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Slunec¢nice ro¢ni, Helianthus annuus

Tato rostlina, péstovana americkymi Indidny jiz pred
3000 lety, je pojmenovana na pocest Helia, feckého
boha Slunce. V 15. stoleti byly, tehdy jesté
drobnokvétymi, slunecnicemi korunovany aztécké

kn&Zky Slunce. Do Evropy piivezli sluneénici Spanélé

v 16. stoleti, ale stile jeSté¢ to byly jen drobnokvété
slunecnice. Teprve kdyz se slunecnice dostala do Ruska, objevila se tam jako dédicna
odchylka, vznikla sristem nékolika stonkl, dneSni velkokvétd slunecnice. Rusové
s oblibou kupuji slune¢nicova semena, louskaji je mezi zuby a slupky vyplivuji kolem
sebe.

Vsechny casti sluneCnice jsou vyuzitelné. Dfen zlodyh je jednim z nejlehcich
materialti, Ciané ji pouzivali pfi akupresufe ve formé doutnajicich kuzelikti a pfi
vyrobé hedvabi i provazii. Schopnost slunecnice rychle ¢erpat vodu z pldy vyuZivaji pii
kultivaci mokfin Holand’ané.*

Pouziva se na peceni a tvoii soucast mnoha potravin, napt. margarinti.

Tento olej je nejen chutny, ale i zdravy, protoze snizuje obsah cholesterolu v Krvi.
Slunecnicovy olej je zakladni surovinou pro vyrobu mydel, barev, masaznich oleji a
ziskava se z n¢j zelené az zluté barvivo pro barveni latek a vlny.2

Slune¢nice byla v Cechich a na Moravé péstovana jiz od poloviny 19. stoleti,
pfevazné vSak jako picnina, at’ jiz v Cistych porostech nebo ve sméskach. Péstovani
slunecnice jako olejniny dlouho brzdil bézny nézor, Ze v nasich podminkach nedozrava,
a kromé¢ toho je velmi naro¢na na rucni praci. A tak pokusy o rozsifeni slunecnice jako
olejniny ve 20. a pozdéji v 50. letech nebyly Gisp&sné.

K oziveni zajmu o slune¢nici doslo pak az v 80. letech, k ¢emuz piispélo zavadéni
novych vykonnych a ranéjSich hybridd, plné¢ mechanizovanych technologii péstovani,
vetsi zajem o slunecnicovy 01ej.3

Slunecnice patii mezi svétové hospodarské rostliny. Slouzi jako potrava pro zvifata,
ziskava se z ni olej, med. Je Siroce rozsifena, hlavné se péstuje v Kanadé, Mexiku,

USA.*



Sluneénicovy olej je lékopisny. V Ceském lékopise 2002 najdeme monografii:

Helianthi oleum raffinatum

Slunecnicovy olej Cistény

Syn. Helianthi annui oleum raffinatum

Je to mastny olej ziskany ze semen druhu H. annuus lisovanim nebo extrakci a
naslednym ¢isténim. Miize byt pidana vhodna antioxidacni latka.

Vlastnosti: ¢ira svétle zluta 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.°
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V soucasné uspéchané dobé na nas vSude ¢ihd spousta stresovych situaci a také
neptiznivych faktorii zivotniho prostedi, které jsou zdrojem volnych radikalii. Ty jsou
zodpovédné za poskozeni buné€k. Proto je neustdla snaha najit vhodné antioxidanty
pravé zrostlinnych zdroji, které by tomuto niCeni zabranovaly. Antioxidanty
rostlinného ptvodu jsou pouzivany jiz po staleti. Moderni metody vyzkumu, véetné
Katedry farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové,
ptivedly k vyuziti nékteré taxony (napf. Leuzea carthamoides, Asteraceae). Sluneénice
ro¢ni, kterou se ve své diplomové praci zabyvam, byla zahrnuta do pilotni studie této
katedry provadéné mimo jiné i na Celedi Asteraceae, kterd se konkrétné u této celedi
zabyvala studiem antimykotické aktivity.®

U této rostliny bylo zaznamenano signifikantni zvySeni této aktivity a to nas vedlo
k tomu, abychom se ji zacali dale zabyvat.

Cilem této diplomové prace bylo najit nejptinosnéjsi izolacni postup pro ziskani
latek z listl a pokusit se odstranit chlorofyl, kterého bylo v extraktu velké mnozstvi a
mohl by komplikovat dal$i postup. Naplni druhé ¢asti diplomové prace bylo provést

biologické hodnoceni ziskanych extrakti.
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1. Botanicka charakteristika a vyuziti

Slunecnice ro¢ni pfislusi botanicky do fadu Asterales, celedi Asteraceae
(hvézdnicovité). Kulturni typ slune¢nice Helianthus annuus L. patéi do sekce annui.
Celkové rod Helianthus v riznych oblastech nasi zemékoule je reprezentovan asi 260
jednoletymi a viceletymi druhy, znichz nejrozsifenéjsi je jednolety kulturni druh
Helianthus annuus L. a vytrvaly Helianthus tuberosus L. (topinambur). Slunecnice je
plodinou teplé casti mirného pasma. Relativné je rostlinou teplomilnou a
suchovzdornou. M4 Sirokou schopnost adaptace diky svym biologickym vlastnostem.
Prakticky stejné hybridy jsou péstovany v Evropé, Asii, Africe, Australii nebo v Severni
a Jizni Americe. M4 vysokou absorp¢ni schopnost v piijiméani zivin. Vyznamny podil
na tom ma dobie tvofeny kofenovy systém.’

Diky nému ma pomérné vysokou odolnost proti suchu a je schopna piijimat vodu a
ziviny z hlubSich vrstev plidy. Kofeny slunecnice se velmi silné vétvi. Nejvetsi
mnozstvi postrannich kofend vyrusta z kofene hlavniho a nachézi se 25-40 cm pod
povrchem ornice. Kulovy kotfen pronika az do hloubky 1,5 m.

Lodyha je po dobu rustu vzpiimena, pred za¢atkem kveteni se v horni ¢asti ohyba.
Lodyha a listy jsou charakterizovany vyraznym heliotropismem (otaceni za sluncem).
Na zacatku kveteni pohyb lodyh ustava. Rozkvetlé Ubory jsou pak naklonény na
vychod. Velikost listl zplsobuje souvislé zapojeni porostu, které v pozdéjsich fazich
vyvoje pusobi na potlaceni ristu plevela.

Kvéty slunecnice jsou uspotfddany do uboru. Slune¢nice vytvaii oboupohlavni
trubkovité kvéty a bezpohlavni jazykovité kvéty. Trubkovité kvéty jsou velmi pocetné,
jsou protandrické, takze prasniky prorustaji diive nez blizna. Slunecnice je vyrazné
cizosprasna. Podminkou oplozeni a kone¢ného poctu nazek je nejen dobré opyleni, ale i
dobré zasobeni vodou a Zivinami. Nejlépe vyvinuté nazky jsou na periferii uboru,
nejhtife vyvinuté ve sttedu uboru.

U slunecnice rozliSujeme 4 zakladni morfologicky dobtfe definovatelné rastové a
vyvojové faze:

1. faze vzchéazeni

2. faze vegetativniho riistu

14



3. faze hvézdicky a kveteni
4. faze tvorby a zrani nazek.?

Slunecnice ro¢ni je velmi statna jednoletd rostlina, dorustajici bézné vysky az 2,5 m.
Cela je drsné¢ chlupata. Lodyha byva obvykle nevétvena, listy jsou velké, Siroce vejCité,
dolni fapikaté, horni pon¢kud mensi. Jednotlivé Gibory se nachazeji na vrcholku lodyhy,
maji primér 20 az 25 cm, nékdy dokonce i vEtsi. Jazykovité kvéty jsou zlatozluté, lizko
je ploché s obvej¢itymi nazkami. Celé kvétenstvi je obvykle sklonéné. Kvete od srpna
do fijna. Slune¢nice je bé&zné péstovana olejodarna rostlina, vyjimeéné zplanuje.
Predmétem sbéru a uziti je semeno, potiebné k vyrobé jedlého oleje. Méné Casto se
setkavame s vyuzitim kvétu (Flos Helianthi), ale pouzivani je stale ¢astéjsi a dluzno fici
opravnéng.

Semena obsahuji kolem 45 % oleje, bilkoviny, glyceridy, steroly, fosfolipidy,
karotenoidy, organické kyseliny (citronova, vinna, chlorogenova). V listech a Zlutych
kvétech byl nalezen flavonoid quercimeritrin, kumarinové glykosidy, triterpenové
saponiny, karotenoidy, antokyany, téisloviny, cholin, betain, hotky helianthin, mineralni

latky.’

Zakladni charakteristiky slunecnice
Plvod: Stfedni Amerika, do Evropy dovezena v 16. stoleti
Rozvoj péstovani: od 18. stoleti (byvalé Rusko)
Introdukce do CSR: 1920
Pojmenovéani: Slunecnice rocni
Helianthus annuus
Sunflower (angl.)
Tournesol (franc.)
Sonnenblume (ném.)
Naprafozgo (mad’ar.)
Podsolnecnik (SNS)
Girassol (port.)
Typy slunec¢nice: olejna, cukrafska, silaZni, okrasna
Fotoperiodicka reakce: rostlina kratkého dne
Fixace uhliku: skupina Cs
Délka lodyhy: 40-200 cm
Listova plocha: do 7000 cm? (stfedni list 250-400 cm?)

15



Kvét: tbor v priiméru 15-25 cm

Pocet trubkovitych kvéti: v iboru 500-3000

Plod: nazka

Fotosyntetick4 G¢innost: asi 30 mg CO, na 100 cm? za 1 hod
Cisty fotosynteticky vykon: 10-18 g m? za den

Hodnota transpirace: 150 mg h™* m?

Naroky na teplo: 6.-9. mésic

Potieba dest'ovych srazek: 450 — 500 mm

Vys$i naroky na vodu: prvnich 30 dnli vegetace, 15-20 dnl pted kvetenim, 10-15 dnil
po odkvétu

Vegeta&ni obdobi: 120-150 dni’

16



2. Latky izolované z listd Helianthus annuus

Slunecnice je bohatym zdrojem seskviterpent, obzvlasté seskviterpenovych laktont.
Slunecnice byla Siroce studovdna a to vedlo kizolaci a chemické charakterizaci
fenolickych sloucenin (derivati kyseliny benzoové, kumarint, flavonoida), diterpent a

triterpenﬁ.10

2.1 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou patnactiuhlikaté slouceniny. Vznikaji spojenim tii isoprenovych
jednotek. Predstavuji nejpocetnéjsi skupinu terpenoidi. Jsou velmi casto pfitomny
vsilicich vysSich rostlin.  Vyznamnou skupinu tvoii seskviterpenové laktony,
charakteristické ptitomnosti y-laktonu v molekule. Laktony jsou hojné zastoupeny
Vv Celedich Asteraceae, Apiaceae, Menispermaceae. Jsou i v houbach a mechorostech.
Jsou ulozeny v zlaznatych trichomech listii, stonkti a kvétnich listend. V podzemnich
organech jsou jen vyjimeéné. Drogy s obsahem hotkych laktont se v lidovém 1écitelstvi
pouzivaji jako amara, tonika a stomachika.

Seskviterpeny se déli podle struktury na acyklické a cyklické. Cyklické se dale déli
na monocyklické, bicyklické, tricyklické a laktony (a-methylen-y-laktony). Laktony
rozdélujeme podle uhlikatého skeletu na germakranolidy, elemanolidy, guajanolidy a

dalzi !

2.1.1 Heliannany, helibisabonoly

Heliannany jsou novym typem seskviterpenti izolovanych z pozemskych (Helianthus
annuus) a vodnich (Haliclona fascigera) organismi. Sdileji jako spoleény strukturalni
rys substituovany aromaticky kruh spojeny s heterocyklem rtzné velikosti, ktery

obsahuje kyslik.

Heliannany Ize rozdélit na zakladé chemické struktury na 4 skupiny:

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

H) a heliannuol K

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

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

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

17



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

Heliannuol A je prvnim heliannanem uvefejnénym v literatufe. Byl vyizolovan
z listli slunecnice. VSichni nésledujici ¢lenové této skupiny byli izolovani ze stejného
zdroje, ale z odlisnych variet slune¢nice. K velkému piekvapeni, zadny z heliannuolt
nebyl zatim vyizolovan z dalSich pozemskych zdroji. Nicméné zékladni skelet
heliannanu byl izolovan také z moiské houby Haliclona fascigea.

Absolutni konfigurace heliannuolu A byla zjisténa jako 7R, 10S. Toto stanoveni
bylo pozdé&ji potvrzeno pomoci asymetrické syntézy enantiomeru (+)-heliannuolu A.
Biogeneticka tvaha umoznila zjistit absolutni stereochemii zbytku clenti skupiny
heliannanti (s vyjimkou heliannuolu C). Nedavno byla uvefejnéna totalni syntéza
heliannuolu E a potvrdila piedeslé ustanoveni absolutni stercochemie. Absolutni
stereochemie motskych heliannanti byla navrhnuta pravé jako opacna: 7S, ale zalozena

na stejném biogenetickém zékladg.'?

2.1.1.1 Izolace heliannant a helibisabonolu z listd H. annuus L. cv. Peredovick, H.
annuus cv. SH-222, cv. VYP
Dichlormethanovy extrakt suchych listd H. annuus L. cv. Peredovick poskytl
heliannuoly A, C, D, F, G, H, I, L, J a helibisabonoly A a B.*?
H. annuus cv. SH-222 poskytl heliannuoly A, B, C, D, E, F, G, H, I, K.
Heliannuoly F, H, J byly izolovény také z H. annuus cv. VYP.'°

Rostlinny material:

Listy Helianthus annuus cv. SH-222, cv. VYP, cv. Peredovick

Izolace:

Suché listy H. annuus cv. Peredovick (1,7 kg) byly maceny v dichlormethanu
(Cerstva rostlina-dichlormethan 1 : 3) po dobu 24 hod, pii 25 °C ve tmé.
Dichlormethanovy extrakt byl délen suchou flash chromatografii na silikagelu, mobilni
fazi byla smes n-hexan-aceton stoupajici polarity. Bylo ziskano 123 frakei (po 50 ml),
které byly redukovany do 7 frakci (A-G) po srovndni pomoci tenkovrstvé
chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC). Biologické testy odlisnych frakci
s dvoudéloznymi rostlinami Lactuca sativa a Lepidium sativum a jednodéloznymi

Allium cepa a Hordeum vulgare umoznilo vybrat frakci D pro dalsi studie. Frakce D
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byla délena na sloupci silikagelu a vymyvana smési n-hexan-aceton stoupajici polarity.
Po separaci s vyuzitim vysokoué¢inné kapalinové chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) byly ziskany slouceniny heliannuol A (3,3 mg),
heliannuol C (2,0 mg), heliannuol D (2,3 mg), heliannuol F (1,8 mg), heliannuol G
(1,6 mg), heliannuol H (1,7 mg), heliannuol 1 (3,4 mg), heliannuol L (1,0 mg),
helibisabonol A (3,2 mg) a helibisabonol B (3,1 mg). Objasnéni struktury bylo

zaloZeno na extenzivnich spektralnich a teoretickych studiich.™

-

HO
" OH o~
[ oH
Obr.1: heliannuol A Obr.2: heliannuol D
=
HO
O "{OH

Obr.3: heliannuol C Obr.4: heliannuol E

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

2.1.2 Germakranolidy

2.1.2.1 1zolace helivypolidu G z listid H. annuus cv. Stella

V etapé pokracujiciho vyzkumu novych alelochemikalii z H. annuus byl vyizolovan

novy dimericky biologicky aktivni seskviterpenovy lakton helivypolid G. Helivypolid
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G ma spojené dva monomery pomoci spirocyklického dihydropyranového kruhu. Byl

izolovan jako nazloutla amorfni hmota ze stiedn€ polarni frakce.

Rostlinny material:

Cerstvé listy H. annuus cv. Stella

1zolace:

Listy byly extrahovany ve vod¢ po 24 hod pii pokojové teploté, ve tme. Vodny
extrakt byl reextrahovan dichlormethanem pfii pokojové teploté. Organické rozpoustédlo
bylo odstranéno odpatfenim za snizeného tlaku. Extrakt byl délen na sloupci silikagelu,
byl eluovan smési hexan-ethylacetat (100 : 1 az 1 : 1). Poté byl ptecistén HPLC.
Mobilni fazi byla smé&s hexan-aceton (4 : 1). Takto byl ziskan helivypolid G.*?

2.1.2.2 I1zolace helivypolidii D a E z listi H. annuus L. cv. Peredovick

Dale byly ziskany dva nové seskviterpenové laktony, helivypolidy D a E.

Rostlinny material:

Listy H. annuus L. cv. Peredovick

Izolace:
Pro izolaci helivypolidi D (obr.7) a E byl pouzit stejny postup jako pro izolaci
heliannanti. Tyto helivypolidy byly ziskany z frakce C pomoci HPLC.™

Obr.7: helivypolid D
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2.1.2.3 Izolace heliangolidii typu niveusinu z lista H. annuus var. giganteus

Jiz dtive byla uvetejnéna izolace biologicky aktivniho furanoheliangolidu , ktery byl
totozny s niveusinem C z Helianthus niveus, sloucenina, ktera byla také nalezena
v Helianthus maximiliani. Pozd¢jsi vyzkum substanci inhibujici rist z mladych listd a
horni ¢asti stonku Helianthus a. vyustil v extrakci tii dodate¢nych seskviterpenovych
laktont: znamou slouceninu niveusin B a novy germakranolid tifruticinového typu a
3-ethoxyniveusin B. Pozd¢ji bylo prokazano, ze ethoxyheliangolid byl vytvofen

Z niveusinu B béhem ethanolové extrakce.

Rostlinny material:

Helianthus annuus var. giganteus byl péstovan ve skleniku 3-4 tydny. Listy a horni

Casti stonku byly pouzity pro izolaci latek.

1zolace:

Listy a horni ¢asti stonku byly extrahovany ethanolem. Extrakt byl chromatograficky
délen. K eluci byl pouzit petrolether (frakce 1-5), petrolether-chloroform (1 : 1) (frakce
6-10), chloroform (frakce 11-15), chloroform-ethanol (49 : 1) (frakcel6-20),
chloroform-ethanol (19 : 1) (frakce 21-25) a chloroform-ethanol (9 : 1) (frakce 26-28).
Frakce 16-20 poskytla heliangolidy niveusin C a B. Frakce 21-25 poskytla
germakranolid tifruticinového typu. Z frakce 11-15 byl vyizolovan
ethoxyheliangolid. Pozdgjsi piecistovani bylo uskute¢néno pomoci HPLC (voda-
methanol 20 : 80).

Poté bylo pouzito upravené extrakéni metody s vodou a chloroformem. Byla snaha
vyhnout se pouziti alkoholu. Byla provedena upravena extrakce: rostlina byla
homogenizovana ve vodé¢, filtrovana a extrahovana chloroformem. Surovy extrakt byl
¢istén pomoci TLC (dichlormethan-aceton-ethylacetat 5 : 4 : 1). Takto bylo dokazano,

7e ethoxyheliangolid vznikl jen pi ethanolové extrakei.™

2.1.2.4 1zolace argophyllina A, B a heliangolidi typu niveusinu z listd H. annuus L.
cv. giganteus

Chemickou analyzou (HPLC analyza) pryskyfi¢éného obsahu mechanicky sbiranych
glandularnich trichomti z povrchu listl slunec¢nice byla zjiSténa existence Sesti

seskviterpenovych lakton. Ke znamym heliangolidim niveusinu C , 15-hydroxy-3-
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dehydrodesoxyfruticinu a argophyllinu B, tfi nové germakranolidy typu niveusinu A
(1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A, 1,2-anhydridoniveusin A, 1,2-anhydrido-4,5-
dihydroniveusin A) byly izolovany a charakterizovany. Pfedchozi vyzkum
seskviterpenovych laktoni ze slune¢nice poskytl dvé dodate¢né slouceniny, niveusin B

a argophyllin A.

Rostlinny material:

Hlavové glandularni trichomy byly sbirdny z povrchu Ccerstvych, vzduchem

¢isténych listd H. annuus L. cv. giganteus.

Izolace:

Seskviterpenové laktony sluneénice jsou lokalizovany v kutikularni vrstve
specialniho typu glandularnich trichomt na povrchu listu. Proto bylo také nutné upravit
podminky extrakce. Pro HPLC analyzu pryskyficného obsahu bylo nejméné 10
trichoml inkubovdno v methanolu. Po centrifugaci byla analyzovdna alikvotni Cast
supernatantu a poskytla Sest pikii v HPLC elu¢nim diagramu pfi vlnové délce 225 nm.
TLC separace (dichlormethan-aceton-ethylacetat 5 : 4 : 1) téhoz extraktu poskytla pét
skvrn, které obsahovaly Sest sloucenin, jak bylo prokazano také HPLC. Pouziti dalSich
rozpoustédel (napt. chloroform, dichlormethan, aceton, methylkyanid) pro extrakci
trichomt nepfineslo zadné dodate¢né slouceniny.

Pro spektroskopické méteni byly listy sluneénice (140 g) extrahovany
dichlormethanem (3x200 ml, 30 min.) pii pokojové teploté. Filtrovany extrakt byl
odpaten ve vakuu a poskytl 1,8 g tmaveé hnédé sirupovité hmoty. Extrakt byl rozpustén
Vv dichlormethanu, adsorbovén na silikagel 60 (10 g) a eluovan ve sklenéném filtru Gg
pfi snizeném tlaku. Byly ziskany frakce 1-4 (dichlormethan, 100 ml), frakce 5-10
(dichlormethan-methanol 19 : 1, 150 ml), frakce 11-12 (methanol 50 ml). Frakce 5-10
byly spojeny a odpatfeny ve vakuu, rozpustény v methanolu a pfeciStény pomoci

HPLC.
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Obr.8: niveusin C
Seskviterpenové laktony jsou nizkomolekularni latky, jejich schopnost indukovat
hypersenzitivitu pozdniho typu je podminéna pfimym kontaktem s kazi. Jina aplikace
do organismu obvykle nevyvolava alergickou odezvu. Rozvoj kontaktni dermatitidy
zavisi individudln€ na koncentraci laktonl v rostling, na jejich senzibilizujici kapacite,
Cetnosti a intenzité aplikace i1 individualni dispozici ¢loveka.
Senzibilizujici schopnost seskviterpenovych laktond byla prokdzana u fady druht
1é¢ivych rostlin:  Helianthus annuus — sluneénice ro¢ni (1,2-anhydrido-4,5-

dehydroniveusin apod.)*’

2.1.2.5 Izolace leptokarpinu z listi H. annuus L. cv. Peredovick

Dichlormethanovy extrakt suchych listd H. annuus poskytl seskviterpenovy lakton

leptokarpin.

Rostlinny material:

Suché listy Helianthus annuus L cv. Peredovick
Izolace:

Leptokarpin byl ziskan stejnou metodou jako heliannany. Byl ziskan z frakce D
pomoci HPLC."
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Obr.9: leptokarpin

2.1.3 Guajanolidy

2.1.3.1 Izolace annuolida A-E z lista H. annuus L. var SH-222

Ze stiedné polarni frakce bylo izolovano pét guajanolidi: annuolidy A-E.

Rostlinny material:

Listy H. annuus L. var. SH-222

1zolace:

Cerstvé listy (6 kg) byly maceny ve vodé po 24 hod pfi 25 °C ve tmé. Vodny extrakt
byl reextrahovan 8x0,5 | dichlormethanu pro kazdy litr vody. Kombinovany extrakt byl
suSen nad siranem sodnym a odpaten ve vakuu. Bylo ziskano 16 g surového extraktu,
ktery byl délen na sloupci silikagelu. Byl vymyvan smési n-hexan-ethylacetat stoupajici
polarity. Tak bylo ziskdno 170 frakci po 50 ml, které byly redukovany na 17 frakci.
Frakce 8 byla d&lena na silikagelu a poskytla annuolidy A-E.*

2.1.3.2 lzolace annuolidu E z listii H. annuus L. cv. Peredovick

Dichlormethanovy extrakt suchych listt H. annuus L. cv. Peredovick poskytl

seskviterpenovy lakton annuolid E.

Rostlinny material:

Suché listy H. annuus cv. Peredovick
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Izolace:
Annuolid E byl ziskan stejnou metodou jako heliannany. Tato sloucenina byla
ziskéna z frakce D pomoci HPLC."

2.1.3.3 Izolace 8p-angeloiloxicumambranolidu z listd H. annuus L. cv. Peredovick

Rostlinny material:

Suché listy H. annuus L. cv. Peredovick

Izolace:
Listy H. annuus byly extrahovany dichlormethanem. Surovy extrakt byl délen na
sloupci silikagelu (flash chromatografii). Mobilni fazi byla smés hexan-aceton

stoupajici polarity. Stfedn& polarni frakce poskytla 8f-angeloiloxicumambranolid.*

2.1.4 Annuionony (apokarotenoidy)

Mnoho apokarotenoidd, slouc¢eniny s méné nez Ctyficeti uhlikovymi atomy, ale se
strukturou jako karotenoidy, byly nalezeny v rostlinnych esencialnich olejich a Casto
souviseji s vini rostliny. Syntéza téchto sloucenin probihd hlavné katabolismem

karotenoidu.

2.1.4.1 1zolace annuiononu A-H z listd H. annuus cv. Stella

Polarni biologicky aktivni frakce Helianthus annuus poskytla osm apokarotenoidi:
annuionony A-H (annuiony jsou také fazeny mezi apokarotenoidy), dva z nich

izolované poprvé jako pfirodni produkty (annuionony F a G).

Rostlinny material:

Cerstvé listy H. annuus cv. Stella
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Izolace:

Cerstvé listy H. annuus byly extrahovany vodou pii pokojové teploté po 24 hod.
Tento vodny extrakt byl reextrahovan methylenchloridem a ethylacetaitem. Odlisné
frakce, které byly ziskany, byly prozkoumany. Frakce, které mély vyssi hladinu
biologické aktivity, byly déleny na sloupci silikagelu, mobilni fazi byla smés hexan-
ethylacetdt stoupajici polarity. Ziskané frakce byly testovdny pomoci testu

s etiolizovanymi pSeni¢nymi koleoptily.*®

2.1.4.2 1zolace annuiononu H z listi H. annuus L. cv. Suncross-42

Z vodného extraktu listd slune¢nice byl izolovan biologicky aktivni annuionon H.

Rostlinny material:

Listy H. annuus L. cv. Suncross-42 byly sbirany béhem tieti vyvojové etapy (rostlina
I m vysokd skvéty, 1 mésic pred sklizni. Listy byly pfed extrakci suSeny a

rozdrobnény.

1zolace:

Suché listy byly extrahovany vodou (listy-voda 1 : 3) po 24 hod pii pokojové teploté.
Vodny extrakt byl reextrahovan dichlormethanem. Dichlormethanova frakce byla
délena pomoci HPLC. Takto byl vyizolovan annuionon H. Strukturalni objasnéni bylo

provedeno pomoci 'Ha ¥*C NMR spektralnich studii.?

2.1.4.3 Izolace annuinonu A-C a helinorbisabonu z lista H. annuus var. SH-222 a
var. VYP

Biologicky aktivni norseskviterpeny byly izolovany také z Helianthus annuus var.
SH-222 a var. VYP (tfi nové typy bisnorseskviterpenovych laktoni annuionony A-C a
novy norbisabolen helinorbisabon).

Rostlinny material:

Listy Helianthus annuus L. var. SH-222 a var. VYP byly sbirany v zafi béhem tteti

rostlinné vyvojové etapy (rostlina 1,2 m vysoka s kvéty, mésic pred sklizni).
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Izolace:

Pro izolaci annuiononii A-C a helinorbisabonu byl pouzit stejny postup jako pfi
izolaci annuolidi A-E. Tyto slouCeniny byly ziskany ze stfedné polarni frakce.
Annuionon A byl izolovan jako bezbarvy olej. Annuionony B a C jsou také bezbarvé

oleje. Helinorbisabon je nazloutly olej.?

2.1.4.4 1zolace annuiononu E z listd H. annuus L. cv. Peredoovick

Také dichlormethanovy extrakt suchych listd H. annuus L. cv. Peredovick poskytl

bisnorseskviterpen annuionon E.

Rostlinny material:

Suché listy H. annuus cv. Peredovick

Izolace:
Pro izolaci annuiononu E byl pouzit stejny postup jako pro izolaci heliannant.

Tento annuionon byl vyizolovan z frakce D.*2

Obr.10: annuionon E

2.1.4.5 Izolace dehydrovomifoliolu z lista H. annuus L. cv. Peredovick

Rostlinny material:

Suché listy H. annuus L. cv. Peredovick
Izolace:

Listy H. annuus byly extrahovany dichlormethanem. Surovy extrakt byl délen na

sloupci silikagelu (flash chromatografii). Mobilni fazi byla smés hexan-aceton
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stoupajici polarity. Stfedn¢ polarni frakce poskytla Dbisnorseskviterpen (+)-

dehydrovomifoliol

2.1.5 Heliespirony (spiroterpeny)

2.1.5.1 Izolace heliespironi z listi H. annuus cv. Atila

Ze stiedné polarni frakce vodného extraktu listd H. annuus byly vyizolovany tfi
slouCeniny s heliespironovym skeletem: heliespirony C, D a E. Struktura heliespironu
C, ktery ma potencialni alelopatickou aktivitu, byla objasnéna pomoci homo- a hetero-
nuklearni 2D-NMR spektroskopie a krystalografickych dat. Heliespirony D a E jsou
zatim stale jeSté studovany. Jiz diive byly ze slunecnice vyizolovany heliespirony A a

B.

Rostlinny material:

Listy H. annuus cv. Atila

1zolace:

Listy (25 kg) byly maceny ve vod¢ (voda-rostlina 1 : 3) po 24 hod, pii 25 °C ve tmé.
Vodna faze byla extrahovana 0,5 | dichlormethanu na 1 1 vody. Kombinovany extrakt
byl susen nad siranem sodnym a odpatfen ve vakuu. Bylo ziskano 11,5 g surového
extraktu. Ten byl dé€len na sloupci silikagelu za pouziti hexanu, ethyletheru,
ethylacetdtu, methanolu, vody. Byly ziskdny frakce A1-A6. VSechny frakce byly
testovany pomoci testu s koleoptily. Nejvétsi aktivitu vykazovaly frakce A2 a A3.
Biologicky aktivni frakce A3 byla délena na silikagelu a eluovana smési chloroform-

aceton (9 : 1). Po HPLC separaci byly ziskany heliespirony C, D a E.?

2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladem je chroman substituovany
v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Vyskytuji se jen v rostlinné
181, a to nejcastéji flavany. Hromadi se v Vv listech, kvétech a plodech. Jsou typické
pfedevSim pro Celed Fabaceae. Jsou to slouceniny, které vznikaji ob&ma hlavnimi

cestami: cesta acetatova i Sikimova.?®
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Také biologicky aktivni flavonoidy byly vyizolovany z listli slunecnice.

Rostlinny material:

Listy Helianthus annuus L. var. VYP

1zolace:

Listy (1,7 kg) byly maceny ve vod¢ (rostlina-rozpoustédlo 1 : 3) po 24 hod, pfi
teploté 25 °C a ve tmeé. Vodny extrakt byl reextrahovan 8x1,0 | dichlormethanu pro
kazdy 1,2 1 vody. Kombinovany extrakt byl susen nad siranem sodnym a odpaien ve
vakuu. Takto bylo ziskdno 24 g surového extraktu, ktery byl délen na sloupci silikagelu,
mobilni fazi byla smés n-hexan-ethylacetat stoupajici polarity. Bylo ziskano 192 frakci
po 50 ml, které byly redukovany na 30 frakci po srovnani pomoci TLC. Stfedn¢ polarni
frakce byla chromatograficky délena na silikagelu a eluovana hexan-aceton (7 : 3) a
hexan-aceton (6 : 4) a pak znovu délena pomoci HPLC, kde mobilni fazi byla smés
hexan-aceton (6 : 4). Takto byly ziskany: tambulin (4 mg), kukulkanin B (6 mg),
heliannon A (5 mg), heliannon B (5 mg), heliannon C (3 mg).

2.2.1 Flavanony

Mezi flavanony patii heliannon B a C.

2.2.2 Chalkony

Kukulkanin B

2.2.3 Flavonoly

Tambulin %

29



3. Biologicka aktivita obsahovych latek

3.1 Alelopaticka aktivita

3.1.1 Uvod

Neuvazené uziti herbicidi vyustilo ve vzrlstajici incidenci rezistence plevele
k nékterym skupinam herbicidd. Studie alelopatickych interakci muze pomoci pickonat
takovéto problémy skrze rozvoj variet majicich vétsi schopnost znicit plevel. Uzitim
prirodnich fytotoxinti z rostlin nebo mikrobt jako herbicidi a uzitim syntetickych
derivati pfirodnich produkti jako herbicidl. Rostliny maji svilj vlastni obranny
mechanismus a alelochemikalie jsou ve skuteCnosti pfirodnimi herbicidy. Jedna cesta
k uziti alelopatie v zeméd¢lstvi je skrze izolaci, identifikaci a syntézu aktivnich
sloucenin z alelopatickych rostlinnych druht.

Byla zahijena studie alelopatické aktivity u slune¢nice (u riznych variet).
Vysledkem téchto studii byl popis a charakterizace, krom¢ jednoduchych fenold,
triterpend  a steroidd, seskviterpenovych laktond, hlavné¢ germakranolidd a
jednoduchych guajanolidi. Dale byly izolovany a popsany flavonoidy, diterpeny a nova
skupina seskviterpenli oznacovana jako heliannuoly. Sluneénicové druhy jsou
alelopatické, napf. Helianthus rigidus vykazuje autotoxicitu. Helianthus annuus ma
velky alelopaticky potencial a inhibuje rist plevelovych sazenic.?!

Nejsamoziejméjsi je piimé uziti alelochemikalii jako novych herbicidi, které mayji
novy cil plisobeni.

Hlavnim problémem piimého uZiti alelopatickych jednotek jako herbicidl je nizké
mnozstvi sloucenin obvykle ziskanych (s vyjimkou téch, které pochazeji z bakterialnich
kultur, které mohou byt kontinualné produkovany).

Alelopaticka aktivita jednotlivych sloucenin byla zkoumana pomoci biologického

testu s etiolizovanymi pseni¢nymi koleoptily a biologického testu s Petriho miskami.*
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3.1.2 Biologické testy

3.1.2.1 Biologicky test s etiolizovanymi pSeni¢nymi koleoptily
Postup A:

Semena pSenice (Triticum aestivum L. cv. Cortex) byla naseta do Petriho misky.
Rostla ve tmé po Ctyii dny pfi teploté 24 °C. Etiolizované sazenice byly vyjmuty
zmisky a byly vybrany sazenice stejné velikosti. Vybrané sazenice byly umistény
ve Van der Wij guillotine a horni 2 mm byly odstranény. Dal§i 4 mm byly vyuzity pro
test. Byly ponechany ve vodném vyzivném pufru na jednu hodinu k synchronizaci
rastu. Mate¢ny roztok ¢istych sloucenin byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO) a
natedén k nalezité koncentraci. Fosfato-citratovym pufrem byla hodnota pH upravena
na 5,6. Kone¢na maximalni koncentrace DMSO byla 0,5 %. Nasledujici koncentrace
byly ziskdny natfedénim. Test byl provadén v 10ml zkumavkach: 5 koleoptilit bylo
pfiddno do kazdé zkumavky obsahujici 2 ml testovaného roztoku. Provadély se tii
pokusy pro kazdy testovany roztok. Zkumavky byly vlozeny do centrifugy a to¢eny po
24 hod, pifi 22 °C ve tm¢. VSechny manipulace byly provadény pod zelenym
bezpe¢nostnim svétlem. Koleoptily byly méfeny digitalizaci jejich fotografickych
obrazi a data byla statisticky vyhodnocena.'?

Postup B:

Semeno psenice (Triticum aestivum L. cv. Duro) bylo naseto do Petriho misky
(primér 15 cm). Bylo zavlaZzovano vodou a rostlo ve tmé&, pfi 22 °C po 3 dny. Kofeny
byly odstranény a také horni 2 mm byly odstiihnuty a odstranény. Dal§i 4 mm byly
vyuzity pro test. Slouceniny byly piedrozpustény v DMSO a zifedény K finalni
koncentraci pro test s maximem jedné desetiny procenta DMSO. Byla provadéna také
paralelni kontrola. Surové extrakty, frakce nebo Cisté slouceniny, které byly pouzity pro
testovani biologické aktivity, byly dany do zkumavek. Test byl provadén duplicitné.
Fosfato-citratovy pufr (2 ml) byl ptidan do kazdé zkumavky, bylo udrzovano pH 5,6.
Nasledovalo ptemisténi péti koleoptili do kazdé zkumavky, zkumavky rotovaly
v centrifuze po 24 hod pti 22 °C ve tmé. Data jsou prezentovana jako procenta rozdilu
od kontroly. Nula ptedstavuje kontrolu, pozitivni hodnoty ptedstavuji stimulaci

studovanych parametrli, negativni hodnoty predstavuji inhibici.*
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3.1.2.2 Biologicky test s Petrino miskami

Byla pouzita semena hlavkového salatu (Lactuca sativa L. cv. Roman), fetichy
(Lepidium sativum L. cv. Comun) a cibule (Allium cepa L. cv. Valenciana), pSenice a
je¢mene (Hordeum vulgare L.).VSechna poskozena a velikostné nevyhovujici semena
byla odstranéna a pro test byla vybrana jednotna semena. Test byl uskute¢nén v Petriho
misce, kterda méla primér 9 cm. 25 semen z kazdého druhu bylo umisténo do misky,
s vyjimkou Hordeum vulgare (10 semen do misky) s5 ml testovaného roztoku a
inkubovano ve tmé pii 25 °C. Test byl provadén ve cCtyfech kopiich u kazdé
koncentrace. Cas kli¢eni a rtstu se lisil pro kazdy rostlinny druh. Lepidium sativum — 3
dny, Lactuca sativa a Hordeum vulgare — 5 dni a Allium cepa 7 dni. Mate¢ny roztok pro
test (0,01 M) byl piipraven s pouzitim DMSO a potom nafedén na 0,0001 M pouzitim
10 mM MES (2-(N-morfolino)ethansulfonové kyseliny. Nasledujici roztok byl ziskan
nafedénim udrZujici jednoprocentni koncentraci DMSO. Byla provadéna paralelni
kontrola. VSechny pH hodnoty byly upraveny na 6 pted testem. VSechny produkty byly
ptecistény pred testem pomoci HPLC. Minimalni stupen Cistoty byl 99 %. Data byla
prezentovana v podobé, kdy nula ptedstavovala kontrolu, pozitivni hodnoty

pfedstavovaly stimulaci a negativni hodnoty inhibici.'

3.1.3 Heliannany, helibisabonoly

Byla odhalena aktivita heliannuolti izolovanych ze slune¢nice pouzitim testu s
Petrtho miskami. ProtoZe nebyl Zzadny pfistup k vzorku heliannanu, ktery byl
vyizolovan z vodnich organismu, studie byla limitovana na heliannuoly, které byly
izolovany pracovniky této studie. Pracovnici méli pfistup k nékolika moznym
biogenetickym prekurzorim heliannuold (helibisabonol A), izolovanych a pozdéji
syntetizovanych pracovniky studie, které byly také zahrnuty v téchto studiich. Nedavno
byl upraven dal§i biologicky test zaloZeny na pouZiti etiolizovanych pSeni¢nych
koleoptilt (postup A).

Byl sledovan vliv heterocyklu na kli¢eni hlavkového salatu. Bylo pozorovano jak
heterocyklické slouceniny heliannuol A a C jsou aktivni, zatimco slouceniny
s otevienym kruhem helibisabonol A a B jsou neaktivni. Také byl pozorovan vliv
velikosti kruhu na kliceni hlavkového salatu. Byl sledovan vztah mezi aktivitou a

velikosti kruhu.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Inhibujici vliv na rtst byl pozorovan obvykle u dvoudéloznych -
hlavkovy salat (Lactuca sativa) a tefichy (Lepidium sativum). Na
druh¢ strané, rust jednod€loznych - je¢mene (Hordeum vulgare) a
cibule (Allium cepa) byl také inhibovan.

Ptitomnost heterocyklického kruhu je rozhodujici pro aktivitu.
Mnoho heliannuoltl je aktivnich na dvoudélozné a/nebo
jednodélozné. Jsou také aktivni v testu s etiolizovanymi
pseni¢nymi koleoptily. AvSak kdyz byly zkouseny odpovidajici
prekurzory s otevienym kruhem helibisabonol A a B a dalsi
pfibuzné slouceniny ziskané syntézou, byly shledany neaktivni
Vv testu s Petriho miskami a vykazovaly také niz$i aktivitu v testu
S etiolizovanymi pSeni¢nymi koleoptily

Velikost kruhu heterocyklu je kli¢ovym faktorem: v testu s Petriho
miskami osmiclenny kruh mél vétsi aktivitu nez sedmiclenny. Toto
také plati v testu s pSenicnymi koleoptily.

Pozice hydroxylové skupiny také ovlivituje aktivitu. Ty slouc¢eniny
s hydroxylovou skupinou umisténou na heterocyklickém kruhu
(7,11-helinannuoly a 8,11-heliannuoly) jsou vice aktivni nez ty
s hydroxylovou skupinou na  isopropylovém fetézci (7,10-
heliannuoly).

Pokud srovname 8,11-heliannuoly s 7,11-heliannuoly, pfitomnost
vinylového fetézce take zesiluje aktivitu.

Konecné stereochemie chirdlnich center je velmi dileZita pro
biologicku aktivitu. Srovnani efektu heliannuolu G a jeho
epimeru na C-8 heliannuolu H ukazalo velkou odli$nost v aktivité

v v -1
u téchto slougenin.®®

Seskviterpen heliannuol A, D a helibisabonol A vyznamné inhibuji rust

etiolizovanych pSeni¢nych koleoptilﬁ.12

3.1.4 Germakranolidy

Biologicka aktivita heliangolidi byla urc¢ena pomoci testu s pouzitim Avena sativa a

byly provedeny antimikrobialni testy. Byla prokazana linearni redukce ristu v testu

s pSenicnymi koleoptily. Antimikrobidlni aktivita byla testovana proti bakteriim a
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houbam. Germakranolid tifruticinového typu byl nejsiln€jSim inhibitorem proti
bakteriim, zatimco ethoxyheliangolid byl vice aktivni proti houbam neZ niveusin B."
Helivypolid G inhibuje rist pSeni¢nych koleoptild.™® Helivypolidy D a E maji
inhibi¢ni vliv na kliceni a rist stonku a kofene u Lactuca sativa cv. Roman.**
Leptokarpin inhibuje rast pseni¢nych koleoptili. Aktivita leptokarpinu je dana
flexibilitou jeho molekuly. Bylo uvetejnéno , ze rozdilné prostorové uspofadani, které
molekuly mohou zaujmout, hraje diilezitou roli v aktivité, stejné¢ tak pritomnost dvou

elektrofilnich funkei: a-methylen-y- lakton a oxyranovy kruh.*?

3.1.5 Guajanolidy

U série vodnych roztoki annuolidis A-E v koncentracich 10™- 10 byl testovan
jejich efekt na kliceni a rist dvoud€loznych Lactuca sativa var. Nigra a jednodéloznych
Hordeum vulgare. VSech pét guajanolidi vykazovalo potencialni alelopatickou

aktivitu.'®

3.1.6 Annuionony

K odhadu alelopatické aktivity byl studovan efekt izolovanych sloucenin v riznych
koncentracich (10 — 10”° M) na kofeny a vyhonky Lactuca sativa, Lepidium sativum,
Allium cepa a Hordeum vulgare. Nejvyznamngjsi efekt na dvoudélozné druhy: Lactuca
sativa a Lepidium sativum mél annuionon B, ktery stimuloval rist kofene fefichy
v nizkych koncentracich (10° M - 47%, 10° M - 32 %). Helinorbisabon vykazoval
silny inhibi¢ni efekt na kli¢eni hlavkového salatu ve vSech testovanych koncentracich.
Annuionon A inhibuje kli¢eni Allium cepa, ale stimuluje rtst kofene.

Vsechny tyto slouCeniny vykazuji vyznamnou alelopatickou aktivitu proti
jednodé€loznym rostlindm.?

Také annuionon H muze byt pouzit jako potencialni rostlinny rtstovy inhibitor.
Tato slou€enina miZze slouzit jako vzor pro syntézu novych herbicidii s novym cilem
pusobeni.

Rist a tudiz suchd biomasa péti testovanych plevelti byla vyznamné redukovana
piisobenim annuiononu H v riznych koncentracich (107, 10, 10 M). Inhibujici efekt
je na davce zavisly: vzestup koncentrace znamena i vzestup fytotoxického efektu. Mezi
péti testovanymi plevely Phalaris minor vykazoval vys§i toleranci. Siroce rozsifené
plevely, specialn¢ Rumex dentatus a Chenopodium album vykazovaly maximalni ztratu

y . 2
suché hmotnosti.?°
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3.1.7 Heliespirony

Heliespirony byly podrobeny testu s pseni¢nymi koleoptily. Heliespiron C

vykazoval vyraznou alelopatickou aktivitu.?

3.1.8 Flavonoidy

K odhadu alelopatické aktivity byl studovan vliv série vodnych roztokl izolovanych
slougenin v koncentracich 10*-10° M na rist stonku a kofene u semen Lycopersicon
esculentum a Hordeum vulgare. Tambulin neovliviioval kli¢eni ani rist kofene u obou
druhti. Ale inhiboval rust stonku u obou druhii. Kukulkanin B a heliannon A maji
velice podobnou strukturu, avsSak jejich aktivita je rozdilna. Heliannon A inhibuje
kliceni obou druht a rist stonku Hordeum vulgare. Kukulkanin B inhibuje rast stonku
Lycopersicon esculentum. Heliannon B a C inhibuji rust stonku a kofene Lycopersicon
esculentum. Flavonoidy vyizolované ze slune¢nice tedy maji vyznamnou alelopatickou

aktivitu.?
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3.2 Alternativni metoda stanoveni akutni toxicity extrakti:

zastava pohybu ¢ervi Tubifex tubifex

3.2.1 Uvod

Celé¢ lidstvo a vlastné veskery zivot na Zemi je zatizen expozici nebezpecnym latkam
unikajicim do pfirody. Jedna se i o latky, jejichz Gc¢inky na zivé organismy jsou znamy
jen z¢&asti nebo viibec ne. Stavajici metody urovani nebezpecnosti latek jsou nakladné a
zdlouhavé. Prvni, pomérmné¢ rychle ziskatelny udaj o nebezpecnosti latky poskytuje jeji
akutni toxicita. Hledaji se alternativni metody stanoveni akutni toxicity, které by
usettily Cas, penize, zvifata. Tyto metody by mély poskytovat adekvatni informace jako
pokusy provadéné na obratlovcich.

Vzhledem k tomu, Ze studie prokazaly u riznych skupin latek korelaci mezi akutni
toxicitou méfenou riznymi zpisoby a rozdélovacim koeficientem oktanol/voda, je
mozné predpokladat i korelaci dat stanovenych na riznych biologickych objektech.

Bylo prokazano, Ze existuje tésna korelace pro soubor alkoholi mezi LDsg
stanovenou na mysich a ECsy (zdstava pohybu) stanovenou na niténkach, respektivé
IGCso (Inhibition Growth Concentration-koncentrace inhibujici rust) stanovenou na
prvocich. Hlavnimi pfednostmi testu na Cervech Tubifex tubifex jsou jednoduchost,
reprodukovatelnost, rychlost a financni nendro€nost. Niténky jsou zminény jako objekt
pro test toxicity odpadnich vod i pro stanoveni akutni toxicity jednotlivych chemikalii a
chemickych ptipravka. Byly pouzity na ptfelomu 50. a 60. let ke stanoveni toxicity pro
zasadni prace, které vedly k predikénim metoddm typu analyzy QSAR (Quantitative
Structure —Activity Relationship, tj. kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou
chemikalii a jejich biologickou u¢innosti).?

Alternativni metody a testy tedy zahrnuji nejen vyuziti nizSich organismu a rostlin
nebo jejich ¢asti, testy in vitro s izolovanymi butikami nebo tkanovymi kulturami, ale i
pocitatové modely, které nejcastéji vyuzivaji technik analyzy QSAR nebo
toxikokinetickych pravidel.
vyuzivany z etickych divodi, ale i informacnich a ekonomickych. Je vyZzadovano
nalezeni takovych metod a technik, které by poskytly hlavné rychle a s niz§imi
finan¢nimi naklady informace o nebezpecnosti nové produkovanych a popisovanych

1 . , : . ;e s o1 ve s 2
latkach. I velmi hruba, aproximativni informace je asto dilezitd.?
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3.2.2 Popis testovanéh0 organismu

Niténka vétsi (Tubifex tubifex) nalezi do kmenu
krouzkovct (Annelida), tiidy malostétinatct
(Oligochaeta). Jejich Zivotnim prostiedi jsou toky se
znanym organickym zatizenim, hojny vyskyt nitének
je mozné ocekavat pii usti kanalizace mlékaren, jatek

atp. Vyskytuje se na dn¢ koryt v bahné v kanalcich,

které si slizem zpeviiuji, a to do hloubky okolo 10 cm,

ojedinéle i v hloubce 40 cm. Obr.11: Tubifex tubifex
Stereomikroskop 20 : 1

Na mist¢ vyskytu najdeme vzdy kolonii Citajici tisice jedinct.

Pohybuji se kontrakcemi podkozni svaloviny. Jako opora jim slouZi $tétiny, kterymi
se zachytavaji podkladu. Za potravu jim slouzi detrit a bakterie, pficemz nevybiraji
jednotlivé casti potravy, ale pohlcuji veskery materidl na dné. Nestravitelné zbytky pak
vyvrhuji andlnim otvorem. Za 24 hodin zpracuji mnozstvi materidlu rovnajici se 4-
Snasobku jejich vahy. VSichni malostétinatci dychaji celym povrchem téla. U nékterych
druhil je vyvinuto dychdni sténou stfevni, pfiCemz vyménu vody obstardvaji svaly a
obrveny epitel na konci stieva. Nékteré druhy (Tubifex tubifex) vydrzi dlouhou dobu
Vv prostiedi bez kysliku, a to az desitky dnt (25 dnt pfi teploté 10-12 °C, pfi teplote
ve zvySené mife vyuZzivan glykogen (podil glykolyzy na metabolismu se zvysi 3-
Akrat).®

Travici soustava malostétinatcii mize byt diferencovand na usta, hltan, jicen,
zlaznaty Zaludek, zvykaci Zaludek, stfevo a fitni otvor. Pro cévni soustavu je typicka
pfitomnost tzv. pomocnych (auxilidarnich) srdci vytvofenych z obloukovitych

, , v T Pl wawgs .. voy: .. 27
postrannich cév v pfedni Casti téla. Malostétinatci jsou vétSinou hermafroditi.

3.2.3 Chemikdlie pouZivané pii testu

destilovana voda, tetrahydrat chloridu manganatého, stanovovana latka

3.2.4 Metodika testu

Test se pouziva pro testovani biologické aktivity latek rozpustnych ve vod€ a na
Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové jsme jej pouzivali i na testovani mikrosuspenzi.

Testuje se roztok zkoumané latky a roztok referencni latky. Pro ovéfeni spravnosti
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testovani byla stanovena akutni toxicita dihydratu chloridu manganatého jeho
prub&znym testovanim v letech 1992-1993. Kromé toho byla soub&zné se stanovenim
akutni toxicity nasycenych alkoholi tato sul testovana zpiisobem, ktery umoznil
stanovit rozptyl vysledku jak pfi kazdém stanoveni, tak mezi riznymi dny. Z celkového
po¢tu 72 méteni byla stanovena hodnota ECsg pro zastavu pohybu cervii a LCso pro

letalni koncentraci, véetn¢ intervald spolehlivosti pro hladinu vyznamnosti a = 0,05:
log ECso =-0,845 + 0,0326 (mol/l)
log LCso =-0,726 + 0,0390 (mol/l)

Tyto hodnoty slouzi jako vnitini kontrola spravnosti testovani akutni toxicity pomoci

¢ervia Tubifex tubifex.
3.2.4.1 Priprava roztoku referenéni latky

Navazka dihydratu chloridu manganatého (asi 1,8000 g pfesn€) méla byt rozpusténa
ve 25ml odmérné baiice. V laboratofi byl k dispozici pouze tetrahydrat chloridu
manganatého, tudiz navazka byla pfepoctena na 2,2003 g pfiblizn¢ pfesné a rozpusténa
ve 25 ml destilované vody. Takto ziskany zékladni roztok byl nafedén nasledujicim

Zpusobem:
8 ml zdkladniho roztoku + 2,1 ml destilované vody ... koncentrace 1
8 ml koncentrace 1 + 2,1 ml destilované vody ... koncentrace 2
Bylo pfipraveno 6 fedéni.

3.2.4.2 Priprava roztoku stanovované latky

Byly ptipraveny 2 ml 10% roztoku extraktu (zékladni roztok). Zakladni roztok byl

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

3.2.4.3 Pracovni postup
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Me¢teni probihalo pii laboratorni teplot¢ (20-25 °C). Do Petriho misky byl
napipetovan 1 ml pracovniho roztoku o nejvyssi koncentraci. Z kolonie bylo rychle, ale
Setrn¢ odd¢leno 6 stejné velkych nitének, byly osusSeny na filtra¢nim papife a preneseny
do pracovniho roztoku. Zde byly exponovany piesné¢ 3 minuty. Sledovala se zastava

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

Po 3 minutach byly niténky rychle vyjmuty, pfeneseny do Petriho misky s pitnou
vodou a po 1 minuté se stanovil pocet nehybnych jedincl. Pouzité niténky byly
vyfazeny a pokus byl opakovan, a to celkem tiikrat. Pak se pokracovalo s niz§imi
koncentracemi az po dosazeni koncentrace, kterd nezptisobila zadnou zastavu pohybu
nitének. Soubézné se stanovenim akutni toxicity sledované latky se stanovovala 1 akutni

toxicita referencni latky.
Vysledky pokusil byly statisticky vyhodnoceny podle metody Weilové.

3.2.4.4 Vypocet
Vysledky jsou zatim pocty nehybnych jedinch nitének po expozici piesné tfi minuty
u kazdé koncentrace zkoumané latky. Z té€chto hodnot je mozné vypocitat ECso podle
nasledujiciho vztahu:
log ECso =log Da +d (f+ 1) 1)
konstanta a d pocetni konstanta:
d=logR (2)
kde R je pomér mezi dv€ma nasledujicimi koncentracemi (vyssi koncentrace
Interval spolehlivosti pro 95% pravdépodobnost je dan vztahem:
Li2=10g EC50+2 o d (3)
kde of je tabelovana konstanta.
Konstanty f jsou tabelovany pro rizné sestavy odc¢itanych vysledkidi (nehybnych
jedinct). Obdobné lze ziskat hodnotu LCsp, kdy jsou K vypoétu pouzity pocty
nehybnych jedincl odectenych presné 1 minutu po pieneseni ¢erva z roztoku latky do

&isté pitné vody.?
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3.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

3.3.1 Uvod

Oxidativni procesy odehravajici se v zivych organismech vedou k tvorbé vysoce
reaktivnich volnych radikalt, které zptisobuji zrychlené starnuti zivych bunék a zvysuji
riziko zhorSeni zdravi vcetn¢ spusténi rakoviny. Antioxidanty jsou chemické latky
schopné ukoncit fetézové radikalové reakce. Ma se za to, ze prirodni antioxidanty maji
velky vyznam v lidské stravé, zejména ve vztahu k prevenci rakoviny a
kardiovaskularnich chorob. Proto jsou pfirodni antioxidanty pfedmétem zvySeného
zajmu v biologickém vyzkumu, medicing a farmacii.?®

Reaktivni kyslikové formy jako superoxidovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy
radikal jsou v piirod¢ cytotoxické a poskozuji proteiny, lipidy, pigmenty a DNA.
Antioxidacni enzymy jako superoxiddismutdza, kataldza, askorbatperoxidaza a
glutathionreduktdza zametaji reaktivni kyslikové formy v rostlinach. Aktivita riznych
antioxidacnich enzymu se zvysuje jako odpovéd’ na sucho a teplotu.

Antioxidacni systémy jsou nutné pro zivé organismy v aerobnim prostiedi. Kyslik je
potencidlné toxicky, miize byt transformovan metabolickou aktivitou do reaktivné;si
formy jako je superoxid, peroxid vodiku, jednoduchy kyslik a hydroxylovy radikal,
které jsou obecné znamy jako reaktivni kyslikové druhy. Superoxiddismutaza , nutna
slozka ochranného mechanismu Zivych organismi, vykondva specidlni ochranu
Vv rostlinach pod neptiznivymi Zivotnimi podminkami- ROS jsou tvofeny béhem mnoha
stresovych situaci.”®

Je nekolik detekénich systémil zaloZenych na oxida¢né-redukéni reakci, které jsou
vhodné pro stanoveni radikaly-inaktivujicich 0€inkli antioxidantd pfitomnych
Vv relativné komplexnich vzorcich jako jsou rostlinné extrakty.

Slouceniny vykazujici se v oXida¢nich procesech inaktivaci nebo zhasenim volnych
radikall jsou nazyvany jako primarni antioxidanty.

Tato metoda ma umoznit vybér extraktl perspektivnich z hlediska obsahu

antioxidacnich latek, které by poté bylo mozno podrobné&ji zkoumat.

3.3.2 Princip

Stanoveni antioxidacni aktivity latek metodou sekvencni injek¢ni analyzy (SIA) se

spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikalu.
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Poc¢itatem kontrolovany systém sekven¢ni injekéni analyzy vybaveny
spektrofotometrickym detektorem diodového pole je pouzivan pro rychlé monitorovani
a vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity biologickych vzorkli. Automatizovanad metoda je
zalozena na znamé reakci stabilniho 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalu (DPPH,
XV) s antioxidanty v organickych nebo vodné-organickych médiich, kterou se odbarvi
roztok DPPH. Tento radikal je zhaSen reakci s antioxida¢ni latkou, kterd je donorem
vodikového atomu. Pokles absorbance DPPH méfené pii 525 nm souvisi s koncentraci
antioxidantu v testovaném vzorku (v porovnani se slepym vzorkem provedenym
s roztokem voda-ethanol 1 : 1 namisto s testovanym roztokem. Pfi pouziti vody jako
nosného proudu byly piky DPPH ve vodno-ethanolovém roztoku nepravidelného tvaru.
Vysledky byly nereprodukovatelné. Tento problém byl vyfeSen nahrazenim vody

vodnym roztokem 50% ethanolu) jako nosného proudu.

3.3.2.1 Priprava roztoku

Pro ptipravu vodnych roztokl se pouziva vysoce ¢isténa deionizovana voda. Ethanol
50% se pied pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukové l1azni 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 piipravi rozpusténim 3,9 mg DPPH v 60 ml
95% ethanolu ve 100ml odmérné baice (k uplnému rozpusténi je tfeba pouzit
petiminutové sonikace) a doplnénim vodou na 100 ml. Po dalSim pétiminutovém
odvzdusnéni se odmérna banika zatemni zabalenim do alobalu a uchovava v chladu.
Roztok DPPH se pfipravuje vzdy Cerstvy, tedy v den méfeni. Méfeny vzorek se piipravi
rozpusténim lyofilizatu v 50% ethanolu, aby vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se
sonikuje po dobu jedné minuty a dikladné protifepe. Déle se postupnym fedénim
ptipravi koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml tohoto vzorku.

NiZz8i koncentrace jsou rovnéz odplynény v ultrazvukové lazni.

3.3.2.2 Pristroje

Me¢éfeni probiha na systému pro sekvenéni injekéni analyzu (SIA) FIAlab 3000,
vybavenym pistovym cerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem,
misici civkou, priatokovou detekéni celou, detektorem, halogenovou lampou,
spojovacimi hadickami. Zafizeni je propojeno s pocitacem a prostfednictvim programu

FIAlab for Windows 5.0 se cely proces analyzy fidi. Pfed zaCitkem meéfeni se zapne
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zdroj svétla a lampa se necha 5 minut Zhavit, aby byl svételny paprsek konstantni
intenzity.

Technika SIA pouziva princip, jehoz charakteristickym rysem jsou oddélené métici
cykly. Nejprve jsou zony nosného média, vzorku a ¢inidla postupné (jednorazove)
aspirovany do jednokandlového systému s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a
pistového Cerpadla a poté je pohyb pistu cerpadla obracen, ¢imz dojde k promiseni zony
vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru, tim je jeden cyklus
ukoncen. V tomto jednoduchém ptipad¢ je ziskan vysledny analyticky signal ve formé
piku, v podstaté se jedna o zaznam zmény koncentra¢niho gradientu reakéniho produktu
pfi prichodu jeho zony detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd automatizace predurcuji techniku SIA jako
velmi vhodny prostfedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkd,
sledovat zmény koncentrace dulezitych analytii v pribéhu riznych procest.
Antioxidac¢ni uc¢inek je vyjadien v procentech poklesu absorbance oproti slepému

vzorku:

Cprﬁm. Vzorku/Cprﬁm. pepu” 100 =X
100-X %
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4.Extrak¢ni, separacni a strukturné

analytické postupy

Macerace

Macerace je predstavovana jednostupnovou nebo nékolikanasobnou extrakci drogy
za protifepavani nebo michani, které ma byt v prabéhu predepsané¢ho Casu dostatecné
intenzivni. Provadi se v dobie uzavienych, pted svétlem chranénych nddobach. Smes se
po uplynuti doby (n€kolika dnech) koliruje a droga vylisuje. Macerace patii mezi
diskontinualni extrakce.
Filtrace

Filtrace je jednou z nejbéznéjSich operaci, v jejim pribéhu dochazi k oddélovani
pevné faze od fazi ostatnich pomoci propustného materialu, ktery pevnou fazi zachycuje
a dovoluje prostup fazim ostatnim. Filtrace ma byt krom¢ G¢innosti dostatecné rychla,
nema s ni byt spojena zbytecnd ztrata filtrovaného materidlu, a proto je tieba vzdy
uvazlivé pristupovat K volbé velikosti zafizeni. Filtra¢ni rychlost je pfimo umérna
hydrostatickému tlaku kapaliny, je tedy ucelné udrzovat na filtru hladinu v optimalni

VySi.

Chromatografie

Chromatografie je fyzikalné-chemicky separacni proces, pouzivany k déleni smési
latek na jednotlivé slozky. V jeho prubéhu se tyto slozky (anebo alespon néktera z nich)
pohybuji nestejnomérné v systému dvou fazi: stacionarni (adsorbent) a mobilni
(rozpoustédlo, eluent). Ma tii zakladni faze: naneseni vzorku, délici proces a detekci.
Podle metody separacniho procesu lze chromatografii rozdélit na adsorpéni,
rozdélovaci, iontov€é vyménnou, gelovou a afinitni. Chromatografii Ize také rozdélit

podle uspotadani aparatury na kolonovou a v plo§ném uspotradani.

Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC)

Déleni smési latek probiha na zéklade kapilarniho nasévani rozpoustédla stacionarni
fazi, protoze deska je svou dolni hranou ponofena do elu¢ni soustavy
v chromatografické nadob¢. Pfitom se uplatiiuji podle povahy sorbetu a sloZzeni mobilni
faze vSechny zndmé principy chromatografického déleni a to bud’ kazdy sam nebo ve

vzajemné kombinaci. Tento typ umoziuje vykonné délent.
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Kolonova chromatografie

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

frakcich konstantniho objemu.®
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IV. EXPERIMENTALNI CAST A
VYSLEDKY
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1. VSeobecné postupy

1.1 Priprava silikagelu pro sloupcovou chromatografii

Silikagel L 0,1 — 0,2 mm (LACHEMA) byl 4 hod aktivovan v susarné pti 160 °C ve

vrstv€é mensi nez 2 cm. Po vychladnuti byl desaktivovan na 12 % obsahu vody.

1.2 Priprava roztéru

Extrakt, ktery mél byt nanesen na kolonu, byl rozpustén v rozpoustédle, ve kterém se
nejlépe rozpousti. Do odpafovaci misky se navézilo potiebné mnozstvi silikagelu.
Miska se umistila na vodni lazen a na silikagel se nalilo malé mnozZstvi rozpusténého
extraktu. Silikagel se michal az do odpateni rozpoustédla z extraktu. Timto zptisobem
se pokracovalo az do tplného odpareni rozpoustédla z extraktu. Tak byl ziskéan silikagel

nasyceny extraktem a ten se nanasel na kolonu.

1.3 Sloupcova chromatografie

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

chromatografie byla provadéna zptisobem stupniovité eluce.

1.4 Orientaéni tenkovrstva chromatografie (TLC)

Byla provadéna vzestupnym zplisobem v chromatografickych komorach, které byly

pfedem syceny parami eluc¢ni soustavy.

1.5 Odparovani frakci

Roztoky byly odpafovany za sniZzeného tlaku (cca 1,6 kPa) a teploty kolem 50 °C na

vakuové rotacni odparce.
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2. Potreby

2.1 Rozpoustédla

Aceton

Butanol (ButOH)
Dichlormethan (CH,Cl)
Ethanol (EtOH)

Hexan

Chloroform (CHCls)
Methanol (MetOH)
Petrolether

Voda destilovana

2.2 Chemikalie

Acetanhydrid

Anilin

Fast Blue B salt

Glukoza

Hydroxid draselny (KOH)
Hydroxid sodny (NaOH)
Hydroxylamin chlorid
Chlorid manganaty - tetrahydrat
Chlorid zelezity (FeCls)
Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Kyselina sirova

Octan olovnaty

Uhlicitan barnaty
Uhli¢itan draselny

Vanilin
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2.3 Detekéni Cinidla

D1: detekce na steroly, steroidy a triterpeny

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

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

D2: detekce na cukry, steroidy, terpeny

Do roztoku 0,5 ml anisalaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl pfidan 1 ml kyseliny
sirové. Chromatogram byl zahfivan na 100-105 °C nez rizné barevné skvrny doséhly

maximalni intenzity.

D3: detekce na fenolické slouéeniny

Fast Blue B salt

Posttikovaci roztok A: Cerstvé ptipraveny 0,5% vodny roztok Fast Blue B salt

Posttikovaci roztok B: 0,1 N hydroxid sodny

Chromatogram je nejprve postiikdn postiikovacim roztokem A, po usuSeni

chromatogramu postiikovacim roztokem B. Vznikaji rizn¢ zbarvené skvrny.

D4: detekce na karboxylové kyseliny

Schweppovo ¢inidlo: gluko6za a anilin
Roztok A: 10% vodny roztok glukozy
Roztok B: 10% ethanolovy roztok anilinu
Cinidlo bylo pfipraveno smichanim roztoki A a B (po 20 ml) a natedéno na 100 ml
n-butanolem. Chromatogram byl zahiivan po deset minut na 115 °C. Vznikaji cervené

az hnédé skvrny.

D5: detekce na laktony

Roztok A: byl pfipraven rozpusténim 20 g chloridu hydroxylaminu v 50 ml vody a

doplnénim do 200 ml ethanolem.
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Roztok B: byl pfipraven rozpusténim 50 g hydroxidu draselného v minimalnim
mnozstvi vody a zfedénim na 500 ml ethanolem.

Postiikovaci roztok I : byl ziskan smichanim roztoku A s roztokem B vpoméru 1 :2 a

odfiltrovanim vylouceného chloridu draselného.

Postiikovaci roztok II : byl ziskan rozpusténim 10 g chloridu zelezit¢ho ve 20 ml 35%

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

postiikovaci roztok II. Vznikaji razné zbarvené skvrny.31

Pozn. Vsechna detek¢ni Cinidla byla pfipravovana v mnozstvi, které¢ bylo potiebné

k dané detekci.

D6: UV A=254 nm
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pii vinové délce 254 nm. Pozitivni
reakce se projevuje vznikem rtizn€ tmavych skvrn, ve kterych je zhaSen fluoreskujici

luminofor vrstvy chromatogramu.
D7: UV A=365 nm
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pii vinové délce 365 nm. Pozitivni

reakce se projevuje vznikem fluoreskujicich skvrn rizného zbarveni.

D8: Vanilinové ¢inidlo

Cinidlo bylo ptipraveno tésné pied detekci smisenim roztoku 1% vanilinu v 95%
EtOH s98% kyselinou sirovou vpoméru 10 : 1. Po postfiku cinidlem byl
chromatogram zahtivan pii teplot¢ 120 °C asi 7 min. Pozitivni reakce se projevuje

vznikem rizné zbarvenych skvrn.*

2.4 Vyvijeci soustavy pro chromatografii

S1: CHCI3-MetOH  99,5:0,5
S2: CHCI3-MetOH 95:5
S3: CHCI3-MetOH  9:1

S4: n-hexan-aceton 85: 15

S5: n-hexan-aceton 1: 1
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2.5 Pristroje

Digitalni stopky Eurochron

Digitalni vahy KERN 572-33

Digitalni vahy analytické ADA

Mixér Asistent M 2600-600W

UV lampa Camag 254/366 nm
Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10P
Horkovzdu$na susarna HS 31A

Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114
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3. lzolace

3.1 Postup A

Prvnim krokem této metody je odstranéni chlorofylu a teprve potom pokus o izolaci

latek.
3.1.1 Extrakce listit

3.1.1.1 Schéma extrakce listu

Listy (100 g)

Extrakce 400 ml 80% EtOH (miseno pomoci ultrazvukové lazné SONOREX)

|

Filtrace

|

Extrakt

Listy (po extrakci 400 ml 80% EtOH, viz. vyse)

|

Extrakce 200 ml 80% EtOH

|

Filtrace

|

Extrakt

Oba extrakty byly spojeny.

3.1.1.2 Material

Materialem pro izolaci byly susené listy slunecnice rocni (Helianthus annuus)
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3.1.1.3 Postup

100 g na vzduchu suSenych, rozdrobnénych listli bylo extrahovano 400 ml 80%
EtOH (30 minut v ultrazvukové lazni). Po extrakci byla provedena filtrace. Po filtraci se
ptidalo ke stejnym listam 200 ml 80% ethanolu, nasledovala extrakce a filtrace. Oba
filtraty byly spojeny (celkem 360 ml). Dal§im krokem bylo odstranéni chlorofylu

Z filtratu.

3.1.2 Odstranéni chlorofylu

Extrakt

'

Ptikapavani 15% roztoku octanu olovnatého

'

Vznik srazeniny

}

Filtrace
|

Prikapavani nasyceného roztoku uhli¢itanu barnatého k filtratu

!

Vznik sraZeniny

|

Filtrace

3.1.2.1 Postup

Nejprve bylo 3 ml extraktu podrobeno zkousce na odstranéni chlorofylu. K extraktu
se ptikapéaval 15% roztok octanu olovnatého. Vznikla sraZenina, ktera byla odfiltrovéana.
K filtratu se ptikapéaval nasyceny roztok uhli¢itanu barnatého a opét byla provedena
filtrace. Po piidani uhli¢itanu barnatého se vysrazel chlorofyl, ale roztok ziistal stale
jeste zeleny, zezloutl az po filtraci. Pro orientaci byla provedena TLC, mobilni fazi byla
smés dichlormethan-ethylacetat 80 : 20 a chloroform-methanol 80 : 20.

Po vyzkouseni této metody s malym mnozstvim extraktu byla tato metoda provedena
jesté jednou za pouziti 10 ml sumarniho extraktu. Nejprve byly pfidany tii kapky, pak
jeste jednou tii kapky a nakonec pét kapek octanu olovnatého, po kazdém piidani

octanu olovnatého vznikla sraZenina, kterd byla odfiltrovana. Na zavér bylo pfidano
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k filtratu velké mnozstvi uhli¢itanu barnatého, vznikla srazenina. Byla provedena
filtrace. Srazenina byla z filtru smyta methanolem a ulozena V ledni¢ce pro dalsi
zpracovani (viz. nize).

Celé mnozstvi sumarniho extraktu (347 ml) bylo zbaveno chlorofylu stejnou
metodou, ktera byla vyzkousena nejprve s malym mnozstvim extraktu, tedy pomoci
octanu olovnatého (435 kapek) a nasledné pfidanim uhli¢itanu barnatého (100 ml + 800
kapek). Po ptidani uhli¢itanu barnatého a piefiltrovani bylo ziskano 372 ml filtratu.

Srazenina z filtru byla ulozena pro dalsi zpracovani.
3.1.3 Dalsi zpracovani chlorofylu-zbaveného extraktu

3.1.3.1 Postup

Ethanol z extraktu zbaveného chlorofylu byl odpafen na odparce a znovu byla
provedena filtrace. Po odstranéni ethanolu odpafenim bylo ziskano 136 ml extraktu a po
nasledné filtraci zistalo 121 ml vodného extraktu. Vodny extrakt (121 ml) byl vytfepan
3x150 ml chloroformu a filtrace byla provedena ptes uhli¢itan draselny. Byl ziskén
chloroformovy a vodny podil. Vodny podil byl vytiepan se 180 ml butanolu a nasledné
jesté 2x180 ml butanolu. Tteti ¢ast butanolu byla nasycena vodou (180 ml butanolu : 18
ml vody, byla pouzita horni vrstva). Vznikla srazenina ve vodné fazi. Po kazdém tfepéani
byla provedena filtrace ptes uhli¢itan draselny (po kazdém tiepani byl pouzit novy

uhli¢itan draselny). Nepodafilo se dostatecné oddélit vodnou a butanolovou vrstvu.

3.1.3.2 Schéma zpracovani extraktu

Vodny extrakt (121 ml)
Vytiepan chloroformem (3x150 ml)
Vodny podil Chloroformovy podil
Vyttepan butanolem (3x180 ml)

O\

Vodny podil butanolovy podil
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Po odpareni 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
1,0693 g vodného podilu

3.1.4 Sloupcova chromatografie

3.1.4.1 Sloupcova chromatografie butanolového podilu

0,8228 g butanolového podilu (spojen butanolovy podil s a bez obsahu vodného
podilu) bylo déleno na sloupci silikagelu.
Délka kolony: 20 cm
Pramér kolony: 2,7 cm

Suchy extrakt byl rozpustén v chloroformu a na kolonu byl nanesen ve formé roztéru.

Tab.1 Sloupcova chromatografie n-butanolového vytirepku na silikagelu

Spojené Eluéni
frakce Frakce [soustava Popis frakce
0+1+2 0 Chloroform oranzova
1 1% methanol
2 5% methanol
3+4+5+6 3 10% methanol Zlutooranzova
4 20% methanol
5 20% methanol
6 20% methanol
7 7 30% methanol svétle Zluta
8 8 40% methanol tmavé Zluta
9+10+11+12 9 40% methanol
10 40% methanol svétle Zluta
11 40% methanol
12 40% methanol
13+14 +15 13 50% methanol oranzova
14 50% methanol + bilé krystalky
15 60% methanol
16 + 17 16 70% methanol Zluta
17 100% methanol
18 18 EtOH svétle Zluta

Kvalitativni sloZeni frakci bylo monitorovano tenkovrstvou chromatografii, ktera

slouzila jako voditko pro jejich spojovani. VSechny frakce obsahovaly hodné¢ latek,
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nepodafilo se ndm timto délenim ziskat frakci, ktera by byla Cista. Jednotlivé frakce
byly ziskany ve velmi malém mnozstvi a tudiz se nemohlo pokracovat v jejich dalSim

déleni.

3.1.4.2 Sloupcova chromatografie vodného a chloroformového podilu

Pokus o déleni vodného a chloroformového podilu na silikagelu se nezdafil, nebyla
nalezena vhodna soustava. Také doslo k velkym ztratdm pii vytfepavani a filtraci pies
uhlic¢itan draselny a tudiz bylo k dispozici jen malé mnozstvi extraktu, které se nandselo

na kolonu.
3.1.5 Zpracovani srazeniny z filtru

3.1.5.1 Schéma zpracovani sraZeniny

Srazenina

'

50% MetOH

}

Odpateni MetOH

|

Vodny extrakt

|

Dekantace srazeného chlorofylu

}

Extrakce vodného podilu chloroformem

Chloroformovy podil Vodny podil

'

Extrakce butanolem

— T

Butanolovy podil Vodny podil
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3.1.5.2 Postup

SraZenina, ktera byla ziskéna pfi odstranovani chlorofylu z 10 ml sumarniho extraktu
po pfidani uhli¢itanu barnatého, byla smyta z filtracniho papiru 10 ml 50% MetOH. Byl
odpaien methanol a zdstal vodny extrakt. Prob¢hla dekantace srazeného chlorofylu.
Vodny extrakt byl vytiepan 2x5 ml chloroformu. Byl ziskan chloroformovy a vodny
vyttepek. Vodny podil byl vytfepavan s butanolem a ptfedpokladal se zisk vodného a
butanolového podilu. Tyto podily nebyly ziskdny, protoze se neoddé¢lil butanol a voda.
Smés vodného a butanolového podilu byla odpafena na odparce a odparek byl rozpustén
v 80% EtOH a uskladnén do lednicky. Byla provedena TLC chloroformového,
butanolového a vodného podilu. VSechny podily obsahovaly velké mnozstvi latek, ale

na dals$i déleni nebylo K dispozici dostate¢né mnozstvi téchto podili.

3.1.6 Zaver

Tento postup A byl dost naroény a zdlouhavy (odstraniovani chlorofylu). Béhem
odstraniovani chlorofylu doslo k velkym ztratam extraktu. Piesto se nepodafilo jeho
uplné odstranéni. Zbytky byly jest¢ odhaleny pomoci TLC. Diky velkym ztratdm
extraktu nemohlo byt provedeno dalsi déleni frakei z kolony, protoze byly ziskany ve
velmi malém mnozstvi. Postup A byl velmi pracny a zdlouhavy, proto byla snaha najit

vhodnéjsi postup.
3.2 Postup B

3.2.1 Extrakce listi

3.2.1.1 Schéma extrakce listu

Listy (2,29 kg)

Macerace dichlormethanem 6 dnu

N

Vysus$end droga po maceraci (2,220 kg) Suchy extrakt 64,6465 g

3.2.1.2 Material
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Materialem pro izolaci byly susené listy slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus)

3.2.1.3 Postup

Listy byly umistény do nadob a mirné stlaceny. Do nadob byl nalit dichlormethan
tak, aby cely obsah byl ponofen (celkem bylo pouzito 12 1 dichlormethanu). Nadoby
byly uloZzeny ve tmé pfi pokojové teploté po dobu Sesti dni (probihala macerace). Po
Sesti dnech byl ziskan dichlormethanovy extrakt, ktery byl pfefiltrovan, aby byly
odstranény ptipadné zbytky drogy. Nasledovalo odpafeni dichlormethanu na odparce,

¢imz bylo ziskano 64,6465 g suchého extraktu.
3.2.2 Sloupcova chromatografie

3.2.2.1 Orientacni sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového
extraktu na sloupci silikagelu
0,15 g suchého extraktu bylo déleno na sloupci silikagelu.
Délka kolony: 16 cm
Pramér kolony: 2 cm

Extrakt byl nanasen ve formé roztéru. Kolona byla vymyvana n-hexanem (65 ml),
pak bylo pfidano 10 % acetonu (135 ml), 20 % acetonu (105 ml). Bylo odebrano 21

frakei, poté se kolona ucpala a nemohli jsme pokracovat v dal$im odebirani frakci.

Tab.2 Sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového extraktu

Elucni

Frakce soustava Popis frakce
1 n-hexan bezbarva
2 n-hexan bezbarva
3 n-hexan Zluta
4 n-hexan Zluta
5 n-hexan oranzova
6 n-hexan svétle oranZova
7 n-hexan Zluta
8 10 % aceton bezbarva
9 10 % aceton bezbarva

oranzova,amorfni hmota

10 10 % aceton uvnitf
11 10 % aceton zelena az Cerna
12 10 % aceton zelena az Cerna
13 10 % aceton zelena az Cerna
14 10 % aceton svétle zelena
15 20 % aceton svétle zelena
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16 20 % aceton Zluta

17 20 % aceton Zluta

18 20 % aceton nazelenala
19 20 % aceton zelena
20 20 % aceton zelena
21 20 % aceton zelena

Tato chromatografie byla provedena pro orientaci. Cilem bylo zjistit, jak se dany
extrakt bude d¢lit.

3.2.2.2 Orienta¢ni sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového

extraktu na sloupci Sephadexu

0,2 g extraktu bylo déleno na sloupci Sephadexu.
Délka kolony: 40 cm
Pramér kolony: 2,5 cm
Sloupec Sephadexu: 32 cm
Kolona byla vymyvana 80% EtOH (180 ml). Bylo odebrano 12 frakci. Na zaklad¢
TLC byly spojeny frakce: 2 + 3
4+5
6 +7

Tab.3 Sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového extraktu

Elucni
Spojené frakce | Frakce soustava Popis frakce
1 1 EtOH 80 % slabé zelena
2+3 2 EtOH 80 % svétle zelena
3 EtOH 80 % svétle zelena
4+5 4 EtOH 80 % zelena
5 EtOH 80 % zelena
6+7 6 EtOH 80 % zelena
7 EtOH 80 % zelena
8 8 EtOH 80 % slabé zelena
9 9 EtOH 80 % slabé zelena
10 10 EtOH 80 % slabé zelena
11 11 EtOH 80 % bezbarva
12 12 EtOH 80 % bezbarva

Extrakt se na této koloné nedélil.

3.2.2.3 Sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového extraktu
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18,83 g extraktu bylo déleno na sloupci silikagelu. Extrakt byl nanaSen ve formé
roztéru. Extrakt byl rozpustén v n-hexanu a byl pfipraven roztér (58 g).
Délka kolony: 27 cm
Prtimeér kolony: 7,5 cm
Pocet kapek za minutu: 132

Kolona byla vymyvana n-hexanem a postupné byl pfidavan aceton:

n-hexan: 4000 ml
n-hexan-aceton 3: 1 2000 ml
n-hexan-aceton 1 : 1 1750 mi
n-hexan-aceton 1: 3 3000 ml
100% aceton 2000 ml
95% ethanol 1500 ml

Bylo odebrano 16 frakci. Spojovani frakei probihalo na zdkladé TLC.

Tab.4 Sloupcova chromatografie sumarniho extraktu

Elucni
Spojené frakce |Frakce soustava Popis frakce
0 0 n-hexan nazloutla
1 1 n-hexan oranzova
2a+2b 2 n-hexan Cervena, tmavé kousky
3 3 n-hexan oranzova, tmavé kousky
4 4 n-hexan oranzova
5 5 aceton 25 % svétle Zluta, amorf. hmota
6 6 aceton 25 % svétle zluta, amorf. hmota
7 7 aceton 25 % cerna
8+9+10+11 8 aceton 25 % cerna
9 aceton 50 % tmavé zelena
10 aceton 50 % zelenocerna
11 aceton 50 % hnéda
tmaveé zelena, bilé
12 +13 12 aceton 75 % kousky
13 aceton 100 % cerna
14 14 EtOH 95 % hnéda

Kvalitativni sloZeni frakci bylo monitorovano tenkovrstvou chromatografii, ktera
slouzila jako voditko pro jejich spojovani:
Frakce: 0-6 (chromatogram ¢.1, ¢.2)
Soustava: S4
Komora: nasycena

Vyvijeni: 1x
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Detekce: nejprve D8, pak D6 (chromatogram ¢.1)
nejprve DS, pak D7 (chromatogram ¢.2)

Frakce: 7-13 (chromatogram ¢.3, ¢.4)

Soustava: S3

Komora: nasycena

Vyvijeni: 1x

Detekce: nejprve D8, pak D6 (chromatogram ¢.3)
nejprve D8, pak D7 (chromatogram ¢.4)

Frakce ¢islo 2 a 3 obsahovaly tmavé kousky, ¢islo 5 a 6 amorfni bilou hmotu. Ve
frakcich 9 a 11 se vytvotila mezifaze. Frakce 11 obsahovala také drobné krystalky a 12
bilé kousky. Spojené frakce (8, 9, 10, 11) byly vytfepany v délici nalevce a bylo
o¢ekavano rozvrstveni na dvé faze, coz neprob&hlo. Frakce ¢.7 obsahovala hodné
chlorofylu. Frakce ¢.7 byla odpatena a suchy odparek vazi 8,92 g. Suchy odparek frakci
8-11 vazi 1,6012 g. Odparek 12 + 13 vazi 0,4076 g.

Dalsim krokem byla identifikace bilé amorfni hmoty, kterd byla pfitomna ve
frakcich 5 a 6. Predpokladali jsme, Ze je to kyselina ent-kaur-16-en-19-ova **, kterou
vyizolovali kolegové z kvétt slunecnice (na pohled to byly témét identické hmoty).
Byla provedena TLC, kde jsme nanesli frakce 5, 6 a standard kyseliny kaurenové
(chromatogram ¢.5). Mobilni fazi byla smés chloroform-methanol 95 : 5. Detekce byla
provedena vanilinovym c¢inidlem. Avsak na$ pfedpoklad nebyl potvrzen. Proto byly
frakce 5 a 6 poslany na GC/MS analyzu (zaznam viz. ptilohy).

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 methylesterti na pfistroji GC/MS Turbo Mass firmy Perkin-Elmer.
Frakce 5 a 6 se od sebe vyznamné neliSily. Tyto frakce obsahovaly kyselinu 8-
methyldekanovou, kyselinu olejovou, kyselinu eikosanovou, kyselinu dokosanovou,
kyselinu hemikosanovou, kyselinu heptakosanovou, alifaticky uhlovodik, PUFA

(polynenasycené mastné kyseliny).

Kolona slouzila pouze k hrubému de€leni a vzniklo pét frakei:
Frakce A:0+1+2+3+4
Frakce B: 5 + 6 (obsah amorfni bilé hmoty)
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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)

3.2.3 Extrakce listit V mixéru

3.2.3.1 Schéma extrakce
Listy (50 g)

|

Extrakce v mixéru 150 ml 80% EtOH

'

Vznik husté kase

'

Ptiliti 300 ml 80% EtOH

|

Extrakce v mixéru

'

Filtrace

|

Extrakt

3.2.3.2 Material

Materialem pro extrakci byly vysusené listy Slune¢nice ro¢ni po piedchozi extrakci

dichlormethanem.

3.2.3.3 Postup

VysuSené listy po pfedchozi extrakci dichlormethanem byly reextrahovany EtOH
v mixéru. 50 g listd bylo vlozeno do mixéru a zalito 150 ml 80% EtOH. Extrakce
probihala 5 min. (kontrolovali jsme, zda se mixér nezahfiva na vice nez 40 °C, popf. byl
na chvili vypnut). Vznikla husta kaSe, proto bylo pfidano znovu 300 ml 80% EtOH. Po

mixovani byla provedena filtrace. Celkem bylo ziskdno 275,5 ml extraktu, po odpafeni
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bylo ziskano 5,3151 g suchého extraktu. Po provedeni orientacni TLC bylo zjisténo, ze
tento extrakt obsahuje zna¢né mnozstvi latek a tak tkolem dalSiho diplomanta bude
zabyvat se timto extraktem.

Trochu tohoto extraktu bylo rozpusténo V petroletheru, na dné ztstal nanos. Jelikoz
nebylo k dispozici vic petroletheru, abychom zjistili, zda se nanos po dal§im ptidani
tohoto rozpoustédla rozpusti, odsali jsme petrolether a ptidali jind rozpoustédla. Po
pfidani n-hexanu se nanos nerozpustil, byl pfidan tedy chloroform a poté aceton, av§ak
nanos se nerozpustil. Po pfidani téchto tfi rozpoustédel vznikla zelend suspenze se
zlutymi klky na dng. Zluté klky byly oddéleny a byla snaha je rozpustit ve smési vody a
methanolu, coz se castecné podafilo. Vznikla Zlutd suspenze s drobnymi zlutymi

kousky. Tato suspenze byla ulozena do ledni¢ky k pozdé&jsimu zpracovani.

3.2.4 Macerace silikagelu z kolony

3.2.4.1 Schéma macerace

Silikagel

'

Macerace 1,251 80% EtOH

}

Filtrace

}

Extrakt

3.2.4.2 Material

Materidlem pro maceraci byl silikagel zkolony po déleni celkového mnoZstvi

dichlormethanového extraktu.

3.2.4.3 Postup

Silikagel z kolony po déleni sumarniho dichlormethanového extraktu byl macerovan
jeden den 1,25 | 80% EtOH. Bylo ziskano 480 ml extraktu. Byla provedena filtrace a
vysledné mnozstvi extraktu bylo 425 ml. Po odpafeni EtOH bylo ziskdno 0,104 g
suchého extraktu. Tento extrakt byl spojen s frakcemi D a E, které pochazi z déleni
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sumarniho  dichlormethanového extraktu a byla provedena dalsi sloupcova

chromatografie.

3.2.5 Sloupcova chromatografie frakci D a E a extraktu
z macerace silikagelu

Na kolonu byly naneseny spojené frakce D a E, extrakt z macerace silikagelu z
kolony a ptedpokladalo se naneseni extraktu z mixéru. Na zaklad¢ orientacni TLC bylo
zjisténo velké mnozstvi latek v extraktu z mixéru, proto tento extrakt nebyl spojen
s frakcemi, které byly urCeny k déleni.

Spojené frakce D a E a extrakt po maceraci silikagelu z kolony (celkem 2,1128 g)
bylo naneseno na kolonu ve form¢ roztéru. Na pfipravu roztéru bylo pouzito 5 g
silikagelu.

Délka kolony: 52 cm

Primér kolony: 3 cm

Sloupec silikagelu: 32 cm
Mnozstvi silikagelu: 100 g
Kolona byla vymyvéna postupné¢:

Tab.5

Eluc¢ni soustava | Pomér rozpoustédel| mnozstvi v ml
n-hexan:chloroform 1:1 3000 ml
n-hexan:chloroform 1:3 2400 ml
chloroform 850 ml
Chloroform:methanol 9:1 370 ml
Chloroform:methanol 8:2 100 ml
Chloroform:methanol 7:3 100 ml
Chloroform:methanol 6:4 600 ml
Chloroform:methanol 5:5 200 ml
Chloroform:methanol 4:6 200 ml
Chloroform:methanol 3.7 100 ml
EtOH 400 ml
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Tab.6 Sloupcova chromatografie

Frakce Eluéni soustava Popis frakce

1 n-hexan:chloroform 1: 1 bezbarva

2 n-hexan:chloroform 1: 1 Zlutooranzova

3 n-hexan:chloroform 1: 1 ¢ernozelena

4 n-hexan:chloroform 1: 1 hnédozluta

5 n-hexan:chloroform 1: 1 hnédozluta
¢ernozelena,bilé

6 n-hexan:chloroform 1: 1 kousky

7 n-hexan:chloroform 1: 1 ¢ernozelena

8 n-hexan:chloroform 1: 1 Zlutozelena

9 n-hexan:chloroform 1: 1 hnédocerna

10 n-hexan:chloroform 1 : 3 hnédocerna

11 n-hexan:chloroform 1 : 3 hnédocerna

12 n-hexan:chloroform 1 : 3 hnédozluta

13 chloroform ¢ernohnéda

14 chloroform Zlutohnéda

15 chloroform:methanol 9 : 1 Zlutohnéda

16 chloroform:methanol 9 : 1 ¢ernohnéda
zelenohnéda,bilé

17 chloroform:methanol 8 : 2 kousky

18 chloroform:methanol 7 : 3 hnéda

19 chloroform:methanol 6 : 4 | Zlutohnéda,bilé kousky

20 chloroform.methanol 5 : 5 zluta,zakalena

21 chloroform:methanol 4 : 6 zluta,zakalena

22 chloroform:methanol 3 : 7 Zluta,pruhledna

23 EtOH Zluta,prihledna

Kvalitativni slozeni frakei bylo monitorovano tenkovrstvou chromatografii, ktera
slouzila jako voditko pro jejich spojovani:
Frakce: 1-13 (chromatogram ¢.6, ¢.7)
Soustava: S1
Komora: nasycena
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve D8, pak D6 (chromatogram ¢.6)
nejprve D8, pak D7 (chromatogram ¢.7)

Frakce: 14-23 (chromatogram ¢.8)
Soustava: S2

Komora: nasycena

Vyvijeni: 1x

Detekce: nejprve D8, pak D6
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Na zaklad¢é TLC doslo ke spojeni frakci: 0-2, 3-6, 9-12, 13-15, 15-17, 18-23. Frakce
7, 8 zustaly v ptivodnim sloZeni.
Byla provedena TLC spojenych frakci (chromatogram ¢.9):
Soustava: S2
Komora: nasycena
Vyvijeni: 1x
Detekce: nejprve D8, pak D6

Po tomto déleni jsem se uz témito frakcemi nezabyvala. Zustaly uskladnény

V lednicce.

3.2.6 Detekce na steroly, steroidy, triterpenové glykosidy, cukry,
terpeny, fenolické slouceniny, laktony, redukujici latky

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

z déleni sumarniho dichlormethanového extraktu, nez byly spojeny do frakei A-E.

3.2.6.1 Postup a vyhodnoceni detekce:

Vyvijeci soustavy pro chromatografii: pro frakci 0-6: n-hexan-aceton 85 : 15 (S4)
pro frakci 7-13: n-hexan-aceton 1 : 1 (S5)

Chromatograficky adsorbent: Silufol UV 254 nm

Tab.7 Detekce na steroly, steroidy, triterpenové glykosidy, cukry, terpeny,

fenolické slouceniny, laktony, redukujici latky

D1-pocet D2-pocet D3-pocet | D4-pocet | D5-pocet
Frakce skvrn skvrn skvrn skvrn skvrn
0 0 1 na startu + 6 0 0 0
1 0 1 na startu 0 0 0
2a 0 1 nastartu + 1 1 0 1 na startu + 5
2b 0 1 nastartu + 1 1 0 1 nastartu +5
3 1 1 na startu + 3 1 0 1 na startu + 2
4 2 1 nastartu +5 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
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Tab.8 Detekce na steroly, steroidy, triterpenové glykosidy, cukry, terpeny,

fenolické slouceniny, laktony, redukujici latky

D1-pocet D2-pocet D3-pocet | D4-pocet | D5-pocet
Frakce skvrn skvrn skvrn skvrn skvrn
7 1 4 3 0 3
8 2 5 3 0 2
9 1 4 0 0 2
10 1 6 1 0 4
11 0 2 2 0 4
12 4 8 2 0 1
13 0 2 1 0 1

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
nezdafila, 1 kdyz byla provadéna dvakrét. 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).
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4. Biologicka aktivita

4.1 Stanoveni akutni toxicity

4.1.1 Referencni latka

Navazka 2,2008 g tetrahydratu chloridu manganatého byla pfenesena do 25ml
odmérné baiiky, rozpusténa v malém mnozstvi destilované vody a roztok byl doplnén
po rysku. Tak byl ziskan zakladni roztok o koncentraci 0,445 mol/I.

Zakladni roztok byl pak zifedén zplsobem uvedenym v teoretické casti. Bylo

pfipraveno Sest pracovnich roztokt, ve kterych byli ervi exponovani.

Tab.9
Pocet
nehybnych
5 Pocet nehybnych ¢ervl po | ¢ervli po 1min v
Redéni Koncentrace (mol/l) 3 min. expozice pitné vodé
Zakladni roztok 0,445 6,6,6 6,6,6
1. fedéni 0,352 6,6, 6 6,6, 6
2. fedéni 0,279 6,6, 6 6,6, 6
3. fedéni 0,221 6,6, 6 6,6, 6
4. fedéni 0,175 6,6, 6 56,4
5. fedéni 0,139 1,0,1 1,0,0
6. fedéni 0,110 0,0,0 0,0,0

Hodnotu ECsp jsme vypoéitali pomoci rovnice (1):

log ECso =log Da +d (f+ 1)
V tabulce bylo nalezeno pro Etvetici daji o nehybnych niténkach 0, 1, 6, 6 hodnoty Da
=0,110 f=0,333 R =1,26 D =log R =0,100

Po dosazeni: log ECsp =-0,9586 + 0,1 (0,333 + 1) =-0,8253
ECso = 0,150 mol/l

Pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 miize byt vypocitan interval spolehlivosti pomoci

rovnice (3):
L1, =log ECsp = 2dos = -0,8253 + 0,03334

Kde ¢ = 0,1667
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log ECso = -0,8253

d=0,1
Tab.10
Pocet
nehybnych
Koncentrace Pocet nehybnych ¢ervl po | ¢ervli po 1min v
(g/ml) 3 min. expozice pitné vodé
0,0880 6,6, 6 6,6, 6
0,0697 6,6,6 6,6, 6
0,0552 6,6,6 6,6, 6
0,0437 6,6, 6 6,6, 6
0,0346 6,6, 6 4,4, 4
0,0274 1,1,1 0,0,0
0,0217 0,0,0 0,0,0
Vypocet ECs:

1. méfeni

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

log ECso = log 0,0217 + 0,1013 (0,33333 + 1)
ECs0=0,0296 g/ml

2. méfeni

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

3. méfeni

log ECso = log 0,0217 + 0,1013 (0,33333 + 1)
ECso = 0,0296 g/ml

Priumérna hodnota ECsj:

ECso = 0,03 g/ml

Interval spolehlivosti ECso pro 95% pravdépodobnost:
L1, =1log ECso + 205 d
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Lip=-1,5229 £ 0,03017

ECs0= 0,03 (0,028 — 0,0322) mol/l
Vypocet LCsp:

1. méreni

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

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

2. méfeni

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

3. méfeni

log LCso = log 0,0217 + 0,1013 (0,83333 + 1)

LCso = 0,0333 g/ml

Primérna hodnota:

LCso = 0,0316 g/ml

Interval spolehlivosti LCso pro 95% pravdépodobnost:
Li2=-1,5+0,03017
LCso = 0,0316 (0,0295 — 0,0339)

4.1.2 Zkoumana latka

Byl pfipraven zékladni roztok zkoumané latky o koncentraci 0,1 g/ml. Zakladni

roztok byl pak fedén zptsobem uvedenym v teoretické Gasti. Redéni bylo provadéno

dokud niténky reagovaly na roztok. Byl testovdn sumdarni dichlormethanovy extrakt,

ktery se vSak uplné nerozpustil ve vodé a vznikla suspenze, kterd byla testovana. Dale

byl testovan ethanolovy extrakt vznikly extrakci listd v mixéru a frakce C, ktera byla z
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kolony odebréna pfi déleni sumarniho dichlormethanového extraktu (obsahovala hodné

chlorofylu).

Tab.11 Sumarni dichlormethanovy extrakt

Pocet nehybnych

Koncentrace | PoCet nehybnych nitének po | nitének po 1 min. v pitné
Redéni g/ml 3 min. expozice vodé
Zakladni
roztok 0,1 0, 0, 0 pohyb se zpomalil 0,0,0

Tab.12 Frakce C

Pocet nehybnych

Koncentrace | Poget nehybnych nitének po | nitének po 1 min. v pitné
Redéni g/ml 3 min. expozice vodé
Zakladni
roztok 0,1 0,0,0 0,0,0

Tab.13 Ethanolovy extrakt (mixér)

Pocet nehybnych

3 Koncentrace | Poget nehybnych nitének po | nitének po 1 min. v pitné
Redéni g/ml 3 min. expozice vodé
Zakladni
roztok 0,1 6,6, 6 6,6,6
1. fedéni 0,075 6,6,5 5,6,5
2.fedéni 0,0563 6,6,5 6,6, 6
3. fedéni 0,0422 3,2,3 3,33
4.fedéni 0,0316 1,1,1 1,0,0
5.fedéni 0,0237 0,0,0 0,0,0
Vypocet ECs:

1. méfeni

|Og ECg = |Og Da+d (f + 1)

log ECso = log 0,0237 + 0,1249 (0,83333 + 1)

ECso = 0,0402 g/ml

2. méreni
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log ECs0=log 0,0237 + 0,1249 (1 + 1)
ECs0=0,0421 g/ml

3. méfeni

log ECso = log 0,0237 +0,1249 (1 + 1)

ECso = 10,0421 g/ml

Prumérna hodnota ECsj:

ECso = 0,0415 g/ml

Interval spolehlivosti ECsy pro 95% pravdépodobnost:
Li,=-1,3824 +£0,0745

ECso = 0,0415 (0,0349 — 0,0492)

Vypocet LCs:

1. méreni

log LCso = log 0,0237 + 0,1249 (0,83333 + 1)
LCso =0,0402 g/ml

2. méfeni

log LCso=log 0,0237 + 0,1249 (1 + 1)

LCso =0,0421 g/ml

3. méfeni

log LCso =0,0421 g/ml

Priumérna hodnota LCsg:

LC50 = 0,0415 g/ml
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Interval spolehlivosti LCsy pro 95% pravdépodobnost:
Li»=-1,3824+ 0,0605

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

ethanolového extraktu:

LCso = 0,0415 (0,0361 — 0,0477) g/ml

Po provedeném vypoctu nam vysla hodnota pro efektivni i letdlni koncentraci
ethanolového extraktu zastavy pohybu cervi Tubifex tubifex stejna (0,0415 g/ml).
Sumarni dichlormethanovy extrakt ani frakce C Vtomto testu nevykazaly akutni
toxicitu. U sumarniho extraktu se objevil jen zpomaleny pohyb ¢ervir Tubifex tubifex, je
mozné, Ze vysledek provedeného testu byl ovlivnén tim, Ze méfeny roztok byl ve formeé

suspenze.

4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

Tab.14 Chloroformovy podil (z izola¢niho postupu A)

1.mérfeni 2.méreni 3.mérfeni

absorbance |absorbance |absorbance |primér X 100-X
DPPH 0,3811 0,3872 0,4056 0,3913
vzorek
1mg/ml 0,2100 0,1662 0,1136 0,1633 41,7249 58,2751
vzorek
0,5mg/ml |0,2616 0,2490 0,1541 0,2216 56,6275 43,3725
vzorek
0,25mg/ml | 0,3806 0,3471 0,2983 0,3420 87,4068 |12,5932
vzorek
0,2img/ml |0,3829 0,3747 0,3396 0,3657 93,4603 |6,5397
vzorek
0,05 mg/ml | 0,3262 0,3522 0,3999 0,3594 91,8485 |8,1515

Viz. graf ¢.1
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Tab.15 Butanolovy podil (z izola¢niho postupu A)

1.mérfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance |absorbance |absorbance |primér X 100-X
DPPH 0,3811 0,3872 0,4056 0,3913
vzorek
1mg/ml 0,3612 0,3503 0,3259 0,3458 88,3800 11,6230
vzorek
0,5mg/ml | 0,3790 0,3709 0,3494 0,3665 93,7013 6,2987
vzorek
0,25mg/ml |0,3870 0,3766 0,3550 0,3729 95,2990 [4,7012
Viz. graf ¢.2
Tab.16 Sumarni dichlormethanovy extrakt

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance |absorbance |absorbance |pramér X 100-X
DPPH 0,4358 0,4373 0,4251 0,4327
vzorek
1mg/ml Nerozpusténé kousky, nedalo se zméfrit
vzorek
0,5mg/ml  {0,3148 0,3018 0,3018 0,3061 70,7419 29,2581
vzorek
0,25mg/ml | 0,3308 0,3249 0,3192 0,3249 75,0867 24,9133
vzorek
0,Aimg/ml |0,3679 0,3701 0,3649 0,3676 84,9549 15,0451

Viz. graf ¢.3

Pozn.: Tento extrakt nebyl Ciry, obsahoval nerozpusténé kousky-mozna chyba méteni.

Tab.17 Ethanolovy extrakt z mixéru

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance |absorbance |absorbance |pramér X 100-X
DPPH 0,4358 0,4373 0,4251 0,4327
vzorek
Img/ml 0,0723 0,0691 0,0677 0,0697 16,1082 |83,8918
vzorek
0,5mg/ml 10,1450 0,1483 0,1145 0,1462 33,7878 66,2122
vzorek
0,25mg/ml 10,2378 0,2393 0,2302 0,2358 54,4950 | 45,5050
vzorek
0,1mg/ml ] 0,3500 0,3402 0,3371 0,3424 79,1310 |20,8690
Viz. graf ¢.4
Tab.18 Frakce C

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni

absorbance |absorbance |absorbance |pramér X 100-X
DPPH 0,0,4358 0,4373 0,4251 0,4327
vzorek 0,5690 0,5510 0,5753 0,5651
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1mg/ml

vzorek
0,5mg/ml  |0,4393 0,4466 0,4389 0,4416

vzorek
0,25mg/ml |0,4171 0,4240 0,4275 0,4229

vzorek
0,img/ml |0,4151 0,4187 0,4079 0,4139

Pozn.: Frakce C byla méfena v podobé suspenze (obsahovala nerozpusténé kousky),
méieni mohlo byt zatizeno chybou.

Vyznamnou antioxida¢ni aktivitu ma ethanolovy extrakt.
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Cilem této diplomové prace bylo najit nejpiinosnéjsi izola¢ni postup pro ziskani
latek z listd slune¢nice ro¢ni a pokusit se odstranit chlorofyl, kterého bylo v extraktu
velké mnozstvi a mohl by komplikovat dalsi postup. Néplni druhé casti diplomové
prace bylo provést biologické hodnoceni ziskanych extrakti.

Nejprve byl pfipraven ethanolovy extrakt z listd H. annuus zpracovanim 100 g
vychoziho materidlu, se kterym byla provedena extrakce 400 ml 80% EtOH a
nasledovala filtrace. Extrakce byla zopakovana jesté 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 sraZzenina, kterd byla odfiltrovana. K filtratu se ptikapaval
nasyceny roztok uhli¢itanu barnatého a opét byla provedena filtrace. Po piidani
uhli¢itanu barnatého se vysrazel chlorofyl. Pro orientaci byla provedena TLC
dichlormethan-ethylacetat 80 : 20, chloroform-methanol 80 : 20.

Celé¢ mnozstvi sumarniho extraktu (347 ml) bylo zbaveno chlorofylu stejnou
metodou, kterd byla odzkouSena nejprve s malym mnozstvim extraktu, tedy pomoci
octanu olovnatého (435 kapek) a nésledné pfidanim uhli¢itanu barnatého (100 ml + 800
kapek). Po pfidani uhli¢itanu barnatého a piefiltrovani bylo ziskano 372 ml filtratu.

Ethanol z extraktu zbaveného chlorofylu byl odpafen na odparce a znovu byla
provedena filtrace. Po odstranéni ethanolu odpatenim bylo ziskdno 136 ml extraktu a po
nasledné filtraci zistalo 121 ml vodného extraktu. Vodny extrakt (121 ml) byl vytfepan
3x150 ml chloroformu a filtrace byla provedena pfes 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 pouZita horni
vrstva). Vznikla srazenina ve vodné fazi. Po kazdém tfepani byla provedena filtrace
pres uhli¢itan draselny. I pfes tento postup se nepodatilo dostatecné oddé€lit vodnou a
butanolovou vrstvu.

Po odpateni 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 sa bez obsahu vodného podilu (celkem 0,8228 g).
Tento butanolovy podil byl délen na sloupci silikagelu. Kolona byly vymyvana nejprve
Cistym chloroformem, pak chloroform s obsahem 1 % - 70 % methanolu, potom Cisty

methanol a nakonec EtOH. Bylo ziskano 19 frakci (0-18), které byly na zakladé
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provadéné TLC spojovany. VSechny frakce obsahovaly velké mnozstvi latek.
Nepodartilo se nam timto délenim ziskat frakci, kterd by byla Cistd. Jednotlivé frakce
byly ziskany ve velmi malém mnozstvi a tak nemohlo byt provedeno jejich dalsi déleni.

Pokus o déleni vodného a chloroformového podilu na silikagelu se nezdafil, nebyla
nalezena vhodna soustava. Také doslo k velkym ztratdm pfi vytiepavani a filtraci pies
uhli¢itan draselny a tak bylo k dispozici jen malé mnozstvi extraktu, které se nanaselo
na kolonu.

SraZenina, ktera byla ziskéna pfi odstranovani chlorofylu z 10 ml sumarniho extraktu
po pfidani uhli¢itanu barnatého, byla smyta z filtracniho papiru 10 ml 50% MetOH.
Byl odpaien methanol a ziistal vodny extrakt. Prob¢hla dekantace srazené¢ho chlorofylu.
Vodny extrakt byl vytiepan 2x5 ml chloroformu. Byl ziskan chloroformovy a vodny
vyttepek. Vodny podil byl vytfepan s butanolem a ptfedpokladal se zisk vodného a
butanolového podilu. Tyto podily nebyly ziskany, protoze se neoddélil butanol a voda.
Smés vodného a butanolového podilu byla odpaiena na odparce a odparek byl rozpustén
v80% EtOH a uskladnén v ledni¢ce. Byla provedena TLC chloroformového,
butanolového a vodného podilu. VSechny podily obsahovaly velké mnozstvi latek, ale
na dals$i déleni nebylo K dispozici dostate¢né mnozstvi téchto podil.

Tento postup A byl dost naro¢ny a zdlouhavy (odstrafiovani chlorofylu). Béhem
odstrafiovani chlorofylu doslo k velkym ztratdm extraktu. Pfesto se nepodafilo jeho
uplné odstranéni. Zbytky byly jesté odhaleny po provedeni TLC. Diky velkym ztratdm
extraktu nemohlo byt provedeno dalsi déleni frakci z kolony, protoze byly ziskany ve
velmi malém mnozstvi. Po tomto nezdafilém pokusu byla snaha najit jinou metodu,
Ktera by byla méné pracna.

U postupu B byl k extrakci pouzit dichlormethan. Listy byly umistény do nadob a
mirn¢ stlaceny. Do nadob byl nalit dichlormethan tak, aby cely obsah byl ponoten
(celkem bylo pouzito 12 1 dichlormethanu). Nadoby byly uloZeny ve tmé pii pokojové
teplot¢ po dobu Sesti dni (probihala macerace). Po Sesti dnech byl ziskan
dichlormethanovy extrakt, ktery byl prefiltrovan, aby byly odstranény piipadné zbytky
drogy. Nésledovalo odpafeni dichlormethanu na odparce, ¢imz bylo ziskano 64,6465 g
suchého extraktu.

Byla provedena orientacni sloupcova chromatografie sumarniho dichlormethanového
extraktu na sloupci silikagelu. Bylo déleno 0,15 g extraktu. Kolona byla vymyvana n-
hexanem (65 ml), pak bylo pfidano 10 % acetonu (135 ml), 20 % acetonu (105 ml).
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Bylo odebrano 21 frakei, 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 zékladé¢ TLC byly spojeny frakce: 2
+ 3,4 +5, 6 + 7. Extrakt se na této koloné nedélil.

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

Frakce ¢islo 2 a 3 obsahovaly tmavé klky, ¢islo 5 a 6 amorfni bilou hmotu. Ve
frakcich 9 a 11 se vytvotila mezifaze. Frakce 11 obsahovala také drobné krystalky a
frakce 12 bilé kousky. Spojené frakce (8, 9, 10, 11) byly vytifepany v délici nalevce a
bylo o¢ekavano rozvrstveni na dvé faze, coz neprobehlo. Frakce ¢islo 7 obsahovala
hodné chlorofylu. Frakce ¢islo 7 byla odpafena a suchy odparek vazi 8,92 g. Suchy
odparek frakei 8-11 vazi 1,6012 g. Odparek 12 + 13 vazi 0,4076 g.

Kolona slouzila pouze k hrubému dé€leni 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 pfitomna ve frakcich
islo 5 a 6. Piedpokladali jsme, Ze je to kyselina kaurenova®, kterou vyizolovali
kolegové z kvéti slunecnice (na pohled to byly témé&f 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. studend transmethylace. Extrakt byl rozpustén v heptanu a tfepan
s roztokem methanolu s hydroxidem draselnym (2 mol/l). Byla provedena analyza
vzniklych methylesterti na piistroji 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 pfedchozi extrakci dichlormethanem byly reextrahovany EtOH
Vv mixéru. 50 g listi bylo vloZzeno do mixéru a zalito 150 ml 80% EtOH. Extrakce
probihala 5 min. (kontrolovali jsme, zda se mixér nezahiiva na vice nez 40 °C, popft. byl

na chvili vypnut). Vznikla hustd kaSe, proto bylo pfiddno znovu 300 ml EtOH. Po
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mixovani byla provedena filtrace. Celkem bylo ziskdno 275,5 ml extraktu, po odpateni
bylo ziskano 5,3151 g suchého extraktu. Trochu tohoto extraktu bylo rozpusténo
Vv petroletheru, na dné zlstal nanos. Jelikoz nebylo Kk dispozici vic petroletheru,
abychom zjistili, zda se nanos po dal$im piidani tohoto rozpoustédla rozpusti, odsali
jsme petrolether a ptidali jind rozpoustédla. Po ptidani n-hexanu se nanos nerozpustil,
pridali jsme tedy chloroform a poté aceton, avSak nanos se nerozpustil. Po ptidani
tdchto tii rozpoustédel vznikla zelena suspenze se zlutymi klky na dné. Zluté klky byly
oddé€leny a byla snaha je rozpustit ve smési vody a methanolu, coz se ¢astecné podafilo.
Vznikla zlutd suspenze s drobnymi zlutymi kousky. Tato suspenze byla ulozena do
lednicky.

Silikagel z kolony po déleni sumarniho dichlormethanového extraktu byl macerovan
jeden den 1,25 | 80% EtOH. Bylo ziskano 480 ml extraktu. Byla provedena filtrace a
vysledné mnozstvi extraktu bylo 425 ml. Po odpaieni EtOH bylo ziskdno 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 ptedpokladalo se naneseni extraktu z mixéru. Na
zaklad¢ orientaéni TLC bylo zjisténo velké mnozstvi latek v extraktu z mixéru, proto
tento extrakt nebyl spojen s frakcemi, které byly urCeny k déleni. Tento extrakt byl
uloZen do lednicky.

Kolona byla vymyvana postupné: n-hexan-CHCI3 1 : 1, n-hexan-CHCI3 1 : 3, CHCls,
CHCI3-MetOH9:1,8:2,7:3,6:4,5:5,4:6,3:7, EtOH. Tyto frakce byly ulozeny
do lednicky.

Byla provedena detekce na steroly, steroidy, triterpenové glykosidy, cukry, terpeny,
fenolické slouceniny, laktony, redukujici latky. Detekce na tyto latky byla provedena
Vv jednotlivych frakcich, které pochazely z déleni sumarniho dichlormethanového
extraktu, nez 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 slouzil 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
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nezdafila, i kdyz byla provadéna dvakrat. Laktony byly detekovéany ve frakcich 2a, 2b,
3,7,8,9, 10, 11, 12, 13 (frakce 0-6 chromatogram ¢.14, frakce 7-13 chromatogram
¢.15).

Ve druhé c¢asti diplomové prace bylo provedeno biologické hodnoceni ziskanych
extraktli. Byla stanovena akutni toxicita sumarniho dichlormethanového extraktu (ten se
vSak upln€ nerozpustil ve vod¢, byl tedy testovan ve form¢e suspenze), ethanolového
extraktu ziskaného extrakci v mixéru, frakce C z dé€leni sumarniho dichlormethanového
extraktu. Byl piipraven zakladni roztok zkoumané latky o koncentraci 0,1 g/ml.
Zakladni roztok byl pak nalezitym zpisobem fedén. Redéni bylo provadéno dokud
niténky reagovaly na roztok. Po provedeném vypoctu nam vysla hodnota pro efektivni i
letalni koncentraci ethanolového extraktu zastavy pohybu ¢ervii 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 ¢ervii Tubifex
tubifex, je mozné, Ze vysledek provedeného testu byl ovlivnén tim, Ze méfeny roztok
byl ve form¢ suspenze.

Dalsim krokem bylo stanoveni antioxida¢ni 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 méfena ve form¢ suspenze). Vyznamnou antioxida¢ni aktivitu ma
ethanolovy extrakt.

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

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

ZkuSebni metoda pro odstranéni chlorofylu se v tomto pfipadé bohuzel neosvédcila.
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Chromatogram ¢.1 Chromatogram ¢.2
Chromatogram ¢.3 Chromatogram ¢.4
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Chromatogram ¢.5

Chromatogram ¢.6

Chromatogram ¢&.7

Chromatogram ¢.8
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Chromatogram ¢.9 Chromatogram ¢.10

Chromatogram ¢.11 Chromatogram ¢.12
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Chromatogram ¢.13

Chromatogram ¢.15

Chromatogram ¢.14
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Graf ¢.3

Sumarni dichlormethanovy extrakt
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Graf ¢.4

Ethanolovy extrakt z mixéru

100+

B (o2} (o]
o o o
1 1 1

pokles absorbance DPPH (%)
N
o

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
koncentrace testovaného vzorku (mg/ml)

87



ZAZNAM Z GC/MS ANALYZY

FRAKCE ¢&.5

88



ZAZNAM Z GC/MS ANALYZY
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