 2 pro ¢tvefici udaju o nehybnych niténkach 1, 2, 6, 6, (viz Tab.

2) hodnoty:

D, = 0,0237; f =0,0000; R = 1,3333; d = log R = 0,124927879

A po dosazeni dostaneme rovnici a vysledek:
log ECs = log 0,0237 + log 1,3333 (0,0000 + 1)

log ECs = -1,5003
ECs, = 0,0316 g/ml
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Pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 miZeme vypocitat interval spolehlivosti pomoci rovnice

(3):
L1’2 =|0g EC50 + ZGfd
Kde o = 0,26833; ECs, = 0,0332; d = 0,124927879

L,, =1log 0,0332 +2-0,268333-0,124927879
Li,=-1,4789 +0,0670

Po odlogaritmovani mizeme provést zapis ECsy Ve tvaru 0,0332 (0,0289 — 0,0382) g/ml pro
95 % interval spolehlivosti.

Vysledna ECsg je vzdy primérem ze tfi hodnot.

Obdobn¢ se vypocita i hodnota LCs.°

4.4 VYSLEDKY DELENI FRAKCE HEA 22-24/2 (V KROUZKU)
POMOCI HPLC

Déleni probihalo na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie, pfi laboratorni teploté 21 °C.
Byly ziskany dvé¢ frakce, oznacené Z1 a E2.

Podminky pro HPLC déleni:

30% methanol + 70 % destilovana voda isokraticky

Pratok 5 ml/min

Kolona Merck Purosphere-Star, RP18e délka kolony 250 x 10 mm, 5 um
Vlinova délka 254 nm

Pumpa Knauer Preparative pump K-1800

Detektor Knauer Dad K-2700

Kolektor Fraction collector B-684
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Latky byly po rozdéleni naneseny na chromatogram.

Obr. 18: S2, D1

Tyto frakce byly dale ¢aste¢né odpafeny na rotaéni odparce za snizeného tlaku (1,067 kPa) pii
teploté do 50 °C, a znovu naneseny na chromatogram spolu s kyselinou palmitovou.

E
L’.
v
E'V

Obr. 19: 2x S5, D1
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Pro srovnani byly jesté¢ naneseny k frakci HEA 22-24/3 v krouzku na chromatogram tyto
latky:
HEA 22-24/3 v krouzku
sitosterol
uvaol
oleanolova kyselina

Obr. 20: S5, D1

Po zhodnoceni posledniho chromatogramu (obr. 20), byla frakce HEA 22-24/3 v krouzku,
odeslana na rozbor mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie.

Analyza byla provedena na Geronto-metabolické klinice Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové. Vzorek byl derivatizovan transesterifikaci mastnych kyselin na methylestery. Vzniklé
methylestery byly identifikovany a stanoveno jejich pomérné =zastoupeni pomoci plynové
chromatografie s plamenoionizaé¢ni detekci (GC 8000 series, Fisons Instruments).
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Obr. 21: Chromatogram

[mv] |

5

— vz

25,290

orek FaF na MK repete

0 (/\J \7\‘L \E‘L’ \NAJ : I
16 1‘8 Zb o Z‘Z 2‘4 2‘6 .
Tab. 13
Mastna kyselina Retencni ¢as Plocha Procento

MK se stiednim fetézcem 16,94 10,743 7,9
MK se stfednim fetézcem 19,17 4,725 3,6
Kyselina myristova 21,08 2,53 1,9
Kyselina palmitova 23,23 5,891 4.4
Kyselina olejova 25,29 110,617 82,2
Suma 134,506 100
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5 DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo podrobné&ji prozkoumat listy Helianthus annuus L. z hlediska
obsahovych latek, doplnény o zakladni zhodnoceni biologickych ucinkl. Priprava extraktu, separace
obsahovych latek sloupcovou chromatografii s naslednou TLC frakci, byla provedena Vv laboratofi na
Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie.

Naplni pro sloupcovou chromatografii byl zvolen silikagel a jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit Cisty
CHCls, ke kterému byl postupné pfidavan 95% Et-OH. Pfi nasledném testovani frakci TLC byly
pouzity tfi vyvijeci soustavy. Soustava S1 byla tvofena Cistym CHCls, soustavy S2 a S3 pak CHCI;
s ptidavkem Et-OH v poméru 7:3 a 8:2. Jako detekéni ¢inidlo byl zvolen 1% roztok vanilinu v Cistém
Et-OH s 3% kyselinou chloristou v poméru 1:1. (Obr. 5 -15)

Porovnanim TLC, z hlediska zastoupeni obsahovych latek, byly nékteré frakce shodné, a proto
byly spojeny. Jejich dal§i zpracovani a izolace latek bylo provedeno pomoci preparativni
chromatografie a vyizolované latky byly testovany z hlediska biologickych U¢inkt. Testovana byla i
frakce 29, ktera vznikla spojenim vSech dale nezpracovavanych frakci z piivodni kolony.

Meéfteni antioxidac¢ni aktivity a akutni toxicity bylo provedeno na Katedfe farmaceutické botaniky
a ekologie. Pii méfeni antioxidacni aktivity metodou SIA, byl pro nasledny vypocet ECs, dilezity,
zejména pokles absorbance u jednotlivych testovanych vzorku. (Tab. 5) Ten byl vyrazny pouze u
frakce 29, a proto byla hodnota ECs, vypocitana jen pro tento vzorek (ECsy = 0,202 mg/ml). Podle
vysledkii méfeni metodou SIA, byla frakce 29 podrobena méteni antioxidaéni aktivity také metodou
FRAP. Zde byla jeji aktivita srovnavana s jednim ze standardt antioxida¢ni aktivity troloxem. (Tab. 6)
Hodnota FRAP frakce 29 v ¢ase 4 min je 1,06 uM a v ¢ase 60 min 1, 45 uM.

Pii testovani akutni toxicity alternativni metodou zastavy pohybi Cervii Tubifex tubifex byla na
zaklad¢ ziskanych vysledk vypocitdna efektivni koncentrace. Pohybuje se v rozmezi 0,0332 az
0,0458 g/ml. (Tab. 12) Plati, Ze ¢im je niz$i hodnota uc¢inné koncentrace pro zastavu pohybud cervii

vvvvvv

koncentrace, ktera usmrti 50 % jedinct Tubifex tubifex.

Pouzity alternativni test akutni toxicity provadény na niténkach se jevil jako vhodny pro rychlé
zjisténi biologické aktivity zkoumaného extraktu (stanoveni jednotlivého vzorku trva tii hodiny) a na
Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie se s uspéchem provadi jiz fadu let.

Testovani antifungalni aktivity bylo provedeno na Katedie biologickych a lékafskych véd.
Vzorky HEA 19-21 a HEA 22-24 nesly bohuzel upravit tak, aby bylo mozné provést test. Zkousena
byla proto jen frakce 29, u niz se ale zadna antifungalni aktivita nepotvrdila. (Tab. 7)

Frakce HEA 22-24 byla také testovana na piitomnost flavonoidt (Obr. 16). Zadny z nanasenych
standardii se ale nevyskytuje vnasem vzorku HEA 22-24. Za antioxidacni aktivitu, ktera byla
testovana, zodpovidaji pravdépodobné jiné flavonoidy nez ty, které byly nanaseny jako standardy na
chromatogram.

Frakce HEA 22- 24/2 v krouzku byla, po zhodnoceni chromatogramu (Obr.17), na Katedfe
farmaceutické botaniky a ekologie délena pomoci HPLC na dvé latky. Nasledné provedeni TLC ale
dokazalo, ze separace latek nebyla uspésna. (Obr. 18 a 19)

Frakce HEA 22-24/3 v krouzku byla spolu s uvaolem, sitosterolem a oleanovou kyselinou
nanesena na chromatogram a vyvijena v soustavé S5. (Obr. 20) Po zhodnoceni tohoto chromatogramu,
byla tato frakce odeslana na Geronto-metabolickou kliniku Fakultni nemocnice v Hradci Kralové na
rozbor mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie. Z provedené analyzy vyplyva (Tab. 13), ze
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5. Diskuse

nejvetsi zastoupeni ma olejova kyselina 82,2 % a v daleko mensi mife pak mastné kyseliny se stfenim
retézcem, kyselina palmitova a myristova.
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6 SOUHRN

Ma diplomova prace se tykala fytochemického vyzkumu polarniho extraktu listd taxonu
Helianthus annus L. za doprovodu biologickych testt (tzv. bioassay — guided separace) — jednalo se o
testy na akutni toxicitu, testy na antioxidacni aktivitu (DPPH test, FRAP metoda) a test na
antimykotickou aktivitu.

Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazala frakce 29. Frakce 22-24/3, ziskana na zaklad¢ déleni
preparativni chromatografii, byla analyzovana pomoci plynové chromatografie a byly zde stanoveny
kyselina olejova, mastné kyseliny se stfednim fetézcem, kyselina palmitova a myristova.
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8. Annotation of the diploma thesis

8 ANNOTATION OF THE DIPLOMA THESIS

My diploma thesis was intended on phytochemical study of polar extract of Helianthus annuus L.
leaves and simultaneously biological tests were done (so-called bioassay — guided separation) — acute
toxicity, antioxidant activity (DPPH test, FRAP metod) and antifungal activity.

The Fraction 29 showed the highest antioxidant activity. The Fraction 22-24/3, obtained by
preparative chromatography, was analyzed by gas chromatography. This analysis shows present of the
oil-acid, the oily acids with a middle chain, the palmitoic acid and the myristic acid.
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