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Uvod

Tato bakalarska prace se zaméiuje na separaci a analytické stanoveni
polyfenolickych latek odvozenych od antrachinonu v trezalce teckované (Hypericum
perforatum L.) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s detekci
zaloZenou na méteni absorbance v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra optického
zareni (UV-VIS). Hlavnim pracovnim ukolem bylo predevSim ovérit prinos
stacionarni faze s pentafluorfenylovou skupinou (PFP) k separaci hypericinu ve
srovnani sKklasickou reverzni stacionarni fazi typu C18. Z dtvodu spolehlivé
identifikace studovanych latek a ovéreni cCistoty chromatografickych piki byla téz
provadéna i analyza pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).

Pokud jde o vybér tématu, zadani bakalaiské prace jsem zvolila proto, jelikoz
HPLC vnimam jako jednu z velmi perspektivnich metod pro praci v oboru analytické
a bioanalytické chemie. Chtéla jsem se naucit pracovat s Kkapalinovym
chromatografem, vyvijet vhodné metody pro separaci latek ve smésich a reSit
problémy vzniklé pfi vyzkumu bioaktivnich latek v tfezalce teckované.

Stuktura bakalai'ska prace je z metodologickych diivodii rozdélena na dvé hlavni
casti. Prvni je Cast teoreticka, ktera je rozclenéna do ctyr podkapitol. V prvnich dvou
podkapitolach jsem se zabyvala historickym vyvojem samotné chromatografie jako
védeckého fenoménu. Dale pak principem této instrumentalni metody a jejim
rozdélenim. Nejvétsi Usili jsem vénovala ptipravé casti o HPLC, kde jsem uvedla
klasifikaci stacionarnich fazi, elu¢nich mddd, reten¢ni charakteristiky, uc¢innost
chromatografické kolony, a v ndvaznosti na to i rozliSeni a asymetrii pikt. Vzhledem
k zaméreni bakalarské prace jsem také popsala vlastnosti a aplikaci stacionarni faze
s pentafluorfenylovou (PFP) skupinou, jak to dovolila reSerSe dostupné odborné
literatury. Naplni nasledujici podkapitoly je stru¢né pojednani o detekci pomoci MS,
ktera zasadnim zptsobem prispiva k ziskani spektralnich dat, na jejichz zakladé Ize
urcit identitu ionizovatelnych chemickych latek. Ve ¢tvrté podkapitole jsem uvedla
zakladni informace o trezalce teCkované a latkach, které jsou v ni obsaZené. Dale
jsem predstavila i jejich chemické struktury, fyzikalné-chemické vlastnosti a jejich
pouZiti v 1ékarské praxi.

V experimentalni ¢asti jsem se zabyvala predevSim vyvojem metodiky pro
chromatografickou separaci hypericinu od ostatnich latek v methanolovych
extraktech vysuSenych casti tfezalky teCkované. Hlavnim cilem bylo srovnat
separacni vlastnosti chromatografickych kolon Kinetex C18, 150 x 3 mm / 2,6 pm,
100 A a Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 pm, 100 A. V ramci tohoto vyzkumu jsem se
predevSim zaméfila na studium efektu rlznych mobilnich fazi na
chromatografickou separaci (tj. normalni, poldrné organicky a reverzni elu¢ni mod).
S vyuzitim kapalinového chromatografu UHPLC Dionex Ultimate 3000 a
hmotnostniho spektrometru Q Exactive Plus jsem nasledné optimalizované HPLC
metody pouzila ke kvantifikaci hypericinu ve vzorcich listu, kvétu, nati a korene
trezalky teckované.



1 Teoreticka cast

1.1 Separacni metody

Separacni metody neodmyslitelné patfi k analytické chemii. Jejich vyuziti spociva
predevSim v oddélovani a identifikaci zkoumaného analytu ve smési latek na
zakladé odliSnych fyzikalné-chemickych vlastnosti [1]. Aplikace tradi¢nich
separacnich metod v soudobém védeckém vyzkumu je ale leckdy obtiZn4, a proto je
vhodné vyuzit kombinace instrumentalnich metod, které se vzajemné doplnuji
v presnosti a spravnosti stanovenych dat. Tyto moderni kombinované separacni
metody nachazeji Sirokou Skalu wuplatnéni, a to at v potravinarském,
petrochemickém ¢i farmaceutickém pramyslu [2].

Separacni metody miizeme rozdélit na dvé podstatné skupiny. Prvni skupinou je
rozdéleni podle druhu skupenskych fazi, mezi kterymi dochazi k separaci sloZek.
Druhou skupinou je pak rozdéleni podle druhu sil, které se na separaci primarné

vvvvvv

v Tab. 1. Vyznam pouzitych zkratek je uveden v kapitole Seznam pouzitych zkratek.

Nazev metody

Princip separace

Destilace, chromatografie GLC

Rovnovaha plyn-kapalina

Sublimace, chromatografie GSC

Rovnovaha plyn-tuha latka

Extrakce z kapaliny do kapaliny,
chromatografie LLC, GPC, TLC

Rovnovaha kapalina-kapalina

Srazeni, frakcni krystalizace, vymeéna ionti,
pasmové taveni, chromatografie LSC, IEC,
TLC?

Rovnovaha kapalina-tuha latka

Difaze plynt, dialyza, elektrodialyza,
ultrafiltrace

Déleni na membrané

Hmotnostni spektrometrie, elektroforéza,

Déleni ui¢inkem pole

termodifiize
Rozdilna hvch
Extrakce IOZdl na roz-pu,stnost tuhyc
latek v kapalinach
Elektrolyza Rozdilné rozkladné napéti

elektrolyti

Tab. 1: Rozdéleni separacnich metod [1].

1 Tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography, TLC) miZe byt provedena jako
rozdélovaci separa¢ni metoda v systému kapalina-kapalina (tj. kapalina je ukotvena na pevném
nosici) nebo jako absorpéni metoda, kde je stacionarni fazi tuha latka.
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1.1.1 Chromatografické metody
1.1.1.1 Historicky vyvoj chromatografie

Rusky botanik M. Semjonovi¢ Cvét? je povazovan za objevitele chromatografie.
Vroce 1905 prezentoval sviij objev a vysledky prace na schlizi Varsavskeé
spolecnosti Prirodovédct ve VarSavé. PrestoZe popsal princip metody spravné,
nesetkal se jeho objev na schiizi Varsavské spolecnosti Prirodovédcl s vétSim
ohlasem [4].

Pii své praci spigmenty rostlin, prevazné chlorofyly a karotenoidy, sestrojil
sloupec sjemné rozemletym uhli¢itanem vapenatym, coZ bychom dnes mohli
povazovat za stacionarni fazi. Do takto sestaveného sloupce umisténého svisle doli
nanesl na vrchol extrakt z listovych barviv a pomoci sirouhliku, tedy mobilni faze,
protlacoval tyto extrakty skrz vapenec. Jednotlivé druhy chlorofyli se oddélily do
past, které se liSily podle barevnosti. Po rozdéleni pigmentd vytlacil sloupec
vapence z nadoby, roziezal jej podle barev, a nasledné latky, které se béhem procesu
adsorbovaly na vapenec, vyextrahoval do roztoku [5].

V souvislosti s vyvojem sloupcové kapalinové chromatografie se postupné
objevily na scéné i dalSi varianty, jako je papirova a plynova chromatografie.
V pripadé plynové chromatografie byl pouZit misto kapalné mobilni faze inertni
plyn, coZ prineslo jak urcitd uskali, tak vyznamné vyhody pri separaci smési
tékavych latek. Poprvé byla plynova chromatografie popsana v roce 1952. Britsky
chemik A. ]. P. Martin a britsky biochemik R. L. M. Synge provedli extrakci tékavych
mastnych Kkyselin z biologickych vzorkii a nasledné kjejich separaci pouzili
plynovou chromatografii. Jako mobilni faze byl pouZzit dusik a jako stacionarni faze
silikonovy olej [6].

VsouCasné dobé predstavuje nejvyznamnéjsi chromatografickou metodu
predevsim vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Stru¢né lze zminit, Ze
se jedna o nepostradatelnou separa¢ni techniku v oblasti farmakokinetickych
analyz, proteomiky, metabolomiky, genomiky, toxikologie, potravinarstvi,
petrochemického priimyslu a mnoha dalSich oborech. Ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (tzv. LC-MS) naleZi tato metoda mezi zakladni nastroje kazdé moderni
analytické laboratore jak vprimyslovém, tak akademickém prostredi.
Charakterizaci HPLC bude proto vénovana samostatna podkapitola.

1.1.1.2  Princip chromatografie

Princip chromatografie Ize obecné vystihnout jako dtsledek rozdilnych
nevazebnych interakci (tj. hydrofobni interakce, van der Waalsovy interakce,
elektrostatické interakce, Londonovy dispersni sily, vodikové mistky, tvorba m-m
komplexii s pienosem naboje, aj.) délenych latek vsystému dvou chemicky

2 Michail Semjonovi¢ Cvét (*14. 5. 1872 - 126. 6. 1919) byl vyznamny rusky botanik, biochemik a
fyziolog, ktery se narodil v italském mésté Asti a vyristal v Zenevé. Roku 1896 ziskal na Univerzité
Zeneva titul Ph.D. za obhajobu disertacni prace vénované vyzkumu bunécné fyziologie.
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odliSnych prostredi [7]. Také lze ftici, Ze princip chromatografie spociva
v nepretrzitém ustavovani rozdélovacich rovnovah a distribuci sloZek délené smési
mezi mobilni a staciondrni fazi. Analyty jsou tedy v bezprostfednim kontaktu se
dvéma riznymi nemisitelnymi fazemi, ke kterym vykazuji rozdilnou afinitu [8]. V
jedné z fazi chromatografického systému se pak analyt koncentruje, coz miize byt
vyuZito k jeho vice ¢i méné selektivni separaci od ostatnich slozek. Tyto faze mohou
mit podobu pevné latky (s), kapaliny (1) nebo plynu (g), avSak v praxi se ze vSech
moZnych kombinaci skupenskych fazi pouZzivaji jen néktera usporadani.

V pripadé kapalinové chromatografie je mobilni fazi (MF) kapalina. Stacionarni
fazi (SF) mize byt pevna nebo kapalnd latka, ukotvena na tuhém nosic¢i v

chromatografické koloné [1]. Princip chromatografické separace je uveden na
Obr. 1.

PRINCIP CHROMATOGRAFIE

Mobilni faze

Analyzovany

vzorek Nepf‘etriité
ustavovani
rovnovahy
mezi MF a SF
Molekuly smési Dochazi ke zpomaleni
interaguji s > rychlosti pohybu
molekulami MF a SF molekul
Kazda molekula Rozdilné distribu¢ni
interaguje jinak |:> (rozdélovaci) koeficienty
s MF a SF a ruzné vzdalenosti pfresuni
molekul

Obr. 1: Princip chromatografie [9].

Distribuci délenych latek mezi mobilni a stacionarni fazi lze popsat distribuc¢ni
neboli rozdélovaci konstantou Kp (1):

Kp =% (1)
Cm

kde c¢s je koncentrace sloZky ve stacionarni fazi a cn je koncentrace slozky
v mobilni fazi [10]. Cim je hodnota rozdélovaci konstanty Kp pro urcitou latku vyssi,
tim déle se jeji molekuly zadrzuji ve stacionarni fazi, a tim vétsi je jeji retence.
Retenci v praxi vyjadiujeme pomoci retenc¢nich, popt. retardacni faktort, jak bude
popsano v dalSich ¢astech bakalaiské prace. K déleni latek je nutné, aby se od sebe
navzajem liSily svymi distribu¢nimi (rozdélovacimi) konstantami Kp [11].
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1.1.1.3  Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografie zahrnuje Siroké spektrum metod, které miizeme délit podle
principu separace, povahy fazi, zptisobu provedeni, technického usporadani a tcelu.
Principem separace muze byt rozdilna distribu¢ni konstanta Kp, absorp¢ni afinita,
elektrostatické sily nebo velikost molekul analytti. Podle charakteru fazi mizeme
rozliSovat plynovou chromatografii (GC) nebo kapalinovou chromatografii (LC) a
jejich varianty (napf-.: GLC, GSC, LLC, LSC, GPC). Chromatografie miiZe byt provedena
vertikalné (na chromatografickém sloupci) nebo horizontalné (na papiru ¢i na tenké
vrstvé). Z hlediska technického usporadani miize byt chromatografie provedena
frontalni, vytéstiovaci nebo eluc¢ni technikou [1, 26]. Podle dcelu 1ze chromatografii
rozdélit na preparacni (slouzi k pripravé Cistych latek) a analytickou (jejim cilem je
kvalitativni a kvantitativni analyza vzorka). Zakladni déleni chromatografickych
metod je znazornéno na Obr. 2.

A 3\ \
Usporadani Skupenstvi mobilni Prevladajici déj pfi
stacionarni faze faze separaci
J J J
e A ' ) ( A
Kolonova Kapalinova Y ,
. . Rozdélovaci
—{ chromatografie —{ chromatografie | chromatoarafie
(cC) (LC) g
" J | J & J
e A e ) e A
Papirova . Plynova . P dseTe
—{ chromatografie —{ chromatografie | chromatografie
(PC) (GC) 8
|\ J | J \ J
e N s N\
Tenkovrstva lontoveé-
—{ chromatografie —{  vyménna
(TLC) chromatografie
. J | J
e ~
a Gelova
chromatografie
L J
's N\
| Afinitni
chromatografie
\ J
( ™
| Chiralni
chromatografie
. J

Obr. 2: Déleni chromatografickych metod dle uspordddni staciondrni fdaze, skupenstvi mobilni
fdze a previddajiciho déje pti separaci [10].
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1.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie

K nejrozsirenéjsim typim kapalinové chromatografie patii vysokoucinna
kapalinova chromatografie, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography).
Jedna se o techniku analytické chemie, ktera slouzi kseparaci, identifikaci a
kvantifikaci sloZzek vriznych smésich. Zakladem této instrumentalni metody je
déleni latek mezi stacionarni (nejcastéji modifikovany silikagel, v mensi mifre oxid
hlinity, oxid zirkonicity, polystyrendivinylbenzen (PS-DVB) nebo grafit) a mobilni
fazi (voda, pufr, acetonitril (ACN), methanol (MeOH) a jina organicka rozpoustédla)
s neustalym ustavovanim rovnovahy [12, 13]. HPLC se predevSim zaméruje na
analyzu kapalnych nebo v mobilni fazi rozpustnych latek. Mezi jeji nejvétsi
prednosti jednoznacné patii robustnost a vysoka selektivita, kterd umoziuje
stanovit a identifikovat konkrétni 1atku i ve smési dalSich latek. Dale je to citlivost,
mala spotreba vzorku a také automatizovatelnost3 metody.

Ke kvalitativnimu stanoveni HPLC vyuZiva v prvni radé retenc¢ni faktor, ktery je
dtsledkem fyzikalné-chemickych vlastnosti daného analytu. Predpokladem je, Ze
odlisné chemické struktury vykazuji rozdilné interakce v systému stacionarni a
mobilni faze, coZ se projevuje jejich rozdilnou retenci. Vtomto ohledu je klicovy
detektor, ktery je schopny v zavislosti na koncentraci analytu reagovat na jeho
pritomnost urcitou kvantitativni odezvou [13]. V praxi se nejCastéji pouziva
spektrofotometricky detektor (napr. absorpc¢ni detektor s fixni vinovou délkou,
s proménlivou vilnovou délkou nebo s diodovym polem), fluorescen¢ni detektor,
refraktometricky detektor, elektrochemicky detektor (napt.: amperometricky nebo
coulometricky detektor), odpatrovaci detektor rozptylu svétla (ELSD), detektor
nabitého aerosolu (CAD), vodivostni detektor nebo hmotnostni spektrometr.
Obvykle se pii HPLC postupuje tak, Ze se analyzuje standardni vzorek analytu za
danych chromatografickych podminek, a ur¢i se jeho reten¢ni faktor, jakoZto funkce
casu, ktery je potfeba kvymyti (eluci) analytu zchromatografické kolony do
detektoru. Retencni faktor je tedy kvalitativnim kritériem analytu [29].

Kvantitativni stanoveni se pomoci HPLC mtiZe provadét ¢tyimi zptsoby [10]:

1. Metoda vnéjsiho standardu

2. Metoda pridavku standardu
3. Metoda vnitiniho standardu
4. Metoda vnitini normalizace

NejbéZnéjsi formou kvantitativniho stanoveni je metoda vnéjStho standardu,
ktera se v praxi Casto nazyva kalibra¢ni krivkou. Smyslem této metody je urcit
zavislost mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu. Jako méritko odezvy
detektoru se nejCastéji pouziva plocha pod pikem analytu vchromatogramu.
Kalibra¢ni funkce se nasledné urcuje linearni regresi hodnot ploch pod pikem a
odpovidajicich koncentraci pro 5 az 7 kalibracnich standardd, pricemz kazdy

3 Schopnost pristroje provadét desitky az stovky analyz bez pritomnosti pracovnika. Tim
zjednodusSuje naro¢nost procesu analyzy a Setii ¢as pracovniki.
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z téchto standardi se analyzuje 2 az 3krat. Koncentrace analytu v nezndmém vzorku
se ur¢i dosazenim do vypocitané kalibra¢ni funkce (2):

A=kc+q (2)

kde A je plocha pod pikem analytu vchromatogramu, kje faktor citlivosti
detektoru na analyt, ¢ je koncentrace analytu a g je Usek na ose y, ktery vyjadruje
odezvu detektoru pri nulové koncentraci analytu. Data ziskana béhem kalibrace se
statisticky zpracovavaji, aby bylo moZné kvantitativné charakterizovat linearitu,
presnost, spravnost, horni a dolni mez kvantifikace vyvinuté analytické metody.

ProtoZe pri metodé vnéjsiho standardu miize dochazet k vyskytu riznych chyb
(napft.: nespravné odmérovani kapalin a odparovani rozpoustédla), pouzivaji se
v HPLC separaci dalsi kvantifika¢ni metody, kdy se ke vzorku pridava napt. znamé
mnoZstvi zkoumaného analytu nebo tzv. vnitfniho standardu [13]. Kvantifikaci
pridavku standardu zkoumaného analytu nebo vnitiniho standardu je mozné urcit
chyby, ke kterym béhem analyzy dochazi, a ty pomoci matematickych operaci
z vyslednych hodnot koncentraci stanovovanych latek eliminovat. Podrobnéjsi
informace o téchto metodach, lze nalézt v citované odborné literatuie [29].

1.2.1 Zakladni parametry chromatografické separace
1.2.1.1 Van Deemterova rovnice

Pokud hovorime o fyzikalnich principech HPLC, je nutné se alespon strucné
zminit o van Deemterové rovnici, ktera charakterizuje dcinnost chromatografické
separace v systému stacionarni a mobilni faze (3):

f(K)dju
Dm

H=A+2+C u=2d, +22m ¢ (3)
u u

V této rovnici (3) predstavuje H vyskovy ekvivalent teoretického patra, A je
prispévek virivé difuze k H, B je prispévek molekularni diftize analytu k H, C je
prispévek odporu proti prenosu hmoty k H, A je koeficient nerovnomérného plnéni
chromatografické kolony, y je koreké¢ni faktor charakterizujici tvar kanalki v koloné,
dp je primér ¢astic naplné kolony, D, je difuzni koeficient, u je linearni rychlost MF,
f (k) je funkce zahrnujici efekt distribuce velikosti, tvaru ¢astic a pért SF [10].

ZjednodusSené lze rici, Ze ¢im je veli¢ina H niZsi, tim je chromatograficka separace
ucinnéjsi. Hodnotu H lze sniZit napriklad zmenSenim velikosti castic SF nebo
zvySenim pritoku MF. Avsak jak vyplyva z rovnice (3), vztahy mezi jednotlivymi
parametry van Deemterovy rovnice jsou velmi komplexni a optimalni hodnoty
pritoku vzhledem k velikosti c¢astic stacionarni faze je pro konkrétni
chromatograficky systém nutné stanovit experimentalné (Obr. 3).
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van Deemterova rovnice

i H = H, + Hg + Hc nebo
H H=A+B/u+ Cu
H He
Ha — turbulentni difuze
Hinin Hg — molekularni difaze
Hg Hc — odpor proti pfevodu hmoty
Ha
Uopt u
Obr. 3: Van Deempterova krivka, minimdlni hodnoty Hpin a optimdlni priitokovd
rychlost uep: [12].

1.2.1.2  Retenc¢ni faktor, retencni ¢as a retencni objem

Podstatnou veli¢inou charakterizujici jakoukoli délenou latku je elu¢ni neboli
retencni ¢as tra objem Vg. Jak uvadi Lucie Novakova a kol. [10]: ,retencni ¢as je doba,
kterd uplyne od ndstriku vzorku do dosaZeni maxima elucni krivky (vrcholu piku)“.
Retencni objem je pak objem mobilni faze, ktera protece kolonou za tuto dobu. Mezi
témito veliCinami existuje matematicky vztah (4):

Vr = Fy, - tg (4)

kde Fr je objemova rychlost pritoku mobilni faze [ml/min], Vr je reten¢ni objem
[ml] a trje retencni ¢as [min]. Dalsi diilezitou veli¢inou je retencni ¢i kapacitni faktor
k, ktery je mirou retence délenych latek a lze jej vyjadtit pomoci retencniho casu tg
nebo objemu Vg Rovnice pro retencni faktor je nasledujici (5):

= &=t _ Vr7Vo (5)

to Vo

kde trje retencni Cas analytu, tp je mrtvy retencni cas, Vg je retencni objem analytu
a Vo je mrtvy reten¢ni objem. Jak mrtvy retenc¢ni cas, tak mrtvy reten¢ni objem se
vztahuje k eluci latky, ktera se v chromatografickém systému nezadrzZuje a vychazi
z néj na cele MF. Tyto hodnoty ty a Vr 1ze na reverzni fazi stanovit napriklad pomoci
analyzy vzorku acetonu. Z této rovnice také vyplyva na prvni pohled prekvapivy
fakt, ze vSechny latky, délené timto zpiisobem, stravi v MF naprosto stejny cas, a
naopak se odliSuji ¢asem, ktery stravi ve SF [15].
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1.2.1.3  Uéinnost chromatografické kolony

Primarnim cilem metody HPLC je dosdhnout co nejlepsi separace latek za co
nejkrat$i ¢as. U¢innost chromatografické kolony je zasadnim ukazatelem kvality
chromatografické separace. Je to zaroven hodnotici prvek pro miru rozsirovani
elucnich z6n [16].

Ué¢innost chromatografické kolony je charakterizovana bezrozmérnou veli¢inou
nazyvanou pocet teoretickych pater, kterou zna¢ime N anebo vyskovy ekvivalent
teoretického patra H, jak bylo uvedeno v kapitole o van Deemterové rovnici. Cim
vyssi je u zkoumané latky pocet teoretickych pater N, tim je pouZitd kolona
v separaci ucinnéjsi [17]. Tato veli¢ina ovSem neni konstantni pro urcitou kolonu,
ale méni se dle reten¢niho faktoru pouzité latky, viskozity MF, také je zavisla na
stavu SF, délce kolony a na velikosti ¢astic naplné chromatografické kolony. Obecné
lze pocet teoretickych pater vyjadrit pomoci slozitého vzorce, a proto se v praxi
pouZziva jednodussi vzorec (6):

N = konst. (ZV—R)Z (6)

kde Vg je retencni objem a w je Sirka piku v dané vysce. Pri zjiStovani ucinnosti
chromatografické kolony pomoci poctu teoretickych pater je vidy nezbytné nutné
uvadét délku pouzité kolony, a to z toho diivodu, aby bylo jasné, s jakou kolonou bylo
dosaZeno takového poctu pater (N/m) [18].

Ke srovnavani kolon o rtiznych délkach je pouzivan tzv. vyskovy ekvivalent
teoretického patra H (uvedeno v kapitole o van Deemterové rovnici) [19]. VySkovy
ekvivalent teoretického patra H lze téZ formulovat jako délku kolony, ktera je
vztaZena na jedno patro (7):

L

H =~ (7)

1.2.1.4 RozliSeni a asymetrie piku

RozliSeni chromatografického piku je chapano jako relativni mira separace, ktera
odpovida miie vzajemného pirekryvu dvou sousednich pikt (8):

2-(tr1—tr 2 - AtgR
Ri, = LlR) (8)
Wb1+Wb2 Wb1+Wb2

kde R; 2 charakterizuje rozliseni pikii 1 a 2, tr; a trz jsou retencni ¢asy téchto pikd.
Atr je rozdil hodnot retencnich ¢astt a wei, wez jsou Sifky pikid na zakladni linii
(baseline), jak je ziejmé z Obr. 4 [20].
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Obr. 4: Grafické zndzornéni rozliSeni chromatografickych pikii [20].

Pro matematické vyjadieni rozlisSeni pikli mizeme vyuzit rtizné vzorce. Ty se
ovSem nepatrné méni v zavislosti na pouzité definici (napt. Evropska standardni
definice (ES), definice Spojenych stati americkych (US) atd.) Jelikoz
chromatogramy, které jsou uvedeny vtéto bakalarské praci, jsou zpracovany
programem Chromeleon 6.80, ktery vyuZziva definici ES, uvadim zde i vzorec, ktery
byl pti zpracovani chromatogrami pouzit (9):

tpi—t
R,, =1,18 . _(trR1~tR2) 9)
’ w1 + wiq
Eh'l Eh,z
Dalsi vyuzitelnou veli¢inou je asymetrie piku, na zakladé, které mutizeme urcit

stupenn kvality chromatografické separace [21]. Pro vyjadfeni asymetrie piku
existuji dvé metody, a to faktor chvostovani piku, ktery oznacujeme Tra je vyjadien
Sirkou piku v 5 % vysky (w,0s5) ke dvojndsobku vzestupné casti Sirky piku (10):

_ Wo,s5
Ty ==+ (10)

nebo faktor asymetrie 4, ktery vyjadiuje pomér Sirky sestupné casti piku t, coz

znamena tailing, k vzestupné casti piku f, jenZ znamena fronting (11):

A= ]é (11)

Pro vyjadreni vztahu mezi faktory chvostovani a asymetrie plati nasledujici
rovnice (12):

A=2T -1 (12)
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Cim vice se hodnota asymetrie blizi k ¢islu 1, tim je symetrie piku idealn&jsi.
Pokud dojde k tomu, Ze faktor asymetrie je >1, pak hovorime o chvostovani piku.
Naopak pokud je faktor asymetrie <1, nazyvame tento jev frontovani piku tzv. hrnuti
(Obr. 5) [22].

odpovéd detektoru
odpovéd’ detektoru
odpovéd detektoru

vyska piku
vyska piku

b
i
a

10 % vysky piku

y
3

10 % vysky piku

(A) tas (B) tas (€) tas
Obr. 5: Zndzornéni gaussovského piku (A), chvostujiciho piku (B) a frontujiciho piku (C) [23].

Pri realné separaci velmi casto dochazi krozmyvani pikG, a tim k
tvorbé nedokonale oddélenych pikd, které nemaji ziretelné ohranicené kontury [23].
Pri¢iny rozmyvani mohou mit rizné divody (napi. viriva diftze, podélna
molekularni difuze, odpor vii¢i prenosu hmoty). Tyto déje mohou mit vyznamny vliv
na vysledny tvar piku, a tim i na Ucinnost separace celé chromatografické metody
[24].

1.2.2 Instrumentace v HPLC

Pro HPLC separaci pouZivame pristroj nazyvany chromatograf. BéZny
chromatograf se sklada z nasledujicich ¢asti, které jsou znazornény na Obr. 6.

Prvni ¢asti systému jsou zasobniky mobilnich fazi, které maji funkci uchovavani
a transportu MF. Diilezitym prvkem je vakuovy odplynovac, ktery je zasadni kviili
odstranéni bublinek rozpusténych plynt v MF, a to piredevsim z toho divodu, aby
nedochazelo kuvolnéni bublinek plynd pri zméné tlaku na vystupu
z chromatografické kolony. Odplynénim MF mtzeme predejit nejriznéjSim
problémtim. Odplyniova¢ miize byt soucasti chromatografu nebo mize byt MF
odplynéna mimo pristroj pomoci podtlaku, probublavanim pomocnym plynem
(dusik, helium) nebo ultrazvukem (UZ). Nedilnou soucasti systému HPLC je
chromatografické cerpadlo [25]. Tato Cast pristroje udrzuje konstantni priitok MF
v celém systému. Cerpadla musi byt konstruovana tak, aby byla pouZitelna p¥i velmi
vysokém tlaku. Dalsi ¢asti je davkovaci ventil, ktery umoZiiuje vstup rozpusténého
a odplynéného vzorku do MF. Nejcastéji je pouZivan Sesticestny ventil. Davkovaci
ventil byvd zabudovan pfimo do termostatového autosampleru a umoZnuje
manipulaci s tokem MF béhem probihajici analyzy. Mobilni faze je dale vedena pies
zarizeni pro davkovani vzorku, autosampleru, aZ do chromatografické kolony, ktera
je primo spojena s detektorem. Chromatograficka kolona je umisténa v kolonovém
termostatu s nastavitelnou teplotou na koloné [26].
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Odplynovac Data
Kolona

Ziasobnik ¢ [
mobilni faze

Detektor

Obr. 6: Schéma HPLC chromatografu [25].

1.2.3 Typy eluce

Na izolaci a vyplaveni jednotlivych sloZek ze smési ma vliv povaha stacionarni i
mobilni faze. Eluci miiZeme rozdélit na dvé zakladni varianty, a to isokratickou a
gradientovou (Obr. 7). Reten¢ni charakteristiky pro isokratickou a gradientovou
eluci jsou zcela odlisné [27]. Pri isokratické eluci ziistava sloZeni mobilni faze stale
stejné, tzn. Ze elucni sila je stale stejnd. Naopak pfi eluci gradientové dochazi ke
zméné sloZeni mobilni faze, a to obvykle tak, aby vzrostla jeji elu¢ni sila. Pokud maji
latky podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, je vhodné pouzit isokratickou eluci, a
naopak pro latky spomérné odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi je
vyhodnéjsi eluce gradientova [28].

(A) ml/min (B) ml/min
=t =4
S £ MF A
MF A
MF B
MF B
0 o 0 -
0.0 t [min] 0.0 t [min]

Obr. 7: Zndzornéni isokratické (A) a gradientové (B) eluce.

Gradientovou eluci je moZné dale rozdélit na dalsi dva typy, a to na vysokotlakou
a nizkotlakou. Pfi analyze, ve které je pouZit vysokotlaky gradient, je kazda
z mobilnich fazi nasavana svym vlastnim cerpadlem a kmiseni takto nasatych
mobilnich fazi dochazi ve sméSovacim zatizeni za vysokého tlaku, za Cerpadlem
[29]. Tento systém ma piinos zejména v tom, Ze ma maly mrtvy objem a lze jej vyuZit
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pro tvorbu rychlych gradientd. Pri nizkotlakém gradientu jsou mobilni faze
nasavany jednim cerpadlem a kjejich miseni dochazi ve sméSovacim zarizeni za
atmosférického tlaku, pred cerpadlem. Tento typ gradientové eluce se vyznacuje
vysokou presnosti. Pfesnost je ovSem podminénda pracovni synchronizaci periody
ventill s ¢erpadly a také odvzdusnénim MF.

Pfi vyvoji a optimalizaci chromatografickych metod se pouzivaji riizné obmény
mobilnich fazi, které mizZeme klasifikovat do tfi elu¢nich modu:

1. Normalni moéd
2. Polarné organicky méd
3. Reverzni mod

Kazdy z téchto tii méda lze vyuzit na jakékoli chromatografické koloné, pokud
jsou pouzitd rozpoustédla v MF, dle vyrobce, kompatibilni se SF [30].

Pro normalni elu¢ni mdd je charakteristické pouziti alifatickych uhlovodiki
(napf. hexan, heptan) ve smési s alifatickymi alkoholy (napf. methanol, ethanol,
propan-2-ol, butan-1-ol). Pro separaci latek v normalnim médu se bézné pouzivaji
polarni stacionarni faze (napft-. silikagel, alumina), ackoli mtliZe byt pouzita i reverzni
faze. Jako mobilni faze lze pouzit takové, které maji podstatné nizZsi polaritu nez faze
stacionarni. Retence latek klesa se vzristajici koncentraci polarniho rozpoustédla
v mobilni fazi, a naopak se zvySuje s rostouci polaritou zkoumaného analytu [10].

Polarné organicky mod vyuziva mobilni faze s majoritnim podilem acetonitrilu
(ACN) nebo alifatickych alkoholi. Kromé toho se do mobilni faze v polarné
organickém moédu pridavaji i polarizani aditiva, jako je triethylamin (TEA), kyselina
mravenci (FA), kyselina octova (AA), kyselina trifluoroctova apod. [10].

V reverznim modu se pouZiva jako charakteristicka slozka MF voda, popf. vodny
pufr, a dale s vodou misitelna organicka rozpoustédla, jako je ACN nebo MeOH.
Reverzni elu¢ni moéd bézné vyuziva také polarizacni aditiva jako v pripadé polarné
organického médu (napt. FA, TEA). V reverznim moédu ma obvykle stacionarni faze
nepolarni charakter (napft.: silikagel nebo kovové oxidy s navazanymi alkylovymi
retézci). Lze pouZit i propylaminové a propylkyanové stacionarni faze, avSak pouze
v kombinaci s nékterymi mobilnimi faizemi. MF je tedy v tomto ptipadé polarni.
S klesajici polaritou organického rozpoustédla roste elu¢ni sila mobilni faze [10].

Pokud neni pfedem znama vhodnad MF (napft. z odborné literatury), 1ze pomoci
téchto tri elucni médi provést screening, a nalézt tak optimalni HPLC metodu pro
separaci zkoumanych analytt [31].
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1.2.4 Typy stacionarni faze

Obecné je stacionarni faze tou casti chromatografického systému, ktera je
nepohybliva. SF miize mit bud’ charakter tuhé latky, nebo kapaliny ukotvené na
tuhém nosici. SF tvori vyplii chromatografické kolony, na které se realizuje
separacni proces [32].

Délit stacionarni faze mtGzeme hned z nékolika hledisek:

e Podle skupenstvi, a to kapalné (LLC) a tuhé (LSC)

e Podle polarity faze, ktera miize byt bud polarni, nepolarni nebo amfoterni

(obojetna)

e Podle jejich chemického sloZeni na anorganické oxidy (silikagel, oxid
zirkonicity, oxid hlinity a oxid titanicity), chemicky vazané faze na bazi
silikagelu, polymerni, hybridni a stacionarn{ faze na bazi grafitového uhliku.

Pro stacionarni faze obecné plati urcité poZadavky, které by mély spliovat. Je
nutné, aby SF byly chemicky a tepelné stabilni. Nesmi nikterak reagovat s MF, ani
v ni nesmi byt rozpustné [33]. Dalsi rozdéleni SF je uvedeno v Tab. 2.

Silikagel
Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

Faze s chemicky vazanymi alkyly

Faze s aminopropylovou a kyanopropylovou skupinou

Diolova faze

Nitrofenylova a pentafluorfenylpropylova faze

Chemicky stabilni silikagelové faze

Silikagelové faze pro separace s MF s vysokym obsahem vody

Stacionarni faze na bazi kovovych oxida

Oxid hlinity

Oxid zirkonicity

Polymerni stacionarni faze
Polystyrendivinylbenzen (PS-DVB)
Anorganické nosice pokryté polymerem

Ostatni polymerni stacionarni faze
Hybridni stacionarni faze
Stacionarni faze na bazi grafitového uhliku

Tab. 2: Prehled typii staciondrnich fazi [10].

1.2.4.1 Reverzni faze na bazi silikagelu s oktadecylovymi retézci

U tzv. obracené faze na bazi silikagelu s C18 retézci je mobilni fazi obvykle polarni
latka. Mtze to byt napt. smés vody, pufrii nebo zredénych vodnych roztoku kyselin
¢i bazi s polarnimi organickymi rozpoustédly. Pfikladem mohou byt latky misitelné
s vodou, a to alkoholy nebo ACN. Naopak SF bude nepolarniho razu [34].
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Reverzni faze je charakterizovana jako dlouhy uhlikaty retézec, ktery je navazan
na povrch silikagelu. Silikagel je z mnoha hledisek vyhodny nosi¢ [10]. Na Obr. 8.
jsou znazornény nékteré vyhody pouziti silikagelu.

Snadna priprava
monodisperznich
c¢asti sorbentu

Snadna

Vysoka Uprava
mechanicka velikosti a
odolnost , distibuce
_V_yhOdy pori
silikagelu

Snadna Snadna priprava
chemicka sorbentu se

Uprava specifickym
povrchu povrchem

Obr. 8: Zndzornéni vyhod pouZiti silikagelu ve formeé sorbentu [10].

1.2.4.2 Reverzni faze na bazi silikagelu s pentafluorfenylovou skupinou

Oddélovani latek pomoci reverzni faze na bazi silikagelu s pentafluorfenylovou
skupinou je obdobné jako u reverzni faze, ktera je tvorena klasickym silikagelem
s oktadecylovymi retézci. Na rozdil od reverzni faze C18 se pfi pouZiti PFP faze v
chromatografické separaci predné uplatiiuji m-donorové a m-akceptorové interakce
mezi pentafluorfenylovym jadrem a aromatickymi molekulami analytd. Vedle n-
interakci se pri retenci na stacionarni fazi s PFP uplatiuji také hydrofobni interakce,
dipdl-dipdlové interakce, vodikové vazby (tj. mezi atomem fluoru PFP skupiny a
donorem vodikové vazby v analytu) a geometricka selektivita [10, 35].

Jelikoz fenylové jadro v PFP obsahuje 5 velmi elektronegativnich atomi fluoru, je
tento aromaticky kruh elektronoveé deficitni a ptsobi jako Lewisova kyselina, ktera
pritahuje jiné molekularni systémy s bohatou polarizovatelnou elektronovou
hustotou. Optimdlni je tedy interakce mezi PFP fazi a derivaty benzenu
s elektrondonujicimi skupinami (tj. skupiny s kladnym mezomernim elektronovym
efektem M+, jako je kuprikladu methylova skupina nebo hydroxylova skupina),
protoZe v tomto piipadé muze dojit k tzv. sendvicové interakci s analytem, ktera je
pomérné energeticky stabilni a podminiuje nejsilnéjsi retenci (Obr. 9).
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CH3—S|i-—CH3 H
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Stacionarni fize s PEP Interakce mezi elektronové chudou PFP
skupinou na bazi silikagelu skupinou a elektronové bohatou molekulou fenolu

Obr. 9: Struktura staciondrni fdze s PFP skupinou a model nt-m interakce s molekulou fenolu.
PFP skupina obsahuje elektronové deficitni aromaticky kruh, a naopak elektronové bohaté
atomy fluoru [70, 71].

Z tohoto muZeme odvodit, Ze PFP faze ma ve srovnani s fazi C18 odlisnou
selektivitu, jak vnormalnim, tak reverznim elu¢nim mddu. Zakladni
charakteristikou PFP je zejména vyssi selektivita viici aromatickym latkam. Bézné
lipofilni molekuly naproti tomu vykazuji na PFP fazi sniZenou retenci. Pokud ma
molekula analyzovaného vzorku ve své strukture fluor, potom se na fluorované
stacionarni fazi bude znacné silné zadrzovat a jeji separace probéhne s vynikajici
selektivitou. Dalsi vyhodou této SF je mozZnost vyuziti az 100 % vodné MF, aniZ by
hrozil kolaps stacionarni faze, a to v rozsahu pH od 2,0 aZ do 8,0 ateploty aZdo 70 °C.
Lze tedy bez obtiZi pracovat v normalnim, polarné organickém i reverznim madu,
vCetné mdédu hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC). [35, 36].

U chromatografickych kolon sPFP skupinou se vétSinou kpropojeni se
silikagelovou bazi pouziva propylovy tfetézec a nepokryté silanolové skupiny se
endkapuji trimethylsilylovou skupinou (TMS). Fluorované stacionarni faze vykazuji
téZ zajimavy retencni profil, protoZe béhem zvySovani elucni sily rostoucim podilem
organické slozZky v mobilni fazi dochazi nejprve ke sniZovani retence u nékterych
polarnich analytti, avsak po dosazeni kritického bodu s minimalni retenci dochazi
k nartstu retence. Jedna se o tzv. U elucni profil znazornény na Obr. 10.
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Obr. 10: Reten¢ni U-profil na fluorované staciondrni fazi [10].

1.3 Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie

Pri analyzach HPLC se hojné vyuziva tandemového spojeni kapalinového
chromatografu s hmotnostnimi spektrometry jako detektory (spojeni se nazyva LC-
MS). Diky tomu ziskame jak iontové chromatogramy vyjadiujici zavislost intenzity
signalu detekovanych sloZek v zavislosti na case, tak i spektralni udaje o identité
zkoumané latky. Hmotnostni spektrometr patfi mezi detektory, které mohou
potvrdit identitu analytu, a to na zakladé presné molekulové hmotnosti a strukturné
specifickych fragmentd. Vyhodami zapojeni LC-MS jsou predevsim: vétsi jistota
identifikace latek (retencni ¢as a strukturni informace MS), moZnost analyzy
spletitych smési, mensi spotieba vzorku, zlepsSeni kvality spektralnich dat a dalsi
[37].

Cely postup identifikace a kvantifikace latek hmotnostnim spektrometrem
probiha ve 3 krocich. V prvni fadé musi dojit kionizaci vzorku, to znamen3, Ze
neutralni molekuly analytti, které maji byt v MS detekovany, je nutné prevést na
nabité molekuly. Tomuto lze velmi napomoci mobilni fazi, pokud je analyt
acidobazicky aktivni. Kyselé MF zvysuji podil konjugovanych kyselin u bazickych
analytl (napft. aminy) a bazické MF naopak zvysuji koncentraci konjugovanych bazi
v piipadé kyselych analyti (napt. karboxylové kyseliny nebo fenoly) [38]. S
polarizaci ionti analytd v mobilni fazi se dobie kombinuji tzv. mékké ionizacni
techniky, jako ionizace elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI) nebo fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI), které bez destrukce
molekul ptivadéji ionty do hmotnostniho spektrometru. KdyZ analyt neobsahuje
ionizovatelné funkcni skupiny, je nutné aplikovat tvrdé ioniza¢ni techniky, jako je
napriklad elektronova ionizace.
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Ve spojeni LC-MS se mobilni faze zpravidla pfimo podili na ioniza¢nim procesu,
proto nelze pouZit obvyklé mobilni faze pro HPLC. Vhodnymi mobilnimi fazemi jsou
tékava rozpoustédla s pridavkem tékavych aditiv o velmi nizké koncentraci.
Prikladem miize byt napiiklad ACN nebo MeOH s pridavkem kyseliny mravenci
nebo octové o koncentraci < 1 % nebo < 10 mM. Nelze pouZit MF, které obsahuji
aditiva svysokou teplotou varu, protoZe by doSlo k nadmérnému zaneseni a
poskozeni hmotnostniho spektrometru (jedna se napft. o klasické fosfatové pufry a
jiné anorganickeé soli).

Po ionizaci a odpareni viontovém zdroji se ionty rozdéli podle poméru m/z
(hmotnost/naboj) a zaroven dojde kurychleni iontl rozdélenych podle m/z
v analyzatoru. Posledni krok zahrnuje detekci iontd a zesileni signalu v detektoru.
Soubézné s timto krokem dochazi ke sbéru a zpracovani dat pomoci prisluSného
softwaru pocitace [39].

V soucasné dobé je mozné vyuzivat nékolika typl analyzatord, jejichZ funkce je
zaloZzena na odliSnych principech. Nékteré analyzatory funguji rovnéZ jako
detektory (napft. orbitrap nebo cyklotron). Je moZné analyzovat a separovat ionty na
zakladé zaktiveni drahy v magnetickém poli, pomoci rozdilné oscilace iontt
v elektromagnetickém poli, odliSné doby potrebné Kkpriletu iontd urcitou
vzdalenosti nebo rozdilné frekvence harmonickych oscilaci iontt [10].

Hmotnostni spektrometr muze pracovat vrezimu full-scan (FS), kdy se
monitoruje intenzita iontl v Sirokém rozmezi m/z nebo se miize detekce zuzit na
maly interval napf. o Sifce 0.4 m/z, kdy se zachycuje jen jeden iont, tzv. single ion
monitoring (SIM). lonty mohou byt také vedeny v hmotnostnim spektrometru do
kolizni cely, kde dochazi po stretu s molekulami kolizniho plynu (napt. dusik)
k fragmentaci molekul analyt. Fragmentovany mohou byt opét ionty v Sirokém
rozsahu m/z, tzv. all ion fragmentation rezim (AIF) anebo miize byt sledovan rozpad
pouze jednoho prekurzorového iontu, tzv. single reaction monitoring (SRM).
Nékteré hmotnostni spektrometry umoznuji také provadét cykly fragmentaci, kdy
se ze spektra primarnich produktovych iontl vybiraji nové prekurzory pro dalsi
fragmentaci (jde o tzv. MS™) [40].

1.4 Trezalka teckovana (Hypericum perforatum L.)

1.4.1 Historie pouZiti tirezalky teckované

Trezalka teckovana byla drive oznacCovana za ,magickou” rostlinu nebo také
,vSelék”. Toto oznaceni ziskala diky tomu, Ze rozkvéta v dobé slunovratu, presnéji
po nejdelSim dni v roce (na severni polokouli nastava okolo 21. ¢ervna), a také pro
své Sirokospektralni 1é¢ivé ucinky. V souvislosti s tim ji byla ptipisovana schopnost
odvracet nestésti. Taktéz se ji fikalo bylina svatého Jana, svatojanské kviti nebo
carovnik [41].

Dtive byla trezalka teckovana vyhledavanym pomocnikem v 1é¢itelstvi prevazné
k hojeni rtiznych poranéni, zhmozdéni a popalenin. Uzivala se jak zevné, v podobé
zaball a olejq, tak vnitiné jako caj [42].
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1.4.2 Botanické vlastnosti tirezalky teckované

Trezalka teCkovand (Obr. 11) je trvala bylina, ktera patii do Celedi tfezalkovitych
(Hypericaceae) [42].]eji stonek je zaobleny, holy a vzpiimeny. V horni ¢asti je stonek
bohaté rozvétveny. Dosahuje vysky aZ 80 cm. Listy trezalky teCkované jsou
celokrajné, podlouhlé, jehlicovité a prisedlé ke stonku. Na listech jsou predevsim
charakteristické prisvitné tecky, coz jsou zlazky, které obsahuji barvivo hypericin.
Trezalka teCkovana vytvari slozité kvétenstvi seskupené ze zlatozlutych kvétl
s volnymi lupinky o priiméru 2 - 2,5 cm. Plodem je tobolka, na které jsou taktéz
zlazky [43]. Chutna hoice a je bez jakékoliv viiné.

Vyskyt této byliny je podminén svétlem. Najdeme ji tudiZ na svétlych mistech jako
jsou pastviny, paseky, okraje lesti, louky. Je rozsifena po celé Evropé, Severni
Americe a ¢asti Asie, z ptirody ovSem pomalu mizi [44].

Y N -

Obr. 11: Trezalka te¢kovand (Hypericum perforatum L.) [45, 46].

1.4.1 Farmaceutické vyuZiti tirezalky teckované

Trezalka teckovana (Hypericum perforatum L.) byla Casto pouZivana v tradi¢ni
mediciné zejména pri 1écbé psychogennich poruch, jako jsou deprese, tzkost,
nespavost, rozruSeni, neuralgie, migréna, bolesti zad, no¢ni pomocovani, neklid
nebo traumatické poskozeni nervi [47]. Nicméné 1éCebny potencial této rostliny je
znacné Siroky a lze ji pouzit také pri infekcich, zanétech, arytmii, ekzémech,
popaleninach, viedech, priijmu, astmatu, bronchitidé, chiipce, hemeroidech a
mnoha dalSich onemocnénich [48].

Jednou z charakteristickych vlastnosti uc¢innych latek v trezalce teckované je
schopnost zpiisobit fotosenzibilizaci* Ve strucnosti Ize fici, Ze latky, které tento jev
zplsobuji, se nazyvaji fotodynamické, fotosenzibilizujici nebo téz fototoxické. Jde o
barevné latky, které jsou schopné fluorescence, to znamend, Ze jsou schopny
absorbovat, kratkou dobu udrzet a vyzarit prijatou svételnou energii. Absorbci

4 Fotosenzibilizace je zcitlivéni organism vici slune¢nimu zareni pri kontaktu s nékterymi latkami,
naprt. latka hypericin obsazena v tezalce teCkované.
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energie obecné vznikaji aktivované molekuly fotodynamické latky, které jsou ovSem
aktivovany pouze urcitou vinovou délkou zareni. Slunce ma schopnost aktivovat
celou adu fotosenzibilizujicich latek, a to z toho dvodu, Ze vysila zateni o vinovych
délkach od 290 do 1850 nm [72, 73].

V soucasném vyzkumu rakoviny byly také objeveny nékteré prinosné vlastnosti
hypericinu, jakoZto jedné znejvyznamnéjSich bioaktivnich latek v trezalce
teCkované. Tato latka se po podani hromadi v nadorovych tkanich, a mize tak slouzit
jako fluorescen¢ni marker v diagnostice rakoviny. Ve fotodynamické terapii
rakoviny je mozné pomoci svétla (napf. laserovym paprskem) transformovat
hypericin na reaktivni slouceniny, které usnadnuji odstranéni rakovinnych bunék
prostrednictvim aktivace apopt6zy nebo autofagie [49].

Z farmakologického pohledu byla pozornost predné vénovana pochopeni
mechanismi ucinku polyfenoll z tirezalky teckované pri indukci antidepresivnich
efekti na centrdlni nervovy systém (CNS). Prvotni pracovni hypotézy
predpokladaly, Ze antidepresivni ucinek extraktli trezalky teckované je zpiisoben
inhibici monoaminooxidazy (MOA) hypericinem [50]. DalSi biochemické studie
ovSem zjistily, Ze je to primarné hyperforin, jakoZto degradacni produkt hypericinu,
ktery miize inhibovat serotoninergni systém, omezovat vstrebavani dopaminu, y-
aminomaselné kyseliny nebo L-glutamatu [51]. Soudobé studie také poukazaly na
to, Ze hyperforin a jemu podobné slouceniny mohou inhibovat arachidonat 5-
lipoxygenazu, cyklooxygenazu 1, Kkatechol-O-methyl transferdazu, protein
mnohocetné 1ékové rezistence 2 (multidrug resistance-associated protein 2), N-
methyl-D-aspartatovy receptor, dale sniZovat expresi f1 adrenergnich receptort,
podporovat efluxni proces s P-glykoproteinem, ale téz plisobit zavazné lékové
interakce, které mohou mit Zivot ohroZujici acinek pfi urcitych podminkach [52].

I kdyZ tfezalka teckovana produkuje fadu bioaktivnich latek (napf. hyperosid,
rutosid, rutin, quercetin, isoquercetin, naftodiantrony, floroglucin, amentoflavon,
biapigenin, kyselina kavova, kyselina chlorogenova, p-kumarychininova kyselina,
procyanidin Bz, a-pinen, karyofylen, atd.), prevazna vétSina publikovanych
farmakologickych studii se zabyvd hypericinem, pseudohypericinem a
hyperforinem [53].

1.4.2 Aplikace HPLC ve studiu latek z trezalky teckované

Za Ucelem stanoveni farmakokinetického profilu latek z trezalky teckované v
riznych biologickych matricich byly vyvinuty a pouzity zejména metody zalozené
na vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC)[54-62]. Naptiklad Biber a kol.
[54] vyvinuli a validovali metodu HPLC pro kvantifikaci hyperforinu v lidské plazmé
s vyuzitim UV-VIS a MS detekce. Metoda byla zaloZena na isokratické eluci (MF: 75
% ACN, 25 % H:0, 0,255 % H3P04) v reverznim reZimu na koloné s endcappovanym,
oktadecylem modifikovanym SiO; jakoZto stacionarni fazi (C18, Nucleosil 125 x 3
mm /5 pum). Podobnou HPLC metodu s fluorescen¢ni detekci navrhli Schempp a kol.
[63]. Metoda slouZila ke kvantifikaci hypericinu v lidském séru a aplikovala
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isokratickou reverzni eluci (MF: 23 % ethylacetatu, 60 % MeOH, 27 % pufrované
vody (pH = 2)) na koloné C18 Kromasil 100 x 4 mm / 5pm. Obé tyto metody HPLC
vyuzivaji pred analyzou extrakci typu kapalina-kapalina (LLE) za ucelem cisténi a
koncentrace vzorki rostlinnych extraktt.

Obecné lze rici, Ze vétSina publikovanych HPLC metod pro stanoveni latek
obsazenych v trezalce teckované vyuziva eluci v reverznim reZimu pri kyselém pH s
vysokym podilem organické faze a staciondrni faze na bazi C18. Vzhledem k
pouZivanému isokratickému reZimu tyto metody zpravidla poskytuji piky
s relativné velkou Sifkou v poloviné vysky a vedou k nizké citlivosti analytické
metody.

Vedle klasickych chromatografickych kolon byla popsana také HPLC analyza
hlavnich sloZek trezalky teCkované na stacionarni fazi Luna fenyl-hexyl za pouZiti
isokratické a gradientové eluce v kyselém reverznim rezZimu [64]. Stamenkovi¢ a kol.
[65, 66] popsali také metodu preparativni HPLC analyzy pro ziskani hlavnich sloZek
trezalky teckované isokratickou eluci ve slabé kyselém reverznim reZimu na koloné
Zorbax Eclipse XDB C18. Nuevas-paz a kol. [66] vyvynuli mirné odliSnou HPLC
metodu s vyuZitim gradientové eluce v reverznim reZimu na koloné LiChrospher
100 C18.

PrestoZe byla v odborné literature [54-66] popsana cela fada HPLC metod pro
analyzu slozek trezalky teckované, pouZiti stacionarnich fazi s pentafluorfenylovou
skupinou (PFP) pro analyzu polyfenoli z této rostliny podle mého prizkumu zatim
publikovano nebylo.

1.4.3 Chemické struktury vybranych latek v trezalce teckované

Trezalka teCkovana obsahuje nékolik uc¢innych latek, a to flavonoidy (predevsim
hypericin, rutosid, hyperosid), tfisloviny, pektin, cholin, saponiny a xantony [67].
Nejvyznamnéjsi slouceniny obsaZené v tirezalce teckované a jejich chemické
struktury jsou znazornény na Obr. 12.Jedna se ve vétSiné pripadli o polyaromatické
latky s vétSim poctem fenolickych skupin (tj. hypericin, pseudohypericin, biapigenin
a prokyanidin Bz) ¢i enolickou skupinou (tj. hyperforin a adhyperforin). Hyperforin
a adhyperforin jsou degradacni produkty téchto polyfenoli [68]. O fyzikalné-
chemickych vlastnostech téchto latek bude pojednano v nasledujici podkapitole.
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Obr. 12: Chemické struktury vybranych ldtek, které jsou obsaZeny v tiezalce teckované [69].

1.4.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych latek z trezalky
teckované

Pro vyvoj HPLC metodiky je velmi dtlezité znat fyzikalné-chemické vlastnosti
separovanych latek. Jedna se predevsim o takové molekularni deskriptory, jako je
lipofilita a indexy acidobazickych vlastnosti (napf. zaporny dekadicky logaritmus
disocia¢ni konstanty pKi). Z mnoha studii o HPLC je znamo, Ze mezi lipofilitou
analytti danou dekadickym logaritmem rozdélovaciho koeficientu v systému n-
oktanol - voda (tj. log P) a reten¢nim faktorem ziskanym na stacionarni fazi C18
v reverznim eluénim médu je imérny vztah. Cim je tedy lipofilita latky vyssi, tim
vys$i retenci na C18 fazi lze ocekavat. Podobna logika plati také pro vyuziti znalosti
o pKa. Pokud se analyt z velké ¢asti vyskytuje v daném prostiredi jako neionizovana
molekula, je jeho lipofilita vy$si neZ v pripadé prisluSného iontu. Pro potfeby navrhu
analytické metody byly tedy v programu MarvinSketch 14.9.8.0 vypocitany hodnoty
Clog P (tj. vypocitané log P), CpKa (tj. vypocitané pKs) a dekadicky logaritmus
distribu¢niho koeficientu v systému n-oktanol - voda pti pH = 7,4 (tj. Clog D7,4).

ProtoZe latky obsaZené vtrezalce teCkované jsou tvoreny vétSinou
polyfenolickymi latkami, které maji mirné kysely charakter, bylo navrzeno, Ze pro
jejich identifikaci bude béhem vypracovani bakalarské prace pouZita
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie pracujici vnegativnim mddu (tj.
monitorujici zastoupeni aniontd v eluatu). Hodnoty poméri presnych hmotnosti
iontli po odtrZeni jednoho protonu (tj. vodikového kationtu zjedné fenolické
skupiny) a formalniho naboje (tj. m/z [M-H]), vypocitané CpKjs (v pripadé vice
funkénich latek se jedna o hodnotu spojenou s prvnim stupném disociace - 1°), Clog
P a Clog D74 jsou uvedeny v Tab. 3.
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Nazev latky m/z [M-H]- CpKa(1°) CLog P Log D74
Hypericin 503,07724 6,65 7,70 6,41
Pseudohypericin 519,44155 6,04 6,42 4,40
Hyperforin 535,37928 8,50 9,67 6,41
Adhyperforin 549,39493 8,50 10,11 6,86
Biapigenin 539,09837 6,41 5,24 3,75
Prokyanidin B> 577,13515 8,69 3,12 3,09

Tab. 3: Piehled fyzikdlné-chemickych vlastnosti ldtek v tiezalce teckované.

Z ptehledu v Tab. 3. 1ze vyvodit, Ze vSechny vybrané latky maji pomérné vysokou
lipofilitu a budou se na reverzni stacionarni fazi C18 pomérné dobie zadrZovat. Dle
prokyanidinu B;. V pifipadé mirné bazického prostiedi (tj. pH = 7,4) vSak dochazi
kionizaci téchto latek a lipofilita se v nékterych pripadech vyrazné sniZuje. Jak
ukazuje vypocitané Clog D74, nejvyznamnéjsi pokles retence lze pti pouZiti mobilni
faze s pH = 7,4 oCekavat u hyperforinu, minimalni u prokyanidinu Bz. Zajimavé téZ
je, Ze Clog D74 dosahuje v pripadé hypericinu a hyperforinu stejnych hodnot.
Analogické zmény lipofility lze ocekavat, pokud by se pouZilo vodné prostredi
s vys$$im pH. V kyselém prostiedi by se naopak hodnody Clog D74 bliZily hodnotam
Clog P, protoZe by doSlo potlacovani disociace fenolickych skupin, respektive
enolické skupiny v pripadé hyperforinu a adhyperforinu.
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2

Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout analytickou HPLC metodu pro

stanoveni hypericinu v ¢astech trezalky teckované. JelikoZ hypericin ve své

molekularni strukture obsahuje nékolik benzenovych jader, byla navrZena pracovni

hypotéza, Ze chromatograficka kolona se stacionarni fazi modifikovanou PFP

skupinou prinese vyhodnéjsi separacni vlastnosti nez klasicka reverzni stacionarni

faze modifikovana linearnimi oktadecylovymi retézci C18.

Dil¢i cile bakalaiské prace lze vyjadrit nasledujicim prehledem elementarnich

ukolt:

Popsat zakladni principy HPLC

Charakterizovat tfezalku teckovanou, hypericin a jeho vlastnosti

Urcit chromatografické vlastnosti standardu hypericinu pomoci HPLC na
stacionarni fazi typu C18 a PFP

Prostudovat vliv sloZzeni mobilni faze, typu gradientu a elu¢nich méda (tj.
normalni, polarné organicky a reverzni) na retenci hypericinu na stacionarni
fazi typu C18 a PFP

Optimalizovat HPLC metodu pro stanoveni hypericinu v methanolovych
extraktech z riznych ¢asti tiezalky teckované na stacionarni fazi typu C18 a
PFP

Kvantifikovat mnoZstvi hypericinu v rostlinnych ¢astech trezalky teckované
Ovérit kvalitu separace hypericinu na stacionarni fazi typu C18 a PFP pomoci
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS)

Interpretovat vysledky ziskané v HPLC analyzach

Navrzené dil¢i cile bakalarské prace predstavuji vstup do problematiky analyzy

polyfenolickych latek v trezalce teckované svyuZitim staciondrni faze sPFP

skupinou. Vzhledem k naroc¢nosti vyvoje optimalni gradientové HPLC metody pro

stanoveni hypericinu na studovanych stacionarnich fazich nebylo cilem bakalarské

prace finalni analytickou metodu validovat.
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3 Experimentalni cast
3.1 Pouzité pristroje, programy a pomiicky

K provedeni analyz vramci této bakalarské prace byl pouzit kapalinovy
chromatograf Dionex UltiMate 3000 (ThermoFisher Scientific, vyrobeno v
Némecku). Tento kapalinovy chromatograf je sestrojen z nékolika ¢asti:

» Binarni vysokotlaké ¢erpadlo HPG-3400RS spojené s vakuovym odplynovacem

» Kolonovy termostat TCC-3000

» Automaticky davkova¢ WTS-3000 sSesticestnym ventilem a nastrikovou
smyckou o objemu 25 pl

> Ctyi* kanalovy UV detektor VWD-3000

Pro detekci separovanych latek byl pouzit také hmotnostni spektrometr
Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific, vyrobeno v Némecku) s nasledujicim
iontovym zdrojem a generatorem nosného plynu:
» lonizacni elektrosprej HESI (Heated ElectroSpray lonization)
» Generator dusiku Peak Scientific Genius 1022

Pro vypocty a zpracovani dat byl pouZit nasledujici software:
MarvinSketch 14.9.8.0 pro vypocet molekularnich deskriptori
Chromeleon 6.80 SR13 pro zpracovani UV-VIS spekter
Program Xcalibur 3.0.63 pro zpracovani hmotnostnich spekter

YV V V

Program Microsoft Excel 2013 pro statistické vypocty

Pri ptipravé vzorkl a mobilnich fazi byly pouzity nasledujici pristroje a pomiicky:
Analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE

Pipety Eppendorf® Reference (0,5- 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1 000 pl)
Ultrazvukova lazen Elma S 40

Ph-metr Schott Lab 850 s elektrodou SenTix 81

Laboratorni sklo

Lednice

Spi¢ky Eppendorf®

Polypropylenové mikrozkumavky Eppendorf® (V = 2 ml)

YVVVYVVVYVYVYVYVYYVYY

Sklenéné vialky (Fisher Scientific, ND9, V = 1,5 ml) s polypropylenovym vickem
a silikon-PTFE septem

Ultra cista voda (typ ASTM [, 18,2 MQ.cm pfii 25 °C) pro pripravu vodnych fazi

byla ziskana pristrojem:
» Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF (ThermoFisher Scientific, vyrobeno v Némecku).
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Pro odstiedéni heterogennich smési byla pouZita tato odstredivka:
» Universal 320 R, Hettich Zentrifugen, Schoeler Instruments, Némecko.

Pro extrakci rostlinnych vzorki tiezalky teckované byl pouzit tento mechanicky
rotator:
> Rotator Multi Bio RS - 24, Biosan, Litva.

Pro ultrafiltraci rostlinnych extrakta byly pouzity tyto centrifugacni mikrofiltry:
» Microcon Milipore, Ultracel YM-10, USA.

3.2 Pouzité chromatografické kolony

Pro HPLC analyzy v ramci této bakalarské prace byly pouZity dvé kolony:
» Kinetex C18,150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A
> Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 um, 100 A

Ochrana chromatografické kolony pred pripadnym posSkozenim mechanickymi
¢asticemi ve vzorcich ¢i mobilni fazi byla zajisténa prediazenim in-line filtru (Vici
Jour) s kovovou fritou o porozité 0,5 pm.

3.3 Pouzité chemikalie

Pri praci vlaboratofi jsem pouzivala tato rozpoustédla a aditiva: acetonitril,
hexan, methanol, kyselina octova, kyselina mravenci, triethylamin a Kkyselina
citronova trihydrat. VSechna pouZzita rozpoustédla a aditiva byla zakoupena u firmy
Sigma Aldrich se stupném cistoty LC-MS nebo HPLC.

K pripravé kalibra¢nich vzorkii hypericinu byl pouzit analyticky standard
hypericinu (no.: BP-BP0752, 95 % HPLC-UV), zakoupeny od Spanélské firmy Cymit
Quimica S.L.

Hmotnostni spektrometr byl kalibrovan pomoci kalibranti Pierce® LTQ Velos
ESI (Thermofisher Scientific).

3.4 Priprava vzorki trezalky teCkované

Deset vzorki celych rostlin trezalky teckované byly nasbirany v lokalité Trebon
v Ceské republice, ruéné vycistény a vysuseny po dobu 14 dni pti pokojové teploté
v temné mistnosti. Listy, kvéty, nat, a koreny byly oddéleny a mechanicky
homogenizovany na prasek pomoci tfeci misky s tlouckem. 250 mg prasku kazdé
bylinné ¢asti bylo smichano s 25 ml methanolu v polypropylenovych zkumavkach a
extrahovano po dobu 6 hodin v automatickém rotatoru (250 rpm) pfi laboratorni
teploté (tj. cca 25 °C). Dale byly vzorky 60 minut sonifikovany v ultrazvukové lazni
a nasledné odstfed'ovany (14000 rpm) po dobu 20 minut pri teploté 20 °C.
Supernatant byl nasledné separovan, prefiltrovan pres ultrafiltr Ultracel YM-10 a
pouzZit pro chromatografické analyzy. Vybér methanolu jako optimalniho
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extrakéniho cinidla pro hypericin byl proveden na zdkladé rozboru odborné
literatury [62]. Podle publikovanych experimentalnich dat je methanol nejlepSim
extrakénim cinidlem pro hypericin a hyperforin ve srovnani s ethylacetatem,
dichlormethanem, chloroformem a diethyletherem.

3.5 Vyvoj analytické metody pro stanoveni hypericinu

Cilem této bakalarské prace bylo porovnat ucinnost stacionarni faze sPFP
skupinou (Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 um, 100 A) oproti klasické C18 stacionarni
fazi (Kinetex C18, 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A) p¥i HPLC separaci hypericinu od
ostatnich latek pritomnych v methanolovych extraktech z vysuSenych a
homogenizovanych ¢asti trezalky teckované. Byl tedy zvolen ptistup, kdy se hledala
optimalni HPLC metoda pro stanoveni hypericinu pomoci screeningu rtznych
mobilnich fazi. Postup vyvoje analytické HPLC metody lze charakterizovat témito
kroky, rozdélenymi do dvou oddilt:

1. Priprava standardniho roztoku hypericinu v MeOH o koncentraci 25 pg/ml

2. HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na chromatografickych
kolonach typu PFP a C18 v normalnim médu

3. HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na chromatografickych
kolonach typu PFP a C18 v polarné organickém médu

4. HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na chromatografickych
kolonach typu PFP a C18 v reverznim modu

5. Separace hypericinu z methanolového extraktu nati trezalky teckované
nejvyhodnéjSi HPLC metodou na kolonach typu PFP a C18

6. Optimalizace nejvyhodnéjSi HPLC metody pro stanoveni hypericinu na
chromatografickych kolonach typu PFP a C18

1. Sbér, vysuSeni a homogenizace trezalky teckované

2. Extrakce rostlinnych ¢asti tiezalky teckované methanolem

3. Analyza methanolovych extrakti trezalky teckované optimalni HPLC
metodou a ovéreni identity hypericinu pomoci HRMS

Smyslem uvedeného postupu bylo nejprve nalézt vhodnou HPLC metodu, pri
které se pik hypericinu vymyva z chromatografického systému v reten¢nim case
pribliZzné uprostred analyzy a ma dalsi vyhovujici chromatografické charakteristiky,
jako je Sifka v poloviné vySky a asymetrie. ProtoZe cilem bylo porovnat vlastnosti
stacionarni faze typu C18 a PFP, byly analogické HPLC metody aplikovany na obou
kolonach a vysledné chromatografické vlastnosti hypericinu srovnany.

HPLC metoda, kterd vedla k optimalni retenci standardu hypericinu na obou
chromatografickych kolonach, byla nasledné ovérena analyzou methanolového
extraktu z nati trezalky teckované.

Vybrana HPLC metoda byla nakonec optimalizovana pro nejlepsi separaci
hypericinu od latek pritomnych v methanolovych extraktech trezalky teckované a
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pouZita ke kvantifikaci. Finalni evaluace kvality separace hypericinu byla provedena
pomoci HRMS.

3.5.1 Pristrojové nastaveni

Pro analyzy byly pouZzity pristroje: analyticky UHPLC systém Dionex UltiMate
3000 spolu s Q Exactive Plus hybridnim kvadrupélem-orbitrap spektrometr.
Nastaveni HPLC systému pro analyzy na chromatografickych kolonach Kinetex
PFP 150x4,6 mm /5 pum, 100 A aKinetex C18 150 x3 mm / 2,6 um, 100 A je popsano
v Tab. 4.

Stacionarni faze Kinetex PFP Kinetex C18
Priitok MF [ml/min] 1,0 0,4
Teplota kolonového termostatu [°C] 27 27
Teplota v autosampleru [°C] 10 10
Vlnové délky pouzité pii UV-VIS 210, 254, 210, 254,
detekci [nm] 278,290 278,290
Nastiikovy objem [ul] 5 5

Tab. 4: Prehled nastaveni HPLC systému pro analyzy na vybranych kolondch.

Pokud jde o UV-VIS detekci, byl proveden prizkum, pti kterych vinovych délkach
dochazi k nejcitlivéjsi detekci hypericinu. Vlnové délky byly voleny v UV a VIS ¢asti
spektra. Absorp¢niho maxima hypericinu v methanolovém roztoku je dle odborné
literatury [68] dosaZeno pti vinové délce 588 nm, avSak ovérovanim absorbance pti
riznych vinovych délkach béhem HPLC analyzy bylo maximalnich hodnot dosazeno
¢asto pii vinové délce 210 nm. Kviili obménam mobilnich fazi (tj. jejich slozeni, pH,
iontové sily) béhem analyz, byla nakonec pro monitoring zvolena kompromisni
vinova délka 278 nm, pti které byl pik hypericinu detekovan s uspokojivou citlivosti
ve vSech pouzitych HPLC metodach. Chromatogramy detekované pii ostatnich
vlnovych délkach mély pomocny vyznam.

Mrtvy retencni ¢as systému byl stanoven na zakladé analyzy vodného roztoku
kyseliny citréonové (c = 1 mg/ml), ktera byla provedena 3x (metoda ¢. 9, uvedena
v Tab. 5). Primérné hodnoty mrtvych retencnich cast ve vSech analyzach polarné
organického elu¢niho rezimu i reverzniho elu¢niho rezimu se neménily: to(Kinetex
C18) = 1,31 min, to(Kinetex PFP) = 1,30 min.

Nastaveni hmotnostniho spektrometru pro identifikaci hypericinu bylo pro
piipad analyz na koloné Kinetex C18 provedeno nasledujicim zplisobem: priitok
stinicitho plynu (sheath gas) - 50, priitok pomocného plynu (auxilary gas) - 13,
pritok rozptylového plynu (sweep gas) - 3, napéti sprejovaci kapilary v negativnim
maddu - 3,5 kV, teplota kapilary - 300 °C, teplota pomocného plynu (auxilary gas) -
300 °C, nastaveni S-lens - 50, pocet mikroscani - 1, maximalni nastiikovy ¢as - 200
ms, kontrola automatického zisku, tzv. automatic gain control (AGC) - 3e6, rozliSent
- 70 000, normalizovana kolizni energie NCE - 50.
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V ptipadé HPLC analyz skolonou Kinetex PFP byly pouZity stejné hodnoty
nastaveni MS, az na teplotu kapilary a pomocného plynu. Kvili vy$Simu priitoku
mobilni faze byla nastavena teplota kapilary a nosného plynu na 450 °C.

HRMS analyzy byly provedeny v kombinovaném rezimu full-scanu (FS) a celkové
iontové fragmentace (AIF) v rozsahu m/z 150 -1 500 a 80 - 1 200.

3.5.2 HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na
chromatografickych kolonach typu PFP a C18 v normalnim
modu

Pri vyvoji optimalni HPLC metody v nepolarnim (normalnim) médu na kolonach
Kinetex PFP a Kinetex C18 bylo pouZito mobilni faze sloZené ze 100 % hexanu.
Nejprve byla MF vloZena na 5 minut do ultrazvukové 1azné a poté zavedena do HPLC
systému. HPLC systém byl nasledné ekvilibrovan po 20 minut a pripraven k analyze.
Mezitim byl ze vzorku pevného standardu hypericinu pripraven methanolovy
roztok o koncentraci 25 pg/ml. Samotna analyza probihala 10 minut, a to
isokratickou eluci.

Zakladni parametry HPLC metodik jiZ byly uvedeny v Tab. 4. Pripomernime, Ze
nastaveni HPLC metody pro analyzu na koloné Kinetex C18 bylo nepatrné upraveno
takto: nastiikovy objem byl 5 pl, pritok MF byl 0,4 ml/min, teplota kolonového
termostatu byla 27 °C a teplota autosampleru byla 10 °C. Zdznam chromatogramu
byl proveden pomoci UV-VIS detektoru, pracujicim na 4 vinovych délkach: 210, 254,
278 a 290 nm.

Nastaveni HPLC systému pro analyzu s kolonou Kinetex PFP bylo nasledujici:
nastiikovy objem byl 5 pl, pritok MF byl 1 ml/min, teplota kolonového termostatu
byla 27 °C a teplota autosampleru byla 10 °C.

Ziskané chromatogramy na kolonach Kinetex C18 a Kinetex PFP jsou uvedené na
Obr. 13 a Obr. 14.

V normalnim médu pomoci isokratické eluce 100 % hexanem na koloné Kinetex
C18 se neobjevil zadny pik (Obr. 13), a to z toho diivodu, Ze mobilni faze neni
schopna pfi tomto sloZeni hypericin ze stacionarni faze vymyt béhem 10 minutové
analyzy. Dochazi tedy k relativné silné retenci hypericinu.

Vedle této analyzy byly provedeny i dalsi experimenty, kdy bylo do mobilni faze
pfiddno malé mnozZstvi propan-2-olu, tj. 5 % (v/v), avSak vysledky nebyly
uspokojivé, protoZe nedoslo k podstatnému sniZeni retencniho ¢asu analytu.
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Obr. 13: Chromatogram isokratické HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/ml v MeOH)
v normdlnim médu (MF = hexan) na koloné Kinetex C18 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A.

Béhem dalSi analyzy o délce 10 minut v normalnim mdédu pomoci isokratické
eluce a 100 % hexanu jako mobilni faze na koloné Kinetex PFP se neobjevil taktéz
zadny pik (Obr. 14). Tato skutecCnost je zplisobena tim, Ze mobilni faze neni schopna
pri takovémto sloZeni hypericin ze stacionarni faze Kinetex PFP vymyt, protoZe i
v tomto pripadé s ni velmi silné interaguje.
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Obr. 14: Chromatogram isokratické HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/ml v MeOH)
v normdlnim médu (MF = hexan) na koloné Kinetex PFP 150 x 4.6 mm / 5 um, 100 A.
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3.5.3 HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na
chromatografickych kolonach typu PFP a C18 v polarné
organickém modu

Vzorek standardu hypericinu v methanolu (c = 25 pg/ml) byl také analyzovan
isokratickou HPLC metodou s vyuzitim methanolu jako mobilni faze. Nastaveni
HPLC systému bylo analogické, jako v pripadé aplikace normalniho elu¢niho médu
popsaného v kapitole 3.5.2 vySe.

V polarné organickém médu (Obr. 15) na koloné Kinetex C18 pomoci isokratické
eluce a 100 % methanolu jako mobilni faze byl pik hypericinu vymyt témér
v mrtvém reten¢nim case (k = 0,44, R = 1,88 minuty). Pik neni symetricky, dochazi
u ného ke chvostovani neboli tailingu (c = 25 pg/ml, wos = 0,22, A = 9,6).

250’: mAU A: 278 nm
] Hypericin
2007
150-
1001
50 Kinetex C18
] min
'10 L L L I L L L L
0.0 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 8.8 10.0

Obr. 15: Chromatogram isokratické HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/ml v MeOH)
v poldrné organickém médu (MF = methanol) na koloné Kinetex C18 150 x 3 mm / 2,6 um,
100 4.

Podobné byl stejnou isokratickou HPLC metodou hypericin velmi rychle vymyt i
z kolony Kinetex PFP (Obr. 16). Retenci ¢as hypericinu pti pouziti 100 % MeOH jako
mobilni faze Cinil 1,31 minuty. Pik je pomérné symetricky, dochazi u ného k
nepatrnému hrnuti neboli frontovani, nicméné je podstatné StihlejSi a uzsi nez pik
v pripadé chromatografické analyzy s isokratickou eluci vzorku hypericinu (c = 25
pug/ml v MeOH, wos = 0,12, A = 0,92) na koloné Kinetex C18.

Pokud bylo kMeOH pridano 0,1 % FA, nedoSlo ani na jedné z pouzitych
chromatografickych kolon k vyraznému zvySeni retence hypericinu. Podobny, a
tudizZ z chromatografického pohledu nepiinosny, i¢inek mélo pridani 0,1 % TEA. Ve
vSech pripadech byl hypericin vymyt ze stacionarni faze prakticky v mrtvém
retecnim Case.
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Obr. 16: Chromatogram isokratické HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/ml v
MeOH) v poldrné organickém médu (MF = methanol) na koloné Kinetex PFP 150 x
4,6 mm /5 um, 100 A.

3.5.4 HPLC analyza standardniho roztoku hypericinu na
chromatografickych kolonach typu PFP a C18 v reverznim
modu

JelikoZ metody zaloZené na normalnim a polarné organickém elu¢nim médu
neposkytly vhodné vysledky ve smyslu ptijatelné retence hypericinu pod 10 min a
pikd s nizkymi hodnotami wos a A, bylo znacné usili vénovano priizkumu HPLC
metod pracujicich v reverznim elu¢nim mdédu. Dle literatury maji reverzni reZimy
v HPLC analyzach hypericinu v riiznych matricich nejcastéjsi pouziti [54-62]. V této
bakalatské praci byly zkoumany predevsim ucinky pH a aditiv v mobilni fazi na
retenci hypericinu na kolonach Kinetex C18 a Kinetex PFP. Jako primarn{ sloZky MF
byly zvoleny kombinace téchto rozpoustédel: H,0 - ACN, H20 - MeOH. Analytické
HPLC metody pracovaly vétSinou s linedrnim gradientem, ktery je charakterizovan
Schématem 1.

Cas[min] | MFA[%] | MFB [%] 100
0 15 85 o —_— L

1 15 85 Reo

5.5 0 100 §4o

8 0 100 20

8 15 85 0
10 15 85 ° ? 6435 [mir?] ° 1

Schéma 1: Program gradientové eluce v reverznim modu.
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Gradientovy profil ve Schématu 1 byl obménovan, predevsim pokud jde o
startovni a kone¢nou koncentraci MF A a MF B. Casovy priibéh gradientu byl
v zakladu ponechan ve vSech zkoumanych analytickych HPLC metodach.

Celkem bylo provedeno nékolik desitek riiznych screeningovych analyz
sodliSnymi MF a nastavenim gradientu. Ukazalo se, Ze retence hypericinu
v reverznim reZimu je jak na koloné Kinetex C18, tak na koloné Kinetex PFP velmi
silna a k dosaZeni eluce béhem 10 minut chromatografické analyzy je nutné zacit
analyzu pfi vysokém podilu organické slozky (tj. MF B > ~ 60 % (v/v), ACN nebo
MeOH). BéZzné HPLC metody zacinajici naptf. s 10 % organické slozky, jejiZ
koncentrace v pribéhu 10 minut metody linearné vzroste na 100 % a navrati se zpét
na 10 %, nedokazou hypericin vymyt ze zvolenych chromatografickych kolon.

V Tab. 5 je tedy uveden pouze piehled klicovych metod, které vedly k nalezeni
optimalni gradientové HPLC metody pro separaci hypericinu na kolonach Kinetex
C18 a Kinetex PFP.

Mobilni faze Kinetex C18 / Kinetex PFP

C. Interval

MF A MF B MF B k R¢ [min] Wo,s[min]

[%]
1. | H20 ACN 50-100 | 1,70/2,96 | 3,54/5,15 | 0,14/0,17
H:0 + 0,1 %
A 1% FA

2.|FA + 0,1 % CN+0,1% 85-100 | 1,34/2,55 | 3,07/4,61 |0,11/0,08

0
TEA +0,1% TEA

H.0 + 0,12 % | ACN + 0,12 %
3.|FA + 008 % | FA + 0,08 % | 85-100 |3,92/499 |6,45/7,79 |0,70/0,12

TEA TEA
H:0 + 0,1 %
ACN + 0,1 % FA
4. |FA + 02 % YOL%EA T ae 100 | 287/382 | 507/627 | 0,15/017
+0,2 % TEA
TEA
H 109
5 FZO N (?,1 O/A) MeOH + 0.1 % | oc 100 |513/608 |803/920 |022/0,12
. TEA ) 0 FA+0,1OA)TEA ] ) ) ) ) )

H20 + 0,12 % | MeOH + 0,12 %

6. | FA + 008 % | FA + 0,08 % | 85-100 |5,27/6,09 | 8,21/9,22 0,2/0,11

TEA TEA

H + 0,1 9

7. F12§0+ (;)2 O//Z MeOH + 0,1 % 85-100 | 2,87/3,82 | 5,07/6,27 0,15/0,17
FA + 0,2 % TEA ’ ’ ’ ’ ’ ’

TEA

H,0 + 10 mM

8. | AA + 10 mM | ACN 85-100 | 1,01/1,63 | 2,63/3,42 0,11/0,15

TEA

H0 + 100 | ACN + 100 mM

9. mMAA+100 | AA + 100 mM | 85-100 | 2,57/3,02 | 4,68/5,22 | 0,06/0,09

mM TEA TEA

Tab. 5: Pfehled provedenych HPLC metod pro kolony Kinetex C18 a Kinetex PFP.
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Z Tab. 5. vyplyva, Ze MeOH ma niz8i elu¢ni silu nezZ ACN za jinak stejnych
chromatografickych podminek, a jeho pouZiti v HPLC analyze vede k relativnimu
zvySeni reten¢niho ¢asu hypericinu. Lze taktéZ dobre pozorovat efekt aditiv (FA, AA,
TEA), pridanych do MF, na retenci hypericinu.

Vyssi podil kyselin v MF (tj. FA nebo AA) ve srovnani s bazi TEA vede k vyssi
retenci hypericinu, naopak vyssi podil baze retenci sniZuje. Na retenci hypericinu
ma téZ vyznamny vliv koncentrace aditiv, priZemz retence hypericinu roste, kdyz je
pouzita MF s vyssi iontovou silou.

JelikoZ cilem bakalarské prace bylo vyvinout optimalni HPLC metodu pro
separaci hypericinu, byla pro dalsi priizkum vybrana metoda, ktera vyuzivala MF A:
H20 a MF B: ACN s pridavkem 100 mM AA a 100 mM TEA (metoda ¢. 9; Tab. 5).
Pokud vezmeme v uvahu k, A, Ucinnost a wys vykazuje tato metoda optimalni
vlastnosti vzhledem ke vS§em studovanym variantam. Chromatogramy ziskané touto
HPLC metodikou s vyuzitim kolon Kinetex C18 a Kinetex PFP jsou uvedeny na Obr.
17 a Obr. 18.

200
| mAU A: 278 nm
1 Hypericin
150+
100] h
507
J Kinetex C18
10T \“ L L B L B B A
0.0 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 8.8 min 10.0

Obr. 17: Chromatogram gradientové HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/mlv
MeOH) v reverznim médu (MF A = H20 + 100 mM FA + 100 mM TEA, MF B = ACN + 100 mM
FA + 100 mM TEA, metoda ¢. 9) na koloné Kinetex C18 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A

42



50.0]

1 mAU H .. A: 278 nm
1 [ypericin
37.5]
25.07
12.5%
E Kinetex PFP
0.0 ‘F
] min
10071 T T T T T T
0.0 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 8.8 10.0

Obr. 18: Chromatogram gradientové HPLC analyzy vzorku hypericinu (c = 25 ug/mlv
MeOH) v reverznim médu (MF A = H20 + 100 mM FA + 100 mM TEA, MF B = ACN + 100 mM
FA + 100 mM TEA, metoda ¢. 9) na koloné Kinetex PFP 150 x 4,6 mm /5 um, 100 A

Chromatografické vlastnosti piku hypericinu ziskané HPLC metodou ¢. 9 jsou
uvedeny v Tab. 6.

Kolona k Rt [min] A N Wo,5 [min]
Kinetex C18 2,57 4,68 1,26 34902 0,06
Kinetex PFP 3,02 5,22 2,17 17052 0,09

Tab. 6: Chromatografické vlastnosti hypericinu urcené HPLC metodou ¢. 9 pro kolony Kinetex
C18 a Kinetex PFP.

HPLC metody ¢. 8 a 9 (Tab. 5) byly dale zkoumany pri analyze methanolového
extraktu z nati trezalky teckované. Bylo zjiSténo, Ze zvlasté metoda ¢. 9 poskytuje
pik hypericinu s uspokojivymi chromatografickymi vlastnostmi (tj. R¢ priblizné
v poloviné pribéhu linearniho gradientu, A piku nizsi nez 2, rozliSeni zleva a zprava
nizsi nez 2 a wos nizsi nez 0,2). LepSich vysledkii nedosahla zadna jina HPLC metoda,
ktera byla vramci této bakalarské prace zkoumana. Srovnani HPLC analyz
methanolového extraktu nati trezalky teCkované provedenych mobilni fazi, ktera
aplikovala 10 mM AA a 10 mM TEA (¢. 8), a mobilni fazi, kterda méla 10x vyssi
koncentraci téchto aditiv, tj. 100 mM AA a 100 mM TEA (¢. 9), je uvedeno na Obr. 19
a Obr. 20.

BliZs$i charakteristiky HPLC metody ¢. 9, vztaZené kseparaci hypericinu od
ostatnich latek pritomnych v methanolovych extraktech z trezalky teckované, jsou
uvedeny v nasledujici kapitole.
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Obr. 19: Chromatogram gradientové HPLC analyzy methanolového extraktu nati
trezalky teckované metodou ¢. 8 (Cernd ¢dra) a metodou ¢. 9 (fialovd ¢dra) na koloné
Kinetex C18 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A.
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Obr. 20: Chromatogram gradientové HPLC analyzy methanolového extraktu nati
trezalky teckované metodou ¢. 8 (Cernd ¢dra) a metodou ¢. 9 (fialovd ¢dra) na koloné
Kinetex PFP 150 x 4,6 mm / 5 um, 100 A.

3.6 Stanoveni hypericinu v ¢astech trezalky teckované

3.6.1 Kvantifikace hypericinu v castech trezalky teckované
s vyuzitim HPLC a UV-VIS detekce

Pomoci HPLC metody ¢. 9 (vice o ni v Tab. 5) byla v dalsi etapé bakalarské prace
provedena kvantifikace hypericinu v methanolovych extraktech listu, kvétu, nati a
korene trezalky teckované. Vychodiskem pro tuto kvantifikaci bylo stanoveni
kalibrac¢ni krivky pomoci osmi kalibra¢nich standardd hypericinu v methanolu o
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koncentraci: 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 100 pg/ml. Tyto koncentracni hladiny byly
pripraveny tedéni zasobniho roztoku hypericinu v methanolu o koncentraci
1 mg/ml. Kazdy vzorek kalibra¢ni série byl analyzovan 3x. Kalibra¢ni krivka
stanovena s vyuZitim chromatografické kolony Kinetex C18 je uvedena na Obr. 21.

Kalibracni krivka hypericinu

N N W W D
o Uu1n O Uu1 O

=
(9]

y =0.4011x + 0.0039
R? = 0,9998

Plocha pod pikem [mAU*min]
=
)

(52}

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Koncentrace [pug/ml]

Obr. 21: Metoda externiho standardu hypericinu (c = 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 100 ug/ml).
Graf ukazuje zdvislost plochy pod pikem stanoveného standardu hypericinu na pripravenych
koncentracich standardu hypericinu na koloné Kinetex C18.

HPLC analyzy methanolovych extraktti listu, kvétu, nati a korene tiezalky
teckované pomoci metody ¢. 9 s vyuzitim kolony Kinetex C18 jsou reprezentovany
chromatogramy na Obr. 22 - 25. Pro snadnéjsi identifikaci piku hypericinu je
v chromatogramech pridan zaznam analyzy standardu hypericinu v methanolu,
ziskany taktéZz HPLC metodou ¢. 9 (fialova ¢ara).
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40- /

2()___J U

€ e B B B s B S S S A B
0.0 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 8.8 10.0
Obr. 22: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku listu tfezalky te¢kované
(zelend &dra) s vyuZitim kolony Kinetex C18 a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden
chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd
¢dra).
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Obr. 23: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku kvétu trezalky
teCkované (Zlutd ¢dra) s vyuZzitim kolony Kinetex C18 a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ
uveden chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou
(fialovd &dra).
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Obr. 24: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku naté tiezalky teckované
(zelend &dra) s vyuZitim kolony Kinetex C18 a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden

chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd
¢dra).
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Obr. 25: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku kotene tirezalky
teCkované (Cernd cdra) s vyuZitim kolony Kinetex C18 a HPLC metody . 9. Pro srovndni je téZ
uveden chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou
(fialovd &dra).

Kalibra¢ni krivka ziskana HPLC analyzou (metoda ¢. 9 v Tab. 5) 8 kalibrac¢nich
urovni standardu hypericinu s vyuZitim kolony Kinetex PFP je znazornéna na
Obr. 26.

Kalibracni krivka hypericinu

18
= 16
E1a
2
H 12
£ 10
S
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26
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o 2 _
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0

0 20 40 60 80 100

Koncentrace [pug/ml]

Obr. 26: Metoda externiho standardu hypericinu (c = 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 100 ug/ml).
Graf ukazuje zdvislost plochy pod pikem stanoveného standardu hypericinu na pripravenych
koncentracich standardu hypericinu na koloné Kinetex PFP.
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Podobné jsou vysledky ziskané HPLC analyzou methanolovych extraktt
rostlinnych ¢asti (tj. list, kvét, nat’ a kofen) trezalky teckované s vyuZitim kolony
Kinetex PFP predstaveny pomoci chromatogramt na Obr. 27 - 30.
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Obr. 27: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku listu tiezalky te¢kované
s vyuZzitim kolony Kinetex PFP a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden chromatogram
pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd ¢dra).
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Obr. 28: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku kvétu trezalky
teckované s vyuZitim kolony Kinetex PFP a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden
chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd
¢dra).
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Obr. 29: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku naté tiezalky teckované
s vyuZzitim kolony Kinetex PFP a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden chromatogram
pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd ¢dra).
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Obr. 30: Chromatografickd analyza methanolového extraktu vzorku kotene tirezalky
teckované s vyuZitim kolony Kinetex PFP a HPLC metody ¢. 9. Pro srovndni je téZ uveden
chromatogram pro vzorek standardu hypericinu, ziskany stejnou HPLC metodou (fialovd
¢dra).

Chromatografické vlastnosti piku hypericinu ziskané HPLC analyzou
methanolovych extrakti ¢asti tiezalky teCkované pomoci metody ¢. 9 (Tab. 5) jsou
shrnuty vTab. 7. Jsou zde uvedeny reten¢ni ¢asy hypericinu (R¢), Sirky piku
v poloviné vysky (wo,s) a Ri/p* je rozliSeni piku hypericinu vzhledem k nejblizsim
piktim zleva (RL) a zprava (Rp) v chromatogramu.
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Kolona Kinetex C18
Vzorek k Rt [min] Wo,5 [min] Ri/p*
List 2,57 4,68 0,06 7,73/5,49
Kvét 2,56 4,66 0,06 7,04/8,00
Nat 2,58 4,69 0,06 15,61/8,34
Koren 2,57 4,68 0,10 8,07/3,04
Kolona Kinetex PFP
Vzorek k Rt [min] Wo,5 [min] Ri/p*
List 3,02 5,22 0,07 2,41/5,36
Kvét 3,03 5,24 0,08 2,58/11,96
Nat 3,02 5,23 0,07 2,31/5,54
Koren 3,01 5,21 0,13 2,18/4,83
Tab. 7: Pfehled charakteristik piku hypericinu pfi separaci HPLC metodou ¢. 9 na kolondch
Kinetex C18 a Kinetex PFP.

Hodnoty poméru detek¢niho signalu pro hypericin v methanolovych extraktech
tiezalky teCkované pri 278 nm a primérného Sumu na zakladni linii v oblasti 10-
tinasobku wo 5 od hranic piku hypericinu (tj. S/N) jsou uvedny v Tab. 8.

Kolona Kinetex C18 ‘ Kinetex PFP
Vzorek S/N

List 52,3 21,6
Kvét 165,0 73,0

Nat 15,2 14,3
Koren 2,5 1,4

Tab. 8: Srovndni hodnot signdlu pro hypericin oproti Sumu na kolondch Kinetex C18 a
Kinetex PFP, které byly ziskdny HPLC analyzou methanolovych extraktii édsti trezalky
te¢kované.

V Tab. 9 je uvedeno srovnani hodnot presnosti, spravnosti a linearity metody ¢. 9,
které byly ziskany HPLC analyzou vzorkt kalibrac¢ni fady hypericinu na kolonach
Kinetex C18 a Kinetex PFP.

Kolona Kinetex C18 Kinetex PFP
Linearita [R?] 0,9998 0,9998
Priimérna relativni presnost [%] 1,77 2,66
Relativni piresnost na LLOQ [%] 3,14 11,23
Relativni piesnost na ULOQ [%] 0,63 0,13
Primérna relativni spravnost [%] 97,11 98,21
Relativni spravnost na LLOQ [%)] 94,04 94,74
Relativni spravnost na ULOQ [%] 99,47 99,42

Tab. 9: Srovndni validaénich charakteristik linearity, presnosti a sprdvnosti stanoven{
hypericinu HPLC metodou ¢. 9 pro kolony Kinetex C18 a Kinetex PFP.
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V Tab. 9 je linearita metody ¢. 9 charakterizovana koeficientem determinace R?,
ktery byl stanoven jednoparametrovou linearni regresi hodnot plochy pod pikem a
koncentraci hypericinu v rozsahu od 0,1 pg/ml do 100 pg/ml. Relativni presnost
byla stanovena jako stem vynasobeny podil vybérové smérodatné odchylky urceni
plochy pod pikem hypericinu p¥i urcité koncentraci a praméru hodnot ploch pod
pikem hypericinu. Relativni pfesnost byla stanovena pro vSechny kalibra¢ni hladiny,
které byly analyzovany 3x. Primérna relativni presnost je aritmeticky primér
relativnich presnosti na vSech stanovenych koncentracnich hladinach. Koncentrace
0,1 pg/ml byla pritom vzata jako spodni limit kvantifikace (LLOQ) a koncentrace
100 pg/ml za horni limit kvantifikace (ULOQ) metody ¢. 9.

Relativni spravnost byla urcena jako stonasobek podilu koncentrace stanovené
na zakladé kalibra¢ni rovnice a nominalni koncentrace hypericinu. Tyto relativni
spravnosti byly vypocitany pro vSechny kalibrac¢ni hladiny. Hodnoty pro LLOQ a
ULOQ jsou v Tab. 9 uvedeny zvlast. Dale byl z hodnot relativnich spravnosti pro
vSechny koncentracni hladiny kalibra¢ni série stanoven aritmeticky primér (tj.
urcena primeérna relativni spravnost metody).

Vysledky kvantifikace hypericinu v jednotlivych ¢astech (tj. list, kvét, nat, koten)
trezalky teCkované je popsany v Tab. 10. a znazornény na Obr. 31. Jsou zde uvedeny
aritmetické priméry stanovenych koncentraci hypericinu ve 3 méfenich a
odpovidajici vybérové smérodatné odchylky (SO).

Kolona Kinetex C18 Kinetex PFP
Ko-ncentrace hypericinu v extraktu 266+ 0,16 207 £ 0,03
z listu £ SO [pg/ml]
K t h iCi trakt

on(v:en race hypericinu v extraktu 11,78 £ 0,05 11,59 + 0,04
z kvétu + SO [pg/ml]
K t h iCi trakt

oncven race hypericinu v extraktu 0.60 £ 0,007 0.49 + 0,02
z naté + SO [pg/ml]
K t h ici trakt

on(v:en race hypericinu v extraktu 0.14 + 0,02 0.14 + 0,007
z korene + SO [pg/ml]

Tab. 10: Kvantifikace hypericinu v jednotlivych cdstech (tj. list, kvét, nat, koren) tiezalky
teCkovdné pro kolony Kinetex C18 a Kinetex PFP.
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Obr. 31: Grafické zndzornéni kvantifikace hypericinu v jednotlivych Cdstech (t.: list, kvét, nat,
koren) trezalky teckované na koloné Kinetex C18 a koloné Kinetex PFP HPLC metodou ¢. 9
(vice o niv Tab. 5). Chybové tiseCky naznacuji vybérovou smérodatnou odchylku primérné

koncentrace hypericinu urcené tfemi analyzami.

3.6.2 Identifikace  hypericinu pomoci vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie

JelikoZ pouzity analyticky systém Dionex Ultimate 3000 neumoznil spolehlivou
identifikaci hypericinu predevSim vramci analyz methanolovych extrakti casti
trezalky teckované, bylo provedeno ovéreni identity piku pomoci HRMS na pristroji
Q Exactive Plus. HRMS spektrum ziskané v ramci LC-MS/MS analyzy standardniho
roztoku hypericinu (¢ = 25 pg/ml v methanolu) analytickou metodou €. 9 na koloné
Kinetex C18 je uvedeno na Obr. 32. Pro ilustraci vysoké presnosti ur¢eni m/z iontu
hypericinu zbaveného jednoho protonu (tj. [M-H]- = 503.077) je pfiddano v Obr. 32 i
teoretické hmotnostni spektrum vcetné izotopové obalky. Analogické vysledky byly
ziskany analyzou na koloné Kinetex PFP. Fragmentacni spektrum hypericinu je
uvedeno v priloze jako Obr. P1.
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Obr. 32: Experimentdini (A) a predikované (B) hmostnostni spektrum s vysokym rozlisenim
(HRMS) pro hypericinovy aniont [M-H]-.

3.6.3 Ovéreni Cistoty chromatografickych pikii hypericinu
pomoci HRMS

Vramci findlnich HPLC analyz hyperecinu v methanolovych extraktech z ¢asti
trezalky teckované bylo nutné spolehlivé ovérit, zda je pik hypericinu v ziskanych
chromatogramech skute¢né Cisty [m/z = 503.077], a nedochazi béhem analyzy ke
koeluci dalSich latek s podobnymi vlastnostmi ve stejném retencnim case. Tato
informace je klicova pro rozhodnuti, ktera z pouzitych chromatografickych kolon
ma vyhodnéjsi separacni vlastnosti. Vzhledem kdostupné instrumentaci na
pracovisti, kde byla bakalarska prace provadéna, byl pro tyto ucely pouZit
hmotnostni spektrometr Q Exactive Plus. Nastaveni MS je uvedeno v kapitole 3.5.1.

Vysledky HRMS analyz jsou demonstrovany hmotnostnimi spektry, ktera byla
odectena ve vrcholu chromatografickych pikd pripisovanych hypericinu. HRMS
spektra vyjadrujici Cistotu piku hypericinu v ramci analyzy methanolovych extrakt
listu, kvétu, nati a korene trezalky teCkované metodou ¢ 9 svyuzitim
chromatografické kolony Kinetex C18 jsou uvedeny na Obr. 33 - 36. Na zakladé
téchto HRMS spekter lze posoudit cistotu piku hypericinu ziskanych pfri
provadénych HPLC analyzach.
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Obr. 33: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku listu tiezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. 34: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku kvétu tiezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. 35: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku
hypericinu stanoveném HPLC analyzou vzorku naté trezalky te¢kované na koloné Kinetex

C18.
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Obr. 36: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku kotene trezalky tec¢kované na koloné Kinetex C18.

Podobné byla odhadnuta Cistota piku hypericinu pomoci HRMS pti HPLC
analyzach (metoda ¢. 9 uvedena v Tab. 5) vzorkil trezalky teckované na koloné
Kinetex PFP. HRMS spektra demonstrujici ¢istotu piku hypericinu jsou uvedena na
Obr. 37 - 40.
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Obr. 37: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku listu tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. 38: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku kvétu tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. 39: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku naté tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. 40: Hmotnostni spektrum odectené ve vrcholu chromatografického piku hypericinu
stanoveném HPLC analyzou vzorku kotene tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.

Zaznamy iontovych chromatogrami (tj. FS) a extrahovanych iontovych
chromatogrami pro hypericin (tj. XIC) pro jednotlivé LC-MS analyzy casti trezalky
teCkované na obou studovanych chromatografickych kolonach jsou uvedeny
v priloze jako Obr. P2 - P18.
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4 Diskuze

PredloZena bakalarska prace je zamérena na vyvoj optimalni HPLC metody pro
stanoveni hypericinu v rostlinnych ¢astech trezalky teCckované sbirané v ¢ervnu
2016 v Treboni pomoci chromatografickych kolon Kinetex C18, 150 x 3 mm / 2,6
um, 100 A a Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 um, 100 A. TaktéZ nabizi statistické
srovnani vysledki HPLC analyz na obou pouzitych kolonach. Methanolové extrakty
rostlinnych ¢asti (tj. list, kvét, nat, kofen) byly analyzovany optimalni HPLC
metodou s vyuZitim UV-VIS spektroskopie a potvrzeni identity hypericinu bylo
provedeno vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii.

V ramci bakalatrské prace byl nejprve analyzovan vzorek standardu hypericinu
tfemi elu¢nimi mdédy: normalnim, polarné organickym a reverznim. Bylo zjiSténo, Ze
hypericin vykazuje zna¢nou afinitu jak ke stacionarni fazi typu C18, tak k fazi PFP.
Proto bylo nutné pouZivat systémy mobilnich fazi s relativné vysokou elu¢ni silou.
Normalni elu¢ni méd s vyuZitim hexanu, ¢i hexanu s pridavkem 5 % (v/v) propan-
2-olu vedl k vysokému retenc¢nimu c¢asu hypericinu na obou typech studovanych
chromagrafickych kolon, a proto nebyl dale zkouman. V polarné organickém
eluénim moédu (napf. s vyuZitim MeOH a MeOH s polariza¢nimi aditivy) byl naopak
pik hypericinu vymyt ze stacionarni faze v mrtvém Case. Ani tento elu¢ni mod se
proto neukazal byt vhodny pro dalsi optimalizaci. Vyznamné zlepSeni bylo dosazeno
HPLC analyzami v reverznim elu¢nim rezimu. Pro optimalizaci HPLC metody ke
stanoveni hypericinu byla zvolena strategie screeningu rtznych mobilnich fazi,
kombinujicich H20, MeOH, ACN, FA, AA a TEA. VSechny HPLC metody byly nastaveny
na délku analyzy 10 minut a byly zaloZeny na gradientové eluci, kde vzristal podil
organické slozky od 50 % ci 85 % do 100 %. Cilem bylo vyvinout kratkou a citlivou
HPLC metodu s UV-VIS detekci.

Ve struc¢nosti lze tici, Ze pokud byl v mobilni fazi pouZit MeOH misto ACN, doSlo
by ke zvySeni reten¢niho ¢asu hypericinu. Napriklad metoda ¢. 2, vyuZivajici ACN, na
koloné& Kinetex C18, 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A poskytla hypericin s k = 1,34
(Re=3,07 min), kdeZto metoda ¢. 5, vyuZivajici MeOH, s k=5,13 (R¢= 8,03 min).
Podobné poméry retenc¢nich cast hypericinu byly pozorovany pti pouziti metod ¢. 2
a €. 5 na koloné Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 um, 100 A (€. 2: k=2,55; Re= 4,61, C.
5:sk=6,08; Rt=9,20). ACkoli pouzita kolona Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 um, 100
A ma vy33i vnitini primér (ID = 4,6 mm) a vétsi ¢astice (5um) neZ kolona Kinetex
C18,150x3mm / 2,6 um, 100 A (ID =3 mm, 2,6 um), 1ze afinitu hyperecinu k obéma
kolonam porovnavat pomoci kapacitnich faktori i retenc¢nich casti, protoze mrtvé
reten¢ni ¢asy jsou pro obé kolony velmi podobné (to(Kinetex C18) = 1,31 minut,
to(Kinetex PFP) = 1,30 minut).

Pokud srovname vSech 9 studovanych HPLC metod zaloZenych na reverznim
elucnim mddu lze vyslovit zavér, Ze kolona Kinetex PFP zadrZuje hypericin relativné
silnéji neZ kolona Kinetex C18. Pokud je v mobilni fazi ptritomny vyssi podil kyselin
jako polarizac¢nich aditiv, dochazi na obou typech pouzitych stacionarnich fazi ke
zvySeni retence hypericinu. Naopak vyssi podil TEA v mobilni fazi vede ke sniZeni
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retence hypericinu na obou typech stacionarnich fazi. Tyto jevy jsou pomérné
snadno vysvétlitelné na zakladé stupné ionizace hypericinu zptisobeném pH mobilni
faze. V bazickém prostiedi je disociace hypericinu jakoZto slabé kyseliny posilena,
kdezto v kyselém prostiedi je potlacena. Pokud je majoritni forma hypericinu
ionizovana, dochazi ke sniZeni lipofility molekuly, a tim také ke sniZeni retence jak
na koloné Kinetex C18, tak na koloné Kinetex PFP.

Za optimalni HPLC metodu pro stanoveni hypericinu byla na zdkladé analyzy
standardu hypericinu vybrana gradientova metoda ¢. 9 o délce 10 minut. Jako
mobilni faze zde byla pouzita smés: MF A: H,0 + 100 mM AA + 100 mM TEA a MF B:
ACN + 100 mM AA+ 100 mM TEA. Separacni uc¢innost této metody byla ovérena
HPLC analyzou vzorku methanolového extraktu nati tfezalky teCkované. Ukazalo se,
Ze metoda ¢. 9 poskytuje nejvyhodnéjsi vysledky, pokud jde o Sitku piku hypericinu
v poloviné vysky, jeho asymetrii a rozliSeni. Ve srovnani s metodou ¢. 8, kde byla
pouZzita 10x niZsi koncentrace AA a TEA, vykazala metoda ¢. 9 v pripadé separace
hypericinu lepsi chromatografické parametry. Tento jev lze pricist vyssiiontové sile
mobilni faze metody ¢. 9. Diky vyssi koncentraci iontii v mobilni fazi metody ¢. 9 bylo
ve srovnani s metodou ¢. 8 dosazZeno vyssiho retenc¢niho ¢asu hypericinu, avsak pik
byl vice komprimovany, jak vyplyva zniZsich hodnot wos. Spolecné s dalsimi
chromatografickymi parametry byl proto ucinén zavér, Ze metoda ¢. 9 vykazuje
relativné nejvyhodnéjsi vlastnosti a mlze byt pouzita pro kvantifikaci hypericinu
v methanolovych extraktech ¢asti trezalky teckované.

Ke kvantifikaci hypericinu v methanolovych extraktech z trezalky teckované byla
zvolena metoda externiho standardu, ¢ili metoda kalibra¢ni kiivky. HPLC metoda ¢.
9 méla rozsah 0,1 - 100 pg/ml. Jeji linearita byla pro pripad kolony Kinetex C18 i
Kinetex PFP potvrzena koeficientem determinance R? = 0,9998. Jak vyplyva
z regresnich rovnic charakterizujicich obé kalibrace, je metoda s vyuZitim kolony
Kinetex C18 citlivéjsi nez v pripadé analyzy na koloné Kinetex PFP. Metoda ¢. 9
poskytuje na obou chromatografickych kolonach uspokojivé hodnoty presnosti a
spravnosti, ackoli pro kolonu Kinetex PFP relativni pfesnost na irovni LLOQ je vySsi
nez 10 % a relativni spravnost nizsi nez 95 %.

Pomoci analytické metody €. 9 a chromatografické kolony Kinetex C18 byl ve
vzorcich methanolovych extraktli ¢asti trezalky teckované kvantifikovan tento
obsah hypericinu: list = 2,66 + 0,16 pg/ml, kvét = 11,78 + 0,05 pg/ml, nat = 0,60 +
0,007 pg/ml, koten = 0,14 * 0,02 pg/ml. Podobné hodnoty poskytla analyza
s vyuzitim kolony Kinetex PFP: list = 2,07 + 0,03 pg/ml, kvét = 11,59 * 0,04 pg/ml,
nat = 0,49 * 0,002 pg/ml, koten = 0,14 + 0,007 ug/ml. Vysledky obdrZzené HPLC
analyzami na obou typech kolon jsou témér srovnatelné. Je zajimavé si povSimnout,
Ze v pripadé listu, kvétu a nati trezalky teckované poskytuje metoda s vyuzitim
kolony Kinetex PFP systematicky niZs$i hodnoty koncentrace hypericinu. Ackoli
interpretace stanovenych hodnot koncentraci hypericinu vjednotlivych c¢astech
trezalky teCkované prekracuje ramec této bakalarské prace, bylo téz velmi
prekvapivé, Ze nejvice hypericinu bylo stanoveno v methanolovém extraktu zlutych
kvéti trezalky teckované.
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Pokud jde o ptinos PFP skupiny na separaci hypericinu ve srovnani s klasickou
reverzni fazi typu C18, je nutné rict, Ze mezi obéma typy pouZitych stacionarnich fazi
nebyl béhem HPLC analyz zaznamendan Zadny markantni rozdil. AvSak tento nazor
nemohl byt akceptovan, dokud neprobéhlo ovéreni Ccistoty piku hypericinu
v ziskanych chromatogramech pomoci HRMS. Analyzy chromatografického piku
hypericinu pomoci HRMS ukazaly, Ze v pripadé separace na koloné Kinetex C18
dochazi k pomérné vyraznéjsi koeluci dalSich latek soucasné s hypericinem. HRMS
sken zaznamenany ve vrcholu piku, ktery je prisuzovan hypericinu prokazal, Ze jeho
vyznamnou ¢ast vytvari také ionty s m/z = 535,379 (z=-1) am/z= 389,309 (z=-1).
V pripadé analyzy kvétu je dominanti sloZkou piku hypericin (m/z = 503,077 (z = -
1)), avSak ve vzorcich listu, nati a kofene vykazuji vyssi intenzitu jiné ionty nez
hypericin. Na zakladé HRMS lze tedy rici, Ze metoda ¢. 9 s vyuzitim kolony Kinetex
C18 neposkytuje pik hypericinu s vysokou cistotou. Nejvyznamnéjsi latkou, ktera
pik hypericinu kontaminuje je pravdépodobné hyperforin (vypoclitané m/z =
535,37928). Je nutné téZ pripomenout, Ze dle vypoctu maji hypericin a hyperforin
stejné hodnoty Clog D74, coZ predznamenava podobnou afinitu ke stacionarni fazi
typu C18. Kvantifikace hypericinu pomoci UV-VIS detektoru vsak miize jev koeluce
minimalizovat, pokud je citlivost pti pouZzité vinové délce 278 nm vii¢i ostatnim
latkdm znacné nizZsi.

Pomérné lepsi vysledky separace byly zjistény pro pripad HPLC analyzy s
vyuzitim kolony Kinetex PFP. V pripadé analyzy methanolového extraktu kvétu, nati
a listu trezalky teCkované bylo pomoci HRMS prokazano, Ze dominantni sloZkou
piku, ktery byl prisuzovan hypericinu, jeion s m/z= 503,077 (z = -1)), tedy skutecné
hypericin. Ostatni ionty koeluji s hypericinem v podstatné niZ$im relativnim
zastoupeni neZ v pripadé HPLC analyzy na koloné Kinetex C18. HRMS spektrum
ziskané pri HPLC analyze vzorku methanolového extraktu kofrene trezalky
teckované ukazuje pritomnost mnoha jinych iontl nez hypericinu, coZ je dano jeho
velmi nizkou koncentraci v této ¢asti rostliny. Obecné lze ale fici, Ze kolona Kinetex
PFP separuje pik hypericinu s mnohem vyssi ucinnosti neZ kolona Kinetex C18.
Koeluce hypericinu s hyperforinem se tedy zjevné na koloné Kinetex PFP
neuplatnuje, protoze hyperforin ma velmi odlisSny konjugovany systém m-elektroni
a jeho interakce se skupinou PFP je jina neZ v pripadé hypericinu. Predpoklad
bakalarské prace, Ze stacionarni faze s PFP skupinou vykaze vy3$si separacni
ucinnost pro polyaromatické latky, se tedy v pripadé hypericinu potvrdil.
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Zaveér

Smyslem této bakalarské prace bylo srovnani kolon typu Kinetex C18, 150 x 3
mm / 2,6 pm, 100 A a Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 pm, 100 A v ramci HPLC
separace polyfenolickych latek, a to predevSim hypericinu, z methanolovych
extraktli rostlinnych ¢asti tirezalky teckované (tj. list, kvét, nat' a kofen). Dale pak
bylo cilem ziskané poznatky dobie vyuZit pfi stanoveni obsahu hypericinu v téchto
jednotlivych c¢astech trezalky teckované.

Pouzita kolona Kinetex C18, 150 x 3 mm / 2,6 um, 100 A se vnormalnim ani
polarné organickém mddu neosvédcila pro nalezeni optimalni HPLC metody
k separaci hypericinu z rostlinnych ¢asti trezalky teCkované. AvSak v reverznim
modu byla nalezena vhodnéjsi HPLC metoda, u které byly ovéreny chromatografické
vlastnosti, a byla dale optimalizovana.

Na koloné Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm / 5 pum, 100 A také nebylo zpo&atku
dosazeno pozZadovanych vysledkii v normalnim a polarné organickém maédu pro
separaci hypericinu z rostlinnych casti trezalky teckované. V reverznim moédu byly
ale stejné jako v pripadé kolony Kinetex C18, odhaleny vyhodnéjsi metody, které
pak vedly k nalezeni optimalni metody v ramci této prace.

Béhem vétSiny analyz bylo postupné zjisténo, Ze stacionarni faze s PFP skupinou
separuje hypericin od ostatnich sloZek v methanolovych extraktech z trezalky
teCkované spodobnou ucinnosti jako Kklasickd stacionarni faze typu C18.
Rozhodujici informace vSak prinesla aZz HRMS analyza, ktera odhalila, Ze pik
hypericinu eluovany z chromatografické kolony typu PFP je mnohem ¢istSi nez v
piripadé separace na koloné typu C18, protoZe ve stejném retenCnim case se
nevymyva tak vyznamné mnozstvi jinych latek. Pracovni hypotéza stanovena na
pocatku bakalarské prace byla tedy nakonec potvrzena, protoZe stacionarni faze s
PFP skupinou vykazala priznivy vliv na separaci studovanych polyaromatickych
latek.

Chromatograficka kolona s PFP skupinou, proto mize byt doporucena pro dalsi
analyzy polyaromatti v HPLC. Vhodné by ovSem bylo pouzit chromatografickou
kolonu s mensimi Casticemi a niz$im vnitinim primérem, nez tomu bylo v této
bakalai'ské praci. Tato technickd dprava by umoznila snizit priitok mobilni faze, a
tim redukovat jeji spotifebu béhem analyzy, a pravdépodobné by vedla jesté
k vyhodnéjsi separaci polyaromat.
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Seznam pouzitych zkratek

(v/v)
AA
ACN
AGC
AIF
APCI

APPI

C18
CAD
CC
CNS
ELSD

ES
ESI
FA
FS
GC
GLC
GPC
GSC
HIC

HILIC
HPLC
HRMS
IEC
LC
LC-MS
LLC
LLE
LLOQ

LSC
MeOH

Objemova procenta

Kyselina octova (Acetic Acid)

Acetonitril

Kontrola automatického zisku (Automatic Gain Control)

Rezim fragmentace vSech ionti (All lon Fragmentation)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Chemical Ionization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Photolonization)

n-oktadecyl

Detektor nabitého aerosolu (Charged Aerosol Detector)

Kolonova chromatografie (Column Chromatography)

Centralni nervova soustava

Vyparovaci detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering
Detector)

Evropska standardni definice rozliSeni

Ionizace elektrosprejem (Electro Spray Ionization)

Kyselina mravenci (Formic Acid)

ReZim plného skenu (Full Scan)

Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Plynova rozdélovaci chromatografie (Gas-Liquid Chromatography)
Gelova permeacni chromatografie (Gel-Permeation Chromatography)
Plynova absorp¢ni chromatografie (Gas-Solid Chromatography)
Hydrofobni interak¢ni chromatografie (Hydrofobic Interaction
Chromatography)

Hydrofilni interak¢éni chromatografie (Hydrophilic Interaction
Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (High-Resolution Mass
Spectrometry)

Iontové vyménna chromatografie (Ion-Exchange Chromatography)
Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (Liquid
Chromatography - Mass Spectrometry)

Kapalinova rozdélovaci chromatografie (Liquid-Liquid
Chromatography)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)

Spodni limit kvantifikace (Lower Limit of Quantification)

Kapalinova absorp¢ni chromatografie (Liquid-Solid Chromatography)
Methanol
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MF A
MF B
MOA
MS
NCE
PC

PFP
PS-DVB
RPM
SIM

SO
SRM
TEA
TLC
TMS
UHPLC

ULOQ
UsS
UV-VIS
Uz

XIC

Mobilni faze A (Mobile phase A)

Mobilni faze B (Mobil phase B)

Monoaminooxidaza

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
Normalizovana kolizni energie

Papirova chromatografie (Paper Chromatography)
Pentafluorfenyl

Polystyrendivinylbenzen

Otacky za minutu (Revolutions Per Minute)

Sledovani jednoho iontu (Single lon Monitoring)

Vybérova smérodatna odchylka

Sledovani jedné reakce (Single Reaction Monitoring)
Triethylamin

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)
Trimethylsilyl

Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra High-Performance
Liquid Chromatography)

Horni limit kvantifikace (Upper Limit of Quantification)
Definice pro rozliSeni Spojenych stati americkych
Ultrafialové viditelné zareni (Ultraviolet - Visual)
Ultrazvuk (Ultra-sound)

Extrahovany iontovy chromatogram (Extracted-ion Chromatogram)
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Obr. P1: Fragmentacni HRMS spektrum hypericinu (NCE = 50).
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Obr. P2: lontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné &dsti listu z ti'ezalky
teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P3: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné cdsti listu tiezalky teCkované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P5: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné Cdsti kvétu tiezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P6: lontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné ¢dsti nati z tiezalky
teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P7: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné ¢dsti nati trezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P8: lontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné ¢dsti korene
z trezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P9: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné ¢dsti korene trezalky teckované na koloné Kinetex C18.
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Obr. P10: Iontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné cdsti listu z tirezalky
teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P11: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné Cdsti listu tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P12: lontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné édsti kvétu
z tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P13: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné ¢dsti kvétu tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P14: Iontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné ¢dsti nati z tirezalky
teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P15: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné ¢dsti nati tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P16: lontovy chromatogram (FS) methanolového extraktu rostlinné édsti korene

z tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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Obr. P17: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) hypericinu (m/z = 503,077 - 503,078)
z methanolového extraktu rostlinné ¢dsti korene tiezalky teckované na koloné Kinetex PFP.
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