SOUHRN

Cilem této diplomové prace bylo najit nejpiinosnéjsi izola¢ni postup pro ziskani latek z lista
slune¢nice ro¢ni a pokusit se odstranit chlorofyl, kterého bylo v extraktu velké mnotstvi a mohl by
komplikovat dalsi postup. Naplni druhé ¢asti diplomové prace bylo provést biologické hodnoceni
ziskanych extrakta.

Nejprve byl pripraven ethanolovy extrakt z listi H. annuus zpracovanim 100 g vychoziho
materialu, se kterym byla provedena extrakce 400 ml 80% EtOH a nasledovala filtrace. Extrakce
byla zopakovana jeste s 200 ml 80% ethanolu, oba filtraty byly spojeny a bylo ziskano celkem
360 ml ethanolového extraktu.

Dalsim krokem bylo odstranéni chlorofylu z tohoto extraktu. 3 ml extraktu bylo podrobeno
zkousce na odstranéni chlorofylu. K extraktu se prikapaval 15% roztok octanu olovnatého.
Vznikla sratenina, ktera byla odfiltrovana. K filtratu se piikapaval nasyceny roztok uhlicitanu
barnatého a opét byla provedena filtrace. Po pfidani uhli¢itanu barnatého se vysratel chlorofyl.
Pro orientaci byla provedena TLC dichlormethan-ethylacetat 80 : 20, chloroform-methanol 80 :
20.

Celé mnotstvi sumarniho extraktu (347 ml) bylo zbaveno chlorofylu stejnou metodou, ktera byla
odzkousena nejprve s malym mnotstvim extraktu, tedy pomoci octanu olovnatého (435 kapek) a
nasledn¢ pridanim uhli¢itanu barnatého (100 ml + 800 kapek). Po pridani uhli¢itanu barnatého a
piefiltrovani bylo ziskano 372 ml filtratu.

Ethanol z extraktu zbaveného chlorofylu byl odpaten na odparce a znovu byla provedena filtrace.
Po odstranéni ethanolu odpaienim bylo ziskano 136 ml extraktu a po nasledné filtraci zastalo 121
ml vodného extraktu. Vodny extrakt (121 ml) byl vytrepan 3x150 ml chloroformu a filtrace byla
provedena pies uhli¢itan draselny. Byl ziskan chloroformovy a vodny podil. Vodny podil byl
vytiepan 3x180 ml butanolu. Tieti ¢ast butanolu byla nasycena vodou (180 ml butanolu : 18 ml
vody, byla poutita horni vrstva). Vznikla sratenina ve vodné fazi. Po katdém trepani byla
provedena filtrace ptes uhlicitan draselny. | ptes tento postup se nepodafilo dostate¢né oddélit
vodnou a butanolovou vrstvu.

Po odpaieni bylo ziskano 0,07 g chloroformového podilu, 0,2014 g butanolového podilu bez
obsahu vodného podilu, 0,6214 g butanolového podilu s obsahem vodného podilu a 1,0693 g
vodného podilu.

Byl spojen butanolovy podil s a bez obsahu vodného podilu (celkem 0,8228 g). Tento butanolovy
podil byl délen na sloupci silikagelu. Kolona byly vymyvana nejprve ¢istym chloroformem, pak
chloroform s obsahem 1 % - 70 % methanolu, potom ¢isty methanol a nakonec EtOH. Bylo
ziskano 19 frakci (0-18), které byly na zaklade 77



provadeéné TLC spojovany. Vsechny frakce obsahovaly velké mnotstvi latek. Nepodatilo se nam
timto délenim ziskat frakci, ktera by byla ¢ista. Jednotlivé frakce byly ziskany ve velmi malém
mnotstvi a tak nemohlo byt provedeno jejich dalsi déleni.

Pokus o déleni vodného a chloroformového podilu na silikagelu se nezdatil, nebyla nalezena
vhodna soustava. Také doslo k velkym ztratam pti vytiepavani a filtraci pres uhlicitan draselny a
tak bylo k dispozici jen malé mnotstvi extraktu, které se nanaselo na kolonu.

Sratenina, ktera byla ziskana pti odstranovani chlorofylu z 10 ml sumarniho extraktu po pfidani
uhlicitanu barnatého, byla smyta z filtracniho papiru 10 ml 50% MetOH. Byl odpaien methanol a
zastal vodny extrakt. Probehla dekantace srateného chlorofylu. Vodny extrakt byl vytiepan 2x5
ml chloroformu. Byl ziskan chloroformovy a vodny vytiepek. Vodny podil byl vytiepan s
butanolem a piedpokladal se zisk vodného a butanolového podilu. Tyto podily nebyly ziskany,
protote se neoddglil butanol a voda. Smés vodného a butanolového podilu byla odpaiena na
odparce a odparek byl rozpustén v 80% EtOH a uskladnén v lednicce. Byla provedena TLC
chloroformového, butanolového a vodného podilu. VVsechny podily obsahovaly velké mnotstvi
latek, ale na dalsi déleni nebylo k dispozici dostate¢né mnotstvi téchto podila.

Tento postup A byl dost naro¢ny a zdlouhavy (odstraniovani chlorofylu). Béhem odstranovani
chlorofylu doslo k velkym ztratam extraktu. Pfesto se nepodatilo jeho aplné odstranéni. Zbytky
byly jesté odhaleny po provedeni TLC. Diky velkym ztratam extraktu nemohlo byt provedeno
dalsi déleni frakci z kolony, protote byly ziskany ve velmi malém mnotstvi. Po tomto nezdatilém
pokusu byla snaha najit jinou metodu, ktera by byla mén¢ pracna.

U postupu B byl k extrakci poutit dichlormethan. Listy byly umistény do nadob a mirn¢ stlaceny.
Do nadob byl nalit dichlormethan tak, aby cely obsah byl ponoten (celkem bylo poutito 12 |
dichlormethanu). Nadoby byly uloteny ve tm¢ pii pokojové teploté po dobu sesti dni (probihala
macerace). Po $esti dnech byl ziskan dichlormethanovy extrakt, ktery byl prefiltrovan, aby byly
odstranény pripadné zbytky drogy. Nasledovalo odpaieni dichlormethanu na odparce, ¢img¢ bylo
ziskano 64,6465 g suchého extraktu.

Byla provedena orientacni sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového extraktu na
sloupci silikagelu. Bylo d¢leno 0,15 g extraktu. Kolona byla vymyvana n-hexanem (65 ml), pak
bylo pridano 10 % acetonu (135 ml), 20 % acetonu (105 ml). 78



Bylo odebrano 21 frakci, poté se kolona ucpala. Tato orientacni chromatografie byla provedena,
aby se zjistilo, jak se dany extrakt bude d¢lit.

Byla provedena také orienta¢ni sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového
extraktu (0,2 g) na sloupci Sephadexu. Kolona byla vymyvana 80% EtOH (180 ml). Bylo
odebrano 12 frakci. Na zakladé TLC byly spojeny frakce: 2 + 3, 4 + 5, 6 + 7. Extrakt se na této
kolong nedglil.

Potom bylo 18,83 g dichlormethanového extraktu déleno na sloupci silikagelu. Kolona byla
vymyvana n-hexanem a postupné byl piidavan aceton (25 %-100 %) a nakonec 95% ethanol.
Bylo odebrano 16 frakci. Spojovani frakci probihalo na zaklade TLC.

Frakce ¢islo 2 a 3 obsahovaly tmavé klky, ¢islo 5 a 6 amorfni bilou hmotu. Ve frakcich 9a 11 se
vytvorila mezifaze. Frakce 11 obsahovala také drobné krystalky a frakce 12 bilé kousky. Spojené
frakce (8, 9, 10, 11) byly vytiepany v délici nalevce a bylo o¢ekavano rozvrstveni na dvé faze, cot
neprobéhlo. Frakce ¢islo 7 obsahovala hodné chlorofylu. Frakce ¢islo 7 byla odpaiena a suchy
odparek vati 8,92 g. Suchy odparek frakci 8-11 vati 1,6012 g. Odparek 12 + 13 vati 0,4076 g.
Kolona sloutila pouze k hrubému déleni a vzniklo pét frakci: frakce A (0 + 1 + 2 + 3 + 4), frakce
B (5 + 6, obsah amorfni bilé hmoty), frakce C (7, chlorofylova frakce: 8,92 g), frakce D (8 + 9 +
10 + 11, obsah mezifaze, 1,6012 g), frakce E (12 + 13, 0,4079 g).

Dalsim krokem byla identifikace bilé amorfni hmoty, ktera byla ptitomna ve frakcich ¢islo 5 a 6.
Predpokladali jsme, te je to kyselina kaurenovass, kterou vyizolovali kolegové z kvéta slunecnice
(na pohled to byly téméf identické hmoty). Byla provedena TLC, kde byly naneseny frakce 5, 6 a
standard kyseliny kaurenové. Avsak nas predpoklad nebyl potvrzen. Frakce 5 a 6 byly poslany na
GC/MS analyzu. Byla provedena tzv. studena transmethylace. Extrakt byl rozpustén v heptanu a
tiepan s roztokem methanolu s hydroxidem draselnym (2 mol/l). Byla provedena analyza
vzniklych methylestera na pristroji GC/MS Turbo Mass firmy Perkin-Elmer. Frakce 5 a 6 se od
sebe vyznamné nelisily. Tyto frakce obsahovaly 8-methyldekanovou kyselinu, olejovou kyselinu,
eikosanovou kyselinu, dokosanovou kyselinu, hemikosanovou kyselinu, heptakosanovou
kyselinu, alifaticky uhlovodik a PUFA.

Vysusené listy po predchozi extrakci dichlormethanem byly reextrahovany EtOH v mixéru. 50 g
lista bylo vloteno do mixéru a zalito 150 ml 80% EtOH. Extrakce probihala 5 min. (kontrolovali
jsme, zda se mixér nezahtiva na vice net 40 °C, popt. byl na chvili vypnut). Vznikla husta kase,
proto bylo ptidano znovu 300 ml EtOH. Po 79



mixovani byla provedena filtrace. Celkem bylo ziskano 275,5 ml extraktu, po odpaieni bylo
ziskano 5,3151 g suchého extraktu. Trochu tohoto extraktu bylo rozpusténo v petroletheru, na dné
zastal nanos. Jelikot nebylo k dispozici vic petroletheru, abychom zjistili, zda se nanos po dalsim
pridani tohoto rozpoustédla rozpusti, odsali jsme petrolether a pridali jina rozpoustédla. Po pridani
n-hexanu se nanos nerozpustil, pridali jsme tedy chloroform a poté aceton, avsak nanos se
nerozpustil. Po pridani téchto tii rozpoustédel vznikla zelena suspenze se tlutymi klky na dné.
Tluté klky byly oddéleny a byla snaha je rozpustit ve smési vody a methanolu, cot se ¢aste¢né
podafilo. Vznikla tluta suspenze s drobnymi tlutymi kousky. Tato suspenze byla ulotena do
lednicky.

Silikagel z kolony po déleni sumarniho dichlormethanového extraktu byl macerovan jeden den
1,251 80% EtOH. Bylo ziskano 480 ml extraktu. Byla provedena filtrace a vysledné mnotstvi
extraktu bylo 425 ml. Po odpateni EtOH bylo ziskano 0,104 g suchého extraktu.

Bylo provedeno dalsi déleni. Na kolonu byly naneseny spojené frakce D a E, extrakt z macerace
silikagelu z kolony a ptredpokladalo se naneseni extraktu z mixéru. Na zakladé orienta¢ni TLC
bylo zjisténo velké mnotstvi latek v extraktu z mixéru, proto tento extrakt nebyl spojen s
frakcemi, které byly uréeny k déleni. Tento extrakt byl uloten do lednic¢ky.

Kolona byla vymyvana postupné: n-hexan-CHCIz 1 : 1, n-hexan-CHCI3 1 : 3, CHCI3, CHCls-
MetOH9:1,8:2,7:3,6:4,5:5,4:6, 3:7, EtOH. Tyto frakce byly uloteny do lednicky.
Byla provedena detekce na steroly, steroidy, triterpenové glykosidy, cukry, terpeny, fenolické
slouceniny, laktony, redukujici latky. Detekce na tyto latky byla provedena v jednotlivych
frakcich, které pochazely z déleni sumarniho dichlormethanového extraktu, net byly spojeny do
frakci A-E.

Vyvijeci soustavy pro chromatografii pro frakci 0-6 byla smés n-hexan-aceton 85 : 15, pro frakci
7-13 byla mobilni fazi smés n-hexan-aceton 1 : 1. Jako chromatograficky adsorbent sloutil Silufol
UV 254 nm.

Ve frakcich 3, 4, 7, 8, 9, 10 a 12 byly detekovany steroly, steroidy a triterpeny (frakce 0-6
chromatogram ¢.10, frakce 7-13 chromatogram ¢.11). Cukry, steroidy, terpeny byl detekovany ve
frakcich 0, 1, 2a, 2b, 3, 4,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 (frakce 0-6 chromatogram ¢.12). Fenolické
slouceniny byly detekovany ve frakcich 2a, 2b, 3, 7, 8, 10, 11, 12, 13 (frakce 0-6 chromatogram
¢.13). Detekce na karboxylové slouceniny se 80



nezdarila, i kdyt byla provadéna dvakrat. Laktony byly detekovany ve frakcich 2a, 2b, 3, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13 (frakce 0-6 chromatogram ¢.14, frakce 7-13 chromatogram ¢.15).

Ve druhé ¢asti diplomové prace bylo provedeno biologické hodnoceni ziskanych extraktt. Byla
stanovena akutni toxicita sumarniho dichlormethanového extraktu (ten se vsak uplIné nerozpustil
ve vodg, byl tedy testovan ve formé suspenze), ethanolového extraktu ziskaného extrakci v
mixéru, frakce C z déleni sumarniho dichlormethanového extraktu. Byl ptipraven zakladni roztok
zkoumané latky o koncentraci 0,1 g/ml. Zakladni roztok byl pak naletitym zptisobem tedén.
Redéni bylo provadéno dokud niténky reagovaly na roztok. Po provedeném vypodtu nam vysla
hodnota pro efektivni i letalni koncentraci ethanolového extraktu zastavy pohybu cervi Tubifex
tubifex stejna (0,0415 g/ml). Sumarni dichlormethanovy extrakt ani frakce C v tomto testu
nevykazaly akutni toxicitu. U sumarniho extraktu se objevil jen zpomaleny pohyb ¢ervt Tubifex
tubifex, je motné, te vysledek provedeného testu byl ovlivnén tim, te méieny roztok byl ve formée
suspenze.

Dalsim krokem bylo stanoveni antioxidacni aktivity chloroformového a butanolového podilu (z
postupu A po odstranéni chlorofylu), sumarniho dichlormethanového extraktu (nebyl zcela
rozpustén), ethanolového extraktu z mixéru a frakce C (byla méiena ve formeé suspenze).
Vyznamnou antioxidac¢ni aktivitu ma ethanolovy extrakt.

Ethanolovy extrakt se z hlediska biologické aktivity projevil jako nejperspektivnéjsi, proto bude
podroben dalsimu testovani.

Dalsi droga bude zpracovana stejnym postupem jako byl ziskan ethanolovy extrakt a ten bude
délen sloupcovou chromatografii pro zisk obsahovych latek polarniho charakteru.

ZkusSebni metoda pro odstranéni chlorofylu se v tomto pfipadé bohutel neosvéddila.



