MASARYKOVA
UNIVERZITA

FARMACEUTICKA FAKULTA

Fytochemicka analyza
vybranych casti Ficus
species lll

Diplomova prace

DENISA WITTEKOVA

Vedouci prace: PharmDr. Milan Malanik, Ph.D.

Ustav pfirodnich 1é&iv
Program Farmacie

Brno 2024









FYTOCHEMICKA ANALYZA VYBRANYCH CASTI Ficus sPeCIES Il

Bibliograficky zaznam

Autor:

Nazev prace:

Studijni program:

Vedouci prace:
Rok:
Pocet stran:

Klicova slova:

Denisa Wittekova

Farmaceuticka fakulta

Masarykova univerzita

Ustav ptirodnich 1é¢iv

Fytochemicka analyza vybranych ¢asti Ficus species II1
Farmacie

PharmDr. Milan Malanik, Ph.D.

2024

73

Ficus elastica, Ficus microcarpa, Ficus binnendijkii, HPLC-ELSD,
flash chromatografie



FYTOCHEMICKA ANALYZA VYBRANYCH CASTI Ficus SPECIES IlI

Bibliographic record

Author: Denisa Wittekova
Faculty of Pharmacy
Masaryk University
Department of Natural Drugs

Title of Thesis: Phytochemical analysis of selected parts of Ficus species III
Degree Programme: Pharmacy

Supervisor: PharmDr. Milan Malanik, Ph.D.

Year: 2024

Number of Pages: 73

Keywords: Ficus elastica, Ficus microcarpa, Ficus binnendijkii, HPLC-ELSD,
flash chromatografie



FYTOCHEMICKA ANALYZA VYBRANYCH CASTI Ficus sPeCIES Il

Anotace

Diplomova prace se zaméruje na izolaci a identifikaci latek, které neabsorbuji UV
zareni, z vybranych ¢asti rostlin rodu Ficus (F. binnendijkii 'Alii', F. binnendijkii 'Amstel
Gold', F. microcarpa, F.elastica 'Decora'). Teoretickd cast popisuje botanickou
charakteristiku, rozsireni, fytochemicky profil a biologickou aktivitu vybranych druhf.
Experimentalni ¢ast se zabyva analyzou celkovych extraktli, na zakladé které byl
k dalsimu zpracovani vybran extrakt zlisti F. elastica 'Decora’. Pracovalo se
s hexanovym podilem, z kterého byly pomoci flash chromatografie a semipreparativni
HPLC ziskany ctyri latky neabsorbujici UV zareni. PredbéZna identifikace probéhla
pomoci IC spektroskopie. Kone¢nou strukturu se nam podafilo ur¢it metodou NMR
pouze u jedné latky, ktera byla identifikovana jako kyselina palmitova. Dvé latky byly
urceny jako triterpeny lupanového typu a jednu se ndm kvili nizkému vytézku
identifikovat nepodarilo.
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Abstract

The diploma thesis focuses on the isolation and identification of substances that do not
absorb UV radiation from selected parts of Ficus species (F. binnendijkii 'Alii’,
F. binnendijkii 'Amstel Gold', F. microcarpa, F. elastica 'Decora'). The theoretical part
describes the botanical characteristics, distribution, phytochemical profile and
biological activity of the selected species. The experimental part deals with the analysis
of crude extracts, on the basis of which the extract of the leaves of F. elastica 'Decora’
was selected for further processing. We worked with the hexane fraction, from which
four compounds not absorbing UV were obtained by flash chromatography and semi-
preparative HPLC. Preliminary identification was made by infrared spectroscopy. We
were able to determine the final structure by NMR for only one substance, which was
identified as palmitic acid. Two substances were identified as lupane-type triterpenes
and one we were unable to identify due to low yield.
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UvoD A ciL PRACE

1 Uvod a cil prace

Rod Ficus (¢esky fikovnik) se radi mezi jeden z nejpocetnéjSich rodi v rostlinné tisi a
jeho zastupce miZeme najit v tropech a subtropech celého svéta, zejména pak v Asii a
Africe. Jednotlivé druhy se od sebe liSi nejen vzhledem, ale také obsahovymi latkami,
proto jejich ucinky nelze generalizovat. Pro presnou predstavu o ucincich by bylo
potieba kazdy jednotlivy druh radné prozkoumat. To se v soucasnosti déje pouze u
malého zlomku druht, prestoze jsou fikovniky jiZ odeddvna vyuZivany v tradi¢nim
lidovém lécitelstvi na fadu zdravotnich problémd.

Dal$im diivodem péstovani fikovniki je bezesporu jejich atraktivni vzhled. Diky
tomu mizeme mnoho druhi najit vdomacnostech, parcich ¢i zahradach, kde jsou
péstovany jako okrasné rostliny. V potravinarstvi pak nachazi vyuziti napt. Ficus
carica, jehoZ plody jsou s oblibou konzumovany cerstvé, suSené i jako prisada do
riznych pokrmi. Tato diplomova prace pojednava o druhu Ficus elastica, ktery byl
drive hojné vyuzivan k ziskavani kaucuku, tuto funkci dnes vSak jizZ plné prevzal druh
Hevea brasiliensis.

Rod Ficus patfi do Celedi Moraceae, se kterou dlouhodobé pracuji vyzkumnici
Ustavu pifrodnich 1é¢iv Farmaceutické fakulty Masarykovy univerzity. Tato ¢eled’ je
typicka prenylovanymi flavonoidy, které disponuji napf. protizanétlivymi a
cytotoxickymi ucinky. JelikoZ v predchozich diplomovych pracich byly popsany i latky,
které neabsorbuji UV zareni, rozhodli jsme se jimi zabyvat v této diplomové praci.

Teoretickd Cast C¢tendrfe seznami s botanickou charakteristikou, rozsifenim,
obsahovymi latkami a bioaktivitou kazdého druhu, experimentalni ¢ast pak bude
zaméfena na samotné zpracovani rostlin a analyzu celkovych extraktii. Na zakladé
toho bude vybran druh, ktery je nejvice bohaty na latky, které neabsorbuji UV zareni,
coZ je také cilem této diplomové prace. Latky budou nasledné izolovany a
identifikovany pomoci riiznych chromatografickych metod.
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V4

2 Teoreticka cast

2.1 Botanicka charakteristika ¢eledi Moraceae

Jedna se o velice pocCetnou Celed’ sestavajici z asi 40 rodii a vice nez 1100 druhd rostlin.
Celed je dosti rozmanita, jejimi zastupci jsou opadavé nebo stilezelené stromy, kefe,
byliny i lidny. V rostlindch miiZeme Casto najit mlé¢né bilou mizu, tzv. latex. Listy jsou
povétsinou stridavé, vzacné mohou rist protistojné nebo v preslenu, pritomny jsou
také palisty. Okraje listd jsou celokrajné, zubaté nebo lalo¢naté, Zilnatina je zperena
nebo dlanita. Kvétenstvim je hlavka, hrozen nebo vrcholik, kvéty jsou jednopohlavné,
jednodomé nebo dvoudomé, drobné, Casto uzaviené do utvaru zvaného syconium.
Plodenstvi byvaji velka a napadna. Zastupci Celedi Moraceae jsou nejvice rozsiirené
v tropech a subtropech, méné pak v oblastech mirného pasma. Dobfe se jim dari
zejména v Asii [1].

2.2 Charakteristika rodu Ficus

Ficus je rod vyssich dvoudéloZnych rostlin sestavajici z vice nez 850 druhf, cozZ z néj
¢ini nejpocetnéjsi rod celedi Moraceae. Jedna se o stromy, kef'e nebo lidny ronici bile
zbarvenou tekutinu (latex), ¢asto s pritomnymi adventivnimi (pridatnymi) kofeny.
Listy jsou vétSinou stfidavé, vyjimecné protistojné. Kvétenstvi s mnoha nenapadnymi
kvéty je uzavieno ve specializovaném duzZnatém utvaru nazyvaném syconium
(zjednodusSené fik) [2-4]. Tyto kvéty jsou opylovany tzv. fikovnikovymi vosickami
z Celedi Agaonidae, pticemZ jeden druh fikovniku je obvykle opylovan jen jednim
druhem vosicky [5]. Tomuto typu mezidruhového vztahu se 1ika obligatni
mutualismus. Opylovacem je zde vZdy samicka, ktera se do fiku dostane skrz maly
otvor zvany ostiola. Poté hleda vhodné kvéty, do kterych by nakladla vaji¢ka. Touto
¢innosti uvnitf syconia roznasi pyl, ktery si prinesla z fiku, ve kterém se narodila, ¢imz
opyluje dalsi kvéty [6]. Po nékolika tydnech se zacne lihnout potomstvo. Samci Ziji jen
par hodin a jejich jedinou ulohou je oplodnit nové narozené samicky. Ty nasledné
obalené pylem opousti syconium a vydavaji se hledat dalsi fik, do néhoZ by nakladly
sva vajicka [6, 7].

Rod Ficus se dale déli na Sest podrodt: Pharmacosycea, Ficus, Synoecia, Sycidium,
Sycomorus a Urostigma [8].
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2.3 Ficus elastica Roxb. ex Hornem

Obr. 1: Ficus elastica 'Variegata'

2.3.1 Botanicka charakteristika

Ficus elastica, Cesky nazyvany fikovnik pryZodarny, je aZ 30 m vysoky strom
vyznacujici se velkym poctem vzdusnych kotenli. Produkuje mnoZstvi mlécné bilého
latexu, na jehoz zakladé si ziskal nazev ,Indian rubber tree“ [3, 6, 9, 10]. Olisténé
vétvicky jsou 3-5mm silné, lysé, pripadné mirné chlupaté, slisty spirdlovité
uspoirddanymi. Velké lesklé koZovité listy mohou byt azZ 40 cm dlouhé a 22 cm Siroké,
Cepel je ovalnd az vejcitd, skratkou, ale jasné zretelnou Spickou. Stredni zila je
zabarvena do Cervena, zatimco lateralni Zily jsou jen malo zietelné. Plody o velikosti
1,2 x 0,8 cm vyristaji z pazdi listii nebo tésné pod listy, a to v parech, vzacné jednotlive.
Zraji do Zluté az khaki barvy s tmavé hnédymi skvrnami na povrchu [3, 6, 9].
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Obr. 2: Plod F. elastica [11]

2.3.2 RozSireni

Druh je ptvodni vzemich a oblastech jizni a jihovychodni Asie, jako je napriklad
Assam, Bangladés, podhiri vychodnich Himaldji, Laos, Malajsie, Myanmar, Java,
Sumatra, Thajsko nebo Vietnam. Do dalSich niZe vyobrazenych oblasti (Obr. 3) byl
zavleCeny. Jako priklad si mliZeme uvést Sri Lanku, Novou Guineu, §panélsko, Sicilii,
Mexiko, Floridu nebo Venezuelu [12]. F. elastica uprednostiiuje vy$si nadmorské vysky
0d 800 do 1150 m n. m. Je schopny preZit i za extrémné naro¢nych podminek, problém
mu nedélaji vysoké teploty ani nedostatek vlahy [13].

Je s podivem, Ze po mnoho let nebyl tento druh v Thajsku povazovan za plivodni.
K zajimavému zjiSténi dospél tym védci z Narodniho ptirodovédného muzea
a Prirodni rezervace Thung Yai v Thajsku. Spole¢né prozkoumali ty nejhlubsi ¢asti
pralesa v regionu Umphang, aZ objevili rostliny, které vykazovaly znacnou podobnost
s F. elastica. Pozdéji bylo potvrzeno, Ze tyto exemplare opravdu patii k druhu
F. elastica. Diky tomu je dnes tento fikovnik povaZovan v Thajsku za domaci [14].
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Obr. 3: Vyskyt F. elastica [12]

2.3.3 Vyuziti

Fikovnik pryZodarny ma nesmirné Siroké vyuziti vlidovém lécitelstvi. Bylinkari
v zapadni Africe jej napt. pouzivaji k tlevé od bolesti kloubti a svalti [15], v Indonésii
zase proti zalude¢nim viredlim a revmatismu [13].

Podle dostupnych zdroja, riizné ¢asti rostliny vykazuji rozli¢né ucinky na zdravi,
kuprikladu listy tohoto fikovniku se osvédcily v 1écbé riznych infekci, iritaci a alergii
klZe [16]. Kira a vzdusné koreny naproti tomu nachazi uplatnéni jako hemostyptikum,
jelikoZ tyto rostlinné casti obsahuji latky s adstringentnim plisobenim. Dobie tak
zastavuji krvaceni a napomahaji lepsimu hojeni drobnych ran a Skrabancti. Nesmime
opomenout ani latex, ktery by mél pomdahat pii tuberkuléze, bolestech zad
a problémech s hemoroidy nebo otoky [17].

Latex z F. elastica se drive hojné vyuzival jako surovina k vyrobé kaucuku (gumy).
Z divodu nepftilis vysoké vytéznosti a sloZitosti celého procesu vSak tuto tlohu plné
prevzala konkurencni rostlina pochazejici z ¢eledi Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis
(neboli kauc¢ukovnik brazilsky) [18, 19]. V minulosti vSak byla tato mlé¢na Stava blize
zkoumadna a ukazalo se, Ze by jeji vyuziti mohlo spocivat ve vyrobé bezpecného paliva,
které by neznecistovalo Zivotni prostredi [20].

F. elastica miZeme také najit v mnoha domacnostech, kde si ho lidé péstuji pro
jeho velké dekorativni listy jako pokojovou rostlinu. V dnesSni dobé jiz existuje rada
kultivarti s rdzné skvrnitymi a barevnymi listy. V teplejsich oblastech miZe byt
vysazovan i ve venkovnich prostorech, kde za vhodnych podminek pomérné rychle
roste a vytvari také vétsi mnozstvi vzdusnych kotenti [21].
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2.3.4 Biologicka aktivita extraktu

Rostliny rodu Ficus jsou jiz odedavna vyuzivany v lidovém lécitelstvi pro své Siroké
spektrum ucinkd. Mimo jiné nasly své uplatnéni i jako anthelmintika a vyjimkou nenf
ani F. elastica [22]. Existuje nékolik studii, které se zaméruji pravé na jeho
anthelmintickou a antiparazitickou aktivitu. Zkoumany byly také ucinky proti
bakteriim a schopnost vychytavat kyslikové radikaly.

Antiplasmodialni aktivita

Methanolicky extrakt vzdusnych kofent (25 pg/ml) snizoval viabilitu Plasmodium
falciparum a dosahoval hodnoty ICso 9,5 pg/ml. Jako srovnavaci 1écivo byl pouzit
chlorochin, jehoZ hodnota ICso byla 7,9 nM [23]. V druhé studii byl zkouman extrakt
klry vkoncentracich 100, 200 a 400 mg/kg na mysSich. Nutno podotknout, Ze
z dostupné literatury neni zcela jasné, zda se jednalo o extrakt vodny nebo
methanolicky. Referen¢ni latkou byl opét chlorochin v koncentraci 10 mg/kg.
Z testovani vyplynulo, Ze extrakty o koncentraci 100 a 200 mg/kg dosahovaly
srovnatelné aktivity jako chlorochin, kdeZto u koncentrace 400 mg/kg nebyl
zaznamendn vyraznéjsi ucinek [17]. Zvysledkl lze tici, ze F. elastica vykazoval
uspokojivou antiplasmodialni aktivitu a ma tak potencial v 1é¢bé malarie.

Antitrypanosomalni aktivita

Studie se zaméfuje na testovani aktivity methanolického extraktu vzdusnych kotent
(25 pg/ml) vici Trypanosoma brucei brucei. Extrakt vyznamné snizZoval viabilitu
T. brucei brucei (ICso 0,9 pg/ml), zatimco referencni 1é¢ivo pentamidin vykazovalo
hodnotu ICso 0,17 nM [23]. Presto lze konstatovat, Ze F.elastica ma slibnou
antitrypanosomalni aktivitu. Vzhledem k nedostatku dostupnych informaci je vSak
vhodny dals$i vyzkum.

Antischistosomalni aktivita

V dalsi studii byl zkouman latex F. elastica. Nejdrive byl extrakci vétvicek ziskan vodny
extrakt s obsahem latexu, ktery byl nasledné prefiltrovan a vysuSen. Poté bylo treba
zbavit extrakt toxickych latek pochazejicich z latexu, které znemoznovaly peroralni
(p-0.) podani. Toho bylo docileno promytim 85% methanolem [15].

Dal§Sim krokem bylo p.o. poddni extraktu mySim infikovanym parazitem
Schistosoma mansoni v davce 1500 mg/kg rozdélené do tfi po sobé jdoucich dni.
Zjistilo se, Ze tato 1é¢ba neméla zadny efekt na pocet helminti v téle. To bylo s nejvétsi
pravdépodobnosti zptisobeno inhibici cysteinovych protedz (které se zvelké Casti
podili na farmakologickém ucinku latexu [24]) Zaludecnimi kyselinami. Na zakladé
tohoto zjisténi byly infikované mysi premedikovany ranitidinem (30 mg/kg), a to
hodinu pfed poddnim samotného extraktu. U téchto mysi bylo nasledné pozorovano

22



TEORETICKA CAST

snizeni poctu paraziti o 16,71 %, ¢imZ byl prokazan antischistosomalni ucinek
F. elastica [15].

Antibakterialni aktivita

V tomto pripadé byl zkouman celkovy extrakt kiiry vzdusnych koten F. elastica. Jako
extrakeni Cinidlo poslouZil CHCl3 a methanol v poméru 1:1. Testovana byla ucinnost
extraktu proti riiznym mikrobiim mikrodilu¢ni metodou, coZ je standardni metoda pro
testovani ucinnosti antibiotik. Referencni slou¢eninou byl v tomto pripadé gentamicin.
Experiment prokazal uspokojivou baktericidni a bakteriostatickou aktivitu. Lepsi
ucinnost neZ referencni lécivo vykazoval extrakt proti bakteriim Staphylococcus
bakteriim Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. Z extraktu byly navic
izolovany latky, které taktéz vykazovaly rizné velkou miru antimikrobialni aktivity.
Latka ficusamid velice efektivné ptlisobila proti S. saprophyticus s MIC 3 pg/ml oproti
gentamicinu (980 pg/ml) a latka elastikosid signifikantné inhibovala aktivitu bakterie
Enterococcus faecalis s MIC o hodnoté 30 pg/ml ve srovnani s gentamicinem
(980 pg/ml) [25].

Antioxidac¢ni aktivita

Testovani byl podroben methanolicky, ethylacetatovy, n-hexanovy a vodny extrakt
listd F. elastica. Pro zjisténi schopnosti vzorkl vychytavat Kkyslikové radikaly byla
pouZzita metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Jako referencni latka
slouZil tzv. Trolox, coZ je synteticky analog vitaminu E, u néhoz je znama antioxida¢ni
aktivita [16].

Nejpotentnéjsi antioxidacni aktivitu vykazoval vodny (5 ug/ml) a ethylacetatovy
extrakt (5 pg/ml). Na zdkladé tohoto zjisténi byly tyto podily vybrany pro izolaci
bioaktivnich latek. Cilem této studie tedy bylo nejen prozkoumani antioxidac¢nich
ucinka F. elastica, ale také fytochemicky screening vybranych podilii a nasledné izolace
sloucenin [16], které jsou bliZe popsany v podkapitole 2.3.5.

2.35 Fytochemicky profil

Ackoliv patfi F. elastica k velmi oblibenym okrasnym rostlinam, prozatim neexistuje
prilis§ mnoho kvalitnich studii, které by se zabyvaly jeho obsahovymi latkami. VétSina
sloucenin byla navic nalezena v listech, vzduSnych korenech nebo v latexu. Plody
a koreny F. elastica na své prozkoumanti stale cekaji a je tak moZné, Ze pravy potencial
této rostliny dosud nebyl odhalen. Nicméné vsoucasnosti byla izolovana a
identifikovana rada latek, z nichZ nékteré byly testovany i na biologickou aktivitu.
Jedna se o slouceniny velmi riznorodé, nelze tedy rici, které z nich v této rostliné
prevazuji.
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Ceramidy a cerebrosidy

Z CHCl3:MeOH (1:1) extraktu vzdu$nych korenl byly izolovana latky ficusamid
a ficusosid, u nichz byl zkouman ucinek proti bakteriim. Jak jiZ bylo zminéno, nové
izolovana latka ficusamid vykazovala silnou antibakterialni aktivitu [25].

Z methanolového extraktu vzdusnych koteni byl izolovan jesSté dalsi cerebrosid
ficusosid B. Zde se testovala mozZna cytotoxicka aktivita, nicméné u slouceniny byly
pozorovany jen velmi slabé ucinky [26].

Flavonoidni glykosidy

V extraktu listi bylo nalezeno nékolik flavonoidnich glykosidi, jejichz antioxida¢ni
aktivita se zdala byt ve srovnani s Troloxem velmi uspokojiva. Izolovany byly znamé
latky, konkrétné kaempferin, kvercitrin a myricitrin [16].

OH
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Obr. 4: Kaempferin
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HO o)
OH
ORha
OH o)

Obr. 5: Kvercitrin

Ostatni latky

Na zakladé rliznych identifikacnich metod bylo v listech F. elastica nalezeno nékolik
polyprenolli, jmenovité ficaprenol-10, -11 a -12 a v minoritnim zastoupeni také
ficaprenol-9 a -13 [27]. Védci vSak dospéli k zavéru, Ze izolovali latky, které jiZ byly
nalezeny vijiné rostliné Aesculus hippocastanum (Sapindaceae), kde dostaly
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pojmenovani castaprenol-9, -10, -11, -12 a -13 [28]. Vzhledem k této skutecnosti je
doporuceno, aby objevené slouceniny nesly spole¢ny nazev castaprenol [27].

V listech byla nalezena také nova latka kyselina ficuselastikova. Doslo téZ k izolaci
slouceniny feroxidin [16], coZ je znama latka, ktera byla poprvé objevena v roce 1990
v rostliné Aloe ferox (Asphodelaceae) [29]. Obé latky jsou si strukturné podobné, jedna
se o hydroxylované derivaty naftalenu, v pripadé Kkyseliny ficuselastikové navic
s pripojenou karboxylovou a acetylovou skupinou. Vramci stejné studie bylo
izolovano i nékolik megastigmant (citrosid B, corchoionosid C a (6S,9R)-roseosid) a
triterpent (kyselina oleanolova, kyselina ursolova) [16].

HO

OH CH,

Obr. 6: Feroxidin

COCH

OH CH,

Obr. 8: Corchoionosid C

Pomoci HPLC-DAD metody se v extraktu listi F. elastica podatilo identifikovat
kyselinu chlorogenovou. Na antioxidani aktivitu se testoval jen samotny extrakt, u
néhoz nebyla pozorovana vyraznéjsi schopnost vychytavani kyslikovych radikali [30].
Samotna kyselina chlorogenova testovani podrobena nebyla, jedna se vSak o znamy
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v/ sV

antioxidant vyskytujici se napr. v zelené kavé nebo caji. Mezi dalsi ucinky kyseliny
chlorogenové patii napi. antimikrobidlni, antipyretické, hepatoprotektivni nebo

neuroprotektivni ptisobeni [31].
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Obr. 9: Kyselina chlorogenova

Methanolicky extrakt vzdusnych koreni byl zdrojem dalsi nové latky, ktera byla
pojmenovana elastichinon. Sloucenina méla velmi ptiznivé vysledky, co se tyce
antiproliferativni aktivity, konkrétné piisobila proti melanomovym buiitkdm B16F10
s hodnotou ICso 14 pM. Spolu stouto latkou byla izolovana jeSté jedna znama
sloucenina biochanin A, ktera vykazovala stredné silné antiproliferativni uc¢inky proti
Sesti liniim rakovinnych bunék s ICso v rozmezi 47-69 uM [26].
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Obr. 10: Elastichinon
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Obr. 11: Biochanin A
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Z latexu F. elastica byla izolovana proteaza ficin E. Slovo ,ficin“ slouZi k popisu
endoproteolytické enzymatické aktivity latexu rostlin rodu Ficus. Podobné proteazy
byly jiz diive nalezeny i v jinych druzich fikovniki jako je napt. Ficus glabrata nebo
Ficus carica, jednalo se ale o enzymy sjinym sloZenim aminokyselin. Ficin E ma
v reak¢énim centru situovan serin, jde tedy o serinovou proteazu [32, 33].

2.4 Ficus microcarpa L. f.

Obr. 12: F. microcarpa [34]

24.1 Botanicka charakteristika

Ficus microcarpa, jinak také zvany ,Chinese banyan“ nebo ,Malayan banyan, je
mohutny, asi 30 m vysoky stalezeleny strom, ktery disponuje rozsahlym systémem
vzdusnych kotent slouzicich k nasavani vzdusné vlhkosti. Listy tohoto fikovniku jsou
jednoduché, celokrajné, ovalného tvaru, zakoncené neostrou Spickou. Na pohled jsou
lesklé, kozovité a maji svézi tmaveé zelenou barvu. Na vétvich vyristaji stridavé a casem
méni své zbarveni na tmavé hnédé. Drobné kvéty tvori kvétenstvi uzaviené do
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syconia [35]. Plody maji v priméru 0,6—1 cm a vyristaji zpravidla v parech v pazdi
listli. Ve zralém stavu jsou nartizovélé az tmavé fialové, nékdy témér cerné [6].

Slovo ,banyan”“ pochazi z hinds$tiny. Volné ho mtzeme ptelozit jako ,jihoasijsky
ovocny strom z rodu Ficus produkujici koreny, které rostou smérem k zemi a tvori tak
dalsi kmeny“. Pivodné vsak tento vyraz vznikl jako jiny ndzev pro Ficus benghalensis
(nebo také Ficus indica), ktery je typicky pro indicky subkontinent [36].

2.4.2 RozsSireni

Domovinou tohoto druhu jsou, stejné jako u rady dalSich fikovnikl, tropické
a subtropické oblasti jizni a jihovychodni Asie. F. microcarpa je ale piivodni také
v Australii, konkrétné ve statu Queensland, kde rovnéz panuje tropické podnebi.
Z asijskych statli se druh vyskytuje napriklad v Indii, Bangladési, Myanmaru, Thajsku,
Laosu, Vietnamu, Malajsii nebo Indonésii, ale jeho vyskyt je zaznamenan také
v Japonsku [37].

Mtzeme ho ale najit i v dalsich koutech svéta, nebot' se velice snadno rozmnozuje.
Radu zemf{ tedy zacala trapit jeho vysoka invazivita. Kli¢ovou roli v jeho rychlém $ifeni
hraje fakt, Ze je tento strom s oblibou vysazovan v méstskych parcich a zahradach pro
svou atraktivitu a jako zdroj tolik potiebného stinu. Dalsim faktorem je i skutecnost, Ze
se jeho symbioticka vosicka Eupristina (Parapristina) verticillata Waterston
(Agaonidae) vyskytuje vSude, kam byl F. microcarpa zavlecen. Sviij podil na rozsirovani
druhu maji i ptaci a netopyfi, ktefi mohou rozptylovat semena zralych fikt prakticky
kdekoliv. Na Havaji byla tato rostlina na pocatku 20. stoleti hojné vysazovana, ale
rychle rostouci populace jejich opylovact zpisobila dramaticky nartist pocCtu téchto
fikovniki. Dlisledkem bylo a je nekontrolovatelné Sifeni tohoto druhu na Havaji, ale
i jinde ve svété. Podobny trend je moZné pozorovat napt. na Floridé, Bermudach nebo
v Mexiku [5, 38, 39].

Tento strom miiZzeme najit ve vlhkych, podmacenych, az témér mokradnich
oblastech, typicky blizko vodnich tokt, napft. v okoli fek nebo plaZi. Jeho oblibenym
stanovistém jsou také skalni utesy a pukliny, kde velmi dobre prosperuje. Nejbéznéjsi
je pritom vlistnatych nebo smiSenych lesich. Pomérné hojny je ve vySsich
nadmoftskych vySkach kolem 1100-1200 m n. m. Objevuje se i na vdpencovém podloZi,
nicméné se nejedna o jeho typicky biotop [2, 3, 6, 9].
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Obr. 13: Vyskyt F. microcarpa [37]

2.4.3 Vyuziti

F. microcarpa je jednim z nékolika druhli stromu, které se vyuzivaly (a obcas stale
vyuZivaji) pti pfipravé tradi¢nich japonskych nudli z oblasti Okinawa v Japonsku. Rika
se jim Okinawa Soba. Dokonalé struktury téchto nudli se dosdhne pouze tehdy, kdyz
jsou vyrabény z vody o vysoce alkalickém pH (tzv. louh). V dnes$ni dobé se takovéhoto
pH docili smichanim vody s oxidem uhli¢itym, ¢imZ nam vznikne voda karbonizovana.
Plvodni receptura je vSak ponékud odlisna. Drive se vyuzivalo popela vzniklého
palenim dreva urcitych stromi, napt. F. microcarpa (Moraceae), Quercus miyagii
(Fagaceae) nebo Eucalyptus globulus (Myrtaceae). Tento popel se pridal do vody
avznikla smés se nechala pres noc usadit. Voda se na druhy den slila a smichala
s pSenicnou moukou. Takto vzniklo tésto, z kterého se poté vytvarely Soba nudle.
BéZné se timto zplisobem vyrabély v dobé pred a po 2. svétové valce, casem se ale
zacalo pristupovat kjednodussim reSenim. Mimo Japonska miizeme tento zptlisob
vyroby spatfit také v Ciné nebo v Thajsku [40].

V tradicni lidové mediciné se listy, kiira a vzdusné koteny F. microcarpa pouzivaly
jako analgetikum nebo antipyretikum. V Ciné byl bézné uZivan k1é¢bé malarie,
chripky, bronchitidy nebo revmatismu a v jihovychodni Asii nasel uplatnéni jako
antidiabetikum [35].

Druh je také oblibenou okrasnou rostlinou napii¢ celym svétem, Casto se péstuje
jako obrovsky strom v parcich nebo jako bonsai v kvétinacich [35]. Vysoka oblibenost
jde vSak ruku v ruce s jeho jiZ zminénou rostouci invazivitou [5].

29



TEORETICKA CAST

2.4.4 Biologicka aktivita extraktu

Antitusicka, antiastmaticka a expektoracni aktivita

Sledovana byla antitusicka, antiastmaticka a expektorac¢ni aktivita riznych extraktt
(vodny, n-butanolovy, ethylacetatovy a methanolovy) z listd F. microcarpa. Provadél se
i experiment svodnym extraktem precisténym pomoci keramické membrany
(membranova frakce) za ucelem zjisténi moZného rozdilu v ucincich pfi odlisné
pripravé extraktu [41].

Nejprve byly testovany antitusické ucinky extraktli na mysSich. Jako pozitivni
kontrola poslouzil pentoxyverin citrat (50 mg/kg). Extrakty (100 a 200 mg/kg) byly
mysSim podavany po tii dny, pficemz hodinu po podani posledni davky extraktu/1éc¢iva
byly mySi umistény do komory, kde byly vystaveny inhalaci 20% amoniaku.
Pozorovana byla frekvence a latence kasle. Z vysledkl vyplyva, Ze frekvenci kasle
nejvice sniZzovala n-butanolova frakce vdavce 100 mg/kg. Ukazalo se vSak, Ze
i membranova frakce uspokojivé sniZovala frekvenci azaroven signifikantné
prodluZovala latenci kasle [41].

Pro testovani antiastmatické aktivity bylo jako pokusny subjekt zvoleno morce
a jako referenc¢ni 1é¢ivo dexamethason (5 mg/kg). Hodinu po podani posledni davky
extraktu/léc¢iva byla morcata vystavena smési 2% acetylcholinu a 0,1% histamin-
fosfatu (1:1) a mérila se doba latence astmatu. Je patrné, Ze nejlépe dcinkovala vodna
a methanolova frakce. Druha jmenovana dokonce prodluzovala dobu latence vice nez
pozitivni kontrola, nicméné je nutné zohlednit zcela odliSné pouZité koncentrace [41].

Liu et al. testovali expektorac¢ni aktivitu na mysich za pouziti roztoku chloridu
amonného (1 mg/kg) jako standardu. Po uplynuti jedné hodiny po aplikaci posledni
davky extraktu/léciva byl mySim injektovan 5% roztok fenolové ¢ervené (500 mg/kg).
Ze vSech péti extraktli pouze membranova frakce vyznamné zvySovala exkreci
fenolové Cervené [41].

Antioxidac¢ni aktivita

Z riznych rostlinnych ¢asti F. microcarpa byly pripraveny methanolové extrakty a
nasledné ziskano nékolik podilti (hexanovy, ethylacetatovy, n-butanolovy a vodny).
Aktivita byla testovana pomoci metod DPPH, ABTS a PMS-NADH, coZ jsou metody
zalozené na eliminaci radikali. Dle vysledkd vykazovaly jednoznacné nejlepsi
antioxidacni uc¢inky ethylacetatové (EtOAc) frakce vzdusnych koten a kiiry, coz bylo
s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobeno vysokym podilem fenolickych sloucenin
[43, 44]. V reakci na to bylo z EtOAc frakce izolovano a identifikovano nékolik latek,
které jsou podrobnéji rozepsany v kapitole 2.4.5. Kiirou se védci zabyvali i v ramci
jiného experimentu, kde vysledky opét potvrzuji, Ze EtOAc frakce vykazuje nejsilnéjsi
antioxidac¢ni aktivitu, ktera je dokonce srovnatelna s ac¢inky silymarinu jako standardu.
Vysledky jsou vSak zavislé na koncentraci extraktu/léciva [44].
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2.4.5 Fytochemicky profil

Na zakladé nékolika relevantnich studii, které se zabyvaly slouCeninami izolovanymi
z F. microcarpa lze tici, Ze je rostlina bohata hlavné na fenolické latky a triterpeny. Dale
tato rostlina v mensi mife obsahuje dalsi latky jako jsou megastigmany, sterolové
derivaty a karboxylové kyseliny.

Fenolické latky

Z ethylacetatového podilu methanolového extraktu vzdusnych korent a kiiry byly
ziskany predevsim fenolické slouCeniny, jmenovité napft. p-vinylguaiacol, syringol,
pyrokatechol, vanilin, kyselina isovanilovd, syringaldehyd, kyselina protokatechova,
kyselina chlorogenova nebo prokyanidin B3 [42, 43, 45].

OH
OH
OH
\\\\
OH
OH
OH
Obr. 14: Prokyanidin B3
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Obr. 15: p-Vinylguaiacol

V methanolovém extraktu vzdusnych koreni byly nalezeny i dalsi latky odvozené
od fenolu. Nejvétsi zastoupeni méla kyselina kavova, kyselina salicylova a rutin. Kromé
rutinu zde byly pritomny i dal$i flavonoidy, kuprikladu kvercetin, luteolin nebo
apigenin [46].
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Obr. 18: Kyselina kavova

Nova latka ficuflavosid, ktera patii mezi C-glykosylflavony, byla izolovana
z methanolového extraktu listli. Spolu s touto latkou doslo k izolaci i nékolika znamych
molekul (isovitexin, isosaponarin, syringin). U vSech jmenovanych kromé syringinu
byla pozorovana velmi dobra antioxida¢ni aktivita [47].

32



TEORETICKA CAST

Api OH

Glc

HO @)

OH (@)

Obr. 19: Ficuflavosid

Lignany

Tti nové slouceniny ficusal, ficuseskvilignan A a ficuseskvilignan B byly izolovany
z methanolového extraktu dieva F. microcarpa [48].
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Obr. 20: Ficuseskvilignan
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Obr. 21: Ficusal

Megastigmany

Zlistl byly ziskany tfi megastigmany. Konkrétné se jednalo o dvé znamé latky
(3S5,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-en-3,5,6,9-tetraol a bridelionosid B a jednu novou,
ktera dostala trivialni nazev ficumegasosid [47].
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Obr. 23: Ficumegasosid

Triterpeny

Pét novych triterpenti taraxastanového typu bylo nalezeno ve vzdu$nych kotrenech
F. microcarpa. Témito slouCeninami jsou 22-oxo-21-taraxasten-3(-ol, 20(30)-
taraxasten-3f,21a-diol, 20@,20a-epoxytaraxastan-3f-ol, 20-taraxasten-3(,22f-diol a
3pB-acetoxy-20-taraxasten-22-on. Identifikovany byly i dvé jiZ objevené latky
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20-taraxasten-3f3-ol a ptiloepoxid [49]. Vramci jiné studie se védcim podaftilo
identifikovat dalSich Sest novych triterpenli zejména taraxastanového typu, napft.
3pB-acetoxy-19(29)-taraxasten-20a-ol nebo 3f-acetoxy-11a,12a-epoxy-16-0x0-14-
taraxeren. Spolu s nimi byly v extraktu pritomny i znamé pentacyklické triterpeny jako
kyselina oleanolova, kyselina betulinova a kyselina ursolova [50].
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Obr. 24: 20a,20a-epoxytaraxastan-3£-ol
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Obr. 25: 3B-acetoxy-11a,12a-epoxy-16-0xo-14-taraxeren

Z listli bylo ziskano také Sest novych triterpentii ursanového a oleananového typu,
a to 3-acetoxy-11a-methoxy-12-ursen, 3B-acetoxy-11a-ethoxy-12-ursen,
3[-acetoxy-11a-hydroperoxy-12-ursen, 35-hydroxy-11a-hydroperoxy-12-ursen,
3[-acetoxy-11a-ethoxy-12-oleanen a 33-acetoxy-11a-hydroperoxy-12-oleanen [51].
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Obr. 26: 3B-acetoxy-11a-ethoxy-12-oleanen

2.5 Ficus binnendijkii Miq.

Obr. 27: Ficus binnendijkii
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251 Botanicka charakteristika

Jedna se o tropicky stidlezeleny strom dorftstajici vysky az 10 m (vyjimecné i vice)
s vétvemi hnédymi aZ nasSedlymi. Listy jsou celokrajné, kopinaté, 3-24 cm dlouhé,
sbihajici se do ostré Spicky, na povrchu lesklé, svyraznou Zilnatinou. Plody jsou
drobné, témér kulovité, o prliiméru 4-8 mm pirechazejici ze zelenozluté barvy do
oranzovocervené. Vyrilistaji samostatné nebo v parech vétsinou z pazdi listl. Ostiola
ma primér 1-2 mm [9, 52].

V roce 1998 byla popsana nova varieta pojmenovana jako Ficus binnendijkii var.
pallescens (Weiblen) C.C. Berg. F. binnendijkii vykazuje znacnou podobnost s touto
varietou, lisi se vSak vétSim mnozstvim lateralnich zilek, krat$imi bazalnimi lateralnimi
zilkami a men$imi Zilkami na Cepeli listu. Vroce 2004 bylo toto roziazeni
prepracovano a F. binnendijkii var. pallescens byl vyclenén jako samostatny druh Ficus
pallescens (Weiblen) C.C. Berg [9, 53].

Mezi kultivary béZzné péstované jako pokojové rostliny patii napft. kultivar 'Alii'
nebo 'Amstel King', pficemZ druhy jmenovany se vyznacuje vétSimi a SirSimi listy [54].

Obr. 28: Plod F. binnendijkii [55]

25.2 RozsSireni

Drubh je rozsiren predevsim v zemich jihovychodni Asie, kde nachazi vhodné podminky
pro svij rist. Témito zemémi jsou napriklad Thajsko, Malajsie a Indonésie.
Z indonéskych ostrovii 1ze konkrétnéji jmenovat ostrov Java, Borneo a Sumatra. Roste
v deStnych lesich s podmacenym podloZim do nadmotské vysky 1000 m n. m. Typicky
habitat pro tento druh jsou tedy niZiny a podhorské oblasti [9, 52].

37



TEORETICKA CAST

L

Obr. 29: Vyskyt F. binnendijkii [56]

2.5.3 Obsahové latky a biologicka aktivita

Navzdory oblibenosti F. binnendijkii jako okrasné rostliny dosud existuje pouze jedna
dostupna studie zabyvajici se obsahovymi latkami a bioaktivitou [57]. Jedna se tedy
o znacné prehliZzeny druh, ktery stale ceka na detailni prozkoumani.

Cilem této studie bylo provést fytochemickou profilaci a zjistit potencialni
analgetickou, antipyretickou a protizanétlivou aktivitu petroletherového (PtE)
extraktu list F. binnendijkii. Pripraven byl také chloroformovy a ethylacetatovy
extrakt, nicméné praveé petroletherovy vykazoval nejvyssi procento vyextrahovanych
latek, proto byl pri vyzkumu pouZzit [57].

PtE frakce byla rozdélena na frakci nezmydelnitelnou a frakci methylestert
mastnych kyselin. V prvni frakci bylo pomoci GC/MS analyzy detekovano 46 sloucenin,
z toho majoritni vétsSinu tvorily triterpeny (napf. f-amyrin, moretenol), diterpenické
alifatické alkoholy (napft. fytol) a nenasycené uhlovodiky. V druhé frakci byla timtéz
zplisobem zjisténa pritomnost 13 latek, ztoho nejvétsi zastoupeni mél methyl-
hexadekanoat [57].

Analgeticka aktivita se zjiStovala na mySich prostiednictvim testu peritonealniho
drazdéni. Pro testovani byla zvolena koncentrace PtE extraktu 50 a 100 mg/kg,
pricemz vysledky ukazaly, Ze extrakt o vyssi koncentraci vykazoval srovnatelné uc¢inky
s indomethacinem (20 mg/kg) [57].

Antipyreticka aktivita se hodnotila tak, Ze byla potkantim uméle vyvolana pyrexie,
a to pomoci 44% suspenze pivovarskych kvasinek. Po 18 hodinach probéhla aplikace
PtE extraktu (100 mg/kg) a vysledky prinesly zjiSténi, Ze extrakt sice sniZuje teplotu,
ale ne v takové mire jako indomethacin (20 mg/kg) [57].
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Poslednim provedenym experimentem bylo vyvolani zanétu tlapek potkana
karagenanem. Sledovalo se, nakolik je PtE extrakt (50 a 100 mg/kg) schopny inhibovat
vznikly zanét a z vysledkli paradoxné vyplyva, Ze extrakt s nizsi koncentraci ma vyssi
ucinnost nez extrakt s koncentraci vyssi. Jako pozitivni kontrola byl opét pouZit

indomethacin, ktery vykazoval o néco niZsi ucinnost nez extrakt, ale v mnohem nizsi
koncentraci (20 mg/kg) [57].

H,C CH,

Obr. 30: B-Amyrin

Obr. 31: Moretenol
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzity material a pristroje

3.1.1 Rostlinny material

Jednotlivé druhy pouzité v této diplomové praci pochazi ze Zahrady 1éCivych rostlin
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a byly identifikovany
Ing. Anezkou Chlebkovou. Byly pouzity listy a vétvicky F. binnendijkii 'Alii" a listy,
vétvicky a koteny druht F. binnendijkii 'Amstel Gold', F. microcarpa a F. elastica
'Decora’.

3.1.2 Chemikalie

Rozpoustédla pouzita pri extrakci, TLC a flash chromatografii

— Ethanol 96% (Lihovar Kojetin)

— Ethylacetat p.a. (Lach-Ner)

— Tetrahydrofuran HPLC Grade (Fisher Chemical)
— Methanol p.a. (Lach-Ner)

— Chloroform p.a. (Lach-Ner)

— n-Hexan p.a. (Penta)

— Toluen p.a. (Lach-Ner)

— Roztok kyseliny sirové v diethyletheru

— DMSO (Sigma-Aldrich)

Rozpoustédla pouzita pii HPLC

— Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich)

— Methanol pro HPLC (Sigma-Aldrich)

— Kyselina mravenci 98% (Sigma-Aldrich)

— Voda pro HPLC (pripravena v systému na upravu vody)

Rozpoustédla pouzita pro NMR

— Deuterovany chloroform (CDCls-d, Sigma-Aldrich)
— Deuterovany pyridin (CsDsN-ds, Sigma-Aldrich)
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3.1.3

3.14

TLC

Laboratorni pristroje, zafizeni a pomiuicky

Analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

Ultrazvukova vodni lazenl Bandelin Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)
Rota¢ni vakuova odparka BUCHI Rotavapor R-114, Waterbath B-480 (Biichi,
Svycarsko)

Lyofilizator CHRIST ALPHA 1-2 LD (Christ, Némecko)

UV lampa se stativem (A = 253 a 366 nm)

Laboratorni centrifuga MINI-10K+ Miulab (Miu Instruments, Cina)
Laboratorni sklo a dal$i pomfticky

NMR

Hlinikova félie TLC Silikagel 60 F254, rozmér 20 x 20 cm, tloustka vrstvy
0,2 mm (Merck)

Flash chromatografie

Flash chromatograf puriFlash® 5.250 (Interchim, Francie)

Flash kolona PF-50SIHC-F0040 o délce 135 mm a vnitfnim priméru 27 mm,
predplnéna silikagelem puriFlash® SI-HC o velikosti ¢astic 50 um (Interchim,
Francie)

HPLC-ELSD

HPLC Dionex Ultimate 3 000 s UV detektorem a ELSD (Thermo Scientific, USA)
Analytickd kolona Ascentis® Express C18, 10 cm x 2,1 mm, velikost ¢astic
2,7 um (Supelco, USA)

Semipreparativni kolona Ascentis® C18, 25 cm x 10 mm, velikost ¢astic 5 um
(Supelco, USA)

Bruker Alpha FT-IR spektrometr (Bruker Daltonik, Némecko)

NMR spektrometr JEOL ECZR 400 MHz (Jeol, Japonsko)
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3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Priprava extraktu

VSechny rostlinné ¢asti byly extrahovany stejnym zptsobem. Priblizné 10 g drogy bylo
naleZité rozdrobnéno a macerovano v ethanolu tak, aby byl zachovan pomér droga ku
rozpous$tédlu 1:20 (m/V). Macerace probihala za studena po dobu 24 hodin a byla
provedena ve tfech opakovanich. Pro zahusténi extraktli byla pouZzita rota¢ni vakuova
odparka. Ziskané extrakty byly poté preneseny do vialek, ve kterych byly uchovavany
pro dalsi pouziti. Vytézky ziskané zjednotlivych rostlinnych ¢asti jsou uvedeny
v tabulkach (Tab.1-4).

Tab. 1: Vytézky extrakti F. binnendijkii 'Alii'

42

Rostlinna cast Vytézek [g]
Kira vétvicek 0,324
List 0,467

Tab. 2: Vytézky extraktii F. binnendijkii 'Amstel Gold'

Rostlinna ¢ast Vytézek [g]
Kiira vétvicek 0,357
List 0,712
Koren 0,492
Ktra korene 0,721

Tab. 3: Vytézky extraktii F. microcarpa

Rostlinna ¢ast Vytézek [g]
Kira vétvicek 0,698
List 0,451
Koren 0,626
Kira korene 0,863
Drevo 0,771

Tab. 4: Vytézky extraktii F. elastica 'Decora’

Rostlinna ¢ast Vytézek [g]
Kira vétvicek 0,622
List 0,987
Koren 0,479
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3.2.2 HPLC-ELSD analyza celkovych extraktt

Vzhledem k zadanému tématu jsme pro analyzu celkovych extraktli zvolili metodu
HPLC-ELSD, pomoci niZ je moZné detekovat i latky, které neabsorbuji UV zareni.
Parametry pouZité metody jsou uvedeny v Tab. 5.

Pfed samotnou analyzou bylo potieba pripravit vzorky o nalezité koncentraci.
Extrakty F. microcarpa a obou kultivari F. binnendijkii jsme rozpustili v DMSO
(5mg/ml), jelikoZ se Spatné rozpoustély v dalSich zkouSenych rozpoustédlech.
Extrakty z kofentl a kiiry vétvicek F. elastica se rozpustily v methanolu (5 mg/ml),
zatimco extrakt z listd byl $patné rozpustny ve vSech rozpoustédlech. Caste¢né se nam
ho podarilo rozpustit v tetrahydrofuranu (THF), pfesto vSak bylo nutné extrakt
odstredit. Kvili problematické rozpustnosti byl pripraven vzorek o koncentraci

1 mg/ml.
Tab. 5: Parametry metody pouzité pii analyze HPLC-ELSD

Mobilni faze Acetonitril (A) a 0,2% HCOOH (B)
Gradientova 0. min =10 % (A) + 90 % (B)
eluce 36. minuta = 100 % (A)
Priitok 0,3 ml/min
Nastrik 1l
Teplota 40 °C
Detekce ELSD

F. binnendijkii 'Alii* a F. binnendijkii 'Amstel Gold'

Analyzou bylo zjiSténo, Ze vSechny rostlinné c¢asti obou kultivarii F. binnendijkii
obsahovaly predevsim lipofilni latky, protoZe se v chromatogramech (Obr. 32, Obr. 33)
objevuji zejména kolem 36.—41. minuty, coZ je vzhledem k pouZité metodé oblast, kde
se zobrazuji silné lipofilni slouceniny. Pfi porovnani chromatogramt je patrné, Ze se
jednotlivé kultivary ve sloZeni latek prakticky nelisi a ani Zddna rostlinna ¢ast neni na
obsahové latky vyrazné bohatsi nez jiné ¢asti rostliny.
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Obr. 32: HPLC-ELSD chromatogramy F. binnendijkii 'Alii’
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Obr. 33: HPLC-ELSD chromatogramy F. binnendijkii 'Amstel Gold'

Dle dostupné literatury by se v listech F. binnendijkii mély vyskytovat triterpeny,
nicméné analyza extraktl jednotlivych ¢asti ndm to nepotvrdila. Nejpolarnéjsi latky
maji dle chromatogrami retenc¢ni ¢as kolem 32. minuty, pro béZzné triterpeny je vSak
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charakteristickd oblast okolo 28.-29. minuty [58]. Zaroven by tento druh mél
obsahovat velké mnoZstvi esterii mastnych Kyselin [57], coZ by mohlo odpovidat
pikiim kolem 40. minuty, kde se typicky nachazi silné lipofilni slouceniny.

Podobné chromatogramy byly pozorovany i u druhu F. benjamina, kterym se ve
své diplomové praci zabyvala Tereza Stiskdlkova. I zde lze vidét silné lipofilni
slouceniny s reten¢nim ¢asem kolem 40. minuty [59].

Na zakladé provedené analyzy jsme dospéli k zavéru, Ze pro nas tyto druhy nejsou
perspektivni a nebudeme s nimi dale pracovat.

F. microcarpa

Chromatogramy jednotlivych rostlinnych casti F. microcarpa (Obr.34) mezi sebou
vykazovaly zna¢nou podobnost, da se tedy Fici, Ze vSechny drogy obsahovaly velmi
podobné obsahové latky. Opét se vSak vétSina pikl objevuje v casti, kde se zobrazuji
silné lipofilni slouceniny, pouze okolo 28. minuty je na chromatogramech vidét
polarnéjsi latka, ktera by mohla byt napr. triterpen, jelikoZ se béZné triterpeny
zobrazuji pravé v této oblasti [58]. U latek detekovanych kolem 32. a 36. minuty se
miZe jednat o triterpeny snavazanym lipofilnim substituentem. To by mohlo
korespondovat s udaji uvedenymi ve védecké literature, podle nichZ je F. microcarpa
bohatym zdrojem triterpent [50, 51]. Zaroven by tento druh mél obsahovat vyznamné
mnozstvi fenolickych latek [42, 43, 45, 46] a megastigmant [47].
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Obr. 34: HPLC-ELSD chromatogramy F. microcarpa
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Po analyze extraktii pomoci HPLC-DAD a HPLC-ELSD se nam vsSak toto tvrzeni
nepodarilo potvrdit. Je mozZné, Ze byly zminéné latky maskovany balastnimi,
lipofilnéjSimi latkami, proto nebyly na chromatogramech patrné.

Na zakladé uvedenych skutecnosti se nam rostlina nejevila jako atraktivni, proto
jsme se rozhodli s ni dale nepracovat.

F. elastica 'Decora’

Zatimco na chromatogramech kotent a dieva se objevily piky s reten¢nim ¢asem (tr)
32,660 min a vice, analyza listli odhalila dvé hlavni latky, z nichZ jedna méla tr 29,875
min a druha 33,440 min (Obr. 35). Analyza nebyla doméfena z diivodu nedostatku
Casu, a protoZe se v této oblasti vyskytuji pro nas neatraktivni slouc¢eniny.

Po prohledani védecké literatury bylo zjisténo, Ze by druh F. elastica mél byt
bohatym zdrojem napf. fenolickych latek [16, 26, 31]. Po provedeni analyzy metodou
HPLC-DAD vsak nebyly detekovany témér zadné latky, které absorbuji UV zareni, tudiz
vyznamnou pritomnost fenolickych latek nelze potvrdit. Nékteré z téchto sloucenin
vSak byly nalezeny v jinych rostlinnych druzich, které ve své diplomové praci
zpracovavala Terézia Jedinakova. Konkrétné v listech F. triangularis byla detekovana
kyselina chlorogenova a jeji derivaty a v kofenu F. cyathistipula byla nalezena latka
strukturné podobna biochaninu A [60].

Po HPLC-ELSD analyze vSech rostlinnych ¢asti se ndm extrakt z listd F. elastica
jevil jako nejperspektivnéjsi, proto jsme se mu rozhodli dale vénovat.
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Obr. 35: HPLC-ELSD chromatogramy F. elastica 'Decora’
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3.2.3 Extrakce nemisitelnymi kapalinami (liquid-liquid extrakce)

DalSim krokem bylo zpracovani veSkerého materialu, v naSem ptipadé listd F. elastica,
ktery jsme méli k dispozici. Na 434,23 g listii bylo pouzito 3,3 L ethanolu, pficemz
nasledna extrakce probihala naprosto identickym zplsobem jako pfi pripravé
celkovych extrakti. Takto bylo ziskano celkem 36,321 g suchého extraktu. Ten byl
nasledné pouzit k tzv. liquid-liquid extrakci, coZ je separacni metoda, pomoci niz je
mozné rozdélit 1atky obsaZené v extraktu do jednotlivych frakci na zakladé polarity.
Toho se docili vytfepavanim extraktu mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami.

Celkovy extrakt byl rozdélen na dvé ¢asti a prenesen do dvou délicich nalevek.
Nejdrive probéhlo vytiepavani ve smési methanol:voda (8:2) + hexan, k ¢emuZ bylo
pouZzito 300 ml smési methanol:voda a 200 ml hexanu pro kaZdou délici nalevku.
Vytifepanim do hexanu se podarilo oddélit vétSinu chlorofylu a nejlipofilnéjsich latek
od ostatnich sloZek extraktu, na rozhrani fazi se vSak objevila pomérné vyrazna
mezifaze, kterou jsme prozatim ponechali v methanolové fazi. Z methanolového podilu
byla odpafena podstatna ¢ast methanolu tak, aby vznikla smés methanol:voda o
poméru priblizné 2:8. Poté jsme 200 ml této smeési trikrat vytrepali s 300 ml
chloroformu. Vodno-methanolovy podil jsme odparenim zbavili methanolu a zbytek
vytfepali do ethylacetatu (200 ml). Timto jsme ziskali ¢tyfi podily (hexanovy,
chloroformovy, ethylacetatovy a vodny). Z prvnich tfi jsme na rota¢ni vakuové odparce
odpatili organicka rozpoustédla a vody jsme se zbavili lyofilizaci. Vytézky jednotlivych
podilti jsou uvedeny v Tab. 6. Nizsi vytéznost je zplisobena ztratami vzniklymi pii
vytFepavani, napr. vznikem nerozpustné sraZeniny.
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Tab. 6: Hmotnosti jednotlivych podili

Podil Hmotnost [g]
Hexanovy 11,427
Chloroformovy 2,777
Ethylacetatovy 0,525
Vodny 15,396

3.2.4 HPLC-ELSD analyza podilt po liquid-liquid extrakci

Ziskané podily byly nasledné analyzovany pomoci HPLC-ELSD, jelikoZ bylo potieba
vybrat jeden podil, ktery bude dale zpracovavan. Parametry metody zlistaly stejné jako
u predchoziho méfeni a jsou uvedeny v Tab. 5.
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Obr. 37: HPLC-ELSD chromatogramy jednotlivych podila

Pri pohledu na chromatogramy (Obr. 37) je patrné, Ze vodny podil neobsahuje
prakticky Zadné latky, které by neabsorbovaly UV zareni, neni tedy vhodny k dal$imu
zkoumani. U ethylacetatového podilu se vyskytuje pouze jeden vyrazny pik s tr
8,120 min. NaSe pozornost byla zamérena na dva zbyvajici podily - hexanovy a
chloroformovy. Na chromatogramu chloroformového podilu je vidét nékolik
vyraznych piki str 20,838 min, 23,007 min, 28,660 min a 38,085 min, z HPLC-UV
zaznamu vsak bylo zjiSténo, Ze se z vétSiny jedna o latky, které absorbuji UV zareni,
tudiZ nezapadaji do zadaného tématu diplomové prace. U hexanového podilu byly
pomoci HPLC-ELSD detekovany tri hlavni latky str 28,507 min, 30,602 min a
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32,393 min, které neabsorbovaly UV zareni. Vzhledem k hodnotdm retencnich c¢asi
jsme se domnivali, Ze by se mohlo jednat o triterpeny, proto byl tento podil vybran
k dalSimu zpracovani.

3.25 Flash chromatografie hexanového podilu

Obr. 38: Flash chromatograf puriFlash® 5.250

Pro hrubou separaci hexanového podilu jsme si vybrali flash chromatografii. Nejdtive
bylo treba ptipravit mobilni fazi s vhodnym sloZenim rozpoustédel, aby byla separace
co nejefektivnéjsi. Pro tento ucel byla kombinovana riizna rozpoustédla o rtznych
pomérech a takto pripravené mobilni faze byly analyzovany pomoci metody
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Jako nejvhodnéjsi byla zvolena mobilni faze
chloroform:ethylacetat:methanol v poméru 96:2:2. ZkouSené mobilni faze jsou
uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: Zkousené kombinace rozpoustédel pro mobilni fazi

Rozpoustédla Pomeéry
Chloroform:methanol 95:5
Chloroform:toluen:methanol 85:10:5
Chloroform:toluen:methanol 90:5:5
Chloroform:ethylacetat:methanol 90:5:5
Chloroform:methanol 97:3
Chloroform:ethylacetat 90:10
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Rozpoustédla Pomeéry
Chloroform:ethylacetat:methanol 94:3:3
Chloroform:ethylacetat:methanol 96:2:2

Obr. 39: TLC hexanového podilu

Separaci pomoci flash chromatografie jsme provedli ve dvou runech, pricemz pro
kazdy run bylo pouZzito 500 mg hexanového podilu. Takto bylo z prvniho runu ziskano
30 frakci a z druhého 31 frakci, které byly analyzovany pomoci TLC a na zakladé
podobnosti spojeny. Hmotnosti téchto frakci jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Hmotnosti frakci ziskanych flash chromatografii

Frakce Hmotnost [g]

FE-1-4 0,000

FE-5-6 0,243
FE-7-11 0,336
FE-12-50 0,187
FE-51-61 0,212
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Obr. 40: TLC frakci ziskanych flash chromatografii

Frakce byly jeSté podrobeny analyze pomoci HPLC-ELSD. PouZili jsme vzorky o
koncentraci 5 mg/ml. Na zakladé ziskanych chromatogrami jsme se rozhodli k dalsi
separaci pouZit frakci FE-12-50, protoZe obsahovala jednu dominantni latku, jejiZ
retencni ¢as byl 32,128 min.
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Obr. 41: Chromatogram frakce FE-12-50
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3.26 Izolace latek z frakce FE-12-50

Pro separaci frakce FE-12-50 a naslednou izolaci hlavni latky jsme pouZili metodu
semipreparativni HPLC. Veskera frakce byla rozpusténa v 1 ml THF. Podle ELSD jsme
si nastavili metodu pro co nejucinnéjsi separaci latek, samotna separace jiz vSak
probihala s vypnutym ELSD, jelikoZ se jednd o destruktivni metodu, ktera by nas
vzorek nevratné poskodila. Vzhledem kvysokému nastriku vzorek castecné
absorboval UV zareni a na UV chromatogramu se objevily alespoii slabé odezvy pikd,
proto jsme nechali UV detektor zapnuty, abychom mohli latku efektivné izolovat.
Pouzité parametry metody jsou specifikovany v Tab. 9.

Tab. 9: Parametry metody pouZzité pri separaci frakce FE-12-50

Mobilni faze Acetonitril (A) a 0,2% HCOOH (B)
0. min =80 % (A) + 20 % (B)
Gradientova eluce 20. minuta = 100 % (A)
25. minuta =80 % (A) + 20 % (B)
Priitok 5 ml/min
Nastrik 30 pl
Teplota o
kolonového bloku 40°C
Detekce UV pri A 210, 280 a 350 nm

Izolace probihala zptisobem, kdy byla latka sbirana do kadinky v piredem urceném
Casovém rozmezi, které jsme urcili na zdkladé UV detekce. Takto byla zpracovana cela
frakce FE-12-50. Z latky, rozpusténé ve smési acetonitrilu a vody, byl nasledné pomoci
rotacni vakuové odparky odparen veskery acetonitril a pomoci lyofilizatoru i zbytek
vody. Témito ukony byla ziskana latka FE-12-50-A, jejiZ hmotnost byla rovnych 11 mg.
Retencni Cas této latky byl 32,213 min.

3.2.7 Flash chromatografie frakce FE-7-11

Rozhodli jsme se flash chromatografii podrobit i frakci FE-7-11, jelikoZ bylo z TLC
provedeného po separaci hexanového podilu (Obr. 39) patrné, Ze praveé frakce FE-7-11
obsahuje nékolik dominantnich latek, které byly vidét i na HPLC-ELSD chromatogramu
této frakce (Obr. 42).
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Obr. 42: Chromatogram frakce FE-7-11

Pro separaci bylo opét nutné vyvinout vhodnou mobilni fazi s vyhovujicim
pomérem rozpoustédel. Testovano bylo nékolik mobilnich fazi, pricemz jako nejlepsi
byla vybrana kombinace chloroform:toluen:methanol o poméru 90:5:5. VSechny
zkousSené kombinace jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: ZkousSené kombinace rozpoustédel pro mobilni fazi

Rozpoustédla Poméry
Chloroform:toluen:methanol 85:10:5
Chloroform:toluen 85:15
Chloroform:toluen:methanol 88:10:2
Chloroform:toluen:methanol 80:15:5
Chloroform:toluen:methanol 90:5:5

Flash chromatografie frakce FE-7-11 byla provedena vjednom runu a bylo
ziskano celkem 32 subfrakci, které byly na zakladé podobnosti spojeny. Poté bylo ze
subfrakci pomoci rota¢ni vakuové odparky odpareno vSechno rozpoustédlo a vzorky
subfrakci naneseny na TLC desticku (Obr. 43). Pro tento ucel byla pouzita stejna
mobilni faze jako u flash chromatografie. Na desticce se objevily dvé az tri skvrny u
subfrakce FE-(7-11)-12-18, proto byla pouzita kizolaci dalSich latek. Hmotnosti
jednotlivych subfrakci popisuje Tab. 11.

53



EXPERIMENTALNI CAST

Tab. 11: Hmotnosti subfrakci ziskanych separaci frakce FE-7-11

Subfrakce Hmotnost [g]
FE-(7-11)-7-11 0,1280
FE-(7-11)-12-18 0,1378
FE-(7-11)-19-23 0,0065
FE-(7-11)-24-27 0,0051
FE-(7-11)-28-32 0,0132

SR

ESR R T m\- -
Ca-ad) (b)) Quman) Gueygy

Obr. 43: TLC subfrakci ziskanych z FE-7-11

Subfrakce byly rovnéZz podrobeny analyze pomoci HPLC-ELSD. VSechny se
rozpustily v THF, pricemZ subfrakce FE-(7-11)-7-11 a FE-(7-11)-12-18 byly
pripraveny v koncentraci 5 mg/ml a subfrakce FE-(7-11)-19-23 a FE-(7-11)-24-27
v celém mnozZstvi. Pouze subfrakce FE-(7-11)-28-32 se rozpustila v 1 ml methanolu.
Touto metodou jsme potvrdili, Ze nejvétsi potencidl k izolaci dalSich 1atek ma subfrakce
FE-(7-11)-12-18 (Obr. 44).

Dospéli jsme ke zjiSténi, Ze subfrakce FE-(7-11)-19-23 a FE-(7-11)-24-27 obsahuiji
dvé latky, které absorbuji UV zareni, s ohledem na zadané téma se jimi vSak nebudeme
vramci diplomové prace zabyvat. Vzhledem ktomu, Ze chromatogramy téchto
subfrakci vypadaly velmi podobné, rozhodli jsme se je spojit, ¢imz vznikla subfrakce
FE-(7-11)-19-27 o hmotnosti 0,0116 g.
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Obr. 44: Chromatogram subfrakce FE-(7-11)-12-18

3.2.8 Izolace latek ze subfrakce FE-(7-11)-12-18

Pro separaci subfrakce FE-(7-11)-12-18 jsme pouZili stejnou metodu jako pti separaci
frakce FE-12-50, tedy metodu semipreparativni HPLC. Pro zacatek byla celad subfrakce
rozpuSténa v 1 ml THF. Nasledna separace probihala stejnym zptsobem jako pfi
separaci frakce FE-12-50, tedy svypnutym ELSD detektorem a zapnutym UV
detektorem. Detailni parametry metody jsou zobrazeny v Tab. 12.

Tab. 12: Parametry metody pouzité pri separaci subfrakce FE-(7-11)-12-18

Mobilni faze Acetonitril (A) a 0,2% HCOOH (B)
0. min =85 % (A) + 15 % (B)
Gradientova eluce 20. minuta = 100 % (A)
25. minuta = 85 % (A) + 15 % (B)
Pritok 5 ml/min
Nastiik 20 ul
Teplota o
kolonového bloku 40°C
Detekce UV pii A 210,280 a 350 nm

Latky byly sbirany v predurcenych Casech, dokud nebyl spotfebovan veskery
vzorek. Vysledkem byl zisk tfi latek FE-(7-11)-12-18-A, FE-(7-11)-12-18-B a
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FE-(7-11)-12-18-C, které jsme pomoci rotacni vakuové odparky zbavili rozpoustédla a
poté zvazili. Hmotnosti ziskanych latek zobrazuje Tab. 13.

Tab. 13: Hmotnosti latek ziskanych ze subfrakce FE-(7-11)-12-18

Latka Hmotnost [mg]
FE-(7-11)-12-18-A 1,0
FE-(7-11)-12-18-B 1,9
FE-(7-11)-12-18-C 2,2

3.2.9 Identifikace ziskanych latek

Metodou semipreparativni HPLC se nam podarilo izolovat celkem ctyii latky:
FE-12-50-A, FE-(7-11)-12-18-A, FE-(7-11)-12-18-B a FE-(7-11)-12-18-C. Ty byly
analyzovany pomoci HPLC-ELSD za tucelem zjisténi jejich Cistoty, nasledné byly
nékteré z nich podrobeny infracervené spektroskopii, diky niZ jsme zjistili pritomnost
charakteristickych funkc¢nich skupin. Pouzita byla také metoda NMR, ktera nam
pribliZila finalni strukturu latek.

Latka FE-12-50-A

Chromatogram (Obr. 45) zobrazuje latku FE-12-50-A s tr 32,213 min. Jedna se o Cistou
latku, ktera je relativné nepolarni a taktéZ vime, Ze latka neabsorbuje UV zareni.
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Obr. 45: HPLC-ELSD chromatogram latky FE-12-50-A
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Pro identifikaci latky byla pouzita metoda infracervené spektroskopie. Na
ziskaném spektru (Obr.46) je moZné vidét nékolik absorp¢nich past o riiznych
vlnovych délkach, které charakterizuji konkrétni funkéni skupiny pritomné ve
struktute latky. Signaly o vinoctu 2954-2849 cm-1 vypovidaji o pritomnosti -CHz- nebo
-CHs skupiny (C-H), pro které je charakteristicka oblast v rozmezi 2970-2845 cm-1.
Absorpcni pas o hodnoté 1700 cm! pravdépodobné odpovida karbonylové nebo
karboxylové skupiné (C=0). V oblasti mezi 1500-1200 cm! se vyskytuje mnoZstvi
nevyraznych signdlii, které mohou predstavovat napt. karboxylovou skupinu (C-O,
0-H)), hydroxylovou skupinu (0O-H) nebo alkanovou skupinu (-CHz-, -CHs-) [61].
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Obr. 46: IC spektrum latky FE-12-50-A

Konecna identifikace probéhla pomoci metody NMR a ziskané spektrum bylo
nasledné vyhodnoceno PharmDr. Milanem Malanikem, Ph.D. Latka byla identifikovana
jako kyselina palmitovj, coZ je relativné béZna mastna kyselina, ktera jiZ byla popsana
v jinych druzich fikovnikd, napt. ve F. carica [62] nebo F. benjamina [63].

Obr. 47: Kyselina palmitova
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Latka FE-(7-11)-12-18-A

Jako dal$i jsme izolovali latku FE-(7-11)-12-18-A, ktera nebyla zcela Ccista,
z chromatogramu (Obr. 48) je vSak patrny jeden dominantni pik s retencnim ¢asem
30,575 min. Jedna se o latku nepolarni, kterda neabsorbuje UV zareni. Tato latka bohuZel
nemohla byt analyzovana metodou IC spektroskopie z divodu nizkého vytézku.
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Obr. 48: HPLC-ELSD chromatogram latky FE-(7-11)-12-18-A

Latka FE-(7-11)-12-18-B

Na chromatogramu (Obr. 49) je na prvni pohled vidét jeden hlavni pik. Po bliz§im
prozkoumadni bylo zjisténo, Ze se jedna o dvojpik, coZ napovida, Ze se jedna o dvé latky,
které jsou si strukturné velmi podobné. Lze uvaZovat, Ze se jedna o izomery. Retenc¢ni
Cas je opét podobny jako u predchozich latek, jedna se tedy o latku nepolarni.
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Obr. 49: HPLC-ELSD chromatogram latky FE-(7-11)-12-18-B

U této latky byla provedena analyza metodou IC spektroskopie (Obr.50).
Absorpcni pas v oblasti 2923-2864 cm! charakterizuje alkanovou skupinu (C-H),
tedy -CHz2- a/nebo -CHs. Signal o vinoctu 1710 cm-! neni prili§ vyrazny, s nejvétsi
pravdépodobnosti se vSak bude jednat o karbonylovou nebo karboxylovou skupinu
(C=0). Absorp¢ni pas s vino¢tem 1577 cm'! by mohl poukazovat na aminoskupinu
(N-H). U zbyvajicich signali neni moZné presné urcit, o jakou skupinu jde, mohlo by se
jednat napf. o aminoskupinu (C-N), alkanovou skupinu (-CHs, -CHz-), pripadné o
primarni, sekundarni nebo terciarni alkohol (C-0).
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Obr. 50: IC spektrum latky FE-(7-11)-12-18-B

Latka FE-(7-11)-12-18-C

Z chromatogramu (Obr.51) lze vycist, Ze se jednd o latku cistou, s minimalnim
mnozstvim necistot a vzhledem Kk retencnimu casu (tr 32,885 min) také o latku
nepolarni. Stejné jako predchozi izolované slou€eniny, ani tato neabsorbuje UV zareni.
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Obr. 51: HPLC-ELSD chromatogram latky FE-(7-11)-12-18-C
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Izolovana latka nebyla identifikovina metodou IC spektroskopie z dtivodu
nizkého vytézku a olejovitého charakteru latky.

Pro zjisténi finalni struktury latek FE-(7-11)-12-18-B a FE-(7-11)-12-18-C byla
provedena analyza metodou NMR, kterou vyhodnocoval PharmDr. Milan Malanik,
Ph.D. Dle specifickych charakteristik, jako je pocet uhlikii, pocet methylovych skupin a
pritomnost isopropenylové skupiny, lze predpokladat, Ze se jednd o triterpeny
lupanového typu, konkrétné o derivaty lupeolu. Kviili nizkému vytézku vSak nebyly
v 2D NMR spektrech vidét vSechny korelace a nepodatilo se tak urcit piresnou
strukturu latek. Identifikace bude predmétem dalSiho vyzkumu.

Ackoli v samotném F. elastica zatim nebyly triterpeny lupanového typu popsany,
v jinych druzich se nachazi relativné bézné. Jako priklad je mozZné uvést F. benjamina,
F. religiosa nebo F. racemosa, které dle nalezené literatury obsahuji pentacyklicky
triterpen lupeol [64-66], u néhoZ byly dokazany pozitivni acinky pri hojeni ran [67] a
k pritomnosti tohoto triterpenu v jinych fikovnicich je mozné predpokladat, Ze se
derivaty lupeolu nachazi i ve F. elastica.

CH,

//,
’

H,C

Obr. 52: Struktura derivatu lupeolu
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4 Zaver

Teoreticka cast diplomové prace je zamérena na obecnou charakteristiku vybranych
druhii fikovnikl (F. binnendijkii 'Alii', F. binnendijkii 'Amstel Gold', F. microcarpa,
F. elastica 'Decora'). Zminovana je botanicka charakteristika, rozsireni, fytochemicky
profil a biologicka aktivita jednotlivych druhi.

Experimentalni ¢ast se vénuje zpracovani rostlinnych ¢asti zminénych druhi za
Ucelem ziskani celkovych extraktli a nasledné jejich analyze predevsim pomoci metody
HPLC-ELSD. Na zakladé toho byl k izolaci latek neabsorbujicich UV zareni vybran druh
bohaty na latky, které neabsorbuji UV zateni a zaroven nejsou prilis lipofilni.

Navzdory udajim ve védecké literature, podle niz by mél byt F. microcarpa
bohatym zdrojem triterpent, se nam tuto skutecnost nepodarilo prokazat, coZ mohlo
byt zplsobeno pritomnosti velkého mnozstvi vysoce lipofilnich latek, které maskovaly
latky polarnéjsi. Je pravdépodobné, Ze bychom piitomnost latek neabsorbujicich UV
zareni objevili po provedeni liquid-liquid extrakce, pomoci niZ bychom se zbavili
balastnich sloucenin.

Ani jeden z kultivart F. binnendijkii se neukazal jako zdroj perspektivnich latek,
podobné jako F. microcarpa. Ze vSech zpracovavanych druhl existuje ktomuto
fikovniku nejméné védeckych studii, coz je pomérné prekvapivé, vzhledem k tomu, Ze
se nejedna o druh neznamy, ale naopak velmi hojné péstovany v domdacnostech.

Na zakladé HPLC-ELSD analyzy celkovych extrakti byl k dalsimu zpracovani
vybran list F. elastica. Oproti ostatnim druhiim obsahoval méné lipofilni latky, coz
poukazovalo na mozZnou pritomnost triterpenti, které zapadaji do tématu diplomové
prace. Ve srovnani s ostatnimi rostlinnymi ¢astmi tohoto fikovniku se ndm prave list
jevil jako nejbohatsi na latky neabsorbujici UV zareni.

Kizolaci latek jsme zvolili hexanovy podil, jelikoZ jeho HPLC-ELSD analyza
prokazala pritomnost nékolika latek s reten¢nim ¢asem okolo 28.—32. minuty, coZ je
oblast chromatogramu charakteristicka pro triterpeny. Chromatogram chloroformo-
vého podilu byl také velmi zajimavy, nicméné po provedeni HPLC-DAD analyzy bylo
zjiSténo, Ze se jedna o latky absorbujici UV zareni, coZ neodpovida tématu diplomové
prace. Chloroformovy podil se vsak jevi jako perspektivni a bude predmétem dalsiho
zkoumani.

Nasledovala flash chromatografie, diky které byly ziskany jednotlivé frakce.
K izolaci latek byla vybrana frakce FE-12-50 a subfrakce FE-(7-11)-12-18, z kterych
byly metodou semipreparativni HPLC izolovany ¢tyfi latky.

Dle HPLC-ELSD analyzy se da konstatovat, Ze latky FE-12-50-A a
FE-(7-11)-12-18-Cjsou relativné Cisté, naopak latka FE-(7-11)-12-18-A obsahuje malé
mnozstvi necCistot. U latky FE-(7-11)-12-18-B bylo zjiSténo, Ze se jedna o dvojpik, coz
by mohlo signalizovat existenci dvou izomert.
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Finalni struktura byla zjiSténa pouze u latky FE-12-50-A, ktera byla identifikovana
jako kyselina palmitova. U latek FE-(7-11)-12-18-B a FE-(7-11)-12-18-C se nam
podarilo zjistit, Ze se pravdépodobné jedna o derivaty lupeolu. Latka FE-(7-11)-12-18-
A nemohla byt identifikovana z dlivodu nizkého vytézku.

Zavérem lze rici, Ze vSechny druhy, o kterych pojednava tato diplomova prace,
obsahovaly hlavné latky nepolarni a vysoce lipofilni. V predchozich diplomovych
pracich byly zpracovany fikovniky, u kterych byl zjiStén vyznamny obsah latek
absorbujicich UV zareni (s vyjimkou F. benjamina), jako jsou kumariny nebo fenolické
latky (prenylované isoflavony, fenolické kyseliny) [59, 60]. Tato zjisténi jsou
nespornym diikazem toho, jak jsou jednotlivé druhy fikovnikl odlisné a jedinecné. Je
tudiZ potreba jim vénovat naleZitou pozornost.
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