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Abstrakt

Jednou ze spolec¢nych vlastnosti riznych zastupct spolecenského hmyzu je schopnost obrany jejich
hnizd, ktera ¢asto nabyva podoby obrany chemické s pomoci sekundarnich metabolitt. Strukturné
nejbohatsi je nesporné chemicka obrana termiti, u jejichz vojakil bylo identifikovano hned nékolik
set obrannych latek. Skala téchto latek je velmi Siroka a saha od linearnich B-nenasycenych
aldehydt pfes linearni terpenoidy, cyklické monoterpeny az k polycyklickym diterpentim s riznou
mirou substituce kyslikatymi funk¢nimi skupinami. Tyto polycyklické diterpeny jsou typické pro
evolu¢né nejmladsi a také nejrozsitengjsi podéeled’ termitt, tj. Nasutitermitinae. Druhy z podceledi
Nasutitermitinae byly v minulosti chemicky velmi podrobné studovany pravé kvili nepiebernému
mnozstvi novych polycyklickych diterpent, jichz je dnes popsano pfiblizn¢ 70. Ptesto tato linie
termitl zastava 1 nadale zajimavym prfedmétem badani, a to predevsim diky nékolika rodiim z okoli
rodu Subulitermes (tzv. skupina Subulitermes), které byly v minulosti diky chabym znalostem o
jejich taxonomii a diky malé velikosti téla a celych hnizd opomijeny jak ve studiich
systematickych, tak z pohledu chemické diverzity jejich obrannych latek.

V této praci se vénuji jihoamerickym zastupcim skupiny Subulitermes a snazim se
zuzitkovat moderni technicka feSeni chemické analyzy v kombinaci s genetickymi nastroji, abych
dosahl né€kolika cili. K tomuto G€elu pouzivam primarné plynovou chromatografii s hmotnostni
(MS) a infracervenou (FTIR) detekci. Vysledky potom zpracovavdm novymi informatickymi
metodami jako je automatické vyhodnoceni pomoci MZmine 2 a tvorba molekularnich siti.

Prvnim cilem je pfispét k systematickému roztiidéni skupiny Subulitermes s pomoci
chemotaxonomie obrannych latek. Nepfehledna a na vyhodnoceni slozitd data jsem zpracoval
automatickou detekci pomoci programu Mzmine 2. Vztahy mezi detekovanymi spektry jsem
zobrazil pomoci molekularni sité. Popisuji timto zpisobem 11 rozdilnych chemotypil pfifazenych
13 druhiim definovanym pomoci genetické analyzy mitochondrialni cytochromoxidazy II.

Dal$im cilem bylo hledani novych, dosud nepopsanych diterpenickych struktur. Na zékladé
hmotnostnich a infraervenych spekter jsem identifikoval pfitomné monoterpeny, seskviterpeny a

par jiz znamych polycyklickych diterpenti. Pro tento Gcel jsem sestavil knihovnu jiZ popsanych



polycyklickych diterpenti termitli a statisticky ji zpracoval. Dale jsem ve vzorcich identifikoval
kolem 12 moznych nepopsanych struktur. Ctyfi latky jsem se pokusil izolovat pomoci preparativni
plynové chromatografie, ale preparace narazila na vysokou teplotni nestabilitu téchto latek. Na
zaklad¢ knihovny hmotnostnich spekter jsem popsal vztah mezi strukturou a pomérem intenzit
dvou v mych spektrech vyraznych fragmentt. Tento poznatek ve spojeni s interpretaci IR spekter
jsem pouzil k navrhu struktury téchto dvou fragmentt a celkové struktury jedné ze studovanych

latek.

KliCova slova — polycyklické diterpeny, plynovéa chromatografie, hmotnostni spektrometrie,

infracervena spektroskopie, obranné latky, molekularni sit¢, Mzmine 2, preparativni plynova

chromatografie, termiti, termiti vojaci, skupina Subulitermes



Abstract

Ability to defend their nests belongs among the characteristics shared by different groups of social
insects, which is often manifested by chemical defense using various secondary metabolites.
Structural richness of defensive chemicals undoubtedly reaches its maximum in termites, whose
soldiers are known to produce multiple hundred different compounds. These range from linear j3-
unsaturated aldehydes, through linear terpenoids and cyclic monoterpenes to polycyclic diterpenes
with a wide array of oxygenated modifications. These polycyclic diterpenes are characteristic of
the evolutionary modern and the most diversified termite subfamily Nasutitermitinae. Diverse
species of Nasutitermitinae were extensively studied in the past with respect to the fascinating
diversity of new polycyclic diterpenes, with roughly 70 structures being described so far. Yet, this
lineage still remains an interesting target of investigations, especially thanks to several genera
belonging to Subulitermes group, which were largely ignored by chemical and systematical studies
due to their poorly known taxonomy and the small size of their bodies and nests.

In my thesis, I focus on South-American representatives of the Subulitermes group, in an attempt
to take advantage of modern technical solutions of chemical analytics in combination with genetic
tools, to reach several goals. To do so, I primarily use gas chromatography coupled with mass
spectrometry and infrared spectroscopy (FTIR). I am processing the data obtained by those
methods by means of modern informatic methods, such as automatic data processing by Mzmine
2 and molecular networking.

My first goal was to contribute to the systematics of the Subulitermes group using chemical
taxonomy of defensive compounds. I processed the complex data using Mzmine 2 program for
automatic peak detection and I interpreted the relationships between the detected spectra through
molecular networking. In this way, I succeeded in describing 11 different chemotypes, assigned to
13 species as defined by genetic analysis of mitochondrial cytochrome oxidase II.

Another goal was to search for new, so far undescribed diterpene structures. Based on interpretation
of mass and infrared spectra I have identified monoterpenes, sesquiterpenes and several previously
described polycyclic diterpenes. For this purpose, I have created and statistically processed a

library of mass spectra of polycyclic diterpens from termites.



Beside this, I detected 12 compounds that are possibly new diterpene structures. I have tried to
purify four of them from the complex mixture with preparative gas chromatography, but this
approach failed because of their unpredicted thermal lability. Based on library of mass spectra I
have described relationships between the structures of selected compounds and the ratio of relative
intensities of two fragments prominent in my spectra. I used this in combination with IR spectra to
propose the structure of those two fragments and the full structure of one of the candidate

molecules.

Key words — Polycyclic diterpenes, gas chromatography, mass spectrometry, infrared

spectroscopy, defensive compounds, molecular networking, Mzmine 2, preparative gas

chromatography, termites, termite soldiers, Subulitermes group
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2. Seznam zkratek

ABGM — automatic barcode gap discovery method

COW - correlation optimized wrapping

CWT — continuous wavelet transform

EI — elektronova ionizace

EIC — extrahovany iontovy chromatogram

FID — plamenoioniza¢ni detektor

GC — plynova chromatografie

GC-MS — plynovéa chromatografie s hmotnostni detekci

GC-FTIR — plynova chromatografie propojend s infraervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci

GLC — separace mezi plynnou a kapalnou fazi

GMYC — generalized mixed Yule-coalescent model

GSC — separace mezi plynnou a pevnou fazi

HPLC-MS/MS — vysokoucinna chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
LCxGC — kombinovana dvoudimenziondlni kapalinova a plynova chromatografie
LC-MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

MCR — multivariate curve resolution

MS — hmotnostni spektrometr

PFC — preparacni sbérac frakci

PTV —injektor s programovatelnou teplotou

R+D — pocet cyklii a dvojnych vazeb

RI —reten¢ni index

SCOT — kapilarni kolona se stacionarni fzi uchycenou na porozni vrstvé

SSI — injektor s/bez délice toku

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

tSNE — t-distributed stochastic neighbor embedding

TOF — analyzator doby letu

PCA — analyza hlavnich komponent
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PLOT — kapiléarni kolona s por6zni vrstvou
WCOT - kapilarni kolona se stacionarni fazi nanesenou na sténé

GCxGX-TOF-MS — komprehensivni plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem doby letu
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3. Uvod do problematiky

3.1 Chemicka obrana termitu

Spolecensky hmyz tvoii obrovskou masu suchozemskych organismt a je tak lakavou kofisti pro
mnohé predatory. Tento selek¢ni tlak jej donutil k fad€ obrannych adaptaci a termiti, jako nejstarsi
spoleCensky hmyz, vtom nejsou vyjimkou. Naopak, jejich obranné dovednosti jsou velmi
rozvinuté a mimo jiné maji kastu vojakd, kteti se specializuji pravé na obranu kolonie. Mechanicka
obrana zahrnuje obranu pasivni, napiiklad vystavbu opevnéného hnizda, nebo obranu aktivni,
jejimz nejtypictéjSim piikladem jsou pro boj specializovana kusadla vojakti [1]. Evolu¢né nejstarsi
Celedi termit pouzivaji primarné prave tuto mechanickou obranu, v kombinaci se specializovanym
chovanim, které jim umoziiuje vlastnim télem, zejména hlavou, blokovat chodby jejich hnizda.
Chemicka obrana u téchto celedi naopak neni pfili§ rozvinuta. Zasadni evolu¢ni novinkou, ktera
umoznila rozvoj chemické obrany do jeji soucasné podoby, je vznik tzv. frontalni Zlazy, tedy
vakovitého organu, ktery usti na Celni strané hlavy (odtud nazev frontdlni) otvorem zvanym
fontanela, jehoZz rezervoar vSak muize vypliiovat vyznamnou ¢ast hlavové dutiny, nebo dokonce
zasahovat az hluboko do abdomenu vojaki (obr. 1). Tento jedine¢ny orgédn se vyvinul u moderni
linie termitl zvané Neoisoptera (sdruZuje ¢eledi Stylotermitidae, Serritermitidae, Rhinotermitidae
a Termitidae), a najdeme jej u oktidlenych dospélcii, jimz slouzi k obrané pred predaci béhem

svatebniho letu, ale pln¢ vyvinut je zejména u vojakl [2]. Pravé frontalni zlazy termitich vojaka

Obr. 1: Vlevo podélny fez hlavou vojaka druhu Nasutitermes takasagoensis barveny
hematoxylinem. Vpravo schéma hlavy stejného vojaka. R, rezervoar frontalni zlazy;

BR, mozek (brain); SG, podjicnova zauzlina (suboesophageal ganglium). Podle (M.
Hojo, M. Morioka, T. Matsumoto, T. Miura, Identification of soldier caste-specific protein in the frontal
gland of nasute termite Nasutitermes takasagoensis, Insect Biochemistry and Molecular Biology, 35
(2005) 347-354).
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jsou zdrojem nepieberného bohatstvi obrannych sekunddrnich metabolit, které s postupem
evoluce stale vice nahrazovaly mechanickou obranu. U podceledi Nasutitermitinae, ktera je
druhové nejbohatsi a jednou z nejpokrocilejsich skupin vyssich termitt (Termitidae), dochédzi u
vojakl k uplné ztraté kusadel, a tedy i mechanické obrany. Hlava vojakl je naopak vybavena
typickym ,,nosem* (odtud nazev celé podceledi) (obr. 1), tedy kuzelovitym vybézkem, na jehoz
Spicce usti vyvod frontalni zlazy a ktery slouzi k aplikaci obrannych latek na dalku jejich
rozstfikovanim. Neni divu, Ze pravé u této skupiny je repertoar obrannych chemikalii zdaleka
nejbohatsi.

Slozeni chemického sekretu frontalni zlazy vykazuje jasné evolu¢ni trendy. Evolucné
nejstarsi rody termitd s frontalni zlazou, patiici do celedi Rhinotermitidae, produkuji kontaktni
jedy. Strukturné se vétsinou jedna o ketony a B-ketoaldehydy [3]. Zajimavy je druh Prorhinotermes
simplex (Rhinotermitidae), jehoZz dominantni obrannou latkou je (E)-1-nitropentadec-1-en, ktery
funguje jako kontaktni jed. Mechanismus G¢inku se odviji od siln¢ elektrofilni nitroalkenové
skupiny a pfipisuje se Michaelové adici s nukleofilnim substratem, napt.: sulthydridy, hydroxyly
a amino skupinami [4]. Unikatni je také tim, Ze se jednd o jednu z né€kolika malo nitrolatek
identifikovanych u hmyzu, protoze hmyz vétSinou nitrolatky syntetizovat neumi [5]. Déale byly
v obranném sekretu rtiznych druhii detekovany uhlovodiky a linearni karboxylové kyseliny [2].

Terpenoidy jako obranné latky se zacinaji objevovat ve formé linearnich terpenoidd,
napiiklad geranyllinalool u rodu Reticulitermes z ¢eledi nizsich termitii Rhinotermitidae. Evolu¢né
mladsi rody vysSich termitd jako jsou Cubitermes a Crenetermes (Cubitermitinae) produkuji
nesubstituované monocyklické (napi.: neocembren a cubiten) a bicyklické (napf.: cubugen a
bifloratrien) diterpeny. Druh Cavitermes tuberosus zpodCeledi Termitinae produkuje
nesubstituovany bicyklicky diterpen caviten [6]. Zastupci pokro€ilé podceledi vysSich termiti
Nasutitermitinae se vyznacuji tvorbou substituovanych polycyklickych diterpenti. Jejich
charakteristickd struktura a strukturni podobnost mezi jednotlivymi typy uhlovodikovych skeletl

vybizi k navrZeni jejich biosyntézy z monocyklického diterpenu neocembrenu [7].
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3.1.1 Struktura a biosyntéza polycyklickych diterpen(

3.1.1.1 Struktura a funkce

Terpenoidy jsou pfirodni latky, které vznikaji polymerizaci molekuly isoprenu (2-methylbutan-
1,3-dienu). Isopreny lze spojovat nékolika riznymi zptsoby do delSich polymera. NejCastejsi
zpusob je uhlik Cislo 4 (C4) s uhlikem ¢islo 1 (C1). Mezi triterpeny a karotenoidy je Casta vazba
C4 s C4, nékteré nepravidelné monoterpeny jsou formovany spojenim C4 s C2/3. Od poctu
propojenych izoprenovych jednotek se odviji nazvoslovi terpenoidii. Jedna isoprenoidni jednotka,
tedy pét uhliki, je oznacovana jako hemiterpen, dve jako monoterpeny, ti jako seskviterpeny, Ctyii
jako diterpeny, atd. Isomerie je v pfipad¢ terpenoidi velmi Casty jev a rozliSuje se pét druht
isomerie: strukturni, pozi¢ni, geometrickd, konformacni a stereoisomerie [§].

Pocet chemickych struktur popsanych terpenoidii se odhaduje na 80 000 a jsou tak strukturné
nejbohatsi skupinou pfirodnich latek na zemi. Z terpenoidii jsou odvozeny néckteré pro Zzivot
klicové stavebni nebo funk¢ni biomolekuly primarniho metabolismu, jako jsou latky steroidni
povahy (napft. steroidni hormony, ekdysteroidy hmyzu), postranni fetézec ubichinonu, farnesyl a
geranyl-geranyl (vyuzity v prenylacnich posttranslacnich modifikacich proteinti), cholesterol,
fytol, ktery je navazany na pyrolové jadro chlorofylu, rizné vitaminy (napftiklad vit. A, E, K1),
nebo skvalen. Nejvétsi mnozZstvi terpenoidi je ovSem produkovano formou sekundarnich
metaboliti a slouzi jako semiochemikalie nebo obranné latky. Obecné nejvice terpenoidi
pouzivanych jako obranné latky najdeme u rostlin. Velka a zndma skupina obrannych latek rostlin
fadicich se do terpenoidl jsou naptiklad srde¢ni glykosidy. Velké mnozstvi latek bylo popséno u
bakterii, které produkuji pfevazné seskviterpeny, ale vyskytuji se i monoterpeny a diterpeny.
Terpeny produkuji 1 motské organismy jako fasy, houby, mékkysi a ryby. Zelené fasy produkuji
naptiklad caulerpenynen [9]. VeSkery hmyz produkuje juvenilni hormony, coz je skupina
seskviterpenli pouZivand jako hormony regulujici vyvoj. Konkrétné¢ se jednd o epoxyderivat
methylfarnesoatu. Zajimavé je, Ze jako obranné latky vyuziva terpenoidy jen né€kolik vyvojovych
linii hmyzu, zejména Hemiptera, Svabi spolu s termity, brouci a motyli. Jak uvedeno vyse,
podceled’ vyssich termiti Nasutitermitinae se vyznacuje produkci polycyklickych diterpenti jako
svych obrannych latek. Hlavni bojovd funkce polycyklickych diterpent je pravdépodobné
imobilizovat nepfitele, typicky mravence jako hlavni predatory termitl. Funguji totiz jako skvé¢la

lepidla. Velky hydrofobni skelet se dobie vaze na hydrofobni povrchy a kyslikaté skupiny nésledné
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propoji jednotlivé molekuly vodikovymi mistky a zpiisobi lepivy efekt [10]. Uhlovodikovy skelet
je tvofen dvaceti uhliky a soucet dvojnych vazeb a kruhti se rovna nejcastéji peti. Popsano bylo
zatim pét typa uhlovodikového skeletu, a to sekotrinervitan (cykly = 2, dvojné vazby = 3),
trinervitan (cykly = 3, dvojné vazby = 2), kempen (cykly = 4, dvojné vazby = 1), ripperteny (cykly
=4, dvojné vazby = 1) a longipen (cykly =4, dvojné vazby = 1) (obr. 2) [11]. Typy skeletti se dale
mohou lisit polohou dvojnych vazeb. Funk¢ni skupiny navazané na skeletech jsou zpravidla
kyslikaté a jednd se vétSinou o alkoholy, oxo skupiny, epoxidy, acetaty, propaondty, methoxy
skupiny, ethyl estery a karboxylové kyseliny. Kombinaci vSech vyse uvedenych chemickych
parametrii vzniké celkova diverzita termitich diterpenii, ktera Citd kolem 70 identifikovanych

unikatnich struktur [11].
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Obr. 2: Fylogeneticky strom skupin termitl s vyvinutou frontdlni zlazou
(Neoisoptera) a priklady terpenoidnich struktur typickych pro vojéky jednotlivych
linii. Zelené je zvyraznéna podceled” Nasutitermitinae, kam patfi 1 skupina
Subulitermes, které se vénuje tato prace. Struktury u této skupiny jsou ptiklady péti
polycyklickych diterpenovych skeletl, zprava: ripperten, secotrinervitan, trinervitan,
kempen, longipen.
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3.1.1.2 Nazvoslovi polycyklickych diterpenu

Pro ptehlednost a snadné vytvoifeni ndzvu ze vzorce a naopak se ptfi pojmenovani polycyklickych
diterpenti tradién€¢ pouziva semitrividlni nazvoslovi s nasledujicimi pravidly. Usporadani na
asymetrickém uhliku se znaci pismeny a a f po Cisle uhliku, na kterém je skupina tvofici
enantiomerii umisténa. a udavd umisténi funkéni skupiny za rovinou a [ pied rovinou.
Uhlovodikovy skelet se pojmenovava trivialnim nazvem s koncovkou podle poctu dvojnych vazeb,
pted ktery se pise poloha dvojnych vazeb. VSechny funkéni skupiny se pisi pted polohu dvojnych

vazeb v abecednim poradi.

3.1.1.3 Definice skupiny Subulitermes (Subulitermes group)

Podceled” Nasutitermitinae se podle Krishny [12] déli na dvé skupiny nazyvané skupina
Nasutitermes (Nasutitermes group) a skupina Subulitermes (Subulitermes group). Skupina
Subulitermes je predevSim neotropickd, jednotlivi zastupci se ovSem vyskytuji se také
v jihovychodni Asii, Australii a Africe [13-14]. Jde o termity pfevazné humivorni (hlinozravé),
hnizda maji podzemni, v rozkladajicich se kotenech, nebo v hnizdech jinych druhii termiti. Na
rozdil od skupiny Nasutitermes se jedna o velmi mélo studovanou skupinu a popis obrannych latek
a jejich chemicka taxonomie jsou z tohoto ditvodu velmi zajimavé. Jednd se o velmi malé termity
a studium jejich sekundarnich metabolitl je proto instrumentalné naro¢né. Jejich mala velikost a
fakt, ze jsou si jednotlivé druhy velmi podobné, zvysSuje moznost vyskytu kryptickych druhi, které
se daji odhalit pomoci genetické a/€i chemické analyzy. Tyto divody €ini ze skupiny Subulitermes
velmi zajimavy objekt studia. Rody, které se fadi do skupiny Subulitermes jsou (v této praci
studované vyznacené tucné): Aciculitermes, Afrosubulitermes, Agnathotermes, Angularitermes,
Anhangatermes, Araujotermes, Atlantitermes, Australitermes, Ceylonitermellus, Convexitermes,
Coatitermes, Cyranotermes, Eleanoritermes, Emersonitermes, Enetotermes, Ereymatermes,
Eutermellus, Latisubulitermes, Leucopitermes, Macrosubulitermes, Malagasitermes,
Malaysiotermes,  Mimeutermes,  Occultitermes,  Oriensubulitermes,  Paraconvexitermes,
Periaciculitermes,  Postsubulitermes,  Sabahitermes,  Spatulitermes,  Subulioiditermes,
Subulitermes, Tarditermes, Verrucositermes [12]. Rod Caetetermes je podle Krishny [12] zafazen
do skupiny Nasutitermitinae, ale podle Rochy [15] sdili charakteristické morfologické znaky

primarné s druhy ze skupiny Subulitermes a ja se pfiklanim k tomuto nazoru.
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3.1.1.4 Biosyntéza polycyklickych diterpent
Biosyntéza terpenoidi zacind, jak u rostlin, tak u zivoCicha, silné konzervovanou cestou
propojovani izoprenovych jednotek do delSich linearnich struktur. Isopren se do syntézy zapojuje
ve formé pyrofosfatu a to ve dvou izomernich formach dimethylallylpyrofosfatu a
isopentenylpyrofosfatu.  Postupné  vznikaji  geranylpyrofosfat,  farnesylpyrofosfait a
geranylgeranylpyrofosfat. Prodluzovani linearniho skeletu je katalyzovano enzymy souhrnné
nazyvanymi isoprenylpyrofosfatsyntazy. Linearni pyrofosfatové prekurzory pak dale slouzi
k syntéze ptislusnych terpenti, tedy mono-, seskvi-, di-, tri-, a dalSich terpent. Enzymy katalyzujici
vznik terpent z pyrofosfati se souhrnné oznacuji jako terpen syntdzy. Rostlinné terpen syntazy
jsou hojné studované na rozdil od hmyzich, které dlouhou dobu zlstavaly opomijeny. U hmyzu
obecné je popsanych jen nékolik terpen syntaz u fadi Hemiptera (plostice a kiisi), Coleoptera
(brouci) a Lepidoptera (motyli), syntetizujici monoterpenické a sekviterpenické feromony.
Identifikované hmyzi terpen syntazy nejsou piibuzné terpen syntdzam u rostlin a pravdépodobné
se vyvinuly z isoprenylpyrofosfatsyntdz nezéavisle na rostlinach [16-18].

Mozné geny kddujici termiti terpen syntazy byly u termitd poprvé popsany v roce 2019
[19], ale jejich aktivita nebyla doposud testovana. V roce 1981 Prestwich at. al. [7] dokazali, ze
termiti vojaci dokazou syntetizovat diterpeny de novo. Casto citovana, nikdy v8ak prokazana, cesta
biosyntézy polycyklickych diterpenti termitli jde pies postupnou cyklizaci monocyklického
neocembrenu vzniklého zacyklenim geranylgeranylpyrofosfatu [7]. Nicméné se nepodafilo
prokazat pfitomnost zna¢enych obrannych latek pfi aplikaci tritiem znaceného neocembrenu ani in
vivo ani in vitro. Neni jisté, zda se znaeny hydrofobni neocembren dostal v danych esejich
k ptislusnému enzymu [20]. Tyto reakce by mély byt katalyzovany pravé enzymy z rodiny terpen
syntaz. Nejvetsi strukturni rozmanitost davaji termitim diterpenickym obrannym latkam jejich
kyslikaté funkéni skupiny. Ty jsou pravdépodobné piipojeny k terpenickému skeletu pomoci
riznych cytochromi P450, které jsou zvySené produkovany pravé ve frontalni zlaze termitich

vojaki [19]. Biosyntéza termitich diterpent tedy stale zlstava tajemstvim a ¢eka na své popsani.
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3.2GC

Plynova chromatografie (GC) je dynamicka metoda slouzici k separaci smési tékavych latek.
Analyty se rozdéluji mezi mobilni a staciondrni fazi. Pomér mnozstvi dané latky v mobilni a
stacionarni fazi pfi separaci (vyjadieno rozdélovacim koeficientem) je pfi¢inou charakteristické
doby prutoku latky a tedy i pfi¢inou jeji separace [21]. Podle staciondrni faze miizeme
chromatografii rozd¢€lit na separaci mezi plynnou a pevnou fazi (GSC) anebo mezi plynnou a
kapalnou fazi (GLC). Prvni separace byly provedeny na pevné fazi, kde hlavni interakci mezi
analytem a stacionarni fazi je adsorpce. Ptiklady stacionarnich fazi jsou zesitovany silikagel,
zeolit, grafitovy uhlik nebo molekularni sito. GSC se dnes vyuziva pievazné k separaci
permanentnich plynti. GLC, jak ji teoreticky navrhl Martin a Synge [22], a nasledn¢ sestrojil a
opublikoval James a Martin (1951) [23], je dominantnim pfistupem k separaci smési t€kavych
latek. Kapalna stacionarni faze je zde nanesena na pevném nosici.

Vlastni separace je nejvice ovlivnéna tremi konstrukénimi prvky plynového chromatografu:
injektorem, kolonou, a detektorem. Kazda z téchto soucésti siln¢ ovlivituje podobu, délku, kvalitu

a vypovédni hodnotu analyzy.

3.2.1 Chromatografické kolony

Chromatografické kolony délime podle konstrukéniho feSeni na népliiové a kapilarni. Napliové
kolony maji velky primér (typicky 0,32-0,64 cm) a kratkou délku (typicky 0,61-3,05 m) [24].
Jsou kompletné vyplné€né nosi¢em stacionarni faze. Jedna se vétSinou o kiemelinu nebo grafitovy
uhlik. Kvalita separace je ovlivnéna rovnomérnym naplnénim kolony, velikosti a tvarem céstic
[25]. Jako materidl pro népliiové kolony se pouzivala nerezova ocel nebo sklo. Sklo oproti nerezové
oceli ma vice inertni povrch, interakce mezi analytem a sténou kolony jsou tak mensi. Nevyhodou
skla je kiehkost.

Sestrojeni kapilarnich kolon bylo navrzeno jiz koncem padesatych let [26], ale rozsifily se
az v letech osmdesatych. Prvni kapilarni kolony byly z nerezové oceli a nasledné ze skla. Koncem
sedmdesatych let byla sestrojena kifemennd kapildra potazend polyimidem [27]. Hlavnimi
vyhodami kfemicitych kolon (potaZenych polyimidem) jsou jejich inertnost, chemicka cistota,

ohebnost a bytelnost [28]. Problémem u kiemicitych kolon je pfitomnost aktivnich skupin na jejich
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vnitinim povrchu (jedna se predevsim o hydroxylové skupiny, které mohou tvofit vodikové mustky
s analyty) [29]. Tyto skupiny je nutné deaktivovat, nasledné nanést stacionarni fazi a nakonec
stacionarni fazi ukotvit [30]. Nevyhodou popsaného pfistupu je, Ze vyslednd stacionarni faze neni
pfilis tepelné€ stabilni, kolony jsou naro¢né na ptipravu a kvalita vyslednych kolon je nekonzistentni
[31]. V dnesni dob¢ jsou stacionarni faze chemicky vazané piimo na silanolové skupiny. Jedna se
o hydroxy skupinami zakon¢ené rizn¢ substituované polysiloxany, které za zvysené teploty reaguji
se silanolovymi skupinami. Takto navazané polymery mohou byt dal zesitované pro vétsi stabilitu
[32].

Kapilarni kolony se tradi¢né podle vyroby, stacionarni faze a jejiho ukotveni déli na tfi
skupiny: kapilary s potazenou sténou WCOT, kapilary s pordézni vrstvou PLOT a kapilary s
potazenou pomocnou vrstvou SCOT. Vyhoda SCOT kolon oproti WCOT spocivala v moznosti
naneseni veEtSi vrstvy stacionarni faze, kterd je pomérné stabilni, zatimco WCOT mohly byt
potazeny pouze tenkou vrstvou. Toto omezeni ovsem padlo s nastupem zesitovanych stacionarnich
fazi a SCOT kolony jsou jiz obsoletni [24].

V soucasné chemické analyze jsou jednozna¢né nejvyuzivanéjsi WCOT kapilarni kolony,
popiipadé PLOT kolony pro GSC. Naproti tomu napliové kolony se obcéas vyuzivaji kvali
schopnosti pojmout velkou kvantitu vzorku diky vysokému objemu stacionarni faze, a tedy i malé

moznosti predavkovani kolony. Uplatiiuji se tedy zejména v preparativni chromatografii.

3.2.2 Injektor

Injektor slouzi ke zplynéni a naslednému nasttiku vzorku na kolonu. Jeho vybé&r a nastaveni ovlivni
Sitku zony nasttiku a tim 1 efektivitu a rozliSeni separace. Zaroven je injektor misto, kde mtze dojit
k diskriminaci urcité¢ho typu analytu, nebo k rozkladu termolabilnich latek. Jednotliva konstrukéni

feSeni jsou: nastiik ptimo na kolonu, nasttik s/bez déli¢e toku (SSI) a néstiik s programovatelnou
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Obr. 3: Schématické nakresy tii moznych technickych feseni nastiiku, zprava: Nastfik pfimo
na kolonu (cold on-column), SSI, PTV.

teplotou (PTV) (obr. 3). Tyto tii konstrukéni typy mohou byt pouzity v riznych mddech podle
typu vzorku analyzovanych latek a ddvkovaného mnozstvi vzorku na kolonu [33]. V dnes$ni dobé
nejcastej$i metodou nastiiku je nastiik SSI [34]. Tento injektor se sklada ze septa uzavirajiciho
misto nastfiku, termostatu s pfivodem nosného plynu, ventilu pro ¢iSténi septa, ventilu pro déleni
toku, otvoru pro kolonu, otvoru pro nastik a v termostatu umisténého lineru [35]. V modu bez
delice toku je ventil pro déleni toku uzavieny a témét vSechen vzorek odchazi na kolonu. V ptipadé
modu s délicem toku je ventil otevien a o tom, kolik vzorku se dostane na kolonu, rozhoduje délici
pomér pritoku nosného plynu a odtoku ventilem pro déleni toku [35]. Nastfik na kolonu je
technicky nejjednodussi. Termostat (n¢kdy mlZe byt ptipojen) i liner jsou zde vynechany a vzorek
je kompletné preveden rovnou na kolonu. PTV nastfik mé nejSirsi vyuziti. Technické feSeni ma
podobné jako SSI, ale termostat je upraven tak, aby mohl teplotu velmi rychle zvySovat nebo
snizovat [34]. Velkou nevyhodou SSI oproti ostatnim typim nastfiku je diskriminace silné
t€kavych latek v modu s délicem toku a tepelny rozklad tepelné nestabilnich latek v modu bez
délice toku [36, 37]. Dale v modu bez délice toku mize dojit k neuplnému prenosu latek s vysokym
bodem varu [33]. Davkovani pfimo na kolonu ptevede kompletné cely néstfik vzorku na kolonu a

nedochdzi tedy k diskriminaci analytd. Zaroven tento nastiik probihd za pomérné nizké teploty bez
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pritomnosti lineru. Zmensi se tak pravdépodobnost rozkladu nestabilnich latek. Kompletné se
vSemi latkami jsou bohuzel také nastiiknuty vSechny necistoty a dochazi tak k rychlé degradaci
kolony [33, 38]. PTV pfi dobrém nastaveni minimaln¢ diskriminuje t€kavé i netékavé latky a
minimalné rozklada latky tepelné nestabilni. Jeho nejvetsi nevyhodou je nutnost optimalizace a

privodu chladiciho média (/N2, ICO»).

3.2.2.1 PTV injektor

PTV injektor se sklada z odporové civky, slouzici ke kontrolovanému zvySovani teploty, a plaste,
ktery je mozno chladit tekutym COx nebo dusikem. Velkou vyhodou PTV injektoru oproti pfimému
nasttiku na kolonu nebo nastiiku SSI, ktery se pouziva nejcastéji, je mensi diskriminace analytl s
vysokou teplotou varu, Setrnéjsi nastiik termolabilnich analytli a mensi negativni vliv neté¢kavych
[39]. PTV muze fungovat v n¢kolika mddech. Kazdy z téchto modi je optimalni pro jinou
kombinaci analytl a objemu néstfiku. Prvni mod je PTV bez délice toku, ktery je charakterizovany
davkovanim pii teploté¢ blizké bodu varu rozpoustédla a uzavienym split ventilem pii jeho
odpatfovani. Rozpoustédlo tedy unikd pies kolonu. Vyhodou je, ze pokud je teplota spravné
optimalizovana, nedojde zde ke ztraté¢ t€kavych analytd. Druhou metodou je solvent vent PTV
davkovani, pfi némz je teplota drzena hluboko pod bodem varu rozpoustédla. Rozpoustédlo je
eliminovano ptes split ventil proudem nosného plynu. Nasledné je split ventil uzavien a PTV je
rychle ohtat, ¢imz dojde k nadavkovani vzorku na kolonu. Takto se d4 nadavkovat i nékolik stovek
ul roztoku. Je dobré zde pouzit napliovy liner, ktery zabrani, aby se rozpoustédlo dostalo na
kolonu. Zaroven zde muze dojit ke ztrat¢ tékavych analyth. Napliiovy liner bohuzel muze
katalyzovat reakce nestabilnich analytli. Tteti metoda se nazyva vapor overflow. Teplota PTV je
zde drzena vysoko nad bodem varu rozpoustédla. Odpatujici se rozpoustédlo vytvoii chladné misto
v lineru, kde se kondenzuji analyty s vysokou teplotou varu. Pary rozpoustédla jsou vypustény pies

purge vent. Touto metodou se nevyhnutelné ztrati velka ¢ast analytl s nizkou teplotou varu [40].

3.2.3 Detektory v GC

Detektory v plynové chromatografii miZzeme pro ptehlednost rozdélit podle fyzikalnich jevi, které

pouzivaji pro detekci. Detekce zmény v elektrickych vlastnostech materidlu pouzivé naptiklad
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tepelné vodivostni detektor. Jedny z nejstarSich detektoriti zaznamenavaji zménu v hustoté plynu.
Déle se daji méfit rizné spektralni vlastnosti efluentu. NejCastejsi jsou detektory zalozené na
ionizaci [41]. Do této kategorie patii v GC nejpouzivanéjsi plamenoionizacni detektor (FID), dale
pak detektor elektronového zachytu, fotoionizac¢ni detektor, heliovy ionizacni detektor a dusiko-
fosforovy detektor. Dale by do této skupiny mohl patfit i hmotnostni detektor (MS), ktery také
ionizuje molekuly analytu, ale vétSinou se fadi do své vlastni kategorie [42]. Detektory také
muzeme délit na koncentracni a hmotnostni podle toho, zda jejich odezva zalezi na koncentraci
analytu v nosném plynu nebo na hmotnostnim toku. Detektory z jinych kategorii jde porovnat
pouze v ptipade€, ze koncentrace a hmotnostni tok jsou fixni. Ob¢ skupiny detektorii maji také
rozdilnou zavislost plochy piku na mnozstvi vzorku. Plochy pikli u koncentrac¢nich detektorti jsou
prevracené zavislé na prutoku nosného plynu, zatimco u hmotnostniho detektoru jsou zavislé na
obsahu analytu v nosném plynu a tedy se neméni s hmotnostnim tokem nosného plynu [43].
Nakonec se detektory déli podle selektivity na univerzalni a selektivni.

Nejpouzivangj$im detektorem v plynové chromatografii je plamenoionizaéni detektor FID.
Jedna se o hmotnostni, témét univerzalni detektor (pokud se jedna o organické latky) s nizkym
limitem detekce (2x107'2 gC/s). FID oviem vynika hlavné ve svém linearnim rozsahu (10°-107),
nizkém mrtvém objemu a rychlé odezve, diky které se vedle hmotnostniho detektoru doby letu da
zapojit jako detektor v komprehensivni dvoudimensiondlni plynové chromatografii [42]. Pro
plamen se pouziva vétsinou kombinace vzduchu, vodiku a dusiku. Hlavni konstrukéni atributy jsou
hotak zakonceny tryskou a velmi blizko nad nim sbérna elektroda. Mezi elektrodou a hotdkem je
vétSinou napéti 200-300 V [44]. Plamen ma v nejteplejsi ¢asti 2000-3000 °C. Tato teplota neni
dostatecna pro ionizaci organickych latek a nabité ¢astice vznikaji pravdépodobné reakci radikalti
po symetrickém $tépeni vazby uhlik-uhlik a nasledné reakci s kyslikem [42, 45, 46]. Odezva tedy
zavisi na poctu uhliki a jejich substituentech. Tento pfedpoklad vedl k zavedeni pojmu efektivni

uhlikové Cislo, tedy ¢islo které vyjadiuje vztah struktury a odezvy [47].

3.2.3.1 GC-MS
Zatazeni hmotnostniho spektrometru (MS) jako detektoru v GC rozsiti chromatogram o druhou
dimenzi v podob& hmotnostnich spekter, tedy zaznam o tom, kolik a jak tézkych/nabitych iontt se

v dané chvili vytvofilo v iontovém zdroji. Hmotnostni spektra nam podavaji dodate¢nou informaci
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o struktufe a identité eluovanych latek, ktera mize v urcitych piipadech pomoci v rozliSeni
koeluujicich pikti [48]. Chromatogram je nasledné vytvofen souctem intenzit vSech
zaznamenanych iontli v daném spektru, které bylo naméfeno v uritém case. Z tohoto popisu
plynou hned dvé nevyhody hmotnostni detekce v separa¢nich metodach. Zaprvé, odezva detektoru
je siln€ zavisla na ionizaci molekuly. A zadruhé, odezvu molekul, ani kdyz si jsou strukturné blizké,
nejde spolehlivé porovnat. Zméteni hmotnostniho spektra také urcity Cas trva a délka tohoto méteni
nepiimo umérné ovlivni pocet méfeni za sekundu, a tedy 1 tvar pikl. Tento problém se ovSem tyka
pouze urcitych druhi hmotnostni detekce. Posledni nevyhodou je oproti pfedeslym detektorim
pomérné slozita a nakladna instrumentace.

Hmotnostni detektor potiebuje ionizovat molekuly a pracuje za vysokého vakua, jeho
propojeni s kapilarni plynovou chromatografii je tedy diky nizkym pratokiim efluentu v plynné
fazi nasnad¢. Technicky se vzdy sklada ze vstupu, iontového zdroje, analyzatoru iontii a detekce
iontl. Propojeni mezi plynovym chromatografem a hmotnostnim detektorem je zprostfedkovano
pomoci vyhtivané transfer line. Diky tomu, ze efluent je v plynné fazi, miiZze byt zavedena kolona
pfimo do iontového zdroje [35].

Hmotnostni analyzatory jsou schopné analyzovat pouze nabité ionty, a proto je vétSinou
nejprve nutné neutralni molekuly na ionty prevést. K tomuto ucelu slouzi iontovy zdroj. GC-MS
pouziva hlavné tfi iontové zdroje. Elektronovou ionizaci (EI), chemickou ionizaci a chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku [34]. Elektronova ionizace spociva v bombardovani analytu
vysoce energetickymi elektrony. Energie téchto elektroni musi byt vyssi neZ ionizacni energie
molekul. VétSinou se pouzivaji elektrony o energii 70 eV. Jednd se o hodnotu, pfi které vznika
statisticky nejvice riznych fragmentli molekul. Elektron s dostate¢nou energii tedy umozni pfi
kontaktu s molekulou oddéleni dal$iho elektronu a tim dostaneme kladny iont. EI je tedy primarné
kladna ioniza¢ni technika, kde pravdépodobnost, Ze se z neutralni molekuly stane nabity iont a
dostane se k detektoru, je ptiblizné 1:800. EI mlze generovat i negativni ionty elektronovym
zachytem, nicmén¢ energie musi byt daleko nizsi nez 70 eV. Zachyt takovych elektrontl je krajné
nepravdépodobny [49]. Technické feSeni iontového zdroje pro EI navrhl Bleakney [50] a
zdokonalil Nier [51]. Elektrony jsou generovany zhavenym kovovym dratem, ktery je umistén vné
ionizacni komory. Ve sténé komory je otvor, kterym elektrony prochazeji dovnitf a na druhé strané

je past pro jejich zachyceni. Mezi filamentem a sténou komory je ulozeno urychlovaci napéti
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takové, aby dodalo elektronim pozadovanou energii. Timto zpisobem vznikd Uzky proud
elektronti o definované energii. Kolmo na tento proud je veden proud neutrdlnich analytt. Kolizi
vznikaji ionty, které jsou pro minimalizaci ztrat okamzit¢ vytlaceny z ioniza¢ni komory elektrodou
o nizkém napéti zvanou repeller [52].

Ionizované molekuly jsou stanoveny pomoci hmotnostniho analyzatoru, zafizeni, které
méii pomér hmoty a naboje jednotlivych ionti. Hmotnostni analyzatory délime podle fyzikalnich
zakladl, na kterych pracuji, a podle toho sjakou pfesnosti uréuji hmotu iontd. Pravymi
spektrometry jsou analyzatory doby letu, jez stanovuji hmotu molekul podle rychlosti, za kterou
uleti ur¢itou drahu, a sektorové analyzatory délici ionty v zavislost na jejich hybnosti. Cyklotron a
Orbitrap jsou analyzatory iontli schopné velmi vysokého rozliSeni a jejich spole¢nymi vlastnostmi
je méteni uhlové frekvence a nésledny ptevod tohoto zaznamu na spektrum pomoci Fourierovy
transformace. NejrozsSifenéj$imi analyzatory diky své operacni jednoduchosti, malé velikosti a
nizké cené, jsou hmotnostni analyzatory, které nefunguji jako spektrometry, ale jako laditelné

hmotnostni filtry. Jedna se o kvadrupdl a iontovou past [53].

3.2.3.1.1 Kvadrupél
Kvadrupol se sklada ze ctyt tyCovych elektrod (obr. 4), které jsou paralelné¢ usporadany. Na

protéjSich elektrodéach je vzdy vlozeno stejnosmérné napéti o stejné polarité a intenzité. Napéti se

a
-(U + Vcosot)

X 4_@ — +(U + Vcosot)

Obr. 4: Schéma analyzatoru iontil typu kvadrupdl (a). Fotografie kvadrupolu (b).
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sklada ze stejnosmérné a stiidavé slozky, kde stejnosmernd je Casové nezavisla a stiidava se
s casem méni. Diky ménicimu se napéti iont béhem své pouti kvadrupdlem osciluje. Pokud je
pom¢ér stejnosmerné a stiidavé slozky nastaven optimalné, projde pouze iont o stanoveném m/z
[53]. O jaké m/z se bude jednat, ur¢i hodnota poméru stejnosmérné a stiidavé slozky. Z toho plyne
nazev hmotnostni filtr. Trajektorie iontu je zavisld na jeho hmotnosti, tento vztah popisuji
Mathieuovy rovnice. Lehké ionty ovliviiuje zejména frekvence stiidavého napéti, t€zké ionty zase
intenzita stejnosmérného napéti [54]. Rozliseni kvadrupdlu s elektrodami s kruhovym prifezem je
jednotkové. Dokéze tedy rozlisit pouze ionty jejichz rozdil m/z je roven jedné. Idedlnim prurezem
elektrody je parabola. Kvadrupdl s parabolickym prurezem elektrod by mohl mit rozliSeni o néco
vyssi. Rozliseni je nicméné také velmi zavislé na kvalit¢ vyroby elektrod. Parabolicky tvar je

Vv v

daleko téz§i na vyrobu nez tvar kruhovy a proto se pfili§ nevyrabi [55].

3.2.3.1.2 TOF

Velmi Casto pouZivanym hmotnostnim spektrometrem v GC je analyzator doby letu. TOF na
zacatku méfeni udéli vSem analyzovanym iontim urcité zrychleni elektrickym impulzem.
Rychlost, kterou ud€li iontu je umérna jeho m/z. TOF byl po sektoru druhy sestrojeny hmotnostni
analyzator a jeho obrovskou vyhodou oproti sektoru byla skenovaci rychlost a teoreticky
neomezeny hmotnostni rozsah. Nicméné TOF skladajici se pouze z urychlovaci elektrody, letové
trubice a detektoru ma velmi $patnou rozliSovaci schopnost. Kvadrupdl byl diky své jednoduché
konstrukci, vysoké frekvenci snimani a vys$Simu rozliSeni lepsi volba [55]. Jednoduchy TOF je
mozné technicky upravit a zvysit tak jeho rozliSeni. Déle pak je nutné upravit TOF tak, aby bylo
mozné v kombinaci s nim pouZit i jiné neZ pulzni ionizaéni techniky. Upravy zlepSujici rozliseni
jsou primarné tfi. Méteni ve vysoce Cistém vakuu, pulzni a zpozdéna extrakce iontil a reflektor
[56]. Zpozdeéna extrakce kompenzuje rozdily v rozdé€leni iontd v prostoru a rozdily v udélenych
kinetickych energiich jednotlivych iontl. Reflektor je soustava dvou a vice kruhovych elektrod
s postupné se zvySujicim se napétim. Tato soustava je umisténa do drahy iontl. Ionty jsou
reflektorem odraZeny na detektor. Tento jev ma za nasledek prodlouzeni letové drahy, ale hlavné
fokusaci iontll danou riiznou délkou drahy priletu iontu reflektorem. Délka drahy je dana
kinetickou energii iontli a ta je zavisla na jejich hmotnosti. Oba tyto jevy zlepsi rozliSeni mezi

dvéma ionty. Ortogondlni zrychleni je umoZnéno pfidanim prvni sady zrychleni udé€lujicich
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elektrod hned k iontovému zdroji [57]. Tyto elektrody urychli ionty ve sméru kolmém na smér

urychleni pomoci druhé sady elektrod a vysledné také drahu letu ionti [58].

3.2.3.2 GC-FTIR

Infracerveny spektrometr (IR) by mohl byt idealnim detektorem pro GC. VSechny molekuly
vykazuji vibra¢ni prechody a absorbuji tedy v infracervené oblasti. IR spektrometr mize byt navic
univerzalni 1 selektivni detektor, pokud se rozhodneme detekovat pouze jeden pas spektra, ve
kterém absorbuje urcitd funkéni skupina. Navzdory témto vlastnostem neni jako detektor moc
rozsifeny, a to zejména proto, Ze neni piilis citlivy, ma naro¢nou instrumentaci a IR spektra nejsou
snadnd na interpretaci [59]. Instrumentdlni feSeni muizeme rozd¢€lit na on-line kontinualni a
imobilizujici efluent. Kontinualni méfeni vétSinou probiha ve sklenéné cele s vnitfnim povrchem
potazenym zlatem a obéma konci uzavienymi materialem neabsorbujicim v IR oblasti spektra,
rozméry jsou 0,3—1 mm (vnitini primér) a 5-10 cm (délka). Tato trubice je pfipojena pies transfer
line ke konci GC kolony a zasazena do spektrometru [60]. Nevyhodou tohoto pfistupu je
rozmyvani pikd v cele s velkym mrtvym objemem a nizka citlivost. Tyto nedostatky lze teSit
metodami kryogenického zachytu [61]. Technické feSeni imobilizujici efluent jsou dvé a obé maji
oproti on-line detekci o tad lepsi citlivost [61]. Jedna se o piimé uskladnéni a izolaci matrice. Ob¢
feSeni jsou si v zdsad¢ podobna. Efluent je v prvnim pfipadé fixovan na pohyblivé desce, v druhém
pfipad¢ na rotujicim kotouci. Fixace je provedena chlazenim tekutym dusikem a nasledné je

provedeno spektroskopické métfeni [59].

3.2.4 Preparativni GC

Preparativni plynova chromatografie je analyticka technika zamétujici se na izolaci jednotlivych
komponent smési. Hlavni rozdily oproti analytické plynové chromatografii jsou ve zpisobu
nastiiku vzorku, v objemech a v kolonég. Déle je nutné technicky vyiesit sbér ¢asto velmi té¢kavych
analyti [62]. Davkovac se pouziva vétSinou v modu bez delice toku, dale je mozné davkovat vzorek
primo na kolonu davkovacem s programovatelnou teplotou zplynéni (PTV), nebo kombinovanym
LCxGC preparativnim systémem [63]. Pro efektivni preparaci je nutné¢ na kolonu déavkovat
pomérné vysokd mnozstvi vzorku. Kolona toto mnozstvi musi byt schopnd pojmout. Proto se

vétSinou pouzivaji kapilarni kolony s Sirokym vnitinim polomérem a silnou vrstvou stacionarni
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faze. Pro separace opravdu velkého mnozstvi vzorku je mozné pouzit napliiovou kolonu, ale za
cenu snizeni poctu teoretickych pater [64]. Varianty zafizeni pro sbér vzorku jsou riizné, ale
komercné dostupny je pouze sbérac¢ frakci (PFC) firmy GERSTEL (obr. 5). PFC se sklada
z transfer line, kterd piipojuje PFC k plynovému chromatografu, z vyhiivaného osmicestného
délice toku a chlazenych Dewarovych nadob pro sklenéné kapilary zachytavajici efluent. Sklenéné
kapilary jsou jednim koncem ptipojeny k d¢€lici toku a druhou k solenoidovym kohoutkim. Efluent
proudi do ptisluiné kapilary efluent. Sest z osmi vstupti déli¢e toku je pfipojeno ke kapilaram
sbérnym, jeden je pfipojen k vystupu z chromatografu a posledni k odpadni kapilare. Pro zachyt
analyti mazou byt kapilary chlazeny CO» nebo kapalnym dusikem. Druhou variantou je naplnit
kapilary rozpoustédlem a zachytavat analyty pfimo do n¢ho [62, 64]. Misto PFC je mozné pouzit
kus kolony s velkym polomérem a velkym objemem stacionarni fdze. Kolona mtize byt chlazena.
Vyhodou tohoto pfistupu je moznost upravit analytickou GC za pomoci béznych komeréné

dostupnych soucastek. Nevyhodou je pomérné obtizna automatizace. Dal$i moznosti zachytu je na

Injection FID
N port I;'i Computer

Oven
10% Complementary
Effluent splitter gas supply
Y | Y | Transfer line
300°C

Fraction collector

Restrictor valve 90% 300°C

[

\ =B

Packed column solvent

Collection trap

Obr. 5: Schématické zndzornéni preparativniho plynového chromatografu s FID
detektorem a pfipojenym sbéraem frakci (PFC).
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trubicku s inertnim sorbentem. Ob¢ techniky vétSinou vyuzivaji Deantiv spinac pro prepinani mezi
detektorem a sbéracem frakei [65].

V literatufe Casto zminované problémy preparativni GC jsou moznost néstfiku pouze
malého mnozstvi vzorku, malé mnozstvi frakci a nedostate¢na separace jednotlivych analytl [66].

MozZnost nastfiku jen malého objemu vzorku, ktera je jednim z omezeni nastiiku s/bez
délice toku, je mozné vytesit zasazenim napiiklad PTV nastiikového zatizeni a davkovat v médu
umoziujici ne€kolikanasobny nastfik. Standardni PFC od firmy GERSTEL umoziuje sbirat
maximalné Sest frakci. Jind nekomer¢ni feSeni se vétSinou nedostavaji ani na tuto hodnotu. Je
ovSsem mozné zapojit dvé PFC pomoci bezobjemového délice toku a rozsifit tak moznost sbéru na
dvanact frakci [67].

Ptistupy k zvyseni separacni ucinnosti, a tedy i zvyseni Cistoty frakei, spocivaji vétSinou v
implementaci multidimenziondlni plynové chromatografie. V tomto ptipadé se vyuziva takzvany
ptistup “heart cut”, kde je cast efluentu z prvni kolony pfesmérovana na kolonu sekundérni.
Sekundarni kolona ma jinou stacionarni fazi a je vétSinou podobné délky jako kolona primarni.

Kolony jsou kazdé ve vlastnim termostatu a jsou propojeny Deanovym spinacem [68, 69].

3.3 Automaticke zpracovani dat

Vyuziti vysoce ucinnych separacnich metod propojenych s hmotnostni detekci pfi analyze
komplexnich vzorkl vede k produkei obrovského mnoZstvi vicerozmérnych dat [70]. MnozZstvi a
nepiehlednost dat vétSinou neni problém v cilené kvantitativni nebo kvalitativni analyze. Na
druhou stranu, abychom pfi necilené metabolomické analyze mohli z takto komplexnich dat vytéZit
maximalni mnozstvi informace, je nezbytné vyuZiti automatického zpracovani dat [71]. Pro tento
ucel existuje velké mnozstvi riznych komercnich i volné dostupnych programi vyuzivajici rizné
algoritmy pro feseni jednotlivych problémi. Kazdy program a pfistup ma své vyhody a nevyhody
a proto je dobré jednotlivé pfistupy dilkladné optimalizovat [70]. Tady je nejvétsi nevyhoda
komer¢nich program, které se zamétuji pfedevs§im na své datové formaty a postup feSeni dovoluje
jen malé zasahy feSitele. Pro vyhodnoceni dat nepotfebujeme vétSinou SirSi znalost algoritmi, na
jejichz zaklade programy funguji, ale tato neznalost miiZze vést k chybam, které zhorSuji vysledné

zpracovani. Komer¢ni programy na rozdil od programi volné dostupnych nepublikuji algoritmy,
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na jejichz zakladé funguji. Proto jsou ¢asto brany volné dostupné programy za lepsi alternativu [72,
73]. Souhrn dostupnych programii pro metabolomiku je mozné najit v ¢lanku Misra a Mohaparta
(2019) [74].

Metabolomicka analyza ma vétSinou dve hlavni ¢asti: 1) preprocesovani a 2) statistické
zpracovani dat [75]. Zde opét rizné programy vyuzivaji riizné postupy k preprocesovani
namétfenych dat, ale miizeme zde najit obecné spolecné kroky. Jedna se o filtraci Sumu, konstrukci
extrahovaného iontového chromatogramu (EIC), detekci pikl, dekonvoluci EIC, alignment a

identifikaci [70, 72, 73, 76].

3.3.1 Vystavba EIC a detekce pikd v EIC
3.3.1.1 Vystavba EIC

Asi nejdulezitéjsi casti zpracovani dat jsou prvni dva kroky preprocesovani, protoze chyby zde se
projevi ve vSech nasledujicich krocich a maji zasadni vliv na statistické zpracovani a celkovy zaver
[77, 78]. I kdyz se algoritmy pro detekci EIC 1isi program od programu, maji vétSinou podobnou
obecnou strukturu, jejiz hlavni rozdily jsou v detailnim feSeni jednotlivych krokid (obr. 6).
Jednotlivé hmoty kaZzdého skenu jsou nejprve poskladany od nejintenzivnéjsi po nejméné
intenzivni. Nésledné pocinaje nejintenzivnéjsi hmotou je rozhodnuto, jestli uz byla nebo nebyla
detekovana. Pokud ne, je zaloZzen novy EIC, do kterého budou zatfazeny vSechny nasledné
detekované hmoty, které spadaji do intervalu hmot urceného uzivatelem. Je tfeba definovat
hodnotu m/z, podle které se utvofi interval kolem detekované hmoty. Tato hodnota mtze byt bud’
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Obr. 6: Schéma procesu vystavby extrahovaného iontového chromatogramu (EIC), ktery
vyuzivaji dva velmi ¢asto pouzivané programy XCMS (vlevo) a MZmine (vpravo).
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relativni nebo absolutni. Studie [ 78] ukazala, ze lepSich vysledkt 1ze dosdhnout absolutni toleranci.
Poté, co se projde cely sken od nejintenzivnéj$i hmoty po nejméné intenzivni, je vysledek
zkontrolovan a prejde se k dal§imu skenu. Nejvétsi rozdily jsou v ureni hmoty, ze které je

vypocteno rozpéti a v feseni kontroly vysledku [77, 78].

3.3.1.2 Detekce pika v EIC

Pro detekei EIC pikil opét existuje mnoho algoritmil [79]. Jednou z nejcasteji pouzivanych technik
je algoritmus centWave a jeho upravy [72, 80, 81]. CentWave algoritmus pouziva pro detekci piku
z EIC vypocet continuous wavelet transform (CWT). Pted CWT jsou EIC filtrovany. Nejprve je
vypoctena zékladni linie EIC jako aritmeticky praimér hodnot intenzit, poté, co byl EIC prodlouzen
o urcitou oblast v obou smérech. EIC bude smazan, pokud neni intenzita uzivatelem definovaného
poctu skenti nad touto hodnotou. Druhy filtr spo¢iva v porovnani poméru intenzity signalu k Sumu
(S/N). Podobnym zptisobem jako zékladni linie je uréena primérna hodnota intenzity Sumu a jeho
smérodatnd odchylka. Smérodatnou odchylkou je vyndsobena uZivatelem definovand hodnota S/N.
EIC je vyfazen, pokud je tato hodnota stejnd nebo niz$i nez primérnd intenzita signalu Sumu.

Nasledné probéhne vlastni CWT [80].

3.3.2 Dekonvoluce spekter

Po detekcei pikli z EIC je nutné sestavit zpét Cisté spektrum nalezici danému analytu (obr. 7).
Sestaveni spektra je provadéno takzvanou spektralni dekonvoluci [82, 83]. Tento krok se znacné
1i81 pro LC-MS a pro GC-MS. Cilem je primarné odfiltrovani Sumu a rozliSeni spektra koelujicich
koelujicich analytii. Pfi dekonvoluci spekter si GC-MS z4znam predstavujeme jako matici ktera
vznikla linearni kombinaci matice koncentraci Cistych latek (sloupce) v jednotlivych retenc¢nich
Zasech a matice relativnich intenzit hmot (sloupce jednotlivé hmoty, fadky jednotlivé latky). Radky
vysledné matice tedy predstavuji spektrum a sloupce kompletni elu¢ni profil jedné hmoty, tato
matice tedy predstavuje vysledek GC-MS méfeni. Resenim dekonvoluce je rozdéleni vysledné
matice na kombinaci hmotnostni matice spolu s koncentra¢ni. Zméfenou mame ale pouze matici

vyslednou a rozdélit tuto matici neni viibec snadny problém [84].
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Klasicky starsi typ dekonvolucnich algoritmi, jako je tteba AMDIS, metabolite detector
nebo ADAP-GC 2.0 maji spolecny krok sestaveni modelového piku. Modelovy pik slouzi tedy
jako ptedloha pro navrzeni koncentracni matice a s jeji pomoci je dopoctena spektralni matice.
Hlavni krok klasickych dekonvolu¢nich algoritmi je vybér a sestaveni modelového tvaru piku z
jednotlivych EIC. Nasleduje sestaveni ocisténého spektra za dosazeni modelového piku [83, 85,
86].

Nov¢jsi dekonvoluéni algoritmy, které jsou soucasti softwari ADAP-GC 4.0 nebo eRah,
pouzivaji princip multivariate curve resolution (MCR) [87, 88]. Pokud se vratime k maticim
zobrazujicim méfeni, tak MCR metody modelovy pik postupné konstruuji a fesi tedy obé matice
zaroven. Modelovy pik je zde soucasti feSeni, nikoli vstupnim udajem [89]. MCR tedy zvladne
1épe rozdélit dva koeluujici piky nez klasicky postup. Nevyhodou MCR algoritmii je jejich

vypocetni naro¢nost [88].

Spectral Deconvolution

““““““““ Obr. 7: Jednotlivé kroky
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3.3.3 Alignment

Dal8im krokem v metabolomickém zpracovani dat je alignment neboli sestaveni tabulky vzork se
srovnanymi analyty z méteni jednotlivych vzorkl. Algoritmy, které produkuji takové tabulky,

musi kompenzovat zmény v retencnich Casech analyt v raznych meéfenich [90]. Algoritmt
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feSicich tento problém je opét nepteberné mnozstvi. Jako piiklad zde uvedu par nejznamé;sich
zastupct ruznych pfistupti. Velmi Casto se pouzivaji takzvané wrapping algoritmy, které aplikuji
nelinearni transformaci na chromatogram na ose reten¢niho ¢asu, aby byla maximalizovana
korelace mezi spektry. Jejich piikladem je tieba correlation optimized wrapping algoritmus
(COW). Ten porovnava podobnost mezi vzorkem a referenci, pficemz chromatogram rozd¢li na
segmenty, které maji dovolenou jistou miru pohyblivosti [91, 92]. Dalsim ptikladem je Icoshift,
ktery na rozdil od COW aplikuje konstantni zménu na vSechny datové body nebo chromatogram
rozd€éli na oblasti a zménu aplikuje na né. Zména je v podobé¢ delece nebo inserce Casti
chromatogramu na zacatku nebo na konci. Zména v retenci je tedy linearni. Vypocetné jsou méné
naro¢né nez wrapping metody, a tudiz se 1épe aplikuji na velké sady dat [93]. Ob¢ predesié metody
pracuji s daty bez detekovanych pikl, tedy s hrubymi daty. Metody, které pracuji s jiz
detekovanymi spektry, vyuzivaji programy jako je XCMS a MZmine 2 (sdm nebo s modulem
ADAP). Jako ptiklad pouzijeme alignment algoritmus pouzivany modulem ADAP, protoze byl
pouzit v této praci. Postup se sklada ze dvou casti. Prvni je vybér spekter a druhy krok je vybér
nejlepsiho spektra jako reference. Algoritmus tedy vezme prvni nezafazeny pik a vytvoii z néj
interval reten¢nich cast. Spektrum prvni slozky v tomto intervalu slouzi jako reference a ostatni
spektra jsou s ni srovnadny pomoci hodnoty, kterd je slozena ze skore vypocteném z podobnosti
spekter a reten¢niho ¢asu vynasobeného uZzivatelem zvolenym faktorem, ktery udd, zda bude bran
v potaz vice reten¢ni Cas nebo spektrum. Pokud ma komponenta skore vyssi neZ nastavena hranice,
bude zatfazena. Z téchto zafazenych komponent je pak vybrana pro kazdy vzorek pravé jedna s
nejvetsim skore. Druha etapa opakuje prvni pro kazdou vybranou komponentu a utvoti tak skupiny
vybranych komponent. Komponenta, kterd ma nejvétsi primérné skore po kroku dva je vybrana

jako reference. S timto spektrem jsou nésledné vSechny ostatni porovnavany [86, 94].

3.3.4 Pristupy k automatické identifikaci latek

Automaticka identifikace v GC-MS je vétSinou zaloZena na porovnavani ociSténych spekter
jednotlivych slozek alignment listu s knihovnou. To umoziuje vysoka reprodukovatelnost GC-MS
spekter dané elektronovou ionizaci pfi definovaném napéti 70 eV. Vyuziti mekkych ioniza¢nich
technik v LC-MS neumoziuje tak snadné srovnani s knihovnou, a proto je zde vyvijeno zna¢né

usili pro vyvoj novych identifikaénich metod. Pokud je to mozné, jsou metody vyvijené pro LC-
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MS nasledné¢ upraveny pro vyuziti s GC-MS. Sem spadaji in silico generované knihovny. Nejprve
je vygenerovana strukturni knihovna a témto strukturdm jsou nasledné vygenerovana spektra.
Generovani spekter se déje na zakladé databazi fragmentacnich reakei nebo pomoci strojového
uceni, kde je nejprve program naucen na velké sadé spektralnich a strukturnich dat a nésledné je
spektrum takovym programem vygenerovano. Tyto postupy jsou velmi vypocetné narocné a
vysledky byvaji neuspokojivé [72]. Posledni dobou se rozvijeji zpisoby, které analyty pfimo
neidentifikuji, ale umozni nam je zatradit do skupin na zdkladé jejich spektralni podobnosti.
Takovou metodou je vystavba molekularnich siti. Molekuldrni sit’ je vizudlni reprezentace
podobnosti spekter jednotlivych slozek a jejich vzijemnych vztahti. Stoji na jednoduchém
predpokladu, Ze podobné latky budou mit podobna spektra. Jeji velkou vyhodou je moznost
zatazeni tabulky dodate¢nych dat a moznost jejich vizualizace v témze grafu. Podobnost mezi
molekulami je pocitdna na zékladé kosinové podobnosti. Latka je charakterizovana hmotnostnim
spektrem, které je mozné reprezentovat jako vektor dany hmotami jednotlivych iontti. Kosinus uhlu
sviraného dvéma vektory se nazyva kosinova podobnost. V molekularnich sitich se nazyva
kosinové skore. Jednotlivé molekuly tvoii uzly sité a kosinové skore tvofi spojnice mezi témito
uzly. Dtlezité je zvoleni hranice stanovujici, které spojnice budou vidét a které ne. Timto

zpusobem se seskupi molekuly s podobnymi spektry, a tedy i podobnou strukturou [95-98].

4. Cile prace

Tato prace si klade nasledujici cile:

A) charakterizovat chemickou diverzitu obrannych latek vojaki jihoamerickych zastupct skupiny
Subulitermes a rozttidit knihovnu vzorkt na jednotlivé druhy

B) srovnat ziskanou chemotaxonomickou klasifikaci s genetickou klasifikaci sestavenou ze vzorkt
stejnych termitich kolonii

C) Najit strukturné zajimavé latky v obranném sekretu vojaki, zejména pak polycyklické
diterpeny, a pokud by se jednalo o nové latky, co nejlépe je strukturné charakterizovat

D) Sestavit knihovnu hmotnostnich spekter termitich polycyklickych diterpent, ktera by pomohla

s hledanim nepopsanych struktur
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E) Najit obecné souvislosti mezi strukturou a hmotnostnim spektrem, které¢ by mohly pomoci

v porozuméni fragmentace termitich polycyklickych diterpent

Vychodiskem moji prace je dlouhodobd terénni prace moji domovské laboratofe Chemie
spole¢enského hmyzu (UOCHB) v destnych lesich Francouzské Guyany, které jsem se z(¢astnil a
pomohla mi ziskat potiebné vzorky. Druhym vychodiskem pak je spoluprace s belgickou
partnerskou laboratoti Evolu¢ni biologie a ekologie (Université Libre de Bruxelles, prof. Y Roisin

a jeho studenti), kterd zajistila genetické analyzy, jichz jsem se také mé&l moznost ztcastnit.

5. Metody

5.1 Sbér vzorku

Prvni sada vzorkl (vzorky v tabulce 1) termitich vojakii byla urcena k charakterizaci chemotypl
jednotlivych druhii. Extrahoval jsem celd t¢la termitich vojaka po dobu deseti minut v objemu 2 pl
rozpoustédla na jedince. Druhou sadu vzorkl jsem sbiral pro strukturni charakterizaci vybranych
latek. Cela tcla termitich vojakid jsem extrahoval v hexanu 12 h. Pouzity objem rozpoustédla se
pohyboval kolem 4 pl na jedince. Ob¢ sady byly sbirany ve Francouzské Guyané (okoli ptehrady
Petit-Saut) v letech 2018-20. Kazdy vzorek byl vzdy tvofen pouze jedinci z dané sebrané kolonie.
Spolu s extraktem vojakli jsem od kazdé kolonie odebral 10 vojakiti a 10 délnikl a zafixoval v 80
a 100 % EtOH pro morfologickou a genetickou analyzu. Jako kontrola pro kaZzdou kolonii slouzilo
50 do hexanu extrahovanych délnikti, ktefi neobsahuji obranné latky. VSechny vzorky byly

skladovany v -20 °C a pii pfevozu zabaleny do polystyrenového termoboxu.

5.2 Geneticka analyza

Genetickd delimitace druhii byla provedena Nicolasem Kaczmarekem z Université Libre de
Bruxelles. Druhy byly rozdéleny pomoci sekvence mitochondridlniho genu cytochromoxidazy 11
(COII). Definice druhii byla sestavena algoritmy automatic barcode gap discovery method
(ABGM) a generalized mixed Yule-coalescent model (GMYC). Kombinace téchto dvou metod
umoznila navrhnout hypotézu primarnich druhtt (PSHs). Obé metody mély podobny vysledek,
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lisily se jen v ptipad¢ druhu Coatitermes 1, ktery byl metodou ABGM rozdélen na dvé podskupiny
a metoda GMYC ho oznacila jako jednu skupinu. Po porovnani obou metod a chemickych profilt

jedinct z rodu Coatitermes 1 jsme se priklonili k vysledku metody GMYC.

5.3 Analyticke techniky

5.3.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pro GC méfeni jsem pouzil chromatograf TRACE 1310 ve spojeni s hmotnostni detektorem ISQ
LT typu kvadrupdl s elektronovou ionizaci. Pouzil jsem kolonu TG-5MS (30 m x 0,25 mm,
tloustka filmu 0,25 pm). Vzorek jsem dévkoval pomoci davkovace s déli¢em toku (split/splitless)
v modu bez délice toku. Teplotu davkovace jsem nastavil na 250 °C. Hmotnostni rozsah detektoru
jsem nastavil na rozpéti m/z 29-650. Sbér dat detektorem jsem nastavil se Ctyfminutovym
zpozdénim, abych zabranil ptetézovani detektoru rozpoustédlem. Jako nosny plyn jsem pouzil
helium s pritokem 1,5 ml/min v programu konstantniho priutoku. Teplotni program pro méteni
oplacht vojaki jsem nastavil takto: 50 °C (1 min), nasledovalo stoupani 8 °C/min na hodnotu 320
°C (10 min). Transferline méla teplotu 260 °C. Pro kontrolu preparace byl pouzit teplotni program:
50 °C po dobu 0,05 minuty, ndsledovalo stoupani po 5 °C/min do 60 °C a nésledn¢ po 30 °C/min

na 280 °C drzeno 3 min.

5.3.2 Dvoudimenzionalni plynova chromatografie s TOF detekci

Neékteré vzorky jsem pro dalsi informace o polarité ptitomnych latek nebo pro detekci koelujicich
pikti zméfil na dvoudimenziondlni plynovém chromatografu s hmotnostni detekci (GCxGC-TOF-
MS; Pegasus 4D, Leco). Jako primarni kolonu jsem pouZil nepolarni Rxi (30 m x 0,25 mm, tloustka
filmu 0,25 um). Jako sekundarni kolona byla pouZita polarni kolona Zb-5MS (1,980 m x 0,25 mm,
tloustka filmu 0,25 pm). Vzorky jsem davkoval pomoci davkovace s délicem toku (split/splitless)
v modu bez délice toku. Teplota injektoru byla nastavena na 250 °C. Pied kolonu byla zatfazena
kratk4 predkolonka ZB-5MS. Teplotni program jsem pouzil tento: 50 °C po 1 min, nasledovalo
stoupani 8 °C/min do teploty 320 °C, ktera byla drzena po dobu 20 min. Modulétor byl ¢tyitryskovy
a efluent byl chlazen pomoci tekutého dusiku. Modula¢ni ¢as jsem nastavil mezi 3 a 5 sekundami

pro rizné vzorky, ¢as horkého pulsu 0,60 s a dobu chlazeni 0,90 s. Teplotu transferline jsem
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nastavil na 260 °C. Jako detektor jsem pouzil detektor doby letu s otevienym iontovym zdrojem
od firmy LECO. Jeho teplota byla 220 °C. Zpozdéni sbéru dat jsem nastavil na 400 s, aby nebyl

pfetéZovan iontovy zdroj. Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokem 1 ml/min.

5.3.3 Plynova chromatografie s FTIR

Infracervend spektra byla métena na FTIR spektrometru Nicolet 6700 s GC-IR rozhranim (Thermo
Scientific, USA) ve spojeni s GC chromatografem Agilent 6850 s kolonou DB-5 (30 m, vnitini
pramér 0,32 mm, film 0,25 pum). IR spektrometr je vybaven standardnim MIR zdrojem, KBr
délicem paprskit a MCT-A detektorem. Pristroj a kyvetovy prostor byl proplachovan dusikem.
Ziskana IR spektra jsou vysledkem 10 skenti kazdych 2,5 s se spektralnim rozlienim 4 cm™ s
pouzitim Happ-Genzel apodiza¢ni funkce. Pro separaci jsme jako vychozi parametry pouzili
vysledky ziskané pomoci GC-MS s programem 50 °C (1 min) po 8 °C/min do 320 °C (10 min),
které jsme modifikovali s ohledem na technickd omezeni GC-FTIR uspofadani (maximalni teplota
pro spojeni GC-FTIR 240 °C pouzivana na post-run) na program 50 °C (1 min) po 8 °C/min do
220 °C (90 min) pro isokratickou eluci jednotlivych slozek.

5.3.4 Preparativni plynova chromatografie

Preparativni chromatograf je upraveny model od firmy Agilent. Jako detektor pouziva
plamenoioniza¢ni detektor. Nastfik (5ul) vzorkli jsem provedl pomoci autosampleru s PTV
davkovacem od firmy Gerstel. Teplotni program PTV jsem nastavil: 0 °C po 0,08 min nasledovalo
stoupani po 720 °C/min do 350 °C drzeno 2 min. Nakonec pokles 100 °C/min na 250 °C. Teplotni
program separace zacal na 60 °C, nasledovalo stoupani po 30 °C/min do 220 °C drzZeno po 1 min,
a nakonec stoupani po 10 °C/min do 290 °C drZeno po 1,5 min. Latky jsem separoval na nepolarni
koloné¢ Rxi-5SMS (30 m x 0,53 mm, tloustka filmu 1,50 pm). Na konci kolony byl kiizovy déli¢
toku s jednim portem zaslepenym. Zbylé dva porty dé€lily tok mezi PFC (preparativni sbérac frakci)
a detektor. Teplota transferline jsem nastavil na 320 °C a samotny déli¢ toku v PFC byl ohtivan
také na 320 °C. PFC ma moznost sbirat Sest frakci, ale tii porty ze Sesti jsem zaslepil z divodu
sniZeni spotfeby tekutého dusiku. VSechny zapojené sbérace frakci jsem chladil tekutym dusikem

na 0 °C.
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5.3.5 HPLC - MS

Latky jsem analyzoval na UHPLC Vanquish Horizon s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap ID-
X. Pouzil jsem nepolarni kolonu ACCUCORE VANQUISH C18+1.5 pm, 150 x 2.1 mm. Pratok
mobilni faze jsem nastavil 0,450 ml/min. Mobilni faze A byla voda a mobilni faze B acetonitril.
Gradient zacal s 95 % A a 5 % B po 0,5 min. Nésledoval ptechod do 100 % faze B, ktery trval
15,00 min (skon¢il v 15,50 minuté RT) a byl drzen po dobu 1,80 minuty (17,30 min RT). Nakonec
byl nastaven rychly pfechod do 95 % A a 5 % B trvajici 0,20 min (17,50 min RT). Hmotnostni
spektra byla métena v pozitivnim full scan médu (sprejovaci napéti 3 kV) v rozmezi 100—1000
m/z. RozliSeni bylo nastaveno na 60000. Teplota kapilary byla 325 °C a teplota vyhtivané ESI
sondy byla 350 °C, jako nosny plyn byl pouzit dusik. Data jsem zpracoval pomoci programu

Mzmine 2.

5.3.6 TLC

TLC deska byla hlinikova folie se silikagelem jako stacionarni fazi s velkosti porti 60 A. Velikost
¢astic se pohybovala mezi 5 a 17 um a tloustka vrstvy byla 200 um. Jako mobilni fdze jsem pouzil
smés ethylacetatu s dichlormethanem v poméru 8:2. Latky jsem detekoval pomoci manganistanu

draselného a nasledné susil po dobu deseti sekund horkovzdusnou pistoli.

5.4 Zpracovani dat

5.4.1 Excalibur 3 - manualni zpracovani

VSechna méfend data jsem manualné vyhodnocoval v programu Excalibur 3. Chromatogramy
z prvni sady vzorkl jsem srovnal podle podobnosti do skupin. Nasledné jsem proSel detekované
majoritni piky a porovnal jejich spektra. Vytipoval jsem timto zptisobem zajimavé latky vhodné
pro preparaci a dalsi identifikaci. Vysoky pocet vzorkli a latek znemoziioval plné manudlni
zpracovani a vzorky tak musely byt zpracovany automaticky. U druhé sady vzorki slouZzilo
manualni vyhodnoceni k pfibliznému pfifazeni sbiranych kolonii k jednotlivym druhiim bez

potieby genetické analyzy.
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5.4.2 MZmine 2 - (semi)automaticka detekce

Prvni sadu namétfenych dat jsem nejprve roztiidil do skupin podle ptiblizné podobnych koncentraci
latek (tabulka 1). Automatickd detekce pika se skladala z nésledujicich krokti. Nejprve jsem
sestavil tabulku detekovanych hmot pro jednotlivé skeny od jednotlivych vzorkl. Do tabulky byly
automaticky zahrnuty pouze hmoty vyssi nez nastavena hodnota, rozdilna pro kazdou skupinu. Z
takto detekovanych hmot jsem sestavil tabulku hmot néalezici kazdému vzorku. Tabulku hmot jsem
zpracoval modulem ADAP chromatogram builder. Tento modul vezme jednotlivé hmoty, které je
mozné detekovat kontinualné po uréeny pocet skenii a nad ur¢enou hranici. Detekované body jsou
poskladany do chromatogramii nalezejicich vzdy jedné hmoté. Nasledné jsou piipravené
chromatogramy dekonvulovany. Chromatogramy jednotlivych hmot byly tedy rozebrany na
jednotlivé piky. Vznikla tak tabulka pika jednotlivych hmot. Pro dekonvoluci jsem pouzil modul
ADAP Wavelets. Nasledné jsem provedl spektralni dekonvoluci, tedy proces, pfi kterém jsou
determinovany modelové piky a fragmentacni spektra na zadklad¢ chromatogramt jednotlivych
hmot a dekonvoluci z nich navrzenych pikt. Z takto vyhodnocenych dat jsem sestavil alignment
list pomoci modulu ADAP Aligner (GC). Vznikla tak tabulka pikti, kde v fadcich jsou jednotlivé
latky oznacené jejich retenénimi €asy a ve sloupcich jsou jednotlivé vzorky (podrobné nastaveni
jednotlivych krokt v tabulce 1).

Sestavenou tabulku se 44 vzorky a 775 detekovanymi analyty jsem exportoval do csv
formatu. Tuto tabulka jsem dale zpracoval pomoci programu Rstudio. Ud¢lal jsem sumu vSech
pikid nalezicich k jednomu vzorku a touto sumou jsem nésledné pod¢lil vSechny plochy pikl
nalezicich tomuto vzorku. Tak byla sestavena tabulka relativnich ploch piki. Relativni plochy jsem
secetl pro kazdou latku a ptiradil k tabulce jako dalsi sloupec. Tento sloupec jsem néasledné vyde¢lil
poctem vSech nenulovych zdznamt v fadku a vysledky pfifadil jako druhy sloupec. Sloupec
odpovidal primérnym hodnotdm ze zaznamenanych ploch. Tyto dva udaje jsem vynesl do grafu a

s jejich pomoci urcil hodnotu cutoff (obr. 8).
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Z puvodni tabulky jsem pak smazal vSechny zaznamy se souctem hodnot menSim nez
0,025. Nasledné jsem rucné upravil ptivodni tabulku v programu MZmine. Tedy kazdy zdznam
jsem piekontroloval a ptfi detekci chyby upravil. Promazand tabulka slouzila jako pomoc pro
zacileni na dulezité casti. Vznikla tak tabulka o 384 detekovanych analytechu, kterou jsem
zpracoval v programu R stejnym zptsobem jako tabulku prvni. V MZmine jsem nasledn¢ odmazal
kusy, kter¢ 1 tak byly pod hodnotou 0,025. Vzniklou tabulku o 76 analytech jsem vyexportoval
jako finalni vysledek.
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Obr. 8: Graf sumy ploch jednotlivych pikli (modrd) a jejich primérna hodnota (Cerna)
zaznamenanych v prvni tabulce. Zelena linie je linie cutoff.
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Tabulka 1: Vzorky byly rozdéleny do tti skupin podle podobné intenzity pik(i a nasledné byly rozdéleny dveé z téchto supin na
Casti s vysokou a nizkou zakladni linii (v pribéhu méreni probéhla vyména iontového zdroje). Tabulka chronologicky (zleva
doprava) popisuje jednotlivé kroky automatického vyhodnocovani s rozepsanymi nastavitelnymi parametry. K jednotlivym
parametrliim je uvedeno presné nastaveni.
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5.4.3 Chemotaxonomicka analyza

Vyslednou tabulku jsem opét zpracoval v programu R vybaveném knihovnami poppr, ggtree2.
Vsechny plochy v tabulce jsem odmocnil pro snizeni rozptylu siln¢ zastoupenych analytl (snizeni
heteroscedasticity) a prevedl na relativni plochy. Tabulku jsem zpracoval analyzou zakladnich
komponent (principal component analysis, PCA). Prvnich Sest zakladnich komponent pro kazdy
vzorek, které¢ dohromady predstavovaly 53 % z celkové variability, jsem vyuzil ke spocitani matice
vzajemnych Euklidovskych vzdalenosti pro vSechny existujici pary vzorkl, kterou jsem dale
povazoval za matici ,,chemickych rozdilnosti* mezi kazdou dvojici vzorki (dissimilarity matrix).
Tuto matici jsem nasledné zpracoval shlukovaci metodou Neighbor joining a zobrazil jako strom

chemickych podobnosti (obr. 11).

5.4.4 Strukturni analyza.

Pocet nenasycenosti (R+D) jsem urcil ze sumarniho vzorce dosazenim do ptredpisu R+D = a-b/2+1
za predpokladu, ze se v molekule vyskytuji pouze prvky C, H a O, kde a je pocet uhlikti, b je pocet
vodikd, kysliky se nezapocitavaji. Predpis je odvoditelny z vaznosti jednotlivych prvk.

Retencni indexy jsem pocital podle Kovatse [99]. Pocital jsem tedy s retenénim casem,
nikoliv teplotou. Porovnanim s retencnimi indexy pocitanymi podle van der Doola [100] s reten¢ni
teplotou je rozdil v obou indexech minimalni.

Hmotnostni spektra latek detekovanych automatickou detekci jsem zpracoval metodou
molekularnich siti v programu MetGem s nastavenim pro vypocet kosinového skore: tolerance m/z
0,03, minimalni pocet shodnych piki 6. Vizualizace sit¢: maximalni pocet sousedi 10, minimalni
hodnota kosinového skore 0,70, maximalni velikost pfipojenych komponent 1000. Pro kontrolu
byla vygenerovana druhd sit’ pomoci t-SNE algoritmu: alesponi 1 kosinové skoére nad 0,70, pocet
iteraci 1000, perplexity 6, ucici rychlost 200, early exaggeration 12. Strukturu obou siti jsem
porovnal pro minimalizaci moZnosti Spatného klastrovani kvili chybnému nastaveni vstupnich
parametri. Vysledek molekularni sit¢ jsem porovnal sretenénimi cCasy molekul, jejich
hmotnostnimi spektry a infracervenymi spektry. Timto zplsobem jsem urcil skupiny latek
s charakteristickymi funkénimi skupinami. Nakonec jsem vybral ¢tyii latky, které byly podrobeny
bliz§i charakterizaci. Prvni (I=17 v tabulce 2) byla polycyklicky diterpen pouze s jednou keto

skupinou, ale v priibé¢hu preparace se ukazalo, ze se jedna o artefakt latky II. Druhd (II =34)
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nalezela k nejCastéjsi skupiné latek, tedy polycyklickym diterpeniim s jednou hydroxy a jednou
keto skupinou. Dal$im diivodem jejiho vybéru bylo jeji charakteristické dobfe interpretovatelné
hmotnostni spektrum. Dal$i dva polycyklické diterpeny (III-IV) jsem vybral z druhu nalezeného
az pii druhém sbéru a divodem byla vysoka atypi¢nost jejich hmotnostnich spekter. Novy
chemotyp také zatim nebyl zafazen do tabulky 2. Mezi prvni a druhou sadou vzorkl byla
vyménéna chromatografickd kolona a posun retenc¢nich cCasti znan€ znarocnuje kompletni

srovnani nového chemotypu s jiz srovnanymi vzorky.

5.4.5 Zpracovani knihovny hmotnostnich spekter

Knihovnu jsem sestavil na zaklad¢é spekter popisovanych v literatufe. Jednalo se o tabulku, kde
radky byly jednotlivé latky a kazdy sloupec jedna hmota. Hmoty zac¢inaly od m/z 41 a kon€ily m/z
664. Tabulku jsem dale zpracoval programem Rstudio. Odstranil jsem vSechny prazdné sloupce a
takto upravenou tabulku statisticky zpracoval. Nejprve jsem tabulku pfevedl na distancni matici
Euklidovskych vzdalenosti a zobrazil ji jako strom pomoci metody Neighbor joining a ptifadil ke
stromu heatmap, kde ve sloupcich byly vidét jednotlivé hmoty a fadky byly piifazeny latkdm.
Druhd metoda byl vypocet kosinovych vzdéalenosti mezi jednotlivymi strukturami a jejich
zobrazeni jako heatmap (obr. 14). Oba vypocty ukazaly velmi podobné vysledky, nicméné strom

s ptidruzenou heatmap byl neptehledny a Spatné Citelny, proto ho v praci neuvadim.

6. Vysledky

6.1Predbezné mereni a automatické zpracovani

Prvni sadu 44 vzorkl jsem zmé&fil pomoci jednodimenziondlniho GC-MS a pokusil se o ru¢ni
vyhodnoceni. Chromatogramy jsem nejprve srovnal podle vizualni podobnosti a nasledné moje
srovnani porovnal s genetickou analyzou (obr. 9-10). Ukazalo se, Ze n¢které skupiny vzorki jde
od sebe bezpecné vizualné rozlisit podle celkovych chemickych profilt, které reprezentuji
jednotlivé druhy. Priméarné se jednalo o jednotlivé druhy rodu Subulitermes, druh Araujotermes 1,
Cyranotermes glaber spolu s Coatitermes 3 a Anhangatermes eurycephalus spolu s Agnathotermes
1. Naopak jako velmi obtizné€ rozliSitelné se jevily zbylé vzorky rodu Coatitermes, dale pak druh

Atlantitermes snyderdi a Caetetermes taquarussu.
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PodrobnéjSim zkoumanim spekter jsem dospél k nazoru, Ze jsou ve vzorcich pfitomny (kromé
jinych analytli) mono- a bicyklické monoterpeny a polycyklické diterpeny se Ctyfmi druhy
funk¢nich skupin: a) oxo, b) hydroxy a ¢) dihydroxy d) acetoxy. Monoterpeny byly identifikovany
na zaklad¢ vyhodnoceni jejich hmotnostnich spekter a naslednym potvrzenim pomoci srovnani
jejich retencnich indexti a databazovych hmotnostnich spekter. Polycyklické diterpeny s jednou a
dvéma hydroxy skupinami jsou v literatuie hojné¢ popisovany a podle spekter se n¢které z mnou
detekovanych latek daly pfifadit k jiz popsanym strukturam. Na druhou stranu, polycyklickych
diterpenti s jednou keto skupinou je v literatufe popsano jen velmi malo. Vybral jsem proto
reprezentativni vzorky od kazdého druhu a nechal je zméiit pomoci GC-FTIR. IR spektra jsem
nasledn¢ srovnal s hmotnostnimi. IR spektra vesmés potvrdila funkéni skupiny odhadnuté na
zaklad¢é hmotnostnich spekter. Vyjimkou byly polycyklické diterpeny s dvéma hydroxy skupinami.
Piky eluujici mezi 24. a 25. minutou podle hmotnostnich spekter vyhodnocené jako dioly
vykazovaly pasy v oblasti kolem 3629 cm™ a 1723 cm’!, které jsem ptifadil k jedné hydroxy
skupiné a jedné keto skupiné. EI-MS téchto latek ov§em vykazuje molekularni iont s m/z =304 a
to odpovidd sumarnimu vzorci C20H320:. Pocet cykli a dvojnych vazeb je tedy roven 5. Struktury
zaznamenané v literatuie, pokud nemaji dvojné vazby ptidané z kyslikatych funk¢nich skupin,
maji R+D rovno pravé péti ve vSech péti typech uhlovodikového skeletu. Tento poznatek je
v souladu s ptfedpoklddanou spole¢nou biosyntetickou cestou zjednoho monocyklického
diterpenového prekurzoru. Na zékladé EI-MS a IR navrZzené struktury maji R+D rovno péti, ale
s pfipoctenou dvojnou vazbou zketo skupiny. V uhlovodikovém skeletu tedy chybi

pravdépodobné jedna dvojna vazba.
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Obr. 9: Srovnani chemickych profild druh(i obsahujicich polycyklické diterpeny s hydroxy a keto
skupinou jako hlavni komponentou. Cisla odkazuji k oznaceni latek v tabulce 2 (Araujotermes 1,
Coatitermes 1, Coatitermes 2, Atlantitermes snyderi, Agnathotermes 1, Anhangatermes
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v tabulce 2 (Cyranotermes glaber, Coatitermes 3, Atlantitermes 1, Subulitermes 3, Subulitermes

1, Subulitermes 5, Caetetermes taquarussu).

45



6.2 Dendrogram

Analyzoval jsem celkove 44 vzorkt rozdélenych do 13 druhti pomoci genetické analyzy. Jednotlivé
druhy se lisily v poctu vzorkd, které jsem mél k dispozici: Coatitermes 1 = 15 vz., Atlantitermes
snyderdi = 9 vz., Coatitermes 2 =7 vz., Araujotermes 1 = 3 vz., Atlantitermes 1 = 2 vz., ostatni
druhy po jednom vzorku (obr. 11). Dobie se vyclenily druhy Araujotermes 1, Atlantitermes
snyderdi, Coatitermes 1 a 2, které nicméné byly problematické v odliSeni mezi sebou. Dal je
pomérné dobie vyclenény Atlantitermes 1. Na druhou stranu u nékterych druhl nelze vyloudit
chybu v ptipravé a praci se vzorkem, protoze jejich chemické profily se naprosto shoduji s profily
jinych druht.

Druhy Coatitermes 1 a 2 se vyznacuji vysokou podobnosti a pro potvrzeni jejich rozdéleni
dle druhov¢ identity jsem provedl PCA analyzu, ktera potvrdila jejich separaci (obr. 12 nahofte).
Chemické profily jsou i vnitrodruhové dosti variabilni. Nékteré vzorky mély pfili§ nizkou
koncentraci a maly objem znemoznoval jejich zahusténi, a tak je nebylo mozné zatradit do
statistického zpracovani. Tato variabilita znesnadiuje jejich chemicky popis. Pro srovnani druht
Coatitermes I a 2 jsem plochy pikli po odmocninné transformaci a pfevedeni na relativni proporce
pikd zpriméroval a vynesl s odchylkami do grafu (obr. 12 dole). Pro oba druhy je typicka
ptitomnost velkého piku monoterpent a- a - pinenu, pfitomnost diterpenu s jednou keto skupinou
s RI=2183 (17) a diterpenu s jednou hydroxy a jednou keto skupinou s RI=2430 (34) (obr. 9 a 12).
Velmi dobfe se vyclenil druh Araujotermes 1, ato zeyména diky ptitomnosti malo koncentrovanych
monoterpentl limonenu, y-terpinenu a 3-carenu, a dvéma seskviterpeniim nenalezenym 1 u jinych
druht, tj. humulenu a d-cadinenu. Dale pro né&j byly typické diterpeny s RI=2448 (36), 2430 (34) a
2361 (31). Chemicky profil druhu Atlantitermes snyderi se pohyboval mezi chemickymi profily
druhl Araujotermes 1 a Coatitermes 1 a 2. Monoterpenicka slozka byla slozena z obou pinenti,
limonenu a 3-carenu. Velmi typicka pro néj je absence diterpenu s RI=2430 (34). Dvojice
Cyranotermes glaber a Coatitermes 3 a Agnathotermes 1 a Anhangatermes eurycephalus (tabulka
2) se naprosto shoduji svymi chemickymi profily a pro nedostatek vzorki neni mozné fict, zda
doslo k chybé ve vzorkovani nebo jsou profily autentické. Pro Atlantitermes I mam pouze dva
vzorky, ale jejich chemicky profil je velmi specificky a shoduje se u obou vzorkl. VSechny druhy

lze déle rozdé€lit na dvé skupiny podle toho, zda vytvateji primarné diterpeny s funkénimi
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skupinami hydroxy a oxo (Agnathotermes 1, Anhangatermes eurycephalus, Araujotermes 1,
Atlantitermes snyderi, Subulitermes 1, Caetetermes taquarussu a Coatitermes I a 2; (obr. 9)) nebo
diterpeny se zakladnim pikem m/z 43 a vyrazné¢ vysSi retenci, pfifazené k acetitem
nékolikandsobné substituovanym diterpenim (Cyranotermes glaber, Coatitermes 3, Subulitermes

3, Subulitermes 5, Atlantitermes I; (obr. 10)).
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Tabulka 2: Tabulka s detekovanymi latkami pfifazeny:

h do skupin podle struktur a funkénich skupin, jejich retencnim ¢asem a retenénim indexem
(RI). Tecky znazornuji pritomnost latky v oplachu vojaka jednotlivych druhl (Cyranotermes glaber, Coatitermes 3, Atlantitermes 1, Subulitermes 3,
Subulitermes 1, Subulitermes 5, Caetetermes taquarussu, Araujotermes 1, Coatitermes 1, Coatitermes 2, Atlantitermes snyderi, Agnathotermes 1,

Anhangatermes eurycephalus)

&islo latky Typ Nazev Retenéni das  RI  Agnat I Anhan e Arauj 1 Atlan.s Cyran g Coati 3 Subul I~ Subul 3 Subul 5 Caet t Coati I Coati 2 Atlan_I
1 dicyklicky monoterpen a-pinen 4,21 980 . . . . . . . . 0 0 0 0
2 dicyklicky monoterpen B-pinen 491 1012 . . 3 . 0 0 .

3 monoterpen myrcen 5.1 1021 . .

4 monocyklickymonoterpen limonen 5,81 1038 . . . . . . .

5 monocyklickymonoterpen y-terpinen 6,33 1068 .

6 dicyklicky monoterpen 3-caren 6,81 1092 . . . .

7 monocyklicky seskviterpen humulen 13,11 1470 .

8 dicyklicky seskviterpen $8-cadinen 14,00 1529 .

9 diterpen-bez funkénich skupin - 19,78 1965 . .

10 diterpen-bez funkénich skupin - 20,14 1995 . . . .

11 diterpen-bez funkénich skupin - 20,24 2003 . . . 0
12 diterpen-bez funkénich skupin - 20,83 2055 . . . . 0 0
13 diterpen-bez funkénich skupin - 21,06 2075 . . 0 0 0
14 linedrni terpen - 21,70 2132 . . . .

15 diterpen-keton - 21,76 2138 . . . . 3

16 diterpen-keton - 22,24 2182 . . . .

17 diterpen-keton (T) - 22,25 2183 . . . 3 . . . . .
18 diterpen-keton - 22,54 2210 . .

19 diterpen-keton - 22,55 2211 .
20 diterpen-keton - 22,57 2213 . ) 0

21 diterpen-hydroxid - 22,76 2231 . .
22 diterpen-hydroxid * 22,87 2242 . . .
23 diterpen-keton - 22,90 2245 . . . ° 0
24 diterpen-hydroxid *k 22,94 2249 .

25 diterpen-keton - 22,95 2250 . . . .

26 diterpen-keton - 22,96 2251 .

27 diterpen-hydroxid, keton - 23,07 2261 .

28 diterpen-hydroxid - 23,21 2274 .

29 diterpen-keton, acetat - 23,22 2275 . .

30 diterpen-hydroxid, keton - 23,65 2317 . .

31 diterpen-keton, acetat - 24,10 2361 . . .

32 diterpen-hydroxid, keton - 24,46 2397 . 0
33 diterpen-hydroxid, keton - 24,48 2399 . . . . 0 0 0

34 diterpen-hydroxid, keton (IT) 3-hydroxy-2-oxo0-8(19)-trinervitan 24,78 2430 . . . . 0 0 0 0
35 linearni terpen - 24,87 2440 .
36 diterpen-hydroxid, keton - 24,95 2448 . . 0 .

37 diterpen-acetat 2PB,3a,90-triacetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien 26,18 2579 .

38 diterpen-acetat - 26,38 2616 .

39 diterpen-acetat, keton - 27,18 2710 .

40 linedrni triterpen skvalen 28,32 2852 . . . . . .
41 - - 28,66 2894 . .

42 diterpen-acetat - 28,88 2922 . .

43 diterpen-acetat - 30,38 3124 . . 0
44 diterpen-acetat - 30,41 3128 0
45 diterpen-acetat - 31,08 3222 . .

Pozn.: * a ** Obé spektra jsou si velmi podobna a shoduji se se spektrem 9a-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien nebo 2x-hydroxy-1(15),8(9)-
trinervitadien
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Obr. 11: Fylogeneticky strom skupiny Subulitermes s odstranénymi vétvemi, které byly mylné
automaticky pfifazeny (Cyranotermes glaber, Coatitermes 3, Atlantitermes 1, Subulitermes 3,
Subulitermes 1, Subulitermes 5, Caetetermes taquarussu, Araujotermes 1, Coatitermes 1, Coatitermes 2,
Atlantitermes snyderi, Agnathotermes 1, Anhangatermes eurycephalus).
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6.3 Preparace vybranych latek ze smési

Pro preparaci byly vybrany ctyii diterpenické struktury. Prvni dvé (I, II) z preparovanych latek
jsem vybral proto, ze jde o diterpeny vyskytujici se u druhtt Coatitermes 1 a 2, jejichz vyskyt je ve
Francouzské Guyan¢ v nami navstivenych lokalitach Casty, a tedy i pocet vzorki a jejich celkova
kvantita byly dostacujici. Prvni z téchto dvou latek I (17) RI=2183 byla urcena jako keton a méla
viditelny molekularni iont na m/z 286 a vyrazné fragmenty m/z 135, 175 a 187. V IR m¢la velmi
silny pik v pasu 1722 cm™, ktery je pfitazen keto skupiné. Podrobnéjsi analyza ukézala, Ze keto
skupina vznika jako artefakt tepelnym rozkladem nativniho diterpenu pravdépodobné v inletu GC.
Druha latka IT (35) RI=2430 ma M™ = 304 a velmi vyrazné fragmenty m/z = 135 a 151 (obr. 21
C). IR spektrum ukazalo zajimavé pasy 3629, 3080, 3009, 1723 a 1635 cm™!, které indikuji skupiny
hydroxy, geminalni dvojnou vazbu a keto. Obé¢ latky se vyskytuji ve stejnych vzorcich. Preparace
probéhla na plynovém chromatografu s ptfipojenym PFC a PTV jako injektorem. Pfi optimalizaci
postupu preparace byly sbérné pasti proplachovany n-hexanem, nasledné deuterovanym
dichlormethanem pii preparaci pro analyzu NMR. Cistotu vypreparované frakce jsem zkontroloval
pomoci GC-MS. Nejprve jsem preparoval Ctyii n-alkany (C24-Cas) s eluénimi €asy pokryvajicimi
rozpéti eluénich ¢ast preparovanych latek, pro kontrolu kvality postupu. Nasledovala zkouska
preparace terpenoidd, kde pti kontrole byly nalezeny v obou frakcich sbiranych v rozdilnych ¢asech
piky se stejnym spektrem i retencnim Casem. Opét jsem preparativni chromatograf piecistil a
zkontroloval funkénost solenoidovych kohoutli, hadicek propojujicich solenoidové kohouty a
sklenéné trapy, a Cistotu a kvalitu propojeni délice toku (jak v PFC tak ve vlastnim chromatografu)
se sklenénymi trapy. VSe bylo v potfadku, kontrolni uhlovodiky se dobte preparovaly. Latky se tedy
asi rozkladaly né€kde v plynovém chromatografu a prvni latka byla artefaktem tepelné¢ho rozkladu
latky druhé. Nejpravdépodobné&jsi mista rozkladu v preparativnim GC budou v inletu nebo v délici
toku v PFC. Preparované frakce i piivodni vzorek jsem zmétil na TLC a HPLC-MS/MS (obr. 13).
Separaci smési na TLC jsem dostal Ctyfi viditeln€jsi piky, z ¢ehoz jeden byl obzvlast’ vyrazny. Pti
separaci obou frakei jsem detekoval jednu skvrnu ve frakci s druhou latkou a zadnou ve frakci
s prvni. Podle GC-MS mély mit oba vzorky podobnou koncentraci stejné latky z prvni frakce.
Detekoval jsem pouze jednu skvrnu ve vzorku s frakci 4, kterd navic retenéné odpovida

v

nejpolarngjsi latce ve vzorku.
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M¢éieni HPLC-MS/MS ukézalo, ze ve frakci Cislo dvé je jedna Cista latka, ktera se vyskytuje
ve vzorku, v prvni frakci byla detekovana jedna latka, ktera se ve vzorku nevyskytuje. Latky se
tedy pravdépodobné rozkladaji v inletu. Chyby zde byly tedy v detekci, a ne v samotné latce.
Vsechny vypreparované vzorky byly tedy odpateny a pievedeny do deuterovaného
dichlormethanu. Prvni frakce byla oznacena jako artefakt a dale nebyla preparovana.

Dalsi dv¢ latky (III-IV) byly ze zatim nepopsaného druhu a byly vybrany pro vysokou
atypi¢nost svého hmotnostniho spektra. Jednalo se tedy o jinak substituovany diterpen, ktery by se
nemusel pfi analyze rozkladdat. Tomu také napovidala absence artefaktll v méteni pomoci GC-MS.
Nalezeny byly ve tfech vzorcich z druhé varky. Morfologicky odpovidaji druhtim patficich do
skupiny Subulitermes, ale svym chemickym profilem jsou nezatraditelné. Genetické analyza na nich
jesté nebyla provedena. Zde nejprve nebyl problém v preparaci ani v potvrzeni preparace. Nicméné
po vice opakovani se zacal ve vzorcich objevovat neznamy artefakt. Nejprve byl opét pfifazen
k rozpadu v inletu, ale po zméfeni NMR spekter vyslo najevo, Ze tepelny rozpad probiha az v PFC

a znec€ist'uje preparat.
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Obr. 13: Vysledky preparace 4 (I-IV) analytd (v A, C, D ze vzorku Coatitermes 1, v B ze vzorku
neznamého termita) a potvrzeni jejich tepelného rozkladu v inletu plynového chromatografu. A -
srovnani kontroly preparace na GC-MS frakce T1 (I), do které byl jiman artefakt frakce T4
s analytem (II) a vlastni vzorek druhu Coatitermes 1. B - srovnani kontroly pomoci GC-MS frakce
T1 s analytem 1 (III) frakce T2 s analytem 2 (IV) a vzorku neznamého druhu. C - TLC srovnani
vzorku druhu Coatitermes 1 s frakci s artefaktem I (T1) a frakci (T4) s analytem II. D - HPLC-MS
analyza stejnych vzorkia T1 (Cervena) artefakt (I), T4 (zelend) analyt (II), vzorek (modra).
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6.4 Knihovnha hmotnostnich spekter diterpen

Knihovnu spekter jsem vytvoril na zéklad¢ v literatuie dostupnych spekter identifikovanych latek
a obsahuje 54 struktur. Pfi zpracovani dostupnych dat jsem narazil na nékolik problému, diky
kterym je mnou zaznamenanych latek méné nez celkové popsanych. Nékterd hmotnostni spektra
jsou zaznamenana pouze s vysokym rozliSenim. Druhy problém byl se starsi literaturou, kde se
Casto objevuji spektra bez intenzity fragmentii a nékdy nejsou dohledatelné publikace s popsanym
spektrem. Souhrnné knihovna obsahuje 6 spekter secotrinervitanti, 41 spekter trinervitant, 3
spektra kempeni, 2 spektra rippertenti a 1 spektrum longipenu. Nejcastéji se vyskytuje 1(15),
8(19)-trinervitadien s 20 zaznamenanymi strukturami. Analyza knihovny spekter byla provedena
pomoci shlukovacich metod PCA, K-means t-SNA, ale bez uspokojivého vysledku. Pokusil jsem
se tedy seskupit latky pomoci obyc¢ejného vypoctu Euklidovské vzdalenosti a zobrazil jsem ji
shlukovacim algoritmem v dendrogramu. Druhd metoda, kterou jsem se pokusil najit podobnost
mezi jednotlivymi latkami, je kosinova vzdalenost a zobrazil jsem ji jako heatmap. Ob¢ tato
zobrazeni dosla k podobnym vysledklim (obr. 14). Obrazek 14 ukazuje pouze vysledky kosinové
podobnosti, protoze jsou si oba vysledky podobné a vizualizace dendrogramu byla znacné

nepiehledna.
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Nazvy latek zafazenych 159
do statistického zpracovani
145

3a-hydroxy-7(8),11(12),15(17)-secotrinervitatrien - 100
2B,3a-dihydroxy-7(8),11(12),15(17)-secotrinervitatrien - 101
3a,10a-diacetoxy-7(8),11(12),15(17)-secotrinervitatrien - 102
3a-acetoxy-7(8),11(12),15(17)-secotrinervitatrien - 103 Hb.o
10pB-acetoxy-3B-hydroxy-7(8),11(12),15(16)-secotrinervitatrien - 104
6B-acetoxy-3B-hydroxy-7(8),11(12),15(16)-secotrinervitatrien - 105
3a-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 106
9B-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 107 me
2a,3a-dihydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 108
2a,3p-dihydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 109
2B,3a-dihydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 110
Ba-acetoxy-2B-hydroxy-1 :mv.m:mv.:,_smz.zmu._m: -111 130
3B-acetoxy-2a-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 112
2a-acetoxy-3B-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 113
Ba-acetoxy-2a-hydroxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 114
2a,3a-diacetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 115 HNW
2a,3pB-diacetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 116
3a,9a-diacetoxy-2-0x0-1(15),8(19)-trinervitadien - 117
2B,3a,9a-triacetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 118
2B,3a,13a-triacetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 119 HNQ
2B,30,9a,13pB-tetracetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 120
2B,30,9a,11x-tetracetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 121
2B,30,9a,11x-tetracetoxy-1(15),8(19)-trinervitadien - 122
3a-hydroxy-2-0xo0-1(15), 8(19)-trinervitadien - 123
9a-acetoxy-3a-hydroxy-2-oxo-1(15), 8(19)-trinervitadien - 124
3a, 9B-dihydroxy-2-oxo-1(15), 8(19)-trinervitadien - 125
2x-hydroxy-1(15), 8(9)-trinervitadien - 126
2a,3B-dihydroxy-1(15), 8(9)-trinervitadien - 127 HHO -
3a, 9B,13a-triacetoxy-15(17), 11(12)-trinervitadien - 128
9B-acetoxy-3a,13a-dipropionoxy-15(17), 11(12)-trinervitadien - 129
3a,13a-diacetoxy-9B-propionoxy-15(17), 11(12)-trinervitadien - 130
2-0x0-3@-hydroxy-1(15),8(9)- trinervitadien - 131
2B,3a-dihydroxy-1(15),11(12)- trinervitadien - 132 HOW
9B-acetoxy-13-0x0-3B-propionoxy-11(12),15(17)-trinervitadien - 133
13-0x0-3a,9B-dipropionoxy-11(12),15(17)-trinervitadien - 134
3a,13a-diacetoxy-11(12),15(17)-trinervitadien - 135

115

3a-hydroxy-1(2),11(12)-trinervitadien - 136 100 -. = = . . = . . E . .
11B,12B-epoxy-3a,9B,13a-trihydroxy-15(17)-trinerviten - 137
11B,12B-epoxy-3a,9B,13a-tripropionoxy-15(17)-trinerviten - 138 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
9B-acetoxy-11pB,12B-epoxy-3a, 13a-dipropionoxy-15(17)-trinerviten - 139
9B-acetoxy-11 m._mm.muoé;ma.Mwamm.xw%mw_wwmmﬁ%wﬁmmwuﬁﬂma__w”” 140 Obr. 14: Vypottend kosinova vzdélenost vizualizovana jako heatmap. Cim jsou si struktury
8pB,19-epoxy-9a-(karboxymethyl)propionoxy-7a-hydroxy-17-methyl-28,3a,4a,17-tetrapropionoxy-1(15)-trinerviten - 142 UOn_OU:m._w_\ tim <<ww_\ .mm Qm_.mor kosinové skore. M_Cn% Ec_m C_ANNE_\ 32.<<ww.~ UOQOU:Owﬁ a fialova

nejnizsi. Jednotlivym strukturam jsem pfiradil Cisla, ktera odpovidaji ¢isldm na okrajich. Napadna
je velka oblast struktur 105 - 128 nalezici primarné 1(15), 8(19)-trinervitadienim s primdrné

8B,19-epoxy -17-(karboxymethyl)propionoxy-7a-hydroxy-17-methyl-28,3a,9a,14a-tetrapropionoxy-1(15)-trinerviten - 143
17-acetoxy-8B,19-epoxy -7a-hydroxy-2B,3a,9a,14B-tetrapropionoxy-1(15)-trinerviten - 144
17-acetoxy-8B,19-epoxy-7a-hydroxy-2,3a,98,14a-tetrapropionoxy-1(15)-trinerviten - 145

17-acetoxy-8p,19-epoxy-7a-hydroxy-2,3a,9a,14a-tetrapropionoxy-1(15)-trinerviten - 146 acetoxy a hydroxy funkénimi skupinami, ktera se dale rozliSuje do mensich podskupin podle
3a-hydroxy-8(19)-kempen - 147 podobnosti kombinace funkénich skupin. Zajimava je podoblast 124 - 126 spolu s 117, do které
! Sa-hydroxy-(19)-kempen - 148 patfi hlavné struktury s ketonem jako funkéni skupinou a 8(19) dvojnou vazbou. Zda se, 7e na
3a,6a -diacetoxy-10-ox0-20-karboxy-11(12)-kempen - 149 , Y . ) o L, . , ,
3a-hydroxy-15(16)ripperten - 150 spektrum ma primarné vliv povaha substituent(i a poloha dvojnych vazeb a aZz sekundarné typ
3a-hydroxy-15(17)-longipen - 151 skeletu. Nicméné nedostatek spekter tetracyklickych diterpent a prevaha 1(15), 8(19)-

trinervitadienu neumoznuji tento zavér potvrdit.
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Obr. 15: Ze zaznamu hmot a intenzit vizualizovana spektra
zaznamenana z literatury do knihovny hmotnostnich spekter
diterpent s fragmentem m/z 151 (a ketonem jako funkéni
skupinou), ktery je typicky i pro nékteré mnou detekované
latky. Ze spekter je patrny vliv substituentl na pomér intenzit
fragment m/z 135 a 151 a vliv polohy dvojné vazby na
uhliku ¢islo 9 (Cislovani uhlikl viz obr.: 15). Struktura

s uhlikem v této poloze 8(9) nema ani jeden z fragmentu jako
svuj zakladni fragment.

m/z int.
13548
151 100
191 15
27218
28513
300 22
303 10
318 24

m/z int.
32 73
13515
151 36
2135
2315
241 14
2518
256 4
2595
269 40
273 8
2747
284 8
287 100
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6.5 Obecné trendy v EI-MS fragmentaci polycyklickych

diterpenu termitd

Obr. 16: Modelovy skelet
trinervitanu s vyznacenym
¢islovanim uhlikd.

6.5.1 Fragmenty m/z 135 a 151

Fragment m/z 151 obsahuji v knihovné spekter pouze struktury, které maji na uhliku ¢islo 2 keto
skupinu nebo hydroxy skupinu a na uhliku ¢islo 3 hydroxy nebo acetoxy skupinu (obr. 15).
Intenzita fragmenti zavisi na kombinaci substituentd. Pokud je na druhém uhliku keto skupina, na
tretim hydroxy a dvojna vazba v poloze 8(19) (obr. 16 ukazuje ¢islovani trinervitanového skeletu),
pak je m/z 151 zakladnim fragmentem spektra. Pokud je hydroxy skupina nahrazena acetatem,
bude zakladnim fragmentem m/z 135 a m/z 151 bude stale pomérné¢ vysoky. Pokud je dvojné vazba
pfesunuta do polohy 8(9), pak jsou oba piky stale pfitomny, ale nejedna se jiz o intenzivni piky.
Fragment m/z 151 ma pravdépodobné sumarni vzorec CoH1102 (obr. 17). Poznatky o intenzitach
tomu odpovidaji. Acetat tu bude pravdépodobnéji odstupovat jako celd skupina a nezaneché na
molekule atom kysliku. Strukturni navrh obou fragmentt je vidét na obrazku (obr. 17).

Pokud jsou pfitomny dvé hydroxy skupiny nebo hydroxy skupina a acetat na tretim uhliku,
zavisi intenzita pikdl na substituci na uhliku ¢islo 9. Fragment m/z 151 ma nejvyssi intenzitu

v ptipadé, Ze jsou obé€ skupiny -OH a dvojnd vazba ma polohu 8(9). Celkova fragmentace je siln¢
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OH ')
Obr. 17: Navrzené fragmenty m/z 135 a 151.

ovlivnéna substituenty na uhliku ¢islo 9 a otdzkou je, zda zména na tomto uhliku méni jen postupny
fragmenta¢ni mechanismus nebo s nim navrzeny fragment pfimo interaguje. Fragment m/z 135 je
nasledné vyrazny u struktur, které maji substituovany cyklohexan (v celkovém skeletu) alespon

jednou hydroxy skupinou, acetatem, nebo keto skupinou s hydroxy skupinou nebo acetatem.

6.5.2 Zakladni fragmenty

Vcelku malou ale nezanedbatelnou informac¢ni hodnotu maji zdkladni fragmenty, kde nékteré jsou
vysoce specifické pro urcité skupiny latek. Naptiklad pokud je zékladni fragment m/z 43 nebo 57,
bude se pravdépodobné jednat o molekulu substituovanou acetaty nebo propaonaty. Pro odtrzeni
fragmentu CoH3O" (m/z 43) a CsHsO" (m/z 57) bude potiebna i urcita celkova konfigurace. Skupina
popsanych struktur s fragmentem m/z 57 je tvofena velmi podobnymi strukturami se ¢tyimi
navazanymi propanoaty. Jaky vliv ma struktura na tvorbu tohoto fragmentu podle zaznamenanych
dat zjistit nelze. Na druhou stranu skupina s fragmentem m/z 43 je tvofena Sesti z dvaadvaceti
popsanych struktur s jednim az tfemi acetaty jako substituenty. Spolecny motiv je alespoii jeden
acetat a v jeho okoli alkohol nebo acetat. Dale velmi zéaleZi na kompletni konfiguraci molekuly.
Dalsi zékladni fragmenty detekované u vice nez jedné struktury jsou m/z 159 a 282, které oba patii

skupinam latek s 1-3 propanoaty (m/z 159) a 4 acetaty (m/z 282).
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6.6 Sestaveni molekularni sité

Molekularni sit’ jsem sestavil pro lepsi orientaci v detekovanych latkach pomoci programu Metgen
a vizualn¢ upravil v programu Cyfoscape (obr. 18). Vysledkem bylo sedm vétSich shlukd. Pét
z téchto shlukil jsem podle IR a MS spekter ptifadil skupindm: monoterpeny, monosubstituované
alkoholy a ketony (vytvoftily spole¢nou skupinu, uvnitt které bylo vidét d€leni na ob& podskupiny),
diterpeny substituované hydroxy a keto skupinou, linedrni terpeny, a polycyklické diterpeny bez
dvojnych vazeb. Zbylé dva shluky nebyly klasifikovany, protoze zahrnovaly pomérné riizné
spektralni typy a spektra se mi tak nepodafilo s jistotou piifadit k jednomu druhu. Samostatné body

nalezi latkdm, jejichz podobnost byla niz§i nez kosinus 0,7.

Monoterpeny

Alkoholy

Hydroxy - ketony

Linearni terpeny

Uhlovodikové skelety bez f. skupin -0

6 0 6 60 0 606 0 0 0 o o o o o

Obr. 18: Molekularni sit’ vygenerovana pomoci programu Metgen a zpracovana
pomoci programu Cyfoscape. Body jsou jednotlivé detekované latky a spojeny jsou
v ptipad¢, pokud jejich kosinova podobnost byla vyssi nez 0,7. Skupiny alkoholy,
ketony, uhlovodikii bez f. skupin a hydroxy — ketony jsou polycyklické diterpeny.
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6.7 Strukturni analyza

Obr. 19: Navrzena struktura
diterpenu s retenénim ¢asem
RI=2430

OH

O
Molecular Weight: 304.47

Strukturni analyza je zaloZend na interpretaci MS, IR a NMR spekter a retencnich indext. Jak uz
bylo zminéno, monoterpenicka frakce byla identifikovdna na zédkladé MS spekter a retencnich
indexi (obr. 20). Struktura detekovanych polycyklickych diterpenti byla navrzena na zéklad¢ IR a
MS spekter (obr. 21-23). Prvni latka podrobena strukturni analyze byla latka Cislo 34, RI=2430
(obr. 19), ktera se vyskytuje u vétSiny pozorovanych druhi. Fragmentim m/z 135 a 151 nalezi
sumarni vzorec CoH1101 a CoH1102. NavrZzené sumarni vzorce jak jiZz zmifiovany molekularniho
iontu, nebo fragmentd, jsem potvrdil pomoci GC-HRMS: M™ = 304,240 A = 1 ppm, 151,076 A =
4 ppm, 135,082 A= 1 ppm. m/z 135 jako molekularni iont je typicky pro ¢asto detekovanou skupinu
trinervitanit s dvéma dvojnymi vazbami a dvéma OH skupinami. Nicméné IR spektrum ma jasny
pas na 1723 cm’!, ktery jsem piifadil ketonu. Tim padem ale dostaneme polycyklicky diterpen
s R+D =5, ale jednu nenasycenost zabira keto skupina, a tedy na uhlovodikovy skelet zbydou jen
4 nenasycenosti. Clanek Valterové [101] popisuje strukturu se stejnymi funkénimi skupinami a
R+D=6. Fragmentacni spektrum této molekuly je velmi podobné spektru zkoumanému, ale vyrazné
hmoty vyss§i nez m/z 213 jsou piesné o dvé jednotky nizsi. Odhadl jsem proto, Ze se bude jednat o
1(15). V literatufe je popsanych dalSich 8 struktur polycyklickych diterpent s jednou keto
skupinou. Ty, které maji keto skupinu v poloze 2 (5 struktur véetné dvou zmitlovanych), se
vyznaduji fragmentem m/z 151. Ctyfi z téchto péti struktur maji dvojné vazby v poloze 1(15), 8(19)
a je zde jasné viditelny trend v intenzité fragmentu m/z 135. Molekula, kterd nema skupinu na
uhliku ¢islo 9 jen v poloze 2 a 3 a polohu dvojnych vazeb 1(15), 8(19), postrada fragment m/z 135.

Pokud u stejného skeletu je uhlik ¢islo 9 a 3 substituovan OH skupinou, je intenzita fragmentu m/z
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135 (48). Pokud je uhlik 9 substituovan acetatem, pak se zvedne intenzita fragmentu m/z 135 (75)
a pokud jsou uhliky 3 1 9 substituovany acetatem, jsou intenzity fragmenta m/z 135 (100) a 151
(76). Zaroven v IR by konjugovana dvojna vazba v poloze 1(15) s keto skupinou v poloze 2 byla
vidét pasem kolem 1690 cm™. Na ziklad¢ IR, EI-MS spekter a spekter z knihovny se
nejpravdépodobnéji bude jednat o trinervitan s jednou vazbou v poloze 8(19), keto skupinou
v poloze 2 a OH skupinou bud’ v poloze 3 nebo v poloze 9. Kviili slozeni fragmentu m/z 151 bych
se priklanél k poloze 3.

Dalsi dvé struktury pochézely ze stejného zatim nezatazené¢ho druhu a byly vybrany pro
atypi¢nost svého spektra. Piedbézna analyza hmotnostniho spektra ukdzala silné piky v oblasti
vysokych hmot, vyraznou ztratu methylu a H,O a M"™ = 284. Obé& latky maji spektrum velmi
podobné az na drobnou zménu v intenzité fragmentu m/z = 195 a 211. Molekularni iont by
naznacoval kyslik jako funkéni skupiny a R+D = 7. IR spektrum ukézalo pés v oblasti 1755 a 1243
cm’! opét prifaditelny acetatu. P4s kolem 3020 cm™ by mohl byt produkovany =CH vazbou uhlik-
vodik, pas kolem 1635 cm™ pfitaditelny vazb& C=C chybi. m/z 284 tedy nebude molekularni iont,
ale fragment po rozstépeni acetdtu, na molekule zbyde hydroxyl. Podobné $tépeni je opét vidét
v literatuie. Molekularni iont tedy bude m/z 326. Ob& molekuly eluuji v kratkém sledu v oblasti
artefaktll vzniklych tepelnym odstépenim OH skupiny z hydroxy ketonii. Retencni ¢as jednotlivych
struktur nejvice zavisi na poctu kyslikovych modifikaci a jejich konfiguraci, az druhotné na jejich
charakteru. Vytycit reten¢ni oblast charakteristickou pro jednotlivé funkéni skupiny je tedy znacné
naro¢né a v literatufe se retencni indexy uvadéji jen velmi ziidka. Obecny trend, ktery by se dal
s dostatkem dat jednoduSe popsat, tedy neni.

NMR spektra vSech tfi latek byla znecisténa rozpoustédly, zejména hexanem. Ve spektrech
druhych dvou latek byly jasné identifikovatelné necistoty nalezici artefaktu vznikajicim teplotnim
rozkladem v PFC. Prvni latka méla vzorek rozpoustédly znacné znecisténéjsi nez ostatni, protoze
vzorek vzniknul kombinaci odpafenim a naslednym piferozpusténim v deuterovaném

dichlormethanu.
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spektrum.
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7. Diskuze

V této praci se mi podafilo popsat 11 chemickych profilti nalezicich 13 geneticky definovanym
druhtim ze skupiny Subulitermes. Dvé dvojice geneticky definovanych druhit mély chemicky profil
nerozliSitelny. V obranném sekretu vojakl jsem identifikoval 6 monoterpenti, které se u vSech
druhii (s vyjimkou Araujotermes I) vyskytovaly ve velmi vysokych kvantitdch. Druhy typ molekul
tvofici majoritni piky u vétSiny druhi byly disubstituované polycyklické diterpeny. Podle
substituentll na diterpenickém skeletu by se daly druhy rozdélit na ty, které maji jako majoritni pik
diterpen substituovany keto a hydroxy skupinou a diterpeny substituované jednim az dvéma
acetaty. Mezi druhy produkujici acetaty substituované diterpeny patii Subulitermes 3,
Cyranotermes glaber, Coatiteremes 3 a Atlantitermes 1. Otazkou je, zda Coatitermes 3 ma
chemicky profil velmi podobny chemickému profilu Cyranotermes glaber nebo zde jde pouze
vzorkovaci chybou. Na druhou stranu Atlantitermes 1 a Cyranotermes glaber jsou oba velmi
atypicky velici na skupinu Subulitermes a nabizi se otazka, jestli viibec do této skupiny patii.
Zaroven je zajimavy rozdil mezi druhy Subulitermes 1, 3 a 5 kde S. 3 a S. 5 maji velmi zvlastni
chemické profily. Tyto poznatky volaji po hlubsi fylogenetické analyze této skupiny.

Vznikly fylogeneticky strom (obr. 10) rozliSuje jednotlivé druhy, ale vztahy mezi
nékterymi skupinami nejsou Uplné€ spolehlivé. Pouzitd vySe popisovand metoda upozad’uje vliv
latek nalezenych pouze u jednoho az dvou vzorkl. Druhy, které¢ by mély byt odhadem na tplné
samostatnych vétvich se objevuji na mnou sestaveném stromé blize, nez bylo oekavano. Dal§im
diivodem pro tento jev je vyskyt artefaktd vzniklych teplotnim rozkladem molekul, které jsou
spole¢né pro vic riznych origindlnich metabolit. Sestavil jsem proto n¢kolik stromi, kde jsem
vynechal rtizné oblasti tabulky (naptiklad oblast s artefakty, oblast s monoterpeny, nebo v§e kromé
monoterpentl), nicméné pokud byla jakakoliv ¢ast vynechéna, nedostal jsem stejné kvalitni
vysledek. Tvorba artefaktli byla experimentalné ovétena jako stabilni a specifickd pro mnozstvi
originalni latky, tedy pro vznikly chemicky profil dileZita.

Celkové jsem zaznamenal 45 rtiznych struktur obrannych latek. Ctrnact struktur z tohoto
celku jsem oznacil za artefakty teplotniho rozkladu pivodnich latek. Jedna se o polycyklicke
diterpeny bez funkénich skupin a ketony bez jiné funkéni skupiny. Ctyfi struktury se mi podatilo

ptifadit strukturdm jiz popsanym. Zbylé struktury jsem urcil na zdkladé hmotnostnich a
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infraCervenych spekter jako dosud nepopsané (obr. 21-23). Velmi zajimavé jsou potom latky
v obr. 23 B-D, které podle fragmentace budou diterpenického ptivodu, ale naprosto se odlisuji jak
od spekter zaznamenanych mnou tak od spekter uvedenych v literature.

Pro sestaveni alignment listu jsem vyuzil program MZmine. Datovy soubor, ktery jsem
analyzoval, byl sice pomémé maly, ale vyskytovaly se zde vSechny aspekty, které predstavuji
vyzvu pro automatické zpracovani. Na retenci polycyklickych diterpenii ve vzorku nema pftilis
velky vliv teplotni program pouzity k separaci a vS§echny eluuji ve velmi uzkém tseku retencniho
casu a hmotnostni spektra jsou si velmi podobnd. Lepivé a tepeln€ labilni latky dale Casto tvoii pik
s neidealnim tvarem a jsou problematické pro detekéni algoritmy. Piky s neidedlnim elucnim
profilem jsou zejména problém v detekci piki z EIC. Tento krok vyzaduje pomémné peclivou
optimalizaci zejména v oblasti $itky piku a parametru RT wavelet range, ktery ovlivituje podobu
je také umérna poctu detekovanych hmot, a tedy i prvotnimu nastaveni hladiny pro detekci.
Nésledkem chybného nastaveni je ¢astecné zmenseni plochy detekovaného piku nebo jeho uplné
vyfazeni. Druhy krok, ktery vyzadoval §ir§i optimalizaci, byla vlastni tvorba alignment listu. Latky
podobné si svym spektrem i retencnim Casem se pomérn¢ Spatné rozliSuji. Musel jsem nastavit
vysokou hranici podobnostniho skére, abych se vyhnul chybnému seskupeni pikt. To, spolu s
Program perfektné fungoval na latky se spektrem, které obsahovalo maly pocet velmi vyraznych
fragmentl. Spektra s vice homogennim profilem, nebo liSici se pouze ve fragmentech o nizkych
hmotach, predstavovala pro softwarové zpracovani problém. Vysledek automatického
vyhodnoceni jsem nasledné zpracoval metodou molekularnich siti, ve které se seskupily latky
podle struktury velikosti uhlovodikového skeletu a funk¢nich skupin. Kombinaci obou metod se
znacné zjednodusila interpretace a prohledavani jednotlivych zaznamenanych spekter.

Sestavena knihovna hmotnostnich spekter mi pomohla pfi rozfazovani latek do skupin 1
pfi vlastnim navrhu struktury analyzovanych latek. ProtoZe se jedna o strukturné variabilni skupinu
latek s omezenym mnoZstvim velmi podobnych uhlovodikovych skeletli je mozné ze spekter,
pokud vezmeme dostate¢né¢ velky vzorek, odhadnout vliv substituenti na vlastni spektrum
molekuly. Mohl jsem tak navrhnout teoretickou strukturu dvou nejprominentnéjSich fragmentt

v téchto dvou latkach (m/z 135 a 151). Déle jsem navrhnul nékolik identifikacné navodnych
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fragmentd, které mohou pomoci pii hrubém zatazeni molekuly. V literatuie je casto uvadeén iont
m/z 135 jako typicky pro trinervitany. Je pravda, Ze se tento iont ¢asto vyskytuje u 1(15), 8(19)
nenasycenych trinervitant, ale stejn¢ tak je pfitomny i u 15(16) rippertenu. Tento fragment tedy
neni podle mého nazoru typicky pro trinervitanovy skelet, ale pro uritou kombinaci skeletu,
substituentti a dvojnych vazeb.

Preparativni plynova chromatografie se ukazala 1 pies vSechny své vyhody (zejména
dobrou separaci latek, vysokou reprodukovatelnost analyzy a velmi presny sbér frakci) jako Spatna
metoda pro izolaci téchto latek kvili jejich pomérné vysoké teplotni nestabilité. Ztrata preparované
latky diky rozkladu v inletu je vyrazné snizena vyuzitim PTV injektoru a vzniklé teplotni artefakty
jsou odseparovany v kolon¢. Problematicky je rozklad ve sbérné kapilare nebo pravdépodobnéji
v déli¢i frakci, kde artefakty znecisti vlastni preparat. Znecistovani se déje postupné a da se
odstranit vycisténim piistroje. PoCet preparaci, po kterém se zacnou objevovat artefakty v Cisté
frakci neni pravidelny a Spatné se odhaduje. Preparace dostate¢ného mnozstvi Cisté latky touto
metodou se tedy v tuto chvili zda jako nemozna. Navrhl jsem proto upravu preparativniho GC
nejprve s vynechanim kovového délice toku v PFC a manudlnim sbéru frakci pfimo do vialky
s rozpoustédlem. Pokud by tato metoda fungovala, bylo by mozné nahradit kovovy d¢li¢ toku
komeréné prodavanym sklenénym ,,Y* s deaktivovanym povrchem a automaticky tak sbirat jednu
frakci. Dale planuji pouzit alternativni piistup preparace pomoci HPLC. Problém by ovSem mohl
nastat s rozd€lenim strukturné i1 retenéné¢ velmi podobnych analyti. HPLC se k preparaci
polycyklickych diterpenti termitdi pouziva, ale pro ocisténi jedné latky je nutné vzorek preparovat
nckolikrat. Operuje se proto s pomérné vysokymi kvantitami latek, kterd je ziskatelna z vétSich
termitl. Termiti rodu Subulitermes jsou ale nékolikandsobné mensi nez rod Nasutitermes, ziskani

podobného mnozZstvi latky je tedy nerealistické.
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8. Zaver

A) Popsal jsem jedenact rozdilnych chemickych profil nalezicich tfinacti geneticky definovanym
druhtim a rozttidil podle nich vzorky z obou sad.

B) Na zéklad¢ statisticky popsané podobnosti mezi jednotlivymi chemotypy jsem sestavil
fylogeneticky strom, takto vzniklou klasifikaci jsem srovnal s klasifikaci vzniklou na zédkladé
sekvenace genu COILI.

C) Detekované struktury jsem roztiidil podle funk¢nich skupin a velikosti uhlovodikového skeletu.
Preparace vybranych latek pomoci preparativni GC byla neuspeésna, protoze se analyty teplotné
rozkladaly.

D) Sestavil jsem knihovnu polycyklickych diterpent termitd. Tato knihovna obsahuje hmotnostni
spektra 52 popsanych struktur.

E) Na zaklad¢ této knihovny jsem popsal vztah mezi strukturou a pomérem intenzit fragmentt m/z
135 a 151. Déle jsem navrhl jednoduché souvislosti mezi strukturou a zakladnim fragmentem

spektra. Zaroven jsem navrhl strukturu fragmentt m/z 135 a 151.

Na tuto préaci bych chtél dale navazat nésledujicimi kroky: a) Pokusit se o preparaci diterpeni
pomoci preparativni HPLC a pokusit se technicky upravit preparativni GC pro lepSi praci
s termolabilnimi latkami; b) Pokusit se charakterizovat uhlovodikovy skelet polycyklickych
diterpenil pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie; ¢) Rozsitit knithovnu hmotnostnich spekter
o znama hmotnostni spektra polycyklickych diterpent z jinych organismi, priméarné rostlin a
bakterii; d) Rozsitit pocet vzorkli druhti, od nichZ mam pouze jeden vzorek pro potvrzeni jejich
navrzeného profilu; e) Prozkoumat souvislost mezi odchylkami v chemickém profilu jednotlivych
kolonii druhu Coatitermes 1 a porovnat je s v terénu zaznamenanou ekologii, kterd by mohla

naznacovat druhové rozdily.
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