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Abstrakt

Prace se zaméfuje na analyzu tii historickych 1é¢ivych pfipravkl z 18. stoleti s obsahem anyzu (anyz vonny,
Pimpinella anisum). Jako referen¢ni material byly zvoleny novodobé plody anyzu a novodoby anyzovy olej.
Pomoci HPLC s UV/VIS detekci byl stanoven obsah trans-anetholu ve vzorcich, pficemz bylo zjisténo, Ze
v historickych vzorcich je trans-anethol zastoupen méné nez 1 %. Dale byla metodou dvojdimenzionalni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci provedena identifikace chemotaxonomickych markerti v analyzovanych
historickych vzorcich. Kone¢né byl pomoci cilené analyzy metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci prokazovan vyskyt hlavniho chemotaxonomického markeru (#rans-pseudo-isoeugenyl-
-2-methylbutyratu) ve vzorcich. Diky kombinaci uvedenych metod se podafilo u vSech historickych vzorka
prokazat jejich autenticitu, jako anyz obsahujici 1é¢ivé ptipravky.

Klic¢ova slova: trans-anethol, anyz, GCxGC, hmotnostni spektrometrie, HPLC, chemotaxonomie

Abstract

The thesis focuses on the analysis of three historical medicinal preparations from the 18th century containing
aniseed (Pimpinella anisum). Modern aniseed fruits and modern aniseed oil were chosen as reference material.
Using HPLC with UV/VIS detection, the frans-anethole content of the samples was determined, and it was found
that the historical samples contain less than 1% of trans-anethole. The identification of chemotaxonomic markers
in the analysed historical samples was performed by two-dimensional gas chromatography with mass detection.
Finally, the presence of the main chemotaxonomic marker (frans-pseudoisoeugenyl 2-methylbutyrate) in the
samples was demonstrated by targeted analysis using high-performance liquid chromatography with mass
detection. The combination of these methods allowed the authentication of all historical samples as
anise-containing medicinal products.

Key words: anise, trans-anethole, chemotaxonomy, GCxGC, HPLC, mass spectrometry
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Seznam zkratek a symbolu

Aasy

c
GCxGC-MS
m

m/z

pm

SPME

I

plocha piku pfi méfeni pii 257 nm [LAU min]

hmotnostni koncentrace [g dm ]

dvojdimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostni detekci
hmotnost [g]

pomér hmotnosti ku naboji iontu

otacky za minutu

mikroextrakce na tuhou fazi (angl. solid phase microextraction)
reten¢ni ¢as [min]

teplota [°C]

hmotnostni procenta [%]



1 Uvod

Cilem této bakalaiské prace bylo provést autentizaci tfi historickych vzorkd anyzovych
pripravki z 18. stoleti pomoci dikazu chemotaxonomickych markera. K feSeni tohoto tkolu
byl nejprve pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci stanoven obsah
trans-anetholu ve vzorcich, ktery je nejvice zastoupenou slozkou v anyzovych piipravcich.
Nasledné¢ byl pomoci dvojdimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci
studovan vyskyt chemotaxonomickych markeri ve vzorcich. Kone¢né byl pomoci cilené
analyzy metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci prokazovan

vyskyt hlavnich chemotaxonomickych markert ve vzorcich.
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2 Teoreticka cast

2.1 Anyz vonny

Anyz vonny (Pimpinella anisum L.; obr. 2.1) je jednoletd rostlina zceledi mitikovité
(Apiaceae) neboli okolicnaté (Umbelliferae) [1]. Tato vyrazné aromaticka rostlina dortsta
vysky 50 cm, dolni listy maji fapikaty tvar s okrouhle ledvinitou a zastfihdvané zubatou
¢epeli [2]. Lodyha anyzu je pfima, mélce ryhovana, obld a nahoie vétvena do jednotlivych
kvétenstvi, ktera jsou tvofena okoliky. Okoliky se skladaji ze 7 aZ 15 okolickli a vétSinou jim
chybi obal. Samotné kvéty jsou oboupohlavné, paprscité, vyjma pestiku pétietné a s volnymi
obaly. Korunni listky jsou bilé, kalich kvétu nevyrazny. Kolem dokola kvétu se nachazi paprsky
a paprsecky, které jsou spole¢né s korunnimi listky vné Stétinkaté. Semenik je spodni, slozeny
ze dvou plodolistl, na vrcholku s uzce kuZelovitym zldznatym ter¢em a se dvéma rozestalymi
¢nélkami. Plodem anyzu jsou hnédé ztencené, pfitiskle Stétinkaté dvounazky vejcitého tvaru.
Zralé dvounazky jsou obtizn¢ rozdélitelné na dvé samostatné ¢asti. Vzhled rostliny anyzu je

patrny na obr. 2.1.

Obr. 2.1 Anyz vonny (Pimpinella anisum L.), vzhled rostliny
a jejich casti: (A) olisténa lodyha, (B) lodyha s kvéty, (1) samci
kvét s tyCinkami, (2) pestik, (3) mlady plod, (4) pficny fez

plodem (5) podélny fez plodem (pfevzato z [3])



2.1.1 Vyskyt a péstovani anyzu

Pivod kulturniho anyzu je mozné nalézt v bedrniku krétském (Pimpinella cretica Hampe)
z oblasti Egejského mote [2]. Tato rostlina byla zndma jiz od starovéku ve stiedomoiskych
oblastech a Indii. Byla zminéna ve spisech Theophrasta nebo Dioskurida [4]. Dnesni anyz byl
kultivovan v 9. stoleti v Némecku.

V dnesni dob¢ je pestovani anyzu velmi rozsifené kvili jeho vyuziti v potravinarstvi,
farmacii nebo kosmetice [5]. Jeho nejvyznamnégj$imi producenty jsou Turecko, Egypt, Italie
nebo Spanélsko a hlavnimi dovozci jsou Némecko a Indie.

Vhodné podminky pro péstovani anyzu jsou stalé teplé klima a slune¢ni svit. Zaroven je
potiteba mit k dispozici piidu relativné bohatou na mineraly, kterda ma piscity a jilovity charakter.
Bylo dokazano, ze hnojeni dusikem, fosforem a draslikem vede k lepsi vitalité rostlin. Rostliny
maji po pfihnojeni vice listd a plodi nebo doriistaji vétsich rozméru.

Tradi¢ni péstovani anyzu je zaloZeno na zasévani semen v dubnu, nasledné dochézi k ristu
rostlin, pfi¢emz sklizeii je provadéna na pielomu srpna a zafi. Plody jsou nejcastéji vyuzivanou

¢asti a v Case sklizn¢ by mély byt tmavé.

2.1.2 Vyuziti anyzu

Anyz se pouziva jako estrogenni ¢inidlo jiZ po tisicileti [6]. Ve 30. letech 20. stoleti zacaly byt
z anyzu syntetizovany estrogeny, které se u Zen pouzivaji ke zvySeni produkce matetského
mléka, sexudlni touhy, siln€j$i menstruaci nebo snadnéjSimu porodu. Zarovei je jimi mozné
zmirnit navaly horka, nevolnosti a dal$i ptiznaky deficitu hormonil u Zen v obdobi menopauzy.
Estrogenni terapii lze pouZit i u muzil, protoze ma za nasledek zmirnéni ptiznaki klimakteria
(obdobi pfirozenych hormonélnich zmén).

Mimo lécivych piipravki se Casti anyzu pouzivaji v gastronomii. Anyzova semena jsou
napiiklad ozdobou specifickych italskych susenek a dodédvaji jim vyraznou chut, esencialni
oleje jsou Casto pouzivany pii vyrobé likérovych cukrovin nebo alkoholickych destilatu.

Pti ptipravé antibakteridlnich ¢inidel je v dnesni dobé globalni snaha o vytvoteni bylinnych
extraktd s minimalnimi vedlejSimi c¢inky [7]. Alkoholové vodné roztoky anyzu byly
prokdzany jako efektivni antibakteridlni ¢inidla. Testovany byly na bakteridlnich koloniich
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans a Streptococcus salivarius, které jsou

rezistentni vii¢i antibiotikiim a zplisobuji zubni kazy nebo onemocnéni dasni. Tyto kolonie byly
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odebrany od déti ve veku 3 az 5 let z jejich dutiny ustni. Vysledné methanolové a ethanolové
extrakty pomoci metody PCR (polymerasova fetézova reakce) ukazaly sviij vyznamny vliv na
snizeni bakteridlni aktivity. Jind studie dokazuje pfitomnost u¢innych antibakteridlnich a
antifungicidnich latek pomoci HPLC [8]. Tyto latky byly pfed samotnou analyzou extrahovany
z listd anyzu do ethanolu. Vysledky této prace poukazuji na moznosti vyuziti anyzu jako
cenné¢ho pfirodniho zdroje pro vyrobu extraktii s antimikrobidlnimi ucinky. Dalsi studie
dokazuje pritomnost stejnych latek pomoci metody GC-MS [9]. Jejich aktivita byla nasledné
pozorovana méfrenim optické hustoty, pfi niz byla méfena ztrata hmotnosti. Vysledkem prace

bylo zjisténi jisté antimikrobidlni aktivity vi¢i grampozitivnim i gramnegativnim patogentim.

2.2 Latky obsazené v anyzu a jejich ucinky

Sekundarni metabolity rostlin jsou diky své slibné a neobvyklé struktufe astym predmétem
vyzkumu v souvislosti s 1é¢bou chronickych onemocnéni [10]. Pomoci fytochemickych
vyzkuml byla v anyzu vonném prokazana piitomnost vice nez tii set riznych sloucenin.
Hlavnimi z nich byly struktury fenylpropanoidd, terpenoidd, flavonoidt, kumarini, steroli a
organickych kyselin. Souhrn hlavnich latek obsaZenych v anyzu je uveden v tabulce 2.1.

Vyznamné latky z této tabulky jsou detailnéji popsany v nasledujicim textu.



Tabulka 2.1

Jednotlivé skupiny latek, jejich hlavni zastupci, oznaéeni a odkaz na literaturu.

Skupina latek Hlavni zastupce CASRN Citace
Fenylpropanoidy cis-anethol [25679-28-1] [10]
trans-anethol [4180-23-8] [9],[10]
p-anisaldehyd [123-11-5]  [9],[10]
isoeugenol [97-54-1] [11]
estragol [140-67-0] [10]
trans-pseudo-isoeugenyl-2-methylbutyrat [58989-20—1] [10]
Terpenoidy y-himachalen [53111-25-4] [5],[10]
linalol [78-70-6] [9]1, [10]
a-pinen [80-56-8] [91, [10]
a-terpineol [98-55-5] [10]
Flavonoidy kempferol [520-18-3] [10]
kvercetin [117-39-5] [10]
naringenin [480—41-1] [10]
Kumariny pimpinellin [131-12-4] [10]
scopoletin [92-61-5] [10]
umbelliferon [93-35-6] [10]
Steroly cykloartenol [469-38-5] [10]
kampesterol [474-62-4] [10]
a-spinasterol [481-18-5] [10]
Organické kyseliny anisova kyselina [100-09-4] [11]
kavova kyselina [331-39-5]  [10],[11]
m-salicylova kyselina [99-06-9] [10]
o-salicylova kyselina [69-72-T7] [10]
trans-skoficova kyselina [140-10-3] [10]
vanilova kyselina [121-34-6] [10]
Methoxyslou€eniny anisol [100-66-3] [9],[11]

11
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221 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy jsou chemické slouceniny odvozené od Sestiuhlikat¢ho fenylového zbytku
s navazanym tifuhlikatym fetézcem. Na zbylych uhlicich aromatického jadra zaroven mohou
obsahovat riizné funkéni skupiny [9, 10].

Jako biologicky aktivni latky prispivaji k odpovédim rostlin na biotické i1 abiotické
podnéty [12]. Slouzi jako indikatory rostlinného stresu, ktery je vyvolany kombinacemi
nedostatku svétla nebo zivin. Zaroven jsou dilezitymi mediatory pii obran¢ proti Sktidctim.
ZlepSuji také rozmnozovaci schopnosti rostlin a na jejich zdkladé maji rostliny moznost
kultivovat nové druhy.

Chemicka struktura fenylpropanoidi miiZze byt velmi rozmanité diky moZnostem modifikace
a posileni aromatického jadra. Vytvareni novych derivati se uskuteciiuje v tzv. Sikimatové
draze. Tato drdha probiha intracelularn€ v plastidech a je regulovana pomoci transkripcniho
faktoru dihydroxyacetonfosfatu. Pomoci aromatickych aminokyselinovych lyas jsou do mista
syntézy piivedeny molekuly fenylalaninu a tyrosinu. Nésledn¢ probihd sled nckolika
kaskadovych reaket, které¢ pomoci kombinace reduktas, oxygenas a transferas vytvaii jednotlivé
derivaty. Tyto derivaty poté hraji dilezitou roli v dalSich biochemickych procesech v rostling a
zaroven jsou charakteristické pro kazdy rostlinny druh. Sikimatovou drahu vyuZivaji rostliny,
houby nebo bakterie, ale pro ¢lovéka a ostatni savee neni znama, proto je pro né nutné piijimat
fenylalanin a tyrosin v potravé.

Nejvice zastoupenou latkou v anyzu je fenylpropanoid trans-anethol [5]. Druhou nejvice
zastoupenou latkou je estragol (methylchavikol) a chemotaxonomicky specifickou latkou pro
rostliny anyzu je ftrans-pseudoisoeugenyl-2-methylbutyrat. Struktury téchto latek jsou
znazornény na obr. 2.2.

Trans-anethol je sloucCenina obsahujici methoxyskupinu a propenovou skupinu na
aromatickém jadre [13]. Je to t€kava kapalina zodpoveédna za charakteristickou viini anyzu nebo
fenyklu. Diky své chuti mize byt pfidavana jako dochucovadlo do sladkych pokrmii nebo
alkoholickych destilatli. Pomoci radioizotopového znaceni *C bylo potvrzeno, Ze se jedna
o latku obecné uznanou za bezpecnou, protoze 88 % z ptijaté davky ¢lovékem bylo béhem dvou
dni metabolizovano a vylouc¢eno moci nebo vydychano ve formé oxidu uhlicitého.

Estragol je strukturné velmi podobny framns-anetholu, jediny rozdil mezi témito dvéma
slouceninami je v poloze dvojné vazby na propenylovém zbytku. Jednd se o latku, kterd ma

farmakologické ucinky, nicméné ve vétSi mife mize zplUsobovat zdvazné problémy [14].
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Konkrétné¢ mize mit genotoxické a karcinogenni ucinky na lidsky organismus, a proto byl

v roce 2008 Evropskou unii piijat zakaz ptidavani estragolu jako dochucovadla do potravin.

N e,
N CHEE U (b)
Hy e ? 0
OJH/\CHS
CH;z
CH; (c)

Obr. 2.2 Chemické struktury vybranych fenylpropanoidi: (a) trans-anethol, (b) estragol,

(¢) trans-pseudo-isocugenyl-2-methylbutyrat

2.2.2 Terpenoidy

Terpenoidy byvaji jinak oznafované jako isoprenoidy, protoZe jejich zakladni strukturni

jednotkou je molekula isoprenu, které je znazornéna na obr. 2.3 [15].

Hzc\(\CHz
CHs

Obr. 2.3 Chemicka struktura isoprenu (CASRN [78-79-5])

Tato skupina latek obsahuje vice nez 40 000 riznych struktur, coz z ni déla nejvétsi skupinou
znamych rostlinnych metabolitd. V rostlindch podporuji jejich rast, vyvoj a celkovou funkci
metabolismu. Maji specifické funkce, kterymi pomdhaji ke komunikaci rostliny s jinymi
organismy kviili reprodukci nebo ptipadné obrané. Tyto interakce zpiisobuji terpenoidni formy
jako jsou atraktanty, repelenty, toxiny nebo abiotika. Terpenoidy se vyuzivaji jako farmaka,
dopliiky stravy ve formé vitamind nebo pesticidy. Razni zastupci mohou mit mnoho riznych

chemickych a fyzikalnich vlastnosti jako naptiklad lipofilni nebo hydrofilni charakter ¢i
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cyklickou nebo acyklickou formu. Terpenoidy se dale déli podle poctu strukturnich jednotek
isoprenu na hemiterpenoidy, monoterpenoidy nebo seskviterpenoidy, pficemz vSechny latky
uvedené v tabulce 2.1 patii do skupiny monoterpenoida nebo seskviterpenoidli a obsahuji praveé
dvé nebo tii strukturni jednotky isoprenu.

Terpenoidy jsou v organismu syntetizovany ze dvou izomernich pétiuhlikatych prekurzort,
které jsou produktem dvou rtiznych metabolickych drah. Prvni drahou je mevalonatova draha,
ktera je uskutec¢novana v cytosolu buiiky a druhou drahou je draha 2-C-methylerythritol-4-fos-
fatova, ktera probiha v plastidech. Procesy syntézy zarovein probihaji pomoci riiznych enzymu
jako terpenoidsyntasy nebo prenyltransferasy.

Terpenoidy jsou dobrymi antioxidanty v organismech [16]. V lidském téle je 1-3 %
ptijatého kysliku pfeménéno na superoxid nebo jinou formu reaktivnich forem kysliku. Tyto
formy jsou dulezité napiiklad pro zabijeni mikroorganismil, bunécnou signalizaci a genovou
transkripci, ale zaroven zpusobuji kardiovaskularni onemocnéni nebo rakovinu. V téle jsou
reaktivni formy kysliku kromé pilisobeni antioxidanti odstrafiovdny i pomoci enzymu
superoxiddismutasa nebo katalasa. Antioxidanty lze pfijimat v potravé naptiklad z ovoce nebo
zeleniny.

V anyzu se jako nejvice zastoupeny terpenoid (2,1-8,3 % z celkového obsahu terpenoidii)
vyskytuje y-himachalen (obr. 2.4) [5]. Jednd se o seskviterpenoid, ktery ve své molekule
obsahuje pouze atomy uhliku a vodiku. Pfitomnost y-himachalenu a jeho dalSich derivati
v rostlin€ miiZze zodpovidat za jeji antibakteridlni aktivitu [17].

Dalsi terpenoid, ktery v anyzu jiz neni tak hojné zastoupeny, je a-pinen [5]. Tato latka patii
mezi monoterpenoidy a ma bicyklickou strukturu slozenou ze dvou jednotek isoprenu
(obr. 2.4) [18]. Po staleti se vyuziva k 1é¢b¢ infekei dychaci soustavy a dilezitou roli hraje do
dneSka v dochucovani pokrmi. K jeho biosyntéze dochazi pomoci kondenzace dvou
isoprenovych jednotek, které vytvoii prekurzor. Ten je nasledné cyklizaci pfeménén ve finalni
strukturu diky pinensyntase. Diulezitou roli ve vyzkumu této latky hraje jeji schopnost tvorit
enantiomery (optické izomery), které maji odliSné vlastnosti. Pravoto¢ivy (+)-a-pinen ma
obecné lepsi antimikrobidlni a protizdnétlivé Gcinky neZ levoto¢ivy (—)-a-pinen. Ten mé na
druhou stranu antivirové Uc€inky, které pravotocivy enantiomer postrada.

Poslednim zminénym terpenoidem je a-terpineol, ktery se vyskytuje v mnoha rostlinnych
druzich a neni tedy specificky pro anyz [19]. Jedna se o terciarni monoterpenoidni alkohol
(obr. 2.4). Oproti ostatnim vySe zminénym terpenoidiim se v jeho struktufe nachézi i jiny atom
nez uhlik nebo vodik, konkrétné kyslik ve forme hydroxylové skupiny. Kromé izomeru o se

terpineol mize vyskytovat i ve formé B, y a 8. VSechny tyto zbylé izomery se ale v piirodé
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nenachazi v takovém méfitku jako a-terpineol, proto jsou spiSe syntetického ptivodu. Ze smési
ruznych izomerl lze a-terpineol dostat frak¢ni destilaci. Klasicky proces syntézy a-terpineolu
probiha hydrataci vySe zminéného a-pinenu ve vodném roztoku mineralni kyseliny. Béhem
tohoto procesu vznikaji i dalsi vedlejsi produkty, ale ty mohou byt ¢astecné dehydratovany a
vznikne tak o-terpineol. Dal§i moznosti syntézy této latky je pomoci biotransformacni drahy

z jinych monoterpenoidii (napiiklad z limonenu).

HaC
HsC 3 CHj
/
(b)
HyC
OH
CHj (c)

Obr. 2.4 Chemické struktury vybranych terpenoidii: (a) y-himachalen, (b) a-pinen, (¢) a-terpineol

2.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické latky, které je mozné ziskat z riznych rostlin [20]. Jsou vytvaieny
z aminokyselin fenylalaninu a cytosinu spole¢n¢ s malonatem, ktery zaroven hraje dileZitou
roli v Krebsové cyklu. Zékladni strukturou flavonoidi je flavanové jadro (obr. 2.5), které je
slozeno z 15 atomd uhliku. Obecné se v rostlinaich vyskytuji ve svych glykosidovanych
forméach.

Jakozto skupina obsahuji pfes 8000 rtznych struktur a v rostlindch hraji dilezitou roli
pfedevSim jako antioxidanty. Slouzi tedy k odstranovani reaktivnich forem kysliku, které
mohou nicit buiiky. Jejich pfitomnost podporuje pestré zabarventi listi, kvétl a ovoce naptiklad
do modra, ¢ervena nebo oranzova. Vyskytuji se v ovoci a zelening, déale v nejriiznéjSich
medicindlnich rostlindch nebo napojich, konkrétn€ v cerveném viné a ¢aji. Diky zabarvovani
¢asti rostlin davaji signaly opylovactim, zaroven ale zajiSt'uji obranu proti Skidctim.

Ve svételné fazi fotosyntézy se flavonoidy uplatiuji jako katalyzatory a funguji také jako

ochrana proti oxidativnimu stresu, ktery je zplisobovan reaktivnimi formami kysliku
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z fotosyntetického elektronového transportu. Diky své schopnosti absorbovat UV zateni chrani
rostlinu i proti slune¢nimu svitu.

Flavonoidy jsou sice povazovany za nenutri¢ni latky, nicméné jejich piijem miize byt
pomérné€ vyssi nez piijem jinych antioxidantl jako jsou vitaminy nebo karotenoidy. Konkrétné
se piijem flavonoidii mize pohybovat v rozmezi 50—-800 mg/den, zatimco pfijem vitaminu C
kolem 70 mg/den a ptijem B-karotenu pouze v rozmezi 2-3 mg/den.

Epidemiologické studie poukazuji na to, Ze flavonoidy mohou hrat vyznamnou roli pii
onemocnénich souvisejicich s arteriosklerozou [21]. Neurodegenerativni a cévni mozkova
onemocnéni jsou jedny z hlavnich pfi¢in smrti ve svété kviili 8% umrtnosti. Proto je tfeba hledat
mozné zpusoby léCby. Studie ukazaly, ze kvercetin a jemu podobné flavonoidy vykazuji
vyznamnou cytoprotektivni schopnost a mohly by byt hlavni molekuly pro vyvoj léciv
s antiischemickymi u¢inky.

Kvercetin (obr. 2.5) je povazovan jako uc¢inny antioxidant, ale existuji i zminky o takzvaném
kvercetinovém paradoxu [22]. Jedna se o jev, pfi kterém je sice oxidaci kvercetinu zabranéno
poskozeni DNA v buiice, ale vznikld oxidovand forma tohoto flavonoidu je reaktivni viici
thiolim a tim je pro buiiku sama toxicka. Lze tedy fici, Ze €inky kvercetinu jako antioxidantu

v bufice nejsou zcela uziteéné a jeho nadbytecny piijem nemusi mit na organismus pozitivni

dopad.
0 OH
HO
0
o] OH
HO
(a) (b)
OH
Obr. 2.5 Chemicka struktura (a) flavanového jadra a (b) kvercetinu
224 Kumariny

Kumariny jsou ptirodni latky na bazi benzopyroni, skladdaji se ze dvou benzenovych cykli,
z nichZ v jednom je zabudovan kyslik a na sousednim atomu je navazana ketoskupina [23].
Struktura zdkladniho kumarinu, od néhoz jsou odvozeny vSechny derivaty je uvedena na

obr. 2.6.
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Obr. 2.6 Chemicka struktura (a) kumarinu a (b) scopoletinu

Prvni kumarin byl izolovan v roce 1820 a nedlouho poté z n¢j diky jeho sladké vini zacaly
byt vyrabény parfémy. Kromé toho se kumariny vyuzivaji v kosmetice nebo jako aromata
organické chemii. Bylo zjiSténo, Zze kumariny jsou diky své vysoké farmakologické aktivité,
nizké toxicit¢ a malému mnozstvi vedlejSich G¢inkd vhodnymi zéklady 1é¢ivych ptipravkda.

Kumarin a jeho derivaty Ize nalézt ve vSech rostlinnych ¢astech u stovek druht. Rod
Apiaceae (do kterého spada i anyz vonny) obsahuje ze vSech rodd nejvétsi mnozstvi téchto
latek. Jsou syntetizovany z fenylalaninu pomoci Sikimové kyseliny. Témét vSechny piirodni
kumariny maji na svém sedmém uhliku oxygenovany substituent. Jsou charakteristické svoji
schopnosti absorbovat UV zafeni, vysledkem tohoto pohlceni je charakteristickd modra
fluorescence. Pro izolaci kumarinti je vyuzivana napiiklad Soxhletova extrakce, superkriticka
fluidni extrakce nebo kapilarni elektroforéza. Pro jejich izolaci a kvantifikaci jsou vyuZzivany
rizné druhy chromatografii (papirova, na tenké vrstvé, plynovd nebo vysokolUc¢inna
kapalinova), titraci nebo spektrofotometrickych metod. Diky svym charakteristickym
chromoforiim a silné absorpci kolem vinové délky 300 nm je mozné je detegovat napiiklad
UV-VIS detektorem.

Kumariny je moZzné v rostlinach nalézt i v jejich seskviterpenovych podobach [24]. Jedna se
o latky, které maji na kumarinovém zékladu navadzany terpenovy fetézec obsahujici tfi
podjednotky isoprenu. Diky své specifické struktuie Casto slouzi jako chemotaxonomické
markery a také jsou zkoumany pro svoje mozné farmakologické vyuziti.

Jednim ze zastupcii kumarind je scopoletin (obr. 2.6) [25]. Jde o zluto-béZovou krystalickou
latku, kterd ve své struktuie obsahuje kromé zakladniho kumarinu jest€¢ methoxylovou a
hydroxylovou skupinu. Patfi do skupiny fytoalexind, coZ jsou slouceniny o nizké molekulové
hmotnosti, které jsou v rostlindch syntetizovany de novo a Casto maji obrannou funkci
v organismu. Scopoletin konkrétné funguje proti mikrobialnim Utokiim a jinym stresim jako
mechanické poSkozeni nebo dehydratace. Jeho biosyntéza je podminéna pravé plsobenim

vnéjSich faktorti a diky své rychlé tvorbé je povazovan za nejucinnéjsi latku ze skupiny
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kumarind. Jedna studie ukazuje na jeho mozné vyuziti jako slozky 1é€ivych ptipravkil proti

rakoving, protoze vyvolava normalni mnozeni lymfocyta [26].

2.2.5 Steroly

Steroly jsou organické molekuly, které maji spole¢ny zaklad ve formé Ctyi uhlikatych kruhii
o celkovém poctu 19 uhliki, dale obsahuji v poloze 3 hydroxylovou skupinu a v poloze 17 maji
navazany alifaticky fetézec (obr. 2.7) [27]. Jednotlivé steroly se od sebe odliSuji polohou
dvojnych vazeb a strukturou alifatického fetézce.

Steroly jsou primarnimi souc¢astmi membrany eukaryotické buiiky a hraji dualezitou roli
v regulaci a signalizaci déji probihajicich na membrané [28]. Reguluji tekutost a propustnost
fosfolipidové dvojvrstvy, zarovenn jsou prekurzory oxidovanych steroidl, které rostlina
pottebuje k ristu a vyvoji. Vhodné slozeni steroll v membrané je zdsadni pro optimdlni
enzymatickou aktivitu a transport metabolitli. Jsou syntetizovany pies mevalonatovou drahu,
ktera probiha v isoprenoidovém metabolismu. Hlavnimi kone¢nymi produkty biosyntézy ve
vysSich rostlinach jsou cholesterol a kampesterol. Nejvice rostlinnych sterolil je nalezeno ve
své volné podobé, tedy s B-hydroxylovou skupinou na tfetim uhliku.

Bylo dokazano, Ze tyto latky jsou efektivni ve sniZovani obsahu cholesterolu
a lipoproteinového cholesterolu v krvi savct [27]. Toto snizovani pifinasi rizné zdravotni
benefity, a proto se vyuZivaji v riznych farmaceutickych ptipravcich. Kromé toho jsou
vyuzivany i v pokrmech nebo kosmetice. Jejich struktura podmifiuje nizkou rozpustnost
v olejich a zaroven nerozpustnost ve vodé. Tim se velmi omezuje jejich pouZiti v pokrmech, a
proto jsou zkoumdny moznosti jejich strukturni modifikace. Hlavni funk¢ni skupinou je
hydroxylova skupina na tfetim uhliku, tato skupina je pfedmétem zajmu, kvili jeji mozné
esterifikaci. Pomoci esterifikace 1ze navazat na atom kysliku hydrofobni mastnou kyselinu,
¢imz by doslo k vytvoreni latky lépe rozpustné v oleji. Ke zvySeni hydrofilniho charakteru 1ze
na tento kyslik navazat hydrofilni molekuly (napiiklad vicesytné alkoholy nebo fosfolipidy).
Nicméné je potieba dbat na fakt, Ze v pfipadé provedeni chemické modifikace sterolu muze
dojit ke sniZzeni schopnosti odstrafiovat cholesterol v krvi. Je tedy nutné najit optimalni cestu
pro vytvoteni modifikovanych latek tak, aby spliovaly ob¢ kritéria.

Podle literatury je nejvice zastoupenym sterolem v anyzu vonném a-spinasterol
(obr. 2.7)[10]. Tato latka dokéze ptekonat hematoencefalickou bariéru a ma naptiklad
protizanétlivé ucinky [29]. Mechanismy téchto u¢inki funguji na bazi inhibice cyklooxygenas

a tlumeni predzéanétlivych cytokinl a jinych mediatord. Nicméné hlavnim divodem z4jmu
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o tuto slouceninu je jeji schopnost branit organismus proti onemocnéni diabetes mellitus.
Konkrétné pomaha diky tomu, Ze zpisobuje vyssi sekreci inzulinu a snizuje jeho odolnost,
zaroven zvysuje piijem glukosy ve svalovych buiikach a zabranuje jeji absorpci ve stieve. Také
chrani ledviny v organismu, ktery je postizen timto onemocnénim. Jedna se o dostupnou latku,
ktera nema potvrzené nezadouci ucinky a funguje jiz pfi pomérné nizkych davkach.
Kampesterol je jeden z nejbéznéjSich rostlinnych sterolt [30]. Jeho struktura (obr. 2.7) je
velmi podobna molekule cholesterolu, proto je snim pfes lidské stievo konkurencné
absorbovan. Dokéze regulovat pienasecové proteiny, metabolismus tukti véetné jejich syntézy,
esterifikaci cholesterolu nebo sklddani lipoproteini. Zaroven byly zaznamenany jeho
protinddorové ucinky nebo schopnost zpomalit piisobeni leukémie, karcinomu jater nebo

prostaty. Mohl by byt 1 uzitecnou soucasti 1é¢iva proti rakovin€ vajecniku.

Obr. 2.7 Chemicka struktura (a) obecna struktura steroli (symbol R oznacuje alifaticky fetézec),

(b) a-spinasterol, (c) kampesterol

2.2.6 Organické kyseliny

Organické kyseliny jsou slouceniny obsahujici ve své struktufe karboxylovou skupinu. Jsou
roz$ifeny ve vSech ¢astech rostlin a jsou velmi dilezitou soucasti t€kavych oleji [10]. Mohou
obsahovat rGzné strukturni rysy jako napfiklad aromatické jadro nebo alifaticky
polykarboxylovy fetézec. Na organismus maji protizanétlivé a antioxidacni ucinky. Jejich
identifikace je mozna pomoci chromatografickych metod. V anyzu se vyskytuje celd fada

organickych kyselin, nicmén¢ Zadna z nich neni pro anyz zcela unikatni [10, 11].
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2.3 Chemotaxonomické markery pro anyz

Chemotaxonomie se zabyva rozdélenim a identifikaci rostlin na zaklad¢ jejich chemického
slozeni [31]. Prvni zminky o této védni discipliné pochézi z poc¢atku 19. stoleti a dodnes je
vyuzivana krozliSeni jednotlivych rostlinnych druhi pomoci jejich charakteristickych
slozek [32]. Mezi hlavni metody, kterymi lze urcit chemotaxonomické markery patii
vysokouc¢innad kapalinova chromatografie (HPLC) s riznymi typy detekce (UV/VIS, NMR
nebo MS), plynova chromatografie s riznymi typy detekce, tenkovrstvd chromatografie a
elektroforéza.

Jako chemotaxonomicky marker se nejcastéji voli latka ze ¢tyt zdkladnich skupin: fenoly,
alkaloidy, terpenoidy a neproteinové aminokyseliny [31]. Dale jsou tyto latky déleny podle
vyznamu Vv rostlinném organismu na primdrni a sekundarni metabolity. Primarni metabolity
jsou soucasti zakladnich metabolickych drah, v rostliné podporuji jeji rast a vyvoj. V ptirodé
se vyskytuji velmi Casto, proto nemaji velky vyznam pro chemotaxonomickou klasifikaci.
Naopak sekundarni metabolity byvaji specifické pro jednotlivé druhy rostlin a na zékladég jejich
vyskytu tedy Ize urcit, o jakou rostlinu by se mohlo jednat. Rostlina tyto metabolity vyuziva
k obrané proti Skiidciim a vnéj$im vlivim.

V této praci byly jako chemotaxonomické markery anyzu zvoleny na zaklad¢ literatury
slouceniny uvedené v tabulce 2.2. Latky, jejichz struktura nebyla uvedena v pfedchozim textu,
jsou znazornény nize (obr. 2.8). Jedna se o slouceniny ze skupin fenylpropanoidt, kumarini a

terpenoidu.

Tabulka 2.2

Vybrané chemotaxonomické markery anyzu zatazené do jednotlivych skupin, jejich CASRN a odkaz na literaturu.

Skupina Latka CASRN Citace
fenylpropanoidy trans-anethol [4180-23-8] [9],[10]
p-anisaldehyd [123-11-5] [9],[10]
estragol [140-67-0] [10]
trans-pseudoisoeugenyl-2-methylbutyrat  [58989-20-1] [5]
terpenoidy y-himachalen [53111-25-4] [5],[10]
kumariny esculetin [305-01-1] [33]
scopoletin [92-61-5] [10]

umbelliferon [93-35-6] [10]
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Obr. 2.8 Chemické struktury dosud neznazornénych chemotaxonomickych markert:

(a) p-anisaldehyd, (b) esculetin, (¢) umbelliferon

24 Metody analyzy latek obsazenych v anyzu

Anyz obsahuje velké mnozstvi sloucenin o riznych strukturach a biologickych funkcich, proto
je pii jeho analyze vyhodné vyuziti separacnich metod. Mezi nejcastéjSi metody patii
vysokoucinnd kapalinova, plynova nebo tenkovrstva chromatografie.

Dawoud a kol. [8] zkoumali extrakt z listd anyzu pomoci metody HPLC s UV detekei.
Zamg¢fili se na slouceniny s bioaktivnim potencidlem, konkrétn¢ alkaloidy a saponiny. Nejprve
provedli extrakci vzorkl ve smési 20 ml methanolu a 5 ml kyseliny chlorovodikové. Po extrakci
byla provedena filtrace, a poté byl vzorek pfipraven k analyze. Jako mobilni fazi pouZili smés
0,1% octové kyseliny a methanolu. Pro méteni pouzili gradientovou eluci na koloné Purospher
Star RP-18 (250%4,60 mm; 5 pm). Méfeni probihalo s priitokem 0,8 ml min~! po dobu 60 minut.
Pro identifikaci a stanoveni jednotlivych sloZek byly kromé vzorku zméteny i standardy
jednotlivych latek. Vysledky ukdzaly, Ze nejvice zastoupenymi latkami v listech jsou alkaloidy
(22,34 mg/g), saponiny (15,1 mg/g), taniny (26,9 mg/g) a fenoly (13,4 mg/g).

Vyskyt chlorogenové kyseliny v anyzu ve své praci fesili Marques a kol. [34]. K identifikaci
a nasledné kvantifikaci pouZili nejprve HPLC s UV detekei pfi 325 nebo 280 nm. Separace
probihala na kolon¢ ODS-C18 (250%4.6 mm, 5 um) s binarni gradientovou eluci, jejiz slozku A
tvotila smés 10 mM kyseliny citronové (pH = 2,5) a methanolu v poménu 80:20 (v/v) a slozkou
B byl methanol. Mé&feni probihalo s priitokem 1,0 ml min™! po dobu 60 minut. Potvrzeni
spravnosti métfeni bylo provedeno néslednou hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou
ionizaci. Celkem bylo nalezeno devét izomerd chlorogenové kyseliny, pficemz nejvice

zastoupena (45 %) byla 5-kafeoylchinova kyselina.
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Obaid a kol. [35] pouzili k analyze oleje z anyzu metody TLC, HPLC a GC-MS. Ke
kvalitativni analyze byla vyuzita metoda TLC na destickach se silikagelem jako stacionarni
fazi. Jako mobilni faze byla vyuzita smés toluen:ethylacetat 95:5 (v/v), detekce byla provedena
pod UV lampou a nasledn¢ byly skvrny vizualizovany jodovymi parami. Pro preparativni
HPLC s reverzni fazi byla pouzita kolona C18-ODS (250%4,6 mm, 5 um) a jako mobilni faze
byly zvoleny dva roztoky. Roztok A m¢l slozeni methanol:octova kyselina:destilovana voda
10:2:88 (v/v/v) aroztok B se skladal ze stejnych latek v poméru 90:3:7. Aparatura pro GC-MS
byla sestavena z kapilarni kolony od firmy Agilent (30 mx0,25 mm; 0,25 um). Teplota nasttiku
byla 250 °C a jako nosny plyn bylo pouZito helium o pritokové rychlosti 1,5 ml min".
Vysledky TLC potvrdily pfitomnost frans-anetholu pomoci shodného retencniho Casu a
nasledného hnédého zabarveni skvrny v jodovych parach. Tato metoda je zaroven nejrychlejsi
a nejefektivnéjsi pro kvalitativni analyzu. Pomoci HPLC byl dokézan pouze pik ¢rans-anetholu.
Nejvice latek bylo identifikovano pomoci metody GC-MS. Jako nejvice zastoupeny
v anyzovém oleji byl prokdzan trans-anethol (96,8 %) nasledovany y-himachalenem (1,84 %).

Dalsi latky (estragol nebo cyklohexen) byly zastoupené méné nez z jednoho procenta.



3 Experimentalni cast

3.1 Popis vzorkl

Analyzované vzorky historickych pozustatki 1é¢ivych ptipravkil s obsahem anyzu pochazely
ze sbirky Narodniho muzea v Praze; dale jsou uvadény pod pfislusnymi inventadrnimi cisly.
Vzorky byly odebrany ptimo z ptivodnich baroknich 1ékarnickych nadob (obr. 3.1).

Vzorek H2-4430 byl ziskan z nadobky z Cirého skla, kapkovitého tvaru na uzké kruhové
noze, celkové vysky 105 mm. Nadobka je uzaviena jen voln¢ nasazenym kozenym vickem.
Obsah identifikuje latinsky napis ,,0l: Anil:“, tedy ,,Oleum anisi®, v ¢eském piekladu
»Anyzovy olej“. Z nadobky bylo odebrano nekolik kouskt ztuhlého pozistatku anyzového
oleje.

Vzorek H2-4766 byl ziskan z dfevéné nadoby ve tvaru valce o vySce 140 mm a priméru
90 mm. Nadoba je opatfena napisem, ktery lze Cist jako ,,Confect: Anil:“, tedy ,,Confectio
anisi“, v Ceském prekladu ,,Anyzovy konfekt“. Vzorek obsahu byl odebran odsypanim
z nadoby.

Vzorek H2-4923 pochézel z lahve z €irého skla, vySky 120 mm a priméru 70 mm, uzaviené
kozenym uzavérem. Nadoba je opatfena napisem, psanym dobovymi alchymicko-lékéarnickymi
znaCkami, které lze Cist ,,Spiritus salis armoniaci anisatus®, v ¢eském ptekladu ,,Anyzovy lih
se salmiakem*. Po opatrném sejmuti koZeného uzéveru byla lahev vyplachnuta tfikrat asi 5 ml
methanolu a spojené vyplachy byly nasledné ponechany odpatit do sucha.

Odebrané vzorky byly uchovévany ve sklenénych nadobach ve tmé a pted analyzou

homogenizovany v porcelanové tfeci misce.
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Obr. 3.1 Pivodni barokni 1ékarenské nadoby, z nichz byly ziskdny analyzované vzorky historickych 1é¢ivych
ptipravkt (a) Oleum anisi (inv. ¢. H2-4430), (b) Confectio anisi (inv. ¢. H2-4766), (c) Spiritus salis armoniaci
anisatus (inv. ¢. H2-4923)

3.2 Chemikalie

Pro porovnéni historickych vzorkd s novodobymi zdroji obsahujicimi anyz byly vyuzity
anyzovy olej (Pimpinella anisum, Cina) a su$ené anyzové plody (Gresik, CR, Sarze: 010824).
Pro kvantifikaci trans-anetholu ve vzorcich byl vyuzit standard ¢trans-anetholu (Pharmaceutical
Secondary Standard, Sigma-Aldrich). Pti pfipravé roztokii pro méfeni byl pro rozpousténi
1 extrakci vzorki vyuZzit methanol (LC-MS Grade, Fisher Chemical).

Pti méteni HPLC s UV/VIS detekei, resp. hmotnostni detekci, byla jako slozka A mobilni
faze pouzita voda Milli-Q, coz je deionizovana voda o mé&rmé vodivosti < 0,05 puS cm ™!, ktera
byla ziskdna z pfistroje Milli-Q (Millipore, USA). Jako slozka B byl pouzit methanol (LC-MS
Grade, Fisher Chemical).

Pro méteni GCxGC-MS bylo pouzito jako nosny plyn helium. Ke chlazeni kolony byl pouzit
kapalny dusik.



3.3 Pfistroje a metody

3.3.1 Piiprava roztoki vzorku

Novodoby anyzovy plod a historicky vzorek H2-4766 bylo nutné pifed samotnym meétenim
homogenizovat pomoci tloucku v tfeci misce. Ze zhomogenizovaného materidlu bylo
odvazovano okolo 100 mg vzorku ptesné. Navazka byla kvantitativné pievedena do plastové
mikrozkumavky se Sroubovacim uzaveérem. Poté bylo ptidano 1,5 ml methanolu a zkumavka
byla umisténa do tfepacky na dobu 30 minut pifi frekvenci 1000 rpm. Poté byl obsah
zcentrifugovan po dobu 2 minuty pii frekvenci 10000 rpm. Nasledné byl supernatant zfiltrovan
ptes stiikackovy membranovy filtr (0,2 pum, CA-membréna) do vialky se sklenénou vlozkou
0 objemu 100 pl.

Ostatni métené vzorky byly nejprve navaZeny a nasledné rozpustény v methanolu. VSechny

byly dobfe rozpustné, a tak nebylo potieba jejich zahiivani nebo umisténi do ultrazvuku.

3.3.2 Meéreni metodou HPLC s UV/VIS detekei

Vsechna méteni probihala na ptistroji UHPLC Nexera XR s detektorem s diodovym polem a
fluorescen¢nim detektorem s kolonou Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm, 5 pm). Mobilni faze
obsahovala jako slozku A vodu Milli-Q a jako sloZzku B methanol. Méfeni probihala isokraticky
v poméru slozek mobilni faize A:B = 80:20 (v/v). Pritokova rychlost byla 1,0 ml min' a
nastiikovy objem 1 pl. Teplota kolony byla 30 °C s detekci pfi vlnoveé délce 257 nm.

Pro stanoveni trans-anetholu bylo nejprve provedeno proméfeni kalibracni zavislosti. Byl
pfipraven zasobni roztok z navazky 114 mg trans-anetholu, kterd byla rozpusténa v 50ml
odmérné batice v methanolu (tim byl ziskan roztok o koncentraci 2280 mg dm ). Nésledné
byly vhodnym fedénim methanolem pfipraveny do 50ml odmérnych banék kalibracni roztoky
o koncentracich 0,5, 2,5, 5, 10 a 50 mg dm>. P#i vyhodnoceni byla jako signdl pouZivina
plocha piku trans-anetholu.

Pro ovéteni mozného zachytu frans-anetholu na pouzivaném sttikackovém filtru pfi ptiprave
roztoki byla provedena dvé meéfeni roztoku standardu trams-anetholu o koncentraci
25 mg dm™, jeden z nich byl rovnou pipetovan do vialky, druhy byl pies filtr pipetovan do

vloZky ve vialce.



Pti stanoveni trams-anetholu ve vzorcich (historickych i1 novodobych referen¢nich

materidlech) byly vyuzity roztoky pfipravené podle odst. 3.3.1.

3.34 Méreni metodou GCxGC-MS

K zachytu teékavych slozek vzorkl byla pouzita metoda head-space. Vzorek o mnozstvi asi
200 mg byl umistén do uzaviené 2ml sklenéné vialky, ktera byla zahiivana ve vodni lazni pfi
70 °C po dobu 15 minut. Tékavé latky byly extrahovany metodou SPME na vldkné o slozeni
Carboxen/PDMS o priméru 85 pm (firma Supelco) z kovové slitiny. V1dkno je barevné
oznaceno jako svétle modré. Doba extrakce na vldkné€ byla 15 minut.

Mg¢fteni byla provedena na pfistroji GCMS-QP2010 Plus od firmy Shimadzu se dvéma
kolonami. Prvni kolonou byla nepolarni kolona SLB-5MS (30 mx0,25 mm; 0,25 pum). Druha
kolona byla polarni kolona SolGel-Wax (3 mx0,1 mm; 0,1 um). Ob& kolony byly spojeny
kapilarou o délce 2 m a priméru 0,1 mm. Nastiikova teplota byla 250 °C, desorp¢ni ¢as vzorku
1 minuta a linearni rychlost helia jako nosného plynu 20 cm s !. Byl zvolen gradientovy
program (obr. 3.2) s postupnym narastem teploty a celkové doba métfeni byla 60 minut. Detekce
byla provedena ve skenovacim modu a byla nastavena pro ionty o m/z v hodnotéach 33 az 400.
Rychlost skenu detektoru byla 50 ms na jeden sken. Teplota iontového zdroje byla nastavena
na 200 °C a teplota iontového rozhrani na 250 °C. Ke zpracovani a vyhodnoceni
chromatogramit a MS spekter byl pouZit software Postrun Analysis. Naméfena spektra byla
porovnana s knihovnou hmotnostnich spekter NIST/EPA/NIH 02 [37] a v uvahu byla vzata

pouze spektra s podobnosti > 70 %.
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Obr. 3.2 Graf znazornujici gradientovy pribéh nartistu teploty na kolon¢ pti méfeni dvojdimenzionalni plynovou

chromatografii

3.34 Meéreni metodou HPLC-MS/MS

Pro HPLC-MS/MS byl pouzit LC systém Agilent 1290 Infinity II. Métfeni probihalo na koloné
Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm, 5 pm), temperované na teplotu 30 °C. Byl pouzit bindrni
gradientovy program, slozkou A byla Milli-Q voda a slozkou B methanol. Celkovy ¢as analyzy
byl 45 minut, gradientovy program je uveden v tabulce 3.1. Priitokova rychlost mobilni faze

byla 1,0 ml min'.

Objem nastiiku vzorku byl 5 pul. Detekce tandemovou hmotnostni
spektrometrii s vysokym rozliSenim byla provedena na pfistroji Bruker QqTOF fizeném
softwarem Compass otof Control 4.0 (Bruker Daltonics, Némecko). Pro zpracovani dat byl
pouzit software Compass DataAnalysis 4.4 (Build 200.55.2969) (Bruker Daltonics, Némecko).
Data ESI-MS? byla shromazdéna v rezimu pozitivnich i negativnich iontii; skeny se pohybovaly
od m/z 50 do m/z 1000. Napéti kapilary bylo 2800 V. Teplota suSiciho plynu byla 220 °C a jeho

pratok byl 3,0 dm? min'.



Tabulka 3.1

Gradientovy program pouzity pifi méfeni vzorkd
s obsahem anyzu metodou HPLC-MS/MS. Slozky
gradientu: (A) Milli-Q voda, (B) methanol. Celkova
doba analyzy 45 minut.

Cas / min Obsah / %
Slozka A Slozka B
0 50 50
8 50 50
28 20 80
38 20 80
40 50 50

45 50 50
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni trans-anetholu metodou HPLC s UV/VIS detekci

Pro stanoveni obsahu trans-anetholu v jednotlivych studovanych vzorcich byla vyuzita metoda
podle Jurada a kol. [36]. Méteni bylo provadéno na koloné SupelcosilTM LC-18 (250%x4,6 mm,
5 um) s isokratickou eluci. Mobilni fazi byla smés methanolu a vody o poméru 80:20 (v/v),
prittokova rychlost byla 1,0 ml min ™",

Nejprve byl proméfen chromatogram standardu frans-anetholu, a bylo zjiSténo, ze jeho
retenéni ¢as ¢ini 7,17 minut. Nésledné¢ byly proméfeny chromatogramy methanolickych
roztokd novodobého a historického anyzového oleje (vzorek H2-4760), obé¢ méteni probihala

po dobu 30 minut a srovnani obou vyslednych chromatogrami je uvedeno na obr. 4.1.
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Obr. 4.1 HPLC-UV/VIS chromatogramy methanolickych roztokt historického anyzového oleje (vzorek H2-4760,
modie) a novodobého oleje (Cervené). Provedeno na koloné Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm, 5 um)

s isokratickou eluci mobilni fizi methanol:voda 80:20 (v/v), priitokova rychlost 1,0 ml min~!. Detekce pfi 257 nm.

Pik oznacen jako (1) odpovida signalu trans-anetholu.
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Ziskany chromatogram pro historicky anyzovy olej obsahuje vice intenzivnich piktl, nez
chromatogram pro novodoby olej. To mize byt zplisobeno necistotami ve vzorku oproti
vzajemn¢ neodpovidaji uplné presné. Podle standardu je pifesnéjsi hodnota pro vzorek
novodobého oleje. Predpokladalo se, Ze trans-anethol v historickém piku odpovidal piku tésné
pfed retencnim Casem trans-anetholu v novodobém piku. Odchylka miize byt zplsobena
chybou pfistroje nebo kontaminaci vzorku.

Nasledn¢ byly méfeny extrakty historického plodu anyzu (vzorek H2-4766) a novodobého
anyzového plodu. Méteni probihala po dobu 45 minut a srovnani vyslednych chromatogrammt

je uvedeno na obr. 4.2.
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Obr. 4.2 HPLC-UV/VIS chromatogramy extraktu historického plodu anyzu (vzorek H2-4766, modie) a extraktu
novodobého plodu (ervené). Provedeno na koloné& Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm, 5 um) s isokratickou eluci
mobilni fAzi methanol:voda 80:20 (v/v), pritokova rychlost 1,0 ml min™!. Detekce pfi 257 nm. Pik oznaden jako

(1) odpovida signalu trans-anetholu.

Na chromatogramu je mozné vidét, ze vzorek historického plodu obsahuje kromeé
trans-anetholu mnoho dalSich latek, které eluovaly diive nez trans-anethol. To samé plati 1 pro
vzorek novodobého plodu, nicméné ostatni signaly Ize Spatné rozpoznat z chromatogramu kvili
vysoké intenzité trans-anetholu. Jeho vysoka intenzita zpusobila nepatrnost ostatnich pikt.
Porovnanim obou chromatogramii lze vypozorovat, ze se piky ¢rans-anetholu nachazi
v totozném misté a je tim ovéfena spravna identifikace této latky.

Dale byl prométen chromatogram historického vzorku anyzového lihu (vzorek H2-4923) po

dobu 45 minut a vysledny chromatogram je zndzornén na obr. 4.3.
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Obr. 4.3 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu historického vzorku anyzového lihu (vzorek H2-4923).
Provedeno na kolon& Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm, 5 pm) s isokratickou eluci mobilni fazi methanol:voda

80:20 (v/v), priitokova rychlost 1,0 ml min~'. Detekce pfi 257 nm.

V chromatogramu tohoto historického vzorku nebyl nalezen pik frans-anetholu, je tedy
mozné, ze dany vzorek neobsahoval anyz nebo ho obsahoval v tak nizké koncentraci, ze ho
nebylo mozné detekovat. Ostatni piky byly velmi malo intenzivni a nachazely se do Casu
4 minuty.

Pro kvantifikaci obsahu trans-anetholu byla prométfena kalibracni zavislost zaloZend na

standardu (obr. 4.4), kterou lze popsat rovnici ptimky:

A[nAU min] = 4690 c(trans-anethol) [mg dm ] 4.1

Koeficient determinace této zavislosti mél hodnotu 0,9999, tedy lze tvrdit, ze kalibra¢ni
zavislost je presné vytvofend a je dobrym vychozim parametrem pro kvantifikaci
trans-anetholu v jednotlivych vzorcich. Vypocitany limit detekce mél hodnotu 0,59 mg dm ™ a

limit kvantifikace hodnotu 1,94 mg dm™.
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Obr. 4.4 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni frans-anetholu metodou HPLC-UV/VIS. Provedeno na koloné
SupelcosilTM LC-18 (250x4,6 mm, 5 um) s isokratickou eluci mobilni fazi methanol:voda 80:20 (v/v), prutokova
rychlost 1,0 ml min!. Detekce pti 257 nm.

Pted stanovenim obsahu trams-anetholu ve vzorcich bylo provedeno meétfeni k ovéfeni
mozného zachytu tramns-anetholu na pouzivaném filtru. Proméfenim obsahu trans-anetholu
v roztoku, ktery byl filtrovan, a naslednym porovnanim s nefiltrovanym identickym roztokem
bylo potvrzeno, Ze pouziti filtru nema na meéfeni vliv a nezachytavda méfitelné mnoZzstvi
trans-anetholu.

Nasledné bylo provedeno stanoveni trans-anetholu v historickych i novodobych vzorcich.
Vzhledem k vysoké koncentraci trans-anetholu v extraktech novodobého anyzového plodu
a oleje bylo nutné tyto roztoky natedit (pfiblizné tficetkrat). Vysledky stanoveni trans-anetholu
v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v tabulce 4.1. V historickém vzorku H2-4923 nebyl

trans-anethol nalezen (byl tedy pod limitem detekce).

Tabulka 4.1
Stanoveny obsah trans-anetholu metodou HPLC-UV/VIS v historickych

pozustatcich farmak z 18. stoleti a novodobém referen¢nim materialu.

Vzorek Myzorek / MG Mlanethol/ MZ Wanetho/ %0
novodoby olej 9,40 8,44 86,9
historicky olej H2-4430 6,61 2,80-1072 0,410
novodoby plod 100,50 1,91 1,89

historicky plod H2-4766 100,40 1,23-1073 <LOQ
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Nejvyssi zastoupeni frans-anetholu bylo stanoveno v novodobém vzorku anyzového oleje,
celkem 86,9 %. Olej je forma, ve které lze kvili jeho ziskavani, pouziti a i¢inkiim ocekévat
vysoky obsah tékavych sloZzek. Podle literatury se trans-anethol nachazi v oleji az z 96,8 %,
takze je mozné, ze se v tomto vzorku nachazi v tak vysokém mnozstvi. Ve vzorku novodobého
plodu anyzu bylo stanoveno 1,89 % trans-anetholu. Tento vzorek tedy kromé trans-anetholu
obsahoval jiné latky predevs§im ze suseného plodu. Mezi témito latkami lze hledat molekuly
bilkovin, tuk® nebo sacharidi, které jsou zakladnimi stavebnimi kameny organismt a pfirozené
se tedy nachazi v anyzovém plodu.

V historickych vzorcich anyzového oleje (H2-4430) a plodu anyzu (H2-4766) bylo
stanoveno mén¢ nez 1 % trans-anetholu, takze lze pfedpokladat, ze vétSina této latky jiz
degradovala nebo vytékala béhem staleti ze vzorku. Hodnota koncentrace frans-anetholu pro
vzorek historického plodu (H2-4766) je sice nad limitem detekce, ale pod limitem kvantifikace.

Nelze tedy s jistotou dopocist obsah trans-anetholu v tomto vzorku.
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4.2 Identifikace chemotaxonomickych markert metodou GCxGC-MS

K identifikaci moznych t€kavych chemotaxonomickych marker anyzu byla zvolena metoda
GCxGC-MS po provedeni SPME z head-space prostoru. Pracovni podminky vychdzely
z publikace Matsushita a kol. [38]. Na obr. 4.5 je wuveden piiklad ziskaného
dvojdimenzionalniho chromatogramu. V tabulce 4.2 je uveden vycet slouCenin, které byly
nalezeny ve vice neZ jednom vzorku nebo jsou charakteristické pro jinou rostlinu neZ anyz a

jejich uvedeni v tabulce je dale vysvétleno.

tr,2 /S

t,; /min

Obr. 4.5 Dvojdimenzionalni chromatogram vzorku H2-4766 ziskany metodou GCxGC-MS (experimentalni udaje
uvedeny v odd. 3.3.4)
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Tabulka 4.2
Slouceniny identifikované pomoci dvojdimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci, jejich CASRN, retencni
Casy na prvni (#,1) a druhé (#2) kolong, shoda s databazi [37] a vyskyt v jednotlivych vzorcich. Oznaceni NP odpovida

novodobému plodu a oznaceni NO novodobému oleji. Symbol V znagi, Ze se dané slougenina v daném vzorku vyskytuje.

Slou¢enina, CASRN tr,1/ min te2/s Shoda s [37] Vyskyt
NP NO 4766 4430 4923

acetaldehyd, 75-07—0 4,00 2,3 940 N N N N
ethanol, 64—17-5 433 33 972 NN N \ \
aceton, 67—-64—1 4,42 4,6 950 S \ S d
methylisokyanid, 593-75-9 4,42 4,1 963 \ S d
isopropylalkohol, 67-63-0 4,50 33 927 NN N S S
methyl-acetat, 79-20-9 4,75 2,6 931 v oA
butan-2,3-dion, 431-03-8 542 3.8 946 \ v \ \
n-hexan, 110-54-3 5,42 33 909 Y \ \
butan-2-on, 78-93-3 5,50 3,0 945 NN N \ \
2-methylfuran, 534-22—5 5,50 5,0 833 NN \ S v
trichlormethan, 67—66-3 6,00 43 929 % \
(E)-but-2-enal, 123-73-9 6,75 4.8 810 S S
2-methylbutanal, 96-17-3 7,00 3,1 913 NN
butan-1-ol, 71-36-3 7,33 3.4 860 % \
octova kyselina, 64—19-7 7,67 3,5 941 S \ S \/
pentan-2-on, 107-87-9 7,67 3.8 877 NN \ v
pentanal, 110-62-3 8,08 3,9 937 NN N
toluen, 108-88-3 11,58 4,0 892 y y x/ \/
hexanal, 66-25-1 13,67 3.8 957 NN N \ \
heptanal, 111-71-7 19,08 33 704 NN y
octan (Z)-hex-2-en-1-ylu, 10094—40-3 19,42 32 834 S y \/
o-pinen, 80-56-8 20,50 2,5 929 v o A S
camphen, 79-92-5 21,25 2,6 764 v o A
5-methyl-2,3-dihydrofuran-2-on, 108-29-2 21,67 4,5 761 S y
benzaldehyd, 100-52-7 22,08 1,3 748 v o A
acetat a-hydroxyisomaselné kyseliny, 22,17 4,9 749 S S

80-55-7
6-methylhept-5-en-2-on, 110-93-0 22,75 3,6 745 NN
oktanal, 124-13-0 23,42 3,1 944 v o A \ \
2-ethylhexan-1-ol, 104-76-7 24,42 4.4 889 R S R R
o-cymen, 527-84—4 24,42 2,1 925 \ v
(-)-limonen, 5989-54-8 24,50 2,7 899 NN N \ \
(+)-limonen, 5989-27-5 24,50 2,7 922 NN S R

Tabulka 4.2 pokracuje na dalsi strané.



Pokracovani tabulky 4.2 z predchozi strany.

Slouéenina, CASRN tr,1/ min t2/s Shoda s [37] Vyskyt
NP NO 4766 4430 4923

5-ethenyl-5-methyl-2,3-dihydrofuran-2-on, 25,00 22 803 N N N
1073-11-6

2-hydroxy-4,4,6-trimethyl-3-cyklo- 26,25 4,1 761 \ S
hexen-1-ylmethanol, 6252-34-2

fenchon, 1195-79-5 26,75 33 941 %

linalol, 78-70—6 26,92 4,0 772 NN N

nonanal, 124-19-6 27,08 3,1 705 NN \ \

(1R-endo)-1,3 3-trimethyl- 27,92 4,1 939 % % S
bicyklo[2.2.1]heptan-2-ol, 2217-02-9

o-kampholenal, 4501-58-0 28,08 3,5 928 v S

pinokarvon, 30460-92—5 29,33 3.8 879 \ S

endo-borneol, 507-70-0 29,67 4,6 933 % \

(R, R)-(+)-2,4-dimethylheptan-1-ol, 29,92 4,6 723 S v
18450-73-2

o, a,4-trimethyl-benzenmethanol, 1197-01-9 30,17 1,1 893 % \

estragol, 140—67—0 30,25 4,0 866 NN v

benzothiazol, 95-16-9 31,50 1,9 798 \ v \ \

karvon, 99—49—0 31,67 42 847 \ \

p-anisaldehyd, 123-11-5 31,92 2,6 814 NN v S S

anethol, 104-46-1 32,83 4,5 939 NN N \ \

y-himachalen, 53111-25-4 37,50 2,9 854 NN x/

B-bisabolen, 495-61—4 38,58 2,9 861 NN

ethyl iso-allocholat, 101230-69—7 41,33 32 704 \ \

ester kyseliny 9,12,15-octadecatrienoové a 41,33 32 703 v v R
2-fenyl-1,3-dioxan-5-ylu, 56700-76-6

dioktylester kyseliny adipové, 103—23—1 48,58 3.3 820 S S S d

3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-oktadekan, 52,50 4.4 704 S y x/
55282-12-7

supraen, 7683—64-9 53,75 3,9 897 S S

Mezi slouceniny, které byly nalezeny ve vSech péti méfenych vzorcich patii acetaldehyd,
ethanol, isopropylalkohol, butan-2-on, 2-methylfuran, hexanal a S-limonen. Krom¢ S-limonenu
(coz je monoterpenoid velmi casto obsazeny v rostlinnych materialech) jsou vSechny
slouceniny nizkomolekularni a jejich vyskyt je v ptirod€¢ bézny.

Z chemotaxonomickych markerd anyzu byly nalezeny slou¢eniny trans-anethol, estragol,
p-anisaldehyd a y-himachalen. Pfitomnost ¢rans-anetholu a p-anisaldehydu byla potvrzena ve

vSech vzorcich. Touto metodou byl tedy trans-anethol nalezen 1 v historickém vzorku
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anyzovaného lihu (H2-4923), v némz se pomoci HPLC-UV/VIS nepodafil prokazat (odst. 4.1).
Tim je tedy potvrzena autenticita i tohoto historického vzorku.

Fenchon, coz je chemotaxonomicky marker pro fenykl, byl nalezen pouze ve vzorku
historického plodu. Zaroven nelze tvrdit, Ze se tato slou¢enina nemuize vyskytovat i v anyzu,
takze i tento vysledek potvrzuje autenticitu anyzovych ptipravki.

V historickych vzorcich anyzového plodu (H2-4766) a anyzového lihu (H2-4923) byl
nalezen trichlormethan. Nejedna se o typickou latku, ktera se vyskytuje v rostlinnych
materidlech, takze jeji vyskyt Ize povazovat za zvlastni. Pravdépodobné muiize byt dan faktem,
ze se kvili ochrané muzedalnich exponatl pouzivaji rizné insekticidy [39]. Jedna se tedy

o sekundarni kontaminaci vzorku.

4.3 Identifikace chemotaxonomickych markerd metodou HPLC-MS/MS

ProtoZe metodou GCxGC-MS nebyl nalezen hlavni chemotaxonomicky marker anyzu, trans-
pseudoisoeugenyl-2-methylbutyrat, byla provedena cilend analyza hlavnich chemotaxo-
nomickych markerti rovnéz metodou HPLC-MS/MS. Pro lepsi separaci pikti byla pro novodobé
1 historické vzorky vyvinuta gradientova eluce, pfi nizZ obsah methanolové slozky mobilni faze
zacinal na 50 %, oproti v odst. 4.1 pouzité isokratické eluci, kde byl obsah methanolu 80 %.
Diky snizeni methanolu v mobilni fazi byla snizena jeji elucni sila, a proto mély analyty vice

¢asu na vzajemnou separaci (obr. 4.6).
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Obr. 4.6 HPLC-UV/VIS chromatogram methanolického extraktu novodobého plodu anyzu (modfe), separovany

lTM

na kolon¢ Supelcosi LC-18 (250%x4,6 mm, 5 um) s gradientovou eluci, slozky mobilni faze (A) voda a

(B) methanol. Pribéh gradientu znazorfiuje ervend zavislost. Priitokova rychlost 1,0 ml min™

257 nm.

. Detekce pfi

Vyvinuta gradientovd metoda byla pouzita pro separaci analyti s MS/MS detekci a
v naméfenych chromatogramech byly cilen¢ hledany vybrané chemotaxonomické markery
anyzu (odd. 2.3). Byly analyzovéany vzorky H2-4766 a H2-4923 a novodoby plod anyzu.
Z hledanych chemotaxonomickych markert se podaftilo identifikovat pouze p-anisaldehyd a
pro anyz velmi typicky trans-pseudoisoeugenyl-2-methylbutyrat a to pouze ve vzorku H2-4766
a v novodobém plodu anyzu (tabulka 4.3). Ostatni chemotaxonomické markery se timto
métfenim nepodafilo identifikovat, protoze patrné za danych podminek nedochazi k jejich

ionizaci.

Tabulka 4.3
Slouceniny cilené identifikované pomoci HPLC-MS/MS, jejich CASRN, reten¢ni ¢as, m/z molekulovych a
fragmentovych iontdl, a vyskyt v jednotlivych vzorcich. Oznaceni NP odpovida novodobému plodu. Symbol

\ znaéi, e se dana slougenina v daném vzorku vyskytuje.

Slouc¢enina, CASRN t/min  m/g Vyskyt
[M+H]* fragmentové ionty NP 4766

p-anisaldehyd, 123-11-5 30,1 137,0600 249 N N

trans-pseudoisoeugenyl-2-methylbutyrat, 30,1 249,1490 165; 150; 137; 124; V V

58989-20-1 109




V praci byla vyuzita kombinace nékolika analytickych metod pro autentizaci tii historickych
vzorkd s obsahem anyzu (plod anyzu, anyzovy olej a anyzovy lih). Jako referen¢ni materialy
byly pouzity novodobé plody anyzu a anyzovy ole;.

Nejprve byla vyvinuta metoda HPLC-UV/VIS pro stanoveni obsahu #rans-anetholu, ktera
umoznila kvantifikovat obsah této pro anyz typické latky ve vzorcich. V historickém vzorku
anyzového oleje (H2-4430) byl obsah trans-anetholu stanoven na 0,41 %, coz je vyrazné méné
neZ vnovodobém anyzovém oleji, v némZz byl obsah této latky stanoven na 86,9 %.
Pravdépodobné doslo beéhem ¢asu k vytékani frans-anetholu z historického vzorku. Podobny
vysledek byl zjistén pro historicky vzorek plodu anyzu (H2-4766), kde byl obsah trans-anetholu
pod limitem kvantifikace, oproti novodobému plodu, kde byl obsah této latky stanoven na
1,89 %. V historickém vzorku anyzového lihu (H2-4923) nebyl trans-anethol nalezen, resp. byl
pod limitem detekce.

V dalsi casti prace byla vyuzita metoda dvojdimenziondlni plynové chromatografie
s hmotnostni detekci pro identifikaci zejména t€kavych chemotaxonomickych markert anyzu.
Touto metodou byl prokdzan trans-anethol i v historickém vzorku anyzového lihu (H2-4923).
Z dalSich chemotaxonomickych markert byl, vedle celé fady dalSich identifikovanych latek,
prokazan p-anisaldehyd ve vSech tfech historickych vzorcich, estragol v historickém anyzovém
lihu (H2-4923) a y-himachalen v historickém anyzovém oleji (H2-4430). Tato zjisténi tedy
potvrzuji autenticitu historickych vzorki jako anyz obsahujicich ptipravki.

V posledni c¢asti prace byla vyvinuta gradientovda HPLC-MS/MS pro cilenou analyzu
hlavnich chemotaxonomickych markerti, diky niz se podatilo v historickém anyzovém plodu
(H2-4766) prokéazat jak p-anisaldehyd, tak hlavni marker anyzu trans-pseudoisoeugenyl-
-2-methylbutyrat.

Prestoze tfada pro anyz typickych latek béhem staleti z analyzovanych historickych
pozistatkll 1é¢iv vyté€kala, umoznila zvolend kombinace analytickych metod prokazat obsah

anyzu v téchto vzorcich 1 po vice nez 250 letech od jejich pfipravy.
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