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1. UVOD A CiL PRACE



Tato rigor6zni prace navazuje na mou diplomovou praci “Fytochemicka studie
Helianthus annuus L. “ Cilem této diplomové prace byla analyza jazykovitych kvétu a
plodovych luzek Helianthus annuus L., ¢ili extrakce rozemleté drogy, separace a
naslednd identifikace obsahovych latek. Jazykovité kvéty byly extrahovany ethanolem a
dale byla z technickych diivodl a ¢asovych diivodl zpracovavana pouze ¢ast tohoto
extraktu. Tato ¢ast byla postupné rozd€lena na chloroformovy, butanolovy extrakt a
vodny zbytek. Butanolovy extrakt byl pak délen na molekulovém sité Sephadex LH 20.

Z frakcei tohoto dé€leni byla izolovana latka, jez byla na zékladé chemické
struktury urcena jako kyselina kaurenova. Z dalSich frakei ziskanych timto déleni byla
na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie izolovéna latky, jejiz chem. struktura
byla nejprve urcena pravdépodobné jako cholestan-5,22-dien-2-ol (33,22E). Naslednou
analyzou se zjistilo, Ze se jedna o stigmasterol.

Nezpracovavana ¢ast ethanolického extraktu jazykovitych kvétl byla po celou
dobu analyz ulozena v lednici. V prib&hu doby vlastni analyzy zpracovavaného
extraktu jazykovitych kvéti doslo k vypadédvani vétSiho mnozstvi krystalicke latky.
Jejich analyza nebyla provedena.

Ukolem rigorézni prace bylo provést fytochemickou analyzu zbyvajici ¢asti
ethanolického extraktu jazykovitych kvéta Helianthus annuus L., s vyhledem k izolaci

jinych kaurenovych derivat nez samotné kyseliny kaurenové.



2. LITERARNI CAST



2.1. DOSAVADNI POZNATKY O
OBSAHOVYCH LATKACH
JAZYKOVITYCH KVETU HELIANTHUS
ANNUUS L.

Helianthus annuus L. - slune¢nice ro¢ni- je jednoleta bylina z ¢eledi Asteraceae,

fadu Asterales. Roslina ma vzptimenou, olisténou a vétSinou jednoduchou nebo i vice
ubory zakoncenou, odstalou a drsné chlupatou lodyhou, kterd je na povrchu zelend a
uvniti vyplnéna bélavou dieni. Lizko ubori je skoro ploché, plevkami porostlé a tyto
plevky v dob¢ zralosti obklopuji nazky. Veliké tbory méti v priméru 10 az 50 cm,
skladaji se v terci az ze 2000 oboupohlavnych, hnédych, péti¢etnych kvitkli a na okraji
je jazykovita, zlatozlutd, 6 - 10 cm dlouhd a az 2 cm Siroka koruna. Rostlina je rozsifena
Vv fad¢ zemi, pfedevsim v teplych oblastech mirného pasu a v subtropech jako olejnina a
picnina1'2'3’5.
Slune¢nice  ro¢ni je  bohatym  zdrojem  seskviterpenl, zejména
seskviterpenickych laktont. Vzhledem K jeji ekonomické dulezitosti, je slune¢nice
rozsahle studovana. Byly izolovany a chemicky charakterizovany fenolické slouceniny
(kumariny, flavonoidy, diterpeny a triterpeny)>.

Jednou z nejbohatsich skupin sekundarnich metaboliti v Helianthus annuus L.
jsou seskviterpenické laktony. Jejich pfitomnosti u zastupcti cévnatych rostlin je
charakterizovana piedevsim celed’” Asteraceae. U rostlin této Celedi se vyskytuji Casto
v zlaznatych trichomech listd, stonki a kvétenstvi. Tyto slouceniny jsou
charakterizovany hoikou chuti. V Helianthus annuus L. se nachazeji seskviterpenické
laktony typu germakranolida®. Ztéto skupiny latek byla identifikovana cela fada
sloucenin, napt. agrophyllin A a B, niveusin A,B a C atd®"8°. Vétiina t&chto latek viak
byla identifikovana v listech, pouze nékteré prace® popisuji jejich vyskyt v celych
rostlinach, takze existuje divodné podezieni, ze v jazykovitych kvétech se tyto latky
vibec nevyskytuji.

Skupinou prokazatelné¢ se vyskytujici v jazykovitych kvétech jsou kaureny.
Kaurany jsou tetracyklické diterpeny. Vyskytuji se jako hydrogenované kaurany nebo

jako kaureny. Jsou intermediarnimi metabolity v syntéze gibberellind, dileZitych



rustovych faktord, a nckterych diterpenickych alkaloidii. Kaurany jsou pomérné
roz§ifené slouGeniny a jako prekurzory gibberellini se objevuji v celé rostlinné Figi>*.
ALFATAFTA® prokazal v kvétenstvich tyto latky: kyselina ent-kaur-16-en-19-

Kt 12 jzoloval

ova, angelyester kyseliny grandiflorové, kyselina grandiflorova. PYRE
z jazykovitych kvéta ent-trachyloban-19-ovou kyselinu spolu s ent-kaur-16-en-19-ovou
kyselinou. Pozdé¢ji izoloval zjazykovitych kvéth i estery téchto dvou kyselin
s thujanolem, ent-kaur-16-en-19-al, ent-trachyloban-19-al, ent-kauran -16pB-ol, ent-
kauran-16a-ol, ent-kauran-16p3,19-diol, ent-atisan-16a-0l a ent-atisan-16p-ol. Za
majoritni diterpen povazuje kyselinu trachyloban-19-ovou kyselinu, ostatni jeji derivaty
jsou pak minoritnim doprovodem t&chto latek. ALFATAFTA® izoloval I7-oxo-

trachyloban-15a,19-diol a kyselinu 15a-hydroxytrachyloban-19-ovou.
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kyselina ent-kaur-16-en-19-ova  R1=H ent-atisan-16a-ol

kyselina grandiflorova R1=0OH

angelat kys. grandiflorové R1=0OAng

(ester s kyselinou angelikovou)

kyselina trachyloban-19-ova R1=COOH R2=H R3=H
kyselina 15a-hydroxytrachyloban-19-ova R1=COOH R2=H R3=0OH
7-oxo-trachyloban-15a,19-diol R1=CH20H R2=0 R3=0OH



ester thujanolu a kyseliny ester thujanolu a kyseliny
ent-kaur-16-en-19-ové ent-trachaloban-19-ové

Vzhledem k Cetnosti vyskytl kaureni a i samotné kyseliny kaurenové v rostlinné
181, byla prokdzana celd fada biologickych aktivit této skupiny latek.
U kyseliny kauren-19-ové byla zaznamendna antimikrobidlni aktivita'®. Je

20,21

aktivni proti Bacillus subtilis (0,313 pg.ml™)?**#, Staphylococcus aureus (12,5 pg.ml’

1192022 “Mycobacterium smegmatis (6,25 pg.ml™)**?°

(ale ne proti M. tuberculosis a M.
avium)?, Saccharomyces cerevisiae %°, E. coli® a Candida albicans®™ (ackoliv zdroj 16
uvadi, ze je dand kyselina je k tomuto organismu neaktivni). Naproti tomu methylester
kyseliny kauren-19-ové je mnohem méné antimikrobidlné G¢inny (naptiklad proti
Mycobacterium smegmatis (25 pg.ml™, ale proti S. aureus neni u&inny viibec). Pro
srovnani streptomycin inhiboval riist téchto organismli v koncentracich 0,78 a 3,1
ug.ml'1 19,

Kyselina kauren-19-ova vykazovala aktivitu proti protozoalnimu bicikovci
Trypanosoma cruzi, puvodci Chagasovy nemoci. Tato latka vykazovala i aktivitu proti
meékkysi Biomphalaria gabata, mezihostitelem schistozom6zy. Kaurenova kyselina se
ukazala jako ucinna proti larvam Homeosa electellum, H. zea, H. virescens a
Pectinophora gossypiela™.

Smés dvou diterpenovych kyselin, kaurenové a angeloylgrandiflorové, se
ukazala jako silny inhibitor ristu vlaknitych stélek hub Verticillium dahlie, Sclerotinium
sclerotiorum™.

Kaurenova kyselina vykazovala téz antifertilni aktivitu u primétﬁlo.



Testovani cytotoxicity kaurenové kyseliny bylo provedeno na garndtech (ICsg
2,03 pg/ml, 16 pg/ml) a riznych bunéénych liniich (mys$i lymfatické leukémie,
karcinomu prsu, plic, stfeva, ovarii, prostaty a kﬁie)lo.

Z latek typu triterpent byla izolovana cela fada napt. sitosterol, , isofukosterol,
neophytadien, A’-tirucallol, triterpenicky sekotirucallan helianol a sunpolennol™****°,
Tyto latky byly izolovana z pylovych zrn. BADER izoloval z celych rostlin latky
skupiny B-amyrinu bidesmosidy helianthosid 1, 2 a 3.

Ze skupiny latek flavonoid-auront ALFATAFTA® prokézal v kvétenstvich 5-
hydroxy-4,6,4 -trimethoxyauron a PYREK™ izoloval z jazykovitych kvéta loliolid
acetat. Ze skupiny flavonolt potvrdil ALFATAFTA® izolaci z kvétenstvi pfitomnost
flavonolu nevadensinu.

CH.O

loliolid acetét

nevadensin

SATOH' izoloval zuborovych lizek sloudeniny typu benzopyrani. Byly
identifikovany jako demethoxyencecalin (6-acetyl-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran) a
demethylencecalin (6-acetyl-7-hydroxy-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran).
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demethoxyencecalin R,=CH,CO R,=H
demethylencecalin R,=CH,CO R,=OH

U téchto latek z extraktu uborovych lizek byla prokazana antimykoticka aktivita.
Testovanou houbou byla Pyricularia oryzae. Stejné vysledky vykazovaly také extrakty
ziskané z celych kvétenstvi®’.

Z pylovych zrn byla také identifikovana cela fada sloucenin lipidového typu13’28.

11



3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. CHARAKTERISTIKA
ZPRACOVAVANEHO MATERIALU

Vychozim materidlem bylo 190 g rozemletych jazykovitych kvétt Helianthus
annuus L. Suchy rostlinny material byl jednoc¢lennou perkolaci extrahovan 60%
ethanolem v perkolatoru. Extrakce probihala tak dlouho, dokud perkolat vykazoval
vazitelny zbytek. Extrakt byl rozdélen na dvé ¢asti. Prvni byla zpracovéana v diplomové
praci. Zbyvajici ¢ast byla ponechéna po delsi dobu ke krystalizaci za snizené teploty a
tato cast byla pfedmétem zkoumani této prace.

3.2. CHEMIKALIE,
CHROMATOGRAFICKY MATERIAL A
PRISTROJE

3.2.1. Chemikalie

Rozpoustédla

AQUA DESTILLATA
DICHLORMETHAN p.a.
BUTANOL p.a.

ETHANOL 96%

METHANOL p.a.
ETHYLESTER KYSELINY OCTOVE p.a.
CHLOROFORM p.a.

ACETON p.a.

METHYL ETHYL KETON p.a.
KYSELINA MRAVENCI p.a.
KYSELINA OCTOVA p.a.

Detekcéni ¢inidla

vanilinové ¢inidlo (smés 1% ethanolického roztoku vanilinu a 3% kys. chloristé
v poméru 1:1; obé€ slozky se smisi pfed pouzitim; po postiiku se chromatogram zahtiva
pii 105 °C do doby, nez se vybarvi skvrny)

kyselina sirova (5% vodny roztok s ethanolem 1:1)

13



3.2.2. Chromatograficky material

TLC aluminium sheets 20x20 cm silica gel F,s4 MERCK

3.2.3. Pristroje

1. UV lampa CAMAG 254 a 366 nm
2. NMR Varian Mercury — Vx BB 300 — Faf UK v HK
3. Mikrovyhrevny stolek Boétius k zjisténi teploty tani

S1-
S2-
S3-
S4-
S5-
S6-
S7-
S8-
S9-
$10-
S11-

PREHLED MOBILNICH FAZI

Chromatografické soustavy

CHCl;

Ethylacetat

Butanol:kyselina octova:voda
Ethylacetat:methyl ethyl keton:kyselina mravenéi:voda
CH,Cl,:ethylacetat

CH,Cl,: ethylacetat

CH,CI;: ethylacetat

CH.Cl,

Ethanol

Ethanol: CHCI;

Ethanol: CHCI;

14

Cisty
Cisty
4:1:5
50:30:10:10
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4:1
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Cisty
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SCHEMA ZPRACOVANI ETI—IANOLICKEHO
EXTRAKTU JAZYKOVITYCH KVETU

ETHANOLICKY EXTRAKT]
Rozd€leno na frité

— |

MATECNY LOUH C.1 Nazelenalé krystaly

l

Promyty ethanolem, acetonem a poté CHCl;

— |

MATECNY LOUH C.2 Krystaly

l

Rozpustény v minimalnim mnozstvi smési ethanolu a CHCl; 1:1

l

Roztok zfiltrovan ptes filtra¢ni papir

l

NASYCENY ROZTOK C.3

l

Samovolné vypadavani krystalll za snizen¢ teploty

l

Vysu$eno na rotacni vakuové odparce a opakovanég piekrystalizovano
z ethanolu

SUSPENZE KRYSTALU K1

15



3.3. ZPRACOVANI ETHANOLICKEHO
EXTRAKTU JAZYKOVITYCH KVETU

3.3.1. Zpracovani suspenze ethanolického

extraktu

Ze zbylé, nezpracovavané Casti ethanolického extraktu jazykovitych kvéti po
Case stani v lednici vypadlo vétsi mnozstvi krystalické latky. Tyto krystaly jsou velice
dobfte rozpustné v ethylacetatu a chloroformu, hiife rozpustné v methanolu a ethanolu a
nerozpustné v acetonu a vode.

Suspenze byla separovana na frité. Byl oddélen mateény louh ¢.1. Vzniklé
krystaly byly promyty 10 ml acetonu, ani ten je vSak nezbavil slabé zeleného nadechu.
Tyto krystaly pak byly dale promyty malym mnozstvim ethanolu a poté chloroformu.
Promytim acetonem, ethanolem a chloroformem vznikl matecny louh ¢€.2. Timto
zpusobem procisténé krystaly byly pfevedeny do smési ethanol chloroform 1:1 za mirné
zvySené teploty za vzniku nasycené roztoku. Nasyceny roztok byl zfiltrovéan pies
filtra¢ni papir. Na filtra¢nim papite zlstaly olejovité kapicky, dobfe rozpustné ve vode.
Prefiltrovany roztok byl dale zahustén a vypadlo z néj vétsi mnozstvi krystald K1.

Krystaly byly opakované prekrystalizovany z ethanolu za sniZeni teploty a byla
provedena TLC v soustavach S1, S2, S3 a S4, dale TLC spolu s kyselinou kaurenovou
a smési s obsahem stigmasterolu v soustavach S5, S6 a S7. Krystaly K1 nejsou
detekovatelné pouze pod UV, proto bylo pfistoupeno K detekci vanilinovym c¢inidlem.
Pritomnost jak kyseliny kaurenové, tak stigmasterolu nebyla v danych krystalech
potvrzena, ale ani vyvracena z diivodu blizkych hodnot Re. JelikoZ se jiz diive jako
dobré vyvijeci soustava pro kaurenové derivaty osvédc¢ila monoslozkova mobilni faze
(CH.CIy). Byla provedena TLC v S8 kyseliny kaurenové, smési kyseliny kaurenové
s krystaly K1, samotnymi krystaly K1 a smé&si obsahujici stigmasterol (viz
chromatogram ¢.1).

Z chromatogramu vyplyva, Ze krystaly K1 nejsou chemicky jednotnou latkou.

Pro identifikaci struktury K1 bylo proto nutné tyto krystaly dale ptecistit.

16
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1 " Q3 g

Chromatogram ¢.1: 1:kyselina kaurenova, 2:smés kyseliny kaurenova +K1, 3:K1 a 4:

smés s obsahem stigmasterolu, mobilni faze CH,Cl, a ethylacetat 4:1
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3.3.2 Zpracovani suspenze krystali K1

SCHEMA ZPRACOVANI SUSPENZE KRYSTALU K1

SUSPENZE KRYSTALU K1

l

Odebrana polovina krystalt

-

MATECNY LOUH C.3
S KRYSTALY

v

acetonem

Filtrat (pfidan zpét

k mateénému louhu ¢.3)

Zfiltrovéano na frit¢ a promyto acetonem

] T~

T~

KRYSTALY

l

Promyty vodou a

g l

KRYSTALY K2

0,053 g
teplota tani 128-130 °C

MATECNY LOUH C.4

KRYSTALY

|

Promyto vodou

/

MATECNY LOUH C.5

Odpafteno do sucha na rotacni vakuové
odparce a rozpusténo v ethanolu

18
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KRYSTALY K3

Rozpusténo v minimalnim
mnozstvi methanolu



Jelikoz latky tvoftici krystaly K1 nevykazovaly potfebnou absorpci v UV
spektru, aby mohly byt rozdéleny pomoci HPLC s UV detektorem, byla jako separa¢ni
metoda téchto krystalti zvoleno pocisténi rozpoustédly, v nichz byly piivodni krystaly ze
sumarniho ethanolického extraktu jazykovitych kvéti nerozpustné.

Z nasyceného roztoku krystald K1 v ethanolu jsme odebrali polovinu krystald,
ty promyvali na frit€ postupné vodou a acetonem, ve kterych jsou K1 nerozpustné,
filtrat ptidali zpét k matecnému louhu ¢.3. Na frité zlistala tém¢et bila krystalicka latka,
ktera byla vysusena a dana do exsikatoru. Hmotnost ziskanych suchych krystala ¢inila
0,053 g. Byla provedna TLC krystali K2 v S8 (viz chomatogram ¢.2), vyvijeno tfikrat .
Chromatogram potvrdil pfitomnost min. dvou sloucenin. Latky nejsou detekovatelné

pouze pod UV, proto je ptistoupeno k detekci vanilinovym ¢inidlem.

K2

Chromatogram ¢.2: K2, mobilni faze CH,Cl, vyvijeno tiikrat.

Byla rovnéz povedena TLC téchto krystall spolu s ¢istéj$i formou smési
s obsahem stigmasterolu v S8 (viz chromatogram ¢.3). Chromatogram nepotvrdil

totoZnost neznamych latek se stigmasterolem.
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Chromatogram ¢&.3: 1:K2, 2:smés s obsahem stigmasterolu, mobilni faze CH,Cl,

Teplota tani neznamé krystalické latky lezela v rozmezi 128 — 130 °C. 14
miligram@i této neznamé krystalické latky bylo odeslana na KAOCH k proméfeni 'H
(viz zdznam ¢.1) a Bc (zaznam ¢.2 a 3) NMR spekter k oziejméni chemické struktury

pod nazvem D 3.1
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Nameétena spektra vzorku byla konfrontovéna s tidaji spekter kaurenovych derivata

(kys. Kaurenova a derivaty 2,3 a 4) (viz tabulka.¢.1).

Latky pro méfeni refen¢nich 3¢ NMR signalt ppm

kyselina kaurenova derivat 2

derivat 3 derivat 4
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uhlik 4

1 2 3 4 160 163-
1 40.7 40.4 40.5 41.3 42.1 41.8
2 19.1 19.1 20.1 20.1 19.1 19.0
3 37.7 37.8 38.2 39.0 38.1 38.0
4 43.2 43.2 43.4 44.1 43.9 43.7
5 57.0 49.1 48.4 o 3. 56.9 56.8
6 21.8 29.7 18.3 23.2 22.2 21.5
7 41.3 77.1 46.7 43.0 40.7 40.6
8 44.2 48.3 44.7 45.2 44.7 434
9 55.1 47.2 160.6 56.5 55.8 56.0
10 39.7 39.4 39.0 40.3 39.5 39.4
11 18.4 17.9 117.3 19.2 18.6 18.9
12 33.1 33.5 72.6 27.0 26.2 26.5
13 43.8 43.7 46.1 46.1 45.4 40.5
14 39,7 38.7 40.3 38.0 37.3 37.9
15 48.9 45.3 29.1 54.1 53.2 523
16 155.8 155.1 152.3 81.9 81.9 79.8
17 103.0 103.7 108.5 66.7 66.4 69.7
18 28.9 28.7 28.2 29.6 28.7 28.6
19 184.9 160.0 183.2 180.5 180.1 180.3
20 15.6 15.5 23.5 16.2 16.0 15.1

Tabulka &1: Referencni **C NMR signaly ppm kaurenové kyseliny (sloupec 1) a

kaurenovych derivati oznacenych jako derivat 2, 3 a 4 (sloupce 2,3 a 4),méfeno v

CDCI%,

Vysledné spektrum **C (viz zaznam &.3) NMR bylo porovnavéno s referenénimi
3C NMR signaly ppm kaurenové kyseliny (viz tabulka ¢.1). Piesto, Ze na$ vzorek byl
méfen v methanolu a ziskana spekta pro porovnani byla métena v CDCl; a lze tedy
o¢ekavat mirny posun hodnot ppm, téméf s jistotou je mozné tvrdit, ze vzorek obsahuje
kaurenové derivaty nebo latky strukturné velice blizké. Podrobnéjsi identifikace je ale
pomérné znaéné ztiZzena tim, ze vzorek neni chemicky ¢istym individuem, ale jedna se o
smé&s dvou latek (pocet peakti okolo 40 — kyselina kaurenova ma 20 uhliki), coz bylo
dokazano i TLC (viz chromatogram ¢.3). Vzhledem k velice drobnym posuntim pak lze
I s ur¢itou pravdépodobnosti tvrdit, Ze strukturni ptibuznost latek v této smési je vice
nez blizka.

Na zakladé signalt byla programem MestRe-C23 potvrzena pfitomnost téchto
skupin:

- signal 183,7 a 183,5 ppm — karboxylovy uhlik
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- signdl 157,6 a 157,1 ppm — nehydrogenovany uhlik C16, z n€hoZ vychazi dvojna
vazba.
- signal 103,6 ppm — hydrogenovany uhlik C7.

Je mozné, ze n€ktery z uhlikt je hydroxylovany.

Ze spektra 'H je absenci charakteristického singletu 3,63 ppm methyl ¢i

methylenového uhliku vyvracena pfitomnost esterifikované karboxylové skupiny.
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Matecny louh ¢€.3 byl zfiltrovéan na frit¢ a krystaly promyty acetonem (byl
ziskan matecny louh ¢.4) a poté tyto krystaly promyty vodou (ziskdn matecny louh ¢.5).
Mate¢ny louh ¢€.5 byl postupné zbaven vody opakovanym piidavanim a odparfovanim
ethanolu na rotac¢ni vakuové odparce. Takto vysuSeny byl rozpustén v minimalnim
mnozstvi ethanolu. Krystaly, které zlistaly na frit¢ byly vysuseny, oznaceny jako K3 a
rozpu$tény v minimalnim mnozstvi methanolu a ponechany ke krystalizaci v lednici.

Byla provedena TLC v S8 s krystaly K2 rozpusténych v methanolu, ¢istého
mate¢ného louhu krystaltt K3, krystaly K3 s jejich mateénym louhem a kyselinou
kaurenovou (viz chromatogram ¢.4). Z chromatogramu je patrné, ze zatimco v ptipadé
K2 se nam podafilo ziskat relativné ¢istou latku, v pfipadé krystald K3 se jednou o

smés, dale je ziejmé, ze K2 neni totozna s Kyselinou kaurenovu.

1 2 9 4

Chromatogram ¢&.4: 1:K2 v methanolu, 2:mateény louh K3, 3:roztok K3 a 4: kyselina

kaurenova, mobilni faze CH,Cl,
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3.3.3. Zpracovani suspenze krystali K3

SCHEMA ZPRACOVANI SUSPENZE KRYSTALU K3

NASYCENY ROZTOK KRYSTALU K3

Vypadavaji 2 typy krystali: jehli¢ky o velikosti asi 2 mm a drobné piskovité
krystaly

Matecny louh s drobnymi piskovitymi krystaly odsat

MATECNY LOUH C.6 KRYSTALY K4
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Po urcité dobé stani nasyceného methanolického roztoku krystali K3 vypadly
z tohoto roztoku dva typy krystali: jehlicky o velikosti asi 2 mm a drobné piskovité
krystaly.

Ze suspenze matecného louhu K3 jsme se pokusili pomoci kapilary zakoncenou
smoteckem vaty odsat mate¢ny louh s drobnymi piskovitymi krystalky. Takto
pripravené jehlickovité krystaly (oznaCeny jako krystaly K4) byly vysuSeny a ulozeny
do exsikatoru.

Jehlickovité krystaly K4 byly rozpustény v methanolu a provedena TLC v S8
s K2 (viz chromatogram ¢.5). Krystaly K4 nejsou detekovatelné pouze pod UV, proto je
ptistoupeno k detekci vanilinovym ¢inidlem.

Chromatogram byl vyvijen tikrat a je z n&j patrné ze K4 je ziejmé Cista latka a
ze se nejednd o shodnou latku s K2. Déle je mozno fici, Ze v se nejednd ani o kyselinu
kaurenovou nebo stigmasterol, nebot’ R téchto latek je vétsi, nez skvrny latek v K2 (viz
chromatogramy ¢.3 a 4). Krystaly K4 byly odeslany na KAOCH na 'H a BC NMR
Kk ozfejméni chemické struktury pod ndzvem D 3.2. V soucasnosti probiha analyza

téchto krystalt.

Chromatogram ¢.5: 1:K2 v methanolu, 2:K4, mobilni faze CH,Cl; vyvijeno tiikrat.
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4. HODNOCENI VYSLEDKU A
DISKUZE
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Slunecnice ro¢ni je bezpochyby jedna z nejvyznamnéjsich hospodatskych rostlin
a proto nepiekvapi, ze pfitahuje pozornost védci jiz od nepaméti. Tato rostlina je
zkoumana jednak z hlediska ekologicko—zeméd¢lského s cilem zvySeni produkce a
ochrany pied Skiadci, ale také kvuli potencidlnimu vyuziti jejich obsahovych latek
V oblasti mediciny.

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy vybrala tuto rostlinu na zaklad¢ screeningovych antifungélnich testl extraktt
jednotlivych rostlinnych druhti z celedi Asteraceae. Tyto testy poukazaly na pomérné
dobré antimykotické vlastnosti nékterych zastupcti této cCeledi, znichz extrakt z
Helianthus annuus L. se jevil jako velice perspektivni pro dalsi vyzkum. Ackoliv byl
Helianthus annuus L. podroben za poslednich 30 let intenzivnimu fytochemickému
zkoumani, nebylo piili§ mnoho praci tykajici se antifungalnich ucinkt jak extraktt, tak
jednotlivych latek z ni izolovanych. Pro zkoumani byly tehdy vybrany jazykovité kvéty,
listy a iborova lizka.

613 a byl popsan vyskyt

Jazykovité kvéty pomérné detailné zkoumal PYREK
kaurenovych diterpent a auronu loliolidu acetdtu. Za hlavni sekundérni metabolit ze
skupiny kaureni se povazuje kyselina trachyloban-19-ova. Dale byla popsana
pritomnost fady dalSich kaurent jako minoritni doprovod vyse uvedené slouceniny.
Z4dné jiné prace na téma obsahovych latek jazykovitych kvétd Helianthus annuus L.
nebyly publikovany. Z téchto diivodl se fytochemicka studie jazykovitych kvéti jevila
jako velice perspektivni.

Vzhledem k literarni reSersi a obecnym znalostem o obsahovych latkach byla
pro zpracovani jazykovitych kvétl navrzena jedno€lenna perkolace 60% ethanolem.
Tento extrakt byl rozdé€len na dvé ¢asti, z nichZ jedna byla zpracovana v ramci
diplomové préce. Stfedem naSeho z4jmu byla tehdy butanolova faze, kde bylo
mozno ocekévat vyskyt kaurenovych derivat. Ta byla délena sloupcovou chromatografii
na molekulovém sit& Sephadex LH 20. V této fazi byla taky na zakladé **C a 'H NMR
analyzy identifikovany kyselina kaurenova a stigmasterol.

V jazykovitych kvétech byla tedy potvrzena pouze ptitomnost kyseliny
kaurenové, ackoliv kvantitativné nejvyznamnéjsim kauranem je Kyselina trachyloban-
19-ova'**?. Nebyl tehdy prokazan zadny minoritni kauran, coz se dalo vysvétlit nizkym
obsahem téchto sloucenin v jazykovitych kvétech a mnozstvi krystali ndmi ziskané

bylo pfili§ malé na to, aby byly tyto slouceniny zachyceny v identifikovatelném
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mnozstvi. Pfitomnost v literatuie uvadéného loliolid acetdtu ani jinych flavonoidi
rovnéz nebyla potvrzena.

Druhé, nezpracovavana cast ethanolického extraktu jazykovitych kvéti byla po
celou dobu analyz ulozena v lednici. V priabéhu doby vlastni analyzy zpracovavaného
extraktu jazykovitych kvéti doslo k vypadavani vétsiho mnozstvi krystalicke latky. Jeji
analyza tehdy nebyla dokoncena a byla predmétem mé rigordzni prace.

Toto mnozstvi krystali bylo zfiltrovano na frit¢. Vzhledem k tomu, ze se jednalo
o latku za sumarniho extraktu, byl zde realny piedpoklad, Ze se jedna smés latek. Bylo
zvoleno promyvani rozpoustédly, v nichz dané krystaly nebyly rozpustné viibec nebo
jen velice omezeng. Krystaly byly promyty ethanolem, acetonem a nakonec
chloroformem. Témito promytimi ztratily krystaly slabé nazelenaly nadech. V dalSim
kroku byly takto promyté krystaly pfevedeny do nasyceného roztoku ve smési ethanol-
chloroform. Za snizené teploty z roztoku vypadly krystaly (oznaceny jako K1), jenz
byly poté opakované piekrystalizovany z nasyceného roztoku ethanolu. TLC naznadila,
ze vysledkem téchto purifikacnich metod je stdle pomérné bohatd smés latek. Bylo
proto nutno piistoupit k dalSim separacnim kroktim. Jelikoz krystaly nevykazovaly
absorbci v UV, nebylo tak mozno separovat pomoci HPLC.

Zhruba polovina krystali K1 byla odebrana a promyta acetonem a poté vodou.
Bylo ziskano 0,053 g krystalt. Byla provedena TLC téchto krystali spolu s Kyselinou
kauenovou a stigmasterolem, latkami jeZ byly na Katedfe farmaceutické botaniky a
ekologie v jazykovitych kvétech jiz diive prokazany. Z TLC (viz chromatogramy ¢islo
2 a 4) bylo patrné, Ze krystaly K2 neobsahuji ani jednu z té€chto latek. TLC samotnych
krystalti K2 vyvijené tfikrat (viz chomatogram ¢.2) pak ukazalo, Ze se jednd o smés
minimalné dvou latek. Teplota tani této latky lezela v rozmezi 128 — 130 °C. Krystaly
K2 byly odeslany na KAOCH k proméfeni 'H (viz zaznam ¢.1) a BC (zdznam &.2 a 3)
NMR.

BC NMR v podstaté potvrdila pritomnost dvou latek. Signaly 183,7 a 183,5 ppm
potvrdily pfitomnost karboxylového uhliku. Signély 157,6 a 157,1 ppm potvrdily
pritomnost uhliku Ci6 S dvojnou vazbou. Shoda peakt BC NMR krystali K2 s peaky
spektra kyseliny kaurenové uvedeného v literatute (viz tabulka ¢.1) pak definitivné
potvrzuje hypotézu, ze se jedna o latky velice piibuzné. 'H NMR spektrum krystali K2
je velice obtizné interpretovatelné, ale jednoznac¢na nepiitomnost singletu 3,63 ppm
methyl ¢i methylenového uhliku vyvraci pfitomnost esterifikace karboxylové skupiny.

To je ponékud v rozporu s literarnimi udaji, nebot’ v jazykovitych kvétech byly popsany
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estery kaurenti pfedevsim s kyselinou angelikovou a thujanolem. Vysvétlenim by mohla
byt kvantitativné podstatné mensi pfitomnost téchto esterti v porovnani s jejich volnymi
kyselinami. Bliz$i determinace struktury z vysledkit NMR spekter neni mozna praveé

z davodi chemické ptibuznosti téchto dvou sloucenin. Lze uvazovat, Castecné na
zaklad€é moznych posunt ve spektru, o pfitomnosti hydroxylovych skupin vazanych na
kaurenovy skelet. Teoreticky by se mohlo jednat o kyselinu grandiflorovou nebo ent-
atisan-16-ol popiipadé jejich derivaty. Jako nejpravdépodobnéjsi se viak rysuje
moznost, Ze jednou z latek smési je kyselina trachyloban-19-ova, ktera je v literatuie
uvadéna jako majoritni kaurenovy derivat jazykovitych listi.

Pro jednozna¢né oziejmeéni jejich struktury vSak bude tfeba jinych analytickych
ptistupli. Moznym feSenim by bylo uziti vysokotc¢inné kapalinové chromatografie

S pouzitim hmotnostniho spektrometru jako detektoru nebo tandemové hmotnostni
spektrometrie.

Jelikoz pfedchozim postupem nebylo ziskdno chemicky ¢isté individuum
(krystaly K2), byla druha polovina krystali K1 v mate¢ném louhu podrobena dal§imu
precistovani. Byly opét promyty vodou, acetonem a piekrystalizovany z methanolu.
TLC vsak prokézalo, ze se stale jesté jednd o pomérné bohatou smés (viz chromatogram
¢. 4). Po urcité dob¢ stani vSak z nasyceného methanolického roztoku vypadavaji dva
typy krystalt: jehlicky o velikosti asi 2 mm a drobné piskovité krystaly. Jehli¢kovité
krystaly (oznaceny jako K4) se jevi po trojitém vyvijeni na TLC spolu s krystaly K2
(viz chromatogram ¢.4) jako ¢isté latka. Z chromatogramu dale vyplyvy, Ze v ptipade
krystaltt K2 a K4 se nejedna o chemicky shodné latky (K2 ma nizs§i hodnotu Rg). Dale
je mozno konstatovat, Ze v pfipadé krystalit K4 se nejedna ani o kyselinu kaurenovou
ani o stigmasterol, nebot’ jejich skvrny maji vyssi hodnoty Rg ve srovnani s krystaly K2
(viz chromatogramy &. 3 a 4). Krystaly K4 byly odeslany na k *H a **C NMR. Jejich

analyza v soucasnosti probiha.
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5. SOUHRN
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Cilem této prace bylo provést fytochemickou analyzu zbyvajici Casti
ethanolického extraktu jazykovitych kvéti Helianthus annuus L.
Vysledky Ize shrnout takto:

1. Suspenze krystalii ethanolické extraktu byla zpracovavana filtraci na frit¢ a
proc¢istovana. Byly ziskany dva vzorky: krystaly K2 a krystaly K4.

2. V ptipad¢ krystali K2 se jednd o smés dvou latek, s nichz ani jedna
pravdépodobné neni shodnd se samotnou kyselinou kaurenovou nebo
stigmasterolem. Z vysledkii NMR je ziejmé, ze ob¢ latky jsou kyseliné
kaurenové chemicky velice podobné, nejedna se vSak o jeji estery.

3. Krystaly K4 se dle TLC jevily odlisné od jak krystald K2, tak i od kyseliny

kaurenové¢ a stigmasterolu. NMR analyza krystalit K4 s soucasnosti probiha.
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