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1. Bevezetés

Dr. Halasz Andras és hallgatéja Persovits Edina a Szent Istvan Egyetem képviseletében kért fel
minket vadon termd cikéria gyokér kivonatoldsara, valamint meghatarozott komponenseinek HPLC
vizsgalatara. A kivonatok in vitro és in vivo endoparazita-ellenes hatds tesztelés céljara késziiltek.
Kordbban sertések esetén mutattdk ki a cikdridban is nagy mennyiségben el6forduld
fruktopoliszacharid, az inulin parazitaellenes hatasat [1]. Az inulin forré vizes extrakcidjat az
irodalomban k&zolt mdadon végeztiik (70 °C-on, ultrahangos kadban, 1 6rat at) [2].

2. Anyagok és modszerek
2.1. Felhasznalt vegyszerek és vizsgalt mintak

Az extrakciéhoz haszndlt metanol laboratériumi tisztasdgu volt és a Molar Chemicals Kft.-t6l kerult
beszerzésre. A HPLC-ELSD illetve LC-MS mérésekhez hasznalt HPLC tisztasagu viz, illetve HPLC
tisztasagu acetonitril a Sigma-Aldrich Kft.-t6l szarmazott. A felhasznalt cikoria gyokérzet Karcag mellett

kerult begyUjtésre.

2.2. MintaelGkészités A cikéria gyokereket kiolvasztottuk, megmostuk, majd korilbelil 1 cm
nagysagura apritottuk.

1. kép Felapritott cikdria minta.

2.3. Extrakcié 100 gramm anyagot mértiink be 1000 ml-s f6z6poharakba, hozzamértiink 400 ml
desztillalt vizet, illetve metanolt, majd botmixerrel homogenizaltuk.

3. kép Felapritott cikoria minta + 400 ml metanol homogenizalas utan.
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1. tablazat Minta megnevezések és extrakciohoz bemért tomegek.

Datum Minta megnevezése Bemért tomeg [g]
06.02. Elsé vizes extrakt 100,32
06.02. Els6 metanolos extrakt 100,38
06.08. cik_in_w_01 100,18
06.08. cik_in_w_02 100,05
06.08. cik_in_w_03 116,26
06.08. cik_in_MeOH_01 100,26
06.08. cik_in_MeOH_02 100,19
06.08. cik_in_MeOH_03 100,09
06.08. cik_in_MeOH_04 20,05

Az extrakcidét a vizes minta esetén 70 °C-ra allitott ultrahangos kadban végeztiik egy 6ran
keresztil, mig metanollal 30 °C-on egy 6ran keresztiil zajlott az kivonatolds. A metanolos extrakcidk
kapcsan fontos megjegyezni, hogy az ultrahangos kad h6mérsékletét nem lehetett szabalyozni, igy az
els6 metanolos extrakt esetén 32 °C, a cik_in_MeOH 01,02,03 soran 48 °C, mig a cik_in_MeOH_04-es

minta esetén 60 °C-ra emelkedett az ultrahangos kad vizének h6mérséklete.

2.4, Szlirés A szlirés két réteg szlirGpapirral tortént, Erlenmeyer lombik és livegtdlcsér haszndlataval.

HPLC minta el6készités: A mérések el6tt a mintakat sz(irni kellett. A metanolos extraktum esetén 0,22
pm, mig a vizes mintdk 0,45 um-es fecskend@szirével tudtuk szlirni. A HPLC mérésekhez minden
mintabdl 1-1 ml-t vettiink ki.

Tarolas: Fagyasztdban.

Rotachrom Technologies LLC. - 6000 Kecskemét, Trafé utca 1. - Phone: +36 70 396 8823 - rotachrom.com

| 3.

4. kép A metanolos extrakcid mintai szirés utan.




”fﬁ) RotaChrom
\\:_f Perpetual Innovation

5. kép A metanolos lesziirt cikoria extraktum hiités utan.

6. kép A vizes lesziirt extraktum kiolvasztas utan.

2.5. A mintak beparlasa

Rotdcids beparldk segitségével tortént az egyesitett mintak beparldasa. A metanolos extraktumok
beparlasa 40 °C-on tortént, mig a vizeseké 60 °C-on. Nem sikeriilt a teljes nedvesség tartalmat leparolni
a mintdkrdl. A beparlas végén a metanolos extraktumok esetén az alkalmazott nyomas 40 mbar volt,

mig a vizes extraktum esetén 37 mbar.
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2. tablazat Beparlas utani mintak tomegmérlege.

Extraktum tipusa | Bemért cikéria | Beparlas utani | Kinyerés
témege [g] témeg [g] [%]
Vizes 100,32
100,18
100,05
116,26
Osszesen: 416,81 85,75 20,57
Metanolos 100,32
100,26
100,19
20,05
Osszesen: 320,82 13,58 4,23
Metanolos 100,09 3,19 3,19
(cik_in_MeOH_03)

2.6. Torzsoldatok készitése

2. tablazat Standard cukor oldatok koncentracidja.

Standard Bemért tomeg Koncentracid
megnevezése [mg] mg/ml
L-ramnoz 5,23 ~1
Glukoz 5,12 ~1
D-laktoz 5,14 ~1
Inulin 10,08 ~1

Az oldatok 5 és 10 ml térfogatu mérélombikban lettek elkészitve. Az inulin oldat t6bb koncentracidban

és kiilonb6z6 maddon is 6ssze lett allitva:

3. tablazat Inulin oldhatosagi teszt.

Bemért anyag Koncentracid Oldészer Mechanikai hatas Megjegyzés
tomege [mg] [mg/ml]
50,06 5 viz Ultrahang Opalos
50,06 5 viz Ultrahang +70°C Opdlos
50,14 5 MeOH:viz (1:4) Ultrahang +70°C | Opadlos, s6tétebb,
mint a vizes.
20,30 2 viz - Nem teljes a
beoldédas
10,14 1 viz Ultrahang Attetszd

Rotachrom Technologies LLC. - 6000 Kecskemét, Trafé utca 1. - Phone:

3

+36 70 396 8823 - rotachrom.com



/'») RotaChrom

.- Perpetual Innovation

2.7. HPLC-ELSD maddszer

A HPLC-ELSD méréseket egy Agilent 1260 Infinity Il tipusu, kvaterner pumpaval szerelt, 4260B
ELSD fényszérasos detektorral kapcsolt rendszeren hajtottuk végre. Az elvalasztasokat egy BIO-RAD
Aminex HPX-87H (300x7,8 mm, 10 um, cat#125-0140) ionkizarasos kolonnan végeztik. Eluensként
HPLC tisztasagu vizet hasznaltunk, 0,5 ml/min térfogataram mellett, izokratikus médon 0-14 percig. Az
analitikai oszlopot 80 °C-ra termosztaltuk, mig az injektdlasi térfogat egységesen 10 pl volt. Az ELSD
paraméterei a kovetkez6ek voltak: parolgasi hdmérséklet 45 °C, porlasztd hémérséklet 45 °C, porlasztd
gaz térfogatdrama 1.60 SLM, 30-as jelsimitas. A kromatogramok kiértékelésére az Open Lab szoftvert
hasznaltuk. A standard mintak mérése alapjan a standard vegyiiletek retenciés idejei (1 mg/ml

torzsoldat):

e inulin 6.315 perc

e laktdz 8.582 perc

e glikdz 10.441 perc

e galaktdz 11.322 perc
e fruktdz 11.386 perc

e rhamndz 11.887 perc
2.8. HPLC-MS modszer

Az LC-MS/MS méréseket egy Agilent 1260 Infinity 1l folyadékkromatografbdl és egy Agilent
6420 tipusu ESI ionforrassal felszerelt harmas kvadrupdl tomegspektrométerrel végeztiik. Az
elvdlasztasokat egy Phenomenex Kinetex EVO C18 (100x3 mm, 2,6 um) kolonnan végeztik. A
kovetkez6 eluens part haszndltuk: A: H,O 10 mM ammodnium-formidt, pH 10; B: tiszta acetonitril. Az
analitikai oszlopot 45 °C-ra termosztaltuk, az alkalmazott térfogataram 1,1 ml/perc, mig az injektalasi
térfogat egységesen 15 pl volt. Az optimalt gradiens program a kdvetkezdék szerint alakult: 0,00-16,00
perc 2%-60% B; 16,01-20,00 perc 100% B; 20,00-21,01 perc 100%-2% B. A kromatogramokat 220, 254,
280 nm-en rogzitettik. A tomegspektrométer lizemi paraméterei a kovetkez6k voltak: ESI pozitiv
ionizacio, szaritdé gaz hémérséklete 300 °C, a nitrogén dramlasi sebessége 11 |/perc, porlasztd gaz
nyomadsa 15 psi, fragmentor fesziltség 135 V, kapillaris feszlltsége 4 kV, pdsztazd (scan) Gzemmad
100-1000 m/z. Az MS spektrumok és kromatogramok kiértékelésére a MassHunter Qualitative Analysis

Navigator szoftvert (B.08.00) hasznaltuk.
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3. Eredmények

*ELST L (C! ION\Y WINULINVI34_INULIN_ . lucose_1mgmi.D)
*ELS1 A, ELSD Signal (CAUSERS\P.. HEMSTATION\I\DATAUNULIN\134_INULIN_20200602_2020-06-05\Inulin_1mgmi.D)
*ELS1 A, ELSD Signal (CAUSERS\P.. EMSTATION\I\DATAUNULIN\134_INULIN_20200602_2020-06-05\Lactose_1mgml.D)
*ELS1 A ELSD Signal (C:AUSERS'\P.. MSTATION\I\DATAUNULIN\134_INULIN_20200602_2020-06-05\Rhamnose_1mgmi.D)
*ELS1 A, ELSD Signal (CAUSERS'\P...ON\I\DATAUNULIN\133_INULIN_20200603_2020-06-05\aktoz hidrolizatum1.D)

*ELS1 A, ELSD Signal (C:WUSERS\P..\CHEMSTATION\TI\DATAUNULIN\127_INULIN_20200617_2020-06-17unulin TFA.D)
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1. abra Cukor standardek HPLC-ELSD kromatogramja. A galakt6z mintat laktéz, mig a frukt6z mintat
inulin savas hidrolizisével nyertiik.
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ELS1 A, ELSD Signal (C:\USERS\P._T\DATAUNULIN\125_INULIN_20200608_EXTRACT_2020-06-08\cikona_meoh_03.0)
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2. abra Metanolos cikoria extraktum HPLC-ELSD kromatogramja.
ELST A, ELSD Signal (CWJSERS'P...ONITIDATAMNULINW 25_INULIN_20200608_EXTRACT_2020-06-08\cikoria_w_02.D)
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3. abra Vizes cikoéria extraktum HPLC-ELSD kromatogramja.
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x10 2 |DAD1 - EWC:Sig=226,4 cikoria meoh extract 2.d

Laktukopikrin
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37 .
Flavonoid
2.5 8-deoxi-laktucin
Dihidro-laktucin o 7.58 . .
2 6.3Bihidro-8-deoxj-laktucin

3.77Laktucin Dihidro-Santonin
10.68

*14.54 *15.49

*13.27

9.02 975

mAU vs. Acquisition Time (min)

4. abra Metanolos cikoria extraktum HPLC UV-kromatogramja.

4.tablazat Retencios id6 és molekulatomeg alapjan, irodalmi 6sszevetés [3,4] utan azonositott egyéb
komponensek a metanolos cikoria extraktumban.

Retencids id6 | [M+H]* Azonositott komponens megnevezése Cslcsteriilet [%]
[perc]

3,45 279, 446, ... Dihidro-laktucin + egyéb komponensek 5,88
3,77 279 Dihidro-laktucin 5,20
4,11 277 Laktucin 3,00
6,33 261 8-deoxi-laktucin 5,45
6,54 263 Dihidro-8-deoxi-laktucin 3,88
6,90 430 Hidroxi-dihidro-laktukopikrin 1,12
7,58 500 Flavonoid szarmazék 7,81
8,52 411 Laktukopikrin 8,33
8,87 247 Szantonin *
9,75 249 Dihidro-szantonin 1,14
19,88 413 Dihidro-laktukopikrin *

*UV-kromatogramon jelet nem add, csak MS detektorral azonositott komponensek.

4. Ertékelés

A forro vizes extrakcid révén dsszesen 85,75 g mintat nyertlnk ki a cikéria gyokérbdl 20,57%-
os extrakcids hatasfok mellett, ezzel szemben a metanolos kivonatolds csak 13,58 g és 3,19 g mintat
eredményezett 4,23%, illetve 3,19%-0s extrakcidés hatékonysag mellett. A HPLC-ELSD vizsgalat 6
komponensként inulint, izomerjeit és fruktézt, minor komponensként glilkdézt azonositott a vizes
kivonatban. A metanolos kivonatban ezzel szemben a vizes mintdhoz hasonlé mennyiség( fruktoz és
gliikdz mellett csak nyomokban detektdltunk inulint. A metanolos kivonat LC-MS vizsgalata sordn kb.
50 db komponenst detektdltunk, amelyek kozil irodalmi adatok segitségével Gsszesen 11 db
szeszkviterpén-lakton és flavonoid tipusu vegyiiletet azonositottunk.
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