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Abstrakt

Metodou HPLC-MS byly analyzovany tii historické zbytky farmak z 18. stoleti s obsahem jalovce (Rob juniperi,
Lignum juniperi) nebo 1ékotice (Pulvis radicis liquiritiae) a pomoci chemotaxonomického pristupu byla ovéfovana
jejich autenticita. Zdrojem chemotaxonomickych markerti byl novodoby referencni material, ze které¢ho byla provedena
ireplikace vzorku Rob juniperi podle dvou dobovych receptur. HPLC-MS metoda poskytla dobré vysledky, ale ukazala
se nedostatecnou pro analyzu vzorku Lignum juniperi, a proto byl jalovcovy material analyzovan i metodou GC-MS, ktera
uz dostate¢ny diikaz o autenticité obou jalovcovych vzorkii poskytla. Metodou HPLC-MS byl v jalovcovém materialu
poprvé identifikovan viridiflorin heptosid, pro ktery byla, podobné jako pro pét markerd lékofice, naméfena ESI
fragmentacni spektra a byl navrhnut jejich mozny fragmenta¢ni mechanismus. Na zaklad¢ ziskanych vysledk 1ze potvrdit
piipravu historickych vzorki z uvedenych rostlin.

Kli¢ova slova: HPLC-MS, GC-MS, chemotaxonomie, jalovec, Iékofice, tandemova hmotnostni spektrometrie,

viridiflorin

Abstract

Three remains of historical pharmaceuticals from 18th century containing juniper (Rob juniperi, Lignum juniperi)
or liquorice (Pulvis radicis liquiritiae) were analyzed by HPLC-MS method and their authenticity was verified using
a chemotaxonomic approach. Current reference material was the source of chemotaxonomic markers and also a raw
material for replication of Rob juniperi according to two period recepies. HPLC-MS method provided good results but
was insufficient to analyze Lignum juniperi. Therefore, GC-MS method was also used to analyze the juniper samples and
it provided sufficient results to prove the authenticity of both juniper samples. HPLC-MS method identified viridiflorin
heptoside for the first time in juniper material, for which as well as for five liquorice markers ESI fragmentation spectra
were measured and their possible fragmentation mechanism was proposed. Based on the obtained results, the preparation
of historical samples from the mentioned plants can be confirmed.

Key words: HPLC-MS, GC-MS, Chemotaxonomy, Juniper, Liquorice, Tandem mass spectrometry, Viridiflorin
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1 Uvod

Tato prace si kladla za cil provést analyzu celkem tif historickych farmak z 18. stoleti, pochazejicich
zlékamy kapucinského klastera v Praze na HradCanech, které podle dobovych napist mely
obsahovat jalovec nebo lékofici, a za vyuziti chemotaxonomického pristupu se pokusit overit
autenticitu historickych vzorkd. Hlavnim cilem bylo provést kvalitativni analyzu, ale pokud by to
bylo realizovatelné a zadouci, tak se pokusit i o kvantifikaci a na zdklad¢ ziskanych vysledki
provedenych méfeni diskutovat sloZeni vzorkll po uplynuti delsi doby od jejich vzniku a piipadné
zkoumat mechanismy, kterymi jednotlivé charakteristické ucinné latky degradaci podléhaji.
Priméarni metodou pouzivanou v této praci byla vysokoucinna kapalinova chromatografie, ale
vzhledem k rtiznorodosti latek obsazenych v jednotlivych vzorcich byla vyuzita i metoda plynové
chromatografie. Pro studium tak komplexniho materialu jako je rostlinny materiél a piipravky z néj
vyrabéné a celkové historickych farmak s omezenym mnoZzstvim vzorku, bylo nezbytné pouZivat
jako detekci hmotnostni spektrometrii, piesto byla vtéto praci pouZita nejprve 1v piipade
kapalinové chromatografie UV/VIS detekce a v piipadé plynové chromatografie FID detekce pro

vyzkouseni a ovéfeni separanich podminek.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Historie barokni Iékarny

Lékarna kapucinského klaStera u kostela Panny Marie a sv. Andéli v Praze
na Hrad¢anech byla v provozu pfiblizné od roku 1680 jako soukromé domadci Iékarna
slouzici pfedevSim pro potfebu dvou tehdy se v Praze nachazejicich kapucinskych
klastert. Josefinské reformy na konci 18. stoleti vedly ke snizovani poc¢tu klastert, tedy
i kapucinli, a v ndvaznosti na tyto skutec¢nosti doSlo k utlumovani ¢innosti 1ékarny
a definitivnimu ukonceni jejiho provozu nejpozdéji roku 1822. Nedoslo vsak k jeji
likvidaci, a tak zlstala zachovana v pivodnim stavu az do roku 1895, kdy byla
znovuobjevena a jeji inventai byl umistén do sbirek Narodniho muzea'. Diky tomu se
v ni unikatné zachovaly 1€Civé ptipravky v pivodnim stavu, staré dnes prakticky dvé

stoleti.

2.2 Chemotaxonomie

Déleni organismii Ize provadét podle riznych kritérii*>.

Historicky se vychazelo
pfi tfidéni organismit do skupin zejména z podobnosti v jejich vzhledu (morfologii),
ale rozvoj separacnich metod, predev§im chromatografickych, a riznych typt detekci
(UV/VIS, MS, NMR) umoznil podrobn&js§i zkoumdni organismi na Urovni jejich
chemického sloZeni, coZ vedlo ke vzniku chemotaxonomie, tedy zpusobu klasifikace
a identifikace organismu podle rozdilii a podobnosti v jejich chemickém slozeni. Tato
klasifikace je zalozena zejména na studiu sekundarnich metabolitl, které byvaji pro
jednotlivé druhy charakteristické a Casto poskytuji organismu né&jakou vyhodu (ochrana,

konkurenceschopnost atd.). Jejich syntéza je ale znacné ovlivnéna abiotickymi

1 biotickymi faktory, v ¢emz spociva nevyhoda chemotaxonomie.



2.3 Jalovec obecny

Jalovec obecny (Juniperus communis L.; obr. 2.1) je jehlicnaty stalezeleny ket nebo
mensi strom kuZelovitého tvaru z &eledi cyptiSovitych rostlin (Cupressaceae)™*. Radi se
do rodu jalovec (Juniperus), ktery ¢ita okolo 60 druhti, z nichz vétSina roste na severni
polokouli. Jalovec ma €asto vice kmenii s hladkou, trhlinatou Sedohnédou kiirou, ktera se
pruhovit¢ odlupuje a trojhranné hnédé vétévky nesouci ve stiidavych trojcetnych
pieslenech uspotfadané odstaté tuhé pichlavé Sedozelené jehlice s bilym prouzkem
na svrchni strané.

Jedna se o rostlinu dvoudomou®. Saméi rostliny nesou zluté vejcovité §istice, zatimco
na samicich rostlinach lze objevit samici zelené Sistice, kterym po oplozeni srostou zelené
zvEtSujici se Supiny a zduznati. Vznikly duZnaty plod s tvrdym osemenim, SiSticova
bobule/jalov¢inka, zméni béhem zrani, které trva 2 az 3 roky, postupné barvu ze zelené

az na modrou.

L LUIRELEPLAS COINICRGT.
Y,
/

Obr. 2.1 Jalovec obecny (pievzato z ©)
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2.3.1 Vyskyt jalovce

Jalovec obecny ma veliky areal vyskytu, roste na severni polokouli’. Rozliduji se &tyfi
hlavni varianty, ale vzhledem k rtiznym geografickym poloham je u jalovce pozorovana
velika variabilita v morfologii a také v zastoupeni latek obsazenych v jalovcovém

esencidlnim oleji.

2.3.2 Vyuziti jalovce v historii

Jalovec je rostlina, jejiz vyuziti lidmi je archeologickymi nalezy doklddano jiz v dobé
bronzové’. Pisemné zminky o vyuZiti této rostliny se pak objevuji uz ve starovéku, kdy
byl pro svoji vyraznou vini pouzivan v lidovém IéCitelstvi jako dezinfekéni prostiedek
pii epidemiich, ale i pro nabozenské ticely®.

Jalovec zmitiuje napiiklad Plinius Star$i ve svém dile Narutalis historia®, kde rozlisuje
jalovec na maly a velky. Uvadi prospésnost jalovcovych plodi na bolesti bficha, hrudniku
i periferii a zminuje jejich mocopudnost. Dale uvadi jejich ucinky na zmirnéni plynatosti,
kasle, pocitu chladu a na abscesy. Navic popisuje i mozné pouziti jalovcového extraktu
k mazani na télo jako prevenci pfed ustknutim hadem a péleni jalovce k odpuzovani hadi.
Péleni dfeva nebo plodl jalovee k ocisténi infekéniho vzduchu zminuje francouzsky
lékarnik Pierre Pomet ve svém dile Histoire générale des drogues'® zroku 1748.
Ve Francii se také k ochrané proti infekcim ve vzduchu vyrabély tzv. St. Roch’s comfits,
tedy bonbony vyrabéné z jalovcovych plodii a pojmenované po svétci a patronu proti
moru, sv. Rochu z Montpellier.

Veliky historicky vyznam jalovce pro lidstvo dokladé 1 existence latinsky psané knihy

11

Arkeuthologia seu Juniperi descriptio curiosa’ z roku 1679, kterd se zabyva pouze

jalovcem.
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2.3.3 Soucasné vyuziti jalovce

Drogou ziskdvanou z jalovce jsou jeho plody — jalov&inky®. Zralé jalové&inky se sbiraji
na podzim a maji pryskyfi¢natou viini a kofenénou chut, zprvu palCivé sladkou
a nasledn¢ hotkou. Diive se jako droga vyuzivalo i jalovcové dievo.

Jak jalovcové dievo, tak plody lze vyuzit pii piipravé pokrmia®!2. Jalovcové plody jsou
vyuzivany jako kofeni na zvéfinu, ryby a zeleninu. Jedna se o jedno z mala kofeni
pochézejicich z oblasti s chladnym klimatem. Déle jsou jalov¢inky nezbytné pro vyrobu
nekterych alkoholickych napoji jako napiiklad borovicky a ginu. Jalovcové dievo lze
zase pouzit vzhledem k jeho viini pfi uzeni masa. Aroma a chut jalovcovych drog je dana
tékavymi latkami, které jsou obsazeny i v esencialnim oleji jalovce.

Jalovcovy olej Ize ziskat destilaci jakékoli ¢asti rostliny, ale nejvyssi zastoupeni je ho

obsazeno v jalovcovych plodech (0,2-3,42 %)%!2,

Jalovcovy esencidlni olej ma
jehlicnatou hotkou chut’ a nachazi vyuziti nejen ve farmacii, ale také v aromaterapii a je
i uéinnym odpuzovacem komari. Vyznam jalovcového oleje l1ze dolozit také skutecnosti,
7e je uvadén i v soucasném 10. vydani Evropského 1ékopisu'®. Jalovcovy olej vykazuje

diureticky, antisepticky a antirevmaticky ¢inek a také plisobi proti nadymani'®,

2.3.4 Latky obsazené v jalovci

Silice jalovce obsahuje predev§im mono- a seskviterpenické uhlovodiky (naptiklad
a- a B-pinen), kyslikaté terpenické slou€eniny, zejména pak diureticky pusobici
terpinen-4-ol a také jsou v ni zastoupeny mnohé flavonoidy*!*.

Riziko pti konzumaci hrozi pii zaméné plodi jalovce obecného s jalovcem chvojkou
(chvojka klasterska, Juniperus sabina), jehoz silice obsahuje jedovaty sabinol®. Vétve
tohoto druhu byly dfive také vyuZivany k vyvolani potratu.

Ptiklady vyznamnych skupin latek jalovce a jejich vybrani zastupci jsou uvedeny

v tab. 2.1.
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Tabulka 2.1
Ptiklady latek charakteristickych pro jalovcové plody, jejich CASRN a zdroj

Skupina latek Hlavni latka CASRN Ref.
Monoterpeny a-pinen 80-56-8 15,16
limonen 138-86-3 15
myrcen 123-35-3 15
sabinen 3387-41-5 15,16
Diterpeny trans-komunova kyselina 10178-32-2 15,17
junicedral 70901-87-0 15
Seskviterpeny longifolen 475-20-7 17
Fenolické slouceniny vanillin 121-33-5 18
Flavonoidy apigenin 520-36-5 15,19
cedren 11028-42-5 15
(+)-longifolen 475-20-7 15
luteolin 491-70-3 15
kvercetin 117-39-5 15,19
Kumariny umbeliferon 93-35-6 15

2.3.5 Doboveé receptury pfipravku Rob juniperi

Farmaceuticky piipravek Rob juniperi (jalovcovy rob, ,jalovcova povidla®) je ptipravek
vyrdbény ze $tavy jalovéinek oslazenych cukrem nebo medem a zahuitény varem?’.

V barokni lékarné kapucinského klastera na HradCanech byl pouzZivan lékopis
Dispensatorium pharmaceuticum Austriaco-Vinnense®' z roku 1729. Podle tohoto
Iékopisu z 18. stoleti spociva ptiprava jalovcového robu ve smichani Sesti liber
(asi 2,520 kg) Cerstvych jalovcinek a pll libry mouckového bilého cukru (asi 210 g), tedy
pomeér plody:cukr ¢ini 12:1. Smés mé byt opatrné zahfivana aZz se dosahne konzistence
povidel.

Pfiblizné o sto let mladsi 1ékopis Pharmacopoeia Austriaca®* z roku 1855 zmifiuje ale
ptipravu jalovcového robu jiz komplikovangjsi. Podle tohoto 1ékopisu z 19. stoleti
se jalovcovy rob piipravuje vafenim rozmackanych jalov¢inek s vodou v poméru 1:4
a naslednym ptepasirovanim vzniklé smési pies bavinéné platno. Ziskana tekutina je pak
odpafena do konzistence medu, je k ni pfidan cukr v poméru 3:1 a déle je zahtivana,

dokud se cukr nerozpusti.
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2.4 Lékorice lysa

Lékoftice lysa (Glycyrrhiza glabra L.; obr. 2.2) je vytrvala bylina z ¢eledi bobovitych
rostlin (Fabaceae)®. Je péstovana pro své dlouhé dievnaté kofeny, ze kterych vyristaji
na bazi dfevnatici stonky, dosahujici vySky az 1,5 m a nesouci 15 cm dlouhé slozené
lichozpetené listy. Kvéty fialové barvy jsou uspotadany do hroznovitych kvétenstvi.
Plodem jsou lysé¢ lusky ukryvajici 3 az 8 tmavé zelenych semen.

Drogou ziskavanou z 1¢€kofice je jeji kofen, ktery je zminén i v souc¢asném 10. vydani
Evropského 1ékopisu'® a je definovan jako suseny, loupany, ¢i neloupany, cely, ¢i krajeny
koten a vyhonky (Slahouny) rostliny Glycyrrhiza glabra L. a/nebo Glycyrrhiza inflata

Bat. a/nebo Glycyrrhiza uralensis Fisch.

C&
£

s c
3 é /tz‘.{//‘/'//_‘rr p/////w i

Obr. 2.2 Lékofice lysa (pfevzato z ©)
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2.4.1 Vyskyt lékofice

Lékotice lysa (G. glabra) pochazi z oblasti Stfedozemniho mote a jihovychodni Asie®.
Z rodu lékoftice Citajiciho okolo 30 druhti je G. glabra spolu s G. infanta a G. uralensis
nejcastéji péstovany a zkoumany druh, ale farmakologicky aktivni latky obsahuje cela jiz
prozkoumana polovina druhi tohoto rostlinného rodu. Dnes se G. glabra péstuje v celé
Evropé, na Stfednim vychodé a jihu Asie, zatimco v Ciné se péstuji predevsim G. infanta

a G. uralensis.

2.4.2 Vyuziti lékofice v historii

Vyuziti 1€kotice lidmi saha v lidské historii az do doby pied vice nez 4 000 lety, kdy se
prvni zminky o Iékofici objevuji v Chammurapiho zakoniku a v Asyrii?>2*.
Ve starovékém Egypté byla nalezena v Tutanchamonové hrobce (14. stoleti pt. Kr.).
Staroveké egyptské 1ékarské papyry ji doporucuji jako mirné laxativum a expektorans
a pfi vnitinim uziti ke zklidnéni jater a na nemoci spojené se slinivkou a dychacim
systémem. Lékotici také znali a vyuZivali i v antickém Recku a Rimé. Z feltiny
je odvozeno jeji latinské jméno Glycyrrhiza, které v piekladu znamena ,,sladky koten*
a odkazuje na sladkou chut’ kofene této rostliny. Lékoftici uvadi fecky Iékat Dioscorides
ve svém dile De Materia Medica® a také fimsky filozof Plinius Star$i v dile Naturalis
Historia®, kde je doporu¢ovéna k 1é¢bé astmatu, kasle, viedti a na neplodnost.

Kromé lékarského vyuziti byla Iékofice, konkrétné zvykani jejiho kofene, vyuZivana
v kombinaci se syrem z kotiského mléka ko¢ovnym narodem Skyth@%S, a poté i fimskymi
vojéaky pii dlouhych pochodech k zahnéni Zizn&**,

Barokni 1ékopisy uvadéji vice nez 45 ptipravki z 1ékotice, coZ svédci o jeji dulezitosti
i vtomto obdobi’’. VyuZivdna byla na lé¢bu riiznych respiraénich onemocnéni,
tuberkul6zy, horecky, kapavky a mnohych dalSich nemoci.

Lékofice se objevuje také v tradi€ni ¢inské a indické medicing, kde si svou ulohu stéale

udrzuje.
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2.4.3 Soucasné vyuziti Iékofice

Kofen Iékotice se sklizi po tfech az ctyfech letech péstovani, a kromé jeho vyuziti
v lidovém lécitelstvi, kde je 1ékofice oznacovana za nejpouzivanéjsi bylinu — uvadi se,
zZe je pouzivéna ve vice nez 60 % piipravkl tradini ¢inské mediciny — je pouzivdna
1 ve farmacii jako dochucovadlo a zklidiiujici a mirné expektorans a mtize také ulevovat
od bolesti pti zalude¢nich viedech!*?. Navic v Iékofici obsazeny glycyrrhizin plisobi
vyuzit jako nosi¢ lokalné pouzivanych IécCiv.

Lékotice je asi nejvice zndma svym vyuZzitim v potravinaistvi, kde se pouziva pro svoji
sladkou chut’ k vyrob¢ cukrovinek a také k dochucovani napojti, napt. ochucenych cajt.
Jako dochucovadlo se lékofice pouziva i v tabakovém prumyslu, kde je pfidavana
do smési zvykaciho tabdku, aby zmirnila hoikost tabakovych listd?¢. Riizné dalsi &ésti

1€kotice nachézeji vyuziti v kosmetice.

2.4.4 Latky obsazené v lékofici

Lékotice, jako vSechny rostliny, obsahuje veliké mnozstvi riiznorodych latek. Hlavnimi
biologicky a farmaceuticky aktivnimi latkami Iékotice jsou glycyrrhizin (draselna nebo
vapenatd sl diglukopyranosiduronyl-glycyrrhetinové kyseliny), glabridin, likochalkon A
a 18-glycyrrhetinova kyselina®.

Charakteristickymi skupinami jsou pak triterpenové saponiny (napf. glycyrrhizin),
které zptisobuji sladkou chut’ 1ékofice?®. Dalsi vyznamnou skupinou latek jsou flavonoidy
obsazené v 1ékoficovém kofeni a zptisobujici jeho Zlutou barvu'®.

Piiklady vyznamnych skupin latek 1€kofice a vybrani zastupci jsou uvedeni v tab. 2.2.

16



Tabulka 2.2
Ptiklady latek charakteristickych pro 1ékofici, jejich CASRN a zdroj

Skupina latek Hlavni latka CASRN Ref.
Triterpenové saponiny glycyrrhizin 1405-86-3 1423
24-hydroxyglycyrrhizin 118441-84-2 2
glabrova kyselina 22327-86-2 2
Isoflavony glikorikon 161099-37-2 z
Katechiny isokvercetin 482-35-9 2
kvercetin 117-39-5 2
kaempferol 520-18-3 2
rutin 153-18-4 2
Polyfenolické slouc¢eniny likoricidin 30508-27-1 2
glabridin 59870-68-7 1423
likviritigenin 578-86-9 1423
likviritin 551-15-5 14,23
Kumariny glycyrol 23013-84-5 2
glycyrin 66056-18-6 3
umbeliferon 93-35-6 3
Chalkony isolikviritigenin 961-29-5 2
echinatin 34221-41-5 z

Velice vyznamné jsou druhové specifické markery, podle kterych 1ze od sebe odlisit
jednotlivé druhy 1ékotice lisici se v obsahu latek kvalitativng i kvantitativné®®. P¥ikladem
muze byt sloucenina glabridin, kterd se vyskytuje pouze v lékofici G. glabra, ale dalsi
dva Casto pouzivané druhy I€kotice (G. infanta a G. uralensis) tuto latku neobsahuyji.

Pti ovéfovani autenticity historického materidlu skladovaného za nespecifikovanych
podminek po velmi dlouho dobu, béhem které mohlo dojit k mnohym zménadm
v chemickém sloZeni vzorku, mohou tyto slou€eniny ale spiSe jen poukazovat na rod

1ékoftice, protoze uréovani konkrétniho druhu by bylo velice nejisté.

2.4.5 Rizika spojena s konzumaci lékofice

Ptestoze 1€kotice nachdzi Siroké vyuziti 1 v soucasnosti, s jeji nadmérnou konzumaci jsou
spojena velika rizika. EU Scientific Committee on Food stanovila v roce 2003 horni limit

piijmu glycyrrhizinu na 100 mg/den, coz odpovidé piiblizné 60 — 70 g lékotice?.
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Riziko spociva v pseudohyperaldosteronismu, tedy syndromu zpiisobeném zvysenym
piijmem l€kotice (naptiklad v podobé I€koticovych sladkosti). Lékofice, respektive
v ni obsazeny glycyrrhizin, zptsobi inhibici enzymu 21-B-hydroxylasy, coz se projevi
nariistem plazmatické koncentrace kortisolu a poklesem plazmatické koncentrace
kortisonu. Tyto zmény vedou v ledvinach k zadrzovani ionti sodnych a nadmérné ztraté
ionti draselnych, coz se projevi jako pseudohyperaldosteronismus, tedy stav
charakterizovany hypokalemii, hypertenzi, otoky a poskozenim svalfi a mozku?®.

Konzumace 1ékoftice navic ovlivituje i katalytickou aktivitu cytochromu P-450, ¢imz

miZe ovlivnit farmakokinetiku a farmakodynamiku souc¢asné uzivanych 1éka?>.
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3  Experimentalni Cast

3.1 Popis vzorku

Historické vzorky farmak vyrobenych z jalovce (rob a dfevo) a prasek z kotene 1ékofice
pochazejici z nékdejsi 1¢karny kapucinského klastera u kostela Panny Marie a sv. Andéli
v Praze na HradCanech byly ziskdny ze sbirek Narodniho muzea a odebrany z ptivodnich
baroknich stojatek na podzim roku 2022.

Referen¢nim materidlem slouzicim jako zdroj chemotaxonomickych markert, které
nejsou na trhu dostupné ve formé standardl, byly vzorky novodobych piirodnin
(novodobé plody a dievo jalovce a novodoby suSeny lékoficovy koten). Pro analyzu
jalovcového robu byl navic pfipraven referencni materidl replikaci tohoto

farmaceutického ptipravku podle dvou dobovych receptur.

3.1.1 Historicky vzorek jalovcového robu, novodobé jalovcové plody, replikace

dvou dobovych receptur jalovcového robu

Vzorek historického jalovcového robu (inv. €. H2-4957) byl ziskén z historické naddoby,
vyrobené z bilého skla, o vySce 10 cm a priméru 7 cm, opatfené napisem ,,Rob luniper:*
(obr. 3.1a) a uzaviené¢ kozenym vickem s provdzkem. Samotny vzorek hrudkovité
struktury a tmavé hnédé, misty az Cerné, barvy (obr. 3.1b), byl odebran porcelanovou
1Zickou.

Jako referencni materidl pro analyzu historického jalovcového robu byly pouzity
novodobé &erstvé (obr. 3.1c) a susené (obr. 3.1d) jalovcové plody. Cerstvé jalovcové
plody byly nasbirany v prosinci 2022 na soukromém pozemku na zapadé Ceské republiky
a byly skladovany v mrazaku. SuSené jalovcové plody byly zakoupeny v roce 2022

v obchodé€ Salveo v Praze.
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Obr. 3.1 (a) barokni farmaceutickd nadoba s napisem ,,Rob Iuniper:“, ve které byl ulozen vzorek
historického jalovcového robu (inv. ¢. H2-4957); (b) vzorek historického jalovcového robu; (¢) novodobé

Cerstvé jalovcové plody; (d) novodobé susené jalovcové plody

Pro analyzu historického jalovcového robu byly jako referencni material pouZity také
novodobé replikace dvou dobovych receptur (viz odd. 3.3.1 a 3.3.2). Prvni byla
piipravena podle 1ékopisu Dispensatorium pharmaceuticum Austriaco-Vinnense*! z roku
1729 (Iékopis z 18. stoleti), podle kterého byly farmaceutické ptipravky pfipravovany
1 v historické barokni 1ékarn¢. Jelikoz ale i po modifikaci dobové receptury opakovanym
pfiddnim vody nebylo dosazeno vysledné konzistence povidel (obr. 3.2a), tak byla
provedena i replikace podle 1ékopisu Pharmacopoeia Austriaca® z roku 1855 (1ékopis
z 19. stoleti), kde uz je postup ptipravy komplikovanégjsi, ale vysledna konzistence

skutecné povidla pfipomina (obr. 3.2b).
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(a) | (b)

Obr. 3.2 Vysledek novodobé replikace jalovcového robu podle receptu z 1ékopisu (a) Dispensatorium
pharmaceuticum Austriaco-Vinnense (1ékopis z 18. stoleti) a (b) Pharmacopoeia Austriaca (1ékopis

z 19. stoleti)

3.1.2 Historické a novodobé jalovcové dievo

Vzorek historického jalovcového dieva (inv. ¢. H2-4842) byl v 1ékarné ulozen v dievéné
valcovité nddobé o vysSce 14 cm a praméru 9 cm opatfené napisem ,,Lig: Iunip:*
(obr. 3.3a) a skladal se z drobnych kousktll dieva naZloutlé az oranZové barvy. Na okrajich
nékterych kouskt byly patrné i kousky naSedlé kiliry (obr. 3.3b).

Jako referen¢ni material pro analyzu historického jalovcového dieva bylo pouzito
novodobé jalovcové dievo ziskané z téze rostliny, ze které byly nasbirdny novodobé
Cerstvé jalovcové plody. Novodobé dievo bylo analyzovano ve dvou variantach —
oloupané bez kiry (obr. 3.3c) a s kiirou (obr. 3.3d). Ob¢ varianty byly skladovany

v podob¢é mensich kouski v lednici.
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Obr. 3.3 (a) barokni farmaceuticka nadoba s napisem ,,Lig: lunip:*, ve které byl uloZen vzorek historického
jalovcového dieva (inv. ¢. H2-4842); (b) vzorek historického jalovcového dieva; (¢) novodobé jalovcové

drevo loupané; (d) novodobé jalovcové dievo s kiirou
3.1.3 Historicky a novodoby vzorek Iékoficového kofene

Historicky vzorek praSku z kotfene lékofice lysé (inv. ¢. H2-9480, Pulvis radicis

liquiritiae) byl v 1ékarné ulozen ve sklenéné nadobé o vysce 9 cm a priméru 6 cm

opatiené napisem ,,éR. Liquiritice (obr. 3.4a) - ptivodni chybéjici vicko bylo nahrazeno
gumickou upevnénou polymerovou folii. Jednalo se o vzdusny hrudkovity material svétle
hnédé az zluté barvy sdruzujici se do smotkd a misty obsahujici vétsi ploché kousky
(obr. 3.4b).

Jako referen¢ni materidl pro analyzu historického prasku z Iékoticového koiene byly
pouzity susené kousky lékoticového kotene (obr. 3.4c) zakoupené v prodejné Salveo

(Praha) v prosinci 2022.
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Obr. 3.4 (a) barokni farmaceutickd nadoba s napisem ,,5R. Ligquiritice”, ve které byl ulozen vzorek
historického prasku z 1ékoticového kotene (inv. ¢. H2-9480); (b) vzorek historického prasku z 1ékoticového

kofene; (¢) novodobé kousky lékoticového kofene
3.2 Chemikalie

Ke vSem ukoniim byla pouZivdna voda Milli-Q, tedy deionizovana voda o mérné
vodivosti < 0,05 uS cm ™!, ktera byla ziskana pomoci pfistroje Milli-Q (Millipore, USA).
Pti HPLC analyze byla také k ptipravé slozek mobilni faze pouzivana mravenci kyselina
(98% p. a., Lach-Ner, Ceska republika) a acetonitril (pro HPLC-MS; Macron Fine
Chemicals, USA).

Extrakénim ¢inidlem byla smés ethanolu (96%, p.a., Penta, Ceska republika) a vody
Milli-Q okyselena mravenc¢i kyselinou. V ptipadé Iékofice byl pouzit k extrakei také
methanol (pro MS; Biosolve Chimie, Francie).

Pii ptipravé jalovcovych robli podle dobovych receptur byla pouzita sacharosa

(Lach-Ner, Ceska republika).
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3.3 Pouzité postupy, pfistroje a metody

3.3.1 Prfiprava novodobeho robu z jalovce podle Iékopisu z 18. stoleti

Na analytickych vahach Sartorius R 200 D (Sartalex, Némecko) byly odvazeny presné
asi 3 g Cerstvych v tfeci misce rozmackanych jalovcovych ploda. K navazce bylo pridano
0,25 g cukru (podle poméru plody:cukr=12:1). Navazky byly promichany
a v porcelanové misce umistény na vodni lazen. Po 5 minutach ve vodni lazni plody
zm&kly a byly znovu rozmackany tlouckem a nechany ve vodni lazni dalSich 5 minut.
Po celkové dobé zahiivani ve vodni 1azni 10 minut bylo pozorovano spiSe vysychani
bobuli, a proto bylo pfidano malé¢ mnoZzstvi vody (aby doslo k ponofeni celé smési). Smes
byla michdna sklenénou ty¢inkou a kdyz byla témét veskera voda odpatena, byla pfidana
dalsi. Celkem byla voda ptfidana do smési ttikrat, v 10., 22. a 29. minuté zahiivani (vzdy
kdyz bylo ptfedeslé mnozstvi téméf odpafeno). Priprava extraktu byla ukoncena
po 32 minutach zahtivani, kdy byla téméf vSechna voda odpatena a zacal se extrakt
podobat konzistenci povidlim. Miska byla vyjmuta z lazné, ptikryta po vychladnuti

Petriho miskou a umisténa do lednice.

3.3.2 Priprava novodobého robu z jalovce podle Iékopisu z 19. stoleti

Na analytickych vahach byly odvazeny ptesné asi 3 g cCerstvych v tfeci misce
rozmackanych jalovcovych plodii. Navazka byla umisténa v porcelanové misce na vodni
lazen a hned na zacatku zahtivani bylo pfiddno 25 ml vody. Smés byla za obcasného
michani sklenénou ty€inkou zahfivana 15 minut. Nasledné byl obsah misky (rozetfené
plody s mens$im mnozstvim vody nez na zacatku zahtivani vlivem odparu) pasirovan ptes
Cisté bilé platno a Zdiman pomoci 1zi€ky a zatoceni platna do Cisté porcelanové misky.
Ziskana hnéda kapalina byla v porcelanové misce umisténa na vodni ldzen a zahfivana
13 minut. Doslo k zahusténi kapaliny az na pozadovanou konzistenci medu a bylo ptidano
mnozstvi cukru odpovidajici piiblizné poméru hustd kapalina:cukr = 3:1 (hmotnost

pfidaného cukru byla 0,34303 g). Po pfidani cukru byla kapalina michana a zahiivana
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do rozpusténi veSkerého cukru po dobu 2 minut. Miska byla vyjmuta z lazn¢, piikryta

po vychladnuti Petriho miskou a umisténa do lednice.

3.3.3 Extrakce jalovcovych plodu a rob

Pomoci extrakéniho ¢inidla byla provedena extrakce Cerstvych plodd, suSenych plodi
a historického vzorku jalovce a také z Cerstvych jalovcovych plodi ptfipravenych robt
podle 1¢kopisu z 18. a 19. stoleti. Extrakénim cinidem byla smés ethanolu a vody
v poméru 7:3 (pH upraveno na hodnotu 2 pomoci mravenci kyseliny a pH-metru Jenway
3510 (Barloworld Scientific, UK) s elektrodou HC 103 (Theta, CR)). Pomoci achatové
tieci misky s tlouckem byly pied vazenim homogenizovany (spiSe rozmackany) Cerstvé
plody, suSené plody a historicky extrakt. Na analytickych vahach bylo do plastové
mikrozkumavky Eppendorf odvazeno piesné asi 100 mg vzorki. K navazkam bylo
pfiddno 1,5 cm® extrakéniho ¢inidla. V pfipadé robu piipraveného podle lékopisu
z 19. stoleti byla navézka kvili menSimu mnozstvi vzorku pouze pifesné asi 75 mg
a pfidavek extrakéniho ¢inidla byl 1,125 ml, tedy byl zachovan stejny pomér jako
u navazek 100 mg. Vzorky byly tfepany na tfepacce Thermo-Shaker (Grand-bio, EU)
pti 1000 rpm po dobu 30 minut. Ze vzorkl robu podle 1€kopisu z 19. stoleti byl pipetovan
1 ml do centrifugacniho filtru (Corning, USA). VSechny vzorky byly umistény do stolni
centrifugy miniSpin plus pii 10 000 rpm na 10 minut. Ostatni supernatanty byly
prefiltrovany pies 0,2 um sttikackovy filtr z acetatu celulosy (Whatman) pomoci Iml
plastovych stfikacek do vlozek ve vialkach. Ptefiltrované extrakty robu podle 1ékopisu
z 19. stoleti byly pipetovany rovnou. Takto pfipravené extrakty byly analyzovany pomoci

HPLC s UV/VIS a MS detekeci.

3.3.4 Extrakce jalovcoveého dieva

Na analytickéch vahach bylo odvazeno piesné asi 100 mg kouskd novodobého (s kiirou
a bez kiry) i historického jalovcového difeva do plastovych mikrozkumavek znacky
Eppendorf a k navazkam bylo pifiddno 1,5 ml extrakéniho €inidla (ethanol:voda = 7:3,
okyseleno mravenci kyselinou na pH = 2). Mikrozkumavky byly dany do ultrazvukové

lazn¢ Bandelin Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Némecko) na 2,5 h pfi vykonu
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80/320 W a nasledné byly umistény do lednice na 7 dnli. Po 7 dnech z nich bylo
pipetovano 750 pul do vlozek s filtrem v plastovych mikrozkumavkéch a ty byly umistény
do centrifugy na 10 min pfi 10 000 rpm. Ptefiltrované extrakty byly pipetovany do vlozek
ve vialkach a analyzovany pomoci HPLC s UV/VIS a MS detekci.

3.3.5 HPLC s UV/VIS a MS detekci (jalovec)

Podminky HPLC analyzy byly pfevzaty od Innocenti a kol.'?

a poupraveny. Analyza byla
provedena na kolon¢ XBridge® BEH C18 (150%3 mm, 2.5 um), jejiz teplota byla
temperovdna na 30 °C. Mobilni faze byla dvouslozkové, kdy slozkou A byla 0,1%
mravenéi kyselina a slozkou B byl 100% acetonitril. Priitok mobilni faze byl 0,4 ml min ™.
Byla pouzita gradientova eluce o celkovém case analyzy 50 min. Prvnich 15 minut bylo
mnozstvi slozky A 75 %. Nasledné behem 10 min linedrné kleslo na 65 % (do 25. minuty
chromatogramu) a béhem dalSich 10 min kleslo na 50 % (do 35. minuty chromatogramu).
Poté¢ béhem 5 minut linearné kleslo na 0 % (do 40. minuty chromatogramu) a takto
setrvalo 7 minut (do 47. minuty chromatogramu) a nasledn¢ béhem 1 minuty vzrostlo
na 75 % (48. minuta chromatogramu) a tak ziistalo konstantni 2 minuty (do 50. minuty
chromatogramu).

K UV/VIS detekei byl vyuzit piistroj UHPLC Nexera XR s DAD detektorem
(Shimadzu), objem néstfiku byl 1 mm? a data byla sbirdna a vyhodnocovéana programem
LabSolutions 2010 (Shimadzu) pti vinovych délkach 254 a 350 nm.

Pro analyzu s tandemovou hmotnostni detekci provadénou na pfistroji Agilent 1290
Infinity IT LC System s binarnim ¢erpadlem byla pouZita stejnd metoda. Objem nastiiku
byl 5 mm’. Vysokorozlidujici tandemova hmotnostni detekce byla provedena na pfistroji
Bruker QqTOF compact instrument ovlddaném Compass otof Control 4.0 softwarem
(Bruker Daltonics, Némecko) a data byla vyhodnocovéna pomoci programu Compass
DataAnalysis 4.4 (Bruker Daltonics, Némecko). Tandemova hmotnostni spektra byla
naméfena v pozitivnim 1 negativnim modu elektrosprejove ionizace s rozsahem skenu m/z
od 50 do 1000. Priitok zmlZovaciho plynu byl 3,0 dm* min™! a jeho teplota byla 220 °C.
Napéti kapilary bylo 2800 V. Naméfend hmotnostni spektra byla analyzovéna pomoci

softwaru Compass CompoundCrawler 3.0 (Bruker, Némecko) a byla porovnavana

s literaturou a databdzemi PubChem?°, ChemSpider’! a ChEBI**.
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3.3.6 GC s FID a MS detekci a mikroextrakce tuhou fazi

Pro analyzu vzorkd jalovcového dieva, jalovcovych plodd, historického dreva
a historického jalovcového robu byla pouzita také plynova chromatografie (GC) s FID
a MS detekci. Separace t&kavych latek byla provedena podle upravené metody Adamse®.

Ptiprava vzorki byla provedena metodou mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
v uspotadani Head space. K zachyceni analyti bylo pouzivano vlakno (SUPELCO
Bellefonte) s povrchem 50/30 uym DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzen/Carboxen/
/Polydimethylsiloxan). Toto vldkno lze pouZzivat v rozmezi pH 2—11, teploty 230-270 °C
a maximalné do teploty 270 °C.

Nejprve byla provedena GC analyza s FID detekei na pfistroji GC-2010 (Shimadzu)
na koloné¢ Rxi-624 Sil MS 30 m % 0,25 mm x 1,4 um (Max. 320 °C) a nasledné bylo
ptikroceno k MS detekci na ptistroji GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu) s kvadrup6lovym
detektorem (Shimadzu) na kolon¢ Rxi-1301 Sil MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 pum
(Max. 320 °C). Mobilni fazi (nosny plyn) byl pro GC-FID vodik a pro GC-MS bylo
pouzito helium. Line4rni rychlost (linear velocity) plynti byla 35,0 cm s™'. Ionizace byla
provedena klasickou metodou EI (elektronové ionizace) a k identifikaci latek bylo
pouzito porovnani spekter s databazi spekter NIST. Ke zpracovani a vyhodnoceni
chromatogrami a EI spekter byl pouzit software GCMS Postrun Analysis.

Ke hrubému zjisténi optimélnich parametri analyzy i1 extrakce byla primarné pouzita
metoda GC-FID ak tomuto ucelu byl pouzit vzorek novodobého jalovcového dieva
bez ktiry. Po ptechodu na MS detekci stejnych vzorka byly parametry separace drobné
upraveny. Dal§i GC-MS analyzy byly provedeny podle nésledujicich parametrt: teplota
injektoru 250 °C, splitless mod s ¢asem davkovani 1 min. Teplotni program kolony:

I's kone¢nou

pocatecni izoterma 50 °C 2 min., zahtati na 290 °C rychlosti 20 °C min~
izotermou 1 min. Davkovani bylo provadéno manudlné.

Parametry MS detekce: teplota iontového zdroje 200 °C, interface teplota 200 °C,
ionty se registrovaly v rezimu skenu m/z = 29-300.

Byla optimalizovana také doba extrakce, kdy byla zkouSena extrakce po dobu
3,5a 10 min. Za dostacujici dobu (vzhledem k poméru intenzita/Cas extrakce) trvani

extrakce byla vybrdna extrakce po dobu 5 min. Vzhledem k nedostatecné tékavosti
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nekterych analytli byla extrakce provadéna jak pii laboratorni teploté, tak po zahtivani
po dobu 5 min na asi 90 °C.

V ptipad¢ méfeni jalovcovych plodl Cerstvych, suSenych a historického jalovcového
robu byly vzorky zhomogenizovany a jejich pfimétené mnozstvi bylo dano do vialek
(tak aby pokryly dno). Vzhledem k saturaci MS detektoru nékterymi latkami
v novodobych jalovcovych plodech byla v pfipad¢ téchto analyz pozménéna metoda
a mod davkovani byl zménén na split s pomérem 1:50. Také v piipadé novodobych plodi
nebyla namétena varianta se zahiivanim, protoze obsah latek byl tak vysoky, ze doslo

k saturaci detektoru jiz za pokojové teploty.

3.3.7 GC-FID optimalizace

Orienta¢ni parametry GC metody byly optimalizovany pomoci FID detektoru na koloné
Rxi-624 Sil MS 30 m x 0,25 mm x 1,4 pm (Max. 320 °C) na vzorku novodobého
jalovcového dieva bez kiliry. Pro GC-FID méfeni byl pouZit split mod a teplota detektoru
byla vzdy o 10 °C vyssi nez konecna teplota teplotniho programu.

V prvnim kroku byl pouzit teplotni program zacinajici na 50 °C a stoupajici rychlosti
20 °C min"' na 90 °C a nésledné& rychlosti 30 °C min "' na 240 °C s kone¢nou izotermou
3 min. Celkovy ¢as analyzy byl 10 min. Byl pouzit split méd se split pomérem 1:10.

V druhém kroku byla prodlouZena doba analyzy na 15 min, sniZen split pomé&r na 1:4,
zvysena konec¢na teplota na 300 °C a prodlouZena kone¢na izoterma na 6 min.

Doba analyzy trvajici 15 minut se ukédzala zbytecné dlouhou, protoZze po 10. minuté
uz nebyly pozorovany zZadné dalsi piky, a proto byl ¢as analyzy nechén 10 min a zkracena
kone¢na izoterma na 1 min. Tyto parametry byly vyzkouSeny ve tfetim kroku
optimalizace GC-FID metody. Piehledny souhrn optimalizovanych parametra je uveden
v tab. 3.1. Vramci GC-FID méfeni byla optimalizovana i délka extrakce, kterd byla
vyzkousena pifi 3, 5 a 10 min. Za dostacujici dobu extrakce (vzhledem k poméru
intenzita/Cas extrakce) byla vybrana extrakce po dobu 5 min.

V piipadé MS detekce byla pouzita kolona se stejnou stacionarni fazi, ale vétsi délkou,

a proto byla doba analyzy prodlouzena na 15 min.
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Tabulka 3.1

Souhrn parametri GC-FID optimalizovanych ve tfech krocich

Parametr 1. krok 2. krok 3. krok
Celkovy ¢as analyzy / min 10 15 10
Pocatecni teplota / °C 50 50 50
Konecna teplota / °C 240 300 300
Split pomér 1:10 1:4 1:4
Cas davkovani / min 1 1 1
Teplota injektoru / °C 250 250 250
Teplota detektoru / °C 250 310 310

3.3.8 Extrakce lékoficového materialu

Historicky prasek z kotene I€kofice lysé i novodobé kousky suseného lékoficového
kotene byly zhomogenizovany v tfeci misce s tlouckem a takto zhomogenizovanych
vzorkil bylo na analytickych vahach odvadzeno presné asi 100 mg do plastovych
mikrozkumavek se Sroubovacim vickem. K extrakci byl pouzit methanol a extrakéni
¢inidlo (ethanol:voda = 7:3, okyseleno mravenci kyselinou na pH = 2). Vzdy 1,5 ml
daného extrakéniho ¢inidla bylo pfidano k navazkam a plastové mikrozkumavky byly
umistény do ultrazvukové 14zn€ na 30 min pii vykonu 80/320 W a poté dany do stolni
centrifugy pfi 10 000 rpm na 10 min. Supernatanty byly prefiltrovany pies stiikackové
filtry (0,2 um) a analyzovany pomoci HPLC s UV/VIS a MS detekeci.

3.3.9 HPLC s UV/VIS a MS detekci (I€kofice)

Podminky HPLC analyzy byly ptevzaty od Avula a kol.?®. Analyza byla provedena
na kolon¢ XBridge® BEH CI18 (150%3 mm, 2.5 um), jejiz teplota byla temperovana
na 40 °C. Mobilni faze byla dvouslozkova, kdy sloZkou A byl 0,1% vodny roztok
mravenci kyseliny a sloZzkou B byl 0,1% roztok mravenci kyseliny v acetonitrilu. Pritok
mobilni faze byl 0,21 cm® min~!. Byla pouZita gradientové eluce o celkovém ¢ase analyzy
45 min. Béhem prvnich 25 minut linearné kleslo mnoZstvi slozky A z 90 % na 55 %. Poté

beéhem 8 minut kleslo na 0 % slozky A (do 33. minuty chromatogramu) a tak setrvalo
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7 minut (do 40. minuty chromatogramu), kdy skokové¢ vzrostlo zastoupeni slozky A
na 90 % (do40. minuty chromatogramu) a tak setrvalo 5 minut (do 45 minuty

chromatogramu).
Tato metoda byla provedena s UV/VIS a hmotnostni detekei, které byly provedeny
na stejnych pfistrojich a se stejnymi parametry detekce jako v piipad¢ méteni materialu

jalovce.
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4  Vysledky a diskuse

4.1 Analyza jalovcovych historickych vzorku
4.1.1 HPLC s MS detekci

Vramci HPLC-MS analyzy historického jalovcového robu byly analyzovany
pro porovnani i ob€ varianty pfipravenych novodobych jalovcovych roba dle dobovych
receptur a také suSené i Cerstvé jalovcové plody. Novodobé roby slouzily jako ukazatel
degradace slou¢enin béhem pfipravy robu zjalovcovych plodd. Analyzou uvedenych
vzorkll bylo nalezeno v negativnim modu ESI celkem 67 latek, ale ne vSechny nalezené
slouceniny se nachazely ve vSech vzorcich. Porovnanim s literaturou a zméfenim
tandemovych spekter s vysokym rozliSenim bylo charakterizovano celkem 37 latek.
Latky, které byly nalezeny v alesponi dvou vzorcich jsou shrnuty v tab. 4.1.

Sacharosa pouZivana pfi pfipravé robu byla nalezena v obou replikovanych robech,
ale nebyla nalezena v robu historickém. V historickém vzorku nebyly nalezeny ani Zadné
jiné jednoduché sacharidy. MoZznym vysvétlenim by mohla byt mikrobidlni degradace
sacharosy béhem nékolika set let, kdy byl historicky vzorek uloZen v plivodni nadobé.
Jinym moznym vysvétlenim by mohlo byt i nepfidani cukru béhem ptipravy historického
robu.

Soucasné v historickém robu a novodobych jalovcovych vzorcich bylo nalezeno
celkem 6 latek. Jednalo se o kvercetin 3-O-B-D-xylopyranosid, apigenin 7-O-fB-D-
-glukosid, kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosid, kvercetin, kvercitin, a viridiflorin
heptosid. Jedna se o latky charakteristické pro jalovec az na viridiflorin heptosid, coz je
latka, ktera nebyla dosud v jalovci literaturou popsana, ale v ramci provedené analyzy
byla nalezena iv novodobych jalovcovych plodech. V piipadé¢ ctyt latek se jedna

o glykosidy a jejich pfitomnost v historickém vzorku svédci o jejich stabilite. Nektere jiné
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pro jalovec charakteristické glykosidy (prokyanidin B2, apigenin, amentoflavon,
sekvojaflavon, imbrikatolova kyselina a isokupressova kyselina) byly nalezeny pouze
v novodobych vzorcich, coz by mohlo byt zpiisobeno jejich degradaci v historickém

vzorku v pritbéhu let, a tedy poukazovat na jejich nizsi stabilitu.

Tabulka 4.1
Latky nalezené pomoci HPLC-MS/MS v historickém vzorku jalovcového robu (HR), novodobém robu R1
a R2 a &erstvych (PC) a susenych (PS) jalovcovych plodech (retenéni ¢as, jméno a CASRN létky, vzorec,

[M—H] ion, pfitomnost ve vzorku, reference k urceni latky)

t./ min Sloucenina, CASRN Vzorec  m/z [M—H]™ Pfitomnost ve vzorku Ref.
HR R1 R2 PC PS

1,7 Citronové kyselina, [77-92-9] CeHsO,  191,0563 NN NN

1,7 Sacharosa, [57-50-1] Ci,Hy01; 341,1086 NN

2.2 Prokyanidin Ba, [29106-49-8] CsoHy012 577,1360 NN N 17, 33

23 Katechin, [154-23-4] CisH,0  289,0719 NN N 33, 34

2,4 Rutin, [153-18-4] Cy7H30016 609,1477 NN

2,6 Kvercetin 3-O-B-D-glukopyranosid, [482-35-9]  CyHyO1, 463,0899 NN NN

29 Dietylfumarat, [623-91-6] CsHpOs 171,067 y

3,5 Kvercetin 3-O-B-D-xylopyranosid, [549-32-6] CyHis0y 4330773 N A A A A

4,0 Apigenin 7-O-B-D-glukosid, [578-74-5] CyiHyO10 431,0988 NN N

5,1 Kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosid, [61117-16-6] CyHisO10 417,0000 N~~~

53 Kvercetin, [117-39-5] CisHi0; 301,2172 N A N N N #n2

55 Kvercitin, [522-12-3] CuHyOpp 447,0922 N A N~ + B

6,0 Nevyreseno CyHis0o  401,0878 N NN A

6,8 Luteolin, [491-70-3] CisHioOs  285,0897 v oA N

12,7 Viridiflorin heptosid® CyoH3s015 623,1960 NN N

16,1  Diosmetin, [520-34-3] CieH1,05  299,2009 N N

16,4  Apigenin, [520-36-5] CisHyOs  269,0442 NN N A s

17,2 Negundin B, [844692-51-9] CyHnOs  357,1343 NN AT

21,9  Amentoflavon, [1617-53-4] CsoHi5010 537,0782 NN NN B

30,3  Newyieseno CyHn0,  385,1296 v oA

33,7 Sekvojaflavon, [21763-71-3] C31Hy0010 551,0974 NN N

38,6  Newyieseno CioHs05  303,1974 v oA N

39,1  Imbrikatolové kyselina, [6832-60-6] CyoH3,0;  321,3434 NN N

40,3 Isokupressova kyselina, [1909-91-7] CyH305  319,2148 VoA N e

“ Rozbor MS/MS spektra je proveden v odst. 4.1.3.

V ptipadé vzorku historického jalovcového dieva byly stejnou metodou HPLC-MS
analyzovany 1 dv¢ varianty jalovcového dieva novodobého (bez kiry a s kiirou).
V negativnim méddu ESI se podafilo nalézt pouze 8 latek, z ¢ehoz se pouze 4 vyskytovaly

zaroven v historickém 1 novodobém vzorku (tab. 4.2). Jelikoz Zadna z nalezenych latek
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neni tak charakteristickd pro jalovec, ze by jeji pfitomnost v historickém vzorku stacila
jako diikaz, ze historicky vzorek je skutecné jalovcové dievo, bylo ptikroceno k analyze

plynovou chromatografii s MS detekci.

Tabulka 4.2
Latky nalezené pomoci HPLC-MS/MS v historickém vzorku jalovcového dieva (HD) a novodobého
jalovcového dieva loupaného (DL) a s kiirou (DK) (retencni ¢as, jméno a CASRN latky, vzorec, [M—H]~

ion, pfitomnost ve vzorku, reference k urceni latky)

t./ min Sloucenina, CASRN Vzorec  m/z [M—H]™ P#itomnost ve vzorku Ref.

HD DL DK

2,8 Nevyreseno CasHsOy0 491,1916 N N

52 Nevyieseno CyH30y; 519,1878 Y Y

37,7  [6]-Gingerol, [23513-14-6] CiHy04 293,1763 v v 4
39,1  Imbrikatolov kyselina, [6832-60-6] CaoH340s 321,3434 J 9, 40

4.1.2 GC s MS detekci

Vzhledem k nedostate¢né identifikaci chemotaxonomickych markerit jalovce
v historickém vzorku jalovcového dieva pomoci HPLC-MS bylo pfikroceno k analyze
obou historickych jalovcovych vzorkii pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci, ktera je ve spojeni s mikroextrakci tuhou fazi velice vhodna k analyze tékavych
latek hojné& obsazenych v jalovci, jak uvadi literatura®?.

Pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci byl analyzovéan historicky
vzorek jalovcového dieva a obé¢ varianty novodobého jalovcového dieva (s kiirou a bez
kury). Latky nalezené alespoil ve dvou vzorcich jsou uvedeny v tab. 4.3. Celkem 12 latek
s literaturou®**’ doloZitelnym vyskytem v jalovci bylo nalezeno v historickém a obou
variantach novodobého jalovcového dieva, ¢imz se podafilo nalézt dostate¢ny dikaz
o autenticité historického jalovcového dfeva. Pozoruhodna je také skutecnost, ze té¢kavé

latky jsou v jalovcovém dieve pifitomné i po vice nez 200 letech.
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Tabulka 4.3
Latky nalezené pomoci GC-MS v historickém vzorku jalovcového dieva (HD) a novodobého jalovcového
dieva loupaného (DL) a s ktirou (DK) (retencni ¢as, jméno a CASRN latky, vzorec, experimentalni m/z

molekularniho iontu, pfitomnost latky v analyzovaném vzorku, reference k uréeni latky)

tr/min  Sloucenina, CASRN Vzorec m/z Pritomnost ve vzorku Ref.
Extrakce 1. Extrakcen IL.”
HD DL DK HD DL DK
72 a-Pinen, [80-56-8] CioHis 1362 v N v N v 43,44,45, 46
74 (+)-Kamfen, [79-92-5] CioHis 136,2 \ \ R 44,45
7,7 B-Pinen, [127-91-3] CioHie 136,2 Y v 44, 45
7.8 B-Myrcen, [123-35-3] CioHie 136,2 Y 44, 45,46
8,0 3-Caren, [13466-78-9] CioHis 136,2 v v v 44,45
8,2 D-Limonen, [5989-27-5] CioHis 1362 v v v 44,45, 46
9,7 Terpinen-4-ol, [562-74-3] CiH;s0 1543 R Y Y v 44, 45
11,0 a-Kopaen, [3856-25-5] CisHas 2044 \ N R N \ 43,44, 45, 46
114 a-Cedren, [469-61-4] CisHas 204,4 R \ 4
11,5 B-Cedren, [546-28-1] CisHas 2044 N N 43
11,6 cis-Thujopsen, [32435-95-3] CisHas 2044 \ R N \ 44,46
11,7 y-Muurolen, [30021-74-0] CisHas 204,4 R N \ 44
12,0 B-Kadinen, [523-47-7] C1sHaq 2044 v Y Y v 43, 44, 46
12,0 (+)-Cuparen, [16982-00-6] C1sHaq 2023 v v Y 43,44
12,1 (—)-Calamenen, [483-77-2] C1sHaq 2023 v Y v Y “
12,9 a-Cedrol, [77-53-2] CisHyO 2224 A v v 43
13,1 Cadalen, [483-78-3] CisHis 1983 v Y v Y v 43,44
13,8 (-)-Isolongifolol acetat, [18367-70-9]  C;Hx0, 2644 R 47

“vzorky byly nechany za laboratorni teploty a doba extrakce byla 5 min

b vzorky byly zahiivany 5 min na 90 °C s néslednou extrakci po dobu 5 min

Vzhledem k Gspé$nému nalezeni tékavych latek pomoci GC-MS v historickém
jalovcovém dfevé byl stejnou metodou analyzovan i vzorek historického jalovcového
robu a novodobych jalovcovych plodi Cerstvych a suSenych. V téchto vzorcich se celkem
podatilo nalézt 27 latek charakteristickych pro jalovec a ptitomnych alespont ve dvou
vzorkach, coz shrnuje tab. 4.4. Celkem 25 téchto latek bylo pfitomno jak v historickém
robu, tak i1 v né€kterém z novodobych vzorkli a podporuje tedy potvrzeni autenticity
historického robu metodou HPLC-MS. Ctyii latky byly nalezeny pouze v historickém
robu. Jednalo se o terpenoidy ylangen, o-muurolen a a-calacoren vyskytujici se
v jalovcovém oleji pouze v nizkych koncentracich a nejspiSe doslo k jejich
zakoncentrovani pfi piipravé jalovcového robu, zatimco v novodobém referencnim
materialu jalovcovych plodd vzhledem k jejich nizké koncentraci detegovany nebyly*®.

Ctvrtou latkou je y-selinen charakteristicky pro jehlice jalovce®. Jeho piitomnost
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v historickém ptipravku Rob juniperi tedy poukazuje na kontaminaci jalovcovych ploda

jehlicemi jalovce pii ptipravé povidel, coz jen utvrzuje autenticitu tohoto vzorku.

Tabulka 4.4

Latky nalezené pomoci GC-MS ve vzorku historického jalovcového robu (HR) a v novodobych Cerstvych

(PC) a susenych (PS) jalovcovych plodii (retenéni ¢as, jméno a CASRN latky, vzorec, experimentalni m/z

molekularniho iontu, pfitomnost latky v analyzovaném vzorku, reference k urceni latky)

tg / min  Sloucenina, CASRN Vzorek mlz Pritomnost ve vzorku Ref.
HR* HR’* PC PS

7,1 (2)-0-Thujen, [2867-05-2] CioHis 1362 v v s

72 o-Pinen, [80-56-8] CioHis 1362 v NN B

7.4 (+)-Kamfen, [79-92-5] CioHis 136,2 v v “, 45

7,5 Thuja-2,4(10)-dien, [36262-09-6] CioHys 134,2 J N S

7,7 Sabinen, [3387-41-5] CioHjg 136,2 v v s

7.7 B-Pinen, [127-91-3] CioHis 136,2 \ NN s

7.8 B-Myrcen, [123-35-3] CioHis 136,2 S

8,2 D-Limonen, [5989-27-5] CioHig 1362 v v N e

8.2 o-Cymen, [527-84-4] CioHus 1342 NN s

8,2 B-Fellandren, [555-10-2] CioHjg 136,2 v N

8.3 1,8-Cineol, [470-82-6] CiHisO 1543 N s

8.4 y-Terpinen, [99-85-4] CioHjg 136,2 v v “

9,0 Linalool, [78-70-6] CiHisO 1543 \ s

9,7 Terpinen-4-ol, [562-74-3] CiHisO 1543 v “, 45

10,5 Bornyl acetat, [76-49-3] CiHy0, 1963 \ NN s

10,8 a-Cubeben, [17699-14-8] CisHa, 204,4 v v N 8

11,0 Ylangen, [14912-44-8] C1sHas 2044 \ s

11,0 o-Kopaen, [3856-25-5] CisHas 2044 v NN s

11,2 (—)-B-Elemen, [515-13-9] C1sHas 2044 \ R

11,7 (1Z,42,72)-1,5,9,9-Tetramethyl-1,4,7-  CysHy, 204,4 v NN
cykloundekatrien, [400822-79-9]

11,7 y-Muurolen, [30021-74-0] CisHa 204,4 v “

12,0 B-Kadinen, [523-47-7] C1sHas 2044 NN B

11,8 a-Muurolen, [10208-80-7] CisHas 2044 v s

11,9 B-Selinen, [17066-67-0] C1sHas 2044 \ R

12,2 y-Selinen, [515-17-3] CisHas 2044 v s

12,2 Selina-3,7(11)-dien, [6813-21-4] CisHas 204,4 v N s

12,2 a-Calacoren, [21391-99-1] CisHao 2003 v s

“ vzorky byly nechany za laboratorni teploty a doba extrakce byla 5 min

b yzorky byly zah¥ivany 5 min na 90 °C s naslednou extrakci po dobu 5 min
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4.1.3 VysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie viridiflorinu

K identifikaci slouceniny s retenénim casem 12,7 min nalezené pomoci HPLC-MS
analyzy v historickém jalovcovém robu a i v novodobém referenénim materialu byla
provedena vysokorozliSujici tandemova hmotnostni spektrometrie a ziskana spektra byla
porovnana s literaturou, na jejimz zaklad¢ byla sloucenina urcena jako viridiflorin
heptosid. Jedn4 se o isoflavon, ktery byl poprvé objeven v rostling Tephrosia viridiflora®
a také byl nalezen v rostlinach Ficus carica' a Millettia brandisiana®?, ale dosud nebyl
identifikovan v jalovci obecném.

Hmotnostni spektrum viridiflorinu ani jeho fragmenta¢ni mechanismus nebyly dosud
publikovany, a proto bylo zméfeno tandemové hmotnostni spektrum v negativnim
1 pozitivnim modu elektrosprejové ionizace a pro pozitivni mod byl navrzen fragmentacni
mechanismus (obr. 4.1).

V negativnim médu ESI byl v ¢ase 12,7 min pozorovan molekularni ion [M—H]~
s m/z=623,1960 (vzorec C20H36015 0 hmot¢ 624,59 Da), zatimco v pozitivnim modu byl
ve stejném Case pozorovan molekularni ion [M+H]" o0 m/z = 399,1433 (vzorec C22H207
o hmot¢ 398,41 Da). Rozdil téchto fragmentli odpovidd vzorci C;7Hi4Og o hmoté
226,181 Da a mohlo by se tedy jednat o sacharidovou jednotku ze skupiny heptosidii.
V pozitivnim modu ionizace je sacharidova slozka viridiflorin heptosidu jiz odstépena,
anavic je toto spektrum znatelnéji bohatSi na fragmenty, a proto byla mozna cesta
fragmentace viridiflorinu navrzena pro pozitivni méd. Fragmenty vznikajici touto cestou
jsou analogické fragmentim vznikajicich v hmotnostnich spektrech jinych flavonoid

53,54

a isoflavonoid®’” >*, coZ podporuje spravnost tohoto navrhu.
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Obr. 4.1 ESI-MS? spektra produktovych iontii prekurzorového iontu viridiflorinu v ESI* a viridiflorin
heptosidu v ESI™ (oznageny kosoétvercem) a navrh ESI*-MS? fragmentace viridiflorinu (m/z hodnoty byly

vypocitany)

4.2 Analyza historického prasku z Iékoficového kofene

4.2.1 HPLC s UV/VIS detekci

HPLC s UV/VIS detekei slouZila k ovéteni podminek separace a zaroven i k porovnani
ucinnosti extrakce pomoci danych extrakénich €inidel. Pfi porovnani chromatogrami
extraktl novodobého suSeného lékoficového kotene extrahovaného methanolem
(obr. 4.2a) a smé&si ethanolu a vody v poméru 7:3 okyselené mravenci kyselinou na pH = 2
(obr. 4.2b) byla patrna vyssi intenzita nékterych pikd pfi pouziti okyseleného
ethanolického extrakéniho Cinidla. V ptipadé€ nékterych pikli bylo ale pozorovano sniZeni
jejich intenzity, a proto byly pomoci HPLC-MS metody analyzovany oba typy extraktii.
Pik oznaceny hvézdickou byl s urcitou pravdépodobnosti identifikovan jako glycyrrhizin
na zéklad¢ porovnani UV/VIS spekter s absorpénim maximem pii 250 nm uvedenych

v literatuie®® a retenéniho ¢asu zjisténého pomoci hmotnostni detekce.
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Obr. 4.2 HPLC-UV/VIS chromatogram extraktu novodobého suSeného Iékoficového kotene
extrahovaného (a) methanolem a (b) smési ethanolu a vody v poméru 7:3, okyselené mravenci kyselinou
na pH = 2. Pik pfifazeny glycyrrhizinu je oznac¢en hvézdickou. Provedeno na koloné XBridge® BEH C18
(1503 mm, 2.5 pm) s gradientovou eluci (0,1% vodny roztok mravenéi kyseliny a 0,1% roztok mravenci

kyseliny v acetonitrilu), priitokova rychlost 0,21 cm?® min™'. Mé&feno pii 254 nm.

4.2.2 HPLC s MS/MS detekci

HPLC-MS/MS  analyzou historického vzorku prasku zlékoficového kofene
a novodobého referenéniho suseného lékoficového kotfene bylo nalezeno veliké mnoZstvi
latek. Identifikace byla provedena porovnanim nalezenych latek s latkami uvedenymi

Avulou a kol.?8

a pro vybrané latky také zméfenim jejich MS/MS spekter. Celkem bylo
identifikovano v novodobém materidlu 31 chemotaxonomickych markerti lékofice
(tab. 4.5), z nichZ ale pouze devét (isoviolanthin, likviritin apiosid, likviritin, likurosid,
neoisolikviritin, likviritigenin, macedonosid C, glycyrrhizin a glycyrrhetinova kyselina)
bylo identifikovano soucasné i ve vzorku historickém. To poukazuje na degradaci
nékterych pro 1ékofici charakteristickych latek b&hem dlouhé doby uloZeni, coz se
shoduje se zaveéry dosud jediné podobné prace (zkoumajici celé kousky Iékotice pomoci

1'56

chemotaxonomie) od Shibata a kol.”®, ovétujicich autenticitu tdajné ptes 1250 let starého

l1ékoticového vzorku pochazejiciho z mésta Nara v Japonsku.
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Z vysledkti uvedenych v tab. 4.5 je také patrna dualezitost volby extrak¢niho ¢inidla,
protoze Ctyii z deviti chemotaxonomickych markert nalezenych soucasné v historickém
1 novodobém materialu bylo identifikovano v historickém vzorku pouze v okyseleném
ethanolovém extraktu, zatimco v novodobém vzorku byly identifikovany i v extraktu
methanolovém, coz by mohlo byt zplisobeno nizSimi koncentracemi téchto latek
v historickém materialu oproti materialu novodobému a jejich snadnéjsi extrakci kyselym
extrakénim cinidlem. Toto tvrzeni podporuji i vysledky ziskané s UV/VIS detekei,
kde byla pozorovana vyssi intenzita pikll v okyseleném ethanolovém extraktu oproti
extraktu methanolovému. Na druhou stranu, v ptipad¢ glycyrrhetinové kyseliny, ktera
byla nalezena v obou novodobych extraktech, se jednalo o latku nalezenou v historickém
vzorku pouze v methanolovém extraktu a poukazuje to tak na vyhodu souc¢asného pouziti
vice extrak¢nich cCinidel.

Na glycyrrhetinové kyselin€é a glycyrrhizinu Ize na zakladé vysledki uvedenych
v tab. 4.5 ilustrovat dualezitost pH extrakéniho ¢inidla. Ob¢ latky byly identifikovany
v novodobém referencnim materidlu, jak v methanolovém, tak 1 v okyseleném
ethanolovém extraktu. V pfipadé extrakce historického vzorku byl ale glycyrrhizin
nalezen pouze v okyseleném ethanolovém extraktu, zatimco glycyrrhetinova kyselina
byla nalezena pouze v methanolovém extraktu. Obé slouceniny maji velice podobnou
strukturu (obr. 4.3a,b), 1i$i se pouze v diglukopyranosiduronylové jednotce pritomné
ve struktufe glycyrrhizinu. Vysledky ukazuji, Ze obé& latky lze extrahovat obéma
pouzitymi extrakénimi Cinidly a obé jsou v historickém vzorku pfitomny
v detegovatelnych koncentracich. Mozna ptic¢ina neptitomnosti glycyrrhetinové kyseliny
v okyseleném ethanolovém extraktu by mohla byt zplsobena jeji niz$i disociaci
v kyselém prostfedi, zatimco glycyrrhizin s mnoha polarnimi hydroxylovymi a dvéma
karboxylovymi skupinami v diglukopyranosiduronylové jednotce je v kyselém prostredi

snadngji ionizovatelny.
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Obr. 4.3 (a) struktura glycyrrhetinové kyseliny [471-53-4], (b) struktura glycyrrhizinu [1405-86-3]
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Tabulka 4.5

Slouceniny nalezené pomoci HPLC-MS/MS analyzy v novodobém suSeném 1ékoficovém koteni (N) a historickém vzorku Pulvis radicis liquiritiae (H) extrahovanych
methanolem (M) nebo extrakénim ¢inidlem (E; smés ethanolu a vody v poméru 7:3 (v/v), jejiz pH bylo upraveno na hodnotu 2 piidavkem mravenci kyseliny)
v pozitivnim (+) nebo negativnim (—) moédu ESI (retenéni Cas, nazev a CASRN slouceniny, molekulovy vzorec, experimentalni m/z iontd [M+H]" a [M-H],

m/z fragmentacnich iontl v pozitivnim a negativnim modu ESI, pfitomnost sloucenin v analyzovaném materialu).

tr / Slougenina. CASRN Molekulovy m/z Fragmentacni mlz Fragmentacni NM NM NE NE HM HM HE HE
min ’ vzorec [M+H]" ionty v ESI* [M-H]” ionty v ESI” + - + — + - + —
10,3  Soforaflavon B, [22052-75-1] C21H200s 417,1149 255 N/A N/A N N
11,3  Isoviolanthin, [40788-84-9] Ca7H30014 579,1699  405;337; 121 577,1577  503;457;383;353 d N N N v v v
11,9  Neolikviritin, [5088-75-5] C1H200 419,1317  257;137 417,1191  255;135;119 N N N N
12,0 Likviritin, [551-15-5] C21H20, 419,1317  257;137 417,1182  255;135;119 N N N N N N N v
12,4  Likviritin apiosid, [74639-14-8] Ca6H30013 551,1738  257;137 549,1613  429;255;135;119 d N N N N N R
13,2 Genistin, [529-59-9] C21H0010 433,1106  271;137 431,0969  311;269 N N N N
14,9  Naringenin-7-O-(2-B-D-apiofuranosyl)-p-  CaHs0O14 567,1677  273;195; 153 565,1578  433;271; 151; N N N N
-D-glukopyranosid, N/A 125
14,9 Naringenin-7-O-p-D-glukopyranosid, NA  CyH010 435,1254  273;153 433,1133  341;311;271;151 N N N
16,4 Likurosid, [29913-71-1] Ca6H30013 551,1743  257;137 549,1610  417;255;135;119 N N N N R
16,4  Isolikviritin, [5041-81-6] C21H209 419,1323  257;137 417,1190  255;135;119 N N N N
16,9  Glycyrosid, [125310-04-5] Ca7H30013 563,1746 269 561,1602 267 N N N N
17,2 Kumatakenin B, [2196-14-7] CisH1004 255,0644  227;145;137;119  253,0506  135;117; 91 N N N N
17,8  Neoisolikviritin, [59122-93-9] C21HpOy 419,1316  257;137 417,1192  255;135; 119 N \ N N N
17,8  Likochalkon B, [58749-23-8] C16H,40s5 287,0908  255;193;178;121  285,0785  270;177;150;121 N N N
17,9  Ononin, [486-62-4] C2H20, 431,1323 269 N/A N/A N N
19,2 Likviritigenin, [578-86-9] CisH 1,04 257,0801  211;147;137;119  255,0696  135;119; 91 N N N N N N N v
20,1  Kalykosin, [20575-57-9] C16H,,0s5 2850742  270;253;225;137 283,0630  268;239;211;108 N N N
22,3 Lékoticovy glykosid E, [202657-66-7] CisHisOuN 6942126 276;257;240; 144 692,1986  549;531;255;160 N N N
22,5  Echinatin, [34221-41-5] C16H1404 271,0960  229;177;153; 121  269,0842  253;237;133;92 N N N
23,0 Naringenin, [480-41-1] C1sH,,0s 273,0753  177;153;147;121  271,0639 135 N N N N
23,0  Ononin-6-O-acetét, N/A Ca4H24010 473,1414  269;133; 103 N/A N/A N N N
23,2 Yunganosid Ky, [156980-51-7] CyoHgO17 839,4053  469;451; 233 837,3914  351;193 N N N N
232 Isolikviritigenin, [961-29-5] C1sH,,04 257,0807  239;147;137;119  255,0692  119;91 N N
26,8  Formononetin, [485-72-3] C16H 204 257,0807  254;237;226;197 267,0689  252;223;208;195 N N
27,6  Vestitol, [35878-41-2] C16H 604 N/A N/A 271,1003  252; 135; 109; 91 N N
28,9 Macedonosid C, [256441-33-5] CHgO16 823,4107 453 821,3959  351;193; 113 N N y y y J
28,9  Glycyrrhizin, [1405-86-3] CHsxO16 8234107 453 821,3959  351;193; 113 N N N N N RN
30,4  Newyeseno C1HpO0s 355,1520  313;193;175;133  353,1400  338;177;160;150 < N N N
31,0  Erythrinin B, [51225-30-0] CaoH 505 339,1205  283;255;205;165 337,1088  293;245;201;117 N N N
32,8  Glabridin, [59870-68-7] CaoHyO4 3251423 189;171;149; 123  323,1302  213;201;175;135 < N N N
33,1 Likoflavon B, [91433-17-9] CasHa604 391,1891  335;279;167; 149  389,1740  344;283;161;135 N N N
35,3 Glycyrrhetinova kyselina, [471-53-4] C30H104 4713459  453;425:235;189 4693316 383 v v N v v v
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4.2.3 Navrh fragmentacnich mechanismi péti nalezenych chemotaxono-

mickych marker( Iékofice

Vétsina chemotaxonomickych markert Iékofice neni dostupnd ve formé analytickych
standardli, a proto byla k ovéfeni jejich identifikace vyuzita tandemova hmotnostni
spektrometrie. Celkem pro pét z 31 identifikovanych latek, jejichz spektra nebyla dosud

v literature 378

podrobnéji zkoumana, byl navrhnut jejich fragmentacni mechanismus a je
uveden 1 s naméfenymi fragmentanimi spektry.

Konkrétné se jedna o tfi derivaty flavonu (neolikviritin, isoviolanthin, Iékoficovy
glykosid E) a dvé latky strukturné piibuzné glycyrrhizinu (yunganosid Ko,
macedonosid C).

Nejjednodussi strukturu ze tfi flavonovych latek ma neolikviritin (obr. 4.4) eluujici
ve 12,0 min a nalezeny pouze v novodobém vzorku lékoficového kofene. Jednd se

o strukturni analog likviritinu, v jehoZ spektrech*

jsou pozorovatelné nekteré shodné
fragmentacni ionty, napfiklad v EST" m/z = 257,0799 a m/z = 137,0225, ale obé& latky lze

od sebe odlisit v HPLC na zakladé retenénich ¢asu.
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Obr. 4.4 ESI-MS? spektra produktovych iontll prekurzorového iontu neolikviritinu (oznaceny

kosoctvercem) a navrzeny fragmentacni mechanismus (m/z hodnoty byly vypocitany)
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Druhou latkou je diglykosid likviritinu, isoviolanthin, eluujici v 11,3 min a nalezeny
v historickém 1 novodobém vzorku. Jeho v obou mddech ESI na fragmenty bohaté

61.2 je zajisténo odstépovanim deseti

spektrum odliSujici se vyrazné€ od spektra likviritinu
hydroxylovych skupin ze struktury této latky. Pofadi ztrat hydroxylovych skupin je

v obr. 4.5 pouze odhadnuto.
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spektra produktovych iontli prekurzorového iontu isoviolanthinu (oznaceny

kosoc¢tvercem) a navrzeny fragmentacni mechanismus (m/z hodnoty byly vypocitany)

Tretim derivatem flavonu je 1ékoficovy glykosid E (obr. 4.6) eluujici v 22,3 min

a identifikovany pouze v novodobém materialu.
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Obr. 4.6 ESI-MS? spektra produktovych iontli prekurzorového iontu Iékoficového glykosidu E (oznadeny

kosoctvercem) a navrzeny fragmenta¢ni mechanismus (#/z hodnoty byly vypocitany)

Dvé latky strukturné piibuzné glycyrrhizinu a glycyretinové kyseliné jsou navzajem

strukturnimi analogy vychdzejici ze struktury ursolové kyseliny (CASRN [77-52-1]).

Prvnim znich je yunganosid K> (obr. 4.7a) eluujici v 23,2 min a nalezeny pouze

v novodobém 1ékoficovém materidlu. Druhou latkou je macedonosid C (obr. 4.7b)

eluujici v 28,9 min a nalezeny v historickém 1 novodobém materialu.
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Obr. 4.7 (a) ESI-MS? spektra produktovych iontii prekurzorového iontu yunganosidu K, (oznadeny

kosodtvercem) a navrzeny fragmentaéni mechanismus (m/z hodnoty byly vypo¢itany); (b) ESI-MS?

spektra produktovych iontd prekurzorového iontu macedonosidu C (oznaceny kosoétvercem) a navrzeny

fragmentacni mechanismus (m/z hodnoty byly vypocitany)
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V ramci této prace byly analyzovany pozistatky tfi farmak z 18. stoleti s idajnym
obsahem jalovce nebo I¢kotice. Konkrétné se jednalo o Rob juniperi, Lignum juniperi
a Pulvis radicis liquiritiae. Cilem bylo provést kvalitativni analyzu a na zaklade
chemotaxonomického ptistupu ovéfit, zdali byly ptipravky ptipraveny podle dobovych
receptur a zkoumat piipadnou degradaci jejich sloZek. Jako zdroj chemotaxonomickych
markert byl pouzit novodoby referencni materidl a pro lepsi autenti¢nost referencniho
materidlu byla pro vzorek Rob juniperi provedena i replikace podle dvou dobovych
receptur. Primarni metodou analyzy byla HPLC s hmotnostni detekci, které predchazela
UV/VIS detekce slouzici k orientaénimu vyzkouSeni podminek analyzy. V piipadé
jalovcovych vzorkl bylo nutno vzhledem k tékavosti analytii pouZzit i GC-MS metodu,
které ptedchéazela FID detekce k optimalizaci parametrt extrakce 1 metody samotné.
Vysledky analyz identifikovaly dostate¢né mnozstvi chemotaxonomickych markert
dané rostliny ve vSech historickych vzorcich, ¢imz byla potvrzena jejich autenticita a byl
splnén cil prace. Navic v pfipadé€ historickych jalovcovych vzorki pfitomnost nékterych
analytl poukdzala na pozoruhodnou stabilitu nékterych glykosidl a t¢kavych sloucenin
jalovce. Zajimavym bylo nenalezeni Zadného jednoduchého cukru v historickém vzorku
Rob juniperi, ktery mohl podlehnout degradaci, nebo bylo zapomenuto na jeho ptidani
pfi pifipravé. HPLC-MS také odhalila v tomto historickém vzorku i novodobém
referenénim materialu viridiflorin heptosid, ktery dosud nebyl v jalovci popsan, a proto
byla naméfena jeho fragmenta¢ni spektra a navrhnut jeho mozny fragmentacni
mechanismus, coZ bylo zvefejnéno v jiz uspéSné publikovaném c¢lanku shrnujicim
analyzu historického jalovcového vzorku®. Fragmenta¢ni spektra a mozny fragmentaéni
mechanismus byl navrhnut i pro pét latek identifikovanych v Iékoficovém materialu.
Pro extrakci lékoticového materidlu se navic ukdzalo vyhodnym také pouziti okyselen¢ho

ethanolického extrakéniho ¢inidla pouzitého k extrakci jalovcovych vzorki.
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