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1. UVOD A CiL PRACE



Prace navazuje na vysledky ziskané v moji diplomové praci, ktera byla
zamérena na identifikaci latek obsazenych v plodech Cichorium intybus. Tato prace
pridava dalSi vysledky, které se zabyvaji nejen latkami obsazenymi v plodech, ale i
latkami obsazenymi v kofenech této rostliny. Pro testovani byly pouzity Castecné
purifikované extrakty, u kterych byla stanovovana biologicka aktivita.

Cilem této prace bylo zjistit antioxidacni uc€inky, vliv na inhibici enzymu
acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy a stanovit celkové mnozstvi fenolickych

latek v extraktech z obou ¢asti rostlin.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Systematické zarazeni Cichorium intybus L. — €éekanka
obecna’

ODDELENI : Magnoliophyta

TRIDA : Magnoliopsida

RAD : Asterales

CELED : Asteraceae - hvézdnicovité
PODCELED : Cichorioidae - éekankové

ROD : Cichorium - Cekanka

DRUH : Cichorium intybus L. - ¢ekanka obecna



2.2. Fytochemicka charakteristika rostliny

2.2.1. Inulin

Pro Celed Asteraceae je charakteristicka pfitomnost inulinu (viz. Obr.1.).

Inulin je polysacharid tvofeny 35 zbytky fruktézy spojenymi B-2,1 vazbami
s koncovou a stfedovou jednou molekulou glukdzy. Je rozpustny ve vodé.?

Je pouzivan jako nahrada tuku a cukru, snizuje kalorickou hodnotu potravin, a
proto je vhodny pfedevSim pro diabetiky. Také je pouzivan pfi testu renalni

clearance.®

Obr. 1.
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2.2.2. Seskviterpenické laktony

V listech a pfedevSim v kofenech Cekanky obecné je obsaZen vysoky podil
seskviterpenickych laktonl. Jedna se pfedevsim o laktucin a jeho derivaty. Tyto latky
zpusobuji charakteristickou nahofklou chut, a proto jsou pouzivany k podpofe traveni
a chuti k jidlu.*

Seskviterpenické laktony C¢asto obsahuji jako vedouci strukturu a,B-
nenasyceny-y-lakton, ktery je v sou€asnosti spojovan s protinadorovou, cytotoxickou,
antimikrobialni a fytotoxickou aktivitou.®

Kromé& derivatd laktucinu (A), kam patfi pfedevS§im 8-deoxylaktucin (B) a
laktukopikrin (C), byla zjiSténa také pfitomnost germakranolidli, eudesmanolidi a
guajanolidd, které jsou pritomny predevsim ve formé glykosidl v kofenech ¢ekanky.
Byly zpracovavany ethanolové extrakty z listd a kofent Cichorium intybus. V listech
byla zjisténa pfitomnost 11B,13-dihydrolaktucinu (D), jacquinelinu (E), smés laktucinu
a 11B,13-dihydrolaktucinu, smés 8-deoxylaktucinu a jacquinelinu, smés
laktukopikrinu a jeho derivata (F, |), crepidiasid B (G), loliolid a slouc¢enina (J), ktera
byla analyzovana pomoci chromatografickych a spektralnich metod, nebot’ se jednalo
o novou prirodni latku a nasledné byla oznaCena jako 3,4B-dihydro-15-
dehydrolaktukopikrin. Kofeny obsahuji vedle smési methyl a ethyl esterd kyseliny p-
hydroxyfenyloctové kyseliny, 8-deoxylaktucinu, crepidiasidu B, smési laktukopikrinu
s jeho derivaty, cichoriosidu B (H) a sonchusidu A (L) také 3,4B-dihydro-15-
dehydrolaktukopikrin, ixerisosid D (K) a magnoliolid (M), ktery byl poprvé izolovan z
Magnolia grandiflora. Derivat laktukopikrinu (I) a ixerisosid D byl poprvé ziskan
z Cichorium intybus a Ixeris repens. Dale byla zjiS§téna pfitomnost eudesmanolidu
cichoriolidu (O), pfitomného v C. intybus a C. endivia, guajanolidu cichopumilidu (R),
ktery byl nalezen v C. pumilum. K ur€eni struktury byla vyuZita také porovnavaci
NMR spektra blizce pfibuzné latky, eudesmanolidu artesinu (N). Pro zjisténi identity
magnoliolidu a cichopumilidu byla pouZita znama spektralni a fyzikalni data jejich
11B,13-dihydroderivatd (N,P,S), na zakladé kterych byly porovnavany. Dale byl

identifikovan sonchusid C (Q), ziskany z Cichorium intybus.*
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QR =GClc, X =H, alfa-Me



R X = CH,
S X = H, alfa-Me
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Syntéza eudesmanolidi a germakranolidi je katalyzovana germakren A
syntazou izolovanou z kofenU ¢ekanky a probiha pfes mevalonat-farnesyldifosfat-
germakradien. Pomoci této seskviterpenické cyklazy vznika germakren A. Jeho
nasledna oxidace a/nebo glykosylace za ucasti germakren cyklazy dava vznik

guajanovych nebo eudesmanovych typl seskviterpenickych laktont (viz. Obr. 3.).°

Obr. 3.
\ gerrtr]akren germakren guajanova struktura
Syntaza cyklaza
/ \

oPP

germakren

eudesmanova struktura
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2.2.3. Fytosteroly

Dukaz pfitomnosti fytosteroll ve vodném extraktu z plodd Cichorium intybus
byl zaloZzen na vysledcich tenkovrstvé chromatografie. Z plvodniho vodného extraktu
byl nejprve ziskan chloroformovy extrakt, ktery byl dale zpracovavan. Pfi hodnoceni
byl tento extrakt nanesen na TLC desku spolu se standardy B-amyrinu (viz. Obr. 5.) a
B-sitosterolu (viz. Obr. 4.), vzorky obsahujicimi chloroformovy extrakt v kombinaci
s obéma standardy a vzorkem obsahujicim kombinaci obou standardu. Jako mobilni
faze byl pouzit Cisty chloroform, chromatogram byl vyvijen 3x po sobé. Detekce byla
provedena 1% lihovym roztokem vanilinu s 96% kys. sirovou (10 : 1) a naslednym
zahfatim na 100°C. Skvrny byly detekovany pomoci R; a barvy a byla prokazana

pFitomnost B-sitosterolu a B-amyrinu (viz. chromatogram 1).”

Obr. 4.

B-sitosterol
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Obr. 5.

B-amyrin
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CHROMATOGRAM 1

Dukaz fytosterol a pentacyklickych triterpent

Mobilni faze:
Stacionarni faze:
Detekce:
Nanaska:

CHCI3 (vyvijeno 3x)

silikagel Merck bez fluorescencniho indikatoru

vanilin + H,SO,4 (10 : 1)

Chl = chloroformovy extrakt

SIT = standard sitosterolu

AM = standard amyrin

Chl + A = chloroformovy extrakt + standard amyrinu
Chl + S = chloroformovy extrakt + standard sitosterolu
S + A = standard sitosterolu + standard amyrinu
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2.2.4. Fenolické kyseliny

Ethanolovy extrakt ziskany extrakci puvodniho suchého vodného extraktu
z plodd Cichorium intybus 80% ethanolem byl nejprve rozdélen sloupcovou
chromatografii. Jako adsorbent byl pouZit sephadex LH-20 a elu¢nim cinidlem byl
80% ethanol. Ziskano bylo 13 frakci, které byly hodnoceny pomoci tenkovrstvé
chromatografie a na zakladé jejiho vysledku byly dale zpracovany. Na zakladé
predpokladu vyskytu kyseliny kavové a jejich derivatl byly frakce porovnavany se
standardy kyseliny kavové, skoficové, chlorogenové a ferulové. Frakce, ktera dle
vysledkd tenkovrstvé chromatografie (viz. chromatogram 2) vykazovala
pravdépodobnou pfitomnost kyseliny chlorogenové byla dale hodnocena UPLC
MS/MS analyzou a byla zjisténa pfitomnost 4 izomer( kyseliny isochlorogenové (viz.
Obr. 6.).

Obr. 6.
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CHROMATOGRAM 2

Dukaz kyseliny chlorogenové

Mobilni faze:
Stacionarni faze:
Detekce:
Nanaska:

BUuOH : CH3COOH : H,O (5:1:4)

silikagel Merck bez fluorescenéniho indikatoru
Ks[Fe(CN)g] + FeCls (1 : 1)

K.CHL = standard kyseliny chlorogenové

12 = frakce ¢.12 ze sephadexové kolony
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2.2.5. Obsahové latky semen a charakteristika oleje

Ze semen Cekanky byl ziskan surovy olej, u kterého byly stanovovany jeho
fyzikalné chemické vlastnosti. Index lomu 1,4576 (pfi 25°C); jodové Cislo 124,3; Cislo
zmydelnéni 191,4; nezmydelnitelny podil 5,3% a pfitomnost volnych mastnych
kyselin 6,0 (mg KOH/g). Analyzou oleje plynovou chromatografii byla zjiSténa
pritomnost vysokého podilu linoleové kyseliny (59,8%) a okolo 21% nasycenych
kyselin. Zbytek hmoty ziskané ze semen obsahoval 16,9% proteind s nizkou

hodnotou vyuzitelného lysinu (1,37g/16 g N).2

Seco-sterol, jehoz pfitomnost byla prokdzana v semenech ¢ekanky obecné,
byl pojmenovan jako cichosterol. Chemicky se jedna o 13,14-seco-stigma-5(6),
14(15)-dien-3-B-ol. Dale byla zjisténa pfitomnost steroidniho glykosidu stigma-5(6)-
en-3-a-O-(B-D-glukopyranosidu). Obé slou€eniny byly ziskany z ethyl-acetatové
frakce pomoci sloupcové chromatografie. Jejich struktury byly objasnény na zakladé
spektralnich a chemickych studii.’

Cichosterol vykazoval pozitivni Liebermann—Burchardlv test potvrzujici, Ze se

jedna o sterol. Mozny je i jeho acetylovany derivat (viz. Obr. 7.).

Obr. 7.

R=H R = CH3CO-
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Druha sloucenina byla ziskana v podobé bezbarvych krystalu s teplotou tani
232°C. Vykazuje pozitivni Libermann—Burchardlyv test na steroidy a Molischiv test
na pfitomnost glykosidu. Neredukuje Fehlinguv roztok a tim je potvrzeno, Ze se jedna
o steroidni glykosid. Hydrolyzou 10% HCI byl ziskan aglykon. Pomér ziskaného
aglykonu ke glykosidu byl stanoven okolo 60%, coz prokazuje pouze jeden cukr
v molekule. Tento cukr byl stanoven papirovou chromatografii jako glukéza (viz. Obr.
8.).°

Obr. 8.

OH

Ze semen Cekanky obecné byl izolovan novy seskviterpenicky glykosid
cichotybosid. Jde o 2-a-6-3-7-B-15-tetrahydroxy-1(10),4(5)-dien-guajan-9-a-12-olid-7-
O-B-caffoyl-15-O-B-D-glukosid. Vykazuje znacnou antihepatotoxickou aktivitu pfi

pusobeni chloroformu na hepatocyty.*°
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2.3. Biologicka aktivita obsahovych latek Cichorium

intybus

2.3.1. Inhibi¢ni efekt na acetylcholinesterazu

Inhibitory acetylcholinesterazy jsou pouzivany k udrzeni hladiny acetylcholinu
pfi cholinergnim deficitu, pfiznacich demence a Alzheimerové chorobé. Byla
provedena studie zaméfena na nealkaloidni inhibitory acetylcholinesterazy ziskané
z pfirodnich zdroju za G&elem objeveni novych aktivnich struktur.™* V této studii byly
in vitro testovany i dichlormethanovy a methanolovy extrakt z kofent Cichorium
intybus. Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity byl pouzit enzymovy test s Ellmanovym
¢inidlem . Kofeny byly sbirany na rdznych uzemich a byl pouzit rostlinny material
suSeny na vzduchu. Nasledné byly kofeny rozdrceny a za laboratorni teploty
extrahovany s 10 ml dichlormethanu v ultrazvukové lazni po dobu 20ti minut.
Dichlormethanovy extrakt byl zahustén na vakuové odparce a zbyly rostlinny material
byl extrahovan methanolem za stejnych podminek. Dichlormethanovy extrakt
z kofenu Cekanky vykazal signifikantni inhibi¢ni efekt na acetylcholinesterazu. Pfi
koncentraci 1 mg extraktu/ml byla naméfena 70% inhibice. Podkladem pro stanoveni
inhibi¢ni aktivity byl pocitaCem vytvofeny model, ktery vyuZival znalosti struktury
sekundarnich metabolitd Cichorium intybus ziskanych z literatury. Byly zjiStovany
virtualni interakce s timto modelem a zjiSténa byla mozna interakce s nékterymi
nizkomolekularnimi seskviterpenoidy. Pro ovéfeni této pocitaCové hypotézy byly
pouzity frakce z extraktu kofene Cichorium intybus a doSlo kizolaci dvou
seskviterpenickych lakton, 8-deoxylaktucinu a laktukopikrinu, které jsou

zodpovédné za inhibici acetylcholinesterazy.*

2.3.2. Antihepatotoxicka aktivita

Pfi testovani antihepatotoxické aktivity byla pouZita semena Cichorium
intybus,'® ktera byla predem rozdrcena a upraskovana a nasledné z nich byly
pfipraveny Ctyfi extrakty, petroletherovy, ethyl-acetatovy, methanolovy a ethanolovy.

Tyto extrakty byly dale podrobeny analyze. Petroletherovy extrakt byl nevyhovujici
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kvali svému chemickému sloZeni. Z ethyl-acetatového extraktu byl ziskan novy
steroid pojmenovany cichosterol. Z methanolového extraktu byla pomoci sloupcové
chromatografie ziskana slou¢enina AB-IV, ktera vykazovala pozitivni test na fenoly.
VSechny ziskané extrakty i izolované slouceniny byly filtrovany a jejich Cistota byla
stanovena pomoci TLC a HPLC. Testovani antihepatotoxické aktivity probihalo na
bilych krysach, které byly rozdéleny do 8 skupin. V kazdé skupiné bylo 6 krys. Prvni
skupina byla kontrolni, nebyla intoxikovana. Druha skupina byla kontrolni,
intoxikovana CCl,. Treti skupiné byl podavan silymarin v davce 70 mg/kg hmotnosti a
zbylym skupinam byly podany jednotlivé extrakty a zaroven byly intoxikovany CCl,.
Po 24 hodinach byla mySim odebrana krev a jatra byla podrobena histopatologické
studii. Stupen ochrany jater byl méfen s vyuzitim biochemickych parametrd jako vliv
na aspartat transaminazu, alanin transaminazu, alkalin fosfatazu a celkovy protein.
Po intoxikaci CCl, doSlo k otoku a nekréze hepatocytu. Rlzné extrakty ze semen
Cichorium intybus vykazovaly ruzné velky stuper antihepatotoxické aktivity. Nejlepsi
stupen ochrany vykazovala methanolovy extrakt a slou¢enina AB-IV, jejichz ucinek
byl srovnatelny s u€inkem silymarinu. Histopatologicka studie prokazala, Ze doSlo ke

kompletni normalizaci tkané a nebyly pozorovany zadné nekrézy.*

2.3.3. Inhibi¢ni efekt na a-glukosidazu

Z methanolového extraktu semen Cichorium intybus byly ziskany dva nové
triterpenoidy 18a,193-20(30)-taraxasten-33,21a-diol (cichoridiol) a 17-epi-metyl-6-
hydroxyangolensat (intybusoloid). Kromé toho byly ziskany také dalSi obsahové latky
jako lupeol, friedelin, B-sitosterol, stigmasterol, betulinova kyselina, betulin,
betulinaldehyd, syringova kyselina, vanilova kyselina, 6,7-dihydroxykumarin a metyl-
a-D-galaktopyranosid, které byly popsany jiz dfive. U vSech jmenovanych latek byla
testovana inhibi¢ni aktivita na a-glukosidazu. Jedna se o enzym, ktery Stépi
disacharidy a polysacharidy obsahujici glukosu. Inhibitory tohoto enzymu snizuji
hladinu postprandialni glykémie. Glukosidazy ovliviuji i dalSi biologické procesy,
napfiklad biosyntézu glykoproteini a katabolismus glykokonjugatu probihajici
v lyzozémech.*

Inhibiéni efekt na a-glukosidazu byl zjistén u cichoridiolu (IC = 59uM) a

kyseliny vanilové (IC = 691£0,008 uM). Nejvétsi inhibiéni efekt ale vykazoval derivat
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cichoridiolu obsahuijici dvé acetylové skupiny (viz. Obr. 9.). Mozné je vyuziti inhibitort

glukosidaz také jako antivirotik nebo imunomodulaénich latek.™®

Obr. 9.

“\\\\ R

R=OH
R= OAc

2.3.4. Anti- a pro-oxidacni aktivita

Byla zjiStovana anti- a pro-oxidacni aktivita ve vodé rozpustnych komponent
Sekanky obecné var. silvestre.’® Rostlinna &tava byla ziskana centrifugaci z rostlin a
upravena pii 2°C a 102°C. Dale byla zkouSena také Stava, ktera byla ziskana
stejnym zpusobem a dale byla skladovana pfi 25°C po dobu tfi hodin. Antioxidacni
aktivita byla testovana in vitro s vyuzitim modelového systému [B-karoten-linoleova
kyselina a ex vivo na lipidy v membranach hepatocytd, které byly poSkozeny CCl,.
Béhem reakce doslo ke vzrustu antioxida¢ni aktivity tak, Zze na konci sledované doby
byl pomér degradace [3-karotenu snizen o vice nez 80% u neuvafené Stavy a 0 94%
u uvafené. Po zhodnoceni vysledkld nebyl vyrazny rozdil mezi antioxidaéni aktivitou
naméfenou u Stavy ziskané pfi 2 a 25°C, zatimco byl vyrazny rozdil mezi uvafenou a
neuvarenou stavou, kdy uvarfena vykazovala vyS$sSi antioxidacni aktivitu. Protektivni
aktivita byla zjisténa u Stavy filtrované pfi 2°C, ale ziskané hodnoty byly velmi
odlisné. VysSi protektivni aktivitu s menSimi odchylkami vykazovala $tava

skladovana pfi 25°C. NejmenSi protektivni aktivitu vykazovala uvafena $tava.
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Prooxidacni komponenty, kterymi mohou byt také enzymy, vykazuji teplotni
nestabilitu, a proto byl jejich nejvétsi obsah zjistén u neuvafené Stavy. Cichorium
intybus tedy obsahuje komponenty s antioxidac¢ni i prooxidacni aktivitou, které
mohou hrat vyznamnou roli v fadé chemickych a biologickych systému. Prooxidacni
slouCeniny, které byly zkouSeny v biologickych systémech, maji nizkou molekulovou
hmotnost (<3000) a jsou rozpustné v kyselych rozpoustédlech. Slou€eniny vykazujici
antioxidaéni aktivitu maji molekulovou hmotnost vyssi nez 25000 a jsou v kyselych
rozpoustédlech nerozpustné. Nejvice antioxidacné aktivni jsou slouc€eniny

s molekulovou hmotnosti vétsi nez 300000.%*

2.3.5. Antifugalni aktivita

Testovan byl extrakt ziskany z kofenl Cichorium intybus a byla zjiStovana
jeho potencialni biologicka aktivita na nékteré druhy hub parazitujicich na rostlinach
(fytopatogeny), na zvifatech, na lidech (zoofilni nebo antropofilni dermatophyty),
nebo Zijicich v pldé. Extrakt neprokazal vliv na geofilni druhy a fytopatogeny, kromé
Pythium ultimum, ale inhibice byla prokazana na rust zoofilnich a antropofilnich
dermatophytl, zejména Trichophytan tonsurans var. sulfureum. Pfedpokladem pro
inhibi¢ni aktivitu je pfitomnost seskviterpenickych laktont 8-deoxylaktucinu a 11,

13-dihydrolaktucinu.*®

2.3.6. Antibakterialni aktivita

Z kofenU ¢ekanky byly pfipraveny jak polarni, tak nepolarni extrakty, u kterych
byla hodnocena jejich antibakterialni aktivita proti gram pozitivnim (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus) a gram negativnim (Escherichia coli a
Salmonella typhi) patogennim bakteriim.® Jako rozpoustédio byl pouzit petrolether,
chloroform, hexan, ethyl-acetat a voda. Pro testovani byly pouzity jednotlivé extrakty,
kdy kazdy obsahoval dané rozpoustédlo a rozsah inhibice byl méfren velikosti narlstu
inhibiéni zony pfi pouziti 50 a 100 ul extraktd. Vysledkem byla zjisténa inhibi¢ni
aktivita vSech péti extraktl na gram pozitivni (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus a Micrococcus luteus) a gram negativni (Escherichia coli a Salmonella typhi)

bakterie. Hexanovy extrakt prokazal inhibi¢ni vliv jiz pfi pouziti 50 pl extraktu na
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vSechny testované organismy. Nejvétsi inhibi¢ni efekt mél na S. aureus, B .subtilis a
E .coli. MenSi inhibiéni vliv vykazoval tento extrakt na rist M. luteus a S. typhi. Pfi
koncentraci v 50 ul extraktu byla prokazana také inhibice ethyl-acetatoveého extraktu
na B. subtilis. Ostatni extrakty vykazovaly inhibi¢ni aktivitu na narust bakterii az pfi
koncentraci obsazené ve 100 pl extraktu. NejvySSi inhibicni efekt byl zjiStén u
hexanového extraktu na B. subtilis, kde velikost inhibiéni zény byla 18,2+0,47, coz je
vice, nez inhibiéni zéna chloramfenikolu, ktery byl pouZit jako standard. Rovnéz byl
zjistén vétsi inhibiéni vliv toho extraktu na rdst S. aureus v porovnani
s chloramfenikolem. Ostatni extrakty vykazaly niz$i aktivitu nez chloramfenikol.’

Dale byla testovana antibakterialni aktivita vodného, ethanolového a ethyl-
acetatového extraktu Cichorium intybus na Agrobacterium radiobacter, Erwina
carotovora, Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas aeruginosa, pfiCemz

nejvyraznéjéi antimikrobialni aktivitu vykazoval ethyl-acetatovy extrakt.*®

2.3.7. Antidiabeticka aktivita

U krys starych 9 tydnd byl vyvolan diabetes pouzitim streptozotocinu. Byl
sledovan hypoglykemicky efekt ethanolického extraktu Cekanky obecné pfi
peroralnim glukozotolerancnim testu. Kazdodenni podavani tohoto extraktu krysam s
diabetem po dobu 14 dni snizilo hodnotu glukézy o 20%, hodnotu triglyceridd o 91%
a celkovy cholesterol o 16%. Koncentrace inzulinu v séru nebyly zménény, coz
vyluuje moznost, Ze extrakt z Cekanky indukuje inzulinovou sekreci z
pankreatickych B-bunék. Aktivita jaterni gluk6za-6-fosfatazy byla snizena po podani
extraktu z ¢ekanky v porovnani s kontrolni skupinou. SniZzena aktivita gluk6za-6-

fosfatazy maze sniZit produkci glukdzy jatry.*’

2.3.8. Antimalaricka aktivita

Obsahové latky ¢ekanky obecné byly testovany i na antimalarickou aktivitu. In
vitro byla zjiSténa antimalaricka aktivita proti kmenu Plazmodium falciparum, ktery byl
chlorochin senzitivni a pyrimetamin rezistentni. Za tuto aktivitu jsou zodpovédné
seskviterpenické laktony laktucin a laktukopikrin, ziskané z vodného extraktu kofen(

Sekanky.®
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2.3.9. Analgeticka a sedativni aktivita

Laktucin a jeho derivaty laktukopikrin a 11B-13-dehydrolaktucin ziskané
z Lactuca virosa a Cichorium intybus byly testovany na mysSich na analgetickou a
sedativni aktivitu. Jako standard byl pouzit ibuprofen. Analgeticka aktivita slou¢enin
v davce 30 mg/kg byla srovnatelna s ibuprofenem 60 mg/kg. Laktukopikrin vykazoval
nejvysSi analgetickou aktivitu. U laktucinu a laktukopikrinu byl pozorovan také

sedativni efekt. Pouzit byl ethanolicky extrakt z list(l a kofenti Cichorium intybus.™
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Charakteristika zpracovavaného materialu

Pro testovani byly pouzity tfi rizné vzorky. Zpracovavan byl suchy vodny
extrakt plodd Cichorium intybus, ktery pochazi z Indie a je pfipraven v poméru 10:1
(droga : extrakt). Dale byly pouzity suSené kofeny Cichorium intybus sbirané v fijnu
2008 na Zahradé lécivych rostlin Faf UK v Hradci Kralové a frakce obsahujici
fenolické kyseliny, ktera byla ziskana pfi sloupcové chromatografii ethanolového.
extraktu, pfipraveného z pavodniho vodného extraktu plodd Cichorium intybus a

analyzovana a identifikovana v mé diplomové praci.’

3.2. Chemikalie, chromatograficky material, pristroje

3.2.1. Chemikalie

chloroform p.a., Penta

ethanol 96%

dichlormethan p.a., Penta

methylalkohol p.a., Penta

n-butylalkohol p.a., Lach-Ner s.r.o.

kys. octova 99,8%, Lach-Ner s.r.o.

kys. sirova 96%, Lachema a.s.

vanilin, Fluka Chemika

chlorid Zelezity bezvody €., Lachema a.s.
hexakyanoZelezitan draselny €., Lachema s.p.

benzen, Lachema a.s.

3.2.2. Chromatograficky material

stacionarni faze :

silikagel 60F 54, Merck
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mobilni faze :

chloroform p.a.

chloroform : methanol (rizné pomeéry)
butanol : kys. octova : voda (5:1:4)

chloroform : methanol : benzen (8 : 1,5 : 0,5)

3.2.3. Pristroje

rotaéni vakuova odparka Buchi R114
UV lampa pro vinové délky 254 a 366 nm Camag
elektricky mixér
spektrofotometr Shimadzu UV-1601, UV Probe software
pFistroj SIA (systém PC kontrolované sekvencni injek¢ni analyzy)
HPLC - Philips PU4100
detektor : Philips PU4100 UV/VIS
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3.3. Standardy, detekéni €inidla

3.3.1. Standardy

sitosterol*
eupatoriopikrin*
trilobolid*
laserolid*
arnikolid*
onopordopikrin*
grosheimin*

kys. chlorogenova, Fluka AG

*latky izolované a identifikované na katedfe botaniky z rostlin z Celedi Asteraceae

3.3.2. Detekéni Cinidla

1% ethanolicky roztok vanilinu + kys. sirova 96% (10 : 1)
1% roztok chloridu Zelezitého v 50% ethanolu + 3% roztok hexakyanoZelezitanu

draselného v 96% ethanolu (1 : 1)
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3.4. Priprava extraktu

3.4.1. Pfiprava ethanolového extraktu

Bylo pouzito 41g suseného kofene Cichorium intybus. UsusSené kofeny byly
nejprve mechanicky rozdrceny a nasledné smiseny se 400 ml 95% ethanolu a 10
minut michany na elektrickém mixéru. Nerozpusténa Cast byla zfiltrovana a extrakt

byl nasledné odparen do sucha na vakuové odparce.

3.4.2. Priprava vodného extraktu

Vodny extrakt byl pfipraven stejnym zpusobem a pro pfipravu bylo pouZito
stejné mnozstvi drogy, jako pfi pfipravé ethanolového extraktu. Pfed odpafenim na

vakuové odparce byl vodny extrakt zfedén 95% ethanolem v poméru 1 : 1.

3.4.3. Priprava dichlormethanového extraktu

Byla odebrana cast ethanolového extraktu po odpafeni rozpoustédla, ktera
byla nasledné smisena s dichlormethanem pfiblizné v poméru 1:10. Extrakt byl také

odparen do sucha na vakuové odparce.

3.4.4. Pfiprava frakce obsahujici fenolické kyseliny

Frakce byla pfipravena z plvodniho suchého extraktu ze semen Cichorium
intybus.” 100g tohoto extraktu bylo nejprve smiseno s 500 ml chloroformu a poté
michano 1 hodinu na elektrickém rolleru. Nerozpusténa ¢ast extraktu byla Zfiltrovana
a vysuSena a po ususeni byla smichana s 500 ml 80% ethanolu a opét hodinu
michana na elektrickém rolleru. Takto byl ziskan ethanolovy extrakt, ktery byl dale
zpracovavan. Byl podroben sloupcové chromatografii, kde byl jako adsorbent pouZit
sephadex LH-20 a eluénim &inidlem byl 80% ethanol. Byla pfipravena kolona o vySce
cca 30 cm, na kterou bylo pouZito 30g sephadexu LH-20 a dostateCné mnoZstvi

ethanolu. Na délici vrstvu byl nanesen ethanolovy extrakt a byly jimany frakce.
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Celkem bylo ziskano 13 frakci po 10 ml. Ty byly na zakladé provedené tenkovrstvé
chromatografie spojeny do sedmi frakci. Tyto frakce byly i dale hodnoceny pomoci
tenkovrstvé chromatografie. Frakce 11 a 12 byly hodnoceny na pfitomnost
fenolickych kyselin. Byla pouzita soustava BuUuOH : CH3COOH : H,0 (5: 1 : 4) a jako
standard byla pouzita kys. kavova, skoficova, chlorogenova a ferulova. K detekci byl
pouzit Ks[Fe(CN)s] a FeCl; (1 : 1). Na zakladé zbarveni skvrn byla zjiSténa
pravdépodobna pfitomnost kyseliny chlorogenové ve frakci 12. Byl proveden jesté
kontrolni chromatogram s nanaskami frakce & 12 a standardem Kkyseliny
chlorogenové. Pouzita byla tatéZz soustava a detekce byla provedena stejnym
zpusobem. Na zakladé vysledku z tenkovrstvé chromatografie byl vzorek odeslan na
UPLC MS/MS analyzu na katedru analytické chemie. Ve vzorku byla prokazana

pFitomnost 4 izomert kyseliny isochlorogenové.’

Poslednim vzorkem, ktery byl podroben testlim na biologickou aktivitu byl

puvodni suchy extrakt z plodd Cichorium intybus.
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3.5. Chromatografické hodnoceni zkousenych extraktu

3.5.1. Hodnoceni extraktl pomoci TLC

Pro hodnoceni pfipravenych extraktl byla pouzita chromatografie na tenké
vrstvé. Byl pouzit silikagel s fluorescenénim indikatorem. Nejprve bylo nutné najit
vhodnou vyvijeci soustavu. Jako prvni byla pouzita mobilni soustava chloroform :
methanol (8 : 2). Na desku byl nanesen standard sitosterolu, ktery byl pfipraven jako
1% roztok v chloroformu, dale 1% roztok standardu kyseliny chlorogenové v 50%
ethanolu, ethanolovy a vodny extrakt z kofene cekanky, chloroformovy extrakt
pfipraveny ze suchého extraktu semen Cichorium intybus vpoméru 1 : 10 a
ethanolovy extrakt ze semen Cichorium intybus pfipraveny stejnym zpusobem, kde
jako rozpostédlo byl pouZit 50% ethanol. Detekce byla provedena nejprve pod UV
lampou pfi vinovych délkach 254 a 366 nm a nasledné postfikem 1% lihovym
roztokem vanilinu s kyselinou sirovou 96% (10 : 1) a zahfatim na 100°C. Tato
soustava neposkytla vhodné vysledky, a proto bylo provedeno dal8i hodnoceni, které
probihalo stejnym zpusobem, ale pouzita byla soustava BuOH : CH3COOH : H,0 (5 :
1 : 4). Detekce probihala také stejnym zplsobem, ale ani v této soustavé nebyly
ziskany vhodné vysledky.

Dale byl hodnocen pomoci tenkovrstvé chromatografie dichlormethanovy
extrakt, ktery byl ziskan z ethanolového extraktu z kofend Cichorium intybus.
Naneseny byly ftfi rdzné koncentrace dichlormethanového extraktu. Vyvijeci
soustavou byl vtomto pfipadé Cisty chloroform a detekce byla provedena nejprve
pod UV a pak postfikem 1% lihovym roztokem vanilinu s kyselinou sirovou 96% (10 :
1) a naslednym zahratim na 100°C. Po zahrati byly patrné fialové skvrny, ale ani
tento chromatogram neposkytl poZadované vysledky.

Pfi dalS$im chromatografickém hodnoceni byl pouzit standard laktonu
grosheiminu, standard sitosterolu, dichlormethanovy extrakt z kofend Cichorium
intybus a ethanolovy extrakt z kofenu Cichorium intybus. Jako vyvijeci soustava byl
pouzit Cisty chloroform a vyvijeni probihalo 3x po sobé. Detekce probihala pod UV a
nasledné postfikem 1% lihovym roztokem vanilinu s roztokem 6 molarni kyseliny

sirové v poméru 1 : 1 v50% ethanolu (1 : 5) a zahfatim v peci na 100°C. Vzniklé
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skvrny byly charakterizovany retencnim faktorem R; a barvou a byly vzajemné
porovnany (viz. chromatogram 3).

Tato chromatografie byla provedena jesté jednou stejnym zpusobem, ale jako
vyvijeci soustava byl pouzit chloroform : methanol (97 : 3). Hodnoceni probihalo
identicky, jako v pfedchozim pfipadé.

PFi dalSim hodnoceni byly pouzity standardy laktonu trilobolidu a arnikolidu,
ethanolovy extrakt a dichlormethanovy extrakt z kofenl. Pouzita byla soustava BuOH
: CH3COOH : H,O (95 : 5 : 8) a detekce byla provedena nejprve pod UV a poté
postfikem 1% lihovym roztokem vanilinu s kyselinou sirovou 96% (10 : 1) a zahfatim
na 100°C. Na zakladé vysledkl ziskanych pfi této chromatografii byl
dichlormethanovy extrakt dale testovan na pfitomnost arnikolidu (viz. Obr.12.)
pomoci HPLC (viz. chromatogram 4)

Dale byla provedena chromatografie, pfi které byly pouzity standardy lakton
eupatoriopikrinu, trilobolidu, laserolidu, arnikolidu, onopordopikrinu a grosheiminu.
Dale byl nanesen dichlormethanovy extrakt, vodny extrakt a ethanolovy extrakt
z kofenl  Cichorium intybus a ethanolovy extrakt pfipraveny z plodd Cichorium
intybus. Pouzita byla soustava chloroform : methanol : benzen (8 : 1,5 : 0,5). Detekce
probihala stejné jako v pfedchozim pfipadé. Skvrny byly porovnany pomoci R; a

barvy, ale nebyla prokazana pfitomnost téchto laktonu.

Obr. 10.

arnikolid
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CHROMATOGRAM 3

Dukaz sitosterolu

Mobilni faze :
Stacionarni faze :
Detekce :
Nanaska :

CHCl3 (vyvijeno 3x)
silikagel 60F 254, Merck
vanilin + H,SO4 (10 : 1)

1. dichlormethanovy extrakt
2. standard grosheiminu

3. standard sitosterolu

4. ethanolovy extrakt
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CHROMATOGRAM 4

Dukaz trilobolidu a arnikolidu

Mobilni faze : BUuOH : CH3COOH : H,0 (95 :5:8)
Stacionarni faze : silikagel 60F;s4, Merck
Detekce : UV, vanilin + H,SO4 (10 : 1)
Nanasky : 1. trilobolid

2. arnikolid

3. dichlormethanovy extrakt
4. ethanolovy extrakt
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3.5.2. HPLC analyza dichlormethanového extraktu

Pristroj: Philips PU4100

Detektor: Philips PU4100 UV/VIS

Kolona: Merck, Purospher Star, RP18e, 5um, 250x4mm
Vinova délka: 237nm

Prutok: 1,0ml/min

Faze: 0-15min  65% MeOH isokraticky

15-20 min 65% MeOH - 100%MeOH
20-50 min 100% MeOH isokraticky
Nastfik: 20yl

Popis chromatogramu Obr. 13 : Cervena kfivka = dichlormethanova frakce

modra kfivka = standard trilobolidu a arnikolidu

Obr. 14 : modra kfivka = standard arnikolidu
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Obr. 11. HPLC chromatogram
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Result Table - Calculation Method Uncal

10,03 49, 59

Time [min.]

Peak Reten. Area Height W05 'Area Height
No. | time | [mV.s] [mV] ![min.] | [%] [%]
1| 5,280  2426,9581| 56,508| 0,627| 7,744] 8,397
2 | 6,940] 573,4288| 14,738| 0,620| 1,830| 2,190
3 | 8,640  1091,3889| 21,624 0,747| 3,483| 3,214 |
4 | 14,780  1541,6118| 23,299 1,047, 4,919 3,462 |
5 | 17,113] 67,3045  2,692] 0,333] 0,215 0,400
6 | 17,740] 858,5255|  28,359| 0,487| 2,740 4,214
7 | 19,693] 72,8981  2,778| 0,340, 0,233] 0,413
8 [ 20,333 186 4053 10,808, 0,320 0,595 1,606
9 | 21,020]  1091,3401| 76,389 0,240| 3,482| 11,352
|10 | 21,460 250,7381]  11,588] 0,320, 0,800 1,722
11 | 22,427]  852,9775| 39,677| 0,393 2,722] 5,896
12 | 23,167 97,0001 6,380 0,247 0,310 0,948
13 | 23,933 111,5856 7,064 0,193 0 356 1 050
14 | 24,233 312,5143|  23,900| 0,220 0,997 3,552
15 ? 24,887 959,8770|  45,866| 0,347] 3,063| 6,816
16 | 25,713 765,8297| 39,858| 0,333 2,444| 5,923
17 | 26,493  458,0779| 25,106| 0,293 1,462] 3,731
18 27,293 830,0259 65,983 0,193 2,649 9,805
",19”'m27 633 220,2425| 22,067] 0,160 0,703] 3,279
20 | 28,360 243,9184 3,564| 0,540, 0,778 0,530
21 | 29,820|  53,0177|  4,193| 0,233 0,169 0,623
22 30,320 1298, 9255 12,292 0,267 *Wp 954 1,827
23 | 33,220 10022,5774| 88,241 1,533| 31,982| 13,113
24 | 36,907 188,3171| 1,625 0,227| 0,601| 0,242
29 | 3y 513 ~ 435,0265 12 663 0,580 1 388 | 1;882
26 38, 247 430,0293 11,462 0,333| 1,372 1,703
27 | 40,027 50,2061 2,703| 0,313] 0,160| 0,402
28 | 40,593]  6847,8602| 11,491| 0,807| 21,849| 1,708 |
= Total 31338,6080 672,921
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Obr. 12.
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Result Table - Calculation Method Uncal

50
Time [min.]

Peak Reten. Area Height W05 Area Height
No. |time [mV.s] [mV] [min.] |[%] [%]
1| 5,280,  2426,9581| 56,508| 0,627 7,744| 8,397 |
2 | 6,940  573,4288| 14,738| 0,620 1,830 2,190
3 8,640 1091, 3889 21,624 0,747 3,483 3,214
B 14,780 ~1541,6118 23,299 1,047 4,919 3,462
5 17,113 67,3045 2,692 0,333| 0,215 0,400
6 17,740 858,5255| 28,359 0,487 2,740 4,214 |
7 19,693 72,8981 2,778 0,340 0,233 0, 413
8 | 20,333  186,4053| 10,808 0,320 0,595 1,606
9 | 21,020  1091,3401 76,389 0,240| 3,482 11,352
10 | 21,460/  250,7381| 11,588| 0,320 0,800/ )szgq
11 | 22,427 852,9775 39,677 0,393 2,722 5,896
12 | 23,167] 97,0001 6,380 0,247 0,310 0,948
13 | 23,933| 111,5856 7,064 0,193 0,356 1,050
14 24,233 312, 5143 23,900 0,220 0,997 3552
15 24,887 959, 8770 45,866 0,347 3,063 6,816
16 25,713 765,8297 39,858 0,333 2,444 5,923
17 26,493 458,0779| 25,106 0,293 1,462 3,731
| 18 | 27,293| 830,0259| 65,983| 0,193| 2,649] 9, 805
19 [ 27,633 220,2425 22,067 0,160, 0,703| 3,279 |
20 | 28,360 243,9184| = 3,564 0,540, 0,778| 0,530 |
_2;h<729 820, 53,0177 4,193 0,233 0,169 0,623
22 30,320  298,9255 12,292| 0,267 0,954 1,827 |
23 33,220, 10022,5774 88,241) 1,533| 31,982 13,113
24 36,907 ~188,3171|  1,625| 0,227 0,601 0,242
25 | 37,513|  435,0265| 12,663 0,580| 1,388| 1,882
26 38,247 430,0293 11,462| O, 333» ;ﬂng_w 1, jp3ﬁ
27 | 40,027, 50,2061 2,703] 0,313] o0, 160| 0,402 |
28 | 40,593 6847,8602 11,491| 0,807 21,849| 1,708
- | Total 31338,6080 672,921
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Obr. 13. Kalibraéni kfivka arnikolidu

14000
12000
10000

= 12395x + 2,8761
R? = 0,9998

mV.s
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3.6. Stanoveni biologické aktivity a celkového mnozstvi

fenolu

3.6.1. Stanoveni celkového mnozstvi fenold

Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych sloucenin v ziskanych extraktech
bylo méfeno modifikovanou Folin-Ciocalteuovou metodou®® a vysledky byly
zaznamenany jako podil kyseliny gallové. Pro pfipravu kalibracni kfivky bylo tfeba
smisit 0,25 ml ethanolového roztoku gallové kyseliny o obsahu 0,025 - 0,25 mg/ml
s 1,25 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla a s 1 ml 7,5% uhli¢itanu sodného. Absorbance
byla odecCitana po 30ti minutach pfi pokojové teploté a vinové délce 765 nm. Pfi
vlastnim testu byl pfipraven z ¢astecné purifikovanych extrakti roztok o koncentraci 1
mg/ml. 0,25 ml tohoto roztoku bylo smiseno se stejnymi Cinidly a po 30ti minutach
byla méfena absorbance za stejnych podminek, jako pfi pfipravé slepého vzorku.
Méreni bylo provedeno tfikrat. Celkové mnozstvi fenoll bylo odecteno z kalibraéni
kiivky s vyuzitim UV Probe softwaru a vyjadfeno jako podil gallové kyseliny v mg
extraktu (GAE/mg).

3.6.2. Stanoveni u€inku na AChE a BUChE (I1Csxp)

Stanoveni bylo provedeno modifikovanou metodou dle Ellmana.?! Experimenty
byly provadény spektrofotometricky pfi vinové délce 436 nm pfi teploté 25°C, pH 7,4
a pouzity byly jednorazoveé plastové kyvety o tloustce 1 cm. P¥i pfipravé slepéeho
vzorku bylo do kyvety postupné pfidavano 10-25 ul hemolyzatu nebo plazmy, 200 pl
DTNB, 25 pl rozpoustédla pouzitého k rozpusténi vzork( (DMSQO) a dale byl vzorek
doplnén na objem 900 pl pufrem. Nasledné bylo pfidano 100 ul substratu
(acetylcholin jodid nebo butyrylcholin jodid). Byl méfen narust absorbance pfi vinové
délce 436 nm. Meéfeni bylo ftfikrat opakovano a pro vypocet poklesu narustu
absorbance byla pouzita primérna hodnota.
Pfi méfeni vzorku bylo do kyvety postupné pfidavano 10-25 ul hemolyzatu nebo
plazmy, 200 pyl DTNB, 25 yl méfeného vzorku v riznych koncentracich a poté byl
méfeny vzorek doplnén pufrem na objem 900 ul. Méfeni bylo opakovano tfikrat a

narlst absorbance byl méfen pfi vinové délce 436 nm.
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Matematické zpracovani experimentalnich dat

Vypocet poklesu AA

% poklesu AA = 100 — (AAsa/AAg. X 100)

AAsp - narlst absorbance za 1 minutu u méreného vzorku

AAg_ — narast absorbance za 1 minutu u slepého vzorku

Stanoveni hodnoty ICsq

Z vypocitanych hodnot byla pomoci statistického programu GraphPad sestrojena

kfivka, ze které byla odectena hodnota ICsg

3.6.3. Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci DPPH radikalu,

vyhodnoceni metodou SIA%

Metoda je zaloZena na barevné reakci 2,2°-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH)
s antioxidanty v organickém nebo vodné-organickém prostiedi, pfi které dochazi
k interakci radikalu s analytem a v disledku toho dojde k odbarveni DPPH radikalu.
Pfi redukci DPPH dojde k poklesu absorbance pfi charakteristické vinové délce.
DPPH ma absorpéni maximum pfi 525 nm. Snizeni absorbance DPPH souvisi
s koncentraci antioxidantu v testovaném vzorku. Méfeni jednoho vzorku trva 4
minuty. S pomoci SIA je mozné detekovat mikromolarni koncentrace antioxidantu.
Optimalni pH pro méfeni je 5.
Byl pfipraven 1. 10 M roztok DPPH radikalu. Roztok byl pfipraven rozpousténim 3,9
mg DPPH v 60 ml 95% ethanolu ve 100 ml hnédé odmérné barice a nasledné
doplnén supercistou vodou do 100 ml. Nasledné byl roztok po dobu 5 minut
odvzdusnén v ultrazvukové lazni a chranén prfed svétlem. Jako rozpoustédlio pro
pFipravu vzorkl byl pouzit 50% ethanol, ktery byl 5 minut odvzduSnén a zaroven byl
pouZzit i jako nosny proud v systému a slepy vzorek. Méfeny vzorek byl pfipraven
rozpusténim cca 4 mg extraktu v 50% ethanolu tak, aby vznikla koncentrace 1mg/ml.

Dalsim fedénim byly pfipraveny koncentrace 0,5, 0,25, 0,1 mg/ml. VSechny

43



pfipravené koncentrace byly odvzduSnény v ultrazvukové lazni. Pfed vlastnim
méfenim byla nejprve zméfena absorbance slepého vzorku. Vzorek byl méfen ve 3
naslednych mérenich a tim byly ziskany 3 hodnoty. Po nasati roztoku DPPH
pristojem SIA mezi dvé zony méfeného vzorku, resp. slepého vzorku, doslo k reakci.
Byla zméfena absorbance pfi A=525 nm.

Antioxidacni uCinek byl vyjadfen v % poklesu absorbance proti slepému vzorku dle
vzorce Q%= (1-Ax/Ao). 100, kde Ax je vySka piku méFeného vzorku a Agje vySka piku

slepého vzorku.

NO
2 NO,
O,N NO,
O,N NO,
N.
NH HN

DPPH- (volny radikal) a DPPH (redukovana forma)

Obr. 14.
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3.6.4. Tabulka naméfrenych hodnot

vzorek GAE DPPH ECsg AChE BuChE
(mgGA/mgEX (mg/ml) ICs0 (Mg/ml) % inhibice ICs0 (Mg/ml) % inhibice
T) ¢=0,5 mg/ml c=0,5 mg/ml
extrakt ze semen 0,0427 0,39 >0,5 0 >0,5 5,09
ethanolovy extr. 0,0337 0,332 >0,5 0 >0,5 9,22
vodny extr. 0,0050 >1 >0,5 0 >0,5 1,03
frakce obsahujici 0,3400 0,01 >0,5 0 >0,5 17,76
fenolické kys.
dichlormetanovy >0,5 4,15 >0,5 9,02
extr.




4. HODNOCENI VYSLEDKU A DISKUZE
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Cilem této prace bylo stanovit biologickou aktivitu extraktd ziskanych z
Cichorium intybus. Byla zjiStovana antioxidaéni aktivita, vliv extraktl na inhibici
enzymU acetylcholinesterazy, ktera hraje vyznamnou roli pfi 1éCbé Alzheimerovy
choroby, a butyrylcholinesterazy. Dale bylo stanovovano celkové mnozZstvi
fenolickych latek v extraktech.

Vliv dichlormethanového extraktu pfipraveného ze susenych kofena Cichorium
intybus na inhibici acetylcholinesterazy byl jiz dfive testovan pomoci enzymového
testu s Ellmanovym C¢inidlem. Prokazana byla 70% inhibice pfi pouZzité koncentraci
1mg extraktu/ml.** Extrakty pfipravené z Cichorium intybus se pouZivaji také jako
hepatoprotektiva,'> ovliviiuji také aktivitu enzyml a-glukosidazy, ktera &tépi
disacharidy a polysacharidy obsahujici glukosu,*® a glukdza-6-fosfatazy, jejiz aktivitu
snizuji a tim sniZuji i hodnotu glykémie.’” Obsahové latky z Fady seskviterpenickych
laktonU, pfedevsim laktucin, laktukopikrin a jejich derivaty, maiji inhibiéni vliv na fadu

gram pozitivnich a gram negativnich bakterii,*®

na puvodce malarie Plazmodium
falciparum'® a také na nékteré zoofiini a antropofiini dermatophyty.”® Jsou
zodpovédné také za analgetickou a sedativni aktivitu.*®

Extrakty pouzité vtéto praci byly ziskany jednak z plvodniho suchého
extraktu z ploda Cichorium intybus a dale z extrakt( pfipravenych ze susenych
kofenU této rostliny. Kofeny byly nejprve mechanicky zpracovany a nasledné z nich
byl pfipraven vodny a ethanolovy extrakt. Z ethanolového extraktu byla po odpafeni
na vakuové odparce odebrana sucha c¢ast, ktera byla dale rozpusténa
v dichlormethanu, a tim vznikl dalSi extrakt. Dale byl pro testovani pouzit suchy
vodny extrakt plodt Cichorium intybus a frakce obsahujici fenolické kyseliny, ktera
byla ziskana z ethanolového extraktu pfipraveného ze suchého extraktu plodu
Cichorium intybus. Extrakt byl chromatograficky rozdélen na sephadexové koloné a
frakce obsahujici pravdépodobné kyselinu chlorogenovou byla analyzovana pomoci
UPLC MS/MS, kde byla potvrzena pFitomnost 4 izomert kyseliny izochlorogenové.’

VSechny extrakty byly odpareny do sucha a pro vlastni testovani byla pouZzita
Cast, ktera zbyla po odpareni. Navazky vzork( byly v rozmezi 10-20ug, kromé
extraktu obsahujiciho fenolické kyseliny, kde bylo pouZito mensi mnozstvi. Vodny
extrakt z plodu Cichorium intybus byl pouzit v plivodnim stavu.

Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek bylo provedeno
modifikovanou Folin-Ciocalteuovou metodou,? vysledky byly odeéteny z kalibraéni

kfivky a vyjadfeny jako podil kyseliny gallové v mg extraktu. Nejvy$8Si naméfena
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hodnota 0,34 byla zjiSténa u extraktu obsahujiciho fenolické kyseliny. Naméfena
hodnota u extraktu ze semen Cichorium intybus byla 0,0427, u ethanolového
extraktu z kofent 0,0337 a u vodného extraktu 0,0050. Dichlormethanovy extrakt
testovan nebyl.

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena DPPH testem, ktery vychazi z barevné
reakce 2,2°-difenyl-1-pikrylhydrazylu s antioxidanty v organickém nebo vodné-
organickém prostiedi, kdy dochazi k odbarveni DPPH radikalu pfi reakci s analytem.
Naméfené hodnoty byly zaznamenany jako koncentrace zhasejici 50% DPPH
v mg/ml. NejvySSi antioxidacni aktivita byla zjiSténa u extraktu obsahujiciho fenolické
kyseliny a méla hodnotu 0,01 mg/ml. DalSi namé&fené hodnoty byly 0,39 mg/ml u
extraktu z plodd, 0,332 mg/ml u ethanolového extraktu z kofenu a u vodného
extraktu byla zjisténa hodnota vétsi nez 1 mg/ml. Dichlormethanovy extrakt nebyl
testovan.

Pro zjisténi inhibi¢niho vlivu na acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu je
nutné zjistit hodnotu ICs9 a ziskana data dale matematicky zpracovat. Pouzita byla
modifikovana metoda dle Ellmana.? U v8ech testovanych extraktll byla zjisténa
hodnota vétsi nez 0,5 mg/ml, ktera jiz neumoznuje vypocitat ICso U vSech extraktl
kromé dichlormethanového nebyla pfi koncentraci 0,5 mg/ml zaznamenana zadna
inhibiCni aktivita na acetylcholinesterazu. U dichlormethanového extraktu pfi
koncentraci 0,5 mg/ml byla zaznamenana inhibi¢ni aktivita na acetylcholinesterazu
4,15%. Inhibi¢ni aktivita na butyrylcholinesterazu méfena pfi koncentraci 0,5 mg/ml
byla 5,09% u suchého extraktu z plodd Cichorium intybus, 9,22% u ethanolového
extraktu z kofend, 1,03% u vodného extraktu z kofenu, 17,76% u frakce obsahujici
fenolické kyseliny a 9,02% u dichlormethanového extraktu z kofena.

VSechny extrakty byly také hodnoceny pomoci chromatografie na tenké
vrstvé. Pouzity byly mobilni faze chloroform : methanol, butanol : kyselina octova :
voda, Cisty chloroform a soustava vhodna pro identifikaci laktond chloroform :
methanol : benzen . Jako standardy laktonl byl pouzit eupatoriopikrin, trilobolid,
laserolid, arnikolid, onopordopikrin a grosheimin. Byla provedena chromatografie se
standardy lakton( trilobolidu a arnikolidu a dichlormethanovym a ethanolovym
extraktem z kofenu Cichorium intybus. Pouzita byla soustava butanol : kyselina
octova : voda. Na zakladé vysledkl této chromatografie bylo provedeno stanoveni
arnikolidu v dichlormethanovém extraktu pomoci HPLC. Vychozi koncentrace byla

3,4 mg/ml. Jako rozpoustédlo byl pouzit methanol. Pik €. 6 (viz. Obr. 13., 14. ) podle
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kalibraCni kfivky (viz. Obr. 15.) a plochy vykazuje 12350 mV.s pfi koncentraci
1mg/ml. Plocha pod kfivkou odpovida 1,09 % arnikolidu ve smési.

Dale byla zjiStovana pfitomnost sitosterolu a Kkyseliny chlorogenove
v chloroformovém a ethanolovém extraktu, ktery byl pfipraven ze suchého extraktu
semen Cichorium intybus a ve vodném a ethanolovém extraktu z kofenu. Pfitomnost
sitosterolu i kyseliny chlorogenové v extraktu ze semen byla potvrzena jiz dfive.’
Pouzity byly dvé rizné soustavy. Nejprve chloroform : methanol (95 : 5) a pak
butanol : kys.octova : voda (5: 1 : 4), ale po vyhodnoceni ani jedna z nich neposkytla
pozadované vysledky. PFfitomnost sitosterolu pak byla dale zjistovana jesté
v dichlormethanovém extraktu z kofenu a pouZzita soustava chloroform : methanol (97
: 3). Kromé toho byly naneseny standardy laktonu grosheiminu a ethanolového
extraktu z kofenl. Po vyhodnoceni na zakladé R; a zbarveni skvrn byla prokazana

pritomnost sitosterolu v dichlormethanovém extraktu z kofenu Cichorium intybus.
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5. ZAVER
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Cilem této prace bylo zjistit biologickou aktivitu extraktu pfipravenych z plodl a
kofent Cichorium intybus.

Byla zjiStovana inhibicni aktivita na enzymy acetylcholinesterazu a
butyrylcholinesterazu, antioxidaéni aktivita a stanoveni celkového mnozstvi
fenolickych latek ve vzorku.

Hodnocen byl vodny a ethanolovy extrakt ziskany ze suSenych kofend
Cichorium intybus a dichlormethanovy extrakt, pfipraveny z ethanolového extraktu po
odpafeni do sucha, dale pavodni suchy vodny extrakt ziskany z plodd Cichorium
intybus a frakce obsahuijici fenolické kyseliny, ziskana po rozdéleni na sephadexové
koloné z ethanolového extraktu z ploda.

Inhibicni vliv na acetylcholiesterazu nebyl prokazan u zadného extraktu,
stopova aktivita byla zjiSténa pouze u dichlormethanového extraktu. Inhibi¢ni vliv na
butyrylcholiesterazu byl zaznamenan u extraktl také pouze jako stopova aktivita.
Ziskané hodnoty neumoznily vypocitat ICso. Stanoveni celkového mnozstvi fenoll
bylo provedeno Folin-Ciocalteuovou metodou a nejvyssi hodnota byla naméfena u
extraktu obsahujiciho fenolické kyseliny. Antioxidacni aktivita byla stanovena DPPH
testem a nejvyraznéjSi byla u frakce obsahuijici fenolické kyseliny.

Dale byly provedeny porovnavaci TLC chromatografie v riznych soustavach a
s vyuzitim standardd rdznych latek. Potvrzena byla pfitomnost sitosterolu
v dichlormethanovém extraktu ziskaném z kofenu Cichorium intybus. Na zakladé
vysledkl tenkovrstvé chromatografie byla pomoci HPLC zjisténa pfitomnost laktonu

arnikolidu v dichlormethanovém extraktu.
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ABSTRAKT

Marta Malkova: Biologicka aktivita obsahovych latek Cichorium intybus.
Rigordzni prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove,

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2010, s.57.

KliCova slova : Cichorium intybus, ekanka obecna, arnikolid

Biologicka aktivita byla stanovovana u extraktd ziskanych z plodt a kofenu
Cichorium intybus. Pouzit byl ethanolovy, vodny a dichlormetanovy extrakt ze
suSenych kofenl a suchy vodny extrakt z plodl a z néj ziskana frakce obsahujici
fenolické kyseliny. Vyznamny inhibi¢ni efekt na acetylcholinesterazu a
butylcholinesterazu nebyl zaznamenan u zadného z extraktiu. NejvysSSi obsah
fenolickych latek a zaroven nejvysSi antioxidacni aktivita byla zjiSténa u frakce
obsahujici fenolické kyseliny. Dale byly vSechny extrakty hodnoceny pomoci
tenkovrstvé chromatografie, ktera prokazala pfitomnost sitosterolu
v dichlormethanovém extraktu z kofenl Cichorium intybus. Na zakladé vysledka TLC

byla pomoci HPLC v tomto extraktu zjiSténa pfitomnost laktonu arnikolidu.
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ABSTRACT

Marta Malkova: Biological activity of Cichorium intybus compounds. Rigorous
thesis, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology. Hradec Kralové, 2010, s.57.

Keywords : Cichorium intybus, arnicolide

This study deals with biological activity of the extracts from seeds and roots of
Cichorium intybus. Aqueous, ethanolic and dichloromethane extract from dried roots
of Cichorium intybus, dry aqueous extract from seeds of Cichorium intybus and
fraction containing phenolic acids acquired from this aqueous extract were used.
These extracts did not show any significant inhibition of acetylcholinesterase or
butyrylcholinesterase. The highest amount of phenolic compounds along with the
highest antioxidant activity was found in the fraction containing phenolic acids.
Furthermore, all extracts was analyzed by TLC chromatography. Sitosterol was
detected in dichloromethane extract from Cichorium intybus roots. Based on TLC

chromatography, lactone arnicolide was also detected by HPLC in this extract.
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