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ABSTRAKT
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Kandidat: Tereza Lacmanova

Skolitel: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: VyuzZiti superkritické fluidni chromatografie v analyze
pfirodnich latek

Cilem této diplomové prace je ovéfeni vhodnosti UHPSFC metody s PDA a MS detekci
pro analyzu pfirodnich latek. Byly vybrany dva zastupci pfirodnich latek — alkaloidy ¢eledi
Amaryllidaceae ucinné v |écbé Alzheimerovy choroby a fenolické Iatky s antioxidacni

aktivitou — flavonoidy rutin, kvercetin a jejich metabolity.

Analyzy probéhly na systému Acquity UPC? s PDA a MS detektorem. Zakladni screening
byl proveden na 10 staciondarnich fazich: BEH 2-EP, HSS SB C18, BEH, Torus DIOL, Torus
2-PIC, Torus DEA, CSH PFP, Torus 1-AA, Cortecs HILIC a BEH Amide. ZkouSeny byly
4 mobilni faze: 1. CO2 + MeOH, 2. COz + MeOH + 0,1 % NH4OH, 3. CO2 + MeOH + 10 mM
mravencan amonny a 4.CO; + MeOH+ 10 mM mravenan amonny + 2 % H,0.
Podminky separace byly nastaveny nasledovné: pritok 1,5 ml/min, teplota 40 °C, tlak
140 bar, gradientova eluce od 2 % do 40 % do 4. minuty, se dvéma izokratickymi kroky
na zacdtku a na konci gradientu. Optimalizace chromatografickych podminek zahrnovala

zménu sloZzeni mobilni faze, zménu nastaveni gradientové eluce i hodnot tlaku a teploty.

Pro obé skupiny ptirodnich latek byla vyvinuta UHPSFC metoda a podminky byly
optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejlepsi selektivity. Ve skupiné alkaloid( byla
kvlli vyskytu izomerl stéZejnim cilem jejich Gcinnd separace. U fenolickych latek byl
z dvodu rGznorodosti fyzikalné-chemickych vlastnosti fesen problém eluce a separace
v ramci jedné analyzy. Pro alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae byla nejvhodnéjsi analyza
na koloné Torus DEA s mobilni fazi CO, + MeOH/ACN (1:1) +0,1 % NH4OH, kde se
separovaly vSechny analyty. Nejvhodnéjsi pro separaci fenolickych latek byla kolona
Torus DIOL s mobilni fazi CO2 + MeOH + 0,05 % NHiOH +2 % H,0, nicméné eluce
kvercetinu a jeho glykosidu rutinu zUstala predmétem budouci optimalizace. Cilena
analyza obou skupin pfirodnich latek muaze slouZit k vysvétleni jejich metabolismu

a lécivych ucinkl na lidsky organismus.

Klicova slova: alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae; fenolické latky; rutin; kvercetin; UHPSFC-

PDA/MS; vyvoj metody; optimalizace chromatografickych podminek
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ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Tereza Lacmanova

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Application of supercritical fluid chromatography in analysis of
natural compounds

The goal of this diploma thesis is to verify the suitability of UHPSFC method with PDA
and MS detection for analysis of natural products. For the analyzes, two representatives
of natural compounds — the alkaloids of the family Amaryllidaceae with effect in the
treatment of Alzheimer’s disease and phenolic compounds with antioxidant activity —

flavonoid rutin, quercetin and their metabolites were chosen.

Separations were carried out on the UHPSFC system Acquity UPC? with PDA and MS
detector. The basic screening was performed on 10 stationary phases: BEH 2-EP, HSS SB
C18, BEH, Torus DIOL, Torus 2-PIC, Torus DEA, CSH PFP, Torus 1-AA, Cortecs HILIC and
BEH Amide. Four mobile phases were tested: 1. CO; + MeOH, 2. CO, + MeOH
+0.1 % NH40H, 3. CO2 + MeOH + 10 mM ammonium formate, and 4. CO, + MeOH
+ 10 mM ammonium formate + 2 % H,0. Separation conditions were as follows: flow
rate 1.5 ml/min, temperature 40 °C, pressure 140 bar, gradient elution from 2 % to 40 %
within 4 minutes, with two isocratic steps at the beginning and at the end of the
gradient. Detailed optimization of the chromatographic conditions involved changing
the composition of the mobile phases, changing the gradient elution, and the pressure

and temperature settings.

The UHPSFC method was developed for both groups of natural compounds and the
conditions were optimized to achieve the best selectivity. In the alkaloid group, effective
separation of isomers was a critical issue. In the case of phenolic compounds, the
problem of elution and separation within one analysis had to be solved due to their
different physicochemical properties. For the Amaryllidaceae family alkaloids, analysis
on a Torus DEA column with CO2 + MeOH/ACN (1:1) + 0.1 % NH4OH mobile phase was
the most suitable, and allowed separation of all analytes. The separation of phenolic
compounds was achieved with Torus DIOL column with a mobile phase of
COz + MeOH +0.05 % NH4OH + 2 % H;0. However the elution of quercetin and its

glycoside rutin remained subject of future optimization. Targeted analysis of both
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groups of natural compounds can be used to explain their metabolism and health effects

on the human body.

Keywords: alkaloids of the Amaryllidaceae family; phenolic compounds; rutin;
quercetin; UHPSFC-PDA/MS; method development; optimization of chromatographic

conditions



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury

a v praci radné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové dne 9. 5. 2019

Tereza Lacmanova



Mé nejvétsi podékovani patfi doc. PharmDr. Lucii Novakové, Ph.D. za odborné vedeni,
vénovany Cas a cenné rady poskytnuté pri experimentalni praci i zpracovani diplomové
prace. Dékuji také doktorandim Katedry analytické chemie za poskytnuté rady

a vstricnost. Dékuji své rodiné a pratelliim za podporu béhem celého studia.



Obsah

R 0T T4 T T =] 9
L. UVOM.uiiiuuniircimscsssssssses s sasssesssss s smsss s sasses s sas s st s shsss s b8 R8s RS RS S s AR RS s Rs S bR 11
2. Cil @ ZAdANT PrACE..ccieeueiieiiiiiiireeiiieiirtretraeasssesssereesnnsssssesssesessnnsssssssssenessnnssssssssssssssnnnsssnsssnanes 12
2R =TT =1 4 ol & o T R 13
3.1. Superkritickd fluidni chromatografi€.......c.ceiicciiii i 13
3.1.1. Ultra-vysokoucinnd superkriticka fluidni chromatografie ........ccccccvvveeeeiieiccciiiieeeee e, 13

3.1.2. InStrumentace V SFC.........uiiiiiiiiiiii e 14

3.1.3. STACIONAINT FAZE . ..eieiieieee ettt st st 15

304, MODIINT FAZE.c..eeieeeeee ettt s s 17

3.0.5. DEELEKECE V SFC ..ttt ettt ettt sttt ettt e st e st e s bt e e st e e e bt e e s ateesbeeesabeenane 19

3.2. Analyzované prirodni [ALKY ......c.eeei i s e e 20
3.2.1. Alkaloidy Celedi AMaryllidQCeae ................oeeeecueeiiecciieeeeiee e 20

3.2.2. Publikované metody zabyvajici se analyzou alkaloidi Amaryllidacece......................... 24

3.2.3. Fenolické latky — flavonoidy rutin, kvercetin a jejich metabolity ........cccccceveveieeeinnnen. 26

3.2.4. Publikované metody zabyvajici se analyzou fenolickych latek ..........ccooveniiiniinniinns 29

L o (T T =T 0 | TR o £ 31
4.1. PFistrojové vybaveni @ Materidl........ccueeiieciiii i ae e 31
4.2, STACIONAINT FAZE ..ttt ettt b e st st st et b e be e sbe e st e eaee s 31
4.3. Rozpoustédla a ostatni ChemiKAlIe..........cccuuiiiieiiie e e aae e 32
4.4. Analyzované pPrrodni [AtKY .....coceeee e ara e 32
4.4.1. Alkaloidy Celedi AMaryllidACeae .............cuueeieecuviiiiciiiiiecie ettt 32

Ny Y Vo) o] =T =Y o PSP 33

T o - Yol o1V g T oo 1] ] o FO U 33
4.5.1. Priprava jednotlivych standardil.........ccceeecieiciiieiiiic et 33

4.5.2. Priprava SMeEsi standardU..........ccueeiiieiiiieeiiecccee ettt sre e etee e re e st eesareesbee e 34

4.5.3. Pfiprava mobilniCh fAzZi..........cocciiii i 35

4.6. Provedeni zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi.........c.ccccoeieeiiiiiiiiieeccee. 38
4.7. Optimalizované podminKy SEPAraCe .......cccuiiiiiciiieiiiiiee et estr e e e e e sar e e e e srae e e esanaeeeeas 39



5. VYSIedKy @ diSKUZE.....ccceeeeiiiieceiiiiecei e s reresesrena e s sena e s s e nasseseenasssseensssssesnsssssesnsssssesnnsnsnenns 40
5.1. UHPSFC metoda pro alkaloidy Celedi Amaryllidaceae ...............ccoovcueeiieciveeiiciiiiieiieeeesiieeeeenns 41

5.1.1. Vysledky zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi pro separaci alkaloid(i 41

5.1.2. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH............ccccccvveeeeciieeeennen. 46
5.1.3. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus DIOL.........ccccccvvveeeeenne. 49
5.1.4. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus DEA..........cccceevvveeernnnn. 51
5.1.5. Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC separaci alkaloidd.............. 56
5.1.6. Analyza extraktu z rostliny Zephyranthes Citring .............ccccoccvueeeecieeeeccceeeeeeieee e 57
5.1.7. Analyza extraktu z rostliny Hippeastrum cv. Double King...........ccccccouieveveeiniivenenninnnn. 58
5.2. UHPSFC metoda pro feN0licke 1atKY.......ccviiiiiiiiie et 59

5.2.1. Vysledky zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi pro separaci fenolickych

TAEEK . .. ettt h et st st e b e b b e be e saeeeaeeentean 59
5.2.2. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH............ccccccvveeecciieeeennnen. 64
5.2.3. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH Amide.........ccccccvvveeeeennne. 67
5.2.4. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus DIOL........ccccccvvveeeeeennne. 70

5.2.5. Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC separaci fenolickych latek. 74

T - V- PPN 75
7. Citovaneé literarni ZArOJ@ ......cceuceiieeeieiiiieceetiteeeeretaeereenaneeeenaseseennsseseensssssesnsssssesnssnssesnssnsnenns 76
L2 S 1T 1 81



Seznam zkratek

1-AA

2-EP

2-PIC

4-MC

ABPR

ACN

AMB

AmF

BEH

C18

CSH

DEA

DMG

ELSD

EPM

ESI

EtOH

GC

HFA

HFP

HILIC

HIP

HLC

HMA

HTD

HMN

1-aminoantracen

2-ethylpyridin

2-pikolylamin

4-methylkatechol

automaticky reguldtor zpétného tlaku
acetonitril

ambellin

mravencan amonny

hybridni sorbent s ethylenovymi mustky
stacionarni faze s navazanymi osmnactiuhlikovymi fetézci
hybridni povrchové nabita ¢astice
diethylamin

9-0O-demethylgalanthin

odparovaci detektor rozptylu svétla
epimaritidin

ionizace elektrosprejem

ethanol

plynova chromatografie

kyselina 3-hydroxyfenyloctova
kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
hydrofilni interakéni chromatografie
hippeastrin

homolycorin

haemanthamin

haemanthidin

hamayn



HPLC
HSS
HVA
IRN
LYC

LSER

MeOH
MS
OoDuU
PAA
PG
PFP
PDA
QCE
QSRR
RUT
SB
SFC
THM
TZT
TMX
UHPSFC
UND
uv
upPC?
VIS

VIT

vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysoce odolny silikagel

kyselina homovanilinova

isorhamnetin

lycorin

klasifikacni systém popisujici vztah interakce mezi analytem
a chromatografickym systémem (linear solvation energy relationship)

methanol

hmotnostni spektrometrie

odulin

kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova

floroglucinol

pentafluorphenyl

fotodiodové pole

kvercetin

kvantitativni vztah mezi strukturou a retenci

rutin

selektivni pro bazické slouceniny (selectivity for basic compounds)
superkriticka fluidni chromatografie
tetrahydromasonin

tazettin

tamarixetin

ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie
undulatin

ultrafialové zareni

ultra-ucinnd konvergencni chromatografie

oblast viditelného zareni

vittatin
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1. Uvod

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je separacni metoda, kterd v poslednich
dvaceti letech zaZziva progresivni vyvoj. Hlavni slozkou mobilni faze je oxid uhlidity,
vétSinou s pridavkem organickych modifikdtorl a aditiv. MoZnost analyzovat na
poldrnich inepolarnich stacionarnich fazich se stejnou mobilni fazi navic dava SFC
moznost pokryt podobny rozsah aplikaci jako ma kapalinova chromatografie. Pokrocilou
verzi SFC s pouZitim ¢astic mensich nez 2 mikrometry je ultra-vysokoucinnd superkriticka
fluidni chromatografie (UHPSFC). StéZejni oblast vyuziti UHPSFC je farmaceuticka
analyza, bioanalyza, analyza lipidd, toxikologie, terapeutické monitorovani Iéciv,
environmentalni aplikace a zejména pak analyza chirdlnich latek. Metoda UHPSFC je

také ¢asto vyuZivana pro separaci izomer(, které maji velmi podobnou strukturu.

Tato diplomova prace se zabyva UHPSFC separaci ve spojeni s PDA a MS detekci pro
analyzu pfirodnich latek. Pro vyvoj UHPSFC metody byly vybrany dvé skupiny latek —
alkaloidy celedi Amaryllidaceae a fenolické latky odvozené od kvercetinu a rutinu.
Alkaloidy celedi Amaryllidaceae pochazi z jednodéloznych rostlin obsahujicich kolem
100 toxickych alkaloid(i s antiproliferativnimi vlastnostmi a schopnosti inhibice enzymu
acetylcholinesterazy, diky které jsou potencidlnimi latkami v boji proti Alzheimerové
chorobé. Fenolické latky odvozené od flavonoidu kvercetinu a jeho glykosidu rutinu se
hojné vykytuji v zeleniné a ¢ajovych listcich. Tyto latky, patfici do podskupiny flavonold,
maji jednu z nejvyraznéjSich antioxidacnich aktivit a jsou proto spojovény s prevenci

kardiovaskularnich onemocnéni.

Dosud publikované metody analyz téchto pfirodnich latek pojednavaly o separacich
pomoci plynové nebo kapalinové chromatografie. Nové vyvinutd UHPSFC metoda pro
stanoveni vybranych pfirodnich latek by tak mohla byt rychlou, U¢innou a ekologickou
alternativou. Vzhledem k mnoha vyhoddam, jako je vysokd rychlost, ucinnost
a robustnost se tato technika stava velmi dllezitou na poli védeckého vyzkumu. Spojeni
SFC s hmotnostné spektrometrickou (MS) detekci navic pfinasi vyhody v podobé

citlivosti, selektivity a moznosti identifikace Iatek v komplexnich matricich.
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2. Cil a zadani prace

Cilem této priace je ovéfit vhodnost ultra-vysokoucinné superkritické fluidni
chromatografie (UHPSFC) ve spojeni s PDA a MS detektorem jako separacni metody pro
analyzu pfirodnich latek. DalSim zamérem bylo tuto metodu optimalizovat tak, aby bylo
dosazeno co nejlepsi selektivity, vysokého rozliseni a symetrickych pik. Ve skupiné
alkaloid( celedi Amaryllidaceae byla z dGvodu vyskytu nékolika izomerl stézejnim
krokem ucinna separace téchto sloucenin. V pfipadé fenolickych latek bylo potfeba resit
problém jejich eluce a rozdéleni v rdmci jedné chromatografické analyzy. Tento problém
byl predpokladany z dlvodu rliznorodosti jejich chemickych struktur a odliSnosti

fyzikalné-chemickych vlastnosti (odliSné hodnoty log P).

Prvnim krokem bylo ziskani informaci o analyzovanych latkach: chemickych strukturach,
molekulové hmotnosti, acidobazickych vilastnostech, lipofilité a rozpustnosti. Diky témto

poznatklim mohly byt pfipraveny vzorky vhodné k naslednym analyzam.

Dalsim krokem byl zdkladni UHPSFC screening deseti stacionarnich fazi s rdznou
selektivitou a ¢tyf mobilnich fazi. Cilem bylo vybrat vhodnou stacionarni fazi a slozeni
mobilni faze pro kazdou skupinu latek zvlast a nasledné tyto chromatografické
podminky optimalizovat. V ramci optimalizace separacnich podminek bylo potfeba fesit
vybér vhodnych detekénich parametrd, tedy vinovych délek pro PDA detekci a také
vyhodnoceni skent v kladném i zaporném madu ionizace elektrosprejem (ESI) v ramci
MS detekce. Hledani optimalnich podminek pro separaci na vybranych stacionarnich
fazich zahrnovalo zvolit vhodné sloZzeni mobilni faze — zmény koncentraci a povahy
organickych modifikatort, aditiv a zmény nastaveni gradientové eluce. Zkouman byl

i vliv tlaku a teploty na eluci a separaci analyt(.

Volbou nejvhodnéjsich chromatografickych podminek méla byt zajisténa dostatecné
selektivni UHPSFC-PDA/MS analyza obou skupin pfirodnich latek. V pripadé ziskani
rychlé a cilené metody se UHPSFC muze stat komplementarni, ekologickou a nakladové
efektivni alternativou dosud pouzivanych analyz pomoci plynové (GC) a kapalinové

(HPLC) chromatografie.
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3. Teoreticka cast

3.1. Superkriticka fluidni chromatografie

3.1.1. Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je separacni technika, kterd byla donedavna
jen ojedinéle vyuzivana v porovnani s kapalinovou a plynovou chromatografii a nyni se
stdva ekologickou alternativni technikou [1][2]. Pfi¢inou omezeného vyuZiti SFC byly
nedostatky vtehdejsi instrumentaci, tedy nizkd robustnost a pouZiti Cistého oxidu
uhli¢itého (CO;) jako mobilni faze a s tim souvisejici nemoznost analyzy polarnéjsich
slouéenin. Zavedenim pridavk( organickych modifikator( a aditiv k CO, se spektrum
analyt( rozsifilo smérem k polarnéjsim latkam [3]. Cast&jsi vyuziti ma nyni tato technika
z dGvodu robustnéjsi instrumentace, nizsi spotieby rozpoustédel a ekologi¢nosti CO3.
Obrovskou vyhodou v pfipadé analyz v preparativnim meéfitku je, Ze po obnoveni
atmosférického tlaku se CO, preméni na plynnou fazi bez nutnosti dodat energii
k odpateni kapaliny jako v pfipadé HPLC [4]. Sirokd $kala kombinaci organickych
modifikatord a aditiv ddva SFC mozZnost pokryt podobny rozsah aplikaci jako ma HPLC.
Stézejni aplikaci UHPSFC je farmaceuticka analyza, bioanalyza, analyza chirdlnich latek,

lipidomika, analyza potravin, oleji a agrochemikalii [1][5].

Princip SFC ma své zaklady v, Cluster” teorii, ktera pojedndava o vyssi rozpustnosti
molekul v nadkritické tekutiné. V takové tekutiné roste rozpustnost se zvySujicim
se tlakem. Tim Ize ovlivnit selektivitu separace a nastavit gradientovou eluci [6]. Kromé
rozpoustéci schopnosti jsou stézejnimi parametry nadkritické tekutiny také difuzni
koeficienty a dynamicka viskozita. Hodnoty difuznich koeficientld jsou vyssi nez
u kapalin, ale nizsi nez u plynQ. Nizsi dynamicka viskozita oproti kapalinam je vyhodna
z dlvodu nizsiho tlakového spadu na koloné [6]. Pokrocilou verzi v SFC je vyuZiti ¢astic
mensich nez 2 um, Ccili ultra-vysokouc¢innd superkritickd fluidni chromatografie
(UHPSFC). Zvan Deemterovy teorie vyplyva, Ze s ¢asticemi mensimi nez 2 um lze

dosahnout vyssi separacni ucinnosti [7].
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3.1.2. Instrumentace v SFC

Soucasnd SFC instrumentace vychdzi ze systém( HPLC s nékolika podstatnymi
modifikacemi. Schéma SFC instrumentace je uvedeno na Obrazku 1 [8]. Hlavni odliSnosti
je systém cerpadel a reguldtor zpétného tlaku (BPR — back pressure regulator). SFC
instrumentace dale zahrnuje zasobni ocelovou ldhev s CO;, zdsobni lahve s modifikatory
mobilni faze, odplyfiova¢ rozpoustédel, kolonovy termostat, automaticky davkovac
a detektor. Software vychazi z HPLC, a navic zde musi byt striktni kontrola tlaku. Vlivem
vysSich  mimokolonovych objem UHPSFC systému dochazi k rozsifeni
chromatografickych zén pfi pouZiti kolon s ¢asticemi mensimi nez 2 um a vlivem malych

evvs

byla experimentalné uréena u kolon s rozméry 100 mm x 3 mm [9] [10].

organické modifikatory ovladani a sbér dat
I
J'«
[ ] — H
— H
automaticky
co, davkovac kolonovy termostat ’7—‘
Qﬁ — D — U BPR
binarni ¢erpadlo

odplaad

Obrazek 1: Zakladni schéma SFC instrumentace [8].

SFC instrumentaci lze rozliSit na dva typy: celostni systém pro SFC a hybridni systém.
Prvni je uréen pouze pro SFC a v roce 2012 firma Waters uvedla na trh systém ACQUITY
Ultra Performance Convergence Chromatography (UPC?). StéZejnimi ¢astmi je binarni
Cerpadlo, autosampler (automaticky davkovac), konvergenéni modul (BPR), kolonovy
termostat a detektor. Binarni ¢erpadlo se sklada z ¢erpadla A pro vstup kapalného CO,
které je chlazeno Peltierovym ¢lankem k udrzeni CO; v kapalném stavu. Druhé ¢erpadlo
(B) je spojeno se Ctyfcestnym ventilem privadéjicim modifikdtory mobilni faze.
Konvergentni modul umoZiuje vstup CO», je aktivnim reguldtorem zpétného tlaku
a odtlakovava ddavkovaci smycku pred nastfikem vzorku. Soucasti konvergencniho
modulu je ABPR (automatic back pressure regulator), jenz mé dvé casti: statickou
a dynamickou. Staticka ¢ast zajistuje nastavenou konstantni hodnotu zpétného tlaku
a dynamicka ¢ast zajistuje jemnéjsi kontrolu tlaku. Soucasti autosampleru je injekéni
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stfikacka schopnd nastfiku do systému svysokym tlakem. Firma Agilent kromé
celostniho typu SFC nabizi také hybridni SFC/UHPLC, ktery umoZnuje provozovat dvé
chromatografické usporadani a oddélena ¢erpadla pro SFC a HPLC. Mezi analyzami na
rdznych usporddanich je vSak nutno dikladné promyvat systém. Dalsi SFC systém typu

Nexera UC (Unified chromatography) SFE-SFC nabizi firma Shimadzu [9][11].

3.1.3. Stacionarni faze

SFC analyzy umoZiuji separaci na polarnich i nepoldrnich staciondrnich fazich se stejnou
mobilni fazi. Analyzy na poldrnich staciondrnich fazich jsou podobné systému
normalnich fazi v LC a retence na nepolarnich stacionarnich fazich je podobna reverzné
fazové chromatografii. Dfive se vyuzivalo LC kolon, nyni jiz nékolik firem nabizi
dedikované SFC kolony. Zaklad kolon vétsinou tvofi silikagel s rGznymi modifikacemi [12]
[13]. Stacionarni faze specidlné vyrobené pro SFC jsou napfiklad Torus (diol, 2-
pikolylamin, diethylamin, 1-aminoantracen), Trefoil a Viridis kolony od firmy Waters
[14], ddle YMC-Triart a YMC-Pack od firmy YMC a fada GreenSep kolon od firmy ES

Industries.

Kvantitativni vztah mezi strukturou analytu a retenci na stacionarni fazi popisuje model
QSRR (quantitative structure-retention relationships). S nim souvisi interakéni vztah
mezi analytem a chromatografickym systémem — LSER (linear solvation energy
relationship), ktery je popsan rovnici sparametry analytu akonstantami
chromatografického systému ziskanymi regresi retencnich dat. Tyto konstanty souvisi
s interakénimi schopnostmi — pfenos naboje, disperze, interakce dipél-dipdl a schopnost
tvofit vodikové vazby jako donor ¢i akceptor [15]. Nedostatkem takto vzniklého
pétirozmérného diagramu bylo nezahrnuti elektrostatickych interakci ionizovatelnych
analyt(. Rovnice tedy byla rozsifena o dva parametry — d* pro kladny naboj kationt(i a d-
pro zaporny naboj aniontd a obojetnych iontl [16]. Dle paprskového diagramu se
7 deskriptory na Obrazku 2 lze rozdélit stacionarni faze na nepolarni, polarni a faze se

smiSenym chovanim.
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Obrazek 2: Paprskovy diagram podle LSER modelu vypocitaném se 7 deskriptory naznacujici

rozdilnou selektivitu stacionarnich fazi pouzivanych v SFC [16].

Mezi polarni stacionarni faze pouzité v rdmci této diplomové prace patfi hybridni faze
s ethylenovymi mustky (BEH) a také stejna faze modifikovand 2 - ethylpyridinovou
skupinou (BEH 2-EP), na kterych je dobra retence poldrnich analyt(. Kyselé slouceniny
jsou vice zadrZzovany na koloné BEH 2-EP a dochazi zde oproti BEH ke slabsi retenci
bazickych latek. K polarnim fazim patfi také BEH Amide kolona, ktera ma na hybridnim
silikagelu vazanou amidovou skupinu. Zakladem dalsi polarni Cortecs HILIC kolony je
silikagel s povrchové poréznimi ¢asticemi (core shell), které jsou vyrobené pro extrémné
polarni analyty a jsou ortogonalni vii¢i C18 kolondm. Kolony fady Torus jsou zaloZené na
dvou stupnich modifikace hybridnich castic s ethylenovymi mustky, kdy hydrofilni
povrch zajisti minimum povrchovych interakci a navdzand chemicka skupina umozni
ziskat individualni selektivitu. Kolona Torus DIOL nabizi diky vysoké hustoté DIOL skupin
vyssi robustnost pfi pouziti kyselych nebo bazickych aditiv. Torus 2-PIC (2-pikolylamin)
kolony jsou specifické lepSim tvarem pikl Siroké skaly sloucenin. Torus DEA
(diethylamin) je ke koloné 2-PIC ortogonalni a poskytuje symetrické tvary pikl zejména
u bazickych analytli. Kolona Torus 1-AA (1-aminoantracen) je vhodna pro separaci
neutrdlnich sloucenin — polarnich inepoldrnich steroidd a také pro hydrofobni

slouceniny typu lipidG a vitamind rozpustnych v tucich. Vicemodalni hybridni faze
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modifikovana pentafluorofenylovou skupinou (CSH PFP) patfi mezi faze se smiSenymi
vlastnostmi. CSH PFP umoZniuje dobrou retenci kyselych latek (nebo slabych bazi),
protoze nese pozitivni ndboj a diky aromatickému cyklu je vhodnd také pro retenci
aromatickych sloucenin. Kolona HSS C18 SB patfi mezi nepoldrni faze s retenci
hydrofobnich sloucenin, napft. glyceridl [17] [18]. Na Obrdzku 3 je uveden prehled

pouzitych staciondrnich fazi.

Neoo, Torus DIOL w\/J\/m
BEH 2-EP
BEH Amide linker Torus 1-AA .\/\/O\)\/N O

BEH . f (
Torus DEA .\/\/D\)\/N\/

H T v |
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HILIC e

Obrazek 3: Chemické struktury pouzitych stacionarnich fazi.

3.1.4. Mobilni faze

V SFC byla historicky jako mobilni faze pouzivana tekutina v pfisné nadkritickém
(superkritickém) stavu, kdy byl nastaven takovy tlak a teplota, Zze splyval rozdil mezi
vlastnostmi plynu a kapaliny. Hustota a schopnost solvatace takové tekutiny odpovida
vlastnostem kapaliny, naproti tomu viskozita a difuzivita je podobna plynnému
skupenstvi [9]. Pro tyto vlastnosti se testovaly oxid uhlicity, oxid dusny, argon, ethan,
dichlordifluormethan a dalsi. Nejvice se osvédcil oxid uhli¢ity, ktery je inertni,
netoxicky a jeho nadkriticky stav nastava pfi laboratorné snadno nastavitelnych
podminkach — teploté nad 31 °C a tlaku nad 74 bar (1074 psi) [10]. Oxid uhli¢ity vSak
vykazuje nepolarni vlastnosti, proto jsou k nému v soucasné dobé pridavany polarnéjsi
organické modifikatory. Kritické hodnoty (tlak a teplota) se vyrazné méni s pfitomnosti
organického modifikatoru a nelze jiz hovofit o nadkritickém stavu. S pridavkem
methanolu k CO; se kriticka teplota zvysi. Analyza tedy pfi pouziti gradientové eluce
muzZe zacit v nadkritickém a skondit v subkritickém stavu. Organické modifikatory zvysuji

polaritu CO2, méni hustotu a zvysuji rozpoustéci silu mobilni faze. PouZivaji se napfr.
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methanol, ethanol, isopropanol a acetonitril. Pridavek modifikatoru podpofti tvorbu
vodikovych mUstku a dalSich interakci (napf. dipdl-dipdl), coz mize zménit selektivitu
separaci. Nejvice je pouzivan methanol, ktery je misitelny s CO2, ma nizkou viskozitu
a UV absorpci (205 nm). Vhodnou volbou muiZe byt pouZiti smési methanolu
s acetonitrilem, coZz nabizi lepsi selektivitu atvar pika [2][12][19]. Pro zlepsSeni
selektivity a tvaru pikd jsou Casto pfiddvana aditiva v koncentracich 0,05 -2 %, jejichz
cilem je zména polarity mobilni fdze a obsazeni aktivniho mista staciondrnich fazi. Pro
kyselé latky je vhodny pridavek kyseliny mravenci, octové nebo trifluoroctové. Eluce
zasaditych latek se zlepsi pridavkem diethylaminu, triethylaminu nebo isopropylaminu.
Pro zlepSeni tvaru pikd se také pouZivaji soli, napf. mravencéan, octan nebo uhli¢itan
amonny. Pouziti tékavych aditiv (amonné soli) je vyhodné z hlediska kompatibility s MS
detekci. Ke zlepSeni tvaru pikd polarnich analytl a podporeni jejich eluce je vhodny

i pfidavek vody (v koncentracich 1 —5 %) [9].

V nadkritickém stavu lze eluéni silu ménit pomoci zmén hustoty, kterou lze v ptipadé
poufziti ¢istého CO; ovlivnit tlakem a teplotou. ZvySenim tlaku se zvysi hustota, coz ma
za nasledek nizsi retenci. Efekt teploty je komplexni, mda vliv na hustotu mobilni faze
i rozpoustéci parametry, ale ve vysledku md maly vliv na selektivitu. S pfidavkem
organickych modifikator(l a aditiv vSak klesa stlacitelnost tekutiny a parametry tlak
a teplota se stavaji sekundarnimi parametry pro jemné ladéni separace. Z divodu
mozné fazové separace pfi riznych hodnotdch teplot a tlak( se pro primarni screening
doporucuje teplota cca 40 °C a tlak 120 — 150 bar. Slozeni mobilni faze Ize ovlivnit
nastavenim gradientova eluce, kterd v modernich SFC analyzach zacinad vétsSinou na
2 — 5 % organického modifikatoru a zvysuje se ke 40 — 50 %. Pro pocatecni screening
byva doporucena gradientovd eluce od 2 — 40 % methanolu [20]. Optimalni linearni
rychlost je v porovnani s UHPLC posunuta k vy$sim hodnotam, pfiblizné 3 —5 ml/min.
Pro vnitini pramér kolon 3,0 mm a velikost ¢astic 1,7 um je optimalni linedrni rychlost
kolem 2,6 ml/min. Vliv na tvar pik( a citlivost detekce ma také objem nastfiku vzorku,

ktery se ma pohybovat kolem 0,1 — 0,5 % objemu kolony [1,7,21].
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3.1.5. Detekce v SFC

Pro detekci v SFC jsou vyuzZivany UV/VIS (spektrofotometricky), MS (hmotnostné-
spektrometricky), ELSD (odparovaci detektor rozptylu svétla) a CAD (detektor nabitého
aerosolu) detektory. Spektrometricky detektor patfi k nejéastéji pouzivanym a méfi
absorbanci analytu v rozmezi 190-800 nm. Vinova délka je ménitelna nebo lze pouzit
detektor s diodovym polem (PDA), ktery snima bez preruseni celé spektrum vinovych
délek v redlném case. Pro SFC je navic vyhodné, Ze CO; vykazuje UV absorpci pfi nizkych
vinovych délkach (205 nm). Instrumentace vSak musi mit odolné cely vici pouzivanym
vysokym tlaklm. Nestaly tlak v systému a kolisani indexu lomu zplsobi Sum pozadi

a obecné niZzsi citlivost detekce oproti spojeni s LC.

Principem hmotnostniho spektrometru je ionizace analytu v iontovém zdroji, separace
iontl v analyzatoru podle poméru m/z (hmotnost k naboji) a detekce téchto rozdélenych
iontll dopadajicich na detektor. Hmotnostni detektor je selektivni, velmi citlivy
a univerzalni. Slouzi k identifikaci molekul, pfi hledani neznamych struktur i k urceni
elementarniho sloZeni analytl. Z ddvodu dobré tékavosti CO; se spojeni SFC-MS mlze
zdat jednodussi nez LC-MS, kde musi byt kapalnd fdze nejprve prevedena na plyn.
Stlacitelnost mobilni faze vsak cini spojeni SFC-MS vyzvou. Pfed vstupem do MS
detektoru ma mobilni faze nizsi hustotu, protoZze neni pod pfimym vlivem regulatoru
zpétného tlaku. MuZe to vést krozsifovani elucnich zén a degradaci tvaru
chromatografického pik(. Z divodu poklesu rozpustnosti se molekuly analytu mohou
srazet a drzet na sténach kapilar — tzv. carry-over efekt. Proto je tfeba zajistit efektivni
spojeni obou zafizeni. Existuje mnoho pristupd spojeni SFC-MS — pfimy vstup do MS,
rozdéleni pritoku pred UV a BPR, pfimy vstup + pomocné ¢erpadlo, rozdéleni pritoku
za BPR + pomocné Cerpadlo a také vstup do MS pres BPR + pomocné cerpadlo (bez
rozdéleni prltoku). Pomocné Cerpadlo pfivadi pomocnou (make-up) kapalinu, ktera
zvySuje ucinnost ionizace. Toto pridavné rozpoustédlo zamezi jevim spojenym se
snizenou rozpustnosti analytu a je zdrojem proton( v iontovém zdroji, ¢imz zvysi podil

nabitych ¢astic vzorku [9] [18].
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3.2. Analyzované prirodni latky

Pro ovéreni vhodnosti UHPSFC metody pro analyzu pfirodnich latek byly vybrany dvé
skupiny pfirodnich latek — alkaloidy z rostlin celedi Amaryllidaceae afenolické latky

odvozené od kvercetinu.

3.2.1. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae (amarylkovité) jsou produkovany jednodéloinymi,
krasné kvetoucimi rostlinami. Jsou to vytrvalé byliny, ve kterych se vyskytuje a do dnesni
doby bylo popsdno vice nez 500 toxickych alkaloidd s nejvétsi koncentraci v cibulich.
Maji svlj pavod v tropickém a subtropickém podnebném pdsu a Citaji kolem 75 rod
a 1100 druhl. Na Obrazku 4 jsou zastupci celedi Amaryllidaceae z rodu Narcissus

(narcis), Leucojum (bledule), Lycoris (Lykoris) a Galanthus (snézenka) —[22] [23].

Obrazek 4: Zastupci rodu Narcissus, Leucojum, Lycoris a Galanthus [24-27].

Chemicka struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti

Alkaloidy jsou sekunddarni metabolity vznikajici pfeménou aminokyselin. Alkaloidy
z rostlin Celedi Amaryllidaceae jsou strukturné rliznorodé. Z hlediska biosyntézy jsou
tyto latky formalné fazeny k isochinolinovym alkaloidim a vznikaji tzv. norbelladinovou
cestou. Vychozim ¢lankem jsou aromatické aminokyseliny tyrosin a fenylalanin, ze
kterych vznika pres nékolik stupnd klicovy meziprodukt O-methylnorbelladin. Z ného
vznika podle zpUsobu oxidativniho spojeni aromatickych kruh@ 9 zakladnich strukturnich
typu — lykorinovy, tazettinovy, galanthaminovy, homolykorinovy, haemanthaminovy,
krininovy, norbelladinovy, narciklasinovy a montaninovy. V Tabulce 1 je prehled
dvanacti vybranych alkaloidd analyzovanych vramci této diplomové prace, jejich
strukturni typ arostlina, ze které byly ziskany. Trividlni nazvy vznikaji v ptipadé
nékterych alkaloid(i podle nazvu rostliny, ze které byly poprvé izolovany [28] [29] [30].
Na Obrazku 5 [31] je vystizeno zdkladni schéma biosyntetické cesty vedouci ke vzniku

strukturnich typl analyzovanych alkaloidd [32] [33].
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Tabulka 1: Analyzované alkaloidy, jejich zkratky, rostlina, ze které byly izolovany a strukturni typ.

ALKALOID ZKRATKA ROSTLINA STRUKTURNI TYP
ambellin AMB Nerine bowdenii krininovy
hamayn HMN Zephyranthes robusta krininovy
undulatin UND Nerine bowdenii krininovy
epimaritidin EPM Narcissus cv. PROF. EINSTEIN krininovy
homolycorin HLC Narcissus Dutch Master homolykorinovy
odulin obDuU Narcissus Dutch Master homolykorinovy
hippeastrin HIP Narcissus Dutch Master homolykorinovy
tazettin TZT Chlidanthus fragrans tazettinovy
haemanthamin HMA Nerine bowdenii haemanthaminovy
tetrahydromasonin THM Narcissus Dutch Master lykorinovy
9-0-demethylgalantin DMG Zephyranthes robusta lykorinovy
lycorin LYC Chlidanthus fragrans lykorinovy

HO
COOH HO COOH
HOI j\ NH —

L-fenylalanin ~

L-tyrosin

norbelladin

LYC

DMG
H3C’o
THM HO NH
lykorinovy typ
O-methylnorbelladin

HLC
HIP
obu

haemanthaminovy typ

1 krininovy typ
HMA 1
AMB
tazettinovy typ UND
l EPM
TZT HMN

Obrazek 5: Biosynteticka cesta vybranych strukturnich typa alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae,

vlastni obrazek — ¢astecné prevzato z [31].
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Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti analyzovanych alkaloidt jsou shrnuty v Tabulce 2.
Vétsina analytl obsahuje jeden atom dusiku (€asto v heterocyklu), ktery muize byt
sekunddrni, tercidrni nebo kvartérni. Zakladni skelet u lykorinového, krininového
a haemanthaminového typu tvofi fenantridin. Zaklad struktur homolykorinového

a tazettinového typu tvofi spojeni benzopyranu s indolovym jadrem.

Tabulka 2: Fyzikalné-chemické vlastnosti alkaloidd Amaryllidaceae: log P — rozdélovaci

(distribucni) koeficient, pKa - zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pro kyseliny.

sy TSR | MO | g |, | Bl
AMB C,gHyNO; 331,1420 1,329+0,724 | 14,19+0,40 5,68 £ 0,60
TZT CygHyyNO, 331,1420 1,650+0,822 | 11,89 +0,40 7,05 + 0,60
UND C,eHy,NO, 331,1420 1,797 £0,742 - 6,88 + 0,40
HLC CygHyuNO, 315,1471 3,702 £ 0,657 : 8,29 £ 0,20
HIP C,,Hy,NO, 315,1107 2,229+1,007 | 13,02£0,20 7,84 0,40
DMG €l 303,1471 0,501+0,473 | 9,73+0,60 6,30 £ 0,60
THM Cy,H,,NO, 303,1471 2,020£0,586 | 14,17 0,10 8,59+ 0,60
obu C,,H,NO, 301,1314 3,271+0,771 | 11,98+0,20 8,24 +0,40
HMA Gy NI 301,1314 1,828+0,713 | 14,24+0,40 6,06 + 0,60
EPM C,;H,,NO, 287,1521 -0,380+0,515| 14,03%0,40 7,39+ 0,40
HMN C,H . NO, 287,1158 0,898+0,710 | 13,88+0,40 6,19 0,60
LYC CyeH1,NO, 287,1158 1,955+0,656 | 13,55 0,40 6,34+ 0,60

Hodnoty pKa pro zasadité funkéni skupiny se pohybuji v rozmezi 5 -9, latky tedy vykazuji
chovani bazi. Alkaloidy Amaryllidaceae se vyznacuji dobrou rozpustnosti v nepolarnich
nebo malo polarnich rozpoustédlech. Ve vodé jsou tyto latky Spatné rozpustné (u vétsSiny
latek log P > 1). VétSina z nich jsou bezbarvé, bilé nebo nazloutlé pevné krystalické latky.
V roztoku zfedénych mineralni kyselin se rozpusti a ve formé hydrochloridovych soli jsou

rozpustné ve vodé [32].

22



Ve skupiné dvanacti analyzovanych alkaloidli se vyskytuji 3 dvojice a 1 trojice
strukturnich izomer(, cozZ je z divodu stejného sumarniho vzorce stéZzejni faktor pro
jejich separaci. Jejich chemické struktury a barevné rozdéleni dle molekulové hmotnosti

je uvedeno na Obrdazku 6.
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Obrazek 6: Chemické struktury alkaloidl celedi Amaryllidaceae a jejich rozdéleni dle

molekulové hmotnosti.

7 7 ve

Biologické ucinky alkaloidtli celedi Amaryllidaceae

Amarylkovité alkaloidy se mezi sebou lisi biologickou aktivitou a maji rGznorodé lécivé
ucinky. Nejlépe prozkoumanymi a zaroven nejvice se vyskytujicimi alkaloidy v ramci
Celedi Amaryllidaceae jsou galanthamin, lykorin a haemanthamin [34]. Patfi sem latky

Ve

ucinné v boji s degenerativnimi onemocnénimi centralni nervové soustavy, kdy alkaloidy
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selektivné inhibuji enzym acetylcholinesterazu (AChE). Pro boj sdemenci,
nejcastéji Alzheimerovou chorobou, jsou stéZejni alkaloidy galanthaminového (v praxi
galanthamin) a lykorinového typu [35]. Jako podptlirna lécba Alzheimerovy choroby
u pacient(l trpicich navic schizofrenii a kognitivnimi poruchami se nyni testuji inhibitory
prolylopeptidasy (POP) [36]. Pro schopnost této inhibice, kdy dojde ke zpomaleni
degradace neuropeptid( a zpomaleni starnuti, se testuji mimo jiné alkaloidy undulatin
a 9-O-demethylgalanthin [37]. Cytotoxické a antiproliferativni ucinky byly dokazany
u mnoha alkaloid( v ramci ¢eledi [38]. Mezi zakladni mechanismy ucinku alkaloidd ¢eledi
Amaryllidaceae patfi napfiklad interakce s eukaryotnimi ribozomy (inhibice
proteosyntézy) aindukce apoptdzy (programovana bunécna smrt) [34]. U latek
izolovanych z této Celedi byla prokdzana antibakteridlni, antifungalni, antiplasmodialni
(antiprotozoalni) a také antiparaziticka aktivita [38,39]. Vyznamna je i antivirova aktivita

— inhibice chfipkového viru A, viru Herpes simplex, flavivirQ a viru HIV-1 [40].

3.2.2. Publikované metody zabyvajici se analyzou alkaloidu

Amaryllidaceae

Alkaloidy se dle publikovanych praci nejcastéji stanovuji chromatografickymi metodami
jako je GC a HPLC. Detekce byvd UV nebo MS. V Tabulce 3 jsou shrnuty dosud
publikované metody stanoveni alkaloidi celedi Amaryllidaceae. NejCastéji
analyzovanym alkaloidem je lykorin a haemanthamin. Nejéastéjsi staciondarni fazi
v publikovanych metodach je v rdmci HPLC kolona C18 s mobilnimi fazemi obsahujicimi
methanol, acetonitril a pfidavky mravenéanu ¢&i octanu amonného. U plynové
chromatografie jsou pouzivané kolony DB-1, DB-5 a HP-1, HP-5 s dusikem ¢i heliem jako
mobilni fazi. Analyzy trvaly v rozmezi 7 — 70 minut. Zddna dosud publikovana metoda

nepojedndva o analyze alkaloid( celedi Amaryllidaceae pomoci UHPSFC-PDA/MS.
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Tabulka 3: Publikované metody analyzy alkaloidll z rostlin celedi Amaryllidaceae. ACN — acetonitril, DAD — detektor diodového pole, GC — plynova

chromatografie, HPLC — vysokoucinna kapalinovd chromatografie, MeOH — methanol, MS — hmotnostni spektrometrie, SDS — dodecylsiran sodny,

AMB — ambellin, HIP — hippeastrin, HLC — homolycorin, HMA — haemantamin, HMN — hamayn, LYC — lycorin, TZT — tazettin.

pritok

nastrik

cas

metoda latka stacionarni faze mobilni faze [ml/min] [u] detekce [min] citace
LYC, DB-1 DB-5 ,
GC HMA (30mx0,32 mm) dusik 0,8 - MS - [41]
GC LYC HP-5 MS (30 m x0,25 mm, 0,25 pm) helium 0,8 - MS 40 [42]
, GC: MS
GC HMA, GC: Rtx—5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum) GC: dusik GC:0,8 20 LC: UV-MS 50 [43]
HPLC LYC, TZT LC: C18 (100x2 mm, 3,5 um) LC: CH3COONH, (0,01 M), ACN LC:0,2 ( 2 80 nm)
GC | TzT,LYC GC: DB-5 MS (30 m x 0,25 mm) GC: helium GC:0,38 GC: MS
L . ’ LC: A: CH;COOH (0,05 %) o 5 . - [44]
HPLC HLC LC: Luna C18-HST (100x 2,1 mm, 2,5 um) B: MeOH (100 %) LC:0,15 LC: MS
CH3COONH, (1 mM)
HMA C18 uv
HPLC ’ H,0, ACN, SDS (7 mM), 1 5 15 [37]
TZT, LYC (200x 3,9 mm, 5 pum) NasPOL (25 M) (241 nm)
HMA, Kinetex PFP A: 1 mmol/L HCOONH, pufr, pH=3,8 + HCOOH
HPLC AMB (150x 3 mm, 2,6 um) B: MeOH + ACN (1:1) + 0,1 % HCOOH 05 M5 / [43]
TZT, HLC, Kromasil 100 C18 A: H,0: ACN (33:67) + 7 mM SDS + 25 mM uv
HPL 7 - 1 4
¢ HMA (150x3,9 mm, 5 um) fosfat sodny + 1 mM CHsCOONH,4 B: MeOH 0,703 (280 nm) 3 (46l
DAD
. 0,
UHPLC HMN, BEH C18 (100x 2,1 mm, 1,7 um) A:H20+0,05% HCOOH 0,3 1 (280 nm) 8 [47]
HMA B: ACN
MS/MS
A: ACN DAD (200-
HPLC LYC, HIP XTerra C18 (150 x 4,6 mm, 3,5 um) B: 15 mM NHOH 0,3 5 350 nm) 70 [48]
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3.2.3. Fenolické latky — flavonoidy rutin, kvercetin a jejich metabolity

Fenolické latky flavonoidniho typu tvofi rozsahlou skupinu sekundarnich metabolit(
vyskytujicich se témér ve viech rostlinach a majici rozsahlé Ucinky na lidsky organismus.
V rostlindch jsou mechanickou oporou, tvofi ochranu pred oxidaénim stresem
a patogeny a nékteré vykazuji funkci signalnich molekul. Jejich primarnim zdrojem jsou
Cajové listky, ovoce, zelenina a ¢ervené vino.
Konkrétné rutin je obsazen nejvice v routé
vonné (Ruta graveolens) ataké v pohance

obecné (Fagopyrum esculentum - Obrazek 7

[49]). Kvercetin je jeden z nejrozsirenéjsSich

Obrazek 7: Zastupce rodu Fagopyrum

flavonoll v pfirodé [50-53].
obsahuijici flavonoid rutin.
Flavonoidy Ize dle struktury rozdélit na

podskupiny, napft. flavonoly, flavanoly, flavony, anthokyanidiny, izoflavony, biflavonoidy
a dalsi. Tato prace se zabyva analyzou podskupiny flavonol( — flavonolového glykosidu

rutinu, flavonolu kvercetinu a jejich metabolit(.
Chemicka struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti

Flavonoidy jsou polyfenolické latky, tedy slouceniny obsahujicich dvé a vice
hydroxylovych skupin navazanych na aromatickém jadre. Zakladni struktura je odvozena
od difenylpropanu nebo fenylchromanu. Vysledna struktura je sloZena ze tfi kruhd,
z toho dvé centra jsou aromaticka a k nim je pfikondenzovany pyranovy kruh. Aglykony
flavonoidl jsou Casto v konjugaci s cukry (glukdza, rhamndza), které zvysuji jejich
rozpustnost ve vodé. Jednim z flavonolovych glykosid( kvercetinu je rutin (kvercetin-3-
rhamnoglukosid), ktery obsahuje molekulu disacharidu navazanou glykosidickou vazbou
k C-3 OH skupiné. Kvercetin ajeho methylované derivaty se strukturou flavonolu
(isorhamnetin atamarixetin) jsou vlidském organismu pfitomny prevainé
v konjugované formé. Kvercetin se pres semichinonovy radikal oxiduje na chinon,
pricemz vznikajici radial O; vykazuje cytotoxickou aktivitu. Rutin diky cukerné molekule
postrada planarni strukturu, nema rovnomérné rozlozeni it elektront a vykazuje slabsi
antioxidacéni potencial nez kvercetin [52,54]. Po perordlnim podani jsou glykosidické

vazby rutinu Stépeny stfevni mikroflérou az na fenolické kyseliny, které jsou také
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predmétem této diplomové prace. BEhem metabolismu rutinu a kvercetinu v lidském
téle vznikaji konjugaci metabolity jako napf. kvercetin-glukuronid, kvercetin-sulfat,

isorhamnetin-glukuronid. Obrazek 8 vystihuje metabolismus rutinu a kvercetinu [55].

OH O
TAMARIXETIN

ISORHAMNETIN

KVERCETIN

/
e TN AR,

OH
FLOROGLUCINOL

4-METYLKATECHOL /@/\)L Q/\)‘\

KYSELINA 3-(3, 4-DIHYDROXYFENYL)
KYSELINA 3-(3-HYDROXYFENYL)

PROPIONOVA
PROPIONOVA
KYSELINA KYSELINA KYSELINA

3-HYDROXYFENYLOCTOVA  34-DIHYDROXYFENYLOCTOVA . 1hna0vANILINOVA

Obrazek 8: Metabolismus rutinu, kvercetinu a jejich metabolitQ. Vlastni obrazek — ¢astecné

prevzato z [55].

Sledované flavonoidni analyty odvozené od kvercetinu a jeho metabolity Ize rozdélit
do dvou skupin. Jednu skupinu tvofi flavonoidni latky se strukturou flavonolu: kvercetin,
jeho glykosid rutin a dva methylované derivaty isorhamnetin a tamarixetin (izomery se
stejnou molekulovou hmotnosti a stejnym sumarnim vzorcem) — Obrazek 9 a Tabulka 4.
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Analyty s flavonoidni strukturou maji vyssi molekulovou hmotnost nez jejich metabolity

se strukturou fenolickych kyselin. Rutin je vSak diky cukerné ¢asti velmi polarni.

OR;

Tabulka 4: Popis substituentl obecné struktury

flavonoidnich latek typu flavonol(.

analyt zkratka | R, R, R,
rutin RUT -H -H | -rhamnoglukosid
@ i kvercetin QcE | H | -H H
Obrazek 9: Obecnd struktura isorhamnetin | IRN | -CH, | -H H
flavonoidnich latek typu flavonold. R — ™X | H | -cH, CH,

Druhou skupinu tvofi fenolické kyseliny, coz jsou derivaty kyseliny benzoové,
fenyloctové a fenylpropanové s navazanymi kratkymi alkyly nebo hydroxy skupinami.

Podrobnéjsi popis struktur je uveden na Obrazku 10 a v Tabulce 5.

Ry
Tabulka 5: Popis substituent(i obecné struktury fenolickych kyselin.
analyt zkratka R, R, R, R,
Rz OR4 | 4-methylkatechol 4-MC -CH,4 -H -OH | -H
Rs floroglucinol PG -OH -OH -H -H
kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova HFP | -CH,CH,COOH -H -H -H
Obrazek 10: Obecnd kyselina 3-hydroxyfenyloctova HFA -CH,COOH -H -H -H
struktura fenOIiCkVCh kyselina 3,4-dihyroxyfenyloctova PAA -CH,COCH -H -OH -H
kyselin. kyselina homovanilinova HVA | -CH,COOH | -H | -OH | -CH,

Pomoci hodnot log P (rozdélovaci koeficient) Ize mezi polarni analyty kromé RUT zaradit
také PG, HFP, HVA, PAA a HFA. Naopak mensi polaritu maji vzhledem ke své strukture
QCE, TMX a IRN. Analyty se chovaji jako velmi slabé kyseliny (pKa ~ 6 — 10) nebo slabé
kyseliny (pKa ~ 4). Pfesné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6. Analyzované fenolické latky
jsou bilé nebo Zluté krystalické latky, dobre rozpustné v polarnich organickych

rozpoustédlech [56,57].
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Tabulka 6: Fyzikalné-chemické vlastnosti fenolickych latek: log P — rozdélovaci (distribucni)

koeficient, pKa — zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pro kyseliny.

| TR o | e | o
4mMC C,Hs0, 124,05 1,37 9,55
PG CeHeO; 126,03 0,01 9,06
HFA CsHg0, 152,05 1,02 4,21
HFP CoH1005 166,06 0,43 4,68
PAA CsHgO, 168,04 0,31 4,42
HVA CoH100, 182,06 0,61 4,39
QCE Cy5H100; 302,04 1,99 6,31
TMX Cy6H1,0, 316,06 2,67 6,31
IRN C,6H,,0, 316,06 2,68 6,31
RUT CyH30046 610,15 -0,90 6,17

Biologické ucinky flavonoidu

Terapeutické vyuziti flavonoidd je velmi Siroké. Jejich pfijem je spojovan s prevenci
kardiovaskuldarniho onemocnéni, a to diky antioxida¢nimu pusobeni, tedy schopnosti
vychytavat kyslikové radikaly v organismu. V boji s infekcemi se vyuzivd schopnosti
flavonoidli potencovat ucinek vitaminu C. Kvercetin pusobi antiflogisticky,
antitromboticky, antivirové, antimikrobialné a antikarcinogenné. Rutin se vyuZivd bézné

jako venotonikum, kdy ma schopnost normalizovat permeabilitu kapilar [53].

3.2.4. Publikované metody zabyvajici se analyzou fenolickych latek

Analyzou fenolickych latek se zabyvaji metody shrnuté v Tabulce 7, nejcastéji GC a HPLC
metoda zabyvajici se separaci 9 stejnych analytl [58], jako v této diplomové praci.
Zadna z nich se nezabyva separaci véech 10 sledovanych analyttl v ramci jedné analyzy.
Staciondrni fazi v ramci HPLC byla nejéastéji nepoldrni kolona C18 a mobilni fazi tvofil
vétSinou vodny roztok kyseliny octové nebo mravendéi. Pro GC to byla kolona Sil 5B
v kombinaci s heliem. Analyzy trvaly v rozmezi 7 — 80 minut. Zadna publikace dosud

nepojedndava o analyze téchto latek pomoci UHPSFC-PDA/MS metody.
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Tabulka 7: Publikované metody analyzy fenolickych latek: ACN — acetonitril, DAD — detektor diodového pole, GC — plynova chromatografie,

HPLC — vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, MeOH — methanol, MS — hmotnostni spektrometrie, HFA —kyselina 3-hydroxyfenyloctova,

HFP - kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova, HVA —kyselina homovanilinovd, IRN —isorhamnetin, PAA —kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova,
PG — floroglucinol, QCE — kvercetin, RUT — rutin, TMX — tamarixetin
. e o e pratok | nastrik Cas .
metoda latka stacionarni faze mobilni faze . detekce . citace
[ml/min] [ui] [min]
GC HFA, HVA, PAA Sil 5B (25 m x 0,25 mm) helium 4 1 MS 35 [59]
HIQ SIL C18V MeOH : ACN : H,0 (40:15:45)
HPLC QCE, RUT, IRN (250x4,6 mm, 5 pm) +1,0% CHsCOOH 1 10 DAD 15 [60]
RUT, Aqua C18 A: H,0O + 2 % CHsCOOH
HPLC QCE (250%x4,6 mm, 5 um) B: H,O + ACN (50:50+0,5 % CH;COOH) ! 10 MS 65 [61]
QCE, RUT Ascentis Express C18 A: 2% CH3;COOH v H,O
HPLC (50x2,1mm, 2,7 um) B: 2 % CH3COOH v MeOH 0.2 2 DAD - M5 30 [62]
Nova-Pak C18 A: H,0O + CH;COOH
HPLC RUT (300x3,9 mm, 4,0 um) B: H,0O + ACN + CHsCOOH 0608 i DAD 80 [63]
PerfectSil Target ODS-3 0 DAD
HPLC QCE, RUT (250 x4,6 mm, 3 pm) 0,5 % CHsCOOH v H,0, MeOH a ACN 1 20 (190450 nm) 50 [64]
C18 XTERRA
HPLC PG (100x2,1 mm, 3,5 pm) H,0 + ACN + HCOOH (580:150:0,28) 0,2 20 MS 10 [65]
QCE, IRN, PAA, Synergi Max-RP/Hydro-RP A: 1% HCOOH /0,25 % CH3COOH PDA (250-
HPLC HFA HFP y(24?) x4,6 mm Z m) o BAN ! 200 700nm) 65 | [66]
Y ’ I U . MS/MS
Nucleodur Sphinx RP C18 A:0,5% HCOOH + H,0O
HPLC QCE, IRN, TMX (125 x4 mm, 5 um) B: ACN 1 50 DAD (365 nm) 40 [54]
Diamonsil C18 o
HPLC QCE, RUT (150 x4,6 mm, 5 pm) MeOH +0,5 %0 CH3;COOH 0,8 10 MS 8 [67]
PG, PAA, HVA, BEH C18, CSH C18, BEH Shield ) o
UHPLC | HFA, HFP, RUT, RP18, BEH PHE, CSH PHE-HEX, A0l {;Fﬁgg: vHO 0,35 5 MS/MS 7 [58]
QCE, TMX, IRN | CSHPFP (100x 2,1 mm, 1,7 um) )
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4. Experimentalni cast

4.1.

Pristrojové vybaveni a material

UHPSFC systém Acquity UPC2: bindrni éerpadlo, automaticky davkovac, kolonovy
termostat, regulator zpétného tlaku, PDA detektor a QDa detektor, Waters,
Milford, USA

Analytické vahy, Sartorius, Goettingen, Némecko

Automatické mikropipety se Spickami, Eppendorf, Hamburk, Némecko
Trepacka lka Vortex Genius 3, VERKON, Praha, CR

Ultrazvukova ldzen Sonorex Digitec, Bandelin electronic, Berlin, Némecko
Software Empower® 3, Waters, Praha, CR

Sroubovaci vialky s uzavéry, Vitrum, Janov nad Nisou, CR

Mikrozkumavky Eppendorf 2,0 ml, Sigma-Aldrich, Praha, CR

4.2. Stacionarni faze

Analytické kolony, vSechny od firmy Waters, Milford, USA

Acquity UPC? BEH 2-EP, 100 x 3,0 mm, 1,7 um
Viridis HSS C18 SB, 100 x 3,0 mm, 1,8 um

Viridis BEH, 100 x 3,0 mm, 1,7 um

Acquity UPC? Torus DIOL, 100 x 3,0 mm, 1,7 um
Acquity UPC? Torus 2-PIC, 100 x 3,0 mm, 1,7 um
Acquity UPC? Torus DEA, 100 x 3,0 mm, 1,7 pm
Acquity UPC? CSH PFP, 100 x 3,0 mm, 1,7 um
Acquity UPC? Torus 1-AA, 100 x 3,0 mm, 1,7 pm
CORTECS HILIC, 100 x 2,1 mm, 2,7 pm

Acquity UPLC BEH Amide, 100 x 2,1 mm, 1,7 um
Acquity UPLC BEH Amide, 100 x 3,0 mm, 1,7 um
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4.3. Rozpoustédla a ostatni chemikalie

e Acetonitril, Acetonitrile hypegrade, LC-MS LiChrosolv®, 2,51, C;H3N, Mr 41,05,
Cistota > 99 %, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko

e Methanol, Methanol HiPerSolv CHROMANORM®, HPLC — ULTRA LC-MS, 2,51,
CH40, Mr 32,04, Cistota = 99,9 %, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko

e Ultracista voda, Millipore, destilovana v pfistroji Milli-Q RG, Burlington, USA

e Amoniak, Ammonia solution 25 %, LC-MS, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko

e Etanol, Ethanol absolutni p.a., Penta s.r.o., Praha, CR

e Kyselina mravendi, Formic acid 98 - 100 %, LC-MS, Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko

e Kyselina octova, Acetic acid 100 %, LC-MS, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko

e Mravencan amonny, Ammonium formate, Cistota = 98 %, Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko

e Oxid uhlicity, CO2> 99,995 %, Messer, Bad Soden am Taunus, Némecko
4.4. Analyzované prirodni latky

4.4.1. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Vsechny latky typu alkaloidi celedi Amaryllidaceae byly izolovany na Katedre

farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy

e Ambellin (AMB), Mr 331,37, oznaceni 1/003

e Epimaritidin (EPM), Mr 287,36, oznaceni 6/019

e Haemanthamin (HMA), Mr 301,34, oznaceni 5/134

e Hamayn (HMN), Mr 287,32, oznaceni 5/051

e Hippeastrin (HIP), Mr 315,32, oznaceni 6/023

e Homolycorin (HLC), Mr 315,36, oznaceni 6/001

e Lycorin (LYC), Mr 287,12, oznaceni 5/069

e Odulin (ODU), Mr 301,34, oznaceni 6/009

e Tazettin (TZT), Mr 331,37, oznaceni 2/005

e Tetrahydromasonin (THM), Mr 303,35, oznaceni 6/013
e Undulatin (UND), Mr 331,37, oznaceni 5/120

e 9-O-demethylgalanthin (DMG), Mr 303,15, oznaceni 5/115
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Vittatin (VIT), Mr 271,31
Haemanthidin (HTD), Mr 317,34
extrakt z rostliny Hippeastrum cv. Double King (ve formé odparku)

extrakt z rostliny Zephyrantes citrina (ve formé odparku)

4.4.2. Fenolické latky

Isorhamnetin (IRN), Cistota = 99 %, Mr 316,06, Extrasysthese, Genay, Francie
Floroglucinol (PG), cistota > 99 %, Mr 126,03, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Némecko

Kyselina homovanilinova (HVA), cistota > 97 %, Mr 182,06, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Némecko

Kyselina  3,4-dihydroxyfenyloctova  (PAA), (istota>99 %, Mr 168,04,
Extrasysthese, Genay, Francie

Kyselina 3-hydroxyfenyloctova (HFA), distota>95%, Mr 152,05, Toronto
Research Chemicals, North York, Kanada

Kyselina 3-(3hydroxyfenyl)propionova (HFP), Cistota > 98 %, Mr 166,06, Toronto
Research Chemicals, North York, Kanada

Kvercetin (QCE), ¢istota > 95 %, Mr 302,04, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko
Tamarixetin (TMX), Cistota > 99 %, Mr 316,06, Extrasysthese, Genay, Francie
Rutin — hydrat (RUT), cistota>95 %, Mr 610,15, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Némecko

4-methylkatechol (4MC), Cistota > 95 %, Mr 124,05, Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Némecko

4.5. Pracovni postup

4.5.1. Priprava jednotlivych standardt

Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae:

Pro analyzy byly pfipraveny zasobni roztoky standard(i samostatnych alkaloidud

o koncentraci 1 mg/ml. V ptipadé alkaloid( bylo do vialek navazeno pfiblizné presné

1 mg krystalického standardu, rozpusténo v1 ml ACN za pomoci tfepacky Vortex.

Rozpousténi standardu bylo podporeno vystavenim vialek ultrazvuku po dobu 15 minut.

K hire rozpustnym alkaloididm — ambellin, lycorin a undulatin byla pfidana kyselina
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mravendi. K roztoku ambellinu stacilo k rozpusténi ptidat 1 ul, k lycorinu a undulatinu
bylo pottfeba pridat 5 pl kyseliny mravenci. Nejobtiznéji rozpustny undulatin bylo tfeba

znovu vystavit ultrazvukové lazni na dobu 5 minut.
Fenolické latky:

K navazenym 0,5 mg krystalk(im fenolickych latek byl pfidan 0,5 ml MeOH, ve kterém
se po 1 minuté trepdni na tfepacce Vortex rozpustilo 9 z 10 vzork(l. V MeOH Spatné
rozpustny isorhamnetin byl doplnén MeOH na 1 ml a nasledné k nému byl pfidan
1 ml ACN. Vznikly tak zasobni roztoky standardl o koncentraci 1 mg/ml, kromé

isorhamnetinu, ktery byl kvlli Spatné rozpustnosti nafedén na koncentraci 0,25 mg/ml.

4.5.2. Priprava smési standardu

Pro zakladni screening dvanacti alkaloidd byly ptipraveny tfi smési, pficemz kazda
obsahovala ¢tyfi analyty (Tabulka 8). Jednotlivé alkaloidy byly do smési rozdéleny tak,
aby jedna smés neobsahovala dva analyty se stejnou molekulovou hmotnosti.

Tabulka 8: Jednotlivé smési alkaloidi pro

zakladni screening. V zdvorkach jsou uvedeny
molekulové hmotnosti.

smeés 1 smeés 2 smés 3

HMN (287,12) | LYC(287,12) | EPM (287,12)

ODU (301,13) | THM (303,15) | HMA (301,13)

DMG (303,15) HLC (315,15) HIP (315,15)

AMB (331,14) | TZT(331,14) | UND (331,14)

Ze zasobnich roztokd standard( o koncentraci 1 mg/ml bylo odpipetovano 100 pl, tedy
4 x 100 pl do kazdé ze tfi vialek. Objem byl poté doplnén 600 ul ACN. Koncentrace
alkaloid v kazdé smési byla 0,1 mg/ml. Ze zasobnich roztokd byla pfipravena také

celkova smés viech 12 alkaloidl napipetovanim 100 pl kazdého z nich do vialky.

Fenolickych latek bylo 10, proto byly rozdéleny do tfi vialek po tfech analytech
a isorhamnetin byl kvali odlisné koncentraci pipetovan do vialky zvlast (Tabulka 9).
Ve skupiné flavonoidi maji stejnou molekulovou hmotnost pouze dva analyty,

tamarixetin aisorhamnetin. Strategii pfi sestavovani smési bylo rozdélit fenolické
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kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti

k interferenci vlivem signalu izotop(.

do rGznych vialek,

aby

Tabulka 9: Jednotlivé smési fenolickych latek pro

zakladni

molekulové hmotnosti.

screening. V zavorkach

smeés 1 smés 2 smés 3
4MC (124,05) | PG (126,03) | HFA (152,05)
HFP (166,06) | PAA (168,04) | HVA (182,06)
QCE (302,04) | TMX (316,06) | RUT (610,15)

IRN (316,16)

jsou uvedeny

nedochazelo

Z roztokd standardd o koncentraci 1 mg/ml bylo odpipetovano 100 pl, tedy 3 x 100 pl

a doplnéno 700 pl ACN. Isorhamnetinu o koncentraci 0,25 mg/ml bylo napipetovano

400 pl a doplnéno 600 ul ACN. Ze zasobnich roztok( byla pfipravena také celkova smés

vsech 10 fenolickych analytli napipetovanim 100 ul kazdého z nich do vialky.

4.5.3. Priprava mobilnich fazi

Pro zakladni UHPSFC screening byly pouzity 4 rizné mobilni faze. Hlavni slozkou byl oxid

uhlicity (CO2) a k nému byly pfidavany organické modifikatory a aditiva (Tabulka 10).

Tabulka 10: SloZeni mobilnich fazi
pouzitych v zakladnim screeningu.
fotka | modtikdtor | 2dithnm
i. | €0, MeOH g
2| &8 MeOH 0,1 % NH,OH
3. co, MeOH 10 mM AmF
4. co, MeOH 10 mM AmF + 2 % H,0

Ptiprava organickych modifikator( s aditivy v rdmci screeningu:

1. MeOH

Methanol o objemu cca 500 ml byl pfimo pfeveden do zasobni lahve na mobilni faze.
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2. MeOH + 0,1 % NH4OH

Odmérna barika o objemu 500 ml byla naplnéna methanolem tak, aby mohly byt posléze
pod digestofi napipetovany 2 ml 25 % NH4sOH a doplnény methanolem po rysku

odmeérné barky.
3. MeOH + 10 mM AmF (mraven¢an amonny)

Navazka 0,3153 g mravencanu amonného (HCOONH4) byla rozpusténa v mensim
mnozstvi methanolu a kvantitativné prevedena do odmérné banky o objemu 500 ml,

nasledné byla doplnéna methanolem po rysku.
4. MeOH + 10 mM AmF + 2 % H,0

Navazka mravencanu byla opét 0,3153 g, tentokrat rozpusténa v 10 ml ultracisté H,O.
Takovy roztok byl kvantitativné preveden do 500 ml odmérné barnky a ta doplnéna

methanolem po rysku.

V rdmci optimalizace podminek byly zkouseny rlizné modifikace mobilnich fazi. Zmény
se tykaly organického modifikdtoru, koncentrace nebo pridavku dalSich aditiv.

Pro optimalizaci byly pfipraveny ndsledujici mobilni faze:
MeOH + 0,1 % HCOOH

Pro ptipravu 0,1 % HCOOH v MeOH byla odmérna banka naplnéna MeOH tésné pod
rysku a poté k nému pod digestofi bylo napipetovano 0,5 ml 99,9 % HCOOH. Barika byla
doplnéna MeOH do objemu 500 ml.

MeOH + 0,1 % CH3COOH

Pro pfipravu 0,1 % CH3COOH v MeOH byla odmérna barika naplnéna MeOH tésné pod
rysku a poté k nému pod digestofi bylo napipetovano 0,5 ml 100 % CH3COOH. Banka
byla doplnéna MeOH do objemu 500 ml.

MeOH + 2 % H,0

Pro pfipravu 2 % H,0 v MeOH byla odmérna barika naplnéna MeOH pod rysku a poté
k nému bylo napipetovano 10 ml ultradisté H;0. Barika byla doplnéna MeOH do objemu

500 ml.
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MeOH + 0,05 % NH,OH

Pro ptipravu 0,05 % NH4OH v MeOH byla odmérna barnka naplnéna MeOH tésné pod
rysku a poté k nému pod digestofi bylo napipetovdano 1 ml 25 % NH4OH. Banka byla
doplnéna MeOH do objemu 500 ml.

MeOH + 0,05 % NH40H + 2 % H.O

Pro pfipravu 0,05 % NH4OH + 2 % H,0 bylo nejprve napipetovano 10 ml ultracisté H,O
do MeOH, poté byl pod digestofi pfiddn 1 ml 25 % NH2OH. Odmérna barika o objemu

500 ml byla doplnéna MeOH po rysku.
MeOH + 0,1 % NH4OH + 2 % H,0

Pro ptipravu 0,1 % NH4OH + 2 % H,0 bylo nejprve napipetovano 10 ml ultracisté H,0
do MeOH, poté byl pod digestoti pfidan 2 ml 25 % NH4OH. Odmérna barka o objemu

500 ml byla doplnéna MeOH po rysku.
MeOH/ACN (1:1) + 0,1 % NH4OH

Pro ptipravu 0,1 % NH4OH ve smési MeOH/ACN (1:1) byly do odmérné bariky se smési
MeOH/ACN v poméru 1:1 pfidany 2 ml 25 % NH4sOH pod digestofi. Odmérna barika

o objemu 500 ml byla poté doplnéna smési MeOH/ACN v poméru 1:1.
MeOH/ACN (3:1) + 0,1 % NH,OH

Pro ptipravu 0,1 % NH4OH ve smési MeOH/ACN (3:1) byly do odmérné bariky se smési
MeOH/ACN v poméru 3:1 pfidany 2 ml 25 % NH4OH pod digestofi. Odmérna barika

o objemu 500 ml byla poté doplnéna smési MeOH/ACN v poméru 3:1.
EtOH + 0,1 % NH4OH

Pro pfipravu 0,1 % NH4OH v EtOH byla nejprve odmérna barika naplnéna EtOH témér
pod rysku a poté k nému byly pod digestofi pridany 2 ml 25 % NHsOH. Barika byla
doplnéna EtOH do objemu 500 ml.
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4.6. Provedeni zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi

Pro zakladni screening bylo pouZito 10 rlznych stacionarnich fazi s ¢asticemi <2 um
(kapitola 4.2.) aukazdé z nich provedena analyza se 4 rlznymi mobilnimi fazemi
(kapitola 4.5.3.). Pfed analyzou bylo potfeba nastavit podminky separace a pfipravit
jednotlivé kolony. To zahrnovalo pocateéni promyti ¢istym 100 % CO; a ndsledovala
ekvilibrace kolon mobilni fazi. BPR byl nastaven na hodnotu 140 bar, coZ odpovida
2030,5 psi. Ustdleni systému bylo docileno stabilizaci tlaku na ABPR a ¢erpadle. Kontrola
vstupniho tlaku CO; byla nutna k zajisténi stdlosti v rozmezi 800 — 900 psi. V kolonovém
termostatu byla nastavena teplota 40 °C. Teplota v autosampleru byla nastavena na
10 °C. Nastavenim této teploty byla zajisténa vétsi stalost pfipravenych smési analyta.
Objem nastfikovanych vzork( byl zpravidla 2 pl. Pratokova rychlost byla pro vétsinu
kolon 1,5 ml/min. Pouze ukolony BEH Amide s velikosti ¢astic 1,7 um arozméry
100 x 2,1 mm primdarné urcenou pro kapalinovou chromatografii byl pritok snizen.
S mobilni fazi CO2/MeOH byl pratok 1,0 ml/min a pro dalsi tfi mobilni faze s aditivy byl
nastaven pratok 0,9 ml/min. Pribéh gradientové eluce s izokratickymi kroky na pocatku

i konci analyzy je naznacen prostfednictvim grafu a gradientové tabulky (Obrazku 11).

100

[%] ; _ organicky
cas [min] | €O, [%] | 1 odifikator %)

0. 98 2
i 98 2
4, 60 40
= 60 40

40 5,1. 98 2 /—_
6. 98 2

/

2 ___/

0.00 .00  2.00 3.00 4.00 '~ 5.00 " 6.00
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Obrazek 11: Pribéh gradientové eluce nastavené v zakladnim screeningu.

V pripadé alkaloid( byl v rdmci UV detekce extrahovan z 3D PDA dat zaznam pfi vinové
délce 290 nm. Pro fenolické latky byl extrahovan chromatogram s vinovou délkou
220 nm. V ramci hmotnostni detekce byl vzhledem ke strukture v ptipadé alkaloidd

nastaven kladny ESI mad, u fenolickych latek naopak zaporny ESI mod.
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4.7. Optimalizované podminky separace
Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC separaci alkaloidt

Analyticka kolona: Torus DEA (100 x 3,0 mm, 1,7 um; 130 A)
Mobilni faze: CO2, MeOH/ACN (1:1) + 0,1 % NH4OH
Pratok: 1,5 ml/min Tabulka 11: Pribéh gradientové

Davkovany objem: 2 pl eluce u optimalizované metody pro

Rozpoustédlo: ACN alkaloidy Amaryllidaceae. OM -
Teplota: 40 °C organicky modifikator.
Tlak: 140 bar/2031 psi ¢as [min] | CO,[%] | OM [%]
Gradientova eluce: 4 — 20 % (Tabulka 11) & o6 4

4, 80 20
UV detekce: 290 nm

4,1. 96 4
MS detekce: MS sken, ESI* méd, 60 — 500 Da . - P

Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC separaci fenolickych latek

Analyticka kolona: Torus DIOL (100 x 3,0 mm, 1,7 pm; 130 A)
Mobilni faze: CO2, MeOH + 0,05 % NH4OH + 2 % H,0

Pratok: 1,0 ml/min Tabulka 12: Pribéh gradientové eluce

Davkovany objem: 2 pl u optimalizované metody pro fenolické

Rozpoustédlo: MeOH latky. OM — organicky modifikator.

Teplota: 40 °C gas [min] | CO,[%] | OM [%]
Tlak: 140 bar/2031 psi 0. 98 2
Gradient: 2 — 50 % (Tabulka 12) 4. 50 50
UV detekce: 220 nm 4,1 28 2

6. 98 2

MS detekce: MS sken, ESI" mod, 90 — 620 Da
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5. Vysledky a diskuze

Zakladni screening pro oba typy analytl byl proveden na 10 rGznych stacionarnich fazich
se 4 mobilnimi fazemi. Cilem prvotniho screeningu bylo najit takovou staciondrni fazi,
ktera by poskytovala optimalni selektivitu pro vSechny analyty a porovnani separaci

na kolonach riznych vlastnosti.

Analyzy v ramci screeningu probéhly na vSech kolonach za stejnych podminek dle
kapitoly 4.6. Vysledkem zakladniho screeningu bylo pro kazdou skupinu analytd
40 chromatogramu. Vzhledem k velkému poctu vyhodnocovanych chromatogramu byly

do této prace zatazeny predevsim ty s nejlepsimi vysledky.

Nasledna optimalizace metod pro separaci alkaloidd a fenolickych latek zahrnovala
kromé vybéru nejvhodnéjsi mobilni faze (organickych modifikator(i a aditiv) také
nastaveni dalSich podminek pro dosazeni co nejvyssi selektivity a rozliSeni mezi
jednotlivymi piky. Mezi tyto parametry patfilo nastaveni pocatecniho a koncového
sloZzeni mobilni faze pti gradientové eluci, tlak a teplota. Porovnanim nejlepsich vysledk
v ramci optimalizaci vybranych kolon byly vybrany nejvhodnéjsi podminky pro analyzy

obou skupin ptirodnich latek.
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5.1. UHPSFC metoda pro alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Cilem byla separace dvandcti alkaloid( lykorinového, homolykorinového, tazettinového,
haemanthaminového a krininového typu, zejména izomernich analytd. Izomery maji
stejny sumarni vzorec, tedy i stejnou molekulovou hmotnost, coz je klicové pfi

identifikaci latek pomoci hmotnostni spektrometrie.

V chromatogramech jsou popisky jednotlivych identifikovanych pikd alkaloid(
ve zkratkdch uvedenych v kapitole 3.2.1. a barevné odliSeny dle molekulové hmotnosti
nasledovné: 287,12: EPM, LYC, HMN (Cervenad),

303,15: DMG, THM (zelend), 315,15: HLC, HIP (modrd), 331,14: AMB, TZT, UND (fialova).

5.1.1. Vysledky zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi

pro separaci alkaloidu
Vysledky analyz se vSemi staciondrnimi a mobilnimi fazemi jsou vyjadieny poctem
separovanych pikd a eluovanych analytl v Tabulce 13. Na Obrdzku 12 jsou uvedeny

chromatogramy s nejvhodnéjsi mobilni fazi pro kazdou kolonu.

Tabulka 13: Vysledky primarniho screeningu pro UHPSFC analyzu alkaloidd celedi

Amaryllidaceae vyjadiené poctem separovanych pik( a eluovanych analyta.

MeOH MeOH MeOH
MeOH +0,1% NH,OH +10 mM AmF * 102'::"'_|2A:'F
separované | eluované | separované | eluované | separované | eluované | separované | eluované
piky analyty piky analyty piky analyty piky analyty

1. BEH 2.EP 9 12 9 12 10 12 9 12
2.HsS C18 5B 0 0 8 9 8 1 8 11
3. BEM 9 12 10 12 10 12 9 12
4. Torus DIDL 11 12 11 12 12 12 11 12
5. Torus 2-PIC 10 12 11 12 12 12 11 12
6. Torus DEA 12 12 12 12 12 12 12 12
7.CSHPFP 8 11 7 12 11 12 11 12
8. Torus 1-AA 7 12 12 12 10 12 10 12
9. Cortecs HILIC 4 6 11 12 8 12 10 12
10. BEH Amide 6 9 9 12 9 12 9 12
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BEH 2-EP
MeOH

<
+10 mM AmF

4.00 5.00

HSS C18
MeOH

<
+10 mM AmF

+2% H,0 v
0.00 1.00 2.00 3.00

4.00 5.00

BEH
MeOH 2

+0,1% NH,OH

0.00 1.00 2.00

Torus DIOL
HLC

MeOH 2

UN
+ 10 mM AmF

4.00 5.00
Torus 2-PIC HL(

MeOH 2

UND
+ 10 mM AmF

0.00 1.00 2.00 4.00 5.00

Torus DEA
MeOH 2

+10 mM AmF LD

0.00 1.00 2.00
CSH PFP
MeOH 2

+10 mM AmF

0.00 1.00 2.00
Torus 1-AA

MeOH 2
+0,1% NH,0H

0.00 1.00 2.00 3.00 4.0[0 5.00 6.00
P

HMA/
Cortecs HILIC
MeOH =

+0,1% NH,OH

BEH Amide

MeOH i)
<
+0,1% NH,OH L

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

6.00
Obrazek 12: Chromatogramy nejlepsich vysledk( separaci z primarniho screeningu na

jednotlivych stacionarnich fazich pro UHPSFC analyzu alkaloidG ¢Eeledi Amaryllidaceae.

Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 4.6.
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BEH 2-EP

Z kolony BEH 2-EP se vidy eluovalo vSech 12 analytl se vSemi 4 mobilnimi fazemi
(Tabulka 13). K nejlepsi separaci na této koloné doslo s mobilni fazi, kde byl jako aditivum
pouzit 10 mM AmF s 10 alespon ¢aste¢né oddélenymi alkaloidy (Obrazek 12). Schopnost
separace izomernich analyt(i vSak nebyla na této koloné dostatecna — piky se stejnou
molekulovou hmotnosti (EPM a LYC a HMN, THM a DMG) se eluovaly v blizkosti za

sebou. Chromatografické podminky na této koloné tedy nebyly dale optimalizovany.
HSS C18 SB

Na této koloné nedoslo se samotnym MeOH bez aditiva k eluci Zadnych alkaloid(.
Po pfidani 0,1 % NH4OH se jich eluovalo hned 9, oddélenych jich bylo 8. S pfidavkem 10
mM AmF a 10 mM AmF + 2 % H,0 bylo sice eluovano 11 alkaloidd, oddélenych jich vsak

bylo pouhych 8 (Obrazek 12). Tvar pikt eluujicich se z této kolony nebyl symetricky.
BEH

Na koloné BEH bylo eluovano 12 alkaloid( se vSemi 4 mobilnimi fazemi, a navic zde bylo
dosazeno SirSiho reten¢niho okna nez u BEH 2-EP, kterd je znama vétsi retenci bazickych
sloucenin. S aditivy 0,1 % NH4OH (Obrazek 12) a 10 mM AmF se separovalo 10 analytud

a diky tvaru pik{ se tato staciondrni faze stala vhodnou volbou pro dalsi optimalizaci.
Torus DIOL

Nevyhodou u separaci na Torus DIOL koloné bylo uZsi okno retencnich ¢asu, a tudiz
blizkost eluce alkaloidi se stejnou molekulovou hmotnosti (LYC, HMN). S aditivem
10 mM AmF (Obrazek 12) se ¢aste¢né oddélilo viech 12 alkaloidd, v pfipadé ostatnich
mobilnich fazi bylo separovanych latek 11. S kazdou mobilni fazi se na DIOL koloné vzdy
eluoval plny pocet alkaloidi. Podminky na této koloné proto byly podrobeny dalsi

optimalizaci.
Torus 2-PIC

Kolona Torus 2-PIC dosahovala nejlepsich separaci s mobilni fazi obsahujici 10 mM AmF.
Také na této koloné se eluovaly vidy vSechny analyty, nicméné analyzy mély jesté uzsi

retencni okno neZ v pfipadé kolony Torus DIOL. Zdlivodu nedostatecné separace
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izomer( (LYC a HMN, THM a DMG) a blizké eluce jejich pikd nebyly podminky na koloné

2-PIC dale optimalizovany.
Torus DEA

NejlepSich separaci vramci screeningu bylo dosazeno na koloné Torus DEA, kde
se Castecné separovaly vSechny alkaloidy. Nejvhodnéjsi selektivita eluovanych analyt(
vzhledem k izomernim slou¢eninam byla ziskana s mobilni fazi obsahujici 10 mM AmF

.....

coz bylo predpokladem k dostatecné selektivité a oddéleni vSech izomerd.
CSH PFP

Z kolony CSH PFP se s pfidavkem 10 mM AmF alespon ¢astecné separovalo 11 alkaloidd,
nicméné piky byly chvostujici a mély nesymetricky tvar (Obrazek 12). Se samotnym
methanolem se eluovaly chvostujici Siroké piky as ptidavkem 0,1 % NH4OH bylo
vysledkem pouhych 7 oddélenych analyt(. Z téchto dlvodd nebyla CSH PFP kolona

vhodna k dalsi optimalizaci chromatografickych podminek.
Torus 1-AA

Problémem u této kolony byl Sum pozadi a nestaly pribéh zakladni linie, a to hlavné
u Cisttho MeOH. Nejlepsi vysledek vramci této stacionarni faze byl ziskan
s 0,1 % NH4O0H, kdy se eluovalo 12 pik( a ¢astecné separovalo 12 alkaloid(i (Obrazek 12).
Nevyhodou u této kolony je velmi uzké okno retencnich cas(, s tim souvisejici horsi

selektivita a blizké eluce izomer( UND a TZT, EPM a LYC, THM a DMG.
Cortecs HILIC

Na koloné HILIC se s vyjimkou samotného MeOH eluovalo s kazdou mobilni fazi vSech
12 alkaloidd. Na Obrazku 12 je ukdzka chromatogramu s pouzitim aditiva 0,1 % NH4OH.
Dochdzelo zde k ¢astecnym koelucim izomernich analytt (UND a TZT, HMN a LYC, THM

a DMG) a tvary pik(i byly asymetrické.
BEH Amide

Na koloné BEH Amide byl pozorovan podobny trend jako na koloné Cortecs HILIC. S prvni

mobilni fazi (MeOH) nedosahoval tvar a pocet pikli dobrych vysledk(. S aditivy byla
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separace vyrazné lepsi. Vyhodny byl zejména pridavek 0,1 % NH4OH (Obrazek 12),
nicméné kvali chvostujicim pikdm a blizké eluci izomer( (LYC a HMN, THM a DMG)

nebyla ani tato kolona vybrana k optimalizaci podminek.

Eluce a zdroven separace vSech 12 alkaloidi automaticky neznamenala jisty vybér
kolony k ndsledujici optimalizaci. Zfetel byl bran také na selektivitu, schopnost separace
izomeru, tvar a symetrii pikU a jejich oddéleni na zékladni linii. Z tohoto divodu nebyla
vybrana napfiklad kolona Torus 2-PIC a Cortecs HILIC, pfestoZze dosahovaly vysokého
poctu castecné separovanych analytu. Pro ziskani prehledu o velikosti separacniho okna
byl zhotoven pruhovy graf (Obrazek 13). Cisla za jednotlivymi pruhy znadi pocet
separovanych alkaloid(i. Po peclivém porovnani vysledk( jednotlivych analyz téchto
nejlepSich kombinaci stacionarnich a mobilnich fazi byly vybrany t¥i zastupci s nejlepsi

selektivitou kolon pro naslednou optimalizaci — kolony BEH, Torus DEA a Torus DIOL.

stacionarni
+ mobilni faze A tg [min]
1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5
BEH 2-EP I 10
MeQOH + 10 mM AmF
HSS C18 I 3

MeOH + 10 mM AmF + 2% H,0

BEH I 10
MeOH + 0,1 % NH,OH

Torus DIOL

—
MeOH + 10 mM AmF 12

Torus 2-PIC

—
MeOH + 10 mM AmF 12

Torus DEA

MeOH + 10 mM AmF 12

CSH PFP
MeOH + 10 mM AmF 11

Torus 1-AA
MeOH + 0,1 % NH,OH 12

Cortecs HILIC
MeOH +0,1 % NH,OH I 11

BEH AMIDE
MeOH +0,1 % NH,OH I 5

Obrazek 13: Velikost separacniho okna dle retencnich ¢asl eluovanych alkaloidl pro nejlepsi

separace zakladniho screeningu na jednotlivych staciondrnich fazich.
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5.1.2. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH

Prvnim krokem pfi optimalizaci podminek na koloné BEH byla volba aditiv mobilni faze
a optimalizace nastaveni gradientové eluce. Jako nejlepsi aditivum v primarnim
screeningu byl vybran 0,1% NH4OH, druhym nejlepSim byl 10 mM AmF. Zména
nastaveni gradientové eluce byla proto zkousena s obéma aditivy. Na Obrazku 14 je
uvedeno porovnani chromatogram(l z primarniho screeningu s chromatogramy s nové
nastavenym gradientem. Tento gradient zacinal slozenim 2 % a koncil 40 % organického

modifikatoru. Izokratické ¢asti byly oproti primarnimu screeningu odstranény.

HLC/HIP
HMA ODU/HMN
hrag e
2%do 1.min EPM
2-40 % do 4.min THM
40 % do 5.min UND o
L A
MeOH
+10 mM AmF r "Mbacae  ap J/HMN
vc
2-40% EPM
THM
UND DMG
AM
2 % do 1.min
2 - 40 % do 4.min
40 % do 5.min
MeOH |
+0,1% NH,OH <
2-40%
UND
0.00 1.00 2.00 5.00

Obrazek 14: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH s mobilnimi fazemi
CO; + MeOH + 10 mM AmF a CO; + MeOH + 0,1 % NH,OH porovnavajici pavodni gradient

pouzity v zakladnim screeningu a nové nastaveny gradient od 2 — 40 %.

Vhodnéjsi volbou i po Upravé gradientu byla z divodu lepsi selektivity mobilni faze
obsahujici aditivum 0,1 % NH4OH. S vynechanim izokratického kroku navic doSlo
k alespont Caste¢nému oddéleni dvou koeluovanych alkaloidi (HMA a HIP). Dalsi
optimalizace nastaveni gradientové eluce se tedy tykala mobilni faze s 0,1 % NH4OH, kdy
bylo postupné ménéno slozeni mobilni faze na pocatku (2 %, 5 %, 10 % a 15 %) a na konci
gradientu (30 %, 35 % a 40 %). Jak je vidét na Obrazku 15, nejvhodnéjsi separace byla

ziskana pfi slozeni od 2 —30 %, kdy doslo k lepSimu rozliSeni HMA a HIP a oddélilo se
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nejvice analytl. Pfi ostatnich nastavenich gradientového programu dochazelo ke
kouelucim pika.

HMA/HIP

HMN/DMG

UND  HLC

15-40%

10-40%

5-40%

UuND HMA
HLC

2-40%

2-35%

2-30%

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Obrazek 15: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH smobilni fazi
CO;+MeOH +0,1% NH,OH porovnavajici analyzy srdznymi gradienty mobilni faze:

2-30%,2-35%,2-40%,5—-40%, 10-40 % a 15-40 %.

Schopnost separace izomernich pard byla dostacujici, nicméné koeluovany pik HMN

a DMG se oddélit nepodatilo.

Vliv BPR tlaku byl zkoumdan smérem k vy$sim i nizsSim hodnotdam, ale zmény se projevily
pouze minimalnim posunem retenc¢nich ¢asU. Z tohoto dlvodu zde neni uvedena ukazka
chromatogramd se zménénymi hodnotami tlakd. Na koloné BEH byly zkouseny zmény
teplot 30 — 90 °C s nastavenym gradientem od 2 — 40 % (Obrazek 16). Nicméné zmény
k nizsim i vy$sim hodnotam zpUsobovaly ¢aste¢né nebo Uplné koeluce pika. Teploty nad
70 °C se projevily zménou selektivity — tedy jinym poradim eluovanych alkaloidd (ODU,

LYC, DMH, THM) a lepsim rozliSenim pikd HMA a HIP. Zména teplot ale nepfinesla Zzadné
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vyhody vzhledem k poradi eluovanych izomerd. Nejvhodnéjsi byla plvodni teplota

40 °C.

90 °C

80°C

70°C

60 °C

50°C

40 °C

30°C

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Obrazek 16: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH smobilni fazi
CO,+ MeOH +0,1% NH4OH, gradient 2 — 40 %, porovnavajici analyzy s nastavenymi
teplotami: 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C.
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5.1.3. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus

DIOL

Nejvhodnéjsi mobilni fazi pro kolonu DIOL byl MeOH s pfidavkem aditiva 10 mM AmF,
kdy se separovalo vSech 12 alkaloid(i (v pfipadé dvojic DMG a HMN, HIP a HMA pouze
Castecné). Z pruhového grafu (Obrdzek 13) uvedeného v kapitole 5.2.1. je evidentni izké
retencni okno eluovanych analytl. Vyzvou pro optimalizaci podminek na této koloné tak
byla zejména separace analytd HMN a DMG. Obrdzek 17 vystihuje zkousené zmény
pocatecéniho slozeni mobilni faze: 2 %, 5 %, 8 %, 10 % a 15 % organického modifikatoru.
S rostoucim obsahem organického modifikatoru na zacatku gradientu lze pozorovat
nejprve Uplnou koeluci prvnich dvou eluovanych analytd (UND a HLC) a pozdéji opacné

poradi v jejich eluci a jen ¢astec¢nou separaci.

EPM
HMA
HIC 17y

HMN/DMG

15-40%

EPM
HMA
HMN/DMG
YC

10-40%

THM

HLC/UND HMN/DMG
B-40% s

THM

HMA EPM

5-40%

2-40%

2% do 1.min
2-40 % do 4.min
40 % do 5.min

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Obrazek 17: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO, + MeOH + 10 mM AmF porovnavajici analyzu ze zakladniho screeningu s rlznymi

zménami gradientu mobilni faze: 2 —40 %, 5-40%, 8 — 40 %, 10— 40 % a 15 — 40 %.
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S pocatecnim slozenim 10 % organického modifikatoru na zacatku eluce bylo dale
pracovano s cilem oddélit kriticky par HMN a DMG a zvétsit Sitku separa¢niho okna.
Hodnoty konecného sloZzeni mobilni faze byly nastaveny na35%, 30% a 25%
organického modifikatoru (Obrazek 18). NizZsi mnoZstvi organického modifikatoru vsak
zpUsobilo asymetrictéjsi tvar pikda a problém s koeluovanymi alkaloidy HMN a DMG také

nebyl vyfesen.

EPM
HLC
10-25% e
'J . obu
EPM
HMA HMN/DMG
HLC i/ . ,
10-30%
EPM
HLe TZT HMA e HMN/DMG
10-35%
EPM
HMA HMN/DMG
HLC 17 VI/ -
10-40%
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

Obrazek 18: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO; + MeOH + 10 mM AmF porovnavajici gradienty 10 — 40 %, 10 — 35 %, 10 — 30 %
al0-25%.

Stejné jako optimalizace sloZzeni mobilni faze, ani zména tlaku a teploty nepfinesly
vyrazné zlepsSeni separace. Z dGivodu jiz zminéného Uzkého rozmezi retencnich ¢asl této
analyzy i sebemensi rozdily tlak( a teplot zplsobily koeluci analytl. Blizkost retencnich

¢asti HMN a DMG je rizikem v otdzce robustnosti metody z divodu mozné koeluce.

S ostatnimi mobilnimi fazemi se separovalo 11 alkaloidd, nicméné zde byl opét problém
uzkého retenc¢niho okna. Se samotnym MeOH dochazelo k vyraznému chvostovani pika.
Pridavek aditiva 0,1 % NH4OH zpUsobil nesymetricky tvar eluovanych pikt a pridavek

2 % H,0 k 10 mM AmF zpusobil horsi separace.
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5.1.4. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus DEA

Z divodu nejvyhodnéjsich separaci ve smyslu selektivity a Sifky retenéniho okna
eluovanych analyti se viemi mobilnimi fazemi v primarnim screeningu, bylo v rdmci
optimalizace na koloné Torus DEA vyzkouSeno vice organickych modifikatord i aditiv.
S kazdou mobilni fazi se eluovalo a separovalo vzdy viech 12 alkaloid(. Kritickym mistem
vSak byla blizka eluce izomerniho paru LYC a HMN. Nejlepsi selektivity bylo dosazeno

s mobilni fazi obsahujici aditivum 10 mM AmF a také 0,1 % NH4OH.

Zmény nastaveni gradientu byly aplikovany nejprve s aditivem 10 mM AmF. Na obrazku
19 je ukdzka chromatogrami se zkouSenymi pocatecnimi hodnotami 2%, 3%
a kone¢nym sloZzenim mobilni faze s25% a 30% organického modifikatoru.
Nedostatkem byl maly rozdil retenénich ¢asd mezi izomernimi alkaloidy LYC a HMN
atento trend se opakoval ipfi dalSich zkousenych zménach v nastaveni gradientu

neuvedenych v této praci.

TZT
EPM

LYC

3-30% ‘ oDU THM HMN
UND
I\
3-25%
I
2-25%

EPM
HLC HMA

LYcC
ODU THM

2-30%

HMN

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Obrazek 19: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi
COz + MeOH + 10 mM AmF porovnavajici analyzy s rliznymi gradienty mobilni faze: 2 — 30 %,

2-25%,3-25%a3-30%.
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Poté byly aplikovany zmény sloZzeni mobilni faze obsahujici aditivum 0,1 % NH4OH.

Na Obrdazku 20 jsou uvedeny zkousené pocatecni hodnoty 2 %, 3 %, 4 % a 5 % a konecné

nastaveni gradientu s25% a 30 % organického modifikatoru a aditiva. Nejlepsi

schopnost separace izomer( byla s nastavenim gradientll 4 — 25 %, 4 =30 %, 5-25%

a5-30%.
5-30%
5-25%
4-30%
4-25%
3-30%
3-25%
2-30%
2-25%

HLC
UND \
s

HLC

hras EPM
HIP
HMA YC HMN
oDU  ym
AMB oG
Tz EPM
HMA Hip
oDU THM HMN
AMB DMG

TZT

HMA HIP

TZT

EPM

HMA HIP

HLC
UND \
HLC
U&
HLC
UND
HLC
UND

EPM
HMA HIP

EPM

obu Lyc
THM HMN

0.00

1.00

2.00 3.00 4.00

Obrazek 20: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi

CO;+MeOH +0,1% NH,OH porovnavajici analyzy srlznymi gradienty mobilni faze:

2-25%,2-30%,3-25%,3-30%,4-25%,4-30%,5—-25%a5-30%.
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Vzhledem k dobré selektivité této kolony byla dalsi analyza provedena také s organickym
modifikatorem EtOH, ktery md nizsi elu¢ni silu nez MeOH, a aditivem 0,1 % NH4OH.
Vysledkem analyz s EtOH byly i pfes relativné dobré oddéleni analytl neostré, Siroké

a asymetrické piky (Obrazek 21). EtOH nebyl jako organicky modifikator dale zkousen.

2-40%

THM LYC

2-30%
l,

HMN pMmG

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Obrazek 21: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi

CO, + EtOH + 0,1 % NH,OH porovnavajici analyzy s gradientem 2 -30 % a 2 — 40 %.

Dale byl testovan pfidavek acetonitrilu (ACN) jako organického modifikatoru. Mobilni
faze s obsahem MeOH/ACN (3:1) byla zkouSena s nastavenim rlznych program
gradientové eluce, avSak u analyz dochazelo ke koeluci pikd EPM a ODU. S pfidavkem

ACN naopak doslo ke zlepSeni rozliSeni kritického paru LYC a HMN (Obrazek 22).

3-25%

2-25%

0.00 1.00 2.00 3.00 4,00
Obrazek 22: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi
CO; + MeOH/ACN (3:1) + 0,1 % NH4OH s gradienty mobilni faze: 2 —25 % a 3 — 25 %.

Chromatogramy s pouzitim mobilni faze s obsahem MeOH/ACN (1:1) jsou uvedeny na
Obrazku 23. Zde bylo nastaveno slozeni mobilni faze od 2 %, 3%, 4 % a 5 % a koncové
sloZzenina 20 % Ci 25 % organického modifikatoru. Analyza s gradientem od 4 % do 20 %

poskytla nejlepsi schopnost separace, podobné jako gradient od 5 % do 20 %, kdy doslo
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k rozdéleni vsech pikl na zakladni linii. V tomto pfipadé byl navic splnén jeden z cild

optimalizace — alkaloidy se stejnou molekulovou hmotnosti nebyly eluovany v blizkosti.

5-25%

5-20%

4-20%

3-20%

3-25% l
I

2-25% L

Obrazek 23: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi
CO; + MeOH/ACN (1:1) +0,1 % NH4OH porovnavajici gradienty mobilni faze: 2 — 25 %,
3-25%,3-20%,4-20%,5-20%a5—-25%.

Zmény tlaku a teploty byly nastaveny na Torus DEA u analyz s mobilni fazi s aditivem
0,1 % NH4OH i 10 mM AmF. Stejné jako v predchozich experimentech, zménou BPR tlaku
k nizsim hodnotdm (130 bar, 120 bar a 110 bar) nedoslo k vyraznym zménam v separaci.
U chromatogram s vyssi hodnotou tlak( (160 bar a 170 bar) je patrné snizeni retencnich

¢as(, ale také nezddouci koeluce pikl — TZT a HMA (Obrazek 24).

Vyrobce Torus kolon dovoluje pro analyzy pouzit maximalni teplotu na 60 °C (Obrazek
25). U nizsi teploty (30 °C) oproti vychozim 40 °C doslo k lepsSimu oddéleni pik( TZT
a HMA, ale naopak piky eluované ke konci analyzy (LYC a HMN) se zacaly smyvat.

U teplot 50 °C a 60 °C nastala horsi separace pikd analytl TZT, HMA, ODU a EPM.
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Obrazek 24: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi
CO2 + MeOH + 10 mM AmF porovnavajici analyzy s rGznymi hodnotami BPR tlaku: 110 bar,
120 bar, 130 bar, 140 bar, 150 bar, 160 bar a 170 bar.

TITHMA oy

60°C I
e

50°C l

T !\.._____————-
40°C L

y y S——
30°C

I.
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0.00 100 2.00 .00 4.00 5.00

Obrazek 25: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DEA s mobilni fazi
CO; + MeOH + 10 mM AmF porovnavajici analyzy s rlznymi hodnotami teplot: 30 °C, 40 °C,
50°Ca60 °C.
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5.1.5. Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC

separaci alkaloidu

Jako nejvhodnéjsi pro separaci alkaloid(i ¢eledi Amaryllidaceae byla vybrana kolona
Torus DEA. Po optimalizaci chromatografickych podminek (Tabulka 14) bylo dosazeno
vhodné selektivity separace a symetrickych pikd vétSiny izomernich slouéenin do

5 minut. Chromatogram separace je uveden na Obrdazku 26.

Tabulka 14: Optimalizované chromatografické podminky

pro separaci alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae.

Chromatografické podminky
analyticka kolona | Torus DEA (100,0 x 3,0 mm, 1,7 pum)
mobilni faze €O, + MeOH/ACN {1:1) + 0,1 % NH,OH

prutok 1,5 ml/min

dévkovany objem | 2 ul v rozpoustédle ACN

teplota 40 °C
tlak 140 bar / 2031 psi
gradient 4—-20% do 4. minuty
UV detekce 290 nm
MS detekce MS sken v ESI* madu, 60 — 500 Da
0.075
HLC
2
UND
0.00 100 2.00 3.00 4.00 5.00

Obrazek 26: Chromatogram UHPSFC analyzy 12 vybranych alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae na
koloné Torus DEA s mobilni fazi CO, + MeOH/ACN (1:1) + 0,1 % NH4OH.

Vhodnost chromatografického systému byla potvrzena zjisténim nékolika parametr(
testu zpUsobilosti systému, konkrétné: prdmérny retencni cas, retencni (kapacitni)
faktor, rozliseni, faktor symetrie a Sitka piku v poloviné vysky (Tabulka 15). PoZzadavek
na rozliSeni > 1,5 nebyl spInén pouze v jednom pripadé, mezi analyty DMG a HMN. Dle

namérenych faktor(i symetrie byl problematicky analyt ODU.
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Tabulka 15: Vysledky sledovanych parametr( testu zpUsobilosti systému pro

analyzu alkaloidl celedi Amaryllidaceae za optimalizovanych podminek.

PRITJME'RN’Y' RETENCNi’ ROZLISENI FAKTOR SIRKA PI'KUvV
ANALYT RETENCNI (KAPACITNI) ®R) SYMETRIE POLOVINE

€AS (ty) FAKTOR (k) (Ag) VYSKY (ws,)
UND 1,093 1,7325 1,14 0,02
HLC 1,262 2,1550 4,27 1,48 0,02
TZT 2,222 4,5550 25,04 1,12 0,02
2,305 4,7625 1,54 1,34 0,04
HIP 2,590 5,4750 5,07 1,20 0,02
AMB 2,728 5,8200 3,21 1,10 0,03
2,986 6,4650 5,21 1,94 0,03
EPM 3,250 7,1250 5,19 1,34 0,03
THM 3,669 8,1725 5,16 1,36 0,07
LYC 4,105 9,2625 4,15 1,26 0,06
DMG 4,338 9,8450 2,44 0,97 0,06
HMN 4,456 10,1400 1,17 1,20 0,06

5.1.6. Analyza extraktu z rostliny Zephyranthes citrina

Po vyvinuti metody byl analyzovan rostlinny extrakt, u kterého byl predpokladan obsah

vétsiny alkaloid( analyzovanych v ramci optimalizace metody (Obrazek 27). Konkrétné

se jednalo o extrakt zrostliny Zephyranthes citrina ¢Eeledi Amaryllidaceae dodany

z Katedry farmaceutické botaniky. Dodatecné byla provedena analyza se dvéma dalSimi

standardy alkaloid(i — vitattin (VIT) a haemanthidin (HTD). Zjisténé retencni ¢asy téchto

latek byly vyuzity k identifikaci dalSich alkaloid( v extraktu.

HIP

0.38 |
2 EPM
s
1
ND vir 3 DMG
HLC irdl 2
000 100 “200 T 3o0 7 4m0 500 " 6.00

Obrazek 27: Chromatogram UHPSFC analyzy alkaloidi v extraktu z rostliny Zephyrathes citrina

Celedi Amaryllidaceae na koloné Torus DEA s mobilni fazi CO, + MeOH/ACN (1:1)

+ 0,1 % NH4OH. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 5.1.5.
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V extraktu byly identifikovany alkaloidy undulatin, homolykorin, tazettin,
haemanthamin, hippeastrin, vitattin, odulin, epimaritidin, Iykorin a 9-O-
demethylgalanthin. Nepojmenované piky patfi latkdm s molekulovou hmotnosti 317

(pik 1), 333 (pik 2) a 305 (pik 3), které se zatim nepodafilo identifikovat.

5.1.7. Analyza extraktu z rostliny Hippeastrum cv. Double King

Optimalizované podminky UHPSFC metody byly aplikovany i na druhy rostlinny extrakt
dodany z Katedry farmaceutické botaniky. Jednalo se o extrakt z rostliny Hippeastrum

cv. Double King.

Vrostlinném extraktu Hipeastrum cv. Double King byly identifikovany alkaloidy
undulatin, tazettin, hippeastrin, vittatin, odulin, lycorin a haemanthidin (Obrazek 28).
Nepojmenované piky patfi [atkam s molekulovou hmotnosti 331 (pik 1), 301 (pik 2) a 287

(pik 3), které se zatim nepodafilo identifikovat.

HIP

0.18

5 LYC/HTD
-

21l wr
1
TZT 3
UND
abu
ooo 180 200 300  aoe 500 600

Obrazek 28: Chromatogram UHPSFC analyzy alkaloidd v extraktu z rostliny Hippeastrum cv.
Double King ¢eledi Amaryllidaceae na koloné Torus DEA s mobilni fazi CO, + MeOH/ACN (1:1)

+ 0,1 % NH4OH. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 5.1.5.
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5.2. UHPSFC metoda pro fenolické latky

V pfipadé fenolickych latek byl z divodu rlznorodosti chemickych struktur a odliSnosti
fyzikalné-chemickych vlastnosti feSen problém jejich separace a zejména eluce v rdmci
jedné analyzy. V chromatogramech jsou popisky jednotlivych identifikovanych piku
fenolickych latek ve zkratkdch uvedenych v kapitole 3.2.3. Flavonoidni struktury jsou

odliseny ¢ervenou barvou, fenolické kyseliny ¢ernou.

5.2.1. Vysledky zakladniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi
pro separaci fenolickych latek
Vysledky analyz se vSemi staciondrnimi a mobilnimi fazemi jsou vyjadieny poctem

separovanych pikd a eluovanych analytl v Tabulce 16. Na Obrazku 29 jsou uvedeny

chromatogramy s nejvhodnéjsi mobilni fazi pro kazdou kolonu.

Tabulka 16: Vysledky primarniho screeningu pro UHPSFC analyzu fenolickych latek vyjadrené

poétem separovanych pikd a eluovanych analytu.

MeOH MeOH MeOH
MeOH +0,1% NH,OH +10 mM AmF + 1+°2'"%MH‘::)"F
separované eluované | separované eluované | separované eluované separované | eluované
piky analyty piky analyty piky analyty piky analyty

1. BEH 2-EP 5 5 5 5 5 5 5 5
2_HSSC18 5B 2 2 4 6 2 2 2 2
3.BEH 6 6 6 6 5 6 6 6
4. Torus DIOL 8 B8 8 8 8 8 8 8
5. Torus 2-PIC 5 5 5 5 5 5 5 5
6. Torus DEA 6 6 6 6 5 5 5 5
7. CSH PFP 4 4 4 4 2 2 2 2
8. Torus 1-AA 6 6 5 5 5 5 5 5
9. Cortecs HILIC 7 7 5 5 5 5 4 4
10. BEH Amide 6 6 5 5 6 6 6 6
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+0,1% NH,OH
0.00 1.00 2.00 3.00
Torus 2-PIC 2 PG
+ MeOH
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0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00
PG
HFP
Torus DEA amc A
MeOH E IRN
+0,1% NH,OH By
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
HFA
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HFP
MeOH 2
+0,1% NH,OH L
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00
HFP
HFA PG
HVA
Torus 1-AA e
MeOH <
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00
PG
Cortecs HILIC I
MeOH 2 VA
4MC PAR X
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
HFP
AMC HFA
BEH Amide HVA
MeOH 2
1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

Obrazek 29: Chromatogramy nejlepsich vysledk( separaci z primarniho screeningu na
jednotlivych stacionarnich fazich pro UHPSFC analyzu fenolickych latek. Chromatografické

podminky jsou uvedeny v kapitole 4.6.
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BEH 2-EP

Kolona BEH 2-EP poskytla s kazdou mobilni fazi pouze 5 eluovanych i separovanych
analytll. Vidy se jednalo o fenolické kyseliny. Nejlepsi separace bylo dosazeno
s pridavkem 0,1 % NH4OH (Obrazek 29), avSak dochazelo k vyraznému chvostovani piku
4MC. Eluované fenolické kyseliny i jejich poradi bylo u vSech mobilnich fazi stejné.

Podminky na koloné BEH 2-EP nebyly dale optimalizovany.
HSS C18 SB

Na této nepoldrni stacionarni fazi byly ziskany nejhorsi vysledky separace fenolickych
latek v ramci celého zdakladniho screeningu. Mobilni faze s pridavkem aditiva
10 mM AmF a také 10 mM AmF + 2 % H,0 vedly k eluci pouze 2 fenolickych kyselin.
S pridavkem 0,1 % NH4OH se separovaly 4 analyty a6 latek se z kolony eluovalo
(Obrazek 29). Pomoci QDa detektoru byla identifikovana i eluce 2 flavonoidnich struktur.

Tvary pikQ eluujicich se z této kolony byly vyrazné asymetrické.
BEH

Na koloné BEH se eluovalo vsech 6 zastupcl fenolickych kyselin. Se samotnym MeOH
bez aditiva byly ziskdny mirné chvostujici, ale nejlépe oddélené piky (Obrazek 29).
Aditiva mobilnich fazi zejména ménila poradi eluovanych fenolickych kyselin. Pridavek
0,1 % NH4OH pomohl eluci IRN, pfidavek 10 mM AmF pfispél k eluci TMX, ale jeho

odezva na detektoru byla oproti intenzitdm ostatnich analytd zanedbatelna.
Torus DIOL

S vysledkem 8 eluovanych i 8 alespon ¢astecné separovanych fenolickych latek se viemi
typy mobilnich fazi (Tabulka 14) byla kolona Torus DIOL stéZejnim predmétem
nasledujici optimalizace. Kromé 6 fenolickych kyselin se zde navic eluovaly a separovaly
izomery IRN a TMX. Selektivita, tvar pik( i Sitka separacniho okna byly fazeny k nejlepsim

v rdmci primarniho screeningu.
Torus 2-PIC

Pouzitim kolony Torus 2-PIC bylo dosazeno eluce pouhé poloviny vychozich analytd.

Vysledkem zde byl symetricky tvar pik( u latek HFP, HVA, HFA a PG s mobilni fazi
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obsahujici MeOH bez aditiva (Obrazek 29) a také s pridavkem aditiva 0,1 % NH4OH.
Dochazelo viak k vyraznému chvostovani piku 4MC. Z kolony Torus 2-PIC se eluovaly
pouze fenolické kyseliny. Z dlivodu eluce malé casti analytl nebyly podminky na této

koloné podrobeny dalsi optimalizaci.

Torus DEA

.....

v pfipadé alkaloid(l. 6 eluovanych a zaroven oddélenych latek bylo dosazeno s mobilni
fazi obsahujici MeOH bez aditiva a také s ptidavkem 0,1 % NH4OH (Obrazek 29). Z kolony
DEA se eluovaly dvé flavonoidni struktury, nicméné vysledkem byly asymetrické tvary

pikd, proto podminky na této koloné nebyly podrobeny dalsi optimalizaci.
CSH PFP

Kolona CSH PFP nebyla pro fenolické analyty dostatec¢né selektivni. Z kolony se eluovaly
pouze 4 analyty, jejichz piky navic byly chvostujici a z ¢asti koeluované (Obrazek 29).
Dlavodem horsi separace zde byla pfilisSna polarita a povaha velmi slabych a slabych

kyselin fenolickych latek. Podminky na koloné CSH PFP nebyly dale optimalizovany.
Torus 1-AA

U kolony 1-AA se eluovalo vidy 5 fenolickych latek a s mobilni fazi obsahujici organicky
modifikator MeOH bez aditiva (Obrazek 29) se eluoval 1 analyt flavonoidni struktury —
TMX. Po pridavku aditiv se vyrazné projevoval nestaly pribéh zakladni liniea Sum
pozadi. Tvar pikd 4MC a flavonoidni struktury TMX byly nesymetrické. Kolona Torus 1-

AA nebyla vhodna k optimalizaci podminek.
Cortecs HILIC

NejlepsSiho vysledku na HILIC koloné bylo dosazeno s MeOH bez aditiva, kdy se eluovalo
6 fenolickych kyselin a TMX — zastupce flavonoidni struktury. Z dlivodu chvostovani pikd,
jejich koeluci a nedostate¢ného oddéleni pik( po pfidavku aditiv nebyly podminky

na této koloné dale optimalizovany.
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BEH Amide

Navzdory ¢asové delsim analyzam se také u kolony BEH Amide osvédcily mobilni faze

s MeOH bez aditiva (Obrazek 29) a MeOH + 0,1 % NH4OH. Siroké okno retenénich &ast

a eluce 6 fenolickych kyselin byly divody pro dals$i optimalizaci podminek na této koloné,

prestoze nedoslo k eluci flavonoidnich struktur.

Pro vybrané kombinace stacionarnich a mobilnich fazi byl zhotoven pruhovy graf

(Obrézek 30), ukazujici velikost separa¢niho okna. Cisla za jednotlivymi pruhy definuji

pocet separovanych fenolickych latek.

stacionarni
+ mobilni faze

BEH 2-EP

MeOH +0,1 % NH,OH

HSS C18

MeOH + 0,1 % NH,OH

BEH
MeOH

Torus DIOL

MeOH + 0,1 % NH,OH

Torus 2-PIC
MeOH

Torus DEA

MeOH +0,1 % NH,OH

CSH PFP

MeOH + 0,1 % NH,OH

Torus 1-AA
MeOH

Cortecs HILIC
MeOH

BEH AMIDE
MeOH

2,5 3 3,5 4 4,5

E— 6

5,5

Obrazek 30: Velikost separacniho okna dle retenénich ¢ast eluovanych fenolickych latek pro

nejlepsi separace zdkladniho screeningu na jednotlivych stacionarnich fazich.

Porovnanim separaci byly vybrany tfi stacionarni faze s nejlepsi selektivitou fenolickych

latek pro naslednou optimalizaci. Byly to kolony BEH, Torus DIOL a BEH Amide.
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5.2.2. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH

Vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem fenolickych analytl (slabé nebo velmi
slabé kyseliny a polarni charakter) byla pti optimalizaci chromatografickych podminek
testovana také aditiva kyselé povahy a pfidavek vody. Na Obrazku 31 jsou uvedeny
chromatogramy porovnavajici vychozi podminky s mobilni fazi MeOH bez aditiva
a chromatogramy po pridavku 2 % H,O a 0,1 % HCOOH. Predpoklad, Ze pridavek
kyselého aditiva 0,1 % HCOOH zlepsi eluci a selektivitu separace analytl, se nepotvrdil.
Zadné aditivum k lep$imu oddéleni pik( nepfispélo, naopak doslo k vyraznéjsi koeluci

pikd HFP a HFA. K eluci flavonoidnich struktur nedoslo na koloné BEH vibec.

HFp HRA
MeOH HVA
+0,1 % HCOOH amc PAA
PG
PG
MeOH
uep 1R
+2%H,0 HVA PAA
AMC
PG
HFA
MeOH HFP
HVA
AMC PAA
0.00 1.00 2.00 .00 4.00 5.00

Obrazek 31: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH s mobilnimi fazemi

CO; + MeOH, CO; + MeOH + 2 % H,0 a CO, + MeOH + 0,1 % HCOOH.

Dalsim krokem byla zména nastaveni gradientové eluce u vychozi mobilni faze s MeOH.
ProtoZe mezi fenolickymi analyty byly latky polarni povahy (fenolické kyseliny a rutin),
bylo zkouSeno nastaveni gradientu az k 90 % organického modifikatoru. Nové nastaveny
gradient zacinal od 2 % MeOH a postupné se zvySoval podil organického modifikatoru
na50%, 60%, 70%, 80% nebo 90%. Stak vysokym procentem organického
modifikatoru se analyzy pohybovaly spiSe v oblasti kapalinové chromatografie. Z dlivodu
tlakového limitu systému tyto zmény nastaveni gradientu vyzadovaly snizeni pritoku
mobilni faze. Na Obrdazku 32 je uvedeno porovnani téchto nové nastavenych podminek
s plvodnim gradientem, ktery z(lstal z pohledu separace nejvyhodnéjsi. Flavonoidni

struktury se neeluovaly ani s takto nastavenym slozenim mobilni faze.
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2-90%
0,4 ml/min

2-80%
0,5 mi/min

2-70%
0,7 mi/min

2-60%
1 mifmin

2-50%
1 mi/min

2 % do 1.min
2—40 % do 4.min
40 % do 5.min

1,5 ml/min

HFP
HV)
amc
PG
PAA
A
HFA
HFP
amc
HVA PG
PAA
HFA
HFP
PG
‘MCHVA
P
HFA
HFP
PG
AMC A
PAA
HFA PG
HFP
amc HVA
PAA
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

5.00

Obrazek 32: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH s mobilni fazi CO, + MeOH

porovnavajici analyzu ze zakladniho screeningu se zménami nastaveni gradientu mobilni

faze: 2—50% (1 ml/min), 2 —= 60 % (1 ml/min), 2 =70 % (0,7 ml/min), 2 — 80 % (0,5 ml/min)

a2-90% (0,4 ml/min).

Dale byla testovana procentualni zména pocateéniho sloZzeni mobilni faze. Ani tato

zména gradientu k lepsi separaci fenolickych latek nepfrispéla (Obrazek 33).

5-40%
1 mi/min

5-50%
1 ml/min

2-50%
1 mi/min

2% do1.min
2—-40%do 4.min
40 % do 5.min

1,5 ml/min

amc HVA

0.00

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Obrazek 33: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH s mobilni fazi CO, + MeOH

porovnavajici analyzu ze zakladniho screeningu se zménami gradientu mobilni faze: 2 — 50 %

(1 ml/min), 5—=50 % (1 ml/min) a 5—40 % (1 ml/min).
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Na koloné BEH zlstala nejvhodnéjsi analyza s mobilni fazi MeOH bez aditiva, pivodni
podminky gradientové eluce a také plvodni nastavend teplota 40 °C. ZkousSena
modifikace teplot (Obrazek 34) k vyssi i nizsi teploté zplsobovala vyraznéjsi koeluci

vrve

retencnich ¢as(, proto zde nejsou chromatogramy uvedeny.

PG

HFP HFA

50°C

40°C

30°C

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Obrazek 34: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH s mobilni fazi CO, + MeOH,
porovnavajici nastaveni teploty: 30 °C, 40 °C a 50 °C.

66



5.2.3. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné BEH

Amide

Prvni zménou pfi optimalizaci podminek na této stacionarni fazi byla separace na koloné
o jinych rozmérech, ktera v dobé zakladniho screeningu nebyla k dispozici. Konkrétné
Slo o vétsi vnitini prdmér 3,0 mm, oproti plUvodnimu vnitinimu priiméru 2,1 mm
zkoudenému v rdmci zakladniho screeningu (Obrazek 35). Siréi okno reten¢nich &asli
analyt(l a separace uzsich pikd na zakladni linii bylo hlavnim divodem v pokracovani
dalsi optimalizace na koloné o vétSim vnitfnim prlmeéru. Dlvodem lepSich vysledk(
separace s kolonou svnitinim pramérem 3,0 mm byla minimalizace vlivu
mimokolonovych objem0 systému.

amc

100 x 3,0 mm
1,5 ml/min

100 x 2,1 mm

1,0 ml/min

Obrazek 35: Chromatogram UHPSFC separace na koloné BEH Amide 100 x 2,1 mm (pratok
1,0 ml/min) ze zakladniho screeningu a koloné BEH Amide 100 x 3,0 mm (pratok 1,5 ml/min).

Obé separace probéhly s mobilni fazi CO, + MeOH bez aditiva.

Vliv pfidavku raznych aditiv k MeOH je uveden na Obrdazku 36. Pfidavek bazického
aditiva 0,1 % NH4OH poskytoval oproti kyselym aditivim asymetrictéjsi tvary pikd.
K eluci symetrickych piki nepomohly ani kyseliny HCOOH a CH3COOH v koncentraci
0,1 %. Pridavek 2 % HO byl z vybérl aditiv nejlepsi volba, nicméné nebyla shleddna
zadnd vyhoda oproti Cistému MeOH bez aditiva. Nastaveni gradientu se proto ddle

optimalizovalo u této mobilni faze se samotnym MeOH.
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MeOH
+0,1 % CH,COOH mc e
HVAL e
PAA PG
A TMX
MeOH we
+0,1% HCOOH
PAA PG
TWMX
HRP HFA
MeCH - -
+0,1% NH,OH L Hen
My
MeOH | M "
+2%H,0 ™K
PAA
L1 T —
HVA HFA
MeCOH PG
PAA TV
0.00 1.00 200 300 4.00 500 5.00

Obrazek 36: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH Amide s mobilni fazi
CO2 + MeOH a s aditivy 2 % H,0, 0,1 % NH40H, 0,1 % HCOOH a 0,1 % CH3COOH.

Pti zvySeni poméru organického modifikatoru na konci gradientu musel byt opét snizen
pratok mobilni faze. Zkousena zména 2 % na zacatku a 50 % a 60 % organického
modifikatoru na konci eluce nezlepSily separaci stejné jako rozmezi od 5% do 40 %.
Chromatogramy pfislusnych separaci jsou uvedeny na Obrazku 37. Z flavonoidnich latek

se eluoval pouze TMX, ktery vsak koeluoval spole¢né s PG.

Zmény teploty a tlaku nezpUsobily kromé mirnych posun( retenénich ¢astd zadné zmény

v eluci Ci selektivité, proto zde nejsou uvedeny pfislusné chromatogramy.
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AMC
HFP

5-40% HFA
1,0 mi/min

2—-60%
1,0 mi/min

2-50% L7 -
1,0 mi/min

2% do L.min aMC
2—40% do 4.min
40% do 5.min

1,5 mi/min PR pg

0.00 100 200 3.00 4.00 5.00 6.00

Obrazek 37: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné BEH Amide s mobilni fazi
CO; + MeOH porovnavajici analyzu ze zdkladniho screeningu se zménami gradientu mobilni

faze: 2 —-50 % (1 ml/min), 2 - 60 % (1 ml/min) a 5—40 % (1 ml/min).
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5.2.4. Optimalizace chromatografickych podminek na koloné Torus

DIOL

Prvnim krokem byla zména nastaveni gradientové eluce. Pomér organického
modifikatoru MeOH byl nastaven na zacatku na 2%, 5%, 10 % nebo 15% a bez
izokratického kroku se zvySoval do 50 %. Z Obrazku 38 je patrné, Ze ani procentualni
zména nepomohla eluci flavonoidnich latek a pfestoze IRN, TMX i QCE na hmotnostnim
detektoru vykazovaly odezvu, jejich piky byly co dointenzity zanedbatelné oproti

ostatnim analytdim a chvostovaly. Velmi poldrni rutin se z kolony neeluoval viibec.

PG

amc

15-50%
1 mi/min

HFP HFA
HVA

10-50%
1 ml/min

amc

HFP HFA
HVA

5—-50%
1 mil/min

4MC

HFP
HVA HFA

2-50%
1 mil/min

PG

amc

HFP
HVA HFA

2% do1.min
2 —-40% do 4.min
40 % do 5.min
1,5 ml/min

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Obrazek 38: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO, + MeOH porovnavajici analyzu ze zakladniho screeningu se zménami gradientu mobilni

faze: 2 -50 %, 5—-50 %, 10— 50 % a 15 - 50 %.

Po neuspésnych pokusech eluce flavonoidnich [atek s mobilni fazi MeOH bez aditiva

nasledovalo provedeni mnoiZstvi separaci srlznymi aditivy. Konkrétné se jednalo

02 %H0, 0,1 % HCOOH, 0,1 % CH3COOH a 0,1 % NH4OH (Obrazek 39). Separace

probihaly za vychozich podminek gradientové eluce ze zakladniho screeningu. Pouziti

kyselych aditiv (0,1 % HCOOH a 0,1 % CH3COOH) nevedlo k lepsi separaci ani eluci
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problematickych fenolickych analyt(. Pridavek 2 % H,O pfispél k eluci flavonoidnich
struktur. Bazické aditivum 0,1 % NH4OH nepfispélo k oddéleni vSech analytd na zakladni
linii, nicméné poskytovalo zcela jinou selektivitu, nez v pfipadé pfidavku 2 % H,0. V dalsi

optimalizaci byla zkousena kombinace téchto dvou aditiv v rliznych koncentracich.

PG
MeOH amc HVA HEA
+0,1% NH,OH e
TMXN|
PAA
MeOH
AMC HFP
+0,1 % CH,COOH HA | A
PG
AR TMI
IRN ace
AMC e
MeOH HVA . Hra
+0,1% HCOOH
PAA
PG
TMX
IRN
PG
MeOH P
+2%H,0
PAA
IRN ace
[ ]
4MC
HFP“H
MeGQH Hva
PAA
- QcE
0.00 1.00 100 3.00 4.00 5.00 600

Obrazek 39: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO: + MeOH a aditivy 2 % H,0, 0,1 % HCOOH, 0,1 % CHsCOOH a 0,1 % NH,OH.

Na Obrazku 40 jsou uvedeny chromatogramy analyz s prfidavkem 2 % H>0, 0,1 % NH4OH,
0,05 % NH4OH a také kombinace 2 % H,0 + 0,1 % NH40OH a 2 % H,0 + 0,05 % NH4OH.
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MeOH
+2%H0 HvaE HEA

RN ocE

MeOH
+0,05 % NH,OH
+2%H,0

MeOH
+0,1 % NH,OH
+2%H,0

— & %= g

MeOH
+ 0,05 % NH,OH

" g
ﬁE

MeOH

+0,1% NH,OH h

0.00 1.00 200 .00 4.00 5.00 6.00

Obrazek 40: Chromatogramy UHPSFC separaci na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO, + MeOH a aditivy 0,1 % NH4OH, 0,05 % NH4OH, 0,1 % NH,OH + 2 % H,0, 0,05 % NH,OH
+2 % H,0 a 2 % H-,0.

Nejlepsi selektivitu separace poskytla kombinace 2 % H,0 s 0,05 % NH4OH, proto byly
stouto mobilni fazi znovu vyzkouseny zmény nastaveni gradientové eluce.
Na Obrazku 41 je uvedeno porovnani chromatogramd s vychozim gradientem, poté
gradientu od 2% do50% nebo do 60 % organického modifikdtoru a pratokem
1,0 ml/min. Nejlepsi separaci poskytlo rozmezi gradientu od 2 % do 50 % organického

modifikatoru s 8 oddélenymi piky a alespon s malym pikem kvercetinu.

ZkouSené zmény tlaku a teploty ani vtomto pfipadé nezménily vyrazné selektivitu
separace a dochazelo k c¢astéjsim koelucim pikd, proto zde tyto chromatogramy nejsou

uvedeny.

Eluce flavonoidnich struktur QCE, IRN, TMX se ukdzala i za optimalizovanych podminek
UHPSFC metody jako problematicka. Velmi polarni RUT nebyl eluovan vibec.
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2-60%

1,0 ml/min

2-50%

1,0 ml/min

2% do 1.min

2-40%do 4.min

40 % do 5.min

1,5 ml/min

0.00

1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00

Obrazek 41: Chromatogramy UHPSFC separace na koloné Torus DIOL s mobilni fazi

CO2 + MeOH + 2 % H,0 + 0,05 % NH4OH porovnavajici gradient ze zdkladniho screeningu se

zménami: 2 -50 % a 2 — 60 % (pritok 1 ml/min).

Z dosud ziskanych vysledk( je evidentni, Ze s vyuZitim UHPSFC metody dochazi k eluci

a separaci vsech fenolickych kyselin (6 analytl). Proto byla vytvofena smés pouze téchto

latek a provedena analyza s nejlépe optimalizovanymi podminkami na DIOL koloné.

Na Obrdzku 42 je uvedena separace s mobilni fazi obsahujici MeOH a puvodnimi

podminkami a také s mobilni fazi obsahujici MeOH + 0,05 % NHsOH + 2% H,0

a gradientem 2 — 50 %.

MeOH
+0,05 % NH,OH
+2%H,0

2-50%
1,0 ml/min

MeOH

2%do 1.min
2-40%do 4.min
40 % do 5.min
1,5 ml/min

C
HVA

PG
am
HFA
HFP
PAA
PG
amc MR
HVA
HF
PAA

1.00 2.00 3.00 400 5.00 5.00

Obrazek 42: Chromatogramy UHPSFC separace fenolickych kyselin na koloné Torus DIOL

s mobilni fazi CO; + MeOH s podminkami zakladniho screeningu a s mobilni fazi CO, + MeOH

+2 % H,0 + 0,05 % NH4OH a gradientovou eluci 2 — 50 % (pratok 1 ml/min).
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5.2.5. Optimalizované chromatografické podminky pro UHPSFC

separaci fenolickych latek

Nejvhodnéjsi pro separaci fenolickych latek metodou UHPSFC byla kolona Torus DIOL.
Po optimalizaci chromatografickych podminek (Tabulka 17) bylo dosaZeno ¢astecné
separace 9 analytl (Obrazek 43). Vhodnost chromatografického systému byla potvrzena
zjisténim nékolika parametr( testu zpUsobilosti systému (Tabulka 18). Rozliseni > 1,5
nebylo dosazeno mezi piky IRN, TMX, HFA a PG.

Tabulka 17: Optimalizované chromatografické

podminky pro separaci fenolickych latek.

Chromatografické podminky

analyticka kolona | Torus DIOL (100,0 x 3,0 mm, 1,7 um)
mobilni faze CO, + MeOH + 0,05 % NH,OH + 2 % H,0
pratok 1,0 ml/min
déavkovany objem | 2 ul v rozpoustédle MeOH
teplota 40°C
tlak 140 bar / 2031 psi
gradient 2-50% do 4. minuty
UV detekce 220 nm
MS detekce MS sken v ESI- modu, 90 — 620 Da
0.46 PG
amc
HFP HFA
HVA
2
TR PAA
L IRN
Qce
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

Minutes

Obrazek 43: Chromatogram UHPSFC analyzy fenolickych latek na koloné Torus DIOL s mobilni
fazi CO; + MeOH + 0,05 % NH OH + 2 % H_O.

Tabulka 18: Vysledky sledovanych parametrd testu zpUsobilosti systému pro analyzu

fenolickych latek za optimalizovanych podminek.

o | s [ 2| oo rronsrere | SAY
FAKTOR (k) 2 2 (wso)
amc 2,413 3,826 1,34 0,02
HFP 3,080 5,160 15,95 1,21 0,03
HVA 3,218 5,436 2,93 1,17 0,03
IRN 3,419 5,838 2,94 1,27 0,05
TMX 3,533 6,066 1,18 . 0,06
HFA 3,676 6,352 1,76 - 0,03
PG 3,719 6,438 0,90 g 0,02
PAA 4,134 7,268 8,65 1,80 0,03
QcE 4,345 7,690 5,03 1,37 0,02
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6. Zaver

Pro obé skupiny pfirodnich latek byly vyvinuty nové analytické metody s vyuZitim
UHPSFC s PDA a MS detekci, coZ je ucinna a ekologicka alternativa dosud pouZzivanych
technik. V souladu s predem stanovenym cilem byly chromatografické podminky
optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejlepsi selektivity, rozliSeni a symetrickych

pikd.

Pro skupinu alkaloidd celedi Amaryllidaceae byla nejvhodnéjsi separace na koloné
Torus DEA. Jako nejlepsi organicky modifikator se ukdzala kombinace MeOH s ACN, jako
vhodné aditivum pro alkaloidy byl zvolen NH4OH. Nejvhodnéjsi mobilni fazi byla smés
CO; + MeOH/ACN (1:1) + 0,1 % NH4OH a gradientova eluce 4 — 20 % do 4. minuty.
Separace probihala za teploty 40 °C, tlaku 140 bar a prdtoku 1,5 ml/min. Za téchto
podminek byly eluovany vSechny analyty a retencni casy izomernich latek byly
dostatecné rozdilné. S takto optimalizovanymi podminkami byla provedena analyza
rostlinnych extrakt( z rostlin Zephyranthes citrina a Hippeastrum cv. Double King a byly
identifikovany alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae. Tyto podminky mohou byt aplikovany
pro analyzu a po prepoctu parametrl metody také pro izolaci alkaloid( z rostlinnych
extraktl v preparativnim méfitku SFC metody. Vhodnost UHPSFC pro tento typ

prirodnich latek byla potvrzena.

Fenolické latky byly nejlépe eluovany a separovany na koloné Torus DIOL s mobilni fazi
CO; + MeOH + 0,05 % NH4OH + 2 % H,0. Gradientova eluce byla nastavena v rozmezi
2-50% do 4. minuty, teplota 40 °C, tlak 140 bar a pritok 1,0 ml/min. Za téchto
podminek probéhla Uspésna separace 6 fenolickych kyselin a 2 flavonoidnich struktur,
nicméné eluce kvercetinu poskytla pik s velmi malou intenzitou a rutin se z kolony
neeluoval vibec. Vhodnost UHPSFC metody pro tento typ pfirodnich latek byla
potvrzena castecné. Separace flavonoidnich latek tak zlstava predmétem budoucich

optimalizaci.

Cilena a rychla analyza téchto dvou skupin biologicky aktivnich pfirodnich latek pomoci
nové vyvinutych UHPSFC metod s PDA a MS detekci mize slouZit k pochopeni jejich

metabolismu a vysvétleni |éCivych ucinkl na lidsky organismus.
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Supercritical fluid chromatography (SFC) has witnessed important development over the
recent years. The original application domain of chiral analysis amd preparative
chromatography has shifted towards new application fields such as bioanalysis, natural
product analysis, and food analysis. Advanced instrumentation capable of operating columns
packed with sub-2 pm particles featuring high efficiency is designated as ultra-high
performance SFC (UHPSFC) similar to ultra-high performance liguid chromatography (UHPLC).
Coupling of UHPSFC with mass spectrometry (MS) brings important benefits in identification
capability, selectivity, and sensitivity. Therefore, UHPSFC-M3 has become an important
alternative in analysis of complex matrices besides UHPLC-MS and GC-MS5.

Alkaloids from Amaryllidaceae family are of interest due to their potential effect in the
treatment of Alzheimer’s and oncological diseases, which makes them interesting target of
biclogical studies. They are classified in several structural types with the most important
being: lycorine, galanthamine, haemantamine, homolycorine, tazzetine, and crinine. Many of
them have isomeric structures and the same molecular weight. Therefore, even using high
resglution M5 cannot resolve them without efficient chromatographic separation. Moreover,
the analysis of alkaloidal extracts of Amaryllidaceae plants is often camried out by GC-MS
resulting in long analytical runs and difficulty with ionization of some species.

We tested UHPSFC-MS as an alternative technigue for the separation of 12
Amaryllidaceae alkaloids of different structural types. Primary screening was carried out with
ten different stationary phases and four modifiers. The most successfully scoring stationary
phases involved Torus DEA, Torus Dicl, and BEH, all of them 100 x 3.0 mm i.d. with 1.7 um
particles. These columns were further used for fine optimization of the separation. Finally,
Torus DEA using gradient elution with COz and MeOH/ACN + 0.1% NHsOH enabled baseline
separation of all species in 5 min and was then used for analysis of plant extracts.

The authors ocknowledge the financial support of the project EFSA-CDN  [No.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000841) co-funded by ERDF.
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INTRODUCTION
Alkaloids from Amaryllidaceae family are of interest Mw alkaloide abbreviation
due to their potential effect in the treatment of E 2 OH " ] 287.12 hamayne HMN
Alzheimer's and oncological diseases. They are ¢ 2. HO,, |VC_°"i"E B Lvc
classified in several structural types with the most epimaratidine EPM
important being: lycorine, galanthamine, { odulin obu
haemantamine, homolycorine, tazettine, and crinine. AMBELLINE haemantamine HMA
Many of them have isomeric structures and the same LYCORINE 303.15 9-0-demethylgalanthin  |DMG
molecular weight. Therefore, even using high resolution " on tetrahydromasonine THM
MS cannot resolve them without efficient HAMAYNE /\‘\“‘“ 315.15 homolycorine HLC
chromatographic separation. Moreover, the analysis of o - hippeastrin HIP
alkaloidal extracts of Amaryllidaceae plants is often g/ 331.14 ambelline AMB
carried out by GC-MS resulting in long analytical runs tazettine hral
and difficulty with ionization of some species. HOMOLYCORINE undulatine UND
EXPERIMENTAL CONDITIONS
UHPSFC SCREENING METHOD TESTED STATIONARY PHASES EXTRACTION OF ALKALOIDS

BEH 2-EP (100 x 3.0 mm, 1.7 pm, 130A)
HSS SB C18 (100 x 3.0 mm, 1.8 pm, 130A)
BEH (100 x 3.0 mm, 1.7 pm, 130A)

MOBILE PHASE:

€O, + methanol +/- additive
gradient elution: 2—40 % OM, 5 min
flow-rate: 1.5 ml/min

Fresh bulbs (3 x 15 g) were extracted 3
times with EtOH (50 ml) at room
temperature for 24 h.
Torus DIOL (100 x 3.0 mm, 1.7 pm, 130A) The solvent was evaporated under
Torus 2-PIC (100 x 3.0 mm, 1.7 pm, 130A) reduced pressure and the residue
Torus DEA (100 x 3.0 mm, 1.7 pm, lBOA) dissolved in 10 mL 2% HCI. After removal
of neutral compounds with diethyl ether
CSH PFP (100 x 3.0 mm, 1.7 um, 130A)

(3 x 15 mL), the extract was basified with
Torus 1-AA (100 x 3.0 mm, 1.7 um, 1304) 25% ammonia solution and the alkaloids

Cortecs HILIC (100 x 2.1 mm, 2.7 pm, 130A)  extracted with ethylacetate (3 x 15 mL).
BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1.7 pm, 130A) The organic solvent was evaporated.

COLUMN TEMPERATURE: 40 °C
BACK PRESSURE REGULATOR: 140 bar
MAKE-UP: EtOH, 0.3 mL/min

INJECTION VOLUME: 2 puL
SOLVENT: ACN

UV DETECTION: 295 nm
MS DETECTION: MS scan

RESULTS AND DISCUSSION

MeOH MeOH + 0.1 % NH,OH ‘ MeOH + 10 mM AmF ‘ MeOH + 10 mM AmF AR [min] 15 2,5 35 a5
+2%H,0 BEH2-EP  MeOH + 10 mM AmF —10
separated | eluted eluted eluted d | eluted BEH  MeOH +0,1% NHAOH — 10

BEH 2-EP 9 12 9 12 10 12 9 12 BEH MeOH + 10 mM AmE —10

Hss c18 o o 8 9 8 1 8 1 TorusDIOL  MeOH + 10 mM AmF — 12

BEH 9 1z 10 12 10 12 9 12 Torus2-PIC MeOH + 10 mM AmF 12

Torus DIOL 11 12 11 12 12 12 11 12 Torus DEA  MeOH + 10 mM AmF 12

Torus 2-PIC 10 12 11 12 12 12 11 12 CSHPEP  MeOH + 10 mM AmF 1

Torus DEA 12 12 12 12 12 12 12 12 Torus 1-AA  MeOH + 0,1 % NHAOH —— 12

CSH PFP 8 11 7 12 11 12 11 12

Torus 1-AA 7 12 12 12 | 10 2 | 10 2 | 3

Cortecs HILIC 4 6 11 12 8 12 10 12 e

BEH Amide 6 9 9 12 9 12 9 12

HIP EPM
HMA

MeOH + 0.1% HH,OH

AU

Y
we HMN
THM

UND ‘ ﬂ obu
|

L| ?Msf‘ | l\uMu:
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Minutes

Torus DEA, CO, MeOH + ACN (1:1), + 0.1 % NH,OH, gradient elution: 4 - 20 %,
flow-rate: 1.5 mL/min, temperature: 40°C, back-pressure regulator: 140 bar

.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
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Introduction:

Quercetin is one of the most discussed flavonoid compounds with beneficial effects to human health due to
its antioxidant properties. In human body, it is metabolized to two groups of health affecting metabolites
with different physico-chemical properties including acidity, molecular weight, and log P. Therefore, it is
difficult to determine these compounds in a single analytical run [1][2].

Methods:

Three chromatography methods with different selectivity using mass spectrometry [M3) detection in both
electrospray positive and negative ion modes were chosen and optimized. These methods included reversed
phase ultra-high performance liquid chromatography (RP-UHPLC), hydrophilic interaction chromatography
{HILIC), and complementary supercritical fluid chromatography (UHPSFC).

Results:

We carried out columns screening with emphasis on separation of isomeric pair of tamarixetin and
isorhamnetin. Shield RF18 column using methanol and 0.1% formic acid as the mobile phase enabled the
baseline separation of all analytes in RP-UHPLC. Pentahydrowxyl, amide, silica, and zwitterion columns with
acetonitrile and different aqueous solutions in wide pH range were used for separation in HILIC mode.
However, the separation of flavonoids was less successful due to the peak broadening. Ten different columns
were screened for 5FC. The most promising results were obtained using the diol column and methanol with
the addition of organic acids, buffers, ammonium hydroxide, and water. Finally, the M5 parameters were
tuned to get sensitive detection.

Conclusions:

The optimized methods will be compared in the terms of selectivity, retention and sensitivity. The targeted
analysis of quercetin and related compounds including small phenclic acids and large metabolites with
preserved flavonoid structure in combination with high throughput sample preparation step will be used to
explain their metabolism and the health effects.

MNovel Aspect:
The simultaneous analysis of quercetin and its metabolites with different physico-chemical properties using
various separation mechanisms with M5.

References:
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Flavonoid quercetin/QCE and its metabolites exhibit interesting effects at human health such as scavenaging of free radicals, inhibition Lo
of lipid peroxidation, and reduction in of ir Y After the oral administration, QCE is released from its = _ J e, |
glycoside form and metabolized in two groups of bolites differing in physicochemical properties: (1) small phenolic acids converted I :JYI S 'm-r_ “w  QUERCETIN
by gut mi and (2) j and derivatives with preserved flavonoid structure formed in the liver. = L w3020
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Datactor respanse [%]

100 " acid  formate, pH3 pHE
el N
- cwes | e mmEnT: .
i " i T ZIC HILIC(zwitterion), 3.5 10/a 10/5 8/3
| | um
I | Syncronis HILIC
10/5 10/4 7/4
| ! (zwitterion), 1.7 um / / !
|¢|d=MMWWMmm o
o el . 0l 00 II vl fl il II hm
[ e Atlantis HILIC, 3 um 10/2 10/3 o/0
B 0.1 formic cid 8 0015 formic acid TSK GelAmide, Sum ___ 10/3 10/4 9/4
" 1% acetc acd ':;:::‘“"“ scid » OPTIMIZED HILIC CONDITIONS
1mb ammenium acetate {pH &)  SmM ammanium acetate (pH &) UHPLC-PDA (Acquity UPLC with PDA Detector, Waters):
analytical column: Syncronis HILIC (100 x 2.1 mm; 1.7 um)
mobile phase: ACN/ 50mM Ammonium Formate; isocratic
OPTIMIZED UHPLC-MS/MS CONDITIONS elution (92/8, v/v) with flow-rate 0.4 mL/min
Acquity UPLC with triple quadrupole Quattro Micrro MS (Waters) IONISATION (o ansirion DWELL CONEV COLLISION  temperature: 40°c
analytical column: BEH Shield RP C18 MODE TIME V] Elev] injected volume: 2 puL
(2.1 x 100 mm, 1.7 pm) PG Esi” 127.1-809 010 35 20 PDA detection: 255 and 270 nm
HVA Esl 181.05>137.3 020 25 10
mobile phase: MeOH/0.1% formic acid, gradient elution (5-95%)  pap EsI® 166951231 010 15 10 : L
with flow-rate 0,35 mL/min HFA Esl 150.8>1068 005 15 10 i ™
temperature: 40 °C; injected volume: 5 pL HFP Est 164.9>120.8 005 30 10 H
RUT EsI 6109>3033 020 20 25 £
capillary voltage: +3200 V/-2000 V caal B AB2aSml oS as s
ace EsI 303.0>153.0 005 40 30 -
extractor: 3.0 V; RF lens (hexapole): 0.5V TMX Esi® 317.2>302.0 005 40 25
s
temperature: source 130 °C; desolvation: 450 °C IRN [ 317.2>302.1 0.05 40 25
gas flow: desolvation: 800 L/h; cone: 100 L/h a-mc Est 123021221 020 35 20 P T 700 o
UHPSFC/MS

SCREENING OF STATIONARY PHASES
MeOH MeOH MeOH MeOH
+0.1%NH,OH +10mM amonium  + 10 mM amenium formate
formate +2% H0 BEH 2-EP/
: i — -
Peaks/ Retained compounds BEH/

COMPARISON OF T WINDOWS FOR SELLE?TEID CONDITIONS
. [min
2 3 4 5

[ ]
BEH 2-Ethylpyridine (2-EP) Coss 5/5 5/5 MeOH ¢
HSS C18 5B 212 af6 212 2/2 L‘,”g‘; ""JD,L;: 0 - e
eOH + H
BEH 6/6 5/6 6/6
- 4 y y TaRUS 2-PIC/ I
Torus DIOL 8/8 8/8 8/8 MeOH
Torus 2-picolylamine (2-PIC) 5/5 5/5 TORUS 2-PIC/ s
Torus diethylamine (DEA) 6/6 5/5 5/5 MeOH ¢ 0.1% NHOH
CSH pentafluorophenyl (PFP a/4 a/3 2/2 2/2 Torus oER/ 6
pentafluorophenyl (PFP) MeOH + 0.1% NH,0H
Torus 1-aminoantracene (1-AA)  6/6 5/5 5/5 5/5 BEH Amide/ .
Cortecs HILIC 7/6 5/5 5/5 a/a MeOH

s i/ —
BEH Amide 7/6 /6 MeQH + 0.1% NH,OH >

OPTIMIZED UHPSFC-MS CONDITIONS

UHPSFC-MS (Acquity UPC® with QDa Detector, Waters):

analytical column: Torus DIOL (100 x 3.0 mm, 1.7 pm) z

mobile phase: CO;/ MeOH + 0.01% NH,OH + 2% H,0 §

gradient elution (2—50%) with flow rate 1 mL/min ?

temperature: 40 °C g

back pressure regulator: 140 bar §

injected volume: 2 puL

IMS scan, negative electrospray ionization 000 Too 70

CONCLUSIONS

RP-UHPLC-MS/MS method provided best separation of quercetin and selected boli All ds were d with suffici lectivity and i ffici . On the other hand, the
optimization of UHPSFC-MS and HILIC method was challenging because it was difficult to achieve the retention and separation of all analytes. HILIC ma&hod provided very fast analyses especially for
small phenolic acids. Derivatives with a higher molecular weight were not eluted. Thus, the method is not applicable for the analysis of samples containing the complete set of analytes. Similarly,
UHPSFC-MS appears to be promising for the separation of small phenolic oompaunds. Moleeules with a higher molecular weight were well retained compared to HILIC but the peak broadening and

poor sensitivity was observed. RP-UHPLC-MS/MS enabled the analysis of all ives in a single analytical run with sufficient selectivity and sensitivity. As a result, this method is
applicable for the analysis of complex biological samples to determine quercetin metabolism and explain its health effects.
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Uvod

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je separacni metoda, kterd byla diky moderni
instrumentaci znovuobjevena teprve v poslednich dvaceti letech. SFC se stala ekologickou
alternativou kapalinové (HPLC) a plynové (GC) chromatografie. Jako mobilni faze je vyuzivan oxid
uhlicity (CO;) v nadkritickém stavu. Zavedenim pfidavk(l organickych modifikatora a aditiv k CO»
se spektrum analytl rozsifilo smérem k polarnéjsim slouceninam. Pokrocilou verzi SFC
vyuzivajici ¢astic mensich nez 2 mikrometry je ultra-vysokoucinnd superkriticka fluidni

chromatografie (UHPSFC). Cilem

351,14

ambellin o
AMB HO-Z ™ J

&35

OMe

této prace bylo ovéfit vhodnost

UHPSFC-MS metody pro analyzu

pfirodnich latek. Pro analyzy byly

(’ &oH

o

vybrany latky ze skupiny alkaloid( andilin °>Jwe
rrT

OM

a fenolické slouceniny.

Prvni skupinou byly alkaloidy celedi
Amaryllidaceae (amarylkovité),

vykazujici potencialni ucinek v 1écbé

Alzheimerovy demence. Jejich

chemické struktury, zkratky Obrazek 1: Chemické struktury alkaloid( celedi
. . ) Amaryllidaceae a jejich barevné rozdéleni dle

abarevné rozdéleni do skupin molekulové hmotnosti.

izomerU jsou na Obrazku 1.
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Druhou skupinou byly fenolické latky -

konkrétné flavonoidy rutin, kvercetin a jejich

metabolity. Vzhledem k vyznamné antioxidacni

aktivité jsou tyto latky spojované s prevenci oH o 7\
(o]
OH
i 2eni Sni 2 POtA derivity se fenolicke
kardiovaskularnich onemocnéni. V ramci této o on on i siny
. . . o . strukturo
prace bylo analyzovano 10 zastupct (Obrazek 2): Kvorastion

rutin (RUT), kvercetin (QCE), dva derivaty se Obrizek 2: Chemické  struktury
strukturou kvercetinu: tamarixetin (TMX), fenolickych latek.

isorhamnetin (IRN) a Sest fenolickych kyselin: kyselina homovanilinova (HVA), kyselina 3-(3-
hydroxyfenyl)propionova (HFP), kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova (PAA), kyselina 3-

hydroxyfenyloctova (HFA), 4-methylkatechol (4MC) a floroglucinol (PG).

Experimentalni cast

Standardy alkaloidd byly izolovany na Katedfe farmaceutické botaniky FaF UK, standardy
fenolickych latek pochazely zvice zdroji (Sigma-Aldrich, Extrasynthase a Toronto Research
Chemicals). Rozpoustédla methanol (HiPerSolv Chromanorm) a acetonitril (Merck KGaA) byla
Cistoty LC-MS grade. Oxid uhlicity (CO, > 99 %) byl od firmy Messer. Mezi aditiva mobilnich fazi
patfil 25 % roztok hydroxidu amonného (Merck KGaA) a mravencan amonny (Sigma Aldrich).
UHPSFC analyzy probéhly na systému Acquity UPC? (Waters, Milford, USA). Prvnim krokem byl
screening stacionarnich fazi (od firmy Waters): Acquity UPC? BEH 2-EP, Viridis HSS C18 SB,
Acquity UPC? BEH, Torus DIOL, Torus 2-PIC, Torus DEA, Acquity UPC? CSH PFP, Torus 1-AA,
Cortecs HILIC a Acquity UPLC BEH Amide. Rozméry kolon byly 100 x 3,0 mm a velikost ¢astic 1,7
pm. Vyjimkou byly rozméry 100 x 2,1 mm a velikost ¢astic 2,7 um u Cortecs HILIC a velikost ¢astic
1,8 um u HSS C18. Analyzy screeningu probéhly za podminek: pritok 1,5 ml/min, teplota 40 9C,
BPR tlak 140 bar (2030,5 psi), nastrik vzorku byl 2 pl. Gradientova eluce zacinala izokratickym
krokem pfi 2 % organického modifikatoru s aditivem po dobu 1 minuty, od 1. do 4. minuty se
zvySovala na 40 %, od 4. do 5. minuty byl nastaven izokraticky krok a poté do 7. minuty klesalo
mnoZstvi organického modifikatoru s aditivem na 2 %. Analyty byly detekovany pomoci Acquity
UPC? PDA detektoru pfi vinové délce 290 nm pro alkaloidy a 220 nm pro fenolické latky. Pro
hmotnostni detekci byl vyuzit QDa detektor, kdy alkaloidy byly ionizovany pomoci kladného

(ESI*) a fenolické latky pomoci zaporného (ESI') mddu.
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Vysledky a diskuse

Zakladni screening byl proveden na 10 rliznych stacionarnich fazich se 4 mobilnimi fazemi:
(1.) CO2/MeOH (methanol), (2.) CO,/MeOH +0,1% NH4OH, (3.) CO2/MeOH + 10 mM AmF
(mravenc¢an amonny), (4.)CO/MeOH+ 10mMAmMF + 2%H,O, kdy bylo ziskdno
40 chromatogrami pro obé skupiny latek. V ramci nejlepsi stacionarni a mobilni faze byly
optimalizovany chromatografické podminky, coZ zahrnovalo zménu organickych modifikator
a aditiv, zmény procentualniho sloZeni gradientové eluce a dale zménu hodnot tlaku a teploty.
Ve skupiné alkaloidG byla kvali vyskytu nékolika izomer( stéZzejnim cilem Ucinnd separace.
V pfipadé fenolickych latek byl z dGvodu rliznorodosti chemickych struktur a odlisnosti fyzikalné-

chemickych vlastnosti fesen problém jejich separace v rdmci jedné chromatografické analyzy.

Optimalizace UHPSFC metody pro alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae
Z velkého mnoiZstvi chromatogram( ziskanych v primarnim screeningu (Tabulka 1) bylo vybrano
8 nejlepsich kombinaci stacionarni a mobilni faze (Obrazek 3). Uspéiného oddéleni viech
analytl bylo dosaZeno na kolonach Torus DIOL, Torus 2-PIC, Torus DEA a Torus 1-AA. Nejlepsich
separaci na zakladni linii bylo dosazeno se viemi mobilnimi fazemi na koloné Torus DEA.
Z dlivodu pritomnosti izomerUd byla na této koloné vyhodna vétsi Sifka okna retencnich casu.
Pravé tato kolona byla predmétem optimalizace sloZzeni mobilni faze a gradientové eluce.

Vysledny chromatogram s optimalizovanymi podminkami je uveden na Obrdazku 4.

Tabulka I: Vysledky primarniho screeningu ALKALOIDY Celedi Amaryllidaceae

staciondrnich a mobilnich fazi pro UHPSFC analyzu
alkaloidi celedi Amaryllidaceae vyjadiené poctem

eluovanych pik( a po¢tem separovanych analyta. BEH 2-EP
y p p p y y MeOH + 10 mM AmF

SF + MF A (R [min]
L5 2 15 3 35 1 45

10

BEH

I
MeOH + 0.1 v NH,OH v

BEH

I
MeOH + 10 mM AmF 10

Torus DIOL

. I
MeOH + 10 mM AmF 12

Torus 2-PIC

MeOH + 10 mM AmF 12

Torus DEA

12
MeOH + 10 mM AmF

CSH PFP

MeOH + 10 mM AmF 1

Torus 1-AA

MeOH + 0,1 % NH40H 12

Obrazek 3: Velikost separacniho
okna dle retencnich ¢asli eluovanych
alkaloid( pro 8 nejlepsich separaci.
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Obrazek 4: Optimalni chromatografické podminky pro UHPSFC analyzu alkaloidi: separacni kolona:
Torus DEA (3,0 x 100 mm; 1,7 um), mobilni faze: CO2, organicky modifikator: MeOH + ACN (acetonitril)
(1:1), aditivum: 0,1 % NH4OH, pratok: 1,5 ml/min, davkovany objem: 2 ul, rozpoustédlo: ACN, teplota:
40 °C, tlak: 140 bar / 2031 psi, gradientova eluce 4 — 20 %, UV detekce: 290 nm, MS detekce: MS sken v
kladném ESI* médu, 60 — 500 Da.

2. Optimalizace UHPSFC metody pro fenolické latky
Analyzy fenolickych latek na kolonach Torus DIOL, Torus DEA, BEH a BEH Amide poskytovaly
nejlepsi separaci analytd (Tabulka 2). Pro vybrané podminky separaci byl vyhotoven pruhovy
graf znazornujici velikost separacniho okna analyt(i (Obrazek 5). Z dlivodu eluce nejvétsiho poctu
analyt( a symetrickému tvaru pik( byla pro nasledujici optimalizaci vybrana kolona Torus DIOL.
Nejvétsim problémem zde byla eluce flavonoid( (rutin a slouéeniny odvozené od kvercetinu)
z kolony. Ztohoto dlvodu se tedy metoda jevi jako vhodnad zejména pro fenolické
kyseliny. Na Obrdzku 6 je zobrazen chromatogram separace fenolickych latek za pouziti

optimalizovanych podminek

FENOLICKE LATKY
, . . ’ . A tR i
Tabulka 1l: Vysledky priméarniho screeningu SF + MF B
L o - BEH 2-EP
stacpnarnlch .a Imoblllmch f:’fl%l vpro, UHVPSFC MeO + 0.1 % NILOH S
analyzu fenolickych latek vyjadiené poctem
eluovanych piki a pocltem separovanych e 1t
Mel
analytu : Torus DIOL 8
MeOH + 0,1 % NH,OH
Torus 2-PIC MeOH ]
Torus 2-PIC
MeOH + 0,1 % NH,0H 5
Torus DEA

MeOH + 0,1 % NH,OH
BEH Amide 6
MeOH

BEH Amide
MeOH + 0,1 % NH,OH

Obrazek 5: Velikost separacéniho okna dle
retencnich c¢asd eluovanych fenolickych
latek pro 8 nejlepsich separaci.
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Obrazek 6: Optimalni chromatografické podminky pro UHPSFC analyzu fenolickyh latek: separacni
kolona: Torus DIOL (3,0 x 100 mm; 1,7 um), mobilni faze: CO2, organicky modifikator: MeOH, aditivum:
0,05 % NH4OH + 2 % H>0, pritok: 1,0 ml/min, davkovany objem: 2 ul, rozpoustédlo: MeOH, teplota: 40 °C,
tlak: 140 bar / 2031 psi, gradientova eluce: 2 — 50 %, UV detekce: 220 nm, MS detekce: MS sken
v negativnim (ESI') médu, 90 — 620 Da.

Zaveér

Pro obé skupiny ptirodnich latek byla vyvinuta analytickd metoda s vyuzitim UHPSFC.
Chromatografické podminky byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejlepsi selektivity,
vysokého rozliseni a symetrickych pikd. Pro skupinu alkaloid(i celedi Amaryllidaceae byla
nejvhodnéjsi analyza na koloné Torus DEA, kde se eluovaly vSechny analyty a izomery byly
dostatecné separované. Za nejvyhodnéjsi pro separaci fenolickych kyselin byla shleddna kolona
Torus DIOL, nicméné eluce flavonoidnich struktur (kvercetinu a jeho glykosidu rutinu) prozatim
zUstala pfedmétem budouci optimalizace. Cilend a rychla analyza téchto dvou skupin ptirodnich
latek maze slouzZit k pochopeni jejich metabolismu a vysvétleni |éCivych Gcinkd na lidsky

organismus.
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Supercritical flmid chromatography (SFC) has been kmown for several decades. but the most
remarkable rebirth came m the last 20 years. Advanced version using sub-2 pm particles is
ultra-high performance supercntical flud chromatography (UHPSFC). Hyphenation to mass
spectrometry (MS) opened the way to application fields such as bionalysis and natural product
analysis, due to high selectivity and sensitivity. The purpose of this study is to venfy the
suitability of UHPSFC with PDA and MS detection for analysis of natural products, namely
alkaloids from Amaryllidacese family with effect mn the therapy of Alzheimer’s disease and
oncology.

We tested UHPSFC method as an altemative technique for analysis of 12 alkaloids of different
structural types. The basic screening was performed on 10 stationary phases using 4 mobile
phases. The most successful separation was obtained with BEH, Toms DIOL and Toms DEA
columns, that become subject of following optimization Efficient separation was a crifical step
due to the presence of many isomers. The analysis on a Toms DEA column with CO»/MeOH +
ACN (1:1) + 0.1 % NH+OH was the most suitable using gradient elution. These optimized
conditions were nsed for analysis of plant extracts. Targeted and rapid analysis can be used to
explam their metabolism and health effects on the uman body.

This study was supported by EF54-CDN (No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000841) co-finded
by EFRR and SVV No. 260412/2019.
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