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Slunec¢nice roéni

Obr. 1"

Helianthus annuus L.

Latinsky ndzev Helianthus annuus se sklada z teckych slov helios, anthos (slunce, kvét) a
annus (rok).4

Rostlina je pojmenovana na pocest Helia, feckého boha Slunce.

Podle legendy se traduje, Ze vodni nymfa Klythie se beznadéjné¢ zamilovala do slune¢niho
boha Helia. Protoze on jeji lasku neopétoval, sedala dnem i noci na zemi a vyhliZela jeho
slune¢ni viiz. Jakmile se objevil, stdle ho sledovala a otdcela se za nim, jak ujizdél po své
nebeské draze. Sed¢€la na zemi tak dlouho, az se jeji nohy proménily v kofeny a télo ve stonek
slunecnice, jeji hlava — zlatavy kvét — se neustdle ot4c¢i za sluncem. Slunecnice byla pro staré
Reky symbolem stalosti.'

Slune¢nice byla uZzitkovou a léCivou plodinou, kterou péstovali a uctivali téméf vSichni
Indidni. Pochazi pravdépodobné z tizemi Mexika a Peru, odtud se tato rostlina rozsitila az do
Jizni a Stfedni Ameriky.' V 16. stoleti pfivezli Span&lé semena sluneénice do Evropy,* kde
slune¢nice vesla ve zndmost nejprve pod jménem Chrysanthemum flos solis peruvianus nebo
,velkd indidnskd slune¢ni kvétina®. Rostliny se zaCaly péstovat jako okrasné v madridské
botanické zahrad¢. V roce 1576 ji vlamsky botanik pojmenoval podle toho, Ze se ota¢i za
sluncem. KdyZ pronikla do Ruska, zacali ji tamni rolnici hnojit a Slechtit. Plody se postupné
zvétiovaly a semena se pojidala.’ Od 18. stoleti se ze slunenicovych semen zadal lisovat olej
a zrald semena se stala vyhleddvanou pochoutkou.* Nyni se p&stuje v fadé zemi, predeviim

v teplejSich oblastech mirného pdsu a v subtropech.’



Sluneé¢nicovy olej je 1ékopisny. V Ceském lékopise 2005 najdeme odkaz na &lanek v CL

2002 (str. 2812), kde najdeme monografii:

Helianthi oleum raffinatum
Slune¢nicovy olej ¢istény

Synonymum. Helianthi annui oleum raffinatum

Je to mastny olej ziskany ze semen druhu Helianthus annuus L. lisovanim nebo extrakci a
ndslednym cCiSténim. Muze byt pfiddna vhodna antioxidacni latka.

Vlastnosti

Cird, svétle Zlutd tekutina. Je prakticky nerozpustny ve vodé a v lihu 96%, misitelny
s etherem petrolejovym (t.v. 40 aZ 60 °C). Relativni hustota je asi 0,921 a index lomu je asi
1,474.%7

Pojmenovéni ,,Slunecnice* nenajdeme jen v rostlinné fi8i, ale i v fiSi Zivo¢i§né: Slune€nice
pestrd (Lepomis gibbosus) je severoamerickd sladkovodni ryba z ftadu ostnoploutvi
(Perciformes), Celedi okounkoviti (Centrarchidae).4 Tato drobnd rybka s vysokym télem,
kterd pivodné obyvala vody vychodni ¢4sti Severni Ameriky, byla dovezena i do Evropy a
v 19. stoleti vysazena do rybniki na Ttebonisku a rozsifila se do slepych ramen fek.
Ostrivkovité se vyskytuje na fadé mist naseho stitu, ale nikde neni hojna."

. L, v . . . , 4
Pojmenovani slunec¢nice v cizich jazycich:

SIne¢nica ro¢na (slov.) Podsolnec¢nik (rusky)
Sunflower (angl.) Stonecznik (polsky)

(die) Sonnenblume (ném.) Naprafozgé (mad’ar.)
Tournesol, Soleil (franc.) Zonnebloem (holand.)
[liotropio (fecky) Solros (Svédsky)

Girasol, Mirasol (Span¢l.) Solsikke (norsky)

Girassol (portug.) Aycigegi (tur.)

Girasole (ital.) Helianto, Sunfloro (esperanto)
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II. CIL PRACE
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Cile diplomové prace:
e vyhledat, doplnit a uspofddat nové dostupné informace o rostlinnych metabolitech

slune¢nice ro¢ni a jejich biologické aktivité

e provést kvalitativni vyhodnoceni obsahovych latek v klickdch a slupkédch slune€nice
rocni

e rozdélit ethanolovy extrakt z listd slune¢nice ro¢ni

e u frakci ze slupek a listi vyhodnotit jejich biologickou aktivitu

Ekonomicky vyznamnd rostlina sluneCnice rocni je objektem dlouhodobého vyzkumu,
o ¢emz sveéd¢i velké mnoZstvi publikovanych informaci. Tento rostlinny taxon mé Sirokou
Skdlu vyuziti, a to v zem&d€lstvi, potravindistvi, farmacii i od ddvnych dob v lidovém
l1é¢itelstvi.

Prace navazuje na diplomové prace provadéné na této rostlin€ v predchozich letech. Jeji

ndplni je dofesit rozpracovanou problematiku.
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13



1. Botanicka charakteristika

Sluneénice roéni — zatazeni do systému’

nadfiSe Eukaryota - jaderni

rise Plantae - rostlinna

oddéleni Magnoliophyta — krytosemenné rostliny
tfida Magnoliopsida - dvoudélozné rostliny
podtiida Asteridae

nadiad Asteranae

rad Asterales - hvézdnicotvaré

Celed’ Asteraceae - hvézdnicovité

podceled’ Asteroideae

tribus Heliantheae

rod Helianthus - slunecnice

druh Helianthus annuus L. - slune¢nice ro¢ni

Vv s

Slunecnice ro¢ni patii taxonomicky do ¢eledi Asteraceae, kterd tvoii druhoveé nejpocetnéjsi
celed’ dvoudéloZnych rostlin.

Je to jednoleta rostlina, jejiz stavba je zna¢né rozmanitd. Slunecnice mohou byt az 3 metry
vysoké s jednim kvétem, ale také 30 cm nizké s n&kolika stonky a kvéty.* Celd je drsn&
chlupatd, lodyha obvykle nevétvend. Listy jsou velké, stiidavé, dolni fapikaté, horni pon¢kud
mensi.? Cepel je Siroce vej&itd nebo srd¢itd s okraji zubatymi & pilovitymi. Kvétenstvim je
tbor sklddajici se z kvétd trubkovitych a jazykovitych, ktery je podepien zdkrovem z listent.'
Ubory dosahuji priméru mezi 10 a 40 cm, mohou byt jednoduché i plnokvété. Ubory
slunecnice jsou velmi nichylné na plisné a Casto byvaji napaddny houbovymi patogeny,
zejména plisni Sedou a hlizenkou obecnou.* Plodem je nazka klinovitého tvaru. Typickym
znakem této cCeledi je pritomnost zdsobniho polysacharidu inulinu, ktery v této skupiné
nahrazuje obvykly $krob."

Slune¢nice dobfe roste na slunnych, vyZivnych ptiddch s moZnosti zdvlahy,' orientovanych
na jih nebo jihozdpad, vyhovuje ji €ernozem a hnédozem.* Semena vysévame p¥imo do pudy
na pfelomu dubna a kvétna. Vegetacni doba je asi 100 — 200 dni. Kvili moznému poskozeni
vétrem je moZné vys3i rostliny vyvazat.! Lodyha je po dobu ristu vzpiimend, pred za¢atkem

s vz

kveteni se v horni ¢4sti ohybad a pohyb lodyh ustdvd. Mlad4 rostlina je heliotropni - jeji kvét

mifi vzhiru a otaci se za sluncem. Pozdé&ji ale kvét tuto vlastnost ztraci, nebot’ diky zrajicim

o vy . .4
sementim ztéZkne a pod tihou se kloni k zemi.
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Témer na celém svété se péstuje fada odrid, které se 1isi zejména vyskou rostliny a barvou
kvéth od smetanové, pies Zlutou, oranzovou az po tmavé ¢ervenou. Klasické odrady slune¢nic
uvoliuji velké mnoZstvi pylu, oproti nové vySlechténym hybridiim, které pyl netvoii. Mezi
takové hybridy patii napt. tyto odriady: Lemon Aura je plnokvétd slune€nice s citrénove
Zlutou barvou kvétl; Prado Gold je oblibend u péstitelli kvétin, nebot’ se rozvétvuje, dorusta
do vysky 90 cm a miiZze mit azZ 5 tmavé Zlutych kvétl, které maji v priméru 15 cm; Sunrich
Orange ma pouze jediny kvét Zluté barvy; mezi odridy, které kvetou Cervené, patii napf.

Prado Red, Double Dandy, Red Sun & Teddy Bear.*
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2. Indikace a vyuZiti

Slunecnici rocni 1ze pouZit k mnoha indikacim. Léatky v ni obsaZené maji antioxidacni,
adstringentni, antipyretické, expektorac¢ni, antidiarhoické, karminativni, nutritivni,
anticholesterolemické a hepatické téinky.'

Diky své schopnosti absorbovat zna¢né mnoZstvi vody je rostouci rostlina mimofadné
uzitetnd pii vysuSovani vlhkych pid. BaZinaté plochy v Holandsku se intenzivnim
péstovanim sluneénice vysusily a staly obyvatelnymi.'

Vyuzitelné jsou vSechny ¢4sti rostliny. Dobie zndmy je olej ze semen slunecnice, ktery je
studena do salatii. Slune¢nicovy olej (lisovany za studena) sniZuje hladinu cholesterolu v krvi,
mé antisklerotické Géinky."* Semena obsahuji a? 70% polovysychavého oleje s vysokou
dietetickou hodnotou, ktery je vhodny k vyrobé ztuzenych pokrmovych tukt, ale také ke
konzervaci ryb.! Semena déle obsahuji organické kyseliny (chlorogenovd, citrénovd, vinnd),
bilkoviny, glyceridy, steroly, fosfolipidy, karotenoidy, provitamin A a potaS. ObsaZené
nenasycené mastné kyseliny ptisobi jako prekurzory prostaglandint.” Tato semena jsou kromé
vitamind také zdrojem minerdlnich litek, zlepsuji ostrost vidéni, G¢inkuji jako nutritivam.'
Kromé slune¢nicovych seminek, kterd jsou pfiddvdna do pecCiva, do smési hlodavcim a
ptakam, lze prazenim zralych slupek ziskat ndhradu kavy."* Slune¢nicovy olej je zakladni
surovinou pro vyrobu mydel, barev, lakli, fermeZi a masdZznich oleju a ziskdva se z n&j zelené
a 7luté barvivo pro barveni litek a viny.”> Ve farmacii se olej pouZivé jako vehikulum $patné
se vstfebdvajicich 16¢iv a vitamind, hydrogenovany do masti a ndplasti.' Slune&nicovy olej se
osveédcil také v maliiské technice olejomalby. Dnes se pouZiva jako soucdst do temperovych
barev.*

Vldkna lodyh se pouzivaji v Cin& jako pfimé&si do hedvdbnych litek.' Slune&nice je
vyuzivdna jako picnina pro krmeni dobytka a olejnina.* Velmi vydatnym krmivem jsou
pokrutiny, nebot’ obsahuji az 36% bilkovin. Sluneénice je medonosnou rostlinou.'

Dalsi ¢asti rostliny (kvéty, listy a stonek) slouzily pro Indidny jako dobry léCebny
prostiedek proti srde¢ni slabosti, revmatismu, horecce a bolestem bticha. O starych Mayich je
zndmo, ze svarovali listy a jazykovité kvéty a odvar pak pili pfi zdchvatech horecky a
pouzivali ho jako afrodiziakum.' V listech a kvétech byla nalezena fada litek, jako jsou:
flavonoid kvercimeritrin, kumariny, triterpenové saponiny, karotenoidy, anthokyany,
tfisloviny, cholin, betain, hotky helianthin a mineralni létky.2 Latky z kvétt a nekvetoucich

vrcholit rostliny snizuji hore¢ku a jsou G&inné i pii zachvatech maldrie,” snizuji poceni a maji
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antibakteridlni ucinky. Byla prokdzdna stimulace jaterni Cinnosti, zlepSeni trdveni, G¢inek
proti nadymani. Kvéty také podporuji vykaslavani, jsou ucinné pii lé€be bronchitidy, kasle a
nachlazeni, proto se pfiddvaji do smési uZivanych pii plicnich onemocnénich nebo
posilujicich traveni. Kvéty se daji vyuZzit i pfi koZnich potiZich, kdy se zevné pouzivd odvar
k obkladim, na omyvéni ran, ktery dezinfikuje a podporuje hojeni a md adstringentni
Gi¢inky. "

Je mozné vyuzit ¢tyfi druhy l€kovych forem: praSek z kvéti, nalev, odvar pro zevni pouZziti
a tinkturu.

Ptiprava odvaru: Jednu polévkovou lzici kvétové drogy zalijeme Y litru studené vody,
nechdme 6 minut vafit a vyluhovat do vlazné teploty. Poté se pouZziva k obkladiim a omyvani
ran.

Ptiprava tinktury: Jeden dil drogy zalijeme ¢tyfmi dily lihu 40%, nechdme 10 dni vyluhovat,
poté piefiltrujeme. UZivd se 25-40 kapek 2-4x denng."

Na potize se zazivdnim, mocenim, chronickymi horeCnatymi stavy aZ chronickymi
bronchitidami, nachlazenim a kaglem se pouZivaji homeopatické tinktury.

Droga je zcela bezpe&nd, z4dné kontraindikace nejsou znamy.'

Od 17. stoleti se z Ameriky do Evropy rozsitilo také péstovani tzv. vytrvalé slunecnice
hliznaté - Helianthus tuberosus (topinambur). Své jméno ziskal po indidnském kmeni, u nds
se vzil lidovy ndzev Zidovské brambory. Hlizy jsou cennym zdrojem inzulinu a fruktdzy,
proto jsou vhodné pro diabetiky. Déle se vyuziva v 1éCitelstvi ke zmirnéni kieci, ke snizeni
hladiny cholesterolu v krvi, pti bezlepkové dieté, v t€hotenstvi poméha pti otocich a snizuje
rizika pfed¢asného porodu. Topinambur je vytrvala rostlina nendro¢nd na pestovani. Hlizy se
Spatn¢ uchovdvaji, proto se nedoporucuje je dlouho skladovat, ale daji se sklizet i béhem

zimy. Chutové se podobaji artycokam.*
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3. Ladtky izolované z ruznych cdasti rodu Helianthus

Rostliny celedi Asteraceae se vyznacuji tvorbou silic, balzimi a latexu. Déle obsahuji
derivéty fenylpropanu, hlavné kyseliny kdvové. V nékterych rodech byly nalezeny i alkaloidy.
V druzich celedi Asteraceae jsou znaln¢ rozsifeny silice. UloZeny jsou bud’ na povrchu
orgdnu v typickych Zldznatych chlupech, nebo uvnitf orgdnu v silicnych bunikdch nebo
kandlcich. Chemické sloZeni silic je rizné, ponejvice pievladaji terpeny a to monoterpeny
jako pinen, kimonem, thujon, cineol, kafr nebo seskviterpeny. Silice obsahujici thujon jsou
toxické. Rostliny celedi Asteraceae obsahuji dalsi vyznamnou skupinu litek jako napf.
seskviterpenové laktony. Jedna se o latky hotké, netékavé nebo ¢astecné tékavé, které nejsou
glykosidicky vdzané. Seskviterpenové laktony mohou vyvolat kontaktni alergické
dermatitidy. V rostlinich této cCeledi se taky vyskytuji diterpeny, triterpeny, terpenoidni
saponiny a polyterpeny. Z fenolickych latek jsou v rostlindich hvézdnicovitych obsaZeny
hlavné derivaty kyseliny kdvové a flavonoidy, ve kterych ptevladaji charakteristickd kvétni

barviva chalkony a aurony.”

A. KLICKY

3.A.1 Alkaloidy

V rlGznych ¢astech slune¢nice byla zkouména fada latek. Alkaloidy a dusikaté latky byly jiz
diive nalezeny v nékterych rodech Celedi Asteraceae. Zajimalo nds, zda se tyto piirodni latky
vyskytuji i v klickéch této rostliny.

Alkaloidy se v rostlin€ nejcastéji vyskytuji ve formé soli s organickymi kyselinami.

Pro obecny dikaz alkaloidi v drogdch je moZné pouzit srdZeci Cinidla, ke kterym se fadi
¢inidla obsahujici v aniontu komplex s t€Zkym kovem. Takovym c¢inidlem je Mayerovo nebo

Dragendorffovo ¢inidlo (D1, str 54).47

3.A.2 Fenoly

Jeden z vyzkumii se zabyval vztahem mezi spektrdlnimi charakteristikami a fenoly
z rostlinnych extrakt klickd i semen obilovin a slunec¢nice. Extrakce byla provedena 80%

isopropanolem, u klicki (1:100), u semen (1:10). Stanoveni fenolii bylo provedeno Folin-
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Denisovym ¢inidlem. Vysledky potvrdily moZnost kvantitativniho stanoveni celkového
obsahu fenolovych litek na zdkladé spektrdlni charakteristiky rostlinného extraktu., napt. pfi
srovndvani extraktil klickli u je¢mene a slunenice, bylo u jecmene naméfeno maximum pro
fenoly pfi 278 nm, minimum pfi 305 nm, u slune¢nice — maximum pii 325 nm a minimum pii

295 nm.**

3.A.3 Acetyl-L-karnitin a L-karnitin

Metoda doprovazend biopostupy za pouZiti ,,metabolomt* vede ke zvyseni tvorby acetyl-
L-karnitinu (ALCAR) a L-karnitinu (LCAR) v kli¢icich rostlinnych semenech.

Neustalé metabolické toky manipuluji s dobou kli¢eni v ptirodnich reaktorech, aby se zvySila
dostupnost kysliku pravé tak, jako se poskytlo sterilni prostiedi ke zméné spotieby sacharidi
a potlaceni zpétné vazby glukoneogeneze.

Rozsdhlé zmény v mastnych kyselindch slunecnicovych semen, fosfolipidi a vysoce
energetického metabolismu méni prostfedi ke kliCeni a tyto metabolické zmény dosdhnou asi
tak tisicindsobného zvyseni v produkci ptirodniho ALCAR a LCAR semeny.

Rostlinnd tkan ma vSeobecné nizky obsah tukt, oleje se naopak Casto hromadi ve velkém
mnoZzstvi v seminkdch, kterd mohou udrzovat vysoké proudéni mastnych kyselin do respirace.
Ukl4adani olejti se v riznych druzich rostlinnych semen vyrazné 1i81, napiiklad: druhy ofechti —
60-72 %, slunecnice — 47 %, psenice — 2 %, hrach — 1,3 % suchého semene.

U slunecnicovych semen jsou tukové rezervy uschovany v kotylendonech. Stupné respirace
mohou byt manipulovdny kontrolovanym prostfedim, ve kterém semena kli¢i. Mald oblast
povrchu tkdné se vyznacuje tim, Ze transport kysliku do semen je omezen. Byla snaha
castecné zvysit tlak kysliku okolo kli¢icich semen. Také bylo zddouci potlacit zpétnou vazbu
glukoneogeneze, aby se minimalizoval metabolismus mastné kyseliny pfes LCAR-nezdvisly
glyoxylatovy cyklus. Dikazy ukazuji, Ze klic¢ici semena slunecnice jsou omezené vyZivovdna

tokem mobilizovanym ze zdsob semen.*

‘ OH
+ COO
/N(m)\/

Kkarnitin®!
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B. SLUPKY

3.B.1 Potravinové antioxidanty

Byla provedena pilotni studie na produkci potravinovych antioxidanti ze slupek
slune¢nicovych semen, které byly méfeny pro vlhkost, lipidy, bilkoviny a fenoly. Na zacatku
bylo hleddno vhodné rozpoustédlo k extrakci fenoli z Caste€né odtuénénych slupek
slune¢nicovych semen (PDS), které musi spliiovat ndsledujici poZadavky: extrahovat co
nejvetsi mnoZzstvi fenoll a extrahovat co nejmensi mnozstvi bilkovin.

Bilkoviny a fenoly jsou v§eobecné rozpustné v podobnych polarnich rozpoustédlech a jejich
rozpustnost je siln€ ovlivnéna hodnotou pH roztoku. V tomto specidlnim piipadé byly
bilkoviny ze slupek sluneCnicovych semen mirné¢ rozpustné pii kyselém pH, ale vysoce
rozpustné pfineutrdlnim nebo zdsaditém pH. K defenolizaci PDS byla pouZita smés
ethanol/voda 60:40. Postup k ziskdni antioxida¢niho produktu byl definovan tak, Ze spocival
v alkalické hydrolyze fenoli zPDS po 60 minutich. Nakonec byla provedena obnova
kyseliny kédvové tvofené zkyseliny chlorogenové s ethylacetitem. HPLC analyzou
(vysokoucinnd kapalinova chromatografie) bylo urceno, Ze ziskany extrakt obsahoval 0,56
mg/ml Kyseliny chlorogenové a 0,26 mg/ml kyseliny kavové (obr.2). Z PDS byl ziskdn

praskovity antioxida¢ni produkt sklddajici se z 58 % z kyseliny kavové.*

COOH

=

OH
OH

Obr.2: kyselina kavova*

Celkovy obsah fenoli ve slune¢nicovych semenech a slupkdch lze stanovit pomoci Folin-
Ciocalteuova ¢inidla a antioxida¢ni aktivitu 80% vodného methanolového extraktu lze urcit

pomoci B-karoten odbarvujici metody.
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Antioxida¢ni aktivita ve sluneCnicovych semenech byla 72,9% a ve slupkidch 88,9%.
Vyznamné¢ vyssi aktivita slupek je diky vy$Simu obsahu fenoli ve slupkach slune¢nicovych
semen (9747 mg/ 100 g) oproti obsahu fenoll v seminku (1601 mg/ 100 g). Slupky
slune¢nicovych semen obsahovaly témét 10 % fenolli, ze kterych byly 2,2 % anthokyany.

Vysledky studii potvrdily, Ze anthokyany maji také silné antioxidac¢ni vlastnosti.

Védci se pokousi definovat strukturni charakteristiku flavonoidii, kterd pfispivéd k jejich
antioxidacni aktivité. Pfitomnost o-dihydroxy skupin na kruhu B, vyskyt C2-3 dvojné vazby
v konjugaci s 4-oxo skupinou na kruhu C, 3- a 5-hydroxy skupiny a 4-oxo skupina na kruzich
A a C je spojena s antioxida¢ni aktivitou. U fenolickych kyselin jako napi. kyselina kdvova a
chlorogenovd se zd4, Ze jsou aktivnéjSimi antioxidanty nez hydroxyderivaty benzoové

kyseliny.*?

3.B.2 Rostlinné oleje

Triacylglyceroly (TG) a diacylglyceroly (DG) byly analyzovdny v 16 vzorcich rostlinnych
oleji (napt. slunecnice, soja, Inéné semeno, kukufice) pomoci HPLC-MS (vysokou¢innd
kapalinovd chromatografie - hmotnostni spektrometrie) s pouzitim atmosférického tlaku
chemické ionizace (APCI) a UV detekce pii 205 nm. Celkem bylo identifikovano 98 TG a 12
DG.*
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C. LISTY

3.C.1 Terpeny

Terpeny piedstavuji nejveétsi a strukturné nejrozmanitéj$i zndmou skupinu sekundédrnich
metabolitd. Jsou typické prfedevsim pro rostlinnou i, ale jsou zndmy i u jinych forem Zivota.
Vsechny terpeny a steroidy (biogenetické cesty jsou velmi podobné) je mozno formdlné
odvodit ze zdkladni stavebni jednotky — pétiuhlikatého 2-methylbutadienu (tzv. izoprenu).
Podle poctu téchto izoprenovych jednotek se obvykle terpeny klasifikuji jako: hemiterpeny
Cs, monoterpeny Cjo, seskviterpeny C;s, diterpeny Cy, sesterpeny Cjs, triterpeny Cso,
karoteny Cjo. 15

Hemiterpeny se v piirod¢ vyskytuji ziidka. Monoterpeny jsou latky prchavé a ziskdvaji se
z Cerstvého nebo suSeného materidlu destilaci s vodou nebo s vodni parou. Seskviterpeny,
diterpeny a vysSi jsou vétSinou neprchavé a izoluji se zpravidla extrakci organickymi

rozpoustédly.'

3.C.1.1 Seskviterpeny

Seskviterpeny predstavuji nejpocetnéjsi skupinu terpenoidi. Jsou velmi Casto piitomny
v silicich vysSich rostlin. Podle struktury se déli na cyklické a acyklické. Cyklické se dale déli
na monocyklické, bicyklické, tricyklické a laktony (a-methylen-y-laktony).’> Monocyklické

jsou typu bisabolanu a germakranu, bicyklické jsou typu kadinanu, guajanu a eudesmanu.'*

Laktony rozd€lujeme podle uhlikatého skeletu na germakranolidy, elemanolidy,
guajanolidy, pseudoguajanolidy, eudesmanolidy, xanthanolidy a dal¥i.*?

Seskviterpeny ve své hlavni biologicky aktivni form¢ — laktonu — mohou byt prudkymi
kifeCovymi jedy typu pikrotoxinu ¢i koriamytrinu, gastrointestindlnimi iritanty typu
gossypolu, ale pfedev§im kontaktnimi alergeny. Jejich zdkladni patnéctiuhlikatd struktura je
formovdna do rGznych typl. VétSina toxickych a alergennich laktoni patii do skupiny
germakranolidli, guajanolidl, pseudoguajanolidi, sekoguajanolidi, sekopseudoguajanolidi,
eudesmanolidi a sekoeudesmanolidi.” Seskviterpenovych laktonil jiz bylo popsano vice neZ
7000 struktur. Tyto, spole¢n¢ s diterpeny, tvoii nejpocetnéjsi skupinu sloucenin izolovanych

zrodu Helianthus. lIzolované seskviterpenové laktony pfedstavuji germakranolidové,
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heliangolidové, melampolidové, eudesmanolidové a sekogermakranolidové skelety,
nejbéznéjsi jsou germakranolidy a heliangolidy, které maji ve své molekule vétSinou
angeloylovy substituent na C-8 s f orientaci. Tyto slouc¢eniny vykazuji Siroké spektrum
biologické aktivity, v&etn& potencidlni alelopatie.®

Seskviterpenové laktony se velmi hojné vyskytuji v ¢eledi Asteraceae, asto jsou hofkymi a
vonnymi metabolity jejich druhti. Vedle fady pozitivnich biologickych efektii (jsou G¢innymi
latkami vyznamnych 1éCivych rostlin) vykazuji nékteré nezadouci az toxické ¢i alergenni
ucinky. V tfad¢ odbornych publikaci byly popsany alergické kontaktni dermatitidy zpisobené
seskviterpenovymi laktony. Pfitomnost exocyklické o-methylenové skupiny je podminkou
vyvolani kontaktni hypersenzitivity (vazba laktonii na aminokyseliny). Toto zjiSténi pfindsi
zavér o potencidlni alergenni aktivit¢ u vice neZ 400 seskviterpenovych laktonl
identifikovanych v Celedi Asteraceae. Nicméné i laktony bez methylenové skupiny, ale
obsahujici epoxyskupinu nebo cyklopentenovy kruh, mohou mit téz senzibilizujici vlastnosti.
Seskviterpenové laktony jsou nizkomolekuldrni latky, jejich schopnost indukovat
hypersenzitivitu pozdniho typu je podminéna pifimym kontaktem s kizi. Jind aplikace do
organismu obvykle nevyvold alergickou odezvu. Rozvoj kontaktni alergické dermatitidy
zavisi individudlné na koncentraci laktond v rostliné, na jejich senzibilizujici kapacité,
Cetnosti a intenzit¢ podani i individudlni dispozici ¢lovéka. Pouze n€kolik druhli Asteraceae
obsahujicich laktony mtize vedle pozdni hypersenzitivity zpisobit také alergickou reakci
¢asného typu, nicméné nebylo prokdzdno, Ze se jednd o piimou aktivitu téchto latek.
Senzibilizujici schopnost seskviterpenovych lakton byla prokdzdna u fady druhi 1éCivych

rostlin — i u Helianthus annuus (1,2-anhydrid-4,5-dehydroniveusin A apod.)."

3.C.1.1.1 Heliannany, helibisabonoly

Heliannany byly izolovdny =z listi slunecnice. Heliannany pfedstavuji novy typ
seskviterpenti izolovanych ze suchozemskych (Helianthus annuus) a vodnich (Haliclona
fascigera) organismil. Sdileji jako spolecny strukturdlni rys substituovany aromaticky kruh
ptikondenzovany k heterocyklu rtizné velikosti, ktery obsahuje kyslik.

Zakladni heliannanovy skelet byl neddvno izolovdn z moiského organismu, indo-pacifické

houby Haliclona fascigera.*
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(+)-heliannan

Heliannuol A je prvnim heliannanem popsanym v literatufe. Byl izolovén z listi slune¢nice

a vSechny nasledujici zastupci této skupiny byli izolovani ze stejného zdroje, ale v riznych

kultivarech (cv.) slune&nice.”

1.

Tab.1: Heliannany izolované ze suchozemskych a motskych organismi

Heliannany pavod

Heliannan Haliclona fascigera

Heliannuol A Helianthus annuus cv. SH-222
Heliannuol B annuus cv. SH-222
Heliannuol C annuus cv. SH-222
Heliannuol D annuus cv. SH-222
Heliannuol E annuus cv. SH-222
Heliannuol F annuus cv. SH-222, cv. VYP
Heliannuol G annuus cv. SH-222
Heliannuol H annuus cv. SH-222, cv. VYP
Heliannuol I annuus cv. SH-222
Heliannuol J annuus cv. VYP, cv. Peredovick
. annuus cv. SH-222

Heliannuol K

Heliannany Ize rozdé&lit na zakladé chemické struktury na 4 skupiny:***'

7,11-heliannany: heliannuol A (obr.3)
heliannuol G
heliannuol H (8 epimer heliannuolu G)
heliannuol K

heliannuol L

24



R

HO

0— OH

~
~
~
N

Obr.3: heliannuol A

2. 7,10- heliannany: heliannuol B (obr.4)
heliannuol D (8,9-hydrogenét heliannuolu B)
heliannuol F (8-oxo-heliannuol D)

heliannuol I a heliannuol J (7,8 epimery 7,8-epoxy-heliannuolu B)

it

HO

o

Obr.4: heliannuol B

3. 8,11- heliannany: heliannuol C (obr.5)

N

HO

@)

iy, )

Obr.5: heliannuol C
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4. 8,10- heliannany: heliannuol E (obr.6)

HO

0 \(
OH

Obr.6: heliannuol E

Helibisabonoly jsou oteviené prekurzory heliannant. Z listli slune¢nice byly izolovany
helibisabonoly A a B. Oba byly ziskdny jako bezbarvy ole;j.

U helibisabonolu A (obr.7) byla porovninim dvou nejstabilnéjSich konformaci a
experimentdlnich interak¢nich konstant potvrzena relativni stereochemie 7R*, 10S”.

Helibisabonol B (obr.8) se na zdkladé "H-NMR analyzy (nukledrni magnetickd rezonance)
lisi od helibisabonolu A dvéma signdly, které odpovidaji vinylové skupin¢€ a trans poloze.

Relativni stereochemie chirdlnich center C-7 a C-10 je 7R”, 10R"*

Obr.7: helibisabonol A Obr.8: helibisabonol B

3.C.1.1.2 Germakranolidy

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

Z lista slunecnice byly vyizolovadny tyto germakranolidy: helivypolidy B, D, E, F, G, H, 1, J.

Helivypolidy B a F (obr.9) byly izolovdny z poldrnich bioaktivnich frakei vodnych extrakth
cerstvych listh Helianthus annuus cv. Stella. Vodny roztok byl extrahovan dichlormethanem a
poté ethylacetitem (EtOAc) a tyto extrakty byly biologicky zkouSeny pouzitim pSeni¢nych
etiolizovanych koleoptilti. Dichlormethanovy extrakt byl nejaktivnéj$i a byla provedena
chromatografie pomoci silikagelu pouZitim smési hexan-EtOAc vzristajici polarity. Ziskana

data piedpoklddaji u obou sloucenin piitomnost angeloylového esteru ve své struktufe.
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Helivypolid F byl uréen jako 8f-angeloyloxy-5p,106-epoxy-3-oxo-germakran-17,4(15),
11(13)-trien-6a,12-olid.*

Obr.9: helivypolid F

Helivypolid G byl ziskdn z vodného extraktu Cerstvych listi Helianthus annuus cv. Stella,
ktery byl reextrahovdn dichlormethanem. Byl izolovidn jako naZloutld amorfni hmota. Ze
spektrélnich dat vyplyvd, Ze se jednd o dimer seskviterpenického laktonu.”’

Helivypolidy H-J byly izolovany z poldrnich bioaktivnich frakci vodnych extrakth
Serstvych listd Helianthus annuus cv. SH-222. '"H-NMR spektrum helivypolidu H (obr.10)
urCilo, Ze se jednd o seskviterpenicky lakton s angeloylovym esterem a dalSi methoxy
skupinou. Jeho spektroskopickd data byla podobnd tém od 1-methoxy-4,5-dihydroniveusinu
A, co? piedpoklddé lakton furanheliangolidového typu. "H-NMR spektrum helivypolidu I
bylo podobné spektru 1-methoxy-4,5-dihydroniveusinu A. Jejich rozdily vedou k zavéru, Ze
helivypolid I musi byt jeho izomerem, s methoxy skupinou napojenou na jiném mist¢, ale se
stejnou stereochemii. Helivypolid J ma "H-NMR spektrum podobné helivypolidu I.

Z poléarnich bioaktivnich frakci vodnych extrakti Cerstvych lista Helianthus annuus cv. SH-
222 byly déle vyizolovédny tyto slouceniny: 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A (obr.11) a

1,2-anhydroniveusin A *

Obr.10: helivypolid H Obr.11: 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A
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1,2-anhydroniveusin A byl jiz dfive izolovdn z Helianthus annuus. Struktura byla
opravena aZ na zakladé dat ziskanych dvourozmérnym méfenim spekter ('H- a ’C NMR, g—
HSQC (Heteronuclear single quantum correlation)).®

Leptokarpin (obr.12) byl ziskdn z dichlormethanového extraktu suchych listd Helianthus

. v v . o) . 22
annuus L. cv. Peredovick spole¢né s heliannuoly a dalSimi seskviterpeny.

Obr.12: leptokarpin

Mezi germakranolidy vyizolované z listll slunecnice patii heliangolidy typu niveusinu —
niveusin A, B, C.

Niveusin B byl ziskan z extraktu mladych listi a vrchni ¢asti stonku Helianthus annuus var.
giganteus, spolecné s novym germakranolidem 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticinem
a ethoxyheliangolidem O-ethylniveusinem B.

Za ucelem objasnéni, zda tato posledni sloucenina je pfirozené se vyskytujici laitkou nebo
artefaktem vzniklym za podminek probihajici extrakce, byl extrak¢ni proces upraven pouzitim
vody a chloroformu, tedy vyloucenim alkoholu. Vysledkem bylo zjisténi, Ze se tato
sloucenina tvofi béhem alkoholové extrakce reakci ethanolu s hydroxylovou skupinou na
uhliku C-3 niveusinu B.

Dalsim furanoheliangolidem je niveusin C, ktery byl izolovén z H. niveus.”®

Niveusin B, 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin a 11fH-dihydrochamissonin byly
izolovany také z poldrnich bioaktivnich frakci vodnych extrakti Cerstvych listh Helianthus
annuus cv. Stella.®

Dile byl izolovén novy biologicky aktivni germakranolid annuithrin, agrophylliny A .**
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3.C.1.1.3 Guajanolidy

Guajanolidy jsou také seskviterpenové laktony. Z listi slunecnice byly vyizolovany
annuolidy A-E, H.%*!

Z polarnich bioaktivnich frakci vodnych extraktti Cerstvych lista Helianthus annuus cv.
Stella a SH-222 byly izolovany annuolid A (obr.13) a H spole¢né s 8f-angeloyloxycumam

branolidem.®

O
Obr.13: annuolid A

Z koncentrovaného dichlormethanového extraktu z Helianthus glaucophyllus a H.

microcephalus byly ziskany dal§{ tfi guajanolidy.*

3.C.1.1.4 Annuionony (apokarotenoidy)

Mnoho apokarotenoidl, sloucenin s méné nez Ctyficeti atomy uhliku, ale s karotenoidni
strukturou, byly nalezeny v rostlinnych silicich a Casto souviseji s viini rostliny. Syntéza
téchto latek probiha hlavné katabolismem karotenoidu.

Z listd slunecnice byly vyizolovdny annuionony A-H.

Polarni biologicky aktivni frakce Helianthus annuus cv. Stella a SH-222 poskytla osm
apokarotenoidd. Dva z nich byly izolovdny poprvé jako ptirodni produkty (annuionony F a
G). Izolace vétstho mnoZstvi annuiononi A a E umoZnila realizovat detailnéjsi
spektroskopickou studii. Byla navrzena opravend struktura pro annuionony A (obr.14, 15), B

a E , zaloZend na pe¢livé reanalyze novych spektroskopickych dat.*
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Obr.14: annuionon A (ptavodni struktura) Obr.15: annuionon A (opravend struktura)

3.C.1.1.5 Eudesmanolidy

Helieudesmanolid A byl izolovdn z poldrnich bioaktivnich frakci vodnych extrakta
cerstvych listh Helianthus annuus cv. SH-222, spole¢né s germakranolidy a guajanolidy.
'H-NMR spektrum prokédzalo hodnoty charakteristické pro seskviterpenicky lakton

s eudesmanovym skeletem.®

3.C.1.1.6 Heliespirony (spiroterpeny)

Ze sttedné polarni frakce vodného extraktu listh Helianthus annuus byly vyizolovany
slougeniny s heliespironovym skeletem - heliespirony A-E.*°

Heliespiron A je prvnim zdstupcem nové skupiny litek, ktery ma netypicky
spiroseskviterpenicky skelet.”* Struktura heliespironu C, ktery md potencidlni alelopatickou
aktivitu, byla objasnéna pomoci homo- a hetero-nukledrni 2D-NMR spektroskopie a

krystalografickych dat.*®

3.C.1.2 Diterpeny

Diterpeny jsou latky obsahujici 20 uhlikovych atomi," vznikaji tedy spojenim &tyf
izoprenovych jednotek. Za jejich prekurzor je mozné pokladat geranylgeraniol. Acyklické
diterpeny se v pifrod€ vyskytuji ziidka. Cyklizaci geranylgeraniolu vznikaji cyklické terpeny,
které se déli podle uhlikového skeletu na monocyklické, bicyklické, tricyklické a
tetracyklické." Diterpeny s tetracyklickou strukturou jsou kaurany. V pfirodé se vétSina
kauranovych derivatii vyskytuje ve form¢ derivatti kaurenu ((-)-kaur-16-enu). Kaurany jsou

., - A s e, . . .. v v .. 1
v rostlindch Siroce rozsifené. Vykazuji v§znamnou biologickou aktivitu véetné toxicity."
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kauren

Z Helianthus annuus L. byly izolovany dva nové diterpeny: 2f,16f-ent-kaurandiol a
15a,16a-epoxy-17p-formyl-ent-kauran-19-ova Kkyselina. Jejich struktury byly uréeny
spektroskopicky.

Sloucenina 2/,16f-ent-kaurandiol byla ziskdna jako bezbarvé krystaly. Pfedpokladalo se, ze
se jednd o saturovany tetracyklicky diterpen ent-kauranového skeletu, ktery nese dvé
hydroxylové skupiny na bdzi jeho strukturniho vzorce. Rentgenova difrakce (X-ray
diffraction) umoznila urceni konfigurace jako (1S, 4R, 7S, 9R, 13R, 14S5)-5,5,9,14-
tetramethyltetracyklo[11.2.1.01,10.04,9]hexadekan-7,14-diol, ktera je identicka s 2f,164-ent-
kaurandiolem.

15a,160-epoxy-17p-formyl-ent-kauran-19-ova kyselina byla ziskdna jako amorfni hmota.
Z dat "H-NMR a "C-NMR byla zji§t&na podobnost se znimou slougeninou 15a,16a-epoxy-
17-hydroxy-ent-kauran-19-ovou kyselinou, aZ na hydroxymethylovou skupinu na jejimz misté

m4 tato slou¢enina aldehydickou skupinu.”

3.C.1.3 Triterpeny
Triterpeny se vyskytuji v metabolismu rostlin v riznych strukturnich formach, vykazuji

velmi rozli¢nou biologickou aktivitu, nékteré jsou také jedovaté.'
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3.C.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu, mezi néz patii jednak volné, jednak glykosidicky
na cukry vazané katechiny, dihydrochalkony, chalkony, flavanony, isoflavanony, flavanoly,
flavony, isoflavony, anthokyanidiny a flavonoly (pofadi podle rostouciho stupn& oxidace).'®
Jsou to sekundérni rostlinné metabolity, jejichZ zdkladem je chroman arylovany v poloze 2, 3
nebo 4 (Schéma 1). Jednotlivé flavonoidy se navzijem liSi poctem a polohou hydroxylovych
skupin na obou aromatickych kruzich, poctem a polohou methoxylovych skupin a napojenim
cukrii nebo organickych kyselin.'*

Schéma 1

flavan isoflavan neoflavan

Flavonoidy jsou v ptirod¢ velmi rozsitené, vyskytuji se vSak pouze v rostlinné fiSi. Pokud
byly nalezeny v hmyzu nebo v jinych Zivogisich, dostaly se tam s potravou. Cetné flavonoidy
maji fyziologické téinky a pouzivaji se v medicing.'® Neoflavany se vyskytuji zfidka a
v terapii se nepouZivaji.'*

V zivém rostlinném organismu se flavonoidy patrné¢ ucastni oxidaéné¢ redukénich
pochodi.'® Jejich struktura je vyhodnd pro tvorbu chinoidnich struktur a tedy pro
jednoelektronové oxidoredukce.'” Né&které flavonoidy maji antioxidaéni aktivitu.'” Jako
antioxidanty pusobi protizanétlivé, protinddorové a zasahuji do bunééného signdlniho
systému."”

Terapeutické vyuziti flavonoidl je zaloZeno na jejich schopnosti normalizovat permeabilitu
kapildr, odstraniovat jejich lomivost, puasobit antihemoragicky a antiedemat6ézné (P-
vitaminovy déinek)."® Flavonoidy zlep$uji mikrocirkulaci u chronické Zilni insuficience."
Dile maji antialergickou a antivirovou aktivitu.'” Bréani $ifeni mikrobiélnich toxind tkdndmi,
jsou proto podpirnymi prostiedky pti 1é¢eni infek&nich nemoci.'® Urgité flavonoidy vykazuji
potencidlni aktivitu proti velkému mnoZstvi enzymi. Vyznamny je jejich inhibi¢ni efekt na
n¢kolik enzymovych systému, které souviseji s procesy bunééné aktivace jako je

proteinkinasa C, proteintyrosinkinasa a fosfolipasa A,."” Jsou schopné inhibovat
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hyaluronidézu, lipoxygenédzu a lipoperoxidaci.'®'® N&které piisobi diureticky, rozsituji cévy,
snizuji krevni tlak. S ionty Ca®* tvoii komplexni soli a brani tak srdZeni krve a zadrzuji vapnik
v téle.'® Flavonoidy chelatuji Zelezo, takZe i timto mechanismem by mohly tlumit oxidaéni
stres tkand.'”” Potencuji G¢inek vitaminu C. Maji té2 d&inky choleretické, cholagogni,
spasmolytické.'®

. P vowve v 2 12 1
Jsou to netoxické, vétSinou dobfie tolerované latky. ?

Suché listy a kvéty Helianthus microcephalus byly extrahovidny dichlormethanem.
Zahustény extrakt byl nanesen na chromatografickou kolonu a d€len na sloupci silikagelu.
Eluovén byl smési hexan-ethylester kyseliny octové o vzrustajici polarit¢.

Z extraktu byl ziskdn 5-hydroxy-7,4‘-dimethoxyflavan a izolovany 4 dalsi flavonoidy:
ladanetin, kasticin, eupatin, a mikanin.”

Z listi sluneCnice byly také vyizolovany tyto flavonoidy: tambulin, kukulkanin B,

heliannon A-C.*!

Flavan | 5 7 4'
5-hydroxy-7,4' —dimethoxyﬂavan| OH OCH; OCH;

2

O
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Flavon | 3 5 6 7 3 4
ladanetin OH OH OCH; OH
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5
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Flavonol 5 6 7 8 3 4'

eupatin OH OCH; OCH; OH OCH;
mikanin OH OCH; OCH; OCH;
tambulin OH OCH3; OCH3; OH

flavonol
Flavanon | 7 8 4
heliannon B| OCH; OCH; OH
heliannon C OH OCH; OH
&
8
O
7
2
O
flavanon
Chalkon | 4 3 4
kukulkanin B OH OCH; OH
heliannon A OH OCH; OCH;
4
3
q OH
| p
o
O
chalkon
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4. Biologicka aktivita obsahovych ldtek

V dnesni uspéchané dob¢ se lidé setkdvaji se spoustou stresovych situaci a jsou vystaveni

pusobeni neptiznivych faktort Zivotniho prostfedi, které jsou zdrojem volnych radikali.

Bylo ziskdno mnoho dokladl o tom, Ze v organismu b&Zné vznikd fada reaktivnich forem
kysliku a dusiku (RONS). NejvykonnéjsSim producentem reaktivnich metabolitii kysliku
v bunkédch jsou membranové vidzané enzymy. Jsou to hlavné koenzymy s chinoidni nebo
flavinovou strukturou, hemové koenzymy a enzymy s médi v aktivnim centru. AvSak
nejvydatnéjSim zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS) v buiice je respiracni fetézec
mitochondrii.

Tyto latky maji znacny fyziologicky i patogeneticky vyznam. Jde o litky, které pohotové
reaguji sriznymi biologickymi strukturami. Tyto radikdlové metabolity v organismu
poskozuji mastné kyseliny a lipidy, aminokyseliny a proteiny, mononukleotidy a
polynukleotidy (nukleové kyseliny; DNA - deoxyribonukleovd kyselina) 1 fadu

. s < o o e vz LN 2 1
nizkomolekuldrnich metabolitil, koenzymi a jinych sou&sti Zivé hmoty."

Tab.2: Hlavni bun&éné cilové struktury pro volné radikaly'’

Cil Poskozeni Ndsledky
zménénd fluidita lipidi,
ztrdta dvojnych vazeb, zmény v propustnosti membrdn,
nenasycené mastné tvorba reaktivnich metaboliti | vliv na membrinové vdzané en-
kyseliny v lipidech (peroxidy, aldehydy) Zymy,

tvorba chemoatraktivnich ldtek
pro makrofagy

agregace a sitovdni, zmény v transportu iontl,
: Gk o5 Mgk
fragmentace a Ztépeni, vstup Ca™" do cytosolu,
e modifikace thiolovych skupin | zmény v aktivité enzymi
arotenny . | : .
E ’ a benzenovych jader amino-
kyselin,
reakee s hemovym Zelezem
Stépent kruhu deoxyribozy, mutace,
modifikace a poSkozeni bdzi, | translacni chyby,
DMNA

zlomy Fetézce, inhibice proteosyntézy

kifZové vazby fetézci
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Diky tomu se staly vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a
signdlnimi molekulami bunécné regulace. Za urcitych okolnosti vSak pusobi jako toxické
latky, jsou schopné organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit.

Na prelomu 60. a 70. let byla objasnéna peroxidace lipida katalyzovana cyklooxygendzou a
lipoxygendzou za vzniku biologicky ucinnych latek (prostaglandind, tromboxanu a
leukotrien®t). V 70. letech zacal intenzivni vyzkum interakce metabolickych ROS s proteiny a
v 90. letech byla popsédna fetézova radikdlové reakce v proteinech. Ukdazalo se, Ze oxidované
proteiny ztraceji svou funkci a jsou rychle degradovany. Také DNA se ukézaly jako kriticky

substrat radikdlovych reakci vedoucich k mutagenezi, karcinogenezi a k bund¢né smrti."”

Volné radikdly jsou zcela obecnym metabolitem v kazdé bunce a kazdd bunka musi byt
vybavena prostitedky, které ji pred témito reaktivnimi latkami chrani.

Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféfe zpisobeny pied 2,5 miliardami let
fotosyntetickou aktivitou sinic musel zplsobit stres, ktery mohly pfezit jen druhy, u nichZ se
vyvinuly mechanismy chrdnici je pfed vysoce reaktivnim prvkem (a hlavné pted jeho
metabolity). Organismus pouziva tif moznych typa ochrany:

1. Nejbezpecnéjsim zpisobem je branit se tvorbé nadmérného mnozstvi RONS napitiklad
regulaci aktivity enzymu, které je tvoii (indukovatelnd syntéza NO’), nebo
vychytdvanim tranzitnich prvkil z reaktivnich pozic (transferin, feritin).

2. Druhou moZnosti je zadchyt a odstranéni radikall, které se jiz vytvotily. V literatuie se
tyto latky oznacuji jako vychytdvace ¢i zametaCe (scavengers), lapace (trappers) a
s RONS stélejsi a tudiZ méné toxické produkty.

3. Na antioxida¢ni ochrané se podileji téZ obecné reparacni mechanismy poSkozenych
biomolekul. Fosfolipdzy odstrafiuji poSkozené mastné kyseliny z fosfolipidd, oxidacné
modifikované proteiny se rozklddaji proteolyticky a zvlastni reparacni enzymy opravuji
poskozenou DNA.

Ochrana organismu proti oxidacnimu poSkozeni je systém, ve kterém antioxidanty a celd
jejich seskupeni vzdjemné spolupracuji. Funkce jednoho antioxidantu velmi ¢asto podmifiuje
ucinek jiného clanku soustavy. Pti fad€é chorobnych stavii dochdzi nejen k poklesu kapacity
antioxidacnich systémd, ale i ke zvySené tvorbé radikdla. PoruSeni rovnovdhy mezi vznikem a
odstraiovanim RONS se nazyvd oxidacni stres. K nadmérné tvorbé ROS dochdzi napt. pii
nékterych metabolickych situacich, pfi reoxygenaci tkdné¢ po ischemii, po pi{jmu

oxidoredukéng aktivnich xenobiotik atd. Také nadmérnd syntéza NO' je Skodliva."
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Mnoho experimentdlnich studii in vitro a in vivo prokazuje piiznivy vliv antioxidant
v riznych kombinacich. Na celém svété probehlo a stdle probihd mnoho klinickych studii
s antioxidacni terapii. Jejich vysledky nejsou jednoznacné nejspiSe proto, Ze oxidacni stres je
jen jednim z d€ji probihajicich pfi téchto onemocnénich. Sledované parametry jsou zavislé i
na dal$ich faktorech. Nékteré klinické studie dokazuji, Ze poddvanim antioxidacnich latek se
sniZ{ riziko vzniku onemocnéni nebo se zlepSi jeho pribéh (ischemickd choroba srdecni,
ateroskler6za, cévni mozkova piihoda, Sokovy stav, neurologickd onemocnéni, naddorova

bujeni a dalsi)."”

4.1 Antioxidac¢ni aktivita

4.1.1 Uvod

Antioxidanty jsou chemické latky schopné ukoncit fetézové radikdlové reakce. Piirodni
antioxidanty jsou pfedmétem zvySeného zdjmu v biologickém vyzkumu, medicing, farmacii a
potravni technologii.

Je nckolik detek¢nich systéml zaloZenych na oxidacné-redukénich reakcich, které jsou
vhodné pro stanoveni radikdly-inaktivujictho uUc¢inku antioxidantti pfitomnych v relativné
komplexnich vzorcich jako jsou rostlinné extrakty.’

V literatute lze nalézt velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity.
Jejich rozmanitost vyplyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou pusobit
riznymi mechanismy. Metody mohou byt obecné kategorizovdny do dvou skupin:

e na metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly (pf. metoda pouZzivajici DPPH viz
déle)
e na metody posuzujici redoxni vlastnosti litek (pf. metoda FRAP viz dile).”

Antioxida¢ni aktivita flavonoidi byla hodnocena proti fadé RONS. Protoze antioxida¢ni
aktivita flavonoidu se znaéné méni v zavislosti na struktufe hlavniho fet€zce, rozmanitosti a
druhu funk¢nich skupin pfitomnych v chemické struktute, n¢které studie zavedly vztah mezi
strukturou a aktivitou (structure-activity relationships, SAR) pro flavonoidy. Mezi studiemi je
vSak né€kolik nesrovnalosti, které pravdépodobné zptsobily rozdilné podminky pii provadéni
zkouSek. Nekolik autorti studovalo SAR flavonoidl pouZzitim metod, které jsou bézné
pouzivané pro méfeni totdlni antioxidacni kapacity, jako Troloxu ekvivalentni antioxidacni

kapacita (TEAC) a absorpéni kapacita kyslikového radikdlu (ORAC)."
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4.1.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH radikalu

4.1.2.1 Princip

Stanoveni antioxidacni aktivity litek bylo provedeno metodou sekvenéni injekéni analyzy
(SIA) se spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikélu.

Pocitatem  kontrolovany  systém  sekvencni  injekéni  analyzy  vybaveny
spektrofotometrickym detektorem diodového pole je pouZivdn pro rychlé monitorovani a
vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity biologickych vzorkii. Automatizovana metoda je zaloZena
na zndmé reakci stabilniho 2,2‘-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikdlu (DPPH, XV) s antioxidanty
v organickych nebo vodné-organickych médiich, kterou se odbarvi roztok DPPH. Tento
radikdl je zhasen reakci s antioxidac¢ni latkou, kterd je donorem vodikového protonu. Pokles
absorbance DPPH métené pii 525 nm souvisi s koncentraci antioxidantu v testovaném vzorku
(v porovnidni se slepym vzorkem provedenym sroztokem 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.’

4.1.2.2 Ptiprava roztoku

Pro ptipravu vodnych roztokl se pouZziva vysoce €isténd neionizovand voda. Ethanol 50%
se pred pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukové ldzni 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 bance (k dplnému rozpusténi je tieba pouZzit pétiminutové sonikace) a doplnénim
vodou na 100 ml. Po dalsim pétiminutovém odvzdu$néni se odmérnd banka zatemni
zabalenim do alobalu a uchovava v chladu. Roztok DPPH se ptipravuje vzdy Cerstvy, tedy
v den méteni. Métfeny vzorek se ptipravi rozpusténim suchého extraktu v 50% ethanolu, aby
vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se sonikuje po dobu jedné minuty a dikladné protiepe.
Déle se postupnym fedénim piipravi 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 lizni.’
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4.1.2.3 Ptistroje

Meéfieni probihd na systému pro sekvencni injek¢ni analyzu (SIA) FIAlab 3000, vybavenym
pistovym cerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, misici civkou,
pratokovou detek¢ni celou, detektorem, halogenovou lampou a spojovacimi hadi¢kami.
Zatizeni je propojeno s pocitatem a prostfednictvim programu FIAlab for Windows 5.0 se
cely proces analyzy fidi. Pfed zacdtkem méteni se zapne zdroj svétla a lampa se nechd 5
minut zhavit, aby byl svételny paprsek konstantni intenzity.

Technika STA pouziva princip, jehoz charakteristickym rysem jsou oddélené métici cykly.
Nejprve jsou zény nosného média, vzorku a Cinidla postupné (jednorazove) aspirovany do
jednokandlového systému s vyuZzitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla.
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 ukoncen. V tomto jednoduchém
ptipad¢ je ziskdn vysledny analyticky signdl ve formé¢ piku. Jednd se o zdznam zmény
koncentracniho gradientu reakéniho produktu pti prichodu jeho z6ny detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd automatizace piedurcuji techniku SIA jako velmi
vhodny prostfedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkl a sledovat zmény
koncentrace diilezitych analytti v pribehu riznych procest.

PR

Antioxidac¢ni uc¢inek je vyjadien v procentech poklesu absorbance oproti slepému vzorku:

Cprﬁm.vzorku/ Cpriim.DPPH 100 =X
100 - X’

4.1.3 Antioxida¢ni aktivita FRAP

4.1.3.1 Uvod

Jedna z metod, kterd se béZné pouZzivd pro méfeni totdlni antioxidacni kapacity, je méteni
antioxidacni redukéni sily pouZzitim Zelezitych iontl (ferric reducing antioxidant power,
FRAP), coZ je jednoduchd a spolehlivd kolorimetrickd metoda, kterou navrhli I.F.Benzi a
J.J.Strain. Tato metoda je zaloZena na schopnosti antioxidantd redukovat Fe’* na Fe®.

Zatimco velka ¢ast metod pouZivanych k hodnoceni SAR flavonoidii méf{ jejich aktivitu proti

oxidantim, FRAP mé&¥{ piimo redukéni schopnost litky."
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4.1.3.2 Princip metody

Metoda FRAP je jednoduchd, spolehlivd, spektrofotometrickd metoda, kterd je zaloZzena na
schopnosti antioxidantti redukovat Fe>* na Fe*. Byla piivodn& navrZena k méfeni totdlni
antioxida¢ni kapacity plazmy a poté pouZita stejnymi autory u ostatnich litek. Fe** ionty jsou
méfeny spektrofotometricky stanovenim jejich barevného (modrého) komplexu s 2.4,6-
Tris(2-pyridyl)-s-triazinem (TPTZ), jehoZ absorpéni maximum je pii 595 nm.

Protoze antioxidacni aktivita latek je pfimo timérna jejich redukéni kapacité, predstavuje
FRAP analyza spolehlivou metodu ke studiu antioxida¢ni aktivity rozmanitych sloucenin.
Tato metoda byla Casto pouzita k rychlému vyhodnoceni totdlni antioxida¢ni kapacity riiznych
potravin a ndpoju a také rozdilnych rostlinnych extrakti obsahujicich flavonoidy. Déle jesté

byla pouzita k hodnoceni antioxidaéni aktivity dietnich polyfenoli.'”

[Fe(IIT)(TPTZ),]** <= [Fe(I)(TPTZ),]** Amax 595 nm

4.1.3.3 Postup

Vsechny experimenty byly provadény podle ¢lanku (O.Firuzi, 2005). Na mikrodesti¢ku
typu P (Brand 400 pl, Fischer) se nanese do 4 jamek 25 pl latky v rdzné koncentraci 10-200
uM. Vsechny latky byly rozpusStény v dimethylsulfoxidu nebo methanolu (3mg/3ml). Nizsi
koncentrace 200-10 uM byly pfipraveny fedénim v acetatovém pufru pH 3,6. Reakéni FRAP
roztok (175 pl, vZzdy Cerstvé pfipraveny a zahidty na 37 °C) byl pfidan k laitkdm do tfech
jamek, do C¢tvrté pak bylo ptfiddno 175 pl acetdtového pufru (slepy vzorek). Absorbance byla
métfena pii vlnové délce 595 nm na piistroji Microplate reader (Anthos 2010) v riznych
casovych intervalech aZ po dobu 120 minut. Zména absorbance AAsosym byla pocitdna jako
rozdil absorbance slepého vzorku (substance + acetiatovy pufr) a smési (25 ul substance +175
pl FRAP roztoku) a absorbance antioxidantll pro kazdy €asovy interval. VSechny latky byly
testovany nejméné ttikrat pti 37°C. FRAP value pro Casovy interval ¢ (FRAP value;) byl

pocitan dle vzorce:

FRAP value (M) = (Aa, FI/ Aa, Fe*") x 107

Kde Aa; Fl je zména v ¢asovém intervalu t (4 a 60 minut) vztazend k testované latce pri

. . 2+ v sz v z . v 2
koncentraci 1x10° M a Aa, Fe™* je zména absorbance ve stejném asovém intervalu vztazend
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na Zeleznaté ionty pii stejné koncentraci. Jako standardy byly vyuZity zndmé antioxidanty,
jako je Trolox, askorbové kyselina nebo (+)-katechin.
Statistickd analyza byla vyhodnocena za pouZiti softwaru SigmaPlot 2002 pro Windows

. 1
version 8.0.'°

4.1.3.4 Ptistroje

Jednd se o FRAP metodu modifikovanou za vyuZiti mikrodesti¢ek typu P(desticky Brand
400 pl byly ziskdny od firmy Fischer). VSechna méfeni prob€hla na pfistroji Microplate
reader (Anthos 2010)."

4.1.4 Antioxidanty testované in vitro

Antioxidanty jsou latky, které se také ptiddvaji do stravy (specidlné¢ do jedlych tuki) za
ucelem zabranéni oxida¢nimu procesu. Jako antioxidanty syntetického ptivodu se od zacatku
20. stoleti pouZzivaji butylovany hydroxyanisol (BHA), butylovany hydroxytoluen (BHT) a
gallaty. ProtoZe tyto syntetické piidavky do potravin mohou byt karcinogenni a zpusobit
smrtelnd onemocnéni, velmi rychle se zvySil zdjem o alternativni smési na piirodni bazi.
Mnoho védeckych ¢lankl referuje o rtznych piirodnich fenolech, které zpomaluji in vitro
oxidaci jednoduchych nebo komplexnich lipidovych matric. Nicméné primyslové vyuZziti
ptirodnich fenolil v Cisté formé, ptipadné ve formé extraktu, je v soucasnosti stale velmi tézké
uvést do praxe.”

Rostliny obsahuji znacny rozsah fenoll, zahrnujicich tokoferoly a tokotrienoly. Mnohé
rostlinné polyfenoly jsou in vitro vynikajicimi antioxidanty. Pocet fenolickych —OH skupin a
jejich vzdjemnd pozice je kliem k urceni antioxidacni aktivity. Slune€nicovy olej obsahuje
velké mnozstvi a-tokoferolu, ktery je jednim z nejaktivnéjSich in vitro antioxidanta.
Tokoferoly a tokotrienoly brani peroxidaci lipiddi, protoZe €isti radikdly mnohem rychleji, nez
mohou reagovat s pfilehlymi mastnymi kyselinami nebo membrdnovymi proteiny. Nékteré
fenoly jsou v rostlindch dilezitymi biosyntetickymi prekurzory (napt. kyselina kdvova pro
lignin).

Nejvétsi pozornost je vénovédna flavonoidim, které nejsou pouze antioxidanty, ale maji
mnoho dal§ich ucinki in vitro. Nékteré mohou inhibovat cyklooxygendzu 1 a 2, lipoxygendzu

v, 4
a dalsq.?
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4.2 Antiflogisticka aktivita

4.2.1 Zanét

Zanét je reakci na mistni poruSeni integrity organismu. Mechanismy zdnétu mohou byt
spuStény nejen infekénimi mikroorganismy, ale také fyzikdlnimi ¢i chemickymi vlivy,
popiipadé téz ischemii tkan€.

Lokélné aktivované leukocyty produkuji reaktivni formy kysliku a proteolytické enzymy,
¢imz ptispivaji jak k destrukci mikroorganismi, tak k poSkozeni tkan¢ postizené zanétem.

Reaktivni formy kysliku a dusiku hraji v pribéhu zanétu dvoji roli:

. Na jedné strané ptispivaji vazodilataci a antiagrega¢nim ucinkem k udrZeni perfuze
zanétem poskozené tkané. Vazodilata¢ni u¢inky oxidu dusnatého (NO’) mohou pfispivat ke
zvySenému prokrveni zanétlivého loZiska a jeho antiagregacni G¢inky mohou sniZovat riziko
intravaskuldrni trombdzy.

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou dileZitou sloZkou mikrobicidnich mechanisml
fagocytarnich bunék a jejich tvorba miiZze byt dileZita i pro aktivaci produkce protizanétlivych
cytokint. Po aktivaci fagocytli je membranovy enzymovy systém NADPH-oxiddzy schopen
dramaticky zvysSit bunéfnou produkci volnych radikdlii. Aktivace fagocytii a stimulace
NADPH-oxiddzy zpusobi dramaticky vzestup spotieby kysliku fagocytem — respiracni
vzplanuti. Pisobenim NADPH-oxid4zy se kyslik redukuje na superoxid. Respiracni vzplanuti
zahrnuje kromé zvySené tvorby reaktivnich forem kysliku i vzestup oxidace glukdzy.
Interakce superoxidu, peroxidu vodiku a ionti Zeleza redukuje kyslik na droven
hydroxylového radikdlu, ktery pak mtiZe piisobit jako nejsilnéj$i mikrobicidni faktor.

J Na druhé strané¢ miiZze vést zvySend lokdlni tvorba ROS k poskozeni vlastnich tkédni a
systémova nadprodukce NO' mtiZze hréat dileZitou roli v patogenezi Casto fatdlni komplikace
puvodné lokalizované infekce, tj. septického Soku. Vazodilatace u septického Soku casto
nereaguje na obvykle poddvané vazokonstrikéni latky. Dosavadni studie naznacuji, Ze
¢astec¢nd inhibice tvorby NO' pfi infekci a sepsi mize byt uzite¢nd a Ze podéni inhibitort NO-
syntdzy muZe piispét k normalizaci krevniho obéhu. Uplnd inhibice tvorby NO' je
nebezpecnd, protoze ur€itd rezidudlni tvorba NO' je nezbytnd pro udrZeni organové perfuze a

k inhibici agregace krevnich desti¢ek."”
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4.2.2 Modifikace cyklooxygenizové a lipoxygenazové aktivity pomoci Asteridae
extrakti a boswellové Kkyseliny

Zanét je zahdjen i podporovan nadprodukci prostaglandini (PG) a leukotriena (LT)
v poranénych buiikich. PG a LT jsou produkovdny samostatné¢ cestou pies oddélené
enzymové drahy zndmé jako cyklooxygendzové (COX) a lipoxygenazové (LO) drahy.

Bylo objeveno, Ze extrakty z rostlin podtiidy Asteridae ukazuji selektivni inhibici COX-2
aktivity a/nebo zvySovani COX-1 aktivity. Studie déle prokdazaly, Ze Asteridae extrakty
kombinované s boswellovou kyselinou maji synergicky inhibi¢ni t¢inek na COX-2 aktivitu a
zaroven inhibuji i LO aktivitu. Touto kombinaci je COX-2 aktivita inhibovdna mnohem
vyraznéji nez samotnym Asteridae extraktem. Je to prekvapujici, protoze sama boswellova
kyselina COX-2 aktivitu neinhibuje. Také LO aktivita je kombinaci Asteridae extraktu
s boswellovou kyselinou inhibovana vice nez kyselinou samotnou. Navic samotny Asteridae
extrakt LO aktivitu neinhibuje viibec. Asteridae extrakty naopak COX-1 aktivitu zvySuji. Jsou
proto uZitecné pro zvraceni COX-1 inhibice, kterd je zpiisobend napiiklad nesteroidnimi

antiflogistiky.**

4.2.3 Lécha a prevence zanéti v mistech leukocytarni infiltrace

Vytazek ze sluneCnicovych semen (Helianthus anuus) ma schopnost snizovat zanétlivé
akn6zni 1éze.

K 1é¢bé akné je pouZivan koncentrovany extrakt ze semen slune¢nice, bohaty na polyfenoly,
jejichz aktivita vaci radikalim byla hodnocena metodou elektronové magnetické rezonance.
Akné je zanétlivé onemocnéni s velmi Castym vyskytem a projevuje se 1ézemi pokozky v
podobé komedonti a papulo-pustuli. Jak uZ bylo fefeno, lokdln¢ aktivované leukocyty
produkuji ROS. Tyto reaktivni formy kysliku hraji diileZitou roli pii vzniku aknéznich 1ézi.
V podstaté se jednd o proces, kdy jsou vicejadernymi neutrofily generovany radikdly, jez
predstavuji dstiedni faktory pro vznik zdnétu. Akndzni papulo-pustule je ve své podstaté
umocnénou 1ézi, navozenou migrujicimi neutrofilnimi leukocyty. Pfedstava Iékaitu je takova,
Ze je mozné dosdhnout sniZzeni schopnosti pohybu migrujicich vicejadernych bunék pomoci
ordlné poddvané netoxické piirodni latky s icinkem proti témto radikdliim. Za timto ucelem
byl ziskdn vytazek ze semen slunecnice. U téchto semen bohatych na polyfenoly, které jsou
pfedstavované zejména fenolovymi kyselinami (napf. kyselinou chlorogenovou), byla
experimentdlné vyhodnocena inhibujici aktivita vi¢i migrujicim leukocytiim. Polyfenoly maji

ucinek pouze proti radikdlim z leukocytti, nikoli na samotnou pokoZzku.
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Vytazek ze semen sluneCnice byl ziskdn vyuZitim odtucnénych semen pii procesu drceni.
Byl zjemnén na prések,jehoZ ¢asti jsou mensi neZ 0,5 mm. Prasek je extrahovin alkoholem
(96% ethanol). Extrakt byl pfipravovdn v poméru 1 dil na 10 dilt alkoholu po dobu 24 hodin
za stalého michdni pii bézné teploté okolniho prostiedi. Filtrat byl odpafovan az do chvile
ziskdni hmoty zbavené rozpoustédla, piedstavujictho samotny extrakt. Ten obsahuje
polyfenoly okolo 10% své véhy.

Vysledky ukazuji, Ze kyselina chlorogenova jako hlavni sloZka polyfenolového extraktu ze
slune¢nicovych semen vykazuje vyraznou aktivitu vi&i pohybu leukocyti (ICso=10° mol/l).

Takov4 aktivita umoZfiuje zabranit hnisavému procesu 1ézi primarniho akné.'®

4.3 Alelopaticka aktivita

Alelopatie (allelopathy) je odvétvim aplikovanych véd, které se zaméfuje na biochemické
interakce rostlina-rostlina a rostlina-mikroorganismy.**

Problematika plevelti predstavuje dilezitou c¢ast zemédélského vyzkumu. NeuvaZené
uzivani herbicidil vyustilo v narast vyskytu rezistence pleveli k nékterym skupindm herbicidi
(jako jsou napf. triaziny a dinitroaniliny), ddle posun v populaci plevel smérem k druhtim,
které jsou blizce piibuzné k plodindm, které napadaji. Kromé& toho nadmérné pouzivani
herbicidii mélo za ndsledek zneé&igtovani Zivotniho prostfedi a pridruzend zdravotni rizika.*'”*

Je velké mnozstvi vysSich rostlin, které prokazuji potlacovatelské tcinky na dalsi rostliny
v jejich okoli, ale pouze n€které z nich prokazaly uc¢inky na plevelu a patogenech. Nékolik
studii ukdzalo, Ze druhy slune¢nice obsahuji chemické substance, které maji alelopatické
vlastnosti.*' Sluneénice roéni (Helianthus annuus) ma velky alelopaticky potencidl a inhibuje
rust sazenic plevell. Padni studie prokdzaly, Ze biomasa plevelii je stejné¢ redukovdna
v kultivarech slunecnic jak s oSetfenim, tak i bez oSetfeni herbicidy. Rostliny maji svoje
vlastni obranné mechanismy a alelochemické latky jsou ve skute¢nosti ptirodnimi herbicidy.
Prostfednictvim izolace, identifikace a syntézy téchto aktivnich sloucenin z alelopatickych
rostlinnych druhii je moZno vyuZit alelopatii v zem&dé&lstvi.’® Alelopatie miZe, vyvojem
pestovanych druhti s vétsi schopnosti potlacovat rast plevelll, pouzitim piirodnich fytotoxini
zrostlin ¢i mikrobil jako herbicidii a uzitim syntetickych derivati piirodnich latek jako

herbicidii, pomoci pii téchto problémech.”*
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Je dutlezité vyvinout efektivngj$i a selektivnéjSi extrakéni metody k ziskani biologicky
aktivnich latek z rostlinnych materidli. Jednou z alternativ je superkritickd fluidni extrakce
(SFE). SFE metody casto zahrnuji vyzkum mnoha proménnych, které mohou ovlivnit
efektivitu extrakce. Pfi této extrakci byl jako rozpoustédlo pouzit oxid uhli¢ity z diavodu jeho
relativné nizké kritické teploty, netoxicity, nehotlavosti, dobré rozpoustéci sily, pro snadnost
odstranéni z produktu a nizkou cenu. Tato metoda poskytuje Cisté extrakty a redukuje pouziti

v 17 . . v ¥ 41
pro prostiedi agresivnich rozpoustédel.

4.4 Antimykoticka a antimikrobialni aktivita

Jednim z diilezitych predpokladi testovani antimykotické aktivity in vitro je neexistence
univerzalni metody pouZitelné pro vSechny typy testovanych latek a hub.

Terpenoidy ziskané z Helianthus annuus maji antimykotickou aktivitu. Seskviterpenové
laktony a diterpenové kyseliny izolované z kultivované slune€nice byly zkouSeny pro jejich
ucinky na rast dvou ekonomicky dilezitych patogentii slunecnice a dalSich kulturnich plodin.
Témito patogeny jsou Verticillium dahliae a Sclerotinium sclerotiorum.

Smés dvou diterpenovych kyselin, kaurenové a angeloylgrandiflorové, byla nejsiln¢jSim
inhibitorem riistu hyf (bunék vldknitych hub tvoficich fetézce). Slechténim rostouci mnoZstvi
téchto terpenoidi ve slune¢nici miiZe vylepSit pfirozenou rezistenci k houbovym

o 2
patogentim.”

Antimikrobidlni aktivita nékterych biologicky aktivnich heliangolidt z Helianthus annuus
byla testovana proti bakteriim a houbam.

Germakranolid 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin byl nejsilnéjSim inhibitorem proti
bakterii (Bacillus brevis a Proteus vulgaris), zatimco O-ethylniveusin B byl vice aktivni proti

houbam (Eremothecium ashbyi) nez niveusin B.%
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4.5 Akutni toxicita a fototoxicita

4.5.1 Uvod

Veskery Zivot na Zemi je zatiZzen expozici nebezpecnych latek unikajicich do ptirody. Jedna
se 1 o latky, jejichz ucinky na Zivé organismy jsou zndmy jen zCdsti nebo vibec. Prvni,
pomérné rychle ziskatelny tdaj o nebezpecnosti latky poskytuje jeji akutni toxicita. Hledaji se
alternativni metody stanoveni akutni toxicity, které by mély poskytovat adekvatni informace
jako pokusy provadéné na obratlovcich. Alternativni metody maji v toxikologii a
xenobiochemii dlouhou tradici, jsou vyuZivany nejen z divodi etickych, ale i informacnich a
ekonomickych.

Alternativni metody a testy zahrnuji nejen vyuZiti niZSich organismil a rostlin nebo jejich
¢asti, testy in vitro sizolovanymi bunikami nebo tkdnovymi kulturami, ale i pocitaCové
modely, které nejCastéji vyuZzivaji technik analyzy QSAR nebo toxikokinetickych pravidel.

Hlavnimi pfednostmi testu na cCervech 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 chemikdlii a
chemickych ptipravki. Byly pouZzity na pielomu 50. a 60. let ke stanoveni toxicity pro zdsadni
prace, které vedly k predikénim metoddm typu analyzy QSAR (Quantitative Structure —
Aktivity Relationship, tj. kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou chemikalii a jejich
biologickou Gc¢innosti).

Experimentédlni metodika screeningového testovani pomoci Tubifex tubifex Miill. je soucasti
navrZzeného a propracovavaného testu, ktery se provadi na Katedfe farmaceutické botaniky a
ekologie, a je navrZzena pro ovefovani akutni toxicity a fotosenzibilizacnich vlastnosti

testovanych latek.

4.5.2 Popis testovaného organismu

Niténka obecnd (Tubifex tubifex Miiller) nédlezi do kmene
krouzkovcli (Annelida), tfidy madlosStétinatci (Oligochaeta).
Jejich Zivotnim prostfedim jsou toky se znacnym organickym
zneciSténim. Vyskytuje se na dné koryt v bahné v kandlcich,

které si slizem zpevnuji, a to do hloubky okolo 10 cm. Na

misté vyskytu najdeme vZdy kolonii ¢itajici tisice jedinct.

Obr.16>*
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Pohybuji se kontrakcemi podkozni svaloviny. Jako opora jim slouzi Stétiny, kterymi se
zachytdvaji podkladu. Za potravu jim slouZi detrit a bakterie, pficemZ nevybiraji jednotlivé
¢asti potravy, ale pohlcuji veSkery materidl na dné. Nestravitelné zbytky pak vyvrhuji andlnim
otvorem. Za 24 hodin zpracuji mnoZzstvi materidlu rovnajici se 4-5ndsobku jejich véhy.
VSsichni malostétinatci dychaji celym povrchem téla.

Na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie je Tubifex tubifex chovan v akvériu s 6 cm
vrstvou pisku a 8 cm vody. Svételny reZim den:noc je 10:14 hodin. Akvéarium je 24 hodin

denné provzdusiovano, koncentrace kysliku je 8 mg/l, teplota 20 + 2°C, pH 7,5 £ 0,1.

4.5.3 Metodika testovani

Vlastni test probihd ve 24jamkovych mikrotitraCnich destickach, coz plné¢ odpovida
nejnovejSim trendim v ekotoxikologii a screeningové toxikologii viibec, tj. miniaturizace
uspofadéni, dspora experimentdlnich organismli a zdroven daleko mensi spotfeba neZ je pii
klasickém uspofadédni v Petriho miskéch.

Pti kazdém pokusu byl zdroven s fotosenzibilizujicimi latkami testovdn chlorid manganaty

(MnCl,) jako standardni toxin, ktery ovétoval standardnost experimentélnich organismi.

4.5.3.1 Priprava testované latky

Mnozstvi toxinu odpovidajici nejvyssi koncentraci bylo navdzeno a rozpusténo v zabrusové
zkumavce v 2% roztoku dimethylsulfoxidu. K rozpusténi byla vyuZzita ultrazvukova lazen.

Vv

Z tohoto vzorku byly pfipraveny roztoky o nizsi koncentraci tzv. ptlovym fedénim.

4.5.3.2 Priprava experimentalniho organismu

Den pted pokusem bylo z chovu oddéleno dostate¢né mnoZstvi maloStétinatcti potiebnych
pro experiment. Niténky byly 24 hodin pfed pokusem nekrmeny a udrZovany pii konstantni

teplot& 20°C. Pro pokus byli vybrani dospéli jedinci v rozmezi 0,0140 — 0,020 g.

4.5.4 Postup
4.5.4.1 Predbézné testy

U kazdé testované latky byly nejprve provedeny predbézné testy, které slouzi k odhadu
citlivosti testovaného organismu k danému toxinu. Pfi pfedbéZnych testech se zkouma S§ir§i
rozsah koncentraci. Podle jejich vysledka se zvoli oblast koncentraci k vlastnimu testovani

tak, aby pii nejvyssi koncentraci reagovaly vSechny organismy a pfi nejniz§i koncentraci

nebyl zasazen Zadny organismus.
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4.5.4.2 Popis pracovniho postupu vlastniho testu

Na pocatku kazdého testovani je proveden test se standardnim toxinem - MnCl, 24jamkova
desti¢ka je vystavena pusobeni toxinu po dobu jedné hodiny celkem v Sesti koncentracich a
tfech paralelnich stanovenich. Po uplynuti stanovené doby je vyhodnocena mortalita.

Na zédklad¢ ziskdni standardnich vysledkii vyhodnoceni mortality standardniho toxinu
(MnCl,), jehoZz indexy akutni toxicity byly stanoveny dlouhodobym sledovanim, ECso MnCl,
byla stanovena 68,04 mmol/l, ptistoupime k vlastnimu testovani.

Ptipravime koncentra¢ni fadu alespon dvanicti fedéni, které je dosaZeno postupnym
fedénim vychoziho koncentratu testované latky, umisténou do dvou 24jamkovych
mikrotitracnich desticek ve tfech paralelnich stanovenich.

Do kazdé jamky mikrotitra¢ni destiCky umistime Sest jedinci. Pod stereomikroskopem
oveéiime jejich nezdvadnost a vitalitu. Posléze pfiddme testovany toxin. Mikrotitracni desticky
umistime pod UV lampu (366nm; 0,3W.cm?) za standardni teploty 20 + 0,5°C. Pfi kazdém
experimentu mame zachovdny kontroly jedinci bez fotosenzibilizacnich latek a zaroven i
temnostni kontrolu, tj. vliv fototoxinti bez UV zéfeni.

Po zvolené dobé€ ozafovani dochdzi ihned k vyhodnoceni pod stereomikroskopem.

4.5.5 Vyhodnoceni
Existuje vice hodnoticich parametrii. V naSem piipadé¢ byly zvoleny dva endpointy —

1 b4 , 48,4
mortalita a poskozeni.***

4.6 Aktivita karnitinu

Acetyl-L-karnitin a L-karnitin ze semen jsou nutraceutika pouzivdna k lécb¢
neuropsychiatrickych poruch zahrnujicich pfedevS§im Alzheimerovu chorobu, stafecké
deprese, nestafecké deprese a schizofrenii. Klinickd odpoveéd’ u starSich pacientt, ktefi se 16¢{
antidepresivnimi latkami se projevi tlevou v priméru okolo dvanécti tydnti. Lécba novejSimi
antidepresivy se ale projevuje vznikem vedlejSich ucinkt, které jsou u této populace pacientii
zneklidiiujici. Proto je snaha pracovat na vyvoji novéjSich antidepresivnich latek. Jednim

z kandidat je acetyl-L-karnitin. Je to molekula, kterd je organismu vlastni, vyskytuje se

v lidském mozku a ma jenom velice malo vedlej$ich G&inkd.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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1. VSeobecné postupy

1.1 Extrakce

Extrakce piedstavuje prvni krok pii izolaci latek.™

Je to délici metoda, ptfi niZ se vyuziva rozdilné rozpustnosti jednotlivych slozek vzorku
v riznych rozpoustédlech. Tato metoda je tedy zaloZend na ptfechodu latky z jedné kapalné
faze do faze druhé, resp. na pfechodu latky z fize pevné do fize kapalné. Podle provedeni
rozezndvame extrakci tuhé latky kapalinou (pf. macerace) a extrakci kapaliny kapalinou (pf.

vytfepavani) a to bud’ za studena nebo za zvysené teploty.™

1.1.1 Macerace

Jednd se o jednostupniovou nebo nékolikandsobnou extrakci drogy, pfi niZ se pevna faze
rozmichd srozpoustédlem a zfiltruje. Stupenn extrakce se pochopitelné zvysi dokonalym
rozdrobnénim pevné latky, prebytkem rozpoustédla a michanim,” které md byt v prib&hu
pfedepsaného casu dostatecné intenzivni. Provaddi se v dobfe uzavienych, pfed svétlem

chranénych nadobach.”

1.1.2 Vytfepavani

Extrakce kapaliny kapalinou je zaloZena na rozd€lovani rozpusténé latky (latek) mezi dvé v
podstaté¢ nemisitelnd rozpoustédla; prvnim byva v prevazujicim poctu piipadi voda, ve
druhém odpovidajici, dostate¢né nemisitelnd rozpoustédla. Tento postup je bézné pouzivan k
hrubému dé€leni upraveného sumarniho extraktu na frakce, v nichz jsou soustfedény latky o
pFiblizné stejné polaritd.” Uginnost vytiepavéni zavisi na rozdélovacim koeficientu dané litky
v obou fazich. Latka mize byt z roztoku extrahovana bud’ jednou nebo opakovanymi ddvkami

rozpoustédla.®® K vytfepavani se pouZivaji délici nilevky nejlépe hruskovitého tvaru.*

1.2 Filtrace

YV Wev s

Filtrace je jednou z nejbéznéjSich operaci; v jejim priabehu dochédzi k oddélovani pevné fize
od fazi ostatnich pomoci propustného materidlu, ktery pevnou fazi zachycuje a dovoluje
prostup fazim ostatnim.”® Filtrace ma byt krom& G&innosti dostate¢né rychld, nemd s ni byt

spojena zbytecna ztréta filtrovaného materidlu.
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Filtrace slouzi ve fytochemii ke dvéma cilim: k ¢isténi extraktii na jejich cesté vedouci k

ziskén{ individui a k odd&lovani krystalii od mate&nych louhd.”

1.3 Odparovani (zahust’ovani)

Ve fytochemické laboratofi je obvyklejsi odpatovéni za sniZzeného tlaku.

Nejvétsi uplatnéni nalezla rotacni vakuovd odparka typu Biichi. Baiikka s odpafovanou
tekutinou, otacejici se v Sikmé poloze kolem své osy je pfipojena k G¢innému vodnimu
chladici prostfednictvim motorové jednotky. Rotaci se na vnitini ploSe neustdle obnovuje film
kapaliny a za soucCasného stejnomeérného ohievu barnky ve vodni ldzni probihd odpatovéani

z tohoto velkého povrchu stejnomérné a rychle.*

1.4 Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikdlné-chemicky separacni proces, pouzivany k déleni smési latek na
jednotlivé slozky. V jeho prubéhu se tyto sloZky (anebo alespont nékterd z nich) pohybuji
nestejnomérné v systému dvou fazi: staciondrni (adsorbent) a mobilni (rozpoustédlo, eluent).
Ma tfi zdkladni faze: naneseni vzorku, dé€lici proces a detekei.’®¥
Chromatografii lze podle uspofdddni aparatury rozdé€lit na chromatografii v ploSném

uspofadéni (tenkovrstvou, papirovou) a chromatografii kolonovou (sloupcovou).™

1.4.1 Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC)

Déleni smési latek probihd na zdkladé kapilarniho nasdvani rozpoustédla stacionarni fazi,
protoze deska je svou dolni hranou ponofena do elu¢ni soustavy v chromatografické nadob¢
(komote). Vyvijeni chromatogramii se provadi zdsadné v uzavienych nddobach.*® Oblibené
jsou komer¢n¢ vyrdabéné TLC chromatogramy, kde vrstvicka sorbentu obsahuje piimés
fluorescenéni latky s maximem fluorescence pfi 254 nm (event. 366 nm).*’ Pfitom se
uplatiuji podle povahy sorbentu a slozeni mobilni fdze vSechny zndmé principy
chromatografického déleni a to bud’ kazdy sdm nebo ve vzdjemné kombinaci. Tento typ
umoZiiuje vykonné déleni.*®
Vyznamnou ptednosti TLC je snadnost detekce bezbarvych latek pomoci univerzadlnich

detek¢nich cCinidel. Detekuje se v prvni fazi ultrafialovym zéfenim (UV), v druhé fazi
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postfikem nespecifickymi ¢inidly. Detekce selektivnimi nebo specifickymi €inidly je posledni

fazi pii odkryvani uréitého strukturniho typu latek.™

1.4.2 Sloupcova (kolonova) chromatografie

Pti kolonové pracovni metodice se smés latek, urcend k déleni, vnese vhodnym zpisobem
na adsorbent v chromatografické trubici, na kolonu se vléva eluent, ktery z kolony vytéka (a
obsahuje komponenty délené smési), nazyva se eludt a jimd se po frakcich konstantniho

objemu.”
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2. Potreby

2.1 Rozpoustédla
Diethylether

Ethanol (EtOH)

Ether

Ethylacetat (EtOAc)
Chloroform (CHCl;)
Methanol

Voda destilovana (H,O)

2.2 Chemikalie
Amoniak 25%

o-amyrin

Berberin
2,6-dibromchinonchlorimid
Dusi¢nan bismutity

Fast blue B

Hydroxid sodny (NaOH)
Cholesterol

Jodid draselny

Kvercetin

Kyselina chlorista 70% (HClO.)
Kyselina chlorogenova
Kyselina chlorovodikova 35% (HCI)
Kyselina kdvova

Kyselina mravenci
Kyselina octova

Kyselina oleanolova
Kyselina palmitova
Kyselina vinna

Rutin

Sitosterol

Vanilin
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2.3 Detekéni &inidla®’

D1: detekce alkaloidu a dusikatych sloucenin

Dragendorffovo cinidlo podle Muniera: roztok tetrajodobismutitanu (Bily)

Roztok A: 1,7 g zésaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo rozpusténo
v 80 ml destilované vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody.

Zasobni roztok byl pfipraven smichdnim roztoku A a B v poméru 1:1 (V/V), ktery mize byt
uchovavan po n€kolik mésicii v lednici.

Posttikovaci roztok byl ptipraven rozpousténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované vody
a pridanim 5 ml z4dsobniho roztoku. Alkaloidy jsou po reakci s detek¢nim ¢inidlem zbarveny

oranZove.

D2: detekce fenolickvch slouc¢enin

Fast blue salt reagent (FBS)

Fast blue B: 3,3 ‘-dimethoxybiphenyl-4,4 ‘-bis(diazonium)-dichlorid

Roztok A: 0,5 g FBS B bylo rozpusténo ve 100 ml vody.

Roztok B: 10% ethanolovy roztok hydroxidu sodného.

Chromatogram byl nejprve postiikdn Cerstvé pfipravenym postiikovacim roztokem A. Po

ususeni byl chromatogram opét postiikan roztokem B. Vznikaji rizné zbarvené skvrny.

D3: Vanilinové ¢inidlo

Cinidlo bylo pfipraveno t&sné pred detekci smisenim roztoku 1% vanilinu v 96% EtOH s 3%
kyselinou chloristou v poméru 1:1. Po postfiku ¢inidlem byl chromatogram zahiivin pfii

teploté 200°C. Pozitivni reakce se projevuje vznikem razné zbarvenych skvrn.

D4: Gibbsovo ¢inidlo

2,6-dibromchinonchlorimid
Po postiiku Cerstvé pfipravenym 0,4% methanolovym roztokem 2,6-dibromchinonchlorimidu
byl chromatogram umistén do komory obsahujici 25% hydroxid amonny. Fenolické

slouceniny tvofii s ¢inidlem Zluté az hnédé skvrny podle doby plisobeni hydroxidu amonného.
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D5: UV A=254 nm

Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm. Pozitivni reakce se

projevuje vznikem rizné tmavych skvrn, ve kterych je zhdsen fluoreskujici luminofor vrstvy

chromatogramu.

D6: UV 2=366 nm

Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pfi vinové délce 366 nm. Pozitivni reakce se

projevuje vznikem fluoreskujicich skvrn rizného zbarveni.

2.4 Vyvijeci soustavy pro chromatografii
S1:
S2:
S3:
S4:
S5:

CHCl; — EtOH

EtOAc - HCOOH - CH3COOH - H,O
96% EtOH

EtOH - CHCL;

EtOH - CHCL;

2.5 Chromatografické adsorbenty

95:5
100:11:11:26

9:1
8:2

TLC hlinikova f6lie silikagel 60 F 254 20x20 cm, tloustka vrstvy 0,2 mm (Merck)

Sephadex LH 20 pro sloupcovou chromatografii

2.6 Pristroje

Digitalni stopky Eurochron
Digitalni vahy KERN 572-33

Digitalni vdhy analytické ADA
UV lampa Camag 254/366 nm

Ultrazvukovd 1dzet SONOREX SUPER 10P

Vakuové odparka Buchi Rotavapor R-114

Dusikova bomba
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3. Izolace

A. KLICKY

3.A.1 Material

Materidlem byla semena slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.), zakoupena v obchod¢

(ur€ena jako krmivo pro ptéky).

3.A.2 Postup

100 g slune¢nicovych semen bylo rozprostfeno na vatu a po dobu péti dni pravidelné
provlhéovdno. Po vykliceni semen byly klicky oldmédny. Bylo ziskdno 11,697 g klicki.
Téchto cca 11 g se v tfence s té€rkou rozdrobilo a rozetfelo s malym mnoZstvim etheru. Tato
hmota byla ddna do Erlenmayerovy banky a zalita etherem (celkové mnozstvi pouzitého

etheru bylo 60 ml). Extrakt byl zfiltrovan.

3.A.3 Pouziti extraktu k diukazu alkaloidua

K dikazu alkaloidl byl pouzit zakoncentrovany extrakt, ktery byl nanesen na TLC desku,
vedle byl nanesen standard berberinu.
Soustava: S1
Komora: nasycend
Vyvijeni: 1x
Detekce: D1
Chromatogram byl postiikdn Dragendorffovym ¢inidlem a bylo pozorovano, zda

vzniknou skvrny oranZové ¢ervené barvy.

3.A4 Zavér

Na chromatogramu se objevila pouze charakteristicky zbarvend skvrna standardu a na drize

zkoumaného extraktu se neobjevilo nic. Alkaloidy tedy v extraktu prokdzany nebyly.
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B. SLUPKY

Slupky ze semen slunec¢nice byly zkoumany na zdklad¢ objeveni pilotni studie,

kterd se zabyvala produkci potravinovych antioxidantti z téchto slupek.

Obr. 17"

3.B.1 Material

Materidlem byla semena slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.), zakoupena v obchod¢

(ur€ena jako krmivo pro ptéky).

3.B.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu
3.B.2.1 Postup

Ze slunecnicovych semen byly vyloupdnim ziskany slupky.

Nejprve byla provedena extrakce 4 g drogy pro orientacni zjisténi, zda bude v ziskaném
produktu pomoci TLC potvrzena pfitomnost kyseliny kdvové. Poté byla stejnym postupem
provedena extrakce vét§tho mnoZzstvi drogy (25 g). Bylo ziskdno 5 vzorki, u kterych byla dédle
zkouSena antioxida¢ni aktivita pomoci DPPH radikélu.

a) Postup byl provadén podle vySe zminéné studie, ze které byla ziskdna informace, ze
porovndnim slozeni slupek pted a po odtu¢néni nebyly ptivodni obsahy bilkovin a celkovych
fenolit zménény.

4 g slupek byly navdZzeny do 100 ml Erlenmayerovy banky a rozpustény v 80 ml
rozpoustédla (EtOH/voda 60:40). Banka byla piekryta alobalem a byla provedena extrakce
umisténim do ultrazvukové termostatické 1azné€ pii laboratorni teploté, stupni intenzity 7 po
dobu 60 minut. Poté byl obsah doplnén na 100 ml, baiika udrZzovdna po dobu 4 hodin v lednici
a nakonec byl extrakt prefiltrovdn filtraci za sniZeného tlaku (Biichnerova ndlevka pokryta
kotouckem filtra¢niho papiru) a odd¢€len tak od pevného podilu.

Do péti zkumavek bylo odebrano po 1 ml ziskaného svétle Zlutého extraktu. Do kazdé
zkumavky byl ptfiddn 1 ml 2,5 N NaOH (odpovidd 5g v 50 ml NaOH). Alkalickd hydrolyza
byla postupné zastavovana okyselenim s 1 ml 2,5 N HCI (odpovidad 2,5 ml HCI a 9,14 ml
vody). Hydrolyzované €asy zkouSeni byly od prvni k paté zkumavce 5, 15, 60, 120 a 180

minut.

57



Zkumavka ¢€.1 — hydrolyza zastavena po 5 minutich — ¢ird, tmava kapalina

¢.2 15 - zakalend, svétlejsi kapalina

¢.3 60 - zakalena, tmavsi nez ve zkumavce ¢.2
atd.

Tento hydrolyzovany a okyseleny extrakt byl vytfepdvdn ethylacetitem (A) a
diethyletherem (B). Extrakt byl nejprve promyt 3x 3 ml jednoho rozpoustédla (A). Hofejsi
organickd vrstva byla spojena a zbytkovd vodni vrstva byla ndsledné¢ promyta 3x 3 ml
druhého rozpoustédla (B). Podle vysledka studie bylo z ethylacetdtového podilu na rotaéni
vakuové odparce za sniZzeného tlaku odpatreno rozpoustédlo.

Bylo tak ziskdno 5 vzorki.

b) K25 g slupek bylo pfidino 250 ml rozpoustédla (EtOH/voda 60:40). Déle bylo
postupovdno podle postupu a). Hydrolyzovany a okyseleny extrakt byl vytfepidn pouze

ethylacetdtem a po odpafeni bylo ziskdno celkem 976 mg suchého extraktu (Tab.3).

Tab.3
vzorek C. 1 2 3 4 5
doba hydrolyzy 5 15 60 120 180
(min.)
zakalena, zakalena,
¢ira, oranzovo- oranzovo- ¢ira, zluta, ¢ira, zluta,
vzhled roztoku svétlounce |okrova, okrova, tmava horni |tmava horni
zluta tmavs$i horni |tmavsi horni | vrstva vrstva
vrstva vrstva
suchy extrakt (g) 0,1983 0,2837 0,2131 0,1211 0,1602
celkem 976 mg
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3.B.2.2 Schéma pripravy antioxida¢niho produktu — b)

Slupky slune€nicovych semen (25 g)

!

Extrakce EtOH/voda 60:40, pH 5
(pomoci ultrazvukové 1dzn¢ SONOREX)

25°C, intenzita stupn¢ 7, 60 min.

!

4 hod. pii 4°C v temnu

!

Filtrace

!

Alkalickd hydrolyza (5 zkumavek) s NaOH

!

Okyseleni konc. HCI
po 5, 15, 60, 120 a 180 min.

!

Obnova fenola ethylacetdtem

(3x vytfepavani)

!

Odpatovani rozpoustédla na vakuové odparce
1,065 kPa, 40-50 °C

a dusikovou bombou

!

Antioxida¢ni produkt

976 mg
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3.B.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

3.B.3.1 Orientacni tenkovrstva chromatografie
K diikazu ptitomnosti fenoli bylo na TLC desku naneseno 5 vzorkl ziskanych extrakci 4 g
slupek slunec¢nicovych semen spolecné se dvéma standardy — kyselinou kdvovou a kyselinou
chlorogenovou (chromatogram €.1).
Soustava: S2
Komora: nasycend
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve D5, D6
poté D2
Chromatogram byl prohlidnut pod UV lampou a poté postiikdn Cinidlem na
polyfenoly.

Ve vSech vzorcich byla detekovana kyselina kdvova.

3.B.3.2 Tenkovrstva chromatografie vzorki z postupu b)

Stejné jako u orientacni tenkovrstvé chromatografie bylo na TLC desku naneseno 5 vzork,
které byly ziskdny v postupu b) (z 25 g slupek slune¢nicovych semen). Byly naneseny stejné
standardy (viz vyse).

Soustava: S2
Komora: nasycend
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve DS, D6
poté D2
Chromatogram byl prohlidnut pod UV lampou a poté postiikdn Cinidlem na
polyfenoly (chromatogram ¢.2).

UV detekce pti A=254 nm je dokumentovdna na chromatogramu ¢.3, kde se objevila tmava
skvrna na draze standardu kyseliny kavové i vSech péti vzorkt. Stejné byla dokumentovéna i
detekce pfi A=366 nm na chromatogramu ¢.4, kde se pozitivni reakce projevila modie

fluoreskujicimi skvrnami.

Frakce €.1 byla posldna na GC/MS analyzu. Nebyly detekovany Zadné mastné kyseliny.
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C. LISTY

3.C.1 Material

Ke zpracoviani byly pouzity listy slunecnice rocni
(Helianthus annuus L.), ziskané legdlnim sbérem na poli
soukromého zeméd€lce vobci Rohozec u Kutné Hory
v ¢ervenci 2004. Rostliny dle cestného prohldseni péstitele
nebyly chemicky oSetfeny. Rostlinny materidl byl susen na
Katedife Farmaceutické botaniky a ekologie a byl drcen na

kladivovém mlynu. Vychozi hmotnost drogy pouzité ke

zpracovani Cinila 700 g listh.

3.C.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu
3.C.2.1 Postup

Ke 100 g susenych rozdrobnénych listt Helianthus annuus L. bylo pfidano 500 ml 80%
EtOH (pfedem pfipraveného ziedénim 96% EtOH s destilovanou vodou). Kédinka byla
piekryta alobalem a byla provedena extrakce sonikaci v ultrazvukové ldzni pti laboratorni
teploté, stupni intenzity 10 po dobu 20 minut. Poté byl extrakt pfefiltrovan pres sklddanou
gdzu a odd¢len tak od pevného podilu. Tento postup byl proveden celkem 7krat (celkova
hmotnost extrahované drogy byla 700 g).

Ziskané filtraty byly spojeny do baiikky a zahusStény na rotacni vakuové odparce za
snizeného tlaku pti teploté¢ 40-50 °C, ¢imZ byl odstranén EtOH a pievdznd Cast vody.
Chlorofyl ztstal ulpély na sténdch banky. Pro jeho alesponn hrubé odstranéni byl tmavohnédy
zahusStény extrakt prelit do Cisté banky a dale odpafovan. Pro tplné odpaieni dosucha byla
barikka umisténa do exsikdtoru.

Bylo ziskdno 24,71 g suchého extraktu. Pevny podil byl vysusSen a ze 100 g drogy bylo

ziskdno 90,5 g suSiny.
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3.C.2.2 Schéma extrakce lista

Listy (700 g)

!

Extrakce 7x 500 ml 80% EtOH
(pomoci ultrazvukové 1dzn¢ SONOREX)

25°C, intenzita stupné 10, 20 min.

!

Filtrace

!

Zahusténi na vakuové odparce

1,065 kPa, 40-50 °C

!

Exsikator

!

Suchy extrakt
2471 g

3.C.3 Sloupcova chromatografie

3.C.3.1 Provedeni prvni sloupcové chromatografie - orienta¢ni

K 2,5072 g sumarniho suchého extraktu bylo ptiddno 6 ml 80% EtOH. Pro tplné rozpusténi
byla kddinka umisténa na 10 minut do ultrazvukové 1azné pii stupni intenzity 10. Tento
extrakt byl délen na sloupci Sephadexu LH 20.

16 g Sephadexu LH 20 bylo ptelito vrstvou 80% EtOH tak, aby cely objem Sephadexu LH
20 byl ponoien. Sephadex LH 20 byl v rozpoustédle nechdn 2 hodiny nabobtnat (pomér
nabobtnani 1:2,5). Jeho nalitim pfi soucasné mirné¢ otevieném odtoku byla pfipravena
chromatografickd kolona. Ve form¢ roztoku byla na kolonu nanesena pouze polovina
ptipraveného extraktu.

Délka kolony: 26 cm

Primér kolony: 2,3 cm
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Sloupec Sephadexu LH 20: 20 cm
Priitokova rychlost: 79 kapek/min.
Kolona byla kontinudlné vymyvdna 80% EtOH. Jednotlivé frakce byly jimdny podle

viditelnych barevnych z6n. Celkem bylo odebrano 10 frakci.

Tab.4: Sloupcova chromatografie sumarniho 80% ethanolového extraktu

Frakce
¢é. Eluent Popis frakce
0 80% EtOH bezbarva, zakalena
1 80% EtOH zlutooranzova
laz?2 80% EtOH oranzova
) 80% EtOH ¢ervenohnéda (na koloné
nejtmavsi prstenec)
3 80% EtOH oranzova
4 80% EtOH svetle oranzova + bilé
shluky uvnitf
5 80% EtOH oranzovozelena + bilé
shluky uvnitf
zelend + tmavé shluky
6 80% EtOH uvnitt
7 80% EtOH zlutozelena
Z 80% EtOH svétle Zluta

U vSech frakci byla provedena tenkovrstvd chromatografie, ¢imZ bylo monitorovano
kvalitativni sloZeni frakci. Pfi prvni orientacni tenkovrstvé chromatografii se na drdze frakci
0, 1, 7 a Z neobjevila zddnd skvrna. Na dal$i dva chromatogramy byly uZ naneseny pouze

frakce 1-2 az 6. KaZzdy byl detekovan jinym ¢inidlem.

Frakce: 1-2 aZ 6 (chromatogram ¢.5, ¢€.6)
Soustava: S3
Komora: nasycend
Chromatogram ¢.6 byl po postiiku opét umistén do komory, kterd byla sycena
parami amoniaku.
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve DS, D6
poté D3 (chromatogram ¢.5), D4 (chromatogram ¢.6)
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Chromatogramy byly prohlédnuty pod UV lampou a poté postiikdny raznymi
Cinidly.

Na chromatogramech se pozitivni reakce pti D5 projevuje vznikem tmavych skvrn, které
byly zakresleny kruhem, fluoreskujici skvrny pti D6 byly zakresleny ¢tvercem.

Frakce ¢.4 a 5 obsahovaly bilé shluky, ve frakci ¢.6 byly shluky tmavé. Na TLC se
projevilo, ze frakce ¢.5 a 6 obsahovaly chlorofyl. Na chromatogramu ¢.6 byly Gibbsovym
¢inidlem ve frakcich ¢€.3, 4 a 5 detekovany fenolové slouceniny. Modré skvrny viditelné na

chromatogramu jsou faleSnou reakci.

Tato chromatografie byla provedena pro orientaci. Cilem bylo zjistit, jak se dany extrakt
bude délit. VSechny frakce obsahovaly hodné latek, nepodatilo se ndm timto délenim ziskat

frakci, kterd by obsahovala ¢isté latky.

3.C.3.2 Provedeni druhé sloupcové chromatografie

K 2,32 g sumérniho suchého extraktu bylo ptiddno 40 ml 96% EtOH. Pro tplné rozpusténi
byla kddinka umisténa na 30 minut do ultrazvukové 14zné& pfi stupni intenzity 10. Odpafenim
byl extrakt zkoncentrovdn na niz$i objem. Tento extrakt byl délen na sloupci Sephadexu
LH 20.

100 g Sephadexu LH 20 bylo pfelito vrstvou 96% EtOH tak, aby cely objem Sephadexu LH
20 byl ponoien. Sephadex LH 20 byl v rozpoustédle nechdn 2 hodiny nabobtnat (pomér
nabobtnani 1:2,5). Jeho nalitim pfi soucasn€é mirné¢ otevieném odtoku byla pfipravena
chromatografickd kolona. Ve formé roztoku bylo na kolonu naneseno 16 ml ptipraveného
extraktu.

Délka kolony: 54 cm
Primér kolony: 4 cm
Sloupec Sephadexu LH 20: 40 cm
Pritokova rychlost: 79 kapek/min.
Kolona byla kontinudlné vymyvdna 96% EtOH. Jednotlivé frakce byly jimdny podle

viditelnych barevnych zén. Celkem bylo odebrdno 35 frakci.
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Tab.5: Sloupcova chromatografie ethanolového extraktu

Spojené Frakce
frakce ¢. Eluent Popis frakce
0 96% EtOH bezbarva
1 96% EtOH béZzova
2 96% EtOH Zluta
3 96% EtOH oranzova
4 96% EtOH tmaveé oranzova
5 96% EtOH oranzovohnéda
6 96% EtOH oranzovohnéda
7 96% EtOH hnédocervena
8 96% EtOH | hnédocervend + shluky
9 96% EtOH | hnédocervend + shluky
10 96% EtOH | hnédocervend + shluky
11 96% EtOH | hnédocervend + shluky
12 96% EtOH | hnédocervend + shluky
13 96% EtOH | cervenohnédd +shluky
13-14 13-14 | 96% EtOH | ¢&ervenohné&dé +shluky
14 96% EtOH | cervenohnéda +shluky
15 96% EtOH zelenohnéda
16 96% EtOH zelenohnéda
17 96% EtOH zelenohnéda
18 96% EtOH oranzovohnéda
18 -20 19 96% EtOH oranZovohné&da
20 96% EtOH oranzovohnéda
21 96% EtOH oranzova
21-23 22 96% EtOH oranzova
23 96% EtOH oranzova
24 96% EtOH oranzova
25 96% EtOH Zlutooranzova
26 96% EtOH Zluta
27 96% EtOH Zluta
28 96% EtOH svétle Zluta
29 96% EtOH svétle Zluta
30 96% EtOH svétle Zluta
73 - 35 31 96% EtOH svétle Zluta
32 96% EtOH svétle Zluta
33 96% EtOH svétle Zluta
34 96% EtOH svétle Zluta
35 96% EtOH svétle Zluta
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U vSech frakci byla provedena tenkovrstvd chromatografie, kterd slouZzila jako voditko pro

jejich spojovani. Pomoci TLC bylo monitorovano kvalitativni sloZeni frakci.

Frakce: 0 — 35 (chromatogram ¢.7, €.8, €.9, ¢.10)
Soustava: S4
Komora: nasycend
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve DS, D6
poté D3

Na zdklad¢ TLC doslo ke spojeni téchto frakei: 13-14, 18-20, 21-23, 28-35. Ostatni frakce

zustaly v ptivodnim sloZeni.

Frakce ¢.8 aZ 14 obsahovaly bilé drobné shluky. Tyto frakce byly naneseny na zvl4Stni
chromatogram (¢.8). Od frakce ¢.8 do frakce €.26 se vzorky jevily zajimavé. VétSina frakci
obsahovala chlorofyl.

Dalsim krokem byla snaha o ziskdni a identifikaci vysraZzené hmoty ve frakcich ¢.9 a 10,
kterd byla nedispéSnd. Usazeninu nebylo moZné z filtraéniho papiru ani vymyt ani seSkrabat,
ve druhém piipad¢ zlstala v porech frity.

Byla provedena TLC, kde jsme nanesli frakci ¢.10 (Vz) spole¢né se standardy rtznych
latek. Na chromatogram ¢.11 byly vedle frakce ¢.10 (Vz) naneseny tyto standardy: kyselina
palmitovd, kyselina oleanolov4, sitosterol a a-amyrin. Na chromatogramu ¢.12 byly pouZitymi
standardy kyselina kdvov4, rutin a kvercetin. U frakce ¢.10 (Vz) svitila pfi detekci D6 spodni
skvrna modre, horni oranzové.

Na zdklad¢ vyhodnoceni chromatogramt pod UV lampou se frakce ¢.18-20 (V20) a frakce
¢.21-23 (V23) (chromatogram €.9) jevily vyrazné bohat$i na obsahové latky. Proto byly (V20
a V23) zkusmo naneseny se standardy cholesterolu a sitosterolu (chromatogram ¢.13).

Pro porovnéni byla z prvni chromatografické kolony vzata frakce ¢.5, z druhé frakce ¢.14

(chromatogram ¢.14).

Pro chromatogram ¢.11 byla mobilni fdzi smés EtOH - CHCl; v poméru 8:2 (S5), pro
chromatogramy ¢.12, 13,14 byla vyvijeci soustava spolecna — smés EtOH - CHCl; v poméru
9:1 (S4). Detekce byla provedena nejprve pod UV lampou, poté byly vSechny chromatogramy

postiikdny vanilinovym ¢inidlem (D3).
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Frakce ¢.14 byla posldna na GC/MS analyzu (plynovd chromatografie/hmotnostni
spektrometrie), kterd byla provedena na Geronto-metabolické klinice Fakultni nemocnice
v Hradci Krélové. Byla provedena derivatizace vzorki transesterifikaci mastnych kyselin na
methylestery. Vzniklé methylestery byly identifikovany pomoci reten¢niho ¢asu na plynovém
chromatografu s plamenoionizacni detekci (GC 8000 series, Fisons Instruments). Byly
detekovany stopy téchto mastnych kyselin: kyseliny kaprylové, palmitové a olejové.
Stanoveni jejich pomérného zastoupeni nemohlo byt provedeno vzhledem k jejich stopovym

koncentracim (zdznam viz ptilohy, str. 84).
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4. Biologicka aktivita - vysledky méieni

4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH radikalu

Antioxidac¢ni aktivita pomoci DPPH radikdlu (metoda SIA) byla stanovovana u slupek i u

80% ethanolového extraktu z listd sluneénice.

Pfi testovani extraktu ze slupek slune¢nicovych semen byly pouzity 3 — 4 mg z kazdého

z péti ziskanych vzorku (v postupu b)), které se rozpustily ve stejném mnoZstvi rozpoustédla

(50% EtOH).

Antioxidacni aktivita téchto vzorki byla velmi slab4, proto byly vzorky méfeny pouze ve

dvou koncentracich. Vzorky nebyly tpln¢ vysusené.

Aktivitu vykézal jen vzorek €.2 a 3 (Tab.6, 7). Vyznamnéjsi pokles absorbance DPPH byl

zaznamendn u koncentrovaného vzorku ¢.2 (19 mg vzorku + 3 ml 50% EtOH) (Tab.8).

Tab.6: vzorek ¢.2

1. méfeni |2. méfeni |3. méfeni pramér X 100 - x
absorbance | absorbance | absorbance
DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724
§ 1 mg/ml 0,3661 0,3396 0,3566 0,3541 95,09 4,91
> 0,5 mg/ml 0,3654 0,3594 0,3624 0,3624 | 97,31 2,69
Tab.7: vzorek ¢.3
1. méfeni |2. méfeni |3. méfeni pramér X 100 - x
absorbance | absorbance | absorbance
DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724
§ 1 mg/ml 0,3553 0,3539 0,3519 0,3537 | 94,98 5,02
> 0,5 mg/ml 0,3672 0,3629 0,3618 0,3640| 97,74 2,26
Tab.8: koncentrovany vzorek ¢.2
1. méfeni |2. méfeni |3. méfeni pramér X 100 - x
absorbance | absorbance | absorbance
DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724
vzorek 0,3478 0,3385 0,2993 0,3285| 88,21 11,79

68




Pro méfeni antioxida¢ni aktivity latek z 80% ethanolového extraktu z listi slune¢nice bylo
odebrdno potfebné mnoZzstvi ziskaného sumdrniho suchého extraktu, ktery byl rozpustén ve
stejném mnoZstvi rozpoustédla (50% EtOH). Postupnym fedénim byly pfipraveny nizsi

koncentrace.

Tab.9: 80% ethanolovy extrakt z listl

1. méfeni |2. méfeni |3. méfeni pramér X 100 - X
absorbance | absorbance | absorbance
DPPH 0,3831 0,3764 0,3832 0,3809
1 mg/ml 0,0523 0,0562 0,0516 0,0534| 14,02 85,98
§ 0,5 mg/ml 0,0962 0,1001 0,0835 0,0933| 24,49 75,51
> 0,25 mg/ml 0,1854 0,1906 0,1932 0,1897| 49,80 50,20
0,1 mg/ml 0,2863 0,2872 0,2881 0,2872| 75,40 24,60

Viz graf ¢.1, str.83

Extrakt ziskany z listd slune¢nice vykazuje vyznamnou antioxidacni aktivitu. Pro tento
vzorek byla proto pomoci statistického programu GraphPad Prism 3.02 vypocitdna hodnota
ECso.

ECsp = 0,274 mg/ml

4.2 Antioxidac¢ni aktivita FRAP
Podle vysledkii métfeni antioxida¢ni aktivity metodou SIA byla alternativni metodou mefena
antioxidacni aktivita pouze u 80% etanolového sumdrniho extraktu z listd slunecnice.

V nésledujici tabulce je uvedena zména absorbance za ¢as za ptitomnosti vzorku (Tab.10).

Tab.10: FRAP hodnoty po 4 a 60 minutich u testovaného 80% ethanolového extraktu z listil
H.A. a standardni latky troloxu

Vzorek no. FRAP yalue 4 min (HM) FRAP yalue 60 min (HM)
H.A. EtOH 6,39 7,1
trolox 20,99 21,32

Viz graf €.2, str.83
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4.3 Stanoveni akutni toxicity a fototoxicity

Testovani fototoxické aktivity probihalo na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie pii
teploté 21°C.

Vysledky byly ode¢teny bezprostfedné po pokusech okulometricky pod mikroskopem. Byla
hodnocena mortalita a poSkozeni organismill. Ziaroven byly vyhodnocovdny i temnostni
kontroly, tj. desti¢ky, v nichz se nachdzela fotosenzibilizujici latka, ale nebyly vystaveny UV
zareni.

Hodnoty uvedené v nésledujici tabulce (Tab.11) jsou primérem ze 3 méfeni.

Tab.11: 80% ethanolovy extrakt z lista

Koncentrace vzorku (mg/ml)

¢as 7,5 3,75 1,875 0,9375 0,4688 10,2344
Oz
0,5h
K
tma
Oz 66% 17%
1h M M
K | 55% 17%
tma| M M
Oz 100% 83%
2h M M
K | 83% 39%

tma| M 0% M 0%
100%| P [100%| P

Oz
3h M M
K | 100% 66%
tma M M
Oz 100% 100% 50% | 0% 6% 0%
4h M M M P M P
K | 100% 83%
tma M M

Pozn.: Oz — ozatfeni pod UV lampou (366 nm)
K — kontrola (desticky, které nebyly vystaveny UV zéfeni)
P — poskozeni Tubifex tubifex
M — mortalita Tubifex tubifex
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U 80% ethanolového sumérniho extraktu z listi slunec¢nice byly zjiStény tyto hodnoty.
Z4dna koncentrace vzorku nevykazala po 0,5 hod. mortalitu (viz Tab.11 — progkrtnuté buiiky).
Pti koncentraci 7,5 mg/ml byla po 1 hod. mortalita 66%. Po 2 hod. mortalita vzrostla na
100%. Stejné hodnoty byly ziskdny i po 3 a 4 hod. Pti koncentraci 3,75 mg/ml byla po 1 hod.
mortalita pouze 17%. Po 2 hod. byla vSak uz mortalita 83%. Po 3 a 4 hod. byly vysledky
stejné — mortalita nitének vzrostla na 100%. Po 4 hod. byla naméfena mortalita i u niZSich
koncentraci: u koncentrace 1,875 mg/ml byla mortalita nitének 50%, u koncentrace 0,9375

mg/ml v§ak pouze 6%. Pfi vSech koncentracich vzorku bylo poSkozeni nulové.

Z vysledku testu vyplyva, ze 80% ethanolovy sumarni extrakt z listli slunecnice je toxicky

pro jedince Tubifex tubifex, ale neni fototoxicky.
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V. HODNOCENI VYSLEDKU A DISKUSE
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Préce byla zamétena na fytochemicky vyzkum slune€nice ro¢ni (Helianthus annuus L.).

Cilem bylo vyhledat, doplnit a uspofddat nové dostupné informace o rostlinnych
metabolitech slunecnice ro¢ni a jejich biologické aktivité. Ddéle provést kvalitativni
vyhodnoceni obsahovych latek v klickdch a slupkach a rozdélit ethanolovy extrakt z lista této
rostliny. Posledni ¢ast prace se zabyvala biologickou aktivitou frakci ze slupek a lista.

Extrakty a ziskané frakce z chromatografickych kolon byly uchovdvany v chladu a chranény

pred svétlem.

1. Monitorovani kvalitativniho sloZeni extraktii a frakci

pomoci tenkovrstvé chromatografie

Nejprve byl ziskan extrakt z klickd, u kterého byla zkouména pfitomnost alkaloida. Dlkaz
byl proveden metodou TLC, kde byl vedle zakoncentrovaného extraktu nanesen standard
berberinu. Detekce byla provedena Dragendorffovym cCinidlem (D1). Alkaloidy v klickach
prokazany nebyly.

Ze slupek slune¢nicovych semen byl ziskdn 60% ethanolovy extrakt tak, Ze bylo k 25 g
slupek ptfiddno 250 ml rozpoustédla (EtOH/voda 60:40). Ziskany extrakt byl prefiltrovan a
rozdélen na pét dili. Ke kazdému dilu byl pfidan hydroxid sodny a alkalickd hydrolyza byla
postupné zastavovdna okyselenim kyselinou chlorovodikovou. Hydrolyzované ¢asy zkousSeni
byly od prvniho k patému vzorku 5, 15, 60, 120 a 180 minut. Takto ziskané extrakty byly
postupné vytfepany ethylacetitem a po odpafeni bylo ziskdno celkem 976 mg suchého
extraktu.

Ze slupek slunec¢nicovych semen bylo tedy po extrakci 60% ethanolem ziskdno 5 vzorkd.
K dikazu pfitomnosti fenol byly vSechny vzorky naneseny na TLC desku spole¢né se dvéma
standardy — kyselinou kiavovou a kyselinou chlorogenovou (chromatogram ¢.1-4).
Chromatogramy byly prohlidnuty pod UV lampou. UV detekce pii A=254 nm je
dokumentovana na chromatogramu ¢.3, kde se objevila tmavd skvrna na drdze standardu
kyseliny kdvové i vSech péti vzorka. Stejné byla dokumentovana i detekce pii A=366 nm na
chromatogramu ¢.4, kde se pozitivni reakce projevila modie fluoreskujicimi skvrnami.

Chromatogramy ¢.1, 2 byly po UV detekci postiikdny cinidlem na polyfenoly (D2).
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Na zdklad¢ provedené tenkovrstvé chromatografie byla ve vSech vzorcich detekovana
kyselina kdvova. Frakce ¢.1 byla posldna na GC/MS analyzu, avSak Zadné mastné kyseliny

nebyly ve vzorku nalezeny.

Prace pokracovala ziskanim 80% ethanolového suchého extraktu (24,71 g) z listl slunecnice
ro¢ni. Bylo zpracovdno 700 g suSenych rozdrobnénych lista Helianthus annuus L., které byly
extrahovany 80% EtOH. Pevny podil byl vysusen a ze 100 g drogy bylo ziskdno 90,5 g
susiny.

80% ethanolovy extrakt z listii slune€nice byl délen na dvou chromatografickych kolonédch a
ziskané frakce byly hodnoceny na TLC deskach, ¢imZ bylo monitorovano kvalitativni sloZeni
frakci. V obou piipadech byl extrakt délen na sloupci Sephadexu LH 20.

Prvni sloupcova chromatografie byla provedena pro orientaci. Cilem bylo zjistit, jak se dany
extrakt bude délit. Ve form¢ roztoku byl na kolonu nanesen sumarni suchy extrakt z listl
rozpustény v 80% EtOH. Kolona byla kontinudln¢ vymyvana 80% EtOH. Jednotlivé frakce
byly jimédny podle viditelnych barevnych z6n. Celkem bylo odebrdno 10 frakei. Frakce ¢.4 a 5
obsahovaly bilé shluky, ve frakci €.6 byly shluky tmavé. Na TLC se projevilo, ze frakce ¢.5 a
6 obsahovaly chlorofyl. Na chromatogramy ¢.5 a 6 byly naneseny frakce 1-2 az 6. Po
skonc€eni vyvijeni byly prohlédnuty pod UV lampou. Na chromatogramech se pozitivni reakce
pii D5 projevuje vznikem tmavych skvrn, které byly zakresleny kruhem, fluoreskujici skvrny
pii D6 byly zakresleny ¢tvercem. Poté byly postiikdny rliznymi €inidly — chromatogram ¢.5
vanilinovym ¢inidlem (D3), chromatogram ¢.6 Gibbsovym ¢inidlem (D4). Na chromatogramu
¢.6 byly ve frakcich ¢.3, 4 a 5 detekovany fenolové slouceniny, viditelné modré skvrny jsou
faleSnou reakci. VSechny frakce obsahovaly hodné latek, nepodafilo se ndm timto délenim
ziskat frakci, kterd by obsahovala ¢isté latky.

Na druhou chromatografickou kolonu byl ve formé roztoku nanesen sumarni suchy extrakt
z list rozpustény v 96% EtOH. Kolona byla kontinudlné¢ vymyvéana 96% EtOH. Stejné jako
v predchozim piipad¢ byly jednotlivé frakce jimdny podle viditelnych barevnych z6n. Celkem
bylo odebrano 35 frakci. U vSech frakci byla provedena tenkovrstvd chromatografie, kterd
slouzila jako voditko pro jejich spojovéni - doSlo ke spojeni frakci: 13-14, 18-20, 21-23, 28-
35, jak je uvedeno v Tab.5.

Frakce ¢.8 aZ 14 obsahovaly bilé drobné shluky. Tyto frakce byly naneseny na zvl4Stni
chromatogram (¢.8). Od frakce ¢.8 do frakce €.26 se vzorky jevily zajimavé. VétSina frakci

obsahovala chlorofyl.
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Dalsim krokem byla snaha o ziskdni a identifikaci vysraZzené hmoty ve frakcich ¢.9 a 10,
kterd byla nedspéSnd. Usazeninu nebylo mozné z filtra¢niho papiru ani vymyt ani seSkrabat,
ve druhém piipad¢ zlstala v porech frity.

Byla provedena TLC, kde jsme nanesli frakci ¢.10 (Vz) spole¢né se standardy rtznych
latek. Na chromatogram ¢.11 byly vedle frakce ¢.10 (Vz) naneseny tyto standardy: kyselina
palmitovd, kyselina oleanolov4, sitosterol a a-amyrin. Na chromatogramu ¢.12 byly pouZitymi
standardy kyselina kdvov4, rutin a kvercetin. U frakce ¢.10 (Vz) svitila pfi detekci D6 spodni
skvrna modrfe, horni oranzové.

Na zdklad¢ vyhodnoceni chromatogrami pod UV se frakce ¢.18-20 (V20) a frakce ¢.21-23
(V23) (chromatogram ¢.9) jevily vyrazn¢ bohatsi na obsahové latky. Proto byly (V20 a V23)
zkusmo naneseny se standardy cholesterolu a sitosterolu (chromatogram ¢.13).

Pro porovnéni byla z prvni chromatografické kolony vzata frakce ¢.5, z druhé frakce ¢.14
(chromatogram ¢.14).

Pro chromatogram ¢.11 byla mobilni fdzi smés EtOH - CHCl; v poméru 8:2 (S5), pro
chromatogramy ¢.12, 13,14 byla vyvijeci soustava spolecnd — smés EtOH - CHCl; v poméru
9:1 (S4). Detekce byla provedena nejprve pod UV lampou, poté byly vSechny chromatogramy
postiikdny vanilinovym ¢inidlem (D3).

Frakce ¢.14 z této kolony byla posldna na GC/MS analyzu. Byly detekovany stopy téchto
mastnych kyselin: kaprylové, palmitové a olejové. Stanoveni jejich pomérného zastoupeni

nemohlo byt provedeno vzhledem k jejich stopovym koncentracim (zdznam viz ptilohy).

2. Hodnocenti biologické aktivity frakci ze slupek a listi

Pti hodnoceni frakci ze slupek a list byla méfena antioxidacni aktivita metodou DPPH,
u extraktu zlisth 1 metodou FRAP. DalSim krokem bylo stanoveni akutni toxicity a

fototoxicity pomoci jedinct Tubifex tubifex Miill.

Antioxida¢ni aktivita pomoci DPPH radikdlu byla stanovovdna u slupek i u 80%

ethanolového extraktu z listu sluneCnice.
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Ze slupek sluneCnicovych semen bylo vSech 5 vzorkii pouzito pro méfeni antioxidacni
aktivity pomoci metody DPPH s vyuZzitim sekvencni injekéni analyzy. Antioxida¢ni aktivita
téchto vzorkl byla velmi slabd, proto byly vzorky méfeny pouze ve dvou koncentracich.
Aktivitu vykdzal jen vzorek ¢.2 a 3 (Tab.6, 7). Vyznamnéjsi pokles absorbance DPPH byl

zaznamendn u koncentrovaného vzorku ¢.2 (Tab.8). Vzorky nebyly tplné vysusené.

Pro méfeni antioxida¢ni aktivity latek z 80% ethanolového extraktu z listli slune¢nice bylo
odebrano potifebné mnozstvi ziskaného sumdrniho suchého extraktu, ktery byl rozpustén ve
stejném mnozstvi rozpoustédla (50% EtOH). Postupnym fedénim byly pfipraveny nizsi
koncentrace, zdroven byla pro tento vzorek vypocitdna hodnota ECsy (0,274 mg/ml). Protoze
extrakt vykdzal vyznamnou antioxida¢ni aktivitu, byla tato aktivita ndsledné¢ méfena

alternativni metodou FRAP. Po 4 i 60 minutich byla naméfena 3krat nizs$i nez u troloxu.

Antioxida¢ni aktivita byla tedy vyznamna.

Pro piehlednost byly vysledky méfeni antioxidacni aktivity zpracovdny graficky (viz

piilohy, graf ¢.1, 2).

Pti méfeni akutni toxicity a fototoxicity byla hodnocena mortalita a poSkozeni organismti.
Zaroven byly vyhodnocovany i temnostni kontroly. Vysledky byly odecteny bezprostiedné po
pokusech okulometricky pod mikroskopem.

U 80% ethanolového sumérniho extraktu z listi slunec¢nice byly zjiStény tyto hodnoty.
Z&dna koncentrace vzorku nevykdzala po 0,5 hod. mortalitu (viz Tab.11 — progkrtnuté buiiky).
Pti koncentraci 7,5 mg/ml byla po 1 hod. mortalita 66%. Po 2 hod. mortalita vzrostla na
100%. Stejné hodnoty byly ziskdny i po 3 a 4 hod. Pfi koncentraci 3,75 mg/ml byla po 1 hod.
mortalita pouze 17%. Po 2 hod. byla vSak uz mortalita 83%. Po 3 a 4 hod. byly vysledky
stejné — mortalita nitének vzrostla na 100%. Po 4 hod. byla naméfena mortalita i u nizSich
koncentraci: u koncentrace 1,875 mg/ml byla mortalita nitének 50%, u koncentrace 0,9375
mg/ml v§ak pouze 6%. Pti vSech koncentracich vzorku bylo poSkozeni nulové.

Z vysledku testu vyplyvd, Zze 80% ethanolovy sumarni extrakt z listli slunecCnice je pro

jedince Tubifex tubifex toxicky, ale neni fototoxicky.
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Chromatogram ¢.4, str.60
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Chromatogram ¢.7, str.66

Chromatogram ¢.8, str.66
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Chromatogram ¢.9, str.66

Chromatogram ¢.10, str.66
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Graf ¢.1

80% Ethanolovy extrakt z listu
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Graf ¢.2: FRAP hodnoty po 4 a 60 minutach u testovaného 80% ethanolového extraktu z listii
H.A. a standardni latky troloxu
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ZAZNAM Z GC/MS ANALYZY

FRAKCE ¢. 14, str.67
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VII. ZAVER
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Prace byla zamétena na fytochemicky vyzkum rostliny Helianthus annuus L. Cilem bylo
vyhledat, doplnit a uspotfddat nové dostupné informace o rostlinnych metabolitech slunecnice
ro¢ni a jejich biologické aktivité. Ddle provést kvalitativni vyhodnoceni obsahovych latek
v kli¢kéch a slupkéch slunecnice roc¢ni a rozdélit ethanolovy extrakt z listl této rostliny.

Nejprve byl ziskan extrakt z klickd, u kterého byla zkouména pfitomnost alkaloida. Dlkaz
byl proveden metodou TLC. Alkaloidy v kli¢kach prokdzany nebyly.

Ze slupek slune¢nicovych semen bylo po extrakci 60% ethanolem ziskdno 5 vzorki (diky
ruzné délce trvani alkalické hydrolyzy). Na zdklad¢ provedené tenkovrstvé chromatografie
byla ve vSech vzorcich detekovédna kyselina kdvova. Frakce €.1 byla posldna na GC/MS
analyzu, avSak zddné mastné kyseliny nebyly ve vzorku nalezeny.

80% ethanolovy extrakt z listii slune¢nice byl postupné délen na dvou chromatografickych
kolondch a ziskané frakce byly hodnoceny na TLC deskdch. Ve frakcich z prvni
chromatografické kolony byly detekovdny fenolové slouceniny, nepodatilo se vSak ziskat
frakci, kterd by obsahovala ¢isté latky. Pomoci TLC bylo monitorovéno kvalitativni sloZeni
35 frakci z druhé chromatografické kolony. Nasledné byly vybrané frakce spolu se standardy
ruznych latek naneseny na TLC desky. Frakce ¢.14 ztéto kolony byla posldna na GC/MS

analyzu. Byly detekovédny stopy téchto mastnych kyselin: kaprylové, palmitové a olejové.

Posledni ¢ast prace se zabyvala biologickou aktivitou frakci ze slupek a listi.

Ze slupek slune¢nicovych semen bylo vSech 5 vzorkii pouzito pro méfeni antioxidacni
aktivity pomoci metody DPPH s vyuZzitim sekvenéni injek¢ni analyzy. Antioxidacni aktivita
vzorkll byla velmi slabd. Vyznamnéjsi pokles absorbance DPPH byl zaznamenédn u vzorku
¢.2.

U sumdrniho 80% ethanolového extraktu z listi slune€nice byla také stanovena antioxidacni
aktivita pomoci DPPH radikdlu, zdroveii byla pro tento vzorek vypocitdna hodnota ECsg
(0,274 mg/ml). ProtoZe extrakt vykdzal vyznamnou antioxidacni aktivitu, byla tato aktivita
ndsledné méfena i metodou FRAP. I ptfi méfeni 80% ethanolového extraktu z listi metodou
FRAP byla tato aktivita také vyznamnd. Po 4 i 60 minutich byla naméfena 3kréit nizsi nez u
troloxu.

Déle byl extrakt zkouSen na akutni toxicitu a fototoxicitu pomoci jedinci Tubifex tubifex

Miill. Extrakt z listi byl pro jedince Tubifex tubifex Miill. toxicky, ale nebyl fototoxicky.

86



VIII. LITERATURA

87



M

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Bylinaf — informacni systém bylin a bylinnych piipravka

Janla, J., Zentrich, A.J.: Herbét 1éCivych rostlin 4. Eminent, Praha 1996, s. 287
Vermeulen, N.: Encyklopedie bylin a kofeni. Rebo Production, Cestlice 1999, s. 319
http://www.slunecnice.cz/texty/slunecnice-rocni/, (30.7.2007)

Takhtajan A.L.: Diversity and Classification of Flowering Plants. Columbia
University press, New York 1997, s. 642

Cesky Iékopis 2002, 3. dil, Grada Publishing a. s., Praha 2002, s. 2812, ISBN 80-247-
0464-1

Cesky lékopis 2005, 2. dil, Grada Publishing a. s., Praha 2005, s. 1657, ISBN 80-247-
1532-5

Macias, F.A., Fernandez, A., Varela, R.M., Molinillo, J.M.G., Torres, A., Alves,
P.L.C.A.: Sesquiterpene Lactones as Allelochemicals. J. Nat. Prod. 69, 795-800
(2006).

Polasek, M., Skala, P., Opletal, L., Jahodaf, L.: Rapid automated assay of anti-
oxidation/radical-scavenging activity of natural substances by sequential injection
technique (SIA) using spectrophotometric detection. Anal. Bioanal. Chem. 379, 754-
758 (2004).

Firuzi, O., Lacanna, A., Petrucci, R., Marrosu, G., Saso, L.: Evaluation of antioxidant
activity of flavonoids by ,ferric reducing antioxidant power® assay and cyclic
voltammetry. Biochim. Biophys. Acta. 1721 (1-3), 174-184 (2005).
http://cs.wikipedia.org/wiki/Slune%C4%8Dnice, (13.6.2007)

http://images.google.cz/, (1.12.2007)

http://www.biolib.cz/cz/taxon/id16119/, (3.1.2008)

Tomko,J. et al.: Farmakognézia, uc¢ebnica pre farmaceutické fakulty. Osveta, Martin
1989, s. 419

Hrdina, V., Hrdina, R., Jahodaf, L.: Pfirodni jedy a toxiny. Galén, Karolinum, Praha
2004, s. 302

Bonne, C., Sincholle, D.: Nouvelles compositions pharmaceutiques ou alimentaires
pour traiter ou prevenir les etats inflammatoires lies a une infiltration leucocytaire.
Institut National De La Propriété industrielle. FR 2853246-A1, s. 8, 2004.

Middleton, E.: Biological properties of flavonoids: an overview. Int. J. Pharmacog. 34
(5), 344-348 (1996).

Hubik, J., Dusek, J., Spilkova, J., Sicha, J.: Obecn4 farmakognosie II. Sekundarni
latky. 3. vydani. SPN, Praha 1989, s. 297

88



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

Stipek, S. et al.: Antioxidanty a volné radikily ve zdravi a v nemoci.Grada Publishing
a. s., Praha 2000, s. 314

Macias, F.A., Molinillo, J.M.G., Chinchilla, D., Galindo, J.C.G.: Heliannanes — a
structure-activity relationship (SAR) study. In Allelopathy: Chemistry and Mode of
Action of Allelochemicals. CRC Press LLC, 2004, s. 203

Macias, F.A., Molinillo, J.M.G., Varela, R.M., Torres, A., Fronczek, F.R.: Structural
elucidation and Chemistry of a novel family of bioactive sesquiterpenes: Heliannuols.
J. Org. Chem. 59 (26), 8261-8266 (1994).

Macias, F.A., Torres, A., Galindo, J.C.G., Varela, R M., Alvarez, J.A., Molinillo,
J.M.G.: Bioactive terpenoids from sunflower leaves cv. Peredovick. Phytochemistry.
61, 687-692 (2002).

Gao, F., Wang, H., Madry, T.J.: Sesquiterpene lactones and flavonoids from
Helianthus species. J. Nat. Prod. 50 (1), 23-29 (1987).

Macias, F.A., Varela, R M., Torres, A., Molinillo, J.M.G.: Heliespirone A. The first
member of a novel family of bioactive sesquiterpenes. Tetrahedron Lett. 39, 427-430
(1998).

Picman, A.K., Schneider, E.F., Gershenzon, J.: Antifungal activities of sunflower
terpenoids. Biochem. Syst. Ecol. 18 (5), 325-328 (1990).

Suo, M.R., Lu, J.S.Y., Wu, L., Zheng, Q.T.: Two new diterpenes from Helianthus
annuus L.. Chin. Chem. Lett. 17 (1), 45-48 (2006).

Macias, F.A., Lopez, A., Varela, R.M., Molinillo, J.M.G., Alves, P.L.C.A., Tores, A.:
Helivypolide G. A novel dimeric bioactive sesquiterpene laktone. Tetrahedron Lett. 45
(35), 6567-6570 (2004).

Spring, O., Albert, K., Hager, A.: Three biologically active heliangolides from
Helianthus annuus. Phytochemistry. 21 (10), 2551-2553 (1982).

Spring, O., Albert, K., Gradmann, W.: Annuithrin, a new biologically active
germacranolide from Helianthus annuus. Phytochemistry. 20 (8), 1883-1885 (1981).
Macias, F.A., Lopez, A., Varela, R.M., Torres, A., Molinillo, J.M.G.: Bioactive
apocarotenoids annuionones F and G: structural revision of annuionones A, B and E.
Phytochemistry. 65 (22), 3057-3063 (2004).

Macias, F.A., Molinillo, J.M.G., Torres, A.: Bioactive flavonoids from Helianthus
annuus cultivars. Phytochemistry. 45 (4), 683-687 (1997).
http://faf.vfu.cz/html/txts/seskviterpeny.html, (1.12.2007)

http://images.google.cz/, (25.1.2008)

89



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Fedenko, V.S.: Correlation of spectral characteristics and content of phenolic
compounds in plant extracts. Fiziol. i Biokhim. Kult. Rast. 32 (3), 236-239 (2000).

De Leonardis, A., Macciola, V., Di Domenico, N.: A first pilot study to produce a
food antioxidant from sunflower seed shell (Helianthus annuus). Eur. J. Lipid Sci.
Technol. 107, 220-227 (2005).

Pettegrew, J.W. et al.. Compounds, compositions and methods for treating
neuropsychiatric disorders. U. S. Pat. Appl. Publ. US 2006/0088614 Al, s. 27, 2006.
Stahl, E.: Thin-Layer Chromatography. A laboratory handbook. Springer-Verlag
Berlin, Heidelberg, New York 1969, s. 1041

Hrabdlek, A. et al.: Chemickd laboratorni technika pro farmaceuty. Karolinum, Praha
2000, s.132

Opletal, L., Drasar, P.: Fytochemické metody. 1. Izolace obsahovych latek (laboratorni
technika). Karolinum, Praha 1994, s. 142

Klimes, J., Sochor, J., Mokry, M., Kastner, P., Pilatov4d, P.: Kontrola 1é¢iv I.
Karolinum, Praha 2002, s. 141

Casas, L., Mantell, C., Rodriguez, M., Torres, A., Macias, F.A., Martinez de la Ossa,
E.: Effect of the addition of cosolvent on the supercritical fluid extraction of bioactive
compounds from Helianthus annuus L. J. Supercrit. Fluids. 41, 43-49 (2007).
Velioglu, Y.S., Mazza, G., Gao, L., Oomah, B.D.: Antioxidant activity and total
phenolics in selected fruits, vegetables, and grain products. J. Agric. Food Chem. 46
(10), 4113-4117 (1998).

Hallivel, B., Gutteridge, J.M.C.: Free radicals in biology and medicine. Oxford
University Press Inc. fourth edition, New York 2007, s. 851

Zhang, P.X., Yatcilla, M.T.: Modification of cyclooxygenase and lipoxygenase
activity with Asteridae extracts and optionally boswellic acid. Int. Appl. Publ. PCT.
WO 2004/052299 A2, s. 39, 2004.

Holcapek, M., Jandera, P., Zderadicka, P., Hrub4, L.: Characterization of
triacylglycerol and diacylglycerol composition of plant oils usany high-performance
liquid chromatography — atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry.
J. Chromatogr. A. 1010 (2), 195-215 (2003).

Macias, F.A., Torres, A., Galindo, J.C.G.: Heliespirones C-E, new spiroterpenes from
Helianthus annuus. Proccedings of the 4th World Congress on Allelopathy. Charles
Sturt University, Australia 2005, s. 6

90



47.

48.

49.

50.

51.
52.

53.

Dusek, J., KaSparovd, M., Siatka, T., Spilkovd, J., Timov4, L.: Praktickd cviceni
z farmakognosie. Karolinum, Praha 2002, s. 94

Soni, A.K., Joshi, P.C.: High sensitivity of Tubifex for Ultraviolet — B. Biochem.
Biophys. Research Commun. 231 (3), 818-819 (1997).

Vytlacilova, J., Chobot, V., Jahodat, L., Laasko, 1., Vuorela, P.: Tubifex tubifex Miill.
— photosensitive organism. Cent. Eur. J. Publ. Health. 12 (Suppl), 89-93 (2004).
Jahodaf, L.: Farmakobotanika, semenné rostliny. Karolinum, Praha 2006, s.258
http://cs.wikipedia.org/wiki/Karnitin, (25.1.2008)

Macias, F.A., Varela, R.M., Torres, A., Olivia, R.M., Molinillo, J.M.G.: Bioactive
norsesquiterpenes from Helianthus annuus with potential allelopathic activity.
Phytochemistry.48 (4), 631-636 (1998).

Paulova, H., Bochotdkova, H., Taborskd, E.: Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity

ptirodnich latek in vitro. Chemické listy. 98 (4), 174-179 (2004).

91



ABSTRAKT
Podlipna, J. Fytochemicky vyzkum Helianthus annuus L. IV. Diplomova prace 2008.

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 93 s.

Prace byla zamétena na fytochemicky vyzkum rostliny Helianthus annuus L. Cilem bylo
ziskani novych informaci o rostlinnych metabolitech slune¢nice ro¢ni. Byla snaha provést
kvalitativni vyhodnoceni obsahovych latek v klickach a slupkédch a rozdélit ethanolovy extrakt
z listh této rostliny. Nakonec byla u frakci ze slupek a list vyhodnocena jejich biologicka
aktivita.

V extraktu z klickt alkaloidy detekovany nebyly. Na zdkladé tenkovrstvé chromatografie
byla ve slupkdch slune¢nicovych semen detekovéna kyselina kdvova. 80% ethanolovy extrakt
z listh slunecnice vykdzal vyznamnou antioxida¢ni aktivitu, kterd byla stanovena jak pomoci
DPPH radikdlu, tak metodou FRAP. Ve frakci ¢.14 (z druhé chromatografické kolony
extraktu z listll) byly nalezeny mastné kyseliny. Extrakt z listi byl toxicky pro jedince Tubifex
tubifex Miill., ale nebyl fototoxicky.
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ABSTRACT
Podlipn4, J. Phytochemical study of Helianthus annuus L. IV. Diploma thesis 2008.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, 93 pp.

The thesis was focused on phytochemical research of plant Helianthus annuus L. The aim
of the research was to obtain new information about plant metabolites of sunflower. There
was an effort to evaluate the quality of included compounds in sprouts and sunflower seed
shells and to divide ethanolic extract from leaves of this plant. Finally the evaluation of
biological activity was done from fractions of leaves and shells.

There weren’t detected any alkaloids in extract from sprouts. Caffeic acid was detected in
sunflower seed shells according to thin-layer chromatography. 80% ethanolic extract from
sunflower leaves had significant antioxidant activity which was measured both by DPPH
radical and FRAP method. Fat acids were found in fraction No. 14 (from 2™ chromatographic
column of extract from leaves). Extract from leaves was toxic for worms Tubifex tubifex Miill.

but it wasn’t phototoxic.
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