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Abstrakt

Pomoci HPLC s UV/VIS a tandemovou hmotnostni detekci byla provedena kvalitativni analyza
historického farmaceutického pfipravku — cekankového extraktu — z 18. stoleti, jehoz autenticita byla
ovétovana. Jako zdroj vybranych chemotaxonomickych markert ¢ekanky a ukazatel uspésnosti extrakce
ruznymi rozpoustédly slouzil novodoby suSeny cekankovy kofen. Jestli je historicky vzorek skutecné
extraktem, bylo dokazano zkouskou rozpustnosti ve vode. Bylo provedeno VIS spektrometrické stanoveni
inulinu, jehoZ obsah byl stanoven v novodobém vzorku na 52,4 % a v historickém extraktu na 7,45 %.
Z namétenych UV/VIS spekter vybranych standardi a literatury byla zvolena vinova délka detekce
254 a 320 nm. Pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie se podafilo dokéazat autenticitu historického
extraktu ¢ekanky, a navic uréit novy chemotaxonomicky marker c¢ekanky — arteinkulton.

Klic¢ova slova: HPLC-MS, HPLC-UV/VIS, UV/VIS spektrometrie, ¢ekanka, historicky extrakt,

¢ekankovy koten, arteinkulton

Abstract

A historical pharmaceutical preparation — chicory extract — from the 18th century whose authenticity was
investigated was qualitatively analyzed using HPLC with UV/VIS and MS? detection. A current dry
chicory root was used as a source of selected chicory chemotaxonomic markers and an indicator of the
success of extraction with different solvents. The authenticity of the historical extract was proved by
a water solubility test. A VIS spectrometric determination of inulin was used and the inuline content was
determined to be 52.4% in the current dry chicory root and 7.45% in the historical extract. The detection
wavelength 254 and 320 nm was selected from measured UV/VIS spectra of selected standards and the
literature. The authenticity of the historical chicory extract was proven by tandem mass spectrometry,
and, moreover, arteincultone — a new chicory chemotaxonomic marker — was identified.

Key words: HPLC-MS, HPLC-UV/VIS, UV/VIS Spectrometry, Chicory, Historical extract, Chicory

root, Arteincultone
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1 Uvod

Cilem této prace bylo pomoci metody HPLC s UV/VIS a tandemovou hmotnostni
detekci provést kvalitativni analyzu historického vzorku extraktu ¢ekanky z 18. stoleti
anovodobého vzorku suSeného cekankového kofene a na zikladé¢ vysledkl
provedenych méfeni potvrdit, zdali je historicky vzorek skutecné extraktem cekanky.
Také pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovat hlavni latky typické pro ¢ekanku,
to znamena pokusit se stanovit chemotaxonomické markery! ekanky, popiipadé nalézt
jejich degradacni produkty. Ziskané vysledky obou vzorkd porovnat a zjistit, jak se
zmeénil obsah latek v historickém vzorku oproti latkdm vyskytujicim se ve vzorku
novodobém. Na zaklad¢ zjisténych informaci diskutovat vyskyt ucinnych latek

v historickém vzorku a jejich stalost.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Plavod analyzovaného historického vzorku

Analyzovany vzorek, oznaCeny jako extrakt cekanky, byl ziskdn z dobové Iékarnické
nadoby pochazejici z nekdejsi 1ékarny kapucinského klastera u kostela Panny Marie
a sv. And€li v Praze na HradCanech. Lékarna byla v provozu ptiblizné od roku 1680
a svoji ¢innost ukon¢ila v roce 1822 (cit. 2).

Ve vyse uvedené kapucinské 1ékarn€ byly farmaceutické ptipravky pfipravovany
podle 1ékopisu Dispensatorium pharmaceuticum Austriaco-Viennense® zroku 1729.
Podle tohoto lékopisu byl cekankovy extrakt pifipraven vafenim suSenych kotfenl
¢ekanky ve vod¢. Pred koncem varu byl pridan ethanol a vznikla smés byla odpafenim

zahusténa, ¢imz vznikl husty pastovity extrakt.

v

2.2 Cekanka obecna

Cekanka obecna (Cichorium intybus L.; obr.2.1) je vytrvald bylina z &eledi
hvézdnicovité (Asteraceae) neboli sloznokvété (Compositae)'. Vyska rostliny
je 15-150 cm. M4 ztuha ptimou, hranatou, nahotfe vétvenou, lysou az lehce Stétinatou
lodyhu nesouci stiidavé, pfisedlé, sttedné kracovité, stielovité, podlouhlé az kopinaté,
srd¢ité az ut'até lodyzni listy. Pfizemni listy jsou fapikaté, kracovité lalo¢naté, vespod
husté Stétinaté a tvoii rizici. Obojaké, kromé pestiku péticetné, kvéty se srostlymi obaly
tvoii kvétenstvi Ubor. Zékrov ubort je dvoufady, lizko je lysé, bez plevek. Kalich
je nezfetelny. Koruna je soumérnd, dole trubkovita, vySe jednostranné jazykovita,
na vrcholu pfiblizn€ pétizuba. NejCastéji je koruna jasné modré barvy, ale vzacnéji

se vyskytuje 1 rizova ¢i bild. TycCinky jsou modré, souprasné. Semenik je spodni,



jednovajecny. Plodem je obvejCitd nazka sldmové zluté az téméef Cerné barvy
s véneckem §tétinek na vrcholu. Kofen je vietenovity. Cekanka je mlécici rostlina.
Védecky nazev ¢ekanky, Cichorium intybus, ma pivod v latin€ a fectin€. Cichorium
odkazuje na vyskyt ¢ekanky u poli (ywpiov = pole)’. Intybus je Sasteéné z fectiny, kde
evtopog (éntomos) znamena krajet, to odkazuje na listy ¢ekanky a ¢aste¢né z latiny, kde
in = v a tubus = trubice, coZ odkazuje na duté stonky &ekanky. Cesky nazev ,éekanka®
existuje v ¢estin€ jiz dlouho, nebot’ se objevuje ve Slovniku staroceském a byl tedy

znam uZ ve staroéesting .

Obr. 2.1 Cekanka obecna (prevzato z %)



2.21 Vyskyt Cekanky

Cekanka obecna neni pfili§ naro¢na na podminky, ale preferuje vapenaté ptidy* 7. Roste
na krajich poli a cest, nanaspech a suchych loukdch. Pochazi z Evropy, ale dnes
se hojné vyskytuje i v Severni Americe a ¢asteCné v Asii. ZavleCena byla také na jih

Afriky, do Australie a na Novy Zéland. V Ceské republice roste hojng.

2.2.2 Varianty ¢ekanky

Cekanky obecné existuje vice forem. Plané rostouci &ekanka se oznaduje jako
var. intybus®. Vyslechténou variantou &ekanky je var. sativum, kterd se vyznaduje
zvétSenym kotfenem. Dalsi vyslechténou odridou je var. foliosum, také znama jako
listova Cekanka. Jednd se o zimni zeleninu, kterd je oblibend ptfedevSim v zépadni

Evropé. V zimé¢ jsou péstovany jeji rychlené vybélené puky tzce kuzelovitého tvaru.

2.2.3 Historie vyuziti Cekanky

Cekanka obecna je znama a lidmi vyuZivana pro své terapeutické a lé¢ebné vlastnosti
jiz velice dlouho. Ve svém dile Naturalis historia pise Plinius o ¢ekance v Egypte®.
Také uvadi nékteré mozné zplsoby ptipravy cekanky k lécebnym ucelim. Uvadi
napiiklad jeji velice prospéSné ucinky na jatra, ledviny, Zaludek a mocovy méchyrt.
Cekanka je uvadéna také uz v Ebersové staroegyptském lékatském papyru’. Cekanku
zmifuje i fimsky basnik Quintus Horatius Flaccus ve svém dile Ody: ,,stravou mou jsou
olivy, ¢ekanky s lehkym slezem“!°. Botanicky popis ¢ekanky uvadi Theofrastos
ve svém dile O rostlindch'!.

Prvni ,,primyslové* zpracovavani ¢ekanky je zndmo z padesatych let 17. stoleti
v Nizozemsku'?. Prvni kulturni péstovani &ekanky je v Evropé doloZzeno v Prusku
v druhé poloving 18. stoleti*. Péstovani ¢ekanky obecné se v Evropé rozsiiilo také
vlivem kontinentalni blokady, kterou roku 1806 vyhlasil Napoleon Bonaparte a ktera
vedla k zamezeni dovozu zrnové kavy, coz zvysilo zajem o néhrazku kavy vyrabénou

z Gekanky — cikorku. V Cechach se prvni vyrobna cikorky objevuje na zadatku
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19. stoleti v Mochtiné u Klatov. Cikorka se v Evropé pouzivala ptfedevsim v obdobi
vélek” 13,

Dnes je ¢ekanka celosvétove rozsifena a v lidovém Iécitelstvi se vyuziva v mnoha
zemich* 714 V Evropé a USA se tradi¢né vyuziva kofen ¢ekanky, ze kterého lze
vyrobit nahrazku kavy. Z mladych listd cekanky obsahujicich hodné vitaminu C

se pripravuje salat. Kvéty a semena cekanky se vyuzivaji v Indii.
2.3 Latky obsazené v Cekance a jejich ucinky

Cekanka obecna je pouzivana pro mnohé své vlastnosti, které jsou dany latkami
v ni obsaZenymi. Jako rostlinny materidl obsahuje veliké mnozstvi latek. Jeji kotfen
je naptiklad zdrojem velikého mnozstvi latek s antioxida¢nimi a antibakteridlnimi
Gcinky!?.

Drogou ziskavanou z ¢ekanky je jeji kofen. Droga je svétle hnédé barvy, mirn€ hotrké
chuti, bez pachu®. Vzhledem k vysokému obsahu inulinu v ¢ekankovém kofeni
se cekanka pouzivd jako nahrazka kavy. Pii prazeni dochdzi k rozkladu hoicin
a ke karamelizaci sacharidii v€etné inulinu, kofeny tmavnou a vznika aromaticky

oxymethylfurfurol (obr. 2.2).

\/|
[e) OH

Obr. 2.2 Chemicka struktura 5-oxymethylfurfurolu (CASRN [67-47-0])

Souhrn hlavnich latek obsazenych v ¢ekance je uveden v tab. 2.1. Nékteré¢ vyznamné

skupiny latek jsou charakterizovany v néasledujicim textu.
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Tabulka 2.1

Skupiny latek obsazené v cekance, hlavni zastupce, jejich CASRN a odkaz na literaturu

Skupina latek Hlavni zastupce CASRN Citace
Aldehydy Koniferylaldehyd [458-36-6] i
syringaldehyd ¢ [134-96-3] 14
Esencialni oleje oktan [111-65-9] 14
Flavonoidy kaempferol [520-18-3] 17 14
kvercetin ¢ [117-39-5] 14
kyanidin [13306-05-3] 1714
Kumariny cichoriin [531-58-8] 7
eskuletin ¢ [305-01-1] 7
eskulin ¢ [531-75-9] 7
skopoletin [92-61-5] 7
umbeliferon ¢ [93-35-6] 7
Organické kyseliny kafeoylchinové kyseliny 14
tekankova kyselina [6537-80-0] 14
chinova kyselina ¢ [77-95-2] 1714
isochlorogenové kyseliny [2450-53-5] pro A 5
jable¢na kyselina [6915-15-7] 17, 14
kavova kyselina ¢ [331-39-5] 17
Polyacetyleny ponticaepoxid [3562-36-5] 5
Polysacharidy (fruktany) inulin [22413-78-1] 57,1412
Seskviterpenoidy cichoriolid A, B, C [117013-49-7] pro A 5
(seskviterpenové laktony) cichoriosid A, B, C [117013-48-6] pro A 1914
crepidiasid A, B [101921-36-2] pro A 19, 14
intybulid [374536-45-5] pro A 14
laktucin [1891-29-8] 5,20 16
laktukopikrin [65725-11-3] 3, 1420 16
picrisid B [104778-12-3] 7 14
sonchusid A, C [111618-82-7] pro A 1914
Slouceniny s dusikem fenidon [92-43-3] 14
8-hydroxychinolin [148-24-3] 14
kofein ¢ [58-08-2] 14
theofylin [58-55-9] 14
Steroidy a triterpenoidy o-amyrin [638-95-9] 14
daucosterol [474-58-8] 14
intybusoloid [1011244-46-4] 14
kampesterol [474-62-4] 14
B-sitosterol [83-46-5] 14
taraxasterol [1059-14-9] 14
taraxeron [514-07-8] 14

¢ Latka byla zvolena jako chemotaxonomicky marker v této bakalafské praci.
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2.31 Fruktany

Jako fruktan lze oznacit jakoukoli slouceninu s ptevahou fruktosyl-fruktosovych
vazeb'?. Fruktany z ¢ekanky (inulin, oligofruktosa) se fadi mezi vldkninu, tedy skupinu
latek zahrnujicich nestravitelné sacharidy a v horni Casti gastrointestinalniho traktu
nedegradovatelné ligniny. VétSina sloucenin patficich mezi vlakninu je nerozpustna
ve vodném roztoku enzymi (napf. celulosa), ale fruktany z cekanky jsou v tomto
vodném roztoku rozpustné.

Hlavni latkou, pro kterou byla ¢ekanka i v minulosti hojné péstovana, jelikoz je jejim
vyznamnym zdrojem, je inulin’. Inulin je farmaceuticky nejvyznamnéjsi fruktan. Jedna
se o zasobni polysacharid, ktery se charakteristicky vyskytuje v kofenech mnoha
zastupct Celedi hvézdnicovité (Asteraceae) a zvonkovité (Campanulaceae). Inulin
je polysacharid tvofici linearni fetézce z az padesati fruktofuranosovych jednotek, které
jsou spojeny P-(1—2) vazbou (obr. 2.3), a kazdy fetézec je zakoncen glukosovou
jednotkou. Biosyntéza inulinu probiha pomoci enzymi. Inulin se nebarvi roztokem
jodu. Savéi enzymy nejsou schopny inulin hydrolyzovat, neni tedy savci metabolizovan
a je vyluGovan nezménén. Cerstvy &ekankovy kofen o hmotnosti 100 g obsahuje

15-20 g inulinu'?.

HO
HO

HO
o)
HO
OH
o OH
o)
HO
OH n OH
o o OH
o)
HO
OH ©
OH OH

Obr. 2.3 Chemicka struktura inulinu (CASRN [22413-78-1])
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Cekankové fruktany nejsou lidskymi enzymy v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu
Stépeny a nedochdzi tedy k jejich absorpci, ale pokracuji do tlustého stieva, kde
podléhaji fermentaci vlivem bakterii'.

Fruktany z ¢ekanky jsou povazovany za prebiotikum, tedy nestravitelné slozky
potravy, které podporuji ve stfevech se vyskytujici bakterie pfiznivé ovliviiujici svého
hostitele!2. Jsou specifické tim, Ze jsou v tlustém stievé zcela zfermentovany a ve stolici
se uz zadné nenachdzeji. Fruktany obsazené v cekance podporuji télu prospésné
bifidobakterie, které je jsou schopné vyuzivat pravdépodobné diky schopnosti tvorit
enzymy S$tépici vazbu B-(1—2). Oproti tomu fakultativné patogenni bakterie fruktany
z Cekanky pfiili§ nevyuzivaji a v nékterych ptipadech tyto fruktany i potlacuji jejich rist.

Cekankové fruktany jsou také schopné zabraiiovat prijmim, jelikoz povzbuzuji
vstfebavani vody a soli'?.

Fruktany z ¢ekanky jsou, jak jiz bylo uvedeno, latky ve vod€ rozpustné, a navic
se jedna o latky bez chuti a tepelné stabilni, které 1ze dobfe kombinovat se sladidly'2.
Vzhledem k témto vlastnostem nachéazeji veliké uplatnéni v potravindistvi, protoZe jsou
velice vhodné k nahrazovani cukru, tedy sacharidi stravitelnych v travicim traktu
(sacharosa, Skrob), které maji mnohem vétsi energetické hodnoty nez nestravitelné

fruktany.

2.3.2 Seskviterpenoidy

Dalsi vyznamnou skupinou latek vyskytujicich se v celedi hvézdnicovité jsou
seskviterpenoidy (seskviterpenové laktony)'*. Seskviterpenoidi bylo izolovano veliké
mnozstvi; Aisa'* uvadi padesat pét. VétSinou se jedna o seskviterpenoidy odvozené
od guajanovych seskviterpentl, ale nékteré maji jako zaklad eudesmanovy seskviterpen.
Hoftkost zplisobuje seskviterpenoid vyskytujici se v celé rostling, laktukopikrin.
Seskviterpenoidy laktukopikrin a laktucin (obr. 2.4) vykazuji antimalarické u¢inky!'®.
Vodny extrakt cekankového kofene lze proto vyuZit jako antimalarikum, které

je ale citlivé na svétlo.
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OH
Obr. 2.4 Chemicka struktura (a) laktukopikrinu (CASRN [65725-11-3]) a (b) laktucinu (CASRN
[1891-29-8])

2.3.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou vyznamné rostlinné sekundarni metabolity”'* 7.  Jedna
se o nejrozsahlejsi skupinu fenolickych sloucenin v rostlinach. Vyskytuji se ve vsech
¢astech rostlin, ale pfedev§im jsou piitomny ve fotosyntetizujicich butnikach. Jsou
pfitomny volné i ve formé& glykosidl. Jejich funkci je ochrana rostliny pied UV
zatfenim. Flavonoidy jsou diky své struktufe latky s vyznamnymi antioxidacnimi
ucinky, a proto je dobré je pfijimat ve stravé. Plusobi preventivné proti chronickym
degenerativnim onemocnénim (kardiovaskuldrnim a travicitho traktu). Ptiklady

flavonoidl vyskytujicich se v ¢ekance obecné jsou kaempferol a kvercetin (obr. 2.5).

(a) (b)

OH

Obr. 2.5 Chemicka struktura (a) kaempferolu (CASRN [520-18-3]) a (b) kvercetinu (CASRN [117-39-5])

234 Kumariny

Kumariny se v rostlinich vyskytuji volné i ve formé glykosid@’. Jsou to derivaty benzo-

-a-pyronu a je pro n¢ charakteristicka viiné Cerstvé poseceného sena. V amoniakalnim
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roztoku modie, modrozelené nebo fialové fluoreskuji, cehoz lze vyuzit ve vizualizaci
téchto sloucenin pii chromatografii. Lépe je fluorescence pozorovatelna pii pouziti

ultrafialového svétla. V listech Cekanky se vyskytuje eskuletin, eskulin, cichoriin,

HO 0__0
1T
H_#—00 Z
OH H
0 H
H OH
(c) (d)
HO 0o__0 HO 0_0O
JOLJ 199

Obr. 2.6 Chemicka struktura (a) eskuletinu (CASRN [305-01-1]), (b) eskulinu (CASRN [531-75-9]),
(c) skopoletinu (CASRN [92-61-5]) a (d) umbeliferonu (CASRN [93-35-6])

skopoletin a umbeliferon (obr. 2.6).

(a)
HO 0._0O
LT

(b)
H

235 Organickeé kyseliny

V cekance se vyskytuji také mnohé organické kyseliny. Za hlavni bioaktivni latky
tekanky jsou povazovany kafeoylchinové kyseliny!>. Mnoho organickych kyselin
se nachdzi v listech c¢ekanky (napf. flavonoidy cekankové kyseliny, izomery
chlorogenové kyseliny)'#. Piisobi jako antioxidanty a také zplsobuji inhibici aktivity
enzymu o-glukosidasy.

Cekanka obsahuje ¢étyfi vyznamné hydroxyskoficové kyseliny (obr. 2.7)'8. Hlavni
slouceninou je chlorogenovd kyselina, kterd je vyznamny antioxidant a ma také
antihyperglykemicky ucinek, jelikoZ inhibuje v jatrech enzym glukosa-6-fosfatasu.
V kofteni ¢ekanky se nachazeji tfi dalsi hydroxyskoficové kyseliny — ¢ekankova, kavova
a ferulova kyselina, které se 1i§i farmakologickymi vlastnostmi.

Cekankova kyselina ma antihyperglykemické G&inky, jelikoZ vykazuje inzulinotropni
ucinek na [-buiiky pankreatu a také stimuluje vychytdvani glukosy svalovymi
bunikami'®. Na rozdil od chlorogenové kyseliny ale neplisobi na jatra.

Kavova kyselina ma také antihyperglykemicky G¢inek!'s. Piisobi predev§im snizovani

glukagonem indukované glykogenolyzy v jatrech a také snizuje uvoliiovani inzulinu.
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Ferulova kyselina m4 inzulinotropni u¢inek na B-buriky pankreatu's,

a b
(a) 0.0 OH (b) o
o)
HODA\)LO%O N OH - WOH
HO 0”0 HO

(c) dio. (d) Oy-OH
OH
o 0 HODA\/‘LO... Ok/\@ori
HO OH OH

Obr. 2.7 Chemické struktury hydroxyskoficovych kyselin: (a) cekankova kyselina (CASRN
[6537-80-0]), (b) ferulova kyselina (CASRN [1135-24-6]), (c) chlorogenova kyselina (CASRN
[327-97-9]), (d)isochlorogenova kyselina A (CASRN [2450-53-5]) a (e) kavova kyselina (CASRN
[331-39-5])

2.3.6 Steroidy a triterpenoidy

Steroly vyskytujici se v rostlinach se nazyvaji fytosteroly. VSechny rostliny obsahuji
steroly a stanoly’. Tyto latky se oproti cholesterolu §patné vstiebavaji v travicim traktu
a zaroven také inhibuji vstiebavani cholesterolu z potravy. Vzhledem k této vlastnosti
je dobré je zatadit do jidelnicku u lidi se zvySenym mnozZstvim cholesterolu v krvi.

Hlavnimi steroly v rostlinach jsou sitosterol a kampesterol (Obr. 2.8).

(a) (b)

HO HO

Obr. 2.8 Chemicka struktura (a) B-sitosterolu (CASRN [83-46-5]) a (b) kampesterolu (CASRN [474-62-4])
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2.3.7 Slouceniny s dusikem

Kofein a theofylin (obr. 2.9) jsou purinové alkaloidy, derivaty xanthinu’. Kofein piisobi
na nervovou soustavu a také ma slaby diureticky ucinek. Theofylin ma silnéjsi

diureticky ucinek nez kofein, nebot’ uvoliiuje hladkou svalovinu u€innéji nez kofein.
@ o . ® o9
Y T
0 ITI N o T N
Obr. 2.9 Chemicka struktura (a) kofeinu (CASRN [58-08-2]) a (b) theofylinu (CASRN [58-55-9])

2.4 Chemotaxonomické markery vybrané v této praci

Z latek literaturou uvadénych jako ¢asto se vyskytujici v ¢ekance obecné (tab. 2.1) bylo
vybrano dvanact na trhu dostupnych latek a ty byly pouzity jako chemotaxonomické
markery. Struktury latek, jejichZ vzorce nebyly uvedeny vyse v textu, jsou znazornény

na obr. 2.10.

(@) (b) © <

O
OH
l/>:0 HO.. OH
N\N ' OH
H HO Ox o~

OH
Obr. 2.10 Chemicka struktura (a)fenidonu (1-fenyl-3-pyrazolidinon), (b) D-(—)-chinové kyseliny,
(c) syringaldehydu

Byl vybran také inulin, ktery byl ale stanovovan jinou metodou, protoZe ho nelze
dobte detekovat pomoci MS.

Vzhledem k nedostupnosti fady chemotaxonomickych markert byl jako zdroj téchto
latek pouzit novodoby koten €ekanky. Jako chemotaxonomické markery byly vybrany

latky ze skupiny seskviterpenovych laktoni a hydroxyskoficovych kyselin
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(tab. 2.2)*1-2% 23 24 Struktury chemotaxonomickych marker®, které nebyly uvedeny

vyse v textu, jsou zndzornény na obr. 2.11.

Tabulka 2.2
Vybrané chemotaxonomické markery cekanky ze skupiny seskviterpenovych laktonti a hydroxy-

skoficovych kyselin, jejich CASRN a odkaz na literaturu

Skupina latek Vybrany chemotaxonomicky CASRN Citace
marker

Hydroxyskoficové kyseliny ¢ekankova kyselina [6537-80-0] 142123
chlorogenova kyselina [327-97-9] 52123
isochlorogenové kyselina A [2450-53-5] 521

Seskviterpenové laktony lettucenin A [97915-46-3] 2
11,13-dihydro-8-deoxylaktucin [7726-34-3] 20
8-deoxylaktucin [65725-10-2] 1920
laktucin [1891-29-8] 516 19 20
laktukopikrin [65725-11-3] 5 1416 20
11p,13-dihydrolaktucin [83117-63-9] 19,20
11B,13-dihydrolaktukopikrin [125519-47-3] 2

Obr. 2.11 Chemické struktury zbyvajicich zvolenych chemotaxonomickych markert ze skupiny
seskviterpenovych laktont: (a) 8-deoxylaktucin, (b) 11,13-dihydro-8-deoxylaktucin, (c) 11f,13-dihydro-
laktucin, (d) 11pB,13-dihydrolaktukopikrin a (e) lettucenin A
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2.5 Metody analyzy latek obsazenych v ¢ekance

Vzhledem k tomu, ze c¢ekanka je rostlinny materidl, ve kterém se vyskytuje veliké
mnozstvi latek, jsou k analyze pouzivany zejména separacni metody. Velice vyznamnou
a Castou metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie.

Willeman a kol.?° studovali vzorky kotene ¢ekanky Cichorium intybus var. sativum
pomoci HPLC s DAD detekci. Zaméfil se na stanoveni volnych chlorogenovych kyselin
a seskviterpenovych laktonti. Mobilni faze se skladala ze ti¥i slozek okyselenych
0,1% kyselinou fosfore¢nou. Slozkou A byla voda, slozkou B byl methanol a slozkou C
byl acetonitril. Byla pouzita gradientova eluce a analyza trvala 16,5 min. Kolona byla
temperovéana na 45 °C. Analyza byla provadéna na koloné¢ Kinetex PFP (100%4,6 mm,
2,6 um). Seskviterpenovych laktoni a chlorogenovych kyselin bylo stanoveno
2502100 ugg ' suSeného kotene, 790 a 1,5pugg ! c&ekankové mouky
a 160 a 820 ug g ! prazenych kouskt kofene.

Stanovenim inulinu v kofenu éekanky obecné se zabyval Basaran a kol.”,
kteti pouzili isokratickou eluci na koloné Inertsil-NH; (250x4,6 mm, 5 pm) a mobilni
fazi byla ultracistd voda. Kolona byla temperovana na 80 °C. Detekce byla provadéna
pomoci refraktometrického detektoru. Koncentrace inulinu se pohybovaly v rozmezi
90—144 g kg

Metodu na spektrometrické stanoveni inulinu v plazmé a moci navrhl Heyrovsky?®.
Principem je reakce p-indolyloctové kyseliny s fruktosou a fruktosu obsahujicimi
sacharidy (inulin) v prostfedi koncentrované kyseliny chlorovodikové, kdy vznika pfi
laboratorni teplot¢ béhem 15 az 18 h, nebo po zahtati ve vodni lazni na 37 °C po dobu
1 h fialové zabarveni, které Ize stanovit spektrometricky pii vinové délce 530 nm.

Pii analyze rostlinného materidlu je dilezitym krokem také extrakce, kterou se vice
zabyval Liu a kol."> pfi studiu antibakterialni a antioxida¢ni aktivity extraktu kofene
¢ekanky obecné. Optimalni podminky byly pii kombinaci 70% ethanolu, 24 h dlouhé
dob¢ louhovani a trojndsobné ultrazvukové lazné s ptikonem 300 W. Ke stanoveni
kafeoylchinovych kyselin z kofene ¢ekanky byla pouzita metoda HPLC na koloné
Diamonsil 18 C (250%4,6 mm) s linedrni gradientovou eluci. Mobilni faze byla smés

destilované vody a acetonitrilu, obé slozky byly okyseleny 3% octovou kyselinou.
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Kolona byla temperovana na teplotu 38 °C. Pfi extrakci za optimalnich podminek

obsahoval extrakt ¢ekankového kotene 0,104 % kafeoylchinovych kyselin.
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3 Experimentalni cast

3.1 Popis vzorkl

Vzorek historického extraktu cekanky byl ziskdn ze sbirky Narodniho muzea
(inv. ¢. H2-9568). Pochazi z kapucinské 1ékarny, kde byl uskladnén ve sklenéné nadobé
o priméru 50 mm a vysSce 120 mm (obr. 3.1a). Stény nadoby byly pfetfené barvou,
kterd méla za Ukol chréanit obsah pted svétlem. Hrdlo nddoby bylo piekryto koZzenym
vickem, které bylo upevnéno provazkem. Nadoba je oznacena népisem
,Ext: Cichor[ii]“. V naddobé byly uschovany suché kousky cekankového extraktu
riznych tvart, ve stfedu svétlé a okraje tmaveé hnédé az cerné (obr. 3.1b). Suché kousky
vznikly vyschnutim ptivodné hustého a pastovitého extraktu béhem 200 let, kdy byl
extrakt uloZzen v piivodni nddob¢ v kapucinské 1ékarné.

Novodoby vzorek suSeného cekankového kotfene byl zakoupen v fijnu 2021
v prodejné Salveo (Praha) a byl uloZen v papirovém sacku (obr. 3.1c). Kousky kotfene

mely svétle hnédou barvu (obr. 3.1d).
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Obr. 3.1 Analyzované vzorky: (a) barokni stojatka, z niz byl odebran historicky vzorek extraktu ¢ekanky,
(b) ukazka vzhledu odebraného historického vzorku extraktu ¢ekanky, (c) sacek s novodobym vzorkem

¢ekankového kotene, (d) ukazka vzhledu novodobého vzorku ¢ekankového kotfene

3.2 Chemikalie

Ke vSem ukontim byla pouzivdna voda Milli-Q, tedy deionizovana voda o mérné
vodivosti < 0,05 uS cm™!, ktera byla ziskana pomoci piistroje Milli-Q (Millipore, USA).
Pti HPLC s UV/VIS detekci byl jako slozka A mobilni faze pouzivan mravencanovy
pufr o koncentraci 1072 mol dm™ a pH = 2,23, ktery byl pfipraven z mravenéi kyseliny
(98% p.a., Lach-Ner, Ceskd republika) a v poméru 1:2 zfedéné 35% kyseliny
chlorovodikové (35% p. a., Lach-Ner, Ceské republika). Pro HPLC s MS detekei byl

na misto mravencanového pufru pouzit vodny roztok mravenci kyseliny o koncentraci
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102 mol dm™> a pH = 3,50. Slozkou B mobilni faze byl v obou piipadech detekce
methanol (HPLC, Biosolve Chimie, Francie).

K extrakcim vzorkti byla pouzita voda Milli-Q, ethanol (96%, p.a., Penta,
Ceska republika), n-hexan (HPLC, Macron Fine Chemicals), ethyl-acetat (99,7% p. a.,
Penta, Ceska republika).

K ptipravé roztokl standardii (chemotaxonomickych markeri) byly, pokud neni
uvedeno jinak, pouzity latky od vyrobce Sigma-Aldrich o nasledujici ¢istoté: ¢ekankova
kyselina (> 95% HPLC), eskuletin (98%), eskulin hydrat (> 98%), fenidon (97%),
D-(—)-chinova kyselina (98%), kavova kyselina (= 98,0% HPLC), kofein (extra pure,
Fisher Chemical), kvercetin (> 95% HPLC), sitosterol (= 96%), syringaldehyd (98%),
theofylin (> 99%) a umbeliferon (99 %).

Standardem inulinu byl vzorek pro potravinarské ucely (99 % inulin,
1 % protispékava latka oxid kiemi¢ity) od spole¢nosti F&N (Ceska republika). K jeho
stanoveni byla také pouzita p-indolyloctova kyselina (p. a., Lachema, Ceské republika)

a vySe zminéna kyselina chlorovodikova.

3.3 Pristroje a metody

3.3.1 Extrakce

K extrakci vzorku novodobého kofene a historického extraktu ¢ekanky bylo vzato par
kouskt vzorku a ty byly rozetfeny pomoci tloucku v tieci misce na prach. Ze vzniklého
zhomogenizovaného prasku bylo odvaZzovano ptfesné asi 100 mg do mikrozkumavky
Eppendorf na analytickych vahach Sartorius R 200 D (Sartalex, Némecko). K navazkam
bylo ptidano 1,5 cm® piislusného rozpoustédla. K extrakci byla jako rozpoustédlo
pouzita voda Milli-Q, ethanol, n-hexan a ethyl-acetat. Vzorky byly nésledné umistény
do ultrazvukové lazné Bandelin Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Némecko)
podobu 15 minut pii vykonu 80/320 W. Nasledné¢ byly umistény do centrifugy
miniSpin plus (Eppendorf AG, Némecko) po dobu 10 minut pii 10 000 rpm.
Automatickou pipetou byl supernatant odpipetovan do vialek.

Pii extrakci hexanem byl supernatant po centrifugaci pipetovan do mikrozkumavek

Eppendorf a ty byly umistény do odparky miVac DNA (GeneVac Ltd, UK) na 30 minut
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pii 70 °C. Odparky byly pied analyzou rozpustény v 0,1 cm® mobilni fize
(90 % mravencanového pufru a 10 % methanolu).

Extrakce ethyl-acetatem byla provedena také pro navazky 100 mg historického
a novodobého vzorku, ale navic byl pfipraven i slepy vzorek. Navazky byly rozpustény
v 1 cm® ethyl-acetitu a mikrozkumavky Eppendorf byly zakryté alobalem umistény
do ttepacky Thermo-Shaker (Grand-bio, EU) na 2 h pfi 830 rpm a pokojové teploté.
Nasledné byly mikrozkumavky Eppendorf dany do centrifugy miniSpin plus po dobu
10 minut pfi 10 000 rpm. Supernatanty byly prefiltrovany pies 0,2 um stiikackovy filtr
z acetatu celulosy (Whatman) do mikrozkumavky Eppendorf a odpafeny v odparce
miVac DNA pii 50 °C po dobu 30 minut. Odparky byly pied analyzou rozpustény

v 0,1 cm® mobilni faze.

3.3.2 Roztoky chemotaxonomickych markert

Zasobni roztoky standardli (chemotaxonomickych markerti) byly pfipraveny navaZenim
piesné asi 10 mg standardu na analytickych vahach do 10cm® odmérnych bangk, které
byly doplnény po rysku 96% ethanolem. Pro HPLC analyzu byly roztoky vsech

3 zasobniho roztoku do 10cm?

standardii zfedény tak, Ze bylo pipetovano 100 mm
odmérné baiiky a ta byla dopInéna po rysku 96% ethanolem. Analyza roztoku standardu
eskulinu byla provedena i pro nezfedény roztok vzhledem k jeho hor$i rozpustnosti.
Odlisné byl pfipraven roztok standardu cekankové kyseliny, jehoz navédzka byla pouze
0,27 mg a byl rozpustén pouze v 1 cm® 96% ethanolu. Zfedéné roztoky standarddi kromé
¢ekankoveé kyseliny byly podrobeny UV/VIS spektrometrii na spektrometru HP-8453

(Hewlet Packard, USA) v kfemennych kyvetach optické drahy 1 cm.

3.3.3 Stanoveni inulinu

Stanoveni inulinu ve vzorku novodobého kofene a historického extraktu ¢ekanky bylo
provedeno metodou podle Heyrovského?®. Byl piipraven zasobni roztok B-indolyloctové
kyseliny o koncentraci 5000 mg dm™ rozpusténim navézky B-indolyloctové kyseliny
v 96% ethanolu a vodny zisobni roztok inulinu o koncentraci 1000 mg dm™, ze

kterého byla pfipravena sada kalibracnich roztokl o koncentracich inulinu 20; 40; 60;
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80 a 100 mg dm>. Byl pfipraven také slepy vzorek. Novodoby i historicky vzorek byl
zhomogenizovan v tieci misce s tlouckem a na analytickych vahach bylo na lodicku
odvéazeno 0,10087 g novodobého a 0,10261 g historického vzorku. Navazky byly
kvantitativné pfevedeny do 25cm? odmérnych bangk, které byly doplnény po rysku
vodou, uzavieny vickem a promichany. Vznikl¢ extrakty byly piefiltrovany pies
filtraéni papir a do 10cm® odmérnych banék byl pipetovan 1cm?® piefiltrovanych
extraktl. Odmérné banky s filtraty byly doplnény vodou po rysku a promichany,
¢imz byly pfipraveny ziedéné extrakty. Z kalibra¢nich roztokl a zfedénych extraktl byl
pipetovan 1 cm® do sklenénych zkumavek se zatkou, do kterych bylo ptidano 0,2 cm?
zdsobniho roztoku B-indolyloctové kyseliny a 8 cm® 35% kyseliny chlorovodikové.
Zkumavky byly umistény do vodni ldzn¢ EB7 (Labor- und Reinraumtechnik Arnsdorf,
Némecko) o teplot¢ 37 °C po dobu 1 h. Poté bylo zméteno spektrum ptislusnych
roztokll pfi 530 nm na spektrometru HP-8453 v kfemennych kyvetidch optické drahy
1 cm. Spektrum extraktu novodobého kofene ¢ekanky bylo zméfeno jest€ po jeho

zfedéni 35% kyselinou chlorovodikovou v poméru 1:2.

3.34 HPLC s UV/VIS a hmotnostni detekci

Extrakty vzorkd a roztoky standardi byly analyzovany pomoci metody HPLC-UV
na pfistroji UHPLC Nexera XR s DAD a FLD detektorem (Shimadzu). Metoda byla
prevzata a upravena podle Willemana a kol.?°. Stacionarni fazi byla kolona Kinetex 2,6y
Phenyl-Hexyl 100A (100%3,0 mm). Mobilni faze se skladala ze dvou sloZek. Slozkou A
byl mravenéanovy pufr o koncentraci 107> mol dm™ a pH = 2,23, k jehoZ piipravé byl
pouzit pH-metr Jenway 3510 (Barloworld Scientific, UK) s elektrodou HC 103
(Theta, CR) a slozkou B byl methanol. Celkovy &as analyzy byl 22 minut. K analyze
byl pouzit gradient zainajici na 90 % slozky A. Béhem prvnich 15 minut linedrné
kleslo zastoupeni slozky A aZz na 10 % atakto setrvalo konstantn€ 2 minuty
(do 17. minuty chromatogramu). Poté zastoupeni slozky A linearn¢ vzrostlo béhem
3 minut (do 20. minuty chromatogramu) na 90 %. Posledni dvé minuty (do 22. minuty
chromatogramu) bylo zastoupeni slozky A konstantné¢ 90 %. Pritok mobilni faze byl

0,5 cm® min~!. Teplota kolony byla temperovéna na 30 °C. Pro analyzu s DAD detekci

26



pii vinovych délkach 254 a 320 nm byl objem néstfiku 1 mm?’. Data byla sbirana
a vyhodnocovana programem LabSolutions 2010 (Shimadzu).

Stejnd metoda byla pouzita i pro analyzu s MS detekci na pfistroji Agilent 1200
HPLC System s bindrnim cerpadlem. V tomto piipad¢ ale musel byt pouzit kvuli
ionizaci na misto mravencanového pufru roztok mraven¢i kyseliny o koncentraci
102 mol dm™> a pH = 3,50 a objem nastfiku vzorku byl 3 mm?®. ESI-HRMS detekce
byla provedena na Bruker QqTOF Compact pfistroji se softwarem Compas otof Control
4.0 (Bruker Daltonics, Némecko). Ke zpracovani dat byl pouzit software Compass
DataAnalysis 4.4 (Build 200.55.2969) (Bruker Daltonics, Némecko). ESI-MS? byla
provedena v pozitivnim i negativnim iontovém modu. Rozmezi skenu bylo od m/z 50
do m/z 1000. Zmlzovaci plyn mél teplotu 220 °C a jeho pritok byl 3,0 dm® min'.
Napéti kapilary bylo 2800 V. Naméfena hmotnostni spektra byla analyzovana
softwarem Compass CompoundCrawler 3.0 (Bruker, Némecko) a byla porovnana

s literaturou a databazemi PubChem?’, ChemSpider*’, ChEBI?!.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Zkouska rozpustnosti

Ov¢érteni, zda je historicky vzorek skutecné extraktem a nikoli jen suchym ¢ekankovym
kotenem, bylo provedeno zkouskou rozpustnosti ve vod¢€. Historicky vzorek se rozpustil
a zbarvil vodu tmavé hnédé, zatimco novodoby vzorek cCekankového kotfene se
nerozpustil, ale pouze nabobtnal. Timto testem bylo ovéfeno, ze historicky vzorek
¢ekankového extraktu je extraktem. Tmavé zabarveni by mohlo byt disledkem ptipravy
extraktu, kdy pfi tepelném zpracovani ¢ekankového kotfene dochazi ke karamelizaci

sacharidu.

4.2 Stanoveni inulinu

Pro ovéfeni vhodné vinové délky stanoveni bylo nejprve prométeno absorpcni spektrum
reakéniho produktu inulinu s B-indolyloctovou kyselinou v prostiedi koncentrované
kyseliny chlorovodikové (obr. 4.1), a na zdkladé ného zvoleno méfeni absorbance
pii 530 nm.

Nasledné byla pomoci kalibracnich roztokli inulinu sestrojena kalibracni zavislost

uvedena na obr. 4.2.
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Obr. 4.1 UV/VIS spektrum reakéniho produktu inulinu (o koncentraci 60 mg dm>) s B-indolyloctovou
kyselinou v prostfedi koncentrované kyseliny chlorovodikové (méfeno v kiemenné kyveté optické drahy

1 cm)
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Obr. 4.2 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni inulinu na zakladé jeho reakce s B-indolyloctovou kyselinou

v prostiedi kyseliny chlorovodikové (méfeno v kiemenné kyveté optické drahy 1 cm)
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Nasledn¢ bylo provedeno spektrometrické stanoveni inulinu ve vzorku historického
extraktu Cekanky a tiikrat zfedéného novodobého vzorku suSeného cekankového
kotene. Koncentrace inulinu ve vzorku byla vypocitdna dosazenim naméfenych

absorbanci vzorka do rovnice kalibraéni kiivky

As30=2,20 - 107 - ¢ [mg dm ] (4.1)

Ziskané koncentrace byly vyndsobeny fedénim. Pro historicky i novodoby vzorek bylo
zapocitano fedéni desetkrat a pro novodoby navic jest¢ fedéni tiikrat. Vysledky

stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.1.

Tabulka 4.1

Spektrometrické stanoveni inulinu ve studovanych vzorcich (H) historickém a (N) novodobém: namétené
absorbance reak¢niho produktu inulinu s B-indolyloctovou kyselinou v prostfedi koncentrované kyseliny
chlorovodikové pifi 530 nm, koncentrace podle rovnice (4.1), dopocitana koncentrace vzhledem k fedéni,

mnozstvi inulinu, navazka vzorku a procentualni zastoupeni inulinu ve vzorku

Vzorek

Historicky Novodoby

Aszo 0,067257 0,15511
c(inulin) / mg dm> 30,6 70,5
c(inulin, pfed fedénim)/ mg dm™> 3,06 - 10> 2,12 - 10°
m(inulin) / mg 7,64 52,9
m(vzorek) / mg 102,61 100,87
w(inulin) / % 7,45 52,4

Stanoveny obsah inulinu v novodobém kofeni cekanky je v souladu sudaji
uvedenymi v literatufe®?. Niz§i obsah inulinu v historickém &ekankovém extraktu
je pravdépodobné zplsoben degradaci sacharidii vlivem tepelnych procesti béhem

ptipravy extraktu.
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4.3 Méreni UV/VIS spekter vybranych chemotaxonomickych

markeru a vybér vhodnych vinovych délek pro detekci

Pro roztoky vybranych chemotaxonomickych markerti, uvedenych v tab. 4.2 byla
zmétena UV/VIS spektra ethanolickych roztokl, z nichz byla zjisténa vinova délka

maxima. Ukéazka UV/VIS spekter je na obr. 4.3.

(a)

0,5 |- 4

9 7 " 4
00 00 nm 600 00 300 Anm 00

Obr. 4.3 UV/VIS spektrum ziedéného roztoku (a) kvercetinu a (b) umbeliferonu o koncentraci

10 mg dm™ v prostiedi 96% ethanolu (m&feno v kfemennych kyvetach optické drahy 1 cm)

Tabulka 4.2
Vybrané chemotaxonomické markery, jejich CASRN a vinova délka maxima zjisténa z UV/VIS spekter

méfenych v prostiedi 96% ethanolu v kiemenné kyveté optické drahy 1 cm

Standard CASRN Amax / N
¢ekankova kyselina [6537-80-0] 330
eskuletin [305-01-1] 360
eskulin [531-75-9] 338
fenidon [92-43-3] 245
D-(—)-chinova kyselina [77-95-2] nema
kavova kyselina [331-39-5] 218
kofein [58-08-2] 273
kvercetin [117-39-5] 256
[-sitosterol [83-46-5] 352
syringaldehyd [134-96-3] 304
theofylin [58-55-9] 270
umbeliferon [93-35-6] 323
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Na zékladé provedenych méteni UV/VIS spekter a informaci z literatury®® byly pro
nasledujici HPLC analyzu s UV/VIS detekci vybrany jako vhodné vinové délky detekce
254 2320 nm.

4.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV/VIS detekci

Analyza novodobého vzorku suseného koiene cekanky a vzorku historického
¢ekankového extraktu, extrahovanych riznymi rozpoustédly (voda, 50% ethanol,
96% ethanol), byla provedena pomoci HPLC s UV/VIS detekci pomoci DAD detektoru.
Z namétenych udaji byly vybrany chromatogramy pti vinové délce 254 nm (obr. 4.5

a4.6) a vinové délce 320 nm (obr. 4.7 a 4.8).

intenzita

intenzita

timin 20
Obr. 4.5 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu (a) novodobého kofene cekanky a (b) historického
extraktu cekanky extrahovanych vodou. Provedeno na koloné¢ Kinetex 2,6 Phenyl-Hexyl 100A
(100x3,0 mm) s gradientovou eluci (mravencanovy pufr o koncentraci 1072 mol dm>a pH=2,23

a methanol), prittokova rychlost 0,5 cm® min~!. Mé&feno pfi 254 nm.
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Obr. 4.6 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu (a) novodobého kotene cekanky a (b) historického
extraktu ¢ekanky extrahovanych 96% ethanolem. Provedeno na koloné Kinetex 2,6p Phenyl-Hexyl 100A
(100x3,0 mm) s gradientovou eluci (mraventanovy pufr o koncentraci 102 mol dm>a pH=2,23

a methanol), priitokova rychlost 0,5 cm® min™'. Mé&feno pii 254 nm.
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Obr. 4.7 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu (a) novodobého kotene cekanky a (b) historického
extraktu cekanky extrahovanych vodou. Provedeno na koloné¢ Kinetex 2,6 Phenyl-Hexyl 100A
(100x3,0 mm) s gradientovou eluci (mravencanovy pufr o koncentraci 1072 mol dm>a pH=2,23

a methanol), prittokova rychlost 0,5 cm® min~!. Mé&feno pfi 320 nm.
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Obr. 4.8 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu (a) novodobého kotene cekanky a (b) historického
extraktu ¢ekanky extrahovanych 96% ethanolem. Provedeno na koloné Kinetex 2,6p Phenyl-Hexyl 100A
(100x3,0 mm) s gradientovou eluci (mraventanovy pufr o koncentraci 102 mol dm>a pH=2,23

a methanol), priitokova rychlost 0,5 cm? min™'. Mé&feno pii 320 nm.

Na uvedenych HPLC-UV/VIS chromatogramech vodného extraktu historického
¢ekankového extraktu je patrné oproti chromatogramiim vodného extraktu novodobého
¢ekankového kotfene veliké mnozZstvi prekryvajicich se pikli s mnohem vétsi intenzitou.
To naznacuje veétSi zastoupeni latek rozpustnych ve vode€ v historickém extraktu. Vyssi
intenzita pikl a jejich prekryti by mohlo ukazovat na pfitomnost ve vodé€ rozpustnych
degradac¢nich produkta latek vyskytujicich se v extraktu novodobého kotfene. Posunuti
retencnich casti pikd historického extraktu dal oproti pikim v chromatogramu
novodobého vzorku by mohlo poukazovat na zmény ve struktute latek vlivem jejich
degradace. Vétsi pocet i intenzita pikd je u vodnych extraktt pii vinové délce 254 nm.

HPLC-UV/VIS chromatogramy ethanolického extraktu historického extraktu
neobsahuji témét zadné piky, zatimco v chromatogramech ethanolického extraktu
novodobého kotene ¢ekanky jsou nékteré piky patrné.

Na odlisnostech v poctu a intenzit¢ piki v chromatogramech vodného
a ethanolického extraktu historického cekankového extraktu je vidét zéavislost

uspésnosti extrakce na volbé vhodného rozpoustédla.
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Veliké mnozstvi piekryvajicich se pikii v chromatogramech vodného extraktu
historického extraktu c¢ekanky vedlo k nutnosti vyuzit pro dal$i analyzu vzorkl
hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni spektrometrie umoziiuje navic jistéj$i urceni

latek vzhledem k moZznosti rozpoznani struktury latek.

4.5 Identifikace chemotaxonomickych markerd pomoci HPLC
s MS? detekci

Extrakty novodobého suseného kotene Cekanky a historického extraktu cekanky byly
analyzovany pomoci HPLC spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Novodoby
¢ekankovy kofen slouzil jako zdroj chemotaxonomickych markerti cekanky
nedostupnych na trhu a zaroven byl ukazatelem vhodnosti rozpoustédel pouzitych
k extrakci latek ze vzorku. Ukédzka chromatogramu detekce hlavnich seskviterpenovych

laktont v extraktu novodobého ¢ekankového kofene je na obr. 4.7.

2.5
2.0 ‘
1.57 |
1.0 I
0.5
0.0 — £ 2 A

— T T T T T T T T 7T

25 5.0 75 100 125 150 175

Intenzita
~

t/min
Obr. 4.7 HPLC-MS chromatogram extrahovanych iontd extraktu novodobého cekankového kofene
extrahovaného ethyl-acetatem v negativnim modu ESI. Identifikované latky: (1) chlorogenova kyselina,
(2) 11B,13-dihydrolactucin, (3) laktucin, (4) isochlorogenova kyselina A, (5)11pB,13-dihydrolaktu-
kopikrin, (6) laktukopikrin, (7) hydroxylinolova kyselina. Provedeno na koloné Kinetex 2,6y Phenyl-
Hexyl 100A (100x3,0 mm) s gradientovou eluci (mravendi kyselina o koncentraci 1072 mol dm™

a pH = 3,50 a methanol), prittokova rychlost 0,5 cm> min™!

V historickém 1 novodobém vzorku bylo nalezeno veliké mnozstvi latek.
V pozitivnim médu ESI bylo nalezeno 63 latek a v negativnim modu ESI 75 latek.
V osmnécti piipadech se jednalo o latku typickou pro ¢ekanku ¢i jiné rostliny (tab. 4.3)

a pro n&které ztéchto latek byla porovnanim s databazemi®® 3% 3!

a soucasnym
provedenim tandemové hmotnostni spektralni analyzy s vysokym rozliSenim urcena

jejich struktura, ale pro nékteré bylo mozné urcit pouze empiricky vzorec.
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Tabulka 4.3

Latky nalezené pomoci hmotnostni spektrometrie v HPLC chromatogramu riznych extraktt historického

extraktu ¢ekanky (H) nebo novodobého éekankového kotene (N), (retenéni ¢as v HPLC, ESI moéd, typ

iontu, experimentalni a teoreticky m/z, ndzev a CASRN latky, vyskyt v extraktu), provedeno na koloné

Kinetex 2,6p Phenyl-Hexyl 100A (100%3,0 mm) s gradientovou eluci (mravenci kyselina o koncentraci

1072 mol dm 3 a pH = 3,50 a methanol), pritokova rychlost 0,5 cm? min™*

tr/min ESI Typ m/z Nizev, CASRN Pritomnost ve vzorku extrahovaném rozpoustédlem
moéd iontu
Experimentilni Teoretické A/ppm hexan 100% 50% ethyl- voda
ethanol ethanol acetat

5.4 Poz, [M+H]*  279,1231 279,1227 —1,4 11,13-dihydrolaktucin, [83117-63-9] N N

6,1 Poz, [M+H]*  277,1074 277,1071 —1,3 laktucin, [1891-29-8] N

7,3 Poz, [M+H]* 517,1335 517,1341 1,4 isochlorogenova kyselina A, [2450-53-5] N

8,0 Poz, [M+H]" 263,1282 263,1278 —1,4 11,13-dihydro-8-deoxylaktucin, N N
[7726-34-3]

8,8 Poz, [M+H]"  261,1121 261,1121 0,1 8-deoxylaktucin, [65725-10-2] N

9,7 Poz, [M+H]* 215,1643 215,1642 —0,5 neurceno, pravdépodobné C12H2.03 H N N

10,6  Poz, [M+H]"  413,1594 413,1595 0,1 11p,13-dihydrolaktukopikrin, N
[125519-47-3]

10,9  Poz, [M+H]"  411,1443 411,1438 —1,1 laktukopikrin, [65725-11-3] N

11,2 Poz, [M+H]*  269,1750 269,1747 —1,2  arteinkulton, [88125-07-9] H,N N H,N

15,3 Poz, [M+H]" 380,3379 380,3384 1,3 neur&eno, pravdépodobné C21HaiNsO H N N

0,9 Neg, [M-H]" 341,1089 341,1089 0,1 sacharosa, [57-50-1] N N

1,1 Neg, [M-H]~  133,0144 133,0142 —1,4 jable¢na kyselina, [6915-15-7] N N

4,3 Neg, [M-H]" 353,0885 353,0878 —2,0 chlorogenova kyselina, [327-97-9] N N N

5.4 Neg, [M-H]"  277,1087 277,1087 -2,0 11p,13-dihydrolaktucin, [83117-63-9] N N N

6,1 Neg, [M-H]"  275,0923 275,0925 0,8 laktucin, [1891-29-8] N

7.2 Neg, [M-H]"  609,1467 609,1461 -1,0 rutin, [153-18-4] H H

7,3 Neg, [M-H]" 515,1201 515,1195 —1,2 isochlorogenova kyselina A, [2450-53-5] N N N

7.8 Neg, [M-H]"  593,1520 593,1512 —1,3 nikotiflorin, [17650-84-9] H H

8,9 Neg, [M-H]"  607,1671 607,1668 —0,3 diosmin, [520-27-4] H H

9,0 Neg, [M-H]" 165,9788 n,a, n,a, neuréeno H,N

10,4  Neg, [M-H]"  225,1490 225,1490 2,6 neurceno, pravdépodobné Ci3H2203 H,N

10,6  Neg, [M-H]" 411,1454 411,1449 —-1,2  11B,13-dihydrolaktukopikrin, N N
[125519-47-3]

10,9  Neg, [M-H]"  409,1300 409,1293 —1,7 laktukopikrin, [65725-11-3] N N N

11,0 Neg, [M-H]~  329,0664 329,0667 1,0 aflatoxin G2, [7241-98-7] H H

12,6 Neg, [M-H]" 194,0838 194,0823 —7,8 neuréeno, pravdépodobné CioH13NO3 H,N

14,4 Neg, [M-H]" 295,2304 295,2279 —8,5 hydroxylinolova kyselina, [30207-02-4] N H,N

15,6  Neg, [M-H] 277,2181 277,2173 2,7 linolenova kyselina, [463-40-1] N

15,7 Neg, [M-H]" 291,2020 291,1966 —18,7 4-(undecyloxy)benzoova kyselina, H H,N
[15872-44-3]

159 Neg, [M-H]~  279,2340 279,2330 -3,9 linolova kyselina, [60-33-3] H,N N

n.a. nelze aplikovat
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Pét pro cekanku charakteristickych latek bylo nalezeno v obou analyzovanych

vzorcich. Kromé téchto latek byly v obou vzorcich nalezeny i latky vyskytujici se

v rostlinach bézné (napf. linolova kyselina).

Vybrané seskviterpenoidy a hydroxyskotficové kyseliny, ptredstavujici chemo-

taxonomické markery ¢ekanky, byly az na ¢ekankovou kyselinu a lettucenin A nalezeny

v novodobém vzorku cekankového koiene. V historickém extraktu cekanky vybrané

chemotaxonomické markery nalezeny nebyly a ani nebyly nalezeny jejich mozné

degradac¢ni produkty, coz by mohlo byt vysvétleno jejich tepelnym rozkladem vlivem

vafeni béhem piipravy extraktu®®. Jinym vysvétlenim by mohl byt rozklad vlivem hub

a bakterii, jelikoz v historickém extraktu cCekanky byla jedna latka hmotnostni

spektrometrii urcena jako aflatoxin G2. Stejné zjisténi bylo napiiklad popsano pfi

analyze pedeti ze v&eliho vosku.

Tandemova hmotnostni spektra Sesti seskviterpenovych laktont identifikovanych

v novodobém cekankovém koteni (obr. 4.8) nebyla dosud za stejnych experimentalnich

podminek publikovana. Na uvedenych spektrech je dobie patrné¢ veliké mnoZzstvi

fragment(l, vznikajicich mnoha moznymi zpiisoby $tépeni guajanolidového jadra®.
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Obr. 4.8 ESI"-MS? spektra produktovych iontil vybranych seskviterpenovych laktond (ion prekurzoru
znaceny diamantem): (a) 11,13-dihydro-8-deoxylaktucin, (b) 11p,13-dihydrolaktucin, (c) 11p,13-dihydro-

laktukopikrin, (d) laktucin, (e) 8-deoxylaktucin, (f) laktukopikrin
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Jako novy chemotaxonomicky marker ¢ekanky byl urCen arteinkulton (obr. 4.9),
seskviterpenovy peroxid, ktery byl nalezen v novodobém i historickém vzorku.

Jedné se o latku vyskytujici se v rostlinach Celedi hvézdnicovitych, mezi které patii

21, 22,23

i cekanka obecna, ale dosud v ¢ekance nebyl popsan . Poprvé byl objeven

v rostliné Artemisia inculta, od které se odviji i jeho jméno’® 37.

Obr. 4.9 Struktura arteinkultonu (CASRN [88125-07-9])

Pouze v historickém vzorku byly nalezeny dalsi tfi latky — flavonové glykosidy
(diosmin, nikotiflorin a rutin), které sice nebyly nalezeny v novodobém vzorku kotene
ekanky, ale jejich vyskyt v éekance lze dolozit z literatury?! 2223,

Pomoci hmotnostni spektrometrie byly analyzovany 1 roztoky vybranych
chemotaxonomickych markett ¢asto se v ¢ekance vyskytujicich latek (tab. 4.2), které se
ale nepodafilo prokazat v novodobém kofeni cekanky, ani v historickém vzorku
extraktu ¢ekanky.

I ptesto, ze zadny vybrany chemotaxonomicky marker nebyl nalezen v historickém
extraktu, podafilo se prokazat, Ze historicky vzorek je skute¢né extrakt z ¢ekanky. Pro
toto tvrzeni je diikazem identifikace arteinkultonu, ktery byl urfen jako novy
chemotaxonomicky marker ¢ekanky, nebot’ byl nalezen jak v novodobém cekankovém
koteni, tak v historickém cekankovém extraktu. Dal§im, i kdyz nepfimym diikazem je
identifikace tii flavonovych glykosidi v historickém ¢ekankovém extraktu, jejichz

vyskyt v ¢ekance je ale doloZen literaturou®!> 2% 23,
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Pomoci HPLC sUV/VIS a MS? detekci byla provedena kvalitativni analyza
historického extraktu cekanky z 18. stoleti. Pomoci této metody byla ovéfovana
autenticita historického extraktu, ve kterém byly hledany chemotaxonomické markery
Cekanky. Nekteré standardy chemotaxonomickych markerii byly vzhledem
k jejich nedostupnosti na trhu nahrazeny analyzou novodobého suseného ¢ekankového
kotene, ktery byl pouzit jako jejich zdroj a zaroven byl ukazatelem uspéSnosti extrakce
ruznych rozpoustédel pouzitych k extrakcim vzorkda.

Zda je historicky vzorek skute¢né extraktem, bylo ovéfeno pomoci zkousky
rozpustnosti ve vodé v porovnani s novodobym susenym ¢ekankovym kotfenem.

Spektrometrickou metodou byl v obou vzorcich stanoven inulin. V novodobém
suSeném c¢ekankovém kofeni bylo mnozstvi inulinu stanoveno na 52,4 %, coz je
v souladu s literaturou. V historickém extraktu cekanky bylo mnozstvi inulinu
stanoveno na 7,45 %. NiZ§i zastoupeni inulinu v historickém extraktu Cekanky lze
vysvétlit tepelnou degradaci polysacharidi béhem vateni pfi ptipravé extraktu.

Na zaklad¢é namétrenych UV/VIS spekter standarda Casto se v ¢ekance vyskytujicich
latek a literatury byla pro HPLC-UV/VIS metodu zvolena detekce pii 254 a 320 nm.
Ze ziskanych HPLC-UV/VIS chromatogramii byla ovéfena uspéSnost extrakce
a zvolena vhodna extrakéni €inidla.

Pomoci HPLC-MS analyzy nebyly v historickém extraktu ¢ekanky nalezeny vybrané
chemotaxonomické markery a ani jejich moZzné degradacni produkty, ale v novodobém
¢ekankovém kofeni se je podafilo nalézt vSechny krom¢ c&ekankové kyseliny
a lettuceninu A. Moznou pficinou nepiitomnosti vybranych chemotaxonomickych
markert v historickém extraktu ¢ekanky by mohla byt jejich degradace vafenim pfti
pripravé extraktu a také mikrobidlni degradace, které nasvédCuje 1 zjisténd piitomnost

aflatoxinu G2 v historickém vzorku.
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V novodobém 1 historickém vzorku byl nicméné nalezen novy chemotaxonomicky
marker Cekanky — arteinkulton, seskviterpenovy peroxid vyskytujici se v rostlinach
Celedi hvézdnicovité, do které Cekanka patii, ale dosud neidentifikovany v c¢ekance
obecné. DalSim dikazem o pravosti historick¢ého cekankového extraktu jsou v ném
identifikované tii flavonové glykosidy (diosmin, nikotiflorin a rutin), jejichz vyskyt
v ¢ekance je uveden v literatuie.

Na zékladé zkousky rozpustnosti, stanoveni inulinu, identifikovani arteinkultonu a tii
flavonovych glykosidll v historickém vzorku lze potvrdit, Ze analyzovany historicky

vzorek je skutecné extraktem Cekanky.
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