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Identifikacija cinarina u ekstraktu lista

articoke primjenom LC/DAD/MS/MS
tehnike

ANA MORNAR, BILJANA NIGOVIC

Zavod za analitiku i kontrolu lijekova Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu

Identification of cynarin in artichoke leaf extract by
LC/DAD/MS/MS technique

Abstract— Artichoke (Cynara scolymus), belonging to the family
of Asteraceae, is an herbaceous perennial crop, widely cultivated in the Medi-
terranean area. The heads of the artichoke are edible and used worldwide,
while the leaves are an herbal medicine recognized for a long time for their
beneficial and therapeutic effects, including induction of choleresis, LDL
oxidation and significant antioxidant, antifungal, antibacterial as well as
strong hepatoprotective activity.

Artichoke contains very little fat and high levels of minerals, vitamins,
fibre, inuline and polyphenols. The most abundant phenolic compouncds re-
ported in artichoke leaf are flavonoides such as apigenin and luteolin (both
glycosides and rutinosides), as well as phenolic acids, particularly derivatives
of mono- and di-caffeoylquinic acid. Although all pobyphenols are included
in cholesterol lowering effect of artichoke leaf, the most responsible one is
cynarin, derivative of dicaffeoylquinic acid.

As dietary supplements have an important position in health care
systems worldwide, their current assessment and quality control are a major
bottleneck. Over the last years, major steps were taken to improve the quality
of the dietary supplements and also to develop analytical methods ensuring
their quality. High performance liquid chromatography has become the most
popular analytical technique for analyzing dietary supplements. The main
advantages of the technique are high resolution, selectivity, sensitivity and
possibility to couple the technique to different detectors.

Therefore, the aim of the present work was to develop a new HPLC/
DADIMSIMS method for identification of cynarin present in artichoke leaf
extract tablets.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Croatia)
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UvoD

Arti¢oka (Cynara cardunculus subsp. Scoly-
mus) je dvogodi$nja, ponekad viegodisnja, biljka
visoka i do dva metra koja pripada porodici gla-
vocika (slika 1.). Oko sredi$nje stabljike, koja
kod ve¢ih i starijih biljaka ¢esto odrveni, naiz-
mjeni¢no rastu jednostruko do trostruko pera-
sto razdjeljeni, srebrnozeleni listovi. Cvjetne gla-
vice arti¢oke su prili¢no velike, promjera i do
15 cm, s bogatim mesnim dnom cvata. Cvate
od travnja do kolovoza predivnim plavo-ljubi-
¢astim cvjetnim vjendi¢em (1).

Ime arti¢oke potjece od arapske rijeci ardi-

-shoki, medutim u hrvatskom jeziku je u upo-
trebi i naziv gardun koji potjece ili od arapskog

naziva khurshaf ili od latinskog cardunculus kojima Stika 1. Artitoka {Cynara cardunculs

e & subsp. Scolymus)
je izgovor slova K presao u G (2).

To¢no podrijetlo arti¢oke jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno. Prema nekim
autorima podrijetlo potjece iz Etiopije, no njene su slike nadene i na zidovima grob-
nica egipatskih faraona. Stari Grci su je posluzivali kao vrlo cijenjenu delikatesu, a
tradiciju uzgeja articoke od starih Grka preuzeli su i Rimljani. Tako su rimski lije¢nici
Cesto naglasavali ljekovita svojstva arti¢oke, nakon pada Rimskog Carstva njena upo-
treba je dugo vremena bila zaboravljena. No, u 15. stolje¢u ponovo se uzgaja u Italiji
te se iz Italije prenosi dalje u Francusku, Englesku te u Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
(1,3, 4).

Danas se prvenstveno uzgaja kultivirani oblik arti¢coke u mediteranskim zem-
ljama te u manjoj mjeri na obalama Tihog i Atlantskog oceana. Vode¢i uzgajiva¢ arti-
¢oke u svijetu je sigurno Italija koja pokriva preko 50 % svjetske proizvodnje (5). Za
pripremu jela koriste se cvjetne glavice odnosno mladi, neotvoreni pupoljci, koji se
beru u svibnju i lipnju, dok se u terapijske svrhe upotrebljavaju listovi koji se beru u
prvoj godini nakon cvatnje (3, 6, 7).

Danas se arti¢oka smatra funkcionalnom hranom zahvaljujuéi njenom bogat-
stvu mineralima, vitaminima te fitonutrijentima. Sadrzava oko 3 % bjelanéevina, 10 %
ugljikohidrata te svega 0,5 % masti. Prisutne su znacajne koli¢ine minerala poput
kalija, natrija, fosfora, magnezija, kalcija, bakra, Zeljeza, cinka te mangana. Od vita
mina najzastupljeniji su vitamini B skupine, vitamin A te vitamin C (3, 8-10). Arti-
¢oka je iznimno bogat izvor prebiotika u koje se ubrajaju biljna vlakna, inulin te fruk-
tooligosaharidi. Prebiotici imaju blago laksativno djelovanje te pomazu pri zatvoru.
Nadalje, poboljsavaju prezivljavanje probiotika ili »dobrih« bakterija tijekom njihova
prolaska kroz gornji dio probavnog sustava omoguéavajudi njihov rast i aktivaciju u
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mikroflori debelog crijeva. Takoder potiskuju rast patogenih bakterija u debelom cri-
jevu. Stoga se pesljednjih godina sve vie ispituje uloga arti¢oke odnosno njenih pre-
biotika u sprje¢avanju crijevnih infekcija, upalnih bolesti crijeva te snizavanju pojave
raka debelog crijeva (11, 12).

Kao §to je navedeno ljekovita svojstva articoke poznata su jo$ iz doba starih Rim-
ljana. Caj pripremljen iz li¢a arti¢oke tradicionalno se primjenjivao za poboljianje
apetita, pri dispepsiji te za sprjecavanje crijevnih infekcija. U posljednje vrijeme pro-
veden je niz klini¢kih studija koje su potvrdile antioksidativno, hepatoprotektivno,
hipolipemicko, kolereti¢ko, antikolestati¢ko, antiemeticko, spazmoliti¢ko, karmina
tivno i diuretsko djelovanje ekstrakta lista arti¢oke (13-18).

Danas je poznato da arti¢oka svoju ljekovitost ima zahvaljujuéi prvenstveno boga-
tom sastavu polifenola, poznatim hvata¢ima slobodnih radikala. Do sada je nadeno
vi$e od 45 razli¢itih polifenola prisutnih u lis¢u ili glavici articoke (19). No, struktura
i djelovanje svih sastavnica articoke jo§ uvijek nisu poznati i predstavljaju veliki izazov
istraziva¢ima diljem svijeta. Medu najzastupljenijim polifenolima ubrajaju se fenolne
kiseline poput kavene, kumarinske, hidroksicimetne kiseline te derivata mono- i di-
kaveoilkina kiseline. Flavonoidi apigenin i luteolin, iako prisutni u obliku aglikona,
najéeice se javljaju u obliku glikozida rutinozida, glukozida i glukurenida (19-22).
Premda se u gotevo svim dijelovima arti¢oke nalaze znacajne koli¢ine polifenola, naj-
zastupljeniji su u listovima, stoga se prvenstveno listovi arti¢oke koriste u terapijske
svrhe (3). Na sastav i sadrzaj polifenola znac¢ajno utje¢u klimatski uvjeti, biljna sorta,
dio biljke uzet za pripremu ekstrakta kao i nacin pripreme te skladistenja (3, 16). lako
je potvrdeno kako hipolipemicko djelovanje posjeduje niz sastavnica articoke potreb-
no je naglasiti da su brojna znanstvena istrazivanja pokazala kako je cinarin, derivat
di-kaveoilkina kiseline, najzasluZeniji polifenol za hipolipemicko djelovanje ekstrakea
lista articoke (18, 23). Uz gore navedene polifenole u ekstraktu arti¢oke mogu se nadi
i sapononi, fitosteroli, kumarini, lignani, seskviterpenski laktoni poput cinaropikrina
i dehidrocinaropikrina (4, 17).

Znatajnije nezeljene popratne pojave tijekom uzimanja preparata arti¢oke do
sada nisu zabiljezene. Ipak, osobe s opstrukcijom zu¢nih kanala i Zuénim kamencima
trebale bi ih izbjegavati. Arti¢oka sadrzi cinaropikrin, potencijalni alergen, stoga bi
osobe alergi¢ne na biljke iz porodice Asteraceae trebale pripaziti pri upotrebi ekstra-
kata arti¢oke. Sastavnice arti¢oke nepovoljno utje¢u na produkciju mlijeka te se pre-
parati articoke ne preporucuju dojiljama. Iako ne postoje nikakvi dokazi o $tetnosti
(mutagenosti i embriotoksi¢nosti), pozeljno je preparate arti¢oke izbjegavati i u trud-
nodi. Nadalje, kako nema dovoljno podataka o sigurnost primjene dodataka prehrani
koji sadrze arti¢oku kod djece, pozeljno ih je ne davati djeci mladoj od 12 godina (4).

Na trziStu se nalaze dodaci prehrani koji sadrze ekstarkt lista arti¢oke dostupni
u razli¢itim oblicima kao tablete, efervete, kapsule i pripravak spremljen od svjeze
biljke (SIPF). Obi¢no se uzimaju uz obrok ili neposredno nakon obroka. Preporucene
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terapijske doze su 1,5 g/dan. No na tim proizvodima cesto nije navedeno sadrze li
cinarin i u kojoj koncentraciji.

Ako se primjenjuju za snizavanje kolesterola i lipida uz te preparate pozeljno je
uzimati i jo§ neke druge prirodne hipolipemike poput omega-3 masnih kiselina, crvene
rize te maslinovog ulja. Moguce je koristiti i neke lijekove iz skupine hipolipemika,
medutim prethodno je nuzno savjetovati se s lije¢nikom ili ljekarnikom da ne bi doslo
do neZeljenih popratnih pojava (24-26).

U posljednje vrijeme upotreba dodataka prehrani u svijetu sve vide raste, pose-
bice u visoko razvijenim zemljama s ciljem poboljsanja kvalitete Zivota te u prevenciji
bolesti. Nazalost je uobicajeno pogre$no misljenje da su dodaci prehrani s jedne strane
vrlo sigurni a s druge strane ¢esto slabo djelotvorni. Povjerenje lije¢nika, ljekarnika i
pacijenata u kvalitetu dodataka prehrani poljuljala su brojna istrazivanja koja upucuju
na njihovu iznimno nisku kvalitetu (27, 28). Istrazivanja su pokazala da dodaci pre-
hrani &esto ne sadrze aktivne tvari ili su one prisutne u nedovoljnoj koli¢ini. Posebno
zabrinjavajuda Cinjenica je da preparati ne samo da nisu sadrzavali djelatne tvari ve¢
su nadene Stetne tvari poput teskih metala, pesticida i gljivica (29). Stoga je kontrola
kvalitete dodataka prehrani od esencijalne vaznosti. U posljednje vrijeme veliki su
napori napravljeni da bi se poboljsala kvaliteta dodataka prehrani te je predlozen niz
analitickih metoda za ispitivanje njihové kvalitete (30).

Cilj ovog rada je predloziti novu analiticku metodu za potvrdu identiteta cina-
rina u ekstrakeu lista arti¢oke primjenom vezanog sustava tekudinske kromatografije
i masene spektrometrije (engl. High Performance Liquid Chromatography — Tandem
Mass Spectrometry, LCIMS/MS).

Metede

Priprema uzoraka

Za ispitivanje prisutnosti cinarina u tabletama koje sadrze ekstrakt lista articoke
kori$ten je dijetetski proizvod komercijalno dostupan u javnim ljekarnama, specijali-
ziranim prodavaonicama za promet na malo lijekovima te trgovinama zdrave i organ-
ske hrane u Republici Hrvatskoj. Na deklaraciji proizvoda naznaceno je da se u jednoj
tableti od 500 mg nalazi minimalno 5 % cinarina.

10 tableta je odvagano te usitnjeno u tarjoniku. 0,5 g sadrzaja preneseno je u
odmjernu tikvicu od 10,0 mL te otopljeno u 8 mL 50 % metanola, ¢istoce za teku-
¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka). Ekstrakcija analita iz uzorka
provedena je na ultrazvué¢noj kupelji (Elma, Singen, Njemacka) 30 minuta pri sobnoj
temperaturi. Nakon ekstrakcije otopina je nadopunjena do oznake istim otapalom te
centrifugirana 10 minuta na 25 °C pri 3000 rpm (Thermo Electron Industries, Saint
Herblain, Francuska). Otopina je ostavljena stajati na sobnoj temperaturi 30 minuta
te je supernatant filtriran kroz 0,45 pm injekcijski filtar (Chromatil, Macherey-Nagel,
Diiren, Njemacka).
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Analiza uzovaka primjenom LC/MS/MS

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti provedena je na instrumentu
Agilent 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) koriste¢i obrnuto-faznu
kolonu Symmetry C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm i veli¢ine ¢estica 3,5 pm (Waters,
Irska). Gradijentna metoda ¢ija se tekuda faza sastojala od 0,1 % otopine mravlje kise-
line (otapalo A) i acetonitrila (otapalo B) koriStena je za identifikaciju cinarina (tablica
1.). Sva kori§tena otapala bila su ¢istode za tekucinsku kromatografiju. Voda koristena
za pripremu pokretne faze pripremljena je primjenom Mili-Q plus sustava za proéis-
¢avanje vode (Millipore, Bedford, MA, SAD). Pokretna faza profiltrirana je pomoéu
sustava za filtriranje pokretnih faza te celuloznog nitratnog filtera s porama veli¢ine
0,45 um (Sartorius, Goettingen, Njemacka).

Tablica 1. Gradijentni program za analizu cinarina u tabletama koje sadrie ekstrakt lista arti¢oke

Vrijeme (min} 0 20 25
Udio otapala
% A 90 35 35
% B 10 65 65

Volumen injektiranja bio je 5 pL. Protok pokretne faze podesen je na 0,4 mL/
min, a temperatura kolone odrzavana je na 25 °C. Tijekom analize uzorci su ¢uvani u
tamnim boc¢icama na temperaturi od 4 °C u autoinjektoru. Optimalna valna duljina

UV/Vis detektora je podesena s obzirom na maksimalnu apsorpciju cinarina u UV
spektru (A = 326 nm).

Racunalni program ChemStation for LC 3D (Agilent Techologies, Waldbronn,
Njemacka) koristen je za obradu dobivenih kromatograma.

Masena spektrometrija provedena je na instrumentu Agilent 6300 Series Ion
Trap (Agilent Techologies, Waldbronn, Njemacka). Sva pokretna faza eluirana s teku-
¢inskog kromatografa dovedena je do masenog spektrometra. lonizacija ispitivanih
spojeva provedena je primjenom elektrosprej ionizacije u pozitivhom i negativnhom
modu. Za susenje i raspriivanje pokretne faze koristen je dusik te su optimalni uvjeti
ionizacije postignuti pri njegovom protoku od 5,0 L/min te tlaku 15,0 psi. Tempera-
tura izvora podesena je na 350 °C dok je napon na kapilari iznosio 3,5 kV. Broj iona
zadrzanih u analizatoru iznosio je 10 000, a zadrzavani su do 200 ms. Spektar snima-
nja masa iona bie je u rasponu od m/z 100-600. Tlak plina helija bio je 6x10°® mbar.

Rezultati i rasprava

Ekstrake lista articoke danas je jedan od koristenijih prirodnih hipolipemika
za ¢ije hipolipemic¢ko djelovanje je najzasluzeniji derivat di-kaveoilkina kiseline, cina-
rin. Na sastav i udio polifenola, pa tako i cinarina, u ekstraktu articoke utjece niz
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¢imbenika: sorta biljke, mjesto uzgoja, klimatske prilike, uvjeti skladistenja skuplje-
nih listova te nacin pripreme ekstrakta. Kontrola kvalitete dodataka prehrani koji sa-
drze articoku trebala bi se provoditi redovito da bi se ispitalo prisustvo cinarina.

Kao $to je ve¢ navedeno, cilj ovog rada bio je predloZiti novu analiticku metodu
7a identifikaciju cinarina u dodacima prehrani koji sadrze ekstrakt lista articoke. U tu
svrhu izabrana je tekué¢inska kromatografija visoke djelotvornosti kao izvrsna tehnika
za razdvajanje sastavnica iz slozene smjese (24, 31-34). Da bi se potvrdila prisutnost
cinarina u ispitivanom uzorku koriStene su dvije vrste detektora, UV/Vis detektor te
maseni spektrometar. Kako je ve¢ navedeno u uvodnom dijelu rada ekstrake arti¢oke
je iznimno stozen uzorak, stoga je bilo potrebno prvo optimirati ekstrakciju analita iz
tableta. Preliminarna istrazivanja su pokazala da se najbolja ekstrakcija svih sastavnica
lista articoke postize primjenom 50 % metanola. Nakon toga provedena je optimiza-
cija uvjeta za razdvajanje sastavnica ispitanog uzorka primjenom tekuéinske kromato-
grafije visoke djelotvornosti. Ispitan je utjecaj sastava pokretne faze, njezine brzine
protoka kao i temperature analize. Pri prethodno opisanim uvjetima postize se opti-
malno razdvajanje glavnih sastavnica lista articoke uz prihvatljivo vrijeme analize.
Optimizacija uvjeta detekcije masenom spektrometrijom provedena je primjenom
sustava za direktno unosenje uzorka (KD Scientific Inc., Holliston, SAD) da bi se
postigla $to bolja osjetljivost analize te optimalna fragmentacija dobivenog molekul-
skog iona. Preliminarna ispitivanja pokazala su da se bolja osjetljivost metode postize
primjenom negativnog ionizacijskog moda te je on koriSten u daljnim istrazivanjima.
Za suenje i raspriivanje pokretne faze koristen je plin dusik ¢iji se protok mijenjao u
rasponu od 3 do 15 L/min, a tlak od 5 do 20 psi.

Na slici 2. prikazan je kromatogram ispitivanog uzorka. Identifikacija cinarina
provedena je primjenom dvaju detektora, te je na slici 3. prikazan UV spektar kromato-
grafskog pika cije vrijeme zadrZavanja iznosi 14,47 minuta. Usporedbom s literaturnim

|
2000 I
1500 | cinarin
E
1800
o
| =
-
=T
J \J\ J_k
o—— ‘-MWV,)J 4\/\ — A M 3
2 a P 8 10 12 14 1%

min
Slika 2. Kromatogram ispitivanog uzorka articoke (A = 326 nm)
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podacima bilo je moguce pretpostaviti da je
u ispitivanom uzorku prisutan cinarin (19).
Nadalje, identifikacija cinarina provedena je
primjenom masene spektrometrije. Na slici 4.
prikazan je MS spektar kromatografskog pika
¢ije vrijeme zadrzavanja iznosi 14,47 minuta.
Naspektru je moguée uociti glavni ion pri m/z
515 koji bi odgovarao molekulskom ionu [M

HJ" cinarina. Ipak, za detaljniju strukturnu
karakterizaciju bilo je potrebno provesti frag-
mentaciju molekulskog iona, odnosno snimiti
MS2 spektar (slika 5.). Fragmentacijom iona
pri m/z 515 dobiven je jednostavan MS2 spek-
tar s dva glavna fragmentna iona pri mfz 353 i
191. Iz dobivenog MS2 spektara moguce je
pretpostaviti da su navedeni fragmentni ioni
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nastali nakon gubitka jedne odnosno obje kavene kiseline vezane esterskim vezama za
kina kiselinu te je na slici 6. prikazan predlozeni fragmentacijski put.

OH

\ HO b

m/z=353 \
H

H O\
Q OH
\Y
OH AN H OH
H
mfz=515 i
b OH
OH

HO
m/z=191

OH
miz=353
Slika 6. Predlozeni fragmentacijski put cinarina

Kona¢no, moguce je zakljuciti da je u ispitivanom uzorku prisutan cinarin te je
njegovo vrijeme zadrzavanja predlozenom LC/DAD/MS/MS metodom 14,47 minuta.
S obzirom da je razlucivanje cinarina od ostalih sastavnica ekstraketa lista arti¢oke bilo
ve¢e od 1,83 moguce je zakljuciti da je predlozena metoda selektivna za identifikaciju
cinarina u ispitanom uzorku. Nadalje, postignuta je i zadovoljavajuca simetrija dobi-
venog kromatografskog pika (0,97), kao i djelotvornost kolone izrazena brojem teo-
rijskih tavana (138 191). Povrsina pika cinarina iznosila je 5366 mAU, odnosno nje-
gova je povrsina bila 8,95 % od ukupne povrsine svih pikova (pikovi ¢ije povrsine su
bile manje od 5 mAU nisu uzeti u razmatranje).

ZAKLJUCAK

Ekstrake lista articoke je prirodni hipolipemik koji svoja ljekovita svojstva moze
zahvalidi cinarinu, derivatu di-kaveoilkina kiseline. Kako je u javnim ljekarnama, spe-
cijaliziranim prodavaonicama za promet na malo lijekovima te trgovinama zdrave i
organske hrane u Republici Hrvatskoj moguce naéi niz proizvoda koji sadrze ekstrake
arti¢oke, a nemaju navedeno na deklaraciji sadrze li cinarin te u kojoj koncentraciji,
namece se vaznost njihove redovite kontrole kvalitete. Stoga je cilj ovog rada bio pred-
loziti novu LC/DAD/MS/MS metodu za identifikaciju cinarina u tabletama eks-
trakta lista articoke. Provedena ispitivanja pokazala su da se u odabranom uzorku
nalazi cinarin, a nasa daljnja istrazivanja bit ¢e usmjerena na odredivanje sadrzaja
cinarina u ekstraktima lista articoke.
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