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Abstract

Use of mass spectrometry with triple quadrupole for identification of a group of cyclitols in chickweed

Mass spectrometry is the most commonly used method in the detection of cyclitols because it offers high
sensitivity, selectivity and versatility. 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 leaves of chickweed by mass
spectrometry. Gas chromatography was used to separate inositols on polar column SP-2330 after derivatization.
In the leaves of chickweed 2 methyl ether inositols and 1 inositol have been identified with their relative
percentages of the peak area: D-pinitol (98,69 %), ononitol (0,99 %), myo-inositol (0,33 %). In addition to the
already known phytochemicals contained in chickweed (saponins, tannins, terpenoids, etc.), inositols also
contribute to its medicinal properties.
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Uvod a formulicia ciela

Hmotnostna spektrometria je naj€astejsie pouZivanou metddou pri detekceii cyklitolov,
pretoze ponuka vysoku citlivost’, selektivitu a univerzalnost’. Inozitoly s najrozsirenejSie
cyklitoly v eukaryotickych bunkéach, sempirickym vzorcom C¢Hi2Os¢ (1,2,3,4,5,6-
cyklohexanol). Tieto chemické zluCeniny existuji v deviatich moznych stereoizoméroch. Pat
z nich, myo-, scyllo-, muco-, neo- a D-chiro-inozitol sa vyskytuja v prirode, kym ostatné Styri
mozné izoméry (L-chiro-, allo-, epi- a cis-inozitol) sii odvodené z myo-inozitolu [1]. Medzi
vSetkymi znamymi inozitolmi sa v prirode najviac vyskytuje myo-inozitol. Je vo vSetkych
eukaryotickych bunkach, kde tvori Struktirny zaklad pre mnozstvo sekundarnych latok. Je tiez
dolezitou zlozkou stavebnych lipidov (fosfatidylinozitol) PI aich réznych fosfatov,
fosfatidylinozitol fosfatovych lipidov PIP. VSetky fosfatidylinozitolfosfaty sa podielaju na
raste a vyvoji rastlin. Niektoré inozitoly st bezne v prirode ako ¢isté zluCeniny alebo ako ich
derivaty [2].

Niektoré z metyléter derivatov inozitolu su rastlinné sekundarne metabolity, zIuceniny,
ktoré sa priamo nezucastiiuji normalneho rastu, ale hraji ddlezit tlohu v obrane proti

nepriaznivym podmienkam prostredia. Medzi nimi rozliSujeme 5-O-metyl-myo-inozitol
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(sekvojitol), 1-O-metyl-myo-inozitol (bornezitol), 4-O-metyl-myo-inozitol (ononitol), 5-O-
metyl-allo-inozitol (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 najrozSirenejsi inozitol
éter v rastlinach [3].

Protizapalové vlastnosti cyklitolov poméhaju redukovat’ rozvoj metabolickych poruch
(cukrovka, hypertenzia) a aterosklerdzy. Zname su aj inzulin-napodobujuce u¢inky D-pinitolu,
D-chiro-inozitolu a sekvojitolu. Myo-inozitol spolu s D-chiro-inozitolom dokéze zlep$it’ vyvoj
kosti a mineralnu hustotu kosti, ¢im potlacaji osteoklastogenézu. Myo-inozitol a ostatné
cyklitoly maju tiez antioxidacné, protizapalové a protirakovinové vlastnosti [4].

Hviezdica prostredna (Stellaria media) sa tradi¢ne pouziva pri koznych ochoreniach,
popalenindch a pomliazdenindch, ako aj pri lieCbe zépalov traviaceho traktu, obli¢iek a
dychacich ciest alebo pri ochoreniach kibov. Posobi antibakteridlne, antioxidaéne a ma
analgetické Uc¢inky. Pre niekoho znama ako chutna burina, vyuzivana na pripravu Salatov,
smoothies, pomazdnok, do polievok alebo ako ¢aj, je bohatda na mnohé prospesSné
fytochemikalie. V literatire sa neuvadza identifikdcia inozitolov vo hviezdici prostrednej
hmotnostnou spektrometriou. Okrem toho sa cyklitoly zvyknu derivatizovat’ trimetylsilylaciou.
My sme sa rozhodli pre iny sposob derivatizacie, takZze nie su k dispozicii ani prislusné
hmotnostné spektra z literatury. Cielom tejto prace bolo identifikovat’ pomocou MS, aké

inozitoly obsahuje hviezdica prostredna [1, 5].

Material a metody

Listy hviezdice prostrednej (Stellaria media) boli lyofilizované, aby sa v nich zachoval
obsah latok. Nasledne boli podrvené a extrahované v metanole. Extrakt bol homogenizovany
30 min pri laboratdérnej teplote ultrazvukovym homogenizatorom s pulzom 10 s x 1 s (Bandelin
Sonopuls HD 3100) pre lepsi vytazok. Po 5 min vortexovani (IKA Vortex Genius 3) a 5 min
centrifugacii (Heraeus PICO 17 Centrifuge) sa odobraty 1 ml nechal odparit’. Vzorka sa pred
analyzou GC-MS derivatizovala zédsaditou acetylaciou pridanim 50 pl pyridinu a 50 pl
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 (30m x 0.25mm x 0.2um) 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,
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teplota ibnového zdroja a davkovaca bola 200 °C a 240 °C. Pouzita bola elektronova ionizacia
(70 eV) a kvadrupolovy analyzéator pracoval v rezime uplného skenovania 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 zakiipené od firiem Carbosynth (Spojené

kralovstvo), Sigma-Aldrich (Svajéiarsko).

Vysledky a diskusia

Vzorka derivatizovaného extraktu listov hviezdice prostrednej bola analyzovana
plynovou chromatografiou s hmotnostnou spektrometriou. Inozitoly sa separovali na polarnej
kolone SP-2330. V Studovanej rastline bol identifikovany 1 inozitol a 2 metyléter inozitoly,
ktoré sa pravdepodobne nachadzaju v rastline vo volnej forme (Obr. 1). V analyzovanom
extrakte listov boli identifikované aj acetylované hexézy (16,61 min a 16,83 min), ale ani
pomaly teplotny gradient 2 °C/min z teploty 230 °C na 250 °C nebol schopny zabezpecit’ ich
dostatocnu separaciu. Vol'né sacharidy vSak neboli cielom nasej studie (Obr. 1).

Analyzované inozitoly v extrakte hviezdice prostrednej boli potvrdené hmotnostnymi
spektrami a retenénymi c¢asmi rdzne eluujucich rovnako pripravenych acetylovanych
Standardov inozitolov a metyléter inozitolov, ktoré maju charakteristické fragmentacné vzorce

(Obr. 2, 3).
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Obr. 1. Chromatogram inozitolov, metyl-éter derivatov v extrakte listov hviezdice prostredne;j
D-pinitol (15,11 min), ononitol (17,87 min), myo-inozitol (18,43 min)
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Obr. 3. Hmotnostné spektrum acetylovanych metyléter inozitolov

Tab. 1 znazoriiuje relativne (plo$né) percentd zastiipenia inozitolov v extrakte listov
hviezdice prostrednej v danom poradi s prislusSnymi retencnymi ¢asmi. Myo-inozitol ako
najviac vyskytujlci sa inozitol v prirode sa tiez nachadza v extrakte, aj ked’ je jeho zastupenie
najmensie. Vo hviezdici prostrednej bol identifikovany D-pinitol ako dominantny vo¢i d’alSim
dvom inozitolom, ononitolu a myo-inozitolu. Predpokladame, ze to suvisi s ulohou D-pinitolu
ochranit’ burinu pred nepriaznivymi podmienkami prostredia, a teda aj s tym, Ze myo-inozitol
mdze byt metyltransferazou metylovany na ononitol a potom sa prostrednictvom epimerazovej
reakcie premeni na pinitol [1]. Podl’a literatary boli vo hviezdici prostrednej identifikované

inozitoly - pinitol, ononitol, najmenej chiro-inozitol metodou HPAE-PAD a NMR porovnanim
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so spektrami z literattry, ¢o sa liSi od naSich vysledkov ziskanych pomocou identifikacie MS

[6]. GC-MS metodu doplnenu o potvrdenie Standardami povazujem za spol’ahlivejSiu.

Tab. 1. Relativne percenta [%] zastlipenia jednotlivych inozitolov v listoch hviezdice prostrednej,
porovnanie ich reten¢nych ¢asov so Standardmi a charakteristické idny fragmentacie

Plocha| RT | RT S§tandardov MS fragmenty
[%] | [min] [min]
D-pinitol 43, 87, 109, 129, 140, 141, 152,
98,69 15,11 15,09 182, 183,211, 224, 243
ononitol 43, 87, 109, 129, 140, 141, 152,
0,99 17,87 17,84 182, 183, 211, 224, 243
myo-inozitol 43,103, 109, 115, 126, 139, 145,
0,33 18,43 18,40 157,168, 199, 210

Zaver

Hmotnostna spektrometria hra dolezita Glohu pri jednoznacnej identifikacii, z toho
dovodu je spojenie GC-MS vyhodné aj pri identifikécii skupiny cyklitolov. Na zaklade
porovnania retenénych ¢asov a hmotnostnych spektier Standardov a analyzovanej vzorky boli
v extrakte listov hviezdice prostrednej identifikované 2 metyléter inozitoly a 1 inozitol
v eluovanom poradi: D-pintol, ononitol, myo-inozitol. Mozno skonstatovat’, ze okrem uz
znamych fytochemikalii obsiahnutych vo hviezdici prostrednej (saponiny, taniny, terpenoidy
a1.) prispievaju k lieCivym vlastnostiam tejto rastliny, vyuzivanej v kuchyni, aj inozitoly,

najmi D-pinitol so svojimi inzulin-napodobujiicimi G¢inkami.
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