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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Kristyna Burianova

Skolitel: prof. PharmDr. Lucie Novéakova, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Veronika Pilafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro separaci alkaloid(i ¢eledi
Amaryllidaceae

V této diplomové praci byla vyvijena metoda pro separaci 30 alkaloid(i celedi
Amaryllidaceae pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
standemovou  hmotnostni  detekci  (UHPLC-MS/MS).  Byly  optimalizovany

chromatografické podminky a parametry hmotnostniho spektrometru.

V prvni fazi optimalizace byl proveden screening 10 analytickych kolon na
systému ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s detektorem
fotodiodového pole (UHPLC-PDA). Jednalo se o kolony Acquity UPLC BEH C18, Acquity
UPLC CSH C18, Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl, Arion Plus C18,
Acquity UPLC BEH Shield RP18, Ascentis Express RP-Amide, ACE Excel C18-PFP, Kinetex
PFP a Kinetex F5. K dalSi optimalizaci byly vybrany kolony Acquity UPLC BEH Phenyl,
Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl a Acquity UPLC CSH C18, protoze poskytly nejvyssi skére

separace analyzovanych izomernich skupin analytd.

Optimalizace MS podminek byla provedena nastavenim parametr( iontového
zdroje a nastavenim SRM prechodl. SvyuZitim UHPLC-MS/MS byla provedena
optimalizace separace, kdy bylo testovano pH mobilni faze, sklon gradientu, doba
analyzy a teplota na koloné. V dalSim kroku byl také vyzkousSen vliv organického
modifikatoru mobilni faze, kdy byla pouzita misto Cistého MeOH i smés MeOH:ACN (1:1,
1:2,2:1,1:3, 3:1).

U vyvinuté UHPLC-MS/MS metody byly zméreny vybrané validacni parametry, a

to presnost, selektivita, mez stanovitelnosti a linearita. Ddle byla provedena analyza


https://is.cuni.cz/studium/predmety/redir.php?id=1f54272f54479430b68404281591d077&tid=1&redir=sezn_ucit&kod=02162

extraktu ze suSenych listl Crinum asiaticum, Celedi Amaryllidaceae a extraktu ze

suSenych cibuli rodu Narcissus, ¢eledi Amaryllidaceae.

Klicova slova: alkaloidy celedi Amaryllidaceae, UHPLC-MS/MS, vyvoj metody,

optimalizace, validace, PDA detekce



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Kristyna Burianova

Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Veronika Pilafova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Development of UHPLC-MS/MS method for separation of
Amaryllidaceae alkaloids

In this master thesis, a method for the separation of 30 alkaloids of the
Amaryllidaceae family was developed using ultra-high performance liquid
chromatography coupled with tandem mass detection (UHPLC-MS/MS).

Chromatographic conditions and mass spectrometer parameters were optimized.

In the first step of optimization, screening of 10 analytical columns was
performed on an ultra-high performance liquid chromatography coupled with
photodiode array detection (UHPLC-PDA). Those tested columns were Acquity UPLC BEH
C18, Acquity UPLC CSH C18, Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl,
Arion Plus C18, Acquity UPLC BEH Shield RP18, Ascentis Express RP-Amide, ACE Excel
C18-PFP, Kinetex PFP, and Kinetex F5. Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH
Phenyl-hexyl, and Acquity UPLC CSH C18 as they provided the highest separation score

for the analyzed isomeric groups of analytes were selected for further optimization.

The optimization of MS conditions was performed by adjusting the parameters
of the ion source and setting SRM transitions. The separation was optimized by testing
the pH of the mobile phase, gradient slope, analysis time and column temperature
utilizing UHPLC-MS/MS. In further step the effect of an organic modifier was also tested,
where a mixture of MeOH:ACN (1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 3:1) was used instead of pure MeOH.

The developed UHPLC-MS/MS was validated in terms of precision, selectivity,
guantitation limit and linearity. Furthermore, analysis of the extract from dried leaves of
Crinum asiaticum, Amaryllidaceae family, and the extract from dried bulbs of the genus

Narcissus, Amaryllidaceae, was conducted.
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Seznam pouzitych zkratek

AA — kyselina octova

ACA — acetylkaranin

ACN — acetonitril

ALY — 1-O-acetylkorin

AmAc — octan amonny

AMB — ambellin

AmF — mraven¢an amonny

BEH — etylenem zesiténé hybridy (ethylene bridged hybrid)
CAR —karanin

CE — kolizni energie

CHL — chlidantin

CRI = krinamidin

CRN = krinin

CSH — povrchové nabity hybrid (charged surface hybrid)
DHM — 9-O-demetylhomolykorin

DMG — 9-O-demetylgalantin

EPM — epimaritidin

ESI* — ionizace elektrosprejem v pozitivnim mdédu
FA — kyselina mravenci

GAL —galantin

GC — plynova chromatografie

HIP — hippeastrin

HLC — homolykorin

HMA — haemantamin

HMN — hamayn

HTD — haemantidin

HXV — 11-hydroxyvittatin
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CHL — chlidantin

IPW — seko-isopowellaminon

LCA — lykoraminon

LLOQ — dolni limit kvantifikace

LCN — lykorenin

logP — dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu
LYC — lykorin

m/z — pomér hmotnosti a ndboje

MAS — masonin

MeOH — metanol

MF — mobilni faze

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni detekce
Mw — molekulova hmotnost

NOR — norpluviin

NRW — narwedin

ODU - odulin

0-ELC — o-etyllykorenin

PDA — detektor fotodiodového pole

pKa — zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
RSD — relativni smérodatna odchylka

SD — smérodatnd odchylka

SF — stacionarni faze

SFE — superkriticka fluidni extrakce

SRM — zaznam vybrané reakce

THF — tetrahydrofuran

THM — tetrahydromasonin

TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie
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TOF — analyzator doby letu

tr — retencni ¢as

TZT — tazettin

UHPLC — ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

UHPLC-MS/MS — ultra-vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni detekci

UHPSFC-MS/MS — ultra-vysokoucinna superkritickd fluidni chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni detekci

ULOQ - horni limit kvantifikace
UND — undalatin
VIT — vittatin

wso — Sitka piku v jeho 50% vysky
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1. Uvod

V této diplomové praci byl proveden vyvoj a optimalizace separacni metody
UHPLC-MS/MS pro analyzu 30 alkaloidi celedi Amaryllidaceae. Takové spektrum
alkaloid(i ¢eledi Amaryllidaceae se vramci jedné metody v dostupné literature bézné
neseparuje. Cas dohledanych UHPLC analyz byl v rozmezi 8-72 min, kdy k identifikaci a
separaci Sirsiho spektra 32 alkaloid( z celedi Amaryllidaceae doslo az pti analyzach
trvajicich 50-55 minut. Vyvoj rychlé separaéni metody, ktera by umoznovala analyzu
Sirokého spektra alkaloid(i zvoleného pro tuto praci, tak mlze prohloubit a rozsifit

poznatky védecké obce o nova data.

Rostliny z celedi Amaryllidaceae, které se vyznacuji Sirokym spektrem
biologickych ucinkd, jsou na Katedfe farmakognozie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy intenzivné zkoumany pro potencidlni vyuZiti v terapii fady onemocnéni.
Zkoumany jsou zejména v terapii Alzheimerovy choroby. Pokud je u extraktu z rostliny
nalezen ucinek, je ndsledné snaha ho pfipsat konkrétni latce, v tomto pripadé alkaloidu.
Jeho dalsi zkoumdni vyZaduje jeho izolaci. Pfedmétem této prace byla separace jiz
izolovanych jednotlivych alkaloid( v analytickém méritku. Optimalizovana metoda m(ze

byt vychozim krokem v preparativnich analyzach.

Celed Amaryllidaceae obsahuje alkaloidy rozmanitych strukturnich typd, a je tedy
skvélym zdrojem pro hledani molekul s biologickym uc¢inkem danym mechanismem,
ktery nebyl dosud popsan. Takové molekuly pak mohou byt vyuZity jako vedouci
molekuly ve farmaceutické syntéze IéCiv. Dnes jsou timto zpUsobem vyvijena potencialni
|é¢iva v protinddorové terapii, kde jsou jedny z vedoucich molekul alkaloidy

lykorinového, haemantaminového a narciklasinového strukturniho typu.

Na Katedre analytické chemie jiz byla v rdmci jiného projektu vyvinuta metoda
ultra-vysokoucinné superkritické fluidni chromatografie ve spojeni standemovou
hmotnostni detekci (UHPSFC-MS/MS), ve které bylo separovano spektrum alkaloid(
zvoleného pro tuto praci. Porovnanim vyvinutych metod muizZe byt vyvozen zavér, kterd
metoda byla k separaci vhodnéjsi, a tim usnadnit volbu separaéni techniky v budoucich

analyzach.
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2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat separa¢ni metodu
UHPLC-MS/MS pro analyzu 30 alkaloid ¢eledi Amaryllidaceae, z nichz nékteré byly
izomerni povahy. Byla snaha dosdhnout vysoké selektivity separace izomernich skupin,
co nejlepsich hodnot symetrie piku a Sitky piku v 50 % jeho vysky v co nejkratSim case a
s co nejvétsi citlivosti.

V prvnim kroku UHPLC optimalizace byl proveden screening 10 analytickych
kolon na systému UHPLC-PDA. Cilem tohoto kroku bylo vybrat stacionarni fazi s co
nejlepsi selektivitou separace izomernich analytl, kterda by byla vhodna pro dalsi
optimalizaci. Testované kolony zahrnovaly Acquity UPLC BEH C18, Acquity UPLC CSH C18,
Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl, Arion Plus C18, Acquity UPLC
BEH Shield RP18, Ascentis Express RP-Amide, ACE Excel C18-PFP, Kinetex PFP a Kinetex
F5. Nejvétsi skére separace, tj. nejlepsi hodnoty symetrie piku, Sitky piku v 50 % jeho
vysky (wsg) a rozliseni analytl v jednotlivych izomernich skupinach, poskytly kolony

Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl a Acquity UPLC CSH C18.

Nasledné byla provedena optimalizace MS/MS metody. Nejprve byly ziskany
experimentalni hodnoty [M+H]* analytd z MS skenl a hmoty produktovych iontl z
MS/MS skenud. Poté nasledovala optimalizace podminek MS analyzatoru, kde pro
vybrané SRM prechody byla optimalizovana kolizni energie (CE). Ddle byla provedena
optimalizace parametrt iontového zdroje, kde optimalizované parametry byly napéti na
vstupnim kuZelu, napéti na kapilare, desolvatacni teplota, pritok desolvatacniho plynu a

pratok plynu na vstupnim kuzelu.

V druhém kroku optimalizace chromatografické metody byly provedeny
experimenty zkoumajici vliv zmény pH mobilni faze (MF) na separaci, dale byl
optimalizovan sklon gradientu, ¢as gradientu a teplota na koloné. Byl sledovan také vliv
organického modifikatoru MF, kdy byly testovany smési MeOH:ACN (1:1, 1:2, 2:1, 1:3,

3:1) namisto Cistého MeOH.

U optimalizované UHPLC-MS/MS metody byly zméfeny vybrané validacni
parametry, a to opakovatelnost metody, jeji selektivita, mez stanovitelnosti a linearita.

UHPLC-MS/MS byla nasledné pouzita pro analyzu extraktu pripraveného ze susenych
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listd Crinum asiaticum, ¢eledi Amaryllidaceae a extraktu pfipraveného ze susenych cibuli

rodu Narcissus, ¢eledi Amaryllidaceae.

V4

3. Teoreticka ¢ast

3.1. Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae
3.1.1. Vyznam alkaloidl celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae jsou bioaktivni latky, které jsou zkoumany od 19.
stoleti. Jedna se o Celed' se Sirokym spektrem biologickych a farmakologickych ucink.
Zajem o tyto latky stale roste diky jejich vyuZziti v Ié¢bé Alzheimerovy nemoci, ale také
pro jejich antivirovou, antibakteridlni, antifungalni, antimalarickou, protizanétlivou,
cytotoxickou a protinddorovou aktivitu, ¢i pro dalsi ucinky, které zastupci této celedi maji

[1].

Tato Celed” je zndma zejména diky galantaminu vyuZivaném v terapii
Alzheimerovy choroby [2][3][4]. Stejny Ucinek inhibice acetylcholinesterazy byl potvrzen
také u dalSich struktur, pficemz napfiklad sanguinin vykdzal jesté vétsi ucinnost nez
galantamin. Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae odvozené od lykorinu, haemantaminu a
narciklasinu jsou dnes pouZivany jako vedouci molekuly ve vyzkumu tykajiciho se
protinddorové a cytotoxické aktivity [1]. U nékterych alkaloidd z této celedi byla
objevena inhibi¢ni aktivita glykogen-syntazy-kindzy-33, ktera byla identifikovana jako
potencialni terapeuticky cil pfi 1é¢bé Alzheimerovy nemoci, bipoldrni poruchy, mrtvice,
rakoviny a diabetu [5]. BEhem pandemie COVID-19 byly testovany antivirové vlastnosti
vybranych alkaloidd celedi Amaryllidaceae, z nichz molekuly odvozené od lykorinu,
krininu, galantaminu a homolykorinu poskytovaly pozitivni vysledky [1][6]. U extraktu
z rostliny Crinum americanum, Amaryllidaceae byla pozorovdna antifungdini aktivita
proti rGznym druhdm rodu Candida. DosaZeny antifungalni ucinek byl vétsi neZz u
kontrolniho amfotericinu B. Za hlavni Uéinny alkaloid byl oznacéen lykorin, ale jeho
mechanismus antifungdlniho plisobeni na rod Candida zatim nebyl zcela objasnén [7].
Pfi zkoumani etanolického extraktu rostliny Boophone disticha, Amaryllidaceae byla
zaznamenana antidepresivni aktivita dana prostfednictvim inhibi¢ni aktivity na
serotoninovych, noradrenalinovych a dopaminovych transportérech. Uc&inek byl

potvrzen u bufanisinu, bufanidrinu, bufanaminu a distichaminu izolovanych z extraktu.
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3.1.2. Strukturni typy alkaloidl ¢eledi Amaryllidaceae

Dosud bylo popsano vice nez 600 alkaloidl celedi Amaryllidaceae. VétsSinu
z téchto alkaloid(i je moZné zaradit do deviti zakladnich strukturnich typ(, a to typu
lykorinového, homolykorinového, haemanthaminového, krininového, narciklasinového,
tazettinového, montaninového, galantaminového a norbelladinového [8]. KaZzdy z téchto
strukturnich typ( se nazyva pravé po jednom reprezentativnim alkaloidu, jejichz
struktury jsou vyobrazeny na Obr. ¢. 1. Zakladni strukturu lykorinového typu tvofi
pyrrolo[d,e]fenanthridin, homolykorinového typu pak 2-benzopyrano[3,4-glindol.
Skupiny haemantaminového a krininového strukturniho typu jsou tvoreny derivaty
5,10b-etanofenanthridinu. Tyto dva strukturni typy odliSuje pfitomnost hydroxy-skupiny
na pyrrolovém jadre. Narciklasinovy strukturni typ obsahuje ve své strukture
fenanthridin  a  1-hydroxyisochinolin,  pretazettinovy  strukturni typ pak
2-benzopyrano|3,4-clindol. Zakladem montaninového strukturniho typu je
5,11-metanomorfanthridin, galantaminového strukturniho typu to je

benzofurobenzazepin a v norbelladinovém strukturnim typu pak N-benzylfenetylamin

[9].

Analyzované alkaloidy zkoumané v této praci jsou typu lykorinového (typ A),
homolykorinového (typ B), haemantaminového (typ C), krininového (typ D),
tazettinového (typ E) a galantaminového (typ F). Alkaloidy stejného strukturniho typu
(Tab. €. 1) vykazuji ¢asto podobné spektralni vlastnosti a v hmotnostni spektrometrii
(MS) mivaji charakteristicka fragmentacni spektra. Jejich retencni chovani v separacnich
systémech muze byt taktéZ podobné, nicméné interakce se stacionarni fazi (SF) mohou
byt ovlivnény substituenty a vedlejsimi funkénimi skupinami, coz nasledné muze vést k

separaci analytl stejného strukturniho typu.
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Obr. ¢. 1: Struktury reprezentativnich alkaloid( jednotlivych strukturnich typa: 1 — lykorin, 2 —
homolykorin, 3 — haemanthamin, 4 — krinin, 5 — narciklasin, 6 — tazettin, 7 — montanin, 8 —
galantamin, 9 — norbelladin [8]
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Tab. ¢. 1: Prehled rozdéleni analyzovanych alkaloidi podle strukturniho typu

typA typ B typ C typD typE typ F
CAR MAS HXV vIT TZT NRW
NOR oDU HMN CRN CHL
DMG DHM HMA IPW LCA

LYC THM HTD EPM

ACA HLC AMB CRI

GAL HIP UND

ALY LCN

o-ELC

zkratky alkaloid(i jsou vysvétleny v Tab. ¢. 2
3.1.3. Zakladni fyzikdIné-chemické vlastnosti analyzovanych latek

Zkoumané alkaloidy z celedi Amaryllidaceae vykazuji slabé zasaditou povahu.
Centrum bazicity je v jejich struktufe tvofeno tercidrnim aminem, ktery vykazuje nizsi
bazicitu oproti primarnim a sekundarnim aminim. Substituci vodikovych atomu
alkylovymi skupinami vznikd vazba C-C, ktera je oproti vazbé C-H méné polarizovana.
Alkyly mohou navic stericky brdnit interakci dusiku s protonem, ¢imZz mohou dale
sniZovat jeho bazicitu. Ve strukturach alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae je pobliz bazického
centra pritomné aromatické jadro. To snizuje elektronovou hustotu na dusiku, ¢imz je
opét snizovdna jeho bazicita. Acidobazické vlastnosti jsou popsany hodnotou pKa

v Tab. €. 2, z niz vyplyva jiz zmifiovana bazicka povaha analyzovanych latek.

Lipofilita v Tab. ¢. 2 je charakterizovdana pomoci log P. Log P je vidy > 0, ale
v zadném pripadé neni log P > 5. Alkaloidy s hodnotami log P v rozsahu hodnot 0-1 lze

oznacit jako mirné hydrofilni a s hodnotami v rozsahu 1-2 jako mirné lipofilni.

V Tab. ¢. 2 jsou uvedeny sumarni vzorce a molekulové hmotnosti (Mw). U
nékterych alkaloidd jsou sumarni vzorce a Mw stejné, tedy se jedna o izomery. Strukturni
vzorce byly dohledany v databazi PubChem a na zdkladé téchto struktur dale
zhodnoceny. Ve skupiné s Mw 271 jsou VIT a CRN optickymi izomery (Obr. €. 2), IPW a
CAR jsou izomery strukturni. Ve skupiné s Mw 287 HXV a HMN jsou diastereomery (Obr.
¢. 3), LYC, EPM, CHL a LCA jsou strukturni izomery. Alkaloidy s Mw 301 jsou strukturnimi
izomery, stejné tak alkaloidy s Mw 303, 315, 317, 331. Strukturni izomery a
diastereomery mivaji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti a mély by vykazovat odlisné

interakce se SF. Optické izomery maji stejné fyzikdlné-chemické vlastnosti, lisi se pouze
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optickou otacivosti. Bez pouziti chirdlni SF, chirdlniho cinidla nebo bez pouziti

derivatizace je velmi obtizné optické izomery rozdélit.

Tab. ¢. 2: Prehled zdkladnich fyzikdlné-chemickych viastnosti

Mw

nazev alkaloidu zkratka sumarni vzorec log P pKa
[g/mol]
VITTATIN VIT C16H17NOs 271,1208 1,44 8,109
KRININ CRN C16H17NOs 271,1208 1,44 8,109
KARANIN CAR C16H17NOs 271,1208 1,16 7,595
SEKO-ISOPOWELLAMINON IPW C16H17NOs 271,1208 0,97 8,611
NORPLUVIN NOR C16H1sNO3 273,1365 0,87 7,670
NARWEDIN NRW C17H19NOs 285,1364 1,24 8,632
LYKORIN LYC C16H17NO4 287,1521 0,35 7,326
11-HYDROXYVITTATIN HXV Ci6H17NO4 287,1158 0,62 7,208
HAMAYN HMN Ci6H17NO4 287,1158 0,62 7,208
EPIMARITIDIN EPM C17H2:NOs 287,1521 1,41 8,219
CHLIDANTIN CHL C17H21NO3 287,1521 1,51 10,341
LYKORAMINON LCA Ci17H21NO3 287,1521 1,92 8,699
MASONIN MAS C17H17NOy 299,1158 1,56 8,003
ODULIN obu C17H19NO,4 301,1314 1,45 8,394
9-O-DEMETYLHOMOLYKORIN DHM C17H19NO4 301,1314 1,26 8,826
HAEMANTAMIN HMA C17H19NO4 301,1314 0,98 7,292
9-O-DEMETYLGALANTIN DMG C17H2:NO4 303,1470 0,41 7,442
TETRAHYDROMASONIN THM C17H21NO4 303,1470 0,89 8,427
ACETYLKARANIN ACA CisH1sNO4 313,1314 1,39 7,347
HOMOLYKORIN HLC C18H21NOy4 315,1470 1,53 8,063
HIPPEASTRIN HIP C17H17NOs 315,1107 0,74 7,739
KRINAMIDIN CRI C17H19NOs 317,1263 0,36 7,295
HAEMANTIDIN HTD C17H19NOs 317,1263 0,91 5,590
LYKORENIN LCN CisH23NO4 317,1627 1,42 8,454
GALANTIN GAL CisH23NO4 317,1627 0,68 7,477
1-O-ACETYLLYKORIN ALY CisH1sNOs 329,1263 0,58 7,082
TAZETTIN TZT CisH21NOs 331,1420 1,57 7,487
UNDULATIN UND CisH21NOs 331,1420 0,72 7,379
AMBELLIN AMB CisH21NOs 331,1420 0,86 7,094
O-ETYLLYKORENIN o-ELC C20H27NO4 345,1940 2,12 8,486

log P — dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu, Mw — molekulovd hmotnost, pKa —
zdporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

Obr. ¢. 2: Strukturni vzorce VIT (vlevo) a CRN (vpravo) [10][11]
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Obr. ¢. 3: Strukturni vzorce HXV (vlevo) a HMN (vpravo) [12][13]
3.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je jednou z chromatografickych metod, kterd je pro své nesporné vyhody

soucdsti vybaveni fady laboratofi [14][15][16].

SF vyuzivané v HPLC jsou obvykle odvozeny od silikagelu. Silikagel je jiz fadu let
zdkladnim materidlem vysokoucinnych chromatografickych kolon diky své mechanické
stabilité, moznosti pfipravy monodisperznich ¢astic rlznych velikosti a distribuci pérd, a
zejména pro snadnou chemickou modifikovatelnost povrchu. Castice silikagelu
pouzivané v HPLC maji obvykle prlimér 5 um a jsou odolné pro pracovni tlaky dosahujici

a# 40 MPa [14].

Velkou slabinou silikagelu je jeho omezend stabilita v bazickém prostiedi, kdy
dochazi k rozpusténi silikagelové matrice, a silné kyselém prostredi, kdy je siloxanova
vazba hydrolyzovana. Proto je nezbytné udrzovat pH MF v rozmezi od 2 do 7-8 [14]. Tento
problém byl feSen vyvojem hybridni SF, kde je zaklad tvofen kombinaci anorganického
silikagelu a organického polymeru. Timto spojenim vznikl materidl s vyhodnymi
vlastnostmi obou sloZek a zaroven byly odstranény jejich nevyhody [14][17][18]. Jednim
z téchto material( je hybridni materidl X-Bridge (Obr. €. 4) vyvinuty firmou Waters [19].
PFi vyrobé kolon jsou dnes uplatiiovany i jiné technologie Upravy ¢astic. Jednou z nich je
technologie nazvana CSH neboli ,charged surface hybrid“ (Obr. €. 4), tedy hybrid s
nabojem aplikovanym na povrch ¢astic. Tato technologie, patentovanad spolecnosti
Waters, poskytuje vynikajici tvar pikd a vysokou ucinnost pfi separaci bazickych latek,
zejména pokud je pouZita kyseld MF o slabé iontové sile. Diky této technologii je

dosazeno Sirsiho rozsahu stability pH a lepsi selektivity chromatografickych separaci [20].
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povrchového naboje ,endcapping”

BEH castice

Obr. ¢. 4: Schéma hybridniho materidlu X-Bridge, resp. BEH (A) a technologie tupravy ¢dstic CSH (B)
[21][22]

3.3. Ultra-vysokoucdinna kapalinova chromatografie

UHPLC je moderni smér soucasnych chromatografickych metod. Jeho klicovou
charakteristikou je pouZiti ¢astic SF o velikosti < 2 um, coZ vede k dosazeni vyssi ucinnosti,
a tim i rozliSeni separace. Diky tomu je mozné pouZit kratsi kolony oproti HPLC a docilit
tak rychlejsich analyz bez ztraty ucinnosti. Oproti HPLC jsou v UHPLC pouzivany kolony
s nizsim priimérem, coz vede k nizSimu pritoku MF, resp. spotfeby MF, a to je benefit jak
ekologicky, tak ekonomicky. Ve srovnani s HPLC je UHPLC charakterizovdna lepsi
ucinnosti separace a umoziuje analytické Ukoly provadét rychleji [14][18][23]. Mensi
velikost pouzitych ¢astic SF oproti HPLC ale zpUsobuje zvySeni zpétného tlaku v systému,
tj. pracovni tlaky 100-150 MPa. Vysoky pracovni tlak je feSen pomoci instrumentace
UHPLC, kterd je oproti HPLC vybavena tlaku-odolnymi pevnymi spojenimi, ultra-
vysokotlakymi cerpadly a automatickymi davkovaci, dale jsou v UHPLC pouZivané

mechanicky a chemicky stabilni SF [14][15][23][24][25].

Separace pomoci UHPLC muzZe byt znacné ovlivnéna mimokolonovymi objemy,
které je nutné minimalizovat. To je provedeno pouzitim kapilar mensich pramérad (2,1 mm)
a pouzitim specialnich nizkoobjemovych detekénich cel. Ddle je nutné sniZovat objem

nastfikovaného vzorku tak, aby nedoslo k presyceni kolony a detektoru, a tim ke snizeni
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separacni ucinnosti. V UHPLC je zapotiebi pouZiti detektorU s rychlosti sbéru dat >20 Hz.

Nevyhodou této metody oproti HPLC je vyssi pofizovaci cena [14][24][25].

Zakladni materidl pro SF v UHPLC je nejcastéji silikagel, modifikovany silikagel
anebo hybridni material. BEH neboli ,bridged ethylene hybrid“ (Obr. €. 4), tedy etylenem
zesitény hybrid, je hybridni material pro vyrobu UHPLC kolon, ktery byl vyvinuty firmou
Waters. Tento material obsahuje etylenové mdastky v silikagelové matrici, ¢imz je
docileno stability v SirSim rozsahu pH [26][27]. Rozdil mezi timto a dfive zminénym
X-Bridge materidlem je pouze ve velikosti ¢astic [19]. Pfi vyrobé UHPLC kolon je také

vyuzivana CSH technologie Upravy ¢astic [28].

V Tab. €. 3 je uveden prehled analytickych kolon pouZitych v této praci. Jedna se
o hybridni a silikagelové kolony, jejichz povrch byl modifikovany (Obr. €. 5.) 18uhlikatym
fetézcem, alkylem svloZenou amidovou skupinou, fenyl-hexylem, nebo pfipadné
uhlikatym tetézcem s fluorovanym fenylovym jadrem. Modifikace silikagelu typu
»,Shield” oznacuje vloZzeni karbamatové skupiny mezi silikagel a alkyl, ¢imZz se oproti
modifikaci povrchu alkylem bez karbamatové skupiny zméni selektivita predevsim pro

fenolické slouceniny a mize se zlepsit tvar pik( bazickych analytl [29].
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Tab. ¢. 3: Prehled pouZitych analytickych kolon s jejich stabilitnimi limity

stabilitni teplotni stabilita

analyticka kolona rozsah pH kolony zdroj
Acquity UPLC BEH C18 kyselé pH: 80 °C,
1-12 T e [30]
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA bazické pH: 60 °C
Acquity UPLC CSH C18 kyselé pH: 80 °C,
1-11 e e [31]
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA bazické pH: 45 °C
Acquity UPLC BEH Phenyl kyselé pH: 80 °C,
1-12 e e [32]
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA bazické pH: 60 °C
Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl 111 kyselé pH: 80 °C, 33]
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA bazické pH: 45 °C
Arion Plus C18
« - < °
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Arion, CR 1-10 100°¢ (341
Acquity UPLC BEH Shield RP18 511 kyselé pH: 50 °C, 35]
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA bazické pH: 45 °C
Ascentis Express RP-Amide R
(100 x 2,1 mm, 2,7 um), Supelco, USA 29 <60°C [36]
ACE Excel C18-PFP °
(100 x 2,1 mm, 1,7 um), ACE, Skotsko 2-8 <60°C 371
Kinetex PFP o
(100 x 2,1 mm, 2,6 um), Phenomenex, USA 1,58 <60°C [38]
Kinetex F3 1,5-8,5 <60 °C [39]

(100 x 2,1 mm, 2,6 um), Phenomenex, USA

R o/
o~ o~ @ ey,
o 8 (A4
R' o

1)

3)

Obr. ¢. 5: Schémata modifikaci materidlu pro vyrobu kolon: 1) C18 2) RP-amid 3) fenyl, fenyl-hexyl
4) C18-PFP 5) F5, PFP 6) Shield [40][41]

3.4. Hmotnostni spektrometrie

MS vynika svou citlivosti a selektivitou. Je vhodnd pro identifikaci i kvantifikaci

latek a naléza uplatnéni jak v analyzach malych molekul, tak v ,omickych” studiich

23



[14][42]. Je také soucasti rGznych odvétvi, kdy se napfiklad vyuziva také pfi vyvoji IéCiv,
kontrole kvality ve farmaceutickém primyslu [43]. Déle je vyuZivdna v geologickych a
environmentdlnich védach [44], kdy se sleduje znecisténi Zivotniho prostfedi nebo
provadi izotopova analyza. M4 zastoupeni i ve forenzni védé pro MS analyzy chemickych
stop ve forenznich vzorcich jako jsou drogy, vybusniny a toxiny [45]. Pomoci MS se také

kontroluje kvalita a bezpec€nost potravin v potravinarském priimyslu [46].

3.5. Spojeni UHPLC — MS/MS

Hmotnostni spektrometry jsou destruktivni detektory, které jsou ¢asto spojovany
s UHPLC pro analyzu komplexnich smési s cilem dosahnout vyssi selektivity, citlivosti,
presnosti a spravnosti. Identifikace molekuly je mozna ziskdnim informaci nejen o Mw
analyt(, ale také o elementarnim slozeni a zastoupeni izotop, dale ziskanim informaci o
jejich strukture prostfednictvim fragmentace prekurzorového iontu. Vyuziti MS/MS bez
doprovodné separacni techniky neni vzdy dostacujici, protoze napftiklad izomery vykazuji
stejny pomér hmotnosti a ndboje (m/z), tudiz by bez predchozi separace byly detekovany
jako jeden signal [14][47]. Z tohoto dUvodu je proto MS c¢asto spojena se separacni

technikou, jako je UHPLC, UHPSFC nebo GC [48][49][50].

lonizace molekul v UHPLC-MS/MS je provadéna pomoci mékkych ionizacnich
technik. Mezi né patfi ionizace elektrosprejem, chemicka ionizaci za atmosférického
tlaku a fotoionizace za atmosférického tlaku [14]. Typ ionizace je volen podle charakteru

analytu, zejména podle jeho Mw a polarity.

Analyzatory pouzivané ve spojeni s UHPLC jsou vétSinou jednoduché nebo trojité
kvadrupdly, linedrni iontové pasti sjednotkovym rozliSenim. Dale se pouzivaji
analyzatory doby letu (TOF), pfipadné orbitdlni pasti poskytujici vyssi rozliseni [14].

V této praci byl pouzit trojity kvadrupdl.

Jednoduché kvadrupdly jsou ekonomické, robustni, s malymi ndroky na prostor v
laboratofi a v porovnani s ostatnimi MS analyzatory relativné levné. Tyto analyzatory
nedosahuji vysoké rozliSovaci schopnosti, maji nizkou spravnost ur¢eni hmoty a nejsou
ani tak rychlé ve sbéru dat jako napriklad TOF analyzator. Tandemovym spojenim vznika
trojity kvadrupdl, ktery je diky své vysoké citlivosti v mdédu SRM idedlni pro kvantifikaci

sloucenin ve smésich [51].
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3.6. Metody pro separaci alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae

Souhrn vybranych publikovanych metod pro separaci alkaloid( celedi
Amaryllidaceae je zobrazen v Tab. €. 4. Pro separaci alkaloid( je obvykle pouZivana
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC), ultravysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC), a plynovd chromatografie (GC). Uvedené separacni metody
byly vyvinuty pro identifikaci, profilovani a charakterizaci alkaloid( v rdznych druzich
rostlin ¢eledi Amaryllidaceae, nebo pro jejich kvantifikaci. Chromatografické metody byly
obvykle spojeny s MS. V pfipadé kapalinové chromatografie byla metodou ionizace ve
vSech pripadech pouZita ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI*), protoze
alkaloidy jsou zasadité povahy a H* ochotné pfijimaji. V ojedinélych pfipadech byla HPLC
spojena pouze s UV detekci. Pro GC-MS analyzu byly latky ionizovdany pomoci

elektronové ionizace.

SF byla v HPLC, resp. v UHPLC nejcastéji C18. Vodnou ¢asti MF byla nejc¢astéji voda
s kyselinou mravenci, ale nékdy byla také pouZita aditiva jako mravencan amonny, octan
amonny, octan amonny spolu s dodecylsulfatem sodnym a s fosforecnanem sodnym.
Organickou slozkou MF byl nejcastéji ACN, v nékterych analyzach byl pouzity i MeOH.
V obou pripadech byly organické slozky MF s pridavkem 0,1 % kyseliny mravenci. Analyzy
byly provedeny nejéast&ji pomoci gradientové eluce. Cas analyz se pohyboval v rozmezi
8-72 min. Kratsi analyzy trvajici 8-18 minut byly pouzZity k identifikaci maximalné 17
alkaloidli z celedi Amaryllidaceae, kdy kvantifikovano bylo maximalné 8 ztéchto
identifikovanych alkaloidi. Nejcastéji kvantifikované byly alkaloidy LYC a GAL. K
identifikaci 28-37 alkaloid( z ¢eledi Amaryllidaceae doslo az pfi analyzach trvajici 50-70
minut [52][53][54][55][56][57][58][59][60][61][63]. V Zaddné z uvedenych metod nebylo

analyzovano celé spektrum alkaloidd, které bylo zvoleno pro tuto praci.

V GC metodach byla nejcastéji pouzita kolona Sapiens X5 (silfenylova polymerni
faze, [62]) a nosnym plynem bylo vidy helium. Cas analyz se pohyboval v rozmezi 40-52
min. Tato separac¢ni metoda je prevazné vyuzivdna k identifikaci analytd pomoci
porovnani fragmentacnich spekter analyzovanych latek s referenéni knihovnou spekter.
V dohledanych metodach bylo identifikovdno maximalné 37 alkaloidd z celedi

Amaryllidaceae v jedné analyze [8][64][65][66].
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V literatufe Ize nalézt i studie, kde byla pouzZita kapilarni elektroforéza ve spojeni
s MS [67][68]. V preparativni analyze je k separaci alkaloid( celedi Amaryllidaceae
vyuzivana sloupcova chromatografie, tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC),

extrakce na tuhou fazi, preparativni HPLC nebo rekrystalizace [69][70][71][72].
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Tab. ¢. 4: Prehled publikovanych metod metod pro separaci alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae

pocet analyzovanych

alkaloidti v metodé, doba analyzy

pocet analytli ze spektra separacni SF MF (cas autor
. .. metoda -
vybraného pro tuto praci gradientu)
vycet téchto alkaloid
37,3/30 UHPLC- BEH C18 A: H,0 (0,01 % FA a 20 MM AmF) 50 min Li et al
LYC, GAL, NOR MS/MS (2,1 x 100 mm, 1,7um) B: ACN (45,5 min) [52]
17,4/30 UEEII;CL_CLfV BEH C18 A:H,0+0,1%FA 18 min Katoch et
LYC, HLC, DMG, HMA HRMS (2,2 x 100 mm, 1,7um) B: MeOH + 0,1 % FA (15,5 min) Sharma [53]
28, 2/30 UHHPPLLCC__UV TSK-GEL ODS-100V B: H,O + 0,2 % AA a 40 mM AmAc (70 min) Zhang et al
CRI, HMA HRIVIS (4,6 x 150 mm, 3 pm) A: ACN [54]
29, 8/30 UHPLC-UV C18 A: H,0 + 40 mM AmAc . Tian et al
LYC, ODU, AMB, VIT, HPLC- (2,0 % 150 mm, 5 um) 8. ACN (55 min) (5]
CRI, NRW, HMA, HIP MS/MS ’ s '
17,6/30 UHPLC-UV BEH C18 A: H,0 + 0,05 % FA 8 min Katoch et al
GAL, CRI, HMA, UHPLC- (2,1 x 100 mm, 1,7um) B: ACN (6,6 min) [56]
AMB, HMIN, VIT HRMS ’ dadds ' ’
6,3/30 HPLC-UV Kromasil 100 C18 /_s\o:rzmogg\rln(lf/?fg;)a: Zg;l\:,d(ljriel\c/lyr;l;act 13 min Lépez et al
HMA, HLC, TZT (4,0 x 150 mm, 5 um) v v (9 min) [57]
B: MeOH
LC-
34, 8/30 UHPLC-UV Luna C18 RP A: H,0:MeOH (5:95) + 0,1 % FA 50min Nair et al
LYC, HTD, HMA, AMB, HPLC- (4,6 x 150 mm, 3 um) B: H,0:ACN (5:95) + 0,1 % FA (41 min) [58]
CRI, UND, TZT, HLC HRMS ’ SR T ‘ =
LC-
4,2/30 US::P(I:_CU-V BEH C18 A: NH40H 0,1 % ve vodé 14 min Sibanyoni
UND, ACA HRMS (2,1 x 150 mm, 1,7 pm) B: ACN (12 min) et al [59]
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15,7/30

HPLC- Synergi C18 A:H,O0+0,1%FA 18 min Atrahimovich

LYC, HMN, GAL, NRW, . o .
VIT, TZT, HMN MS/MS (3,0 x 100 mm, 2,5 um) B: ACN +0,1 % FA (13 min) et al [60]
14,7/30 HPLC-UV . A: MeOH:THF (1000:5 v/v) .
ACA, AMB, CAR, CRN, HPLC- N“d(jog')'(lz%%'i (;11)8 AB B: 75 mM AmAC + 5% AA:THF:ACN (S :::) Q”eic:le[gt;‘]”g
GAL, LYC, UND MS/MS ! (1000:10:50 v/v)
2,2/30 Hichrom 5 C18 CF3COOH:H,0:ACN . Karakoyun
LYC, GAL HPLC-UV (4,6 x 250 mm, 5 um) (0,01:90:10) (10 min) et al [63]
30,10/30 HP-5

. Guo et al
LYC, GAL, NOR, CAR, HLC, GC-MS (0,25 mm x30m, He 40 min [64]
HIP, HMA, HTD, TZT, NRW tloustka filmu 0,25 um)
11, 7/30 Sapiens-X5 ,

. Ledn et al
CAR, LYC, VIT, CRN, GC-MS (0,25 mm x 30 m, He 52 min (65]
HMA, HXV, HMN tlougtka filmu 0,25 mm)
37,11/30 Sapiens-X5 del C.
VIT, CRN, HMA, HXV, UND, GC-MS (0,25 mm x30m, He 52 min Rojas-Vera
AMB, CRI, ACA, GAL, LYC, TZT tloustka filmu 0,25 mm) et al [8]
9,4/30 GC-MS (0,25 rr?risx 30m He 41 min quacfflo(::;ﬂ
HMA, HTD, LYC, T2T tlougtka filmu 0,25 mm) [66]

AA — kyselina octovd, ACN — acetonitril, AmAc — octan amonny, AmF — mravencan amonny, ESI" — ionizace elektrosprejem v pozitivnim mddu, FA — kyselina
mravenci, H,0 —voda, HRMS — hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim, MS/MS — tandemovd hmotnostni detekce, THF — tetrahydrofuran
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4. Experimentdlni ¢ast
4.1. Pouzité pfistroje a pomucky

UHPLC-PDA:

e Acquity UPLC (Cerpadlo, automaticky davkova€, kolonovy termostat), PDA
detektor, Waters, USA

e vyhodnocovaci program: Empower, Waters, USA
UHPLC-MS/MS:

e Acquity UPLC I-Class PLUS systém, (Cerpadlo, automaticky davkovac, kolonovy
termostat), Waters, USA
e MS detektor (Xevo TQ-XS trojity kvadrupdl), Waters, Velka Britanie

e vyhodnocovaci program: MassLynx 4.1, TargetLynx XS, Waters, USA
Laboratorni pfistroje:

e laboratorni pH metr: Microprocessor pH Meter pH 212, Hanna instruments, USA
e magnetickd michacka: RET basic, Némecko

e tfepacka: Ika Vortex, Sigma-Aldrich, CR

e automatické pipety: Eppendorf Reference 2, Eppendorf, CR

e ultrazvukova vodni lazer: Sonorex Digitec, Bandelin Electronic, Némecko

e rucni analyticky mlynek IKA A: IKA-Werke GmnH & Co. KG, Némecko

e superkritickd fluidni extrakce: systém MV-10 ASFE, Waters, USA

4.2. Pouzité chemikalie

e ultradista voda (pro G¢ely UHPLC-PDA): Mili-Q, Millipore, Lach-Ner, CR

e voda pro LC-MS, VWR BDH Chemicals, Francie

e acetonitril pro LC-MS, Fisher Chemical, Velka Britanie

e metanol pro LC-MS, Fisher Chemical, Velkd Britanie

e kyselina mravenci pro LC-MS, minimum >99 %, VWR BDH Chemicals, Velka Britanie

e 25 % roztok amoniaku pro LC-MS, minimum 25 % ve vodé, Merck, CR

29



4.3. PouZité analytické kolony
V této diplomové praci byly pouzity kolony:
® Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA
® Acquity UPLC CSH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA
® Acquity UPLC BEH Phenyl (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA
® Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA
® Arion Plus C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Arion, CR

® Acquity UPLC BEH Shield RP18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um), Waters, USA
Ascentis Express RP-Amide (100 x 2,1 mm, 2,7 um), Supelco, USA

® ACE Excel C18-PFP (100 x 2,1 mm, 1,7 um), ACE, Skotsko
® Kinetex PFP (100 x 2,1 mm, 2,6 um), Phenomenex, USA

® Kinetex F5 (100 x 2,1 mm, 2,6 um), Phenomenex, USA

4 .4, Standardy alkaloidd a rostlinny material

Standardy alkaloid(i pochdzely z Katedry farmakognozie FaF UK. Nejednalo se o
referenéni standardy s deklarovanou Cistotou, a tak bylo nutné pocitat s necistotami.
Tyto necistoty byly pritomné jiz v navazkach standard(, i prestoze byly kontrolovany
pomoci NMR, GC-MS, LC-MS. Katedrou byly poskytnuty navazky vitatinu, krininu,
karaninu,  seko-isopowellaminonu, norpluvinu, narwedinu, lykorinu, 11-
hydroxyvittatinu, hamaynu, epimaratidinu, chlidanthinu, lykoraminonu, masoninu,
odulinu, 9-0O-demetylhomolykorinu, haemantaminu, 9-O-demetylgalantinu,
tetrahydromasoninu, acetylkaraninu, homolykorinu, hippeastrinu, krinamidinu,
haemantidinu, lykoreninu, galantinu, 1-O-acetyllykorinu, tazettinu, undulatinu,
ambellinu a O-ethyllykoreninu. Tyto alkaloidy byly ziskané z rlznych rostlin celedi
Amaryllidaceae (npf. Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master [73], Nerine bowdenii
[74], Hippeastrum X hybridum cv. Ferrari [75], Zephyranthes robusta [76], Chlidanthus
fragrans [77], Clivia miniata [78], Zephyrantes citrina [79],...). Nejvétsi obsah alkaloid( je
v podzemnich ¢astech rostlin, a pravé z téchto ¢asti jsou alkaloidy nejéastéji izolovany.
V uvedenych pracich byly k izolaci alkaloid( poufZity cibule, ojedinéle byly pouzity celé

rostliny.
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Kolegy z Katedry farmakognozie FaF UK byly alkaloidy izolovany extrakci z tuhé do
kapalné faze. Obecné lze fici, Ze rostlinny materidl byl extrahovadn v 96 % roztoku etanolu
ve vodé 3x30 min pod zpétnym chladi¢em. Ziskany extrakt byl filtrovan a odparen, dale
byl rozpustén v 2 nebo 5 % HCl a odtuc¢nén hexanem, benzinem nebo chloroformem.
Poté byl extrakt zalkalizovdn 10 % hydrogenuhli¢éitanem sodnym na pH cca 9-10 a
alkaloidy byly extrahovany do dietyléteru a nasledné do chloroformu pfipadné do
ethylacetatu. Ziskany extrakt terciarnich bazi byl dale délen velkou Flash chromatografii,
kde byly ziskany frakce alkaloidl. Frakce s podobnym profilem obsahu alkaloidl se
nasledné spojily (ovéfovano TLC) a byly dale déleny budto mensi Flash chromatografii,
na preparativnich TLC deskach, preparativnim HPLC systémem nebo rekrystalizaci

[73][741[751(76](77](78][79].

Pro identifikaci byla vyuzita GC s MS detekci za pouZiti elektronové ionizace. Tato
metoda umoznila urceni presnych molekulovych hmot alkaloidd a ziskani
fragmentacnich spekter, ktera byla nasledné srovndna s knihovnou spekter. Pro urceni
struktury byla pouzita 1D i 2D NMR. Pro ovéreni presné hmoty byla pouZita kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni  spektrometrii s vysokym  rozliSenim

[73][74][75]1(761[771[78][79].

Rostlinné materidly byly taktéZz poskytnuty Katedrou farmakognozie FaF UK.
Jednalo se 0 mrazem susené cibule rodu Narcissus, celedi Amaryllidaceae, a o listy
Crinum asiaticum, Celedi Amaryllidaceae susené na vzduchu. Pfiprava vzorkd z téchto

rostlinnych materiall je popsana v kapitole 4.5.4., jejich analyza pak v kapitole 5.6.

4.5. Ptiprava roztok( standardu
4.5.1. Zasobni a pracovni roztoky standardu

Byly pFipraveny zasobni roztoky standardd o koncentraci 103 g/ml, s vyjimkou LYC
a ACA, které byly pfipraveny o koncentraci 10 g/ml. Ve vsech pfipadech byl pouZitym
rozpoustédlem cisty acetonitril (ACN). U ptipravy zdsobnich roztok( standardd NOR, LYC,
CHL, ODU, ACA, AMB byla rozpustnost v ACN podporfena pridavkem 1-20 pl kyseliny
mravenci (FA) s naslednym pouzitim ultrazvuku. Skladovany byly pti 8 °C v lednici do

spotiebovani.
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Pracovni roztoky standard( pro analyzu pomoci UHPLC-PDA byly fedény na
koncentraci 10 g/ml. Takto pfipravené standardy byly pouzivané mésic, protoZze po delsi

dobé byly na chromatogramech pozorovany piky degradacnich produkta.

Pracovni roztoky standardl pro UHPLC-MS/MS analyzu byly fedény na
koncentraci 10® g/ml a pouzivany po dobu jednoho mésice. Pro méfeni vybranych

validac¢nich parametri metody byly pfipraveny Cerstvé roztoky.

Na systému UHPLC-PDA byl proveden screening kolon, na kterych byly

analyzovany smési izomernich standardu dle Tab. ¢. 5.

Tab. . 5: Rozdéleni analytt do smési podle Mw

Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw neizomerni analyty
271 287 301 303 315 317 331
VIT LYC DHM DMG HIP GAL AMB NOR
CRN HXV obDU THM HLC LCN TZT NRW
CAR HMN HMA HTD UND MAS
IPW EPM CRI ALY
CHL ACA
LCA o-ELC

Mw — molekulovd hmotnost

PFi optimalizaci UHPLC metody na systému UHPLC-MS/MS, byly pfipraveny dvé
smési pracovnich roztokl analyzovanych alkaloid(. Tyto smési byly ptipraveny pro
podminku MeOH / AmF pH 9 na tfech kolonach, na kterych probihala dalsi optimalizace
separace (Tab. €. 6.), tak, aby se retencni ¢asy (tr) izomernich latek liily. Tato strategie
umoznila identifikaci jednotlivych alkaloid( a jejich pfipadnych izomer( s blizkymi tr aniz
by doslo k jejich zdméné v pripadé zmény retencniho chovani pti optimalizaci UHPLC

metody.
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Tab. ¢. 6: Prehled sloZeni smési pro kolony, na kterych byla optimalizovdna separace na systému
UHPLC-MS/MS

C18-PFP BEH Phenyl CSH Phenyl-hexyl / CSH C18
MeOH / AmF pH 3 MeOH / AmF pH 9 MeOH / AmF pH 9
smés 1 smés 2 smés 1 smés 2 smés 1 smés 2
VIT CRN VIT CRN VIT CRN
IPW CAR IPW CAR IPW CAR
HXV EPM HXV EPM HXV EPM
LYC CHL LYC CHL CHL LYC
HMN LCA HMN LCA HMN LCA
DHM DMG DHM DMG DHM OoDU
oDU (0]p]V] HMA
HMA HMA DMG
THM THM THM
HIP HIP HIP
HLC HLC HLC
GAL GAL GAL
LCN LCN LCN
HTD HTD HTD
CRI CRI CRI
AMB AMB AMB
TZT TZT TZT
UND UND UND
NOR NOR NOR
NRW NRW NRW
MAS MAS MAS
ALY ALY ALY
ACA ACA ACA
o-ELC o-ELC o-ELC

4.5.2. Ptiprava mobilni faze

Vodnd slozka

Pufr mravenc¢anu amonného (AmF) o pH 3 byl ptipraven tak, Zze do témér 1 | vody
bylo pfiddno 370 pul HCOOH a za pouziti pH metru byl postupné pridavan roztok
amoniaku, dokud se pH neustdlilo na 3,00. Objem pufru byl nasledné na 1 | doplnén.

Roztok amoniaku byl pfipraven pridanim 75 pl 25 % roztoku amoniaku do 500 pl vody.

Pufr AmF o pH 9 byl pfipraven tak, Ze do témér 1 | vody bylo pfidano 740 ul 25 %
NH4OH a za pouZiti pH metru byl postupné pfidavan roztok HCOOH, dokud se pH
neustdlilo na 9,00. Objem pufru byl nasledné na 1 | doplnén. Roztok HCOOH byl
pfipraven pfidanim 100 pul HCOOH do 500 ul vody.

Obdobné byl pfipraven pufr AmF o pH 9,50 a 10,00.
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Organickad sloZka

Béhem screeningu kolon byl pouzivan bud' ¢isty metanol (MeOH) nebo Cisty ACN.
Vramci optimalizace vlivu organické slozky MF byly testovany smési MeOH:ACN
v objemovych pomérech 1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 3:1, které byly pfipraveny za pouZiti

odmeérného vdlce.

4.5.3. Pomocné kapaliny pro UHPLC systém

Jako silnd oplachova kapalina byl pouzit Cisty ACN. Slabou oplachovou kapalinou
byl 10 % roztok ACN pripraveny za pomoci odmérného valce, kterym bylo odméreno 100
ml ACN a 900 ml vody. Oplachovou kapalinou pro pisty ¢erpadla byl 10 % roztok MeOH
pripraveny obdobné jako 10% roztok ACN.

4.5.4. Ptiprava vzorkUl z rostlinnych materialt

Vzorky z rostlinného materialu byly pfipraveny PharmDr. Veronikou Pilafovou,
Ph.D. a byly poskytnuty k analyze pomoci UHPLC-MS/MS metody, kterd byla v ramci této

prace vyvinuta.

Dany typ rostlinného materidlu (4.4) byl rozemlet na prasek pomoci rucniho
analytického mlynku. Rostlinny extrakt susenych cibuli rodu Narcissus, resp. susenych
listd Crinum asiaticum, byl ziskan superkritickou fluidni extrakci (SFE) 1 g navazky
rozemleté rostlinné drogy. Ta byla umisténa do extrakéni SFE cely o objemu 5 ml, a

nasledné byl objem cely doplnén inertnimi sklenénymi kulickami o priméru 3 mm.

Pro extrakci alkaloidd z listd byl pouZit oxid uhlicity a 80 % roztok etanolu ve vodé
v objemovém poméru 50:50 za konstantniho prdtoku 2 ml/min. Pro extrakci byl pouZit
dynamicky mdd. Teplota pro extrakci byla nastavena na 67 °C a tlak na zpétném
reguldtoru tlaku byl 217 bar. Extrakt byl sbiran po dobu 30 minut. Ziskané extrakty byly

pred analyzou skladovany v mrazicim boxu o teploté -20 °C.

Pro extrakci alkaloidd z cibuli byl pouzZit oxid uhli¢ity a 80 % roztok etanolu ve
vodé v objemovém poméru 50:50 za konstantniho pritoku 2 ml/min. Pro extrakci byl
pouzit dynamicky mdod. Teplota pro extrakci byla nastavena na 50 °C a tlak na zpétném
reguldtoru tlaku byl 107 bar. Extrakt byl sbiran po dobu 30 minut. Ziskané extrakty byly

pred analyzou skladovany v mrazicim boxu o teploté -20 °C.
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Po kazdé extrakci byla extrakéni cela vyjmuta ze systému a systém byl promyt

smési CO; a etanolu po dobu 5 minut pro zamezeni pfipadnych prenosi mezi

jednotlivymi vzorky, a ndsledné ¢istym CO; pro odstranéni zbytkového rozpoustédla.

Pro analyzu (5.6) byly pouzity

materidlu a vzorky, které byly pfipraveny

nenaredéné extrakty obou typl rostlinného

redénim (20x a 100x) obou téchto extraktd.

4.6. Nastaveni UHPLC-PDA metody pro screening kolon

Screening kolon probihal na systému UHPLC-PDA. Parametry metody byly

nasledujici:

mobilni faze:

pratok:

davkovany objem:

teplota kolony:

teplota automatického davkovace vzorku:

silnd oplachova kapalina:
slaba oplachova kapalina:
oplachova kapalina pro pisty Cerpadla:
pouzity gradien + 2 minuty ekvilibrace:

detekce:

slozka A: AmF pH 3 / AmF pH 9, 10 mM
slozka B: ACN nebo MeOH

0,4 ml/min

2 ul pro nastriky jednotlivych alkaloid(, 3 pl
pro smési alkaloidi s danou Mw (Tab. €. 5)
40 °C

10 °C

100 % ACN

10 % roztok ACN ve vodé

10 % roztok MeOH ve vodé

viz Tab. ¢. 7

UV 290 nm

Tab. ¢. 7: Zakladni UHPLC gradient pro screening kolon

Cas - pritok o 9B kivka
[min]  [ml/min]

0,00 0,40 98,00 2,00 initial
5,00 0,40 2,00 98,00 6,00
5,10 0,40 98,00 2,00 6,00
7,00 0,40 98,00 2,00 6,00

4.7.Optimalizace MS metody — iontovy zdroj a SRM prechody

Optimalizace parametr6  MS/MS probihala za pouZiti nasledujicich

chromatografickych podminek: SF Acquity UPLC BEH Phenyl, MF MeOH / AmF pH 3. Dalsi

podminky byly nastaveny shodné s podminkami uvedenymi v kapitole 4.6. Méreny byly
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pracovni roztoky jednotlivych standard( o koncentraci 10 g/ml. Nejprve byl proveden
MS sken, pfi kterém byl proméren celkovy iontovy proud v rozsahu hmot m/z 90-750.
Nastaveni analyzdtoru pro méreni MS skenu je uvedeno vTab. ¢ 8. Prehled
optimalizovanych parametr( iontového zdroje je uveden v Tab. €. 9 véetné testovanych
rozmezi a hodnot. Fragmentacni spektra konkrétnich alkaloidl byla zjiSténa pomoci
skenu produktovych iontl pfi kolizni energii (CE) 10, 20 a 30 eV. Nejintenzivné;si
fragmenty byly vyuzity pro tvorbu SRM metody. Optimalizace CE pro jednotlivé alkaloidy
byla provedena za pomoci vybranych SRM prechod( pfi koliznich energiich 5-45 eV
s inkrementem 5 (A5). Koliznim plynem byl argon.

Tab. ¢. 8: Hodnoty nastaveni MS analyzdtoru pro méreni MS skenu

parametr hodnota

rozliSeni na nizkych m/z 1 (LM Resolution 1): 2,67
rozliSeni pfi vy$sih m/z 1 (HM Resolution 1): 14,90
ionizacni energie 1 (lon Energy 1): 0,5
rozliseni na nizkych m/z 2 (LM Resolution 2): 2,64
rozliSeni pfi vy$sih m/z 2 (HM Resolution 2): 14,76
ionizacni energie 2 (lon Energy 2): 0,9
pratok kolizniho plynu (Collision Gas Flow): 0,1
kolizni energie (Collision): 4

Tab. C. 9: Prehled optimalizovanych parametri iontového zdroje a testovany rozsah hodnot

optimalizovany parametr rozsah hodnot
napéti na vstupnim kuzelu [V] 10-55 (A5)
napéti na kapilare [kV] 1,0-3,5 (AQ,5)
desolvatacni teplota [°C] 300-600 (A50)
prutok desolvataéniho plynu [I/h] 500, 750, 1000, 1200
pratok na vstupnim kuzelu [I/h] 150-350 (A50)

4.8. Parametry vyvinuté metody UHPLC-MS/MS

UHPLC metoda

kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl
(100 x 2,1 mm, 1,7 um)

mobilni faze: slozka A: AmF pH 9, 10 mM
slozka B: MeOH:ACN 3:1 (v/v)

pratok: 0,4 ml/min

davkovany objem: 2 ul

36



teplota kolony: 50 °C

teplota automatického ddvkovace vzorku: 10 °C

silnd oplachova kapalina: 100 % ACN

slabd oplachova kapalina: 10 % roztok ACN ve vodé
oplachova kapalina pro pisty ¢erpadla: 10 % roztok MeOH ve vodé
pouzity gradient + 2 minuty ekvilibrace: viz Tab. ¢. 10

Tab. ¢. 10: Optimalizovany UHPLC gradient vyvinuté metody

Cas - pritok o, 9B iivka
[min]  [ml/min]

0,00 0,40 80,00 20,00 initial
9,00 0,40 50,00 50,00 6,00
10,00 0,40 30,00 70,00 6,00
10,10 0,40 80,00 20,00 6,00
12,00 0,40 80,00 20,00 6,00

MS/MS detekce — Nastaveni iontového zdroje

Optimalizované parametry iontového zdroje jsou shrnuty v Tab. ¢. 11.

Tab. ¢. 11: Optimalizované parametry iontového zdroje

parametr nastavena
hodnota
napéti na vstupnim kuzelu [V] 35
napéti na kapilare [kV] 1,0
desolvatacni teplota [°C] 600

prutok desolvataéniho plynu [I/h] 1200
prutok na vstupnim kuzelu [I/h] 250

MS/MS detekce — nastaveni analyzdtoru a SRM
Optimalizované SRM prechody jsou uvedeny v Tab. ¢. 12. Nastaveni

analyzatoru je shrnuto v Tab. €. 13.



Tab. ¢. 12: Prehled optimalizovanych SRM prechodu vyvinuté metody

. et v s CE cv L, CE cv
zkratka SRML1 identifikacni [eV] V] SRM2 konfirmacni [eV] V]
VIT 272.03 > 135.98 25 35 272.03 > 195.99 30 35
CRN 272.03 > 135.98 25 35 272.03 > 195.99 30 35
CAR 272.05 > 146.97 30 35 272.05>118.98 35 35
IPW 272.05>211.98 25 35 272.05 > 200.99 25 35
NOR 274.07 > 146.96 30 35 274.07 >118.95 35 35
NRW 286.07 > 229.07 20 35 286.07 > 225.07 20 35
LYC 288.03 > 147.04 30 35 288.03 > 119.01 35 35
HXV 288.04 > 196.05 30 35 288.04 > 226.08 25 35
HMN 288.01 > 226.05 25 35 288.01 > 181.01 25 35
EPM 288.07 > 118.04 25 35 288.01 > 270.12 20 35
CHL 288.08 > 199.03 25 35 288.08 > 184.03 35 35
LCA 288.06 > 231.10 20 35 288.06 > 161.05 30 35
MAS 300.03 > 282.12 20 35 300.03 > 224.10 30 35
(0]»]V) 302.04 > 284.08 20 35 302.04 > 223.00 20 35
DHM 302.03 > 284.06 20 35 302.03 > 251.04 30 35
HMA 302.05 > 226.01 25 35 302.05 > 181.00 30 35
DMG 304.06 > 146.97 30 35 304.06 > 272.09 20 35
THM 304.06 > 286.07 15 35 304.06 > 146.96 30 35
ACA 314.03 > 254.08 20 35 314.03 > 160.00 30 35
HLC 316.05 >298.11 20 35 316.05 > 207.04 20 35
HIP 316.03 > 181.00 30 35 316.03 > 239.04 20 35
CRI 318.06 >177.03 25 35 318.06 > 179.04 30 35
HTD 318.05 > 199.03 25 35 318.05 > 286.10 15 35
LCN 318.05 > 300.14 20 35 318.05>239.14 20 35
GAL 318.06 > 162.03 30 35 318.05 > 286.10 20 35
ALY 330.01 > 133.97 25 35 330.01 > 270.06 20 35
TZT 332.04 > 314.06 15 35 332.04 > 181.01 30 35
UND 332.05>272.06 25 35 332.05>178.99 30 35
AMB 332.04 >271.04 20 35 332.04 > 243.04 25 35
o-ELC 346.08 > 300.05 20 35 346.08 > 191.02 20 35
CE — kolizni energie, CV — napéti na vstupnim kuZelu
Tab. ¢. 13: Hodnoty nastaveni MS analyzdtoru pro optimalizaci SRM
parametr hodnota
rozliseni na nizkych m/z 1 (LM Resolution 1): 2,74
rozliseni pfi vy$sih m/z 1 (HM Resolution 1): 14,76
ionizacni energie 1 (lon Energy 1): 0,1
rozliseni na nizkych m/z 2 (LM Resolution 2): 2,74
rozliseni pfi vy$sih m/z 2 (HM Resolution 2): 15,01
ionizaéni energie 2 (lon Energy 2): 0,5
pratok kolizniho plynu (Collision Gas Flow): 0,2
kolizni energie (Collision): 10
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4.9. Vybrané valida¢ni parametry
4.9.1. Kalibraéni kf¥ivka: rozsah a linearita

Analyzovany byly Cerstvé pracovni roztoky smési 1 a 2, jak je uvedeno v Tab. €. 6.
Z téchto roztok(l, které byly fedény na koncentraci 10 ug/ml ze zdsobnich roztoku
standardd, byla pfipravena kalibracni rada s koncentracemi 0,01-100 ng/ml, 0,02-200
ng/ml, 0,05-500 ng/ml. Roztoky kalibracnich fad byly zméreny v triplikatu. Vysledky
umoznily stanovit limit kvantifikace (4.9.2). Vybrané roztoky kalibrac¢nich rad byly pouzity
také pro analyzy opakovatelnosti metody (4.9.3). Dalsi detaily o kalibracni kfivce, rozsahu

a linearité uvedeny v kapitole 5.5.1.

4.9.2. Limit kvantifikace

Dolni limit kvantifikace (LLOQ) uréen jako koncentrace, pro kterou pomér signalu
k Sumu byl vétsi nez 10 a pro kterou odchylka odpovidajici chybé zpétné vypocitané
koncentrace z kalibra¢ni pfimky oproti nominalni hodnoté nebyla vétsi nez 20 %, pro
ostatni koncentrace kalibra¢ni krivky nebyly tyto odchylky vétsi nez 15 %. Horni limit
kvantifikace (ULOQ) zvolen jako nejvyssi analyzovana koncentrace, pfi které detektor

nebyl pfesycen analytem a pro ktery odchylka nebyla vétsi nez 15 % [80].

4.9.3. Opakovatelnost metody

Pracovni roztoky o koncentraci 0,05, 1, 10 a 100 ng/ml byly 10x zméreny. Ze
ziskanych 10 hodnot ploch a tr byl pocitan pramér, smérodatna odchylka (SD) a relativni
smérodatna odchylka (RSD). Mezi analyzou roztokl o rlznych koncentracich byly vlozeny

dva blanky, aby se zabranilo pfipadnym prenosdm mezi nastfriky.

4.9.4. Selektivita metody

Roztoky jednotlivych standard( alkaloid( byly pfipraveny Cerstvé a byly fedény
na koncentraci 10 g/ml. V obou optimalizovanych SRM pfechodech, SRM 1 a SRM 2, Byl
sledovan pik alkaloidu, ktery byl pfitomny ve standardu, a jeho pfipadné zobrazeni

v ramci SRM prechod( ostatnich alkaloidl v celé délce analyzy.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Optimalizace UHPLC-PDA metody

5.1.1. Nastaveni PDA detektoru

Nejprve byla provedena analyza jednotlivych standard(l a byla ziskdna jejich UV

spektra v rozmezi vinovych délek 210-400 nm. Na Obr. €. 6 dale uvedeno UV spektrum

standardu VIT. Na zakladé zjisténych maxim byla zvolena vinova délka 290 nm, pfi které

byly extrahovany chromatogramy.

2.320 Peak 1

A [AU]
(A)

0.12

0.06

291.9
241.0

0.00

210.00 240.00 270.00 300.0 UV [nm]

Obr. ¢. 6: UV spektra standardu VIT pri pouZiti AmF pH 3 (A) a AmF pH 9 (B)

5.2. Optimalizace MS metody

3.871 Peak 1
A[AU]
0.090 (B)
0.060
0.0301
i 293.8
0.0001
210.00 240.00 270.00 300.00 UV [nm]

5.2.1. Optimalizace nastaveni SRM prechodi

Optimalizace byla provedena s vyuzitim ESI* ionizace, protoze alkaloidy jsou

zasadité povahy a H* ochotné pfijimaji. Experimentdlni hodnoty [M+H]* kazdého analytu

byly ziskany pomoci MS sken(l. Nasledné byly ziskany m/z produktovych iontl z MS/MS

skenl a byly vybrany 4 nejintenzivnéjsi fragmenty kazdého analytu (Tab. ¢. 14). Pro tyto

vybrané SRM prechody byly testovany CE v rozmezi 5-45 eV s A5 s cilem najit podminky,

které budou poskytovat co nejvyssi odezvu detektoru. Vysledky téchto analyz jsou

shrnuty v Obr. €. 7-Obr. €. 11. Nejintenzivnéjsi SRM prechod pro jednotlivé analyty a jeho

CE byl vybran jako identifikacni (SRM1, Tab. ¢. 12), druhy nejintenzivnéjsi SRM byl zvolen

jako konfirmacéni (SRM2, Tab. €. 12) pro zvyseni selektivity metody.
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Tab. ¢. 14: lonty prekurzori a vybrané produktové ionty daného analytu z MS/MS skenu

zkratka [M+H]* teoreticka [M+H]+ - vybér 4 fragmentt (w = 2)
experimentalni

VIT 272,1281 272,03 135,98 195,99 226,02 254,09
CRN 272,1281 272,05 135,99 196,02 226,03 254,05
CAR 272,1281 272,05 118,98 146,97 176,99 254,06
IPW 272,1281 272,05 184,01 200,99 211,98 229,00
NOR 274,1438 274,07 118,95 146,96 224,10 256,06
NRW 286,1438 286,07 158,04 201,07 225,07 229,07
LYC 288,1230 288,03 119,01 147,04 177,08 270,07
HXV 288,1230 288,04 181,03 196,05 211,06 226,08
HMN 288,1230 288,01 181,01 196,05 226,05 270,12
EPM 288,1594 288,07 118,04 136,03 165,03 270,13
CHL 288,1594 288,08 184,03 199,03 231,08 239,10
LCA 288,1594 288,06 161,05 175,05 203,06 231,10
MAS 300,1230 300,03 191,04 224,10 264,11 282,12
oDuU 302,1387 302,04 174,99 223,00 241,04 284,08
DHM 302,1387 302,03 192,99 251,04 284,06 287,07
HMA 302,1387 302,05 181,00 211,00 226,01 270,04
DMG 304,1543 304,06 146,97 194,04 222,03 272,09
THM 304,1543 304,06 110,01 146,96 176,98 286,07
ACA 314,1387 314,03 160,00 196,08 224,07 254,08
HLC 316,1543 316,05 207,04 265,07 298,11 300,13
HIP 316,1180 316,03 181,00 190,98 239,04 298,08
CRI 318,1336 318,06 177,03 179,04 272,13 300,12
HTD 318,1336 318,05 199,03 209,03 268,07 286,10
LCN 318,1700 318,05 191,05 239,14 251,09 300,14
GAL 318,1700 318,06 162,03 193,03 237,08 286,11
ALY 330,1336 330,01 133,97 222,00 252,04 270,06
TZT 332,1493 332,04 181,01 240,03 254,06 314,06
UND 332,1493 332,05 133,95 178,99 272,06 300,05
AMB 332,1493 332,04 210,98 243,04 271,04 282,05
o-ELC 346,2013 346,08 191,02 251,03 282,16 300,05

[M+H]* — protonovand molekula analytu
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Obr. ¢. 7: Optimalizace kolizni energie pro standardy VIT, CRN, CAR, IPW, NOR, NRW
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Obr. ¢. 10: Optimalizace kolizni energie pro standardy ACA, HLC, HIP, CRI, HTD, LCN
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Obr. ¢. 11: Optimalizace kolizni energie pro standardy GAL, ALY, TZT, UND, AMB, o-ELC
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5.2.2. Optimalizace nastaveni iontového zdroje

Pfi zpracovani vysledkll optimalizace nastaveni iontového zdroje s cilem
zprehlednit jejich vyhodnoceni byly do grafli zaneseny prepoctené relativni plochy pika.
Jako referenéni 100 % hodnota pro konkrétni alkaloid se oznacila vidy takova odezva
detektoru, ktera pfi dané hodnoté optimalizovaného parametru byla pro tento alkaloid

nejvyssi. Ostatni hodnoty ploch tohoto alkaloidu k ni byly vztazeny.

Hodnoty napéti na vstupnim kuZelu byly testované v rozmezi 10-55 V (Obr. ¢. 12).
V rozmezi hodnot 15-40 V byla relativni odezva detektoru 95-100 % pro vSechny analyty.
U hodnot napéti vyssich nez 35 V byl pozorovan pokles odezvy. Proto byla jako optimalni

hodnota zvolena hodnota 35 V.

V testovaném rozmezi 1,0-3,5 kV pro napéti na kapilare byla nejvyssi odezva
detektoru dosaZena s nejnizsi hodnotou tohoto napéti. Z Obr. ¢. 13 je patrné, Ze se
zvysSujicim se napétim na kapilare se odpovéd detektoru zmensovala. Ve finalni metodé

proto byla pouZita hodnota 1,0 kV.

Pfi optimalizaci desolvatacni teploty (Obr. ¢ 14) byl zaznamendn ndar(st
MS odezvy se vzristajici teplotou testovanou v rozmezi 300-600 °C. Maximalni odezva
detektoru byla pozorovana pfi 600 °C. Stejny trend byl také zjistén pfi optimalizaci
pratoku desolvatacniho plynu (Obr. ¢. 15), kdy nejvétsi odezva detektoru byla dosazena

pfi nejvyssi testované hodnoté pratoku 1200 I/h.

Pti optimalizaci pratoku plynu na vstupnim kuZelu (Obr. ¢. 16) byla nejvyssi
MS odezva pozorovana pti pritoku 250 nebo 300 I/h. Relativni plochy pikl vSech analyt(
byly sledovany v rozmezi 95-100 % pfi nastaveni jednoho nebo druhého pritoku. Proto

byla pro finalni metodu vybrana hodnota 250 I/h.
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Obr. ¢. 12: Vysledky optimalizace napéti na vstupnim kuZelu
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Obr. ¢. 13: Vysledky optimalizace napéti na kapildre
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Obr. ¢. 14: Vysledky optimalizace desolvatacni teploty
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Obr. ¢. 15: Vysledky optimalizace prutoku desolvatacniho plynu
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Obr. ¢. 16: Vysledky optimalizace prutoku plynu na vstupnim kuZelu
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5.3. Optimalizace chromatografické separace
5.3.1. Vybér stacionarni faze

Cilem testovani bylo vybrat SF s co nejlepsi selektivitou a rozliSenim separace
izomernich analytl. Celkem bylo testovano 10 kolon (Tab. €. 3), které se liSily navazanym
ligandem. Jednalo se o kolony vyrobené ze silikagelu nebo hybridniho materialu (BEH,

CSH). Pro tyto rozdily kolony poskytovaly riizné interakce s analyzovanymi latkami.

Klicovymi parametry pro vybér kolony byla symetrie piku, wso a rozliSeni analytQ
v jednotlivych izomernich skupinach. Tyto parametry byly vyhodnoceny pouze pro 8
kolon, a to Acquity UPLC BEH C18, Acquity UPLC CSH C18, Acquity UPLC BEH Phenyl,
Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl, Acquity UPLC BEH Shield RP18, ACE Excel C18-PFP,
Kinetex PFP a Kinetex F5. Kolony Ascentis Express RP-Amide a Arion Plus C18 nebyly
v ramci screeningu hodnoceny na zédkladé pozorovanych nesymetrickych a chvostujicich
pikG. Na téchto kolonach navic za Zadnych podminek screeningu nebyla selektivita
separace takova, jako byla pozorovdna u kolon, které se dale vyhodnocovaly. Tato tvrzeni
demonstruje Obr. ¢. 17 zndzornujici separaci skupiny s Mw 287 na koloné Ascentis
Express RP-Amide a Obr. ¢. 18 zndzoriujici separaci této skupiny na koloné Arion Plus

C18.

A[AU] 3+6
0.020 1 (A)
a4
I U\
0.000; " tr [min]
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
A [AU] 121
: (B)
0.020
3+6
4
0.000 — tr [min]
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Obr. ¢. 17: Chromatogram skupiny s Mw 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMIN, 4 — EPM, 5 — CHL,
6 — LCA) na koloné Ascentis Express RP-Amide za pouZiti MeOH / AmF pH 3 (A) a MeOH / AmF pH
9 (B). PouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 mi/min, detekce:
Uv 290 nm.
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Obr. ¢. 18: Chromatogram skupiny s Mw 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMIN, 4 — EPM, 5 — CHL,
6 — LCA) na koloné Arion Plus C18 za pouZiti MeOH / AmF pH 3 (A) a MeOH / AmF pH 9 (B). PouZity
gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, prutok: 0,4 ml/min, detekce: UV 290 nm

V nasledujicim textu bude popsdna metodika vyhodnoceni screeningu. Pro
hodnoceni symetrie piku byla jako nejlepsi a zdroven referencni hodnota zvolena
hodnota 1 (100 %). Pro kazdy pik analytu byla spocitdna symetrie piku za danych
separacnich podminek. Symetrie pro jednotlivé piky byly nasledné zprimérovany a tato
hodnota byla porovnana s referenéni hodnotou. Vysledek procentudlné vyjadroval, jak

se pramér symetrii pikQ analytd za danych podminek blizi referenéni hodnoté.

vV

v souboru ziskanych dat, tj. vSech pik( za danych podminek separace. Hodnota wso byla
vypoclitdna pro jednotlivé piky vSech analytl. Ziskand hodnota byla nasledné
zpramérovana a hodnota byla porovnana s referen¢ni hodnotou. Vysledek procentualné

vyjadroval, jak se primér wso analytl blizi zvolené referenéni hodnoté.

Rozliseni analytli o stejné molekulové hmotnosti zahrnujici izomery bylo pro
optimalizaci metody klicové. Aby bylo moiné porovnat vysledky dosazené na
jednotlivych kolonach, kazdému rozliseni pikl byly pfifazeny body. Rozliseni < 1 bylo
obdrzelo 25 bodd, rozliseni v rozmezi 1-1,5 obdrzelo 50 bodd, rozliseni v rozmezi 1,5-2
obdrzelo 75 bod( a rozliseni s hodnotou > 2 obdrzelo 100 bodu. Takto pfifazené body se
u kazdé skupiny izomerl na dané koloné za dané podminky secetly. Jako referencni
hodnota (100 %) kazidé skupiny izomerd byl vybran nejvyssi soucet bodU dosazeny

v souboru ziskanych dat. Ostatni soucty byly vztaZeny k referenc¢nimu souctu. Vysledky
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vyjadiovaly procentualni podil bod(, ktery dand skupina izomer( dosahla za danych

podminek na dané koloné ve srovnani se zvolenou referenéni hodnotou.

Vyhodnoceni screeningu kolon bylo provedeno pomoci grafu zobrazeného na
Obr. €. 19. Graf vzajemné porovnavd hodnoty symetrie piku, wso a rozliSeni analyt( v
jednotlivych izomernich skupindch ziskané na testovanych kolonach za pouZziti MeOH
nebo ACN jako organické slozky MF a AmF o pH 9 nebo pH 3 jako vodné slozky MF. Na
zdkladé obtizné separace smeési alkaloidd s Mw 271 a Mw 287 byl proto v ramci
vyhodnoceni kladen ddraz pravé na tyto dvé skupiny. Pro tyto analyty bylo ziskané
bodové hodnoceni vramci rozliSeni nasobeno faktorem 2 (Obr. ¢. 19). Podminky
separace zahrnujici typ kolony a MF s nejvyssim hodnocenim, tj. kolony poskytovaly
nejvyssi selektivitu separace a umoznily nejlepsi rozdéleni smési alkaloid(i s Mw 271 a
Mw 287. Tyto kolony byly Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl a
Acquity UPLC CSH C18, a proto dalsi optimalizace podminek byla provedena pravé na
nich. Ze ziskanych bodovych hodnoceni je také patrné, Ze vyssi selektivity separace bylo
dosazeno za pouziti AmF o pH 9 jako vodné slozky MF. Kyselé prostredi za pouziti AmF o
pH 3 nebylo vhodné a nebylo dale testovano z dlvodu nizké selektivity a nestabilnimu
chovani nékterych analytl. Celkové v popredi tabulky byly CSH kolony, coZ se dalo trochu
ocekdvat, nebot tato Uprava je vhodna pro bazické latky, kdy pfi jejich separaci jsou

pozorovany vynikajici tvary pikl a vysokd ucinnost separace.

Pro SF BEH Phenyl byl vhodnéjsi MeOH jako organicka slozka MF, zatimco pro CSH
phenyl-hexyl se jevilo vhodné pouzit MeOH i ACN. Obé dvé rozpoustédla poskytovala
dobrou selektivitu separace. Z tohoto dlvodu byl v nasledujicich krocich testovan vliv
sloZeni organické ¢asti MF na separaci, kdy misto MeOH byla pouzita i smés MeOH:ACN

v objemovych pomérech 1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 3:1.
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Obr. ¢. 19: Vyhodnoceni screeningu kolon s véhou danou na smés alkaloidi s Mw 271 a Mw 287; maximdlIni dosaZitelnd hodnota bodui byla 1100
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5.3.2. Optimalizace UHPLC metody

Na tfech vybranych kolonach, Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH
Phenyl-hexyl a Acquity UPLC CSH C18 bylo nasledné podrobné optimalizovano sloZeni
MF, véetné pH pufru, vliv sloZeni organické slozky MF, sklon gradientu, doba analyzy a

teplota na koloné.

vvvvvv

vodné slozky MF. Kromé pH 9 zahrnutého do kolonového screeningu byl zkouman vliv
AmF o pH 9,5 a 10,0. Obecné Ize Fici, Ze zvySovani pH vedlo ke koeluci pik{ uritych skupin

strukturnich izomer( a ke zhorseni selektivity separace.

Na koloné Acquity UPLC BEH Phenyl doslo se zvySenim pH ke zhorseni rozliseni u
skupiny m/z 287 (Obr. €. 20), kdy alkaloid EPM s pKa 8,219 byl vice v neionizované formé,
coz vedlo nasledné ke zvySeni retence na koloné a ke koeluci s alkaloidem CHL. Reten¢ni
chovani CHL pfi pH 10 oproti pH 9 se zasadné nezménilo, nebot pro jeho hodnotu pKa
10,311 i v pH 10 byl cca z 50 % v neionizované podobé, a jeho interakce se SF byly proto
omezené. HXV, LYC a HMN s pKa 7,208, 7,326 a 7,208 byly zcela nenabité jak pfi pH 9,
tak pti pH 10, proto jejich trzUstalo stejné. LCA s pKa 8,699 pfi pH 10 oproti pH 9 byl vice
nenabity, a tak zUstal na koloné vice zadrzovan, coz lze pozorovat posunem jeho tr. Na
koloné Acquity CSH Phenyl-hexyl doslo ke zhorseni rozliseni u skupiny m/z 301 (Obr. €.
21), kdy v pH 9 jsou DHM, ODU, HMA s pKa 8,826, 8,394, 7,292 separovany v poradi od
latky s nejvyssi hodnotou pKa po nejnizsi. Je to opét dano jejich pomérem disociované a
nedisociované frakce. DHM pfi pH 10, i pfesto, Ze by mél byt nedisociovany s vyssi retenci
na koloné, bylo pozorovano snizeni tg, coz mliZze byt ddno zménou selektivity SF. U kolony
Acquity UPLC CSH C18 témito zpUsoby doslo ke zhorseni selektivity skupiny m/z 271 (Obr.
¢. 22) i skupiny m/z 301 (Obr. ¢&. 23).
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Obr. ¢. 20: Porovndni chromatogrami skupiny s Mw 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMIN, 4 — EPM, 5
— CHL, 6 — LCA) na koloné Acquity UPLC BEH Phenyl za pouZiti MF MeOH / AmF pH 9 (Cervené) a
MeOH / AmF pH 10 (Cerné). PouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C,
pritok: 0,4 ml/min, detekce: UV 290 nm.
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Obr. ¢. 21: Porovndni chromatogramu skupiny s Mw 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) na koloné
Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl za pouziti MF MeOH / AmF pH 9 (¢ervené) a MeOH / AmF pH 10
(Cerné). PouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 mi/min,
detekce: UV 290 nm.
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Obr. ¢. 22: Porovndni chromatogrami skupiny s Mw 271 (1 — CAR, 2 — IPW, 3 — VIT, 4 — CRN) na
koloné Acquity UPLC CSH C18 za pouZiti MF MeOH / AmF pH 9 (¢ervené) a MeOH / AmF pH 10
(Cerné). PouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 mi/min,
detekce: UV 290 nm.
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Obr. ¢. 23: Porovnani chromatogrami skupiny s Mw 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) na koloné
Acquity UPLC CSH C18 za pouZiti MF MeOH / AmF pH 9 (¢ervené) a MeOH / AmF pH 10 (Serné).
Pouzity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, prutok: 0,4 ml/min, detekce: UV
290 nm.
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Na vybranych kolonach Acquity UPLC BEH Phenyl, Acquity UPLC CSH Phenyl-hexyl
a Acquity UPLC CSH C18 byl nasledné testovan vliv sloZeni organické slozky MF, kdy byla
misto Cistého MeOH nebo ACN pouzita smés MeOH:ACN v objemovém poméru 1:1.

Kromé interakci zaloZenych na vodikovych mustcich mezi volnymi silanoly, MeOH
a prislusnymi funkénimi skupinami, se na retenci u fenylovych a fluorovanych kolon podili
T-Tt interakce. Jejich sila muiZe byt ovlivnéna pravé pridavkem ACN, ktery zvySenou
hustotu elektront SF narusi, a mdze tak zménit retencni chovani latek. Proto na koloné
Acquity UPLC BEH Phenyl (zastupce fenylovych kolon) a koloné ACE Excel C18-PFP
(zastupce fluorovanych kolon) byly dale vyzkouseny i objemové poméry MeOH:ACN 1:2,
2:1, 1:3, 3:1. Pouzity gradient byl 2-98 %, s Casem gradientu 5 a 7 minut. Prodlouzeni
gradientu zvysilo dobu pro interakci alkaloid(i se SF, coz mélo vést ke zvySeni separacni
uéinnosti. Na koloné ACE Excel C18-PFP byla pouzZita MF MeOH:ACN 1:2, 2:1, 1:3, 3:1/
AmF pH 3 — vysledky separace nebyly lepsi nez separace na koloné Acquity UPLC BEH
Phenyl jak pro nizky vliv této zmény na separaci, tak pro pouziti kyselého pH z dlivodu
stability kolony. Kyselé prostfedi pH 3 nebylo vhodné kvili nizké selektivité a
nestabilnimu chovani nékterych alkaloidu. V praci jsou uvedeny vysledky pouze z kolony
Acquity UPLC BEH Phenyl. U skupiny m/z 287 doslo se vsemi pridavky ACN ke zlepSeni
rozliSeni v péti (Obr. €. 24) i sedmiminutové analyze (Obr. €. 25), a to predevsim pro latky
LYC, HMN a EPM. Opacny efekt byl vSak pozorovan u skupiny m/z 301, u néhoz nedoslo
za zadnych podminek k separaci DHM a ODU, které byly ¢astecné separovany pfi
gradientu trvajicim 5 min (Obr. €. 26), ale s prodlouzenim doby gradientu na 7 minut zcela
koeluovaly (Obr. €. 27). Rozliseni ostatnich izomernich skupin (m/z 271, m/z 303, m/z
315, m/z 317, m/z 331) se zasadné neménilo, selektivita separace téchto skupin byla pfi
vSech pomérech vyhovujici. Proto byla ddle pro dalsi testovani podminek jako
nejvhodnéjsi vybrana smés MeOH:ACN o objemovém poméru 3:1, nebot pozitivni efekt
na rozliSeni separace skupiny m/z 287 dany pridavkem ACN byl vyznamny a pro tento

pomér ve skupiné m/z 301 byl alkaloid HMA dostatecné rozliSen od pik ODU a DHM.
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Obr. ¢ 24: Chromatogramy skupiny m/z 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMN, 4 — EPM, 5 — CHL,
6 — LCA) znadzortiujici vliv organického modifikdtoru MF MeOH:ACN: 1:1 (A), 1:2 (B), 1:3 (C), 2:1
(D), 3:1 (E). Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na
koloné: 40 °C, pratok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.
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Obr. ¢ 25: Chromatogramy skupiny m/z 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMN, 4 — EPM, 5 — CHL,
6 — LCA) zndzortiujici vliv organického modifikatoru MF MeOH:ACN za prodlouZeni doby
gradientu na 7min: 1:2 (A), 1:3 (B), 2:1 (C), 3:1 (D). Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl, pouZity
gradient: 2-98 za 7 minut, teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.
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Obr. ¢ 26: Chromatogramy skupiny m/z 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) zndzornujici vliv
organického modifikatoru MF MeOH:ACN: 1:1 (A), 1:2(B), 1:3(C), 2:1 (D), 3:1 (E). Kolona: Acquity
UPLC BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4
ml/min, detekce: MS/MS.
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Obr. & 27: Chromatogramy skupiny m/z 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) zndzorriujici vliv
organického modifikatoru MF MeOH:ACN: s prodlouZenim doby analyzy na 7min 1:2 (A), 1:3 (B),
2:1(C), 3:1 (D). Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 7 minut, teplota
na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.

63



PFi optimalizaci teploty na koloné byly testovany teploty 30, 40, 50 a 60 °C. Na
zadkladé predchozich vysledk( byl tento experiment proveden pouze na koloné Acquity
UPLC BEH Phenyl. Vliv teploty na separaci byl pozorovan opét u skupiny m/z 287 (Obr. ¢.
28) a m/z 301 (Obr. €. 29). U skupiny m/z 287 doslo se zvysujici se teplotou ke zlepseni
rozliSeni alkaloid( HXV a LYC a HMN a EPM. Nicméné, u skupiny m/z 301 byl efekt teploty
opacny. Zvysujici se teplota na koloné vedla ke snizenému rozliSeni DHM a ODU, které
pfi teploté 60 °C zcela koeluovaly. Se zvysujici se teplotou bylo obecné u vsech
izomernich skupin pozorovdno zuzZovani pikd, coz mlze mit pozitivni dopad na citlivost

metody.
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Obr. ¢ 28: Chromatogramy skupiny m/z 287 (1 — HXV, 2 — LYC, 3 — HMN, 4 — EPM, 5 — CHL,
6 — LCA) zndzornujici vliv zmény teploty na koloné: 30 °C (A), 40 °C (B), 50 °C (C), 60 °C (D). Kolona:
Acquity UPLC BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, prutok: 0,4 ml/min, detekce:
MS/MS.
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Obr. ¢. 29: Chromatogramy skupiny m/z 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) zndzortiujici vliv zmény
teploty na koloné: 30 °C (A), 40 °C (B), 50 °C (C), 60 °C (D). Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl,
pouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.
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V dalSim kroku bylo testovano pocatecni a konecné slozeni MF gradientové eluce
ovliviujici sklon gradientu. 6, 10, 14 % organické slozky MF v pocatku, ani zména
konecného sloZeni s 94, 90, 86 % organické slozky MF nemély vyznamny vliv na separaci.

Byl pozorovdn pouze posun tg.

ProdlouZeni ¢asu gradientu z pavodnich 5 minut na 7, 9, 11, 13 a 15 minut se
projevilo zvysenim tr pro vétSinu analyt(, selektivita a rozliSeni se zdsadné neménila. Pro
skupinu m/z 301 (Obr. ¢. 30) doslo prodlouzenim gradientu k zdméné poradi analyt(
z DHM-ODU-HMA na ODU-DHM-HMA. Toto zjisténi pro optimalizaci gradientu vyvinuté

metody bylo kli¢ové.
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Obr. ¢. 30: Chromatogramy analyti skupiny m/z 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA). Kolona:
Acquity UPLC BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 5 minut (A), za 11 minut (B), za 15 minut
(C), teplota na koloné: 40 °C, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.

V poslednim kroku optimalizace doslo ke zkombinovani vSech optimalizovanych
podminek. Byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH Phenyl, MF byla tvofena smési
MeOH:ACN v poméru 3:1 a vodnou slozkou s obsahem AmF o pH 9, teplota na koloné
byla nastavena na 50 °C. Nasledné doslo k dalSimu ovéreni vlivu doby separace, kdy byl

prodluzovan ¢as analyzy na 10, 15, 20, 25 minut. Zde byla optimalni selektivita separace
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dosaZena pri 20minutové analyze. ProtozZe analyty byly vymyvany z kolony do 12 minut,
byl gradient upraven tak, aby vSechny latky eluovaly po celou dobu trvani gradientové
eluce. Zkracenim doby gradientu z 20 minut na 13 a snizenim konecného procenta
organické slozky gradientu na 70 % bylo dosaZeno srovnatelnych vysledkd separace

véetné rozlisen latek (Obr. €. 31, Obr. €. 32).
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Obr. ¢. 31: Chromatogramy skupiny m/z 301 (1 — DHM, 2 — ODU, 3 — HMA) zndzornujici
srovnatelné vysledky separace za doby gradientu 20 min (A) a 13 min (B). Kolona: Acquity UPLC
BEH Phenyl, pouZity gradient: 2-98 %B za 20 minut (A) resp. 2-70 %B za 13 minut (B), teplota na
koloné: 40 °C, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.
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Obr. ¢. 32: Chromatogramy skupiny m/z 303 (1 — THM, 2 — DMG) zndzorriujici srovnatelné
vysledky separace za doby analyzy 22 min (A) a 15 min (B). Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl,
pouZity gradient: 2-98 %B za 20 minut (A) resp. 2-70 %B za 13 minut (B), teplota na koloné: 40
°C, pritok: 0,4 ml/min, detekce: MS/MS.
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PFi zkraceni doby analyzy na 15 minut ale bylo zjisténo, Ze o-ELC nebyl vymyt
z kolony pred koncem analyzy. Pro vyreSeni tohoto problému byla nutnd dalsi Uprava
sklonu gradientu. Posledni experimenty vedly k findIni optimalizaci gradientu a doby

analyzy, jak je shrnuto v Tab. ¢. 10.
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5.4. Vysledky separace za optimalnich podminek

Optimalizovand metoda, jejiz podminky jsou shrnuté v kapitole 4.8, umoznila
kompletni separaci 6 skupin strukturnich izomer( a neizomernich analytd z vybranych
alkaloidd celedi Amaryllidaceae. Pouze ve skupiné m/z 271 se nepodafilo rozdélit dva
optické izomery VIT a CRN. Pro jejich separaci by bylo nutné pouzit chiralni separaci s
chirdlnim cinidlem nebo chirdlni SF, pfipadné by byla nutna derivatizace latek. Finalni
separace vSech skupin analyt(l jsou znazornény na Obr. €. 33-Obr. €. 41. Tab. €. 15 shrnuje

retencni ¢asy analytl spolu s barevnym oznacenim jednotlivych izomernich skupin.

Tab. . 15: Retencni ¢asy analyt(i spolu s barevnym oznacenim jednotlivych izomernich skupin

Cislo  tgr[min] zkratka alkaloidu Cislo  tg[min] zkratka alkaloidu
1 5,25 VIT 16 5,20 HMA
2 5,29 CRN 17 2,75 THM
3 3,80 CAR 18 8,57 ACA
4 4,75 IPW 19 6,19 HLC
5 2,26 NOR 20 4,57 HIP
6 4,96 NRW 21 5,97 CRI
7 2,38 LYC 22 2,28 HTD
8 2,12 HXV 23 3,82 LCN
9 3,37 HMN 24 3,14 GAL
10 3,82 EPM 25 6,90 ALY
11 4,10 CHL 26 6,28 TZT
12 4,66 LCA 27 8,19 UND
13 6,16 MAS 28 4,54 AMB
14 3,86 OobuU 29 9,06 o-ELC
15 4,21 DHM 30 2,35 DMG
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7 23
14
10
3

%
18

0,1\

29

L7

1 AV 4 A AN
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00tr [min]

Obr. ¢. 33: Zndzornéni separace vsech analyti za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 34: Chromatogram izomerni skupiny m/z 271 za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 35: Chromatogram izomerni skupiny m/z 287 za optimalizovanych podminek
100
%
1415 7{
0 7.00 2.00 6.00 8.00 tw [min]
Obr. ¢. 36: Chromatogram izomerni skupiny m/z 301 za optimalizovanych podminek
100 17
%
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Obr. ¢. 37: Chromatogram izomerni skupiny m/z 303 za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 38: Chromatogram izomerni skupiny m/z 315 za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 39: Chromatogram izomerni skupiny m/z 317 za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 40: Chromatogram izomerni skupiny m/z 331 za optimalizovanych podminek
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Obr. ¢. 41: Chromatogram skupiny neizomernich analyt(i za optimalizovanych podminek
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5.5. Vybrané validaéni parametry
5.5.1. Kalibraéni kfivka: rozmezf a linearita

Linearita byla ovéfena v rozmezi 0,01-200 ng/ml. Z jednotlivych kalibra¢nich
roztok( byly sestrojeny kalibraéni pfimky pomoci linedrni regrese metodou nejmensich
¢tvercl s logaritmickou transformaci dat. Logaritmickd transformace dat byla zvolena,
nebot poskytovala nizsi odchylky [error%] oproti vazenym funkcim 1/x a 1/x2. ¢&imz bylo
dosazeno nejvyssich hodnot korelacnich koeficientl. Vysledné kalibracni kfivky byly
tvoreny 11-14 body. Po odméreni 14 koncentraci byl totiz pro nékteré alkaloidy pfi
vys$sich koncentracich detektor presycen, navic v nékterych ptipadech nebyla splnéna
podminka hodnota odchylky do 15 %, a tak ULOQ bylo nutné upravit vyfazenim danych
koncentraci. V Tab. ¢. 16. jsou uvedeny rovnice kalibracnich pfimek a jejich korela¢ni

koeficienty, LLOQ, jeho odchylka a pozorovany signdl k Sumu, a dale ULOQ.

5.5.2. Opakovatelnost metody

Opakovatelnost retencnich ¢asli a ploch pik(i standardi byla ovéfena na 10
replikatech na 4 koncentraénich hladinach pokryvajicich linearni rozmezi. Vysledky jsou

shrnuty v Tab. ¢. 17.

Retenéni ¢asy byly opakovatelné pro vSechny zvolené koncentrace, RSD byla
v rozmezi 0,00-0,38 %. Opakovatelnost ploch pikd standard(i o koncentracich 1, 10 a 100
ng/ml byla v rozmezi RSD 0,34-8,43 %. RSD opakovatelnosti ploch mérena pfi
koncentraci 0,05 ng/ml byla ve vétsiné pripadech v rozmezi 0-10 %. Pro koncentraci 0,05
ng/ml blizké LLOQ standard(i DHM, ODU, HLC, LCN a MAS byla RSD opakovatelnosti ploch
> 10. Nicméné v zadném pripadé hodnoty RSD nebyly > 15 %, a tak hodnoty byly
vyhovujici. RSD 28,58 % u standardu IPW v této koncentracni hladiné je dana tim, Ze tato
koncentrace je nizsi neZ stanovené LLOQ 0,1 ng/ml. Ve vySsich koncentracich je
opakovatelnost ploch v optimu, tedy hodnoceni pomoci kalibra¢ni krivky, kdyz bude

pouzitd v ramci jejiho linedrniho rozsahu, bude také optimalni.
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Tab. ¢. 16: Vysledky kalibracni krivky

zkratka LLOQ [ng/ml] odchylka [error%)] pomér signal/Sum uLoQ [ng/ml] rovnice k¥ivky korelaéni koeficient
VIT 0,01 -9,3 1,4 2,8 9 11 12 50 0,01012x+5,32331 0,9995
CRN 0,01 17,8 19,7 15,1 11 10 12 100 0.998489x+5.36569 0,9992
CAR 0,01 0,0 -7,1 5,5 22 28 31 100 1.00617x+5.73582 0,9999
IPW 0,10 -2,0 2,2 -12,0 8 10 11 50 1.0587x+4.4281 0,9943
HXV 0,01 4,7 -5,0 4,7 17 18 18 50 1.00371x+5.1842 0,9999
LYC 0,01 3,8 -11,7 -1,3 38 25 27 50 1.01042x+5.71902 0,9998
HMN 0,02 -9,0 9,3 -0,2 10 13 13 200 1.00067x+5.01048 0,9998
EPM 0,02 5,7 4,2 4,4 18 19 20 100 0.996572x+5.2689 0,9998
CHL 0,01 -3,7 8,0 9,8 32 35 37 50 0.98355x+5.61271 0,9984
LCA 0,01 -1,4 -3,1 3,2 40 36 37 20 1.01539x+5.63491 0,9999
DHM 0,05 -3,6 -5,3 8,0 8 11 14 20 1.01801x+5.03735 0,9997
OoDU 0,05 0,9 -14,4 -9,7 12 11 12 100 1.01028x+5.16876 0,9996
HMA 0,01 -8,1 9,4 -10,1 16 21 13 50 1.00955x+5.2298 0,9997
DMG 0,01 3,0 -0,1 12,8 18 20 18 50 0.9805x+5.34635 0,9977
THM 0,01 -10,8 -4,7 -1,6 13 15 16 50 1.01181x+5.96129 0,9998
HIP 0,02 -3,2 -3,2 19,7 13 17 19 50 0.996102x+4.85783 0,9995
HLC 0,05 -5,6 6,8 2,9 15 16 16 200 0.999836x+5.13806 0,9998
GAL 0,01 -3,6 -12,1 -4,9 31 29 24 50 1.00652x+5.48659 0,9999
LCN 0,05 11,2 16,2 4,6 20 20 15 50 1.0032x+5.2595 0,9986
HTD 0,05 16,2 -2,2 -0,3 22 14 16 200 0.990849x+5.03003 0,9997
CRI 0,05 7,7 10,1 -9,0 31 30 23 50 1.0018x+4.90909 0,9997
AMB 0,01 -9,0 3,6 12,0 16 19 23 50 1.00723x+5.37172 0,9998
TZT 0,01 1,4 -4,6 11,4 20 19 23 20 1.0027x+5.99052 0,9999
UND 0,05 -3,1 16,2 2,0 17 26 17 100 1.01983x+4.86639 0,9996
NOR 0,01 8,7 4,6 11,7 22 18 19 50 1.02783x+5.50898 0,9989
NRW 0,01 -17,5 -6,4 5,3 19 24 23 50 1.01858x+5.41373 0,9997
MAS 0,05 3,9 6,7 5,3 12 10 13 100 0.999916x+5.13686 0,9998
ALY 0,01 -2,5 4,0 2,7 17 14 22 100 1.00131x+5.32691 0,9999
ACA 0,01 -10,8 -2,0 3,6 13 14 17 50 1.01071x+5.60886 0,9998
o-ELC 0,01 -5,0 4,0 16,2 23 20 28 100 1.01943x+5.53907 0,9988
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Tab. ¢. 17: Vysledky opakovatelnosti metody

koncentrace 0,05 koncentrace 1,00 koncentrace koncentrace

ng/ml ng/ml 10,00 ng/ml 100,00 ng/ml

zkratka  RSD tr pffcﬁy RSD tr pfjfcﬁy RSD tr p{ﬁy RSD tr p,ffc?w
VIT 0,23 4,84 0,09 2,44 0,06 1,55 0,06 1,14
CRN 0,19 6,85 0,16 1,90 0,12 1,43 0,06 1,10
CAR 0,13 2,62 0,19 2,48 0,08 1,46 0,14 1,29
IPW 0,38 28,58 0,13 6,14 0,20 2,91 0,09 2,38
HXV 0,25 4,61 0,23 3,11 0,20 2,13 0,00 1,23
LYC 0,18 4,03 0,00 1,23 0,00 1,96 0,00 1,78
HMN 0,37 8,51 0,20 1,84 0,13 1,27 0,13 0,88
EPM 0,21 3,64 0,13 1,41 0,11 1,47 0,08 1,10
CHL 0,19 4,72 0,17 1,47 0,14 1,15 0,10 1,75
LCA 0,17 2,76 0,21 0,90 0,10 1,15 0,07 1,42
DHM 0,32 10,93 0,12 2,56 0,16 1,70 0,08 0,74
oDU 0,22 11,85 0,26 2,01 0,18 1,70 0,08 0,67
HMA 0,09 2,51 0,08 1,60 0,09 1,43 0,09 1,12
DMG 0,24 4,44 0,18 3,21 0,00 1,66 0,00 1,93
THM 0,25 2,13 0,00 1,45 0,16 1,47 0,12 0,48
HIP 0,17 6,47 0,07 2,64 0,07 1,15 0,11 1,40
HLC 0,14 10,86 0,05 2,31 0,07 0,93 0,08 1,30
GAL 0,10 3,36 0,10 1,01 0,00 1,39 0,00 1,32
LCN 0,29 11,97 0,17 1,93 0,15 1,04 0,11 1,18
HTD 0,21 4,98 0,21 2,33 0,23 2,49 0,23 0,68
CRI 0,16 7,72 0,09 2,07 0,11 1,61 0,07 1,48
AMB 0,17 4,23 0,13 0,90 0,07 1,03 0,11 1,35
TZT 0,11 2,99 0,08 1,36 0,08 0,34 0,08 0,70
UND 0,19 5,99 0,11 2,19 0,06 1,33 0,08 0,94
NOR 0,30 8,01 0,19 8,43 0,23 6,97 0,24 6,31
NRW 0,17 3,24 0,00 1,51 0,00 1,03 0,10 0,81
MAS 0,12 11,13 0,11 1,89 0,09 1,70 0,08 0,80
ALY 0,07 2,88 0,05 1,64 0,05 0,86 0,06 0,73
ACA 0,12 4,02 0,06 1,45 0,06 1,45 0,06 1,43

o-ELC 0,12 3,52 0,04 0,89 0,05 1,35 0,05 1,02
tr — retencni ¢as, RSD — relativni smérodatnd odchylka

5.5.3. Selektivita metody

V pracovnich roztocich kazdého jednotlivého standardu by mél byt pozorovan
signal detekce pouze v kandle se SRM prechodem, ktery byl uréeny pravé pro tento
alkaloid. Pokud byl ale pozorovan i pik o stejném tg i v kandlech SRM prechodl jinych
alkaloiddl, jedna se o prispévek daného analytu (,kfizovy pfenos”). V tabulce pro SRM1
(Tab. ¢. 18) a SRM2 (Tab. ¢. 19) byly oznaceny zelené kanaly analytd, ve kterych byl kfiZzovy

prenos v daném standardu pozorovan.
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Tab. C. 18: Prehled kiiZovych prenosii (zelené) v SRM1

kanal daného alkaloidu

zkratka m/z| VIT | CRN | CAR | IPW | NOR

ODU [DHM|HMA|DMG

ACA

HLC

HIP

CRI

HTD

LCN

GAL

ALY

TZT

UND

AMB

0-ELC

VIT 271

CRN 271

CAR 271

IPW 271

NOR 273

NRW 285
LYC 287
HXV 287

HMN 287
EPM 287
CHL 287
LCA 287
MAS 299

0DU 301

DHM 301

HMA 301

DMG 303

THM 303

standard alkaloidu

ACA 313

HLC 315

HIP 315

CRI317

HTD 317

LCN 317

GAL 317

ALY 329

TZT 331

UND 331

AMB 331

o-ELC 345

Tab. C. 19: Prehled kriZovych prenost (zelené) v SRM2
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zkratka m/z

kanal daného alkaloidu

VIT | CRN | CAR

standard alkaloidu

VIT 271
CRN 271
CAR 271
IPW 271
NOR 273

IPW | NOR | NRW

LYC

HXV

HMN

EPM

CHL

LCA

MAS

ODU |DHM|HMA|DMG

THM

ACA

HLC

HIP

CRI

HTD

LCN

GAL

ALY

TZT

UND

AMB

0-ELC

NRW 285

LYC 287

HXV 287

HMN 287

EPM 287

CHL 287

LCA 287

MAS 299

0oDU 301

DHM 301

HMA 301

DMG 303

THM 303

ACA 313

HLC 315

HIP 315

CRI317

HTD 317

LCN 317

GAL 317

ALY 329

TZT 331

UND 331

AMB 331

0-ELC 345
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5.6. VyuZiti UHPLC-MS/MS metody pro analyzu rostlinnych extraktd

Analyzovany byly extrakty z list( a z cibuli pfipraveny SFE metodou. Nenaredéné
extrakty obou typ(l rostlinného materialu, spolu se vzorky zfedénymi, byly zméreny v
duplikatu vyvinutou UHPLC-MS/MS metodou. Sledované alkaloidy, které byly ve vzorcich
identifikovany, byly nasledné zhodnoceny za pomoci rovnic pfislusnych kalibracnich
krivek (Tab. €. 16), a to z divodu nedostupnosti vnitinich izotopicky znacenych standardu
a rostlinné matrice stejného sloZzeni pouze bez obsahu vybranych alkaloidd. Hodnoceni
jednotlivych alkaloid( probihala ze vzorku s co nejmensim rfedénim, ve kterém hodnota
koncentrace alkaloidu byla v linedrnim rozmezi ptislusné kalibra¢ni kfivky. Legenda ke
chromatogramim obou extraktll je uvedena v Tab. ¢. 20. Chromatogram 20x
naredéného extraktu ze suSenych listd Crinum asiaticum, Amaryllidaceae je zobrazen na
Obr. €. 42. Chromatogram 20x nafedéného extraktu ze susenych cibulich rodu Narcissus,

Amaryllidaceae je zobrazen na Obr. €. 43.

V extraktu ze susenych listd Crinum asiaticum, Amaryllidaceae bylo zaznamendano
20 ze 30 sledovanych alkaloidd. Hodnoceni identifikovanych alkaloid(i v tomto extraktu
je uvedena v Obr. €. 44. Svétle modre jsou zndzornény koncentrace ng/ml a tmavé modre
koncentrace pg/ml. Alkaloidy LCA, MAS, DHM, DMG, HLC, CRI, LCN, TZT, AMB a o-ELC
nebyly detekovany. Nejvyssi koncentrace v extraktu dosahly alkaloidy LYC, HXV, NRW
s hodnotami 800,5 ng/ml, 577,9 ng/ml, 317,2 ng/ml.

V extraktu ze suSenych cibulich rodu Narcissus, Amaryllidaceae pak bylo
detekovdno 22 ze 30 sledovanych alkaloidd. Hodnoceni identifikovanych alkaloid( je pak
uvedena v Obr. ¢. 45. V tomto extraktu nebyly detekovany alkaloidy LCA, DHM, HMA,
CRI, LCN, TZT, UND a AMB. Alkaloid MAS byl pouze detekovan, jeho koncentrace byla
nizsi nez stanovend LLOQ. Alkaloid GAL v extraktu dominoval. Ve vzorcich pfi vSech
zfedénich nabyval koncentrace prevysujici ULOQ kalibrac¢ni kfivky, a tak nemohl byt
stanoven. Jeho mnoistvi se orientacné pohybovalo v fadech jednotek pg/ml. Dalsi
alkaloidy s vysokou koncentraci ve vzorku byly HMN, HXV, EPM a CHL s hodnotami 903,3
ng/ml, 768,8 ng/ml, 719,3 ng/ml a 718,2 ng/ml.
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Tab. ¢. 20: Retencni ¢asy analyt( spolu s barevnym oznacenim jednotlivych izomernich skupin

Cislo  tg [min] zkratka alkaloidu Cislo  tg[min] zkratka alkaloidu
1 5,16 VIT 14 3,76 obu

2 5,16 CRN 16 5,15 HMA

3 3,76 CAR 17 2,78 THM

4 4,72 IPW 18 8,55 ACA

5 2,37 NOR 19 6,10 HLC

6 4,90 NRW 20 4,49 HIP

7 2,35 LYC 22 2,33 HTD

8 2,08 HXV 24 3,10 GAL

9 3,37 HMN 25 6,78 ALY

10 3,80 EPM 27 8,22 UND

11 4,14 CHL 29 8,92 o-ELC

13 6,16 MAS 30 2,35 DMG

1001 7
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%:|

| 8 ’ 14 (| 616

| ﬁ\}hm 10 /\z

ol w917, 3h204)\1 25 2718

2.00 4.00 6.00 8.00 tr [min]

Obr. ¢. 42: Chromatogram 20x naredéného extraktu z listt Crinum asiaticum, Amaryllidaceae za
optimdlnich podminek
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Obr. ¢. 43: Chromatogram 20x nafedéného extraktu z cibuli rodu Narcissus, Amaryllidaceae za
optimdlnich podminek
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Obr. ¢. 45: Analyza extraktu z cibuli rodu Narcissus
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6. Zaver

V této praci byla Uspésné vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda pro separaci 30
vybranych alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae. Doba gradientu byla 10 minut, celkova doba
analyzy vCetné ekvilibrace kolony 12 minut. V porovnani s jiz publikovanymi pracemi
umoznuje tato metoda stanoveni 30 alkaloid(l v kratSim case, a to cca 4-7x kratSim ve
srovnani s metodami, kde bylo identifikovdno okolo 30 alkaloidl (z nichz ale bylo

maximalné pouze 8 ze spektra zvoleného pro tuto praci).

Nejlepsi separace s optimalnim rozliSenim, symetrii a Sitkou pikd byla dosazena
za pouziti kolony Acquity UPLC BEH Phenyl jako SF a MF MeOH:ACN 3:1 / AmF pH 9.
Pouzity gradient byl: 0 min 20 %B; 0-9 min 50 %B; 9-10 min 70 %B; 10-10,1 20 %B, 10,1-
12,0 min 20 %B. Teplota na koloné byla nastavena na 50 °C, teplota automatického
davkovace pak na 10 °C, pritok na 0,4 ml/min a davkovany objem byl 2 pl. Parametry
iontového zdroje v mdédu ESI* byly nastaveny nasledovné: napéti na vstupnim kuzelu bylo
nastaveno na 35V, napéti na kapilare na 1,0 kV, desolvatacni teplota na 600 °C, prutok
desolvatacniho plynu na 1200 I/h a pratok na vstupnim kuzelu na 250 I/h. Pro jednotlivé
analyty byly optimalizovany dva SRM prechody s cilem ziskat citlivou a selektivni

metodu.

Kromé VIT a CRN se tg latek v izomernich skupinach liSily, a tak selektivita nebyla
ovlivnéna pozorovanymi kfizovymi prenosy pfi MS/MS detekci. tr byly opakovatelné pro
vsechny zvolené koncentrace, a to 0,05, 1, 10 a 100 ng/ml, kdy RSD byla v rozmezi 0,00-
0,38 %. RSD opakovatelnosti ploch pak byla pfi koncentracich 1, 10 a 100 ng/ml pro
vétsinu analytl < neZ 2,5 %. Pro koncentraci 0,05 ng/ml RSD opakovatelnosti ploch
vétsiny analytl byla < 0-10 %. Tato koncentrace byla blizka hodnotam LLOQ standardu
DHM, ODU, HLC, LCN a MAS, a proto byla RSD opakovatelnosti ploch v téchto pfipadech
> 10, nicméné v Zadném ztéchto pfipadd hodnoty RSD nebyly > 15 %. Metoda
vykazovala v zavislosti na analytu linearitu sR? 0,9977-0,9999. LLOQ analytl se
pohyboval v rozmezi 0,01-0,1 ng/ml a ULOQ analyt( byl v rozmezi 20-200 ng/ml. Toto
rozmezi bylo dostacujici pro hodnoceni rostlinnych extraktd, které byly redény 20x a
100x. Pouze v jednom pripadé pro alkaloid GAL v extraktu ze suSenych cibuli rodu
Narcissus, Amaryllidaceae, by bylo zapotrebi vétsi redéni. V extraktech rliznych casti

rostlin ¢eledi Amaryllidaceae jsou castéji zastoupené alkaloidy obsazeny vétSinou
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v fadech jednotek aZ stovek mikrogramd, kdy jednoduchym fedénim 20x az 100x se
koncentrace vzorkd bude pohybovat v linedrnim rozmezi danych kalibracnich kfivek.
V ptipadech, kdy by koncentrace alkaloidl byla niZsi, a to v fadech desitek aZ desetitisict

pg/ml, by nebylo fedéni tfeba.

Optimalizovanou metodou bylo separovano kompletné 6 z 7 izomernich skupin a
vsechny neizomerni analyty. Skupinu m/z 271 se nepodafilo kompletné rozdélit, protoze

VIT a CRN byly optickymi izomery, jejichZ separaci v achirdlnim prostfedi nelze ofekavat.

V extraktu ze susenych listl Crinum asiaticum, Amaryllidaceae bylo zaznamendano
20 ze 30 sledovanych alkaloid(i. Nejvyssi koncentrace v extraktu dosahly alkaloidy LYC,
HXV, NRW s hodnotami 800,5 ng/ml, 577,9 ng/ml, 317,2 ng/ml. V extraktu ze susenych
cibulich rodu Narcissus, Amaryllidaceae pak bylo detekovano 22 ze 30 sledovanych
alkaloidl. Alkaloid GAL v extraktu dominoval, kvlli presyceni detektoru a
nedostate¢nému redéni jej nebylo mozné hodnotit. DalSi hodnocené alkaloidy s nejvyssi
koncentraci v extraktu byly HMN, HXV, EPM a CHL s hodnotami 903,3 ng/ml, 768,8
ng/ml, 719,3 ng/ml a 718,2 ng/ml.

Zavérem lze fici, Ze cile této diplomové prace byly spinény.
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