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Abstract

Identification of a group of cyclitols in flowers of Magnolia soulangeana by mass spectrometry

Inositols, the most widespread cyclitols in eucaryotic cells with their methyl ether derivatives as plant
secondary metabolities have numerous pharmaceutical properties and are widely distributed in the plants. This
work deals with the identification of inositols in the flowers of Magnolia soulangeana by mass spectrometry. Gas
chromatography was used to separate inositols on polar column SP-2330 after derivatization. In the flowers of
Magnolia soulangeana 2 methyl ether inositols and 2 inositols have been identified with their relative percentages
of the peak area: D-pinitol (84,33 %), chiro-inozitol (0,71 %), ononitol (2,73 %), myo-inositol (12,22 %). The
diverse content of inositols makes the most commonly cultivated species Magnolia soulangeana an exceptional
species with potential healing effects, as well as the most well-known Magnolia officinalis, known for its bioactive
neolignans.
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Uvod a formulicia ciela

NajrozsirenejSie cyklitoly v eukaryotickych bunkdch st inozitoly, ktoré maji 6-
uhlikata cyklickt Struktiru so 6 hydroxylovymi skupinami. Inozitoly existuji v 9 moznych
stereoizoméroch. V prirode sa vyskytuje pat’ z nich, myo-, scyllo-, muco, neo- a D-chiro-
inozitol, kym ostatné Styri mozné izoméry su odvodené z myo-inozitolu (L-chiro-, allo-, epi-
a cis-inozitol). Hmotnostna spektrometria je najCastejSie pouzivanou metdodou pri detekcii
cyklitolov, pretoZe ponuka vysoku citlivost’, selektivitu a univerzalnost’. Cyklitoly sa pred GC
separaciou upravujui na prchavejsie derivaty, zvyc€ajne trimetylsilylaciou. GC-MS metdda bola
pouzita napr. pri identifikacii cyklitolov v mrkve, ¢erstvych ovocnych $tavach, mede [1].

V prirode sa najviac vyskytuje myo-inozitol. Ako sucast’ eukaryotickych buniek tvori
Struktarny zaklad pre mnozstvo sekunddrnych latok a je délezitou zlozkou stavebnych lipidov
(fosfatidylinozitol) PI aich roznych fosfatov, fosfatidylinozitol fosfatovych lipidov PIP.
Inozitoly sa vyskytuju v prirode ako cisté zluc¢eniny alebo ako ich derivaty [2].

Metyléter derivaty inozitolu ako rastlinné sekundarne metabolity sa priamo
nezucastiluji normalneho rastu, ale maji vyznamni ulohu v obrane proti nepriaznivym
podmienkam prostredia. Medzi nimi rozliSujeme 5-O-metyl-myo-inozitol (sekvojitol), 1-O-
metyl-myo-inozitol (bornezitol), 4-O-metyl-myo-inozitol (ononitol), 5-O-metyl-allo-inozitol
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(brahol), di-O-metyl-(+)-chiro-inozitol (pinpollitol) a 1L-2-O-metyl-chiro-inozitol (L-
quebrachitol). 3-O-metyl-D-chiro-inozitol (D-pinitol) je najrozSirenej$i inozitol éter
v rastlinach [3].

Inozitoly sa podiel’aju na prenose niekol'kych endokrinnych signalov, vratane inzulinu,
hormoénov Stitnej zlazy, gonadotropinov, lipidov s aktivitou podobnou horménom (ako
prostaglandiny) a mnohych d’alSich endokrinnych systémov [4]. Protizapalové vlastnosti
cyklitolov pomahaji redukovat’ rozvoj metabolickych portch, ako je cukrovka, hypertenzia
atiez ateroskler6zy. D-pinitol, D-chiro-inozitol a sekvojitol ma aj inzulin-napodobujuce
ucinky. Myo-inozitol spolu s D-chiro-inozitolom dokéaze zlepsit' vyvoj kosti a mineralnu
hustotu kosti, ¢im potlacaju osteoklastogenézu alebo mozu zlepsSit' plodnost’ u Zien so
syndromom polycystickych vajeénikov (PCOS). Myo-inozitol a ostatné cyklitoly maji aj
antioxidacné, protizapalové a protirakovinové vlastnosti [5, 6].

Magnolia Soulangeova (Magnolia soulangeana) je asi najviac pestovanym druhom
spomedzi mnohych druhov magnolii. Napriek tomu, Ze najzndmejSia Magnolia officinalis je
vyuzivana v tradi¢nej ¢inskej medicine pre svoje bioaktivne neolignany, naSim cielom bolo
identifikovat’ iné prospesné fytochemikalie, inozitoly, vo viac dostupnom druhu, Magnolia
soulangeana, ¢im by sa mohla stat’ eSte zaujimavejSim, podobne vyuzitelnym druhom

magnolie.

Material a metody

Kvety magnoélie Soulangeovej (Magnolia soulangeana) boli lyofilizované pre
zachovanie obsahu latok a po podrveni boli kvety extrahované v metanole. Extrakt bol
homogenizovany 30 min pri laboratérnej teplote ultrazvukovym homogenizatorom s pulzom
10 s x 1 s (Bandelin Sonopuls HD 3100), aby bol lepsi vytazok. Po 5 min vortexovani (IKA
Vortex Genius 3) a 5 min centrifugéacii (Heraeus PICO 17 Centrifuge) sa odobraty 1 ml nechal
odparit’. Vzorka sa pred analyzou GC-MS derivatizovala zasaditou acetylaciou pridanim 50 pl
pyridinu a 50 ul acetanhydridu v termobloku (Block heater SBH130D STUART) 1 hod pri
80 °C. Po acetylacii sa nechala vzorka odparit’ do sucha a rozpustila v acetonitrile.

Vzorky boli analyzované plynovym chromatografom v spojeni s hmotnostnym
detektorom GC-MS (Trace GC Ultra Thermo Scientific - TSQ Quantum XLS) s pouzitim
kremennej kapilarnej kolony SP-2330 (30 m x 0.25 mm x 0.2 um) a teplotnym gradientom:
180 °C (4 min) — 20 °C/min — 230 °C — 2 °C/min — 250 °C (10 min). Tieto podmienky boli
optimalizované a teplotny program dosahuje najlepSiu separaciu. Prietok hélia bol 0,6 ml/min,

teplota ionového zdroja a davkovaca bola 200 °C a 240 °C. Pouzita bola elektronovéa ionizécia
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(70 eV) a kvadrupolovy analyzator pracoval v skenovacom rezime v hmotnostnom rozsahu 40-
450 m/z. Chemikalie LC-MS C¢istoty, pouzité na extrakciu, pripravu a analyzy vzoriek, ako aj
Standardov, boli ziskané od firiem VWR Chemicals (Pol'sko), Honeywell Chromasolv
(Nemecko). Standardy inozitolov (D-ononitol, sekvojitol, D-pinitol, D-chiro-, allo-, epi-, neo-
, scyllo-, muco-, myo-inozitol) boli zakupené od firiem Carbosynth (Spojené kralovstvo),

Sigma-Aldrich (Svajéiarsko).

Vysledky a diskusia

Analyzou extraktu kvetov rastliny Magnolia soulangeana plynovou chromatografiou
na polarnej koléne SP-2330 sa ziskal chromatogram eluovanych inozitolov. V §tudovanej
rastline boli identifikované 2 inozitoly a2 metyléter inozitoly, ktoré sa pravdepodobne
nachadzaju v rastline vo vol'nej forme (Obr. 1).

V analyzovanom extrakte kvetov boli identifikované aj acetylované hex6zy (16,73 min
a 16,97 min), ale ani pomaly teplotny gradient 2 °C/min z teploty 230 °C na 250 °C nebol
schopny zabezpecit ich dostatonu separaciu. Vol'né sacharidy vSak neboli cielom nasej Stidie
(Obr. 1).

V extrakte kvetov magnodlie Soulangeova boli analyzované inozitoly potvrdené
hmotnostnymi spektrami a retenénymi c¢asmi rdzne eluujicich rovnako pripravenych
acetylovanych Standardov inozitolov a metyléter inozitolov. Na obr. 2, 3 je porovnané MS

spektrum inozitolu, metyléter inozitolu v extrakte a prisluSné¢ho Standardu (Obr. 2, 3).
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Obr.1. Chromatogram inozitolov, metyl-éter derivatov v extrakte kvetov Magnolia soulangeana
D-pinitol (15,21 min), chiro-inozitol (16,36 min), ononitol (18,01 min), myo-inozitol (18,57 min)
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Obr. 2. MS spektrum acetylovaného inozitolu D-chiro-inozitolu v extrakte a Standardu
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Obr. 3. MS spektrum acetylovaného metyléter inozitolu D-pinitolu v extrakte a Standardu

Tab. 1 znazornuje relativne (ploSné) percentd zastipenia inozitolov v extrakte kvetov

Magnolia soulangeana v danom poradi s prisluSnymi reten¢nymi ¢asmi a charakteristické 16ny

fragmentacie. V magnolii Soulangeova bol identifikovany D-pinitol ako dominantny (84,33

%) voci d’al$im trom inozitolom, ononitolu, chiro- a myo-inozitolu. Ako druhy je najviac

zastpeny myo-inozitol (12,22 %), ktory sa v prirode najviac vyskytuje. Potom ononitol s 2,73

% a chiro-inozitol s 0,71 %-nym zastipenim v extrakte. Najvicsie zastapenie D-pinitolu moze

suvisiet’ s jeho tlohou ochranit’ rastlinu pred nepriaznivymi podmienkami prostredia, alebo

s tym, Ze myo-inozitol moze byt metyltransferdzou metylovany na ononitol a potom sa

prostrednictvom epimerazovej reakcie premeni na pinitol, ¢o by vysvetlovalo aj menSie

zastipenie ononitolu [1].
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Tab. 1. Relativne percenta [%] zastupenia jednotlivych inozitolov v kvetoch Magnolia soulangeana
a charakteristické iony fragmentacie

Plocha RT MS fragmenty
[%] [min]
D-pinitol 43,87, 109, 129, 140, 141, 152, 182, 183,
84,33 15,21 211,224,243
chiro-inozitol 43,103, 109, 115, 126, 139, 145, 157,
0,71 16,36 168, 199, 210
ononitol 43, 87, 109, 129, 140, 141, 152, 182, 183,
2,73 18,01 211,224,243
myo-inozitol 43,103, 109, 115, 126, 139, 145, 157,
12,22 18,57 168, 199, 210

Zaver

V extrakte kvetov Magnolia soulangeana boli porovnanim s retenénymi Casmi
a hmotnostnymi spektrami Standardov identifikované 2 metyléter inozitoly a2 inozitoly
v eluovanom poradi: D-pintol, chiro-inozitol, ononitol, myo-inozitol. Hmotnostna
spektrometria hra vyznamnu ulohu pri jednoznacnej identifikacii, z toho dovodu je spojenie
GC-MS vyhodné aj pri identifikacii skupiny cyklitolov. Tak ako je vyuzivana Magnolia
officinalis s obsahom neolignanov v tradi¢nej ¢inskej medicine na zlepSenie gastrointestinalne;j
aktivity, regulécie respiracnej aktivity pri astme, kasli, ale aj pri lieCeni ochorenia COVID-19,
mozno predpokladat, ze Magnolia soulangeana by mohla mat tiez potencionalne liecivé

ucinky vd’aka inozitolom, ktoré maji antioxida¢né, protizapalové a protirakovinové vlastnosti.
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