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16. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI
STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI V OBORU ANALYTICKA CHEMIE
,,O CENU FIRMY MERCK 2013%

Ve dnech 6. a 7. tnora 2013 v modernich prostorach
kampusu Masarykovy Univerzity v Brné v Bohunicich
uspésné probehl v pofadi jiz 16. roénik soutéze mladych
analytickych chemikt ,,O cenu firmy Merck 2013% za nej-
lepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka che-
mie. Stejn¢ jako v minulych letech probé¢hla tato akce ve
spolupraci s odbornou skupinou analytické chemie Ceské
spolecnosti chemické a zacastnilo se ji 21 ucastnikil z péti
Ceskych ajedné slovenské vysoké skoly. Odborna zastita
letos pripadla kolegim =z oddéleni analytické che-
mie Ustavu chemie Piirodovédecké fakulty Masarykovy
Univerzity pod vedenim prof. RNDr. Viktora Kanického,
DrSc. Jim vedeny organizacni tym (ve sloZzeni Mgr. Mi-
chaela Vasinova Galiova, Ph.D., Mgr. Miroslava Bittova,
Ph.D., Mgr. Petr Taborsky, Ph.D. a Mgr. Toma§ Vaculovic,
Ph.D.) =zajistil perfektni zdzemi a vytvotfil dokonalou
a piijemnou atmosféru béhem obou dni soutéze, za coz jim
patii zaslouzené podékovani. Mimofadné vyrovnané sou-
t&Zni prace a vysokd kvalita a profesionalita jejich prezen-
taci jsou dokladem rostouci trovné vsech pracovist ptipra-
vujici vysokoskolsky vzdélané odborniky v oblasti analy-
tické chemie. Krajné nelehky ukol stél tudiz pted porotou
pracujici ve slozeni doc. Ing. M. Adam, PhD., prof. RNDr.
J. Barek, CSc., doc. Ing. K. Hrobotiova, PhD., doc. Ing.
P. Janos, CSc., prof. Ing. V. Kanicky, DrSc., doc. RNDr.
P. Lubal, PhD., RNDr. H. Pokorna, RNDr. R. Zajickova,
PhD. a Mgr. J. Znaleziona, Ph.D., kterym rovnéz patti dik.

1. misto ziskal Be. Milan Libansky z Katedry analy-
tické chemie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze za praci Voltametrické stanoveni triclosanu pomoci
systému mernych cel s integrovanou uhlikovou elektrodou.

2. misto ziskal Be. Jakub Koktan z Ustavu analytic-
ké chemie Fakulty chemicko-inzenyrské Vysoké skoly
chemicko-technologické v Praze za praci Stanoveni pome-
ru enantiomerii L- a D-cysteinu pomoci nanocastic stribra.

O 3. misto se podélili Katefina Cin¢alova z Ustavu
analytické chemie Fakulty chemicko-inzenyrské Vysoké
Skoly chemicko-technologické v Praze za praci Studium
vztahu konformace a antimikrobialni aktivity nového anti-
mikrobialniho peptidu Lasioglossinu a Be. Marek Pernica
z Ustavu chemie Piirodovédecka fakulty Masarykovy uni-
verzity v Bré€ za praci Optické chemosenzory pro analyzu
sloucenin obsahujicich siru.

Vzhledem k mimotéadné kvalité pfednesenych praci se
porota rozhodla udélit zvlastni ceny poroty nasledujicim
soutézicim: Be. Andrea Spevak z Ustavu analytickej ché-
mie Fakulty chemickej a potravinarskej technologie Slo-
venské technické univerzity v Bratislave za praci VyuZitie
polyméru s odtlackom molekuly umbeliferonu pri analyze

Ocenéni ze soutéze o cenu firmy Merck 2013. Zleva: Bc. Jakub
Koktan (2. misto), KateFina Cinéalovd (3. misto), Bc. Martin
SPastny (zvidstni cena poroty), Bc. Andrea Spevak (zvidstni cena
poroty), Be. Milan Libansky (1. misto), Bc. Marek Pernica
(3. misto)

rastlinnych vzorek a Be. Martinu Stastnému z Fakulty
zivotniho prostfedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné
v Usti nad Labem za préci Sledovdni degradace organo-
fosforecnych pesticidit na reaktivnich sorbentech pomoci
chromatografickych a spektralnich metod.

Vsem ocenénym srde¢né blahopiejeme a v§em ucast-
nikiim dékujeme za odvedenou praci i krasné prezentace.
Pod&kovani patii i Ing. R. Rapkové, vykonné redaktorce
Casopisu Chemické listy, a RNDr. V. Vyskocilovi, PhD. za
peclivou piipravu zvlastniho elektronického cisla asopisu
Chemické Listy veénovaného této soutézi a RNDr.
H. Pokorné za pomoc pfi organiza¢nim zaji$té€ni této sou-
téZze. A vneposledni fadé povazuji za milou povinnost
podékovat panu Arturovi Stawiskému, fediteli divize Che-
mie a laboratornich produktl a pani Ing. L. Ungrmanové,
prodejni manazerce divize Chemie a laboratornich produk-
th firmy Merck spol. s r.0.

Na zavér nezbyva nez sdélit, Ze 17. roénik této pii-
jemné a uzite¢né soutéze bude zajistovan kolektivem ve-
denym prof. Ing. Karlem Venturou, CSc. na katedfe analy-
tické chemie Fakulty chemicko-technologické
v Pardubicich ve dnech 5. a 6. unora 2014 a tésit se, ze
bude stejné zajimavy a piijemny jako ro¢niky dosavadni.

Jiri Barek
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SPECIACNI ANALYZA SELENU V SEMENECH REPKY OLEJKY

JIRi BALAN, MAGDA VOSMANSKA
a OTO MESTEK

Vysoka skola chemicko-technologicka, Technicka 5,
166 28 Praha 6
balanj@vscht.cz

Uvod

Rostliny pfijimaji selen kofenovym systémem z pidy
a mira akumulace je zavisla na jeho formé. Primarnim
zdrojem selenu v padé je zvétravani a vyluhovani
z podloznich hornin, kde se nachazi ve formé seleni¢itanti
a selenidd ve spojeni se sirovymi mineraly (arsenopyrit,
chalkopyrit, atd.)'. Nejvhodn&jsi forma pro transport sele-
nu do cytoplasmatické membrany a nasledné do bunécné
stény je selenan. Transport je realizovan pomoci tzv. sulfa-
tového transportéru, ktery neni specificky, a proto neroz-
pozni selenan a siran. V builce je pfijatd forma selenu
redukovana na selenid, ktery je reaktivni a déle se inkor-
poruje do aminokyselin misto siry’. Takto vzniklé seleno-
aminokyseliny jsou dale metabolizovany do seleno-
proteinii.

Pfi speciacni analyze nizkomolekuldrnich sloucenin
selenu je nutné uvolnit jednotlivé seleno-aminokyseliny
§tépenim peptidovych vazeb v proteinech. Casto vyuziva-
nou moznosti je enzymatickd hydrolyza pomoci nespeci-
fické proteasy XIV®. K separaci uvolnénych seleno-
aminokyselin se vyuZzivaji nejriznéjsi techniky kapalinové
chromatografie, bézné se jedna o kapalinovou chromato-
grafii s obracenou fazi (RP-HPLC). Protoze seleno-
aminokyseliny ve vodném prostifedi disociuji, je nutné
pracovat s ptidavkem iontové-parového ¢inidla (IP) v mo-
bilni fazi, viz napi.*”.

Spojenim  techniky  kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plasma-
tem (ICP-MS) jakozto prvkové selektivnim detektorem
tvofi G¢inny nastroj pro specia¢ni analyzu selenu. Selen se
detekuje linii izotopu *Se z diivodu jeho nejvétiiho za-
stoupeni (49,61 %). Na linii tohoto izotopu se vSak vysky-
tuji spektralni interference polyatomickych iontt® *’Ar,",
328190,", které je nutné odstranit zavadénim methanu do
dynamické reakeni cely (DRC). Pii méfeni na tomto izoto-
pu je zarutena maximalni citlivost detekce”®.

Zamérem vyzkumu bylo ovétit moznost, jak zvysit
obsah selenu v potravé. Ceska republika patii mezi zemé s
nizkymi koncentracemi selenu v pudé a jednou z cest, jak
zabrénit deficitu selenu v lidském organismu, je zvySeni
obsahu selenu v ptirozené stravé. Béznou plodinou pésto-
vanou v naSich podminkéch je fepka olejka. Odtu¢nény
fepkovy Srot, ktery tvofi odpad pfi vyrobé oleju, se dale

vyuziva jako krmivo pro jateCni prasata. Pokud se podaii
zvySit obsah selenu v fepce, muze se tak vepiové maso
zdrojem selenu v lidské vyzive.

Experimentalni ¢ast

Analyzovany vzorek fepky ozimé byl vypéstovan na
pokusném poli Ceské zemédélské univerzity v Praze.
V této praci byla analyzovana odrida NK Oktans, ktera
byla oSetfena postfikem roztokem seleni¢itanu sodného
v davce 50 g/ha Se. Postiik byl proveden ve vegetacni fazi
dlouzivého rustu a béhem sklizn€ byla odebrana semena.

Extrakce tuku z mletého vzorku semen fepky byla
provedena v Soxhletové extraktoru po dobu Sesti hodin za
pouziti petroletheru jakoz to extrak¢niho ¢inidla. Odtuéné-
ny vzorek byl susen pii 105 °C po dobu dvou hodin.

Celkovy obsah selenu ve vzorku odtu¢néného fepko-
vého Srotu byl stanoven po rozkladu v mikrovinném mine-
ralizatoru (Plazmatronika, Polsko) pomoci koncentrované
HNO; (Suprapur, Merck). Stanoveni bylo provedeno ve
¢tyfech opakovanich

K separaci pomoci IP-RP-HPLC byla pouzita kolona
PUROSPHERE STAR C-18 (Merck) a mobilni faze méla
nasledujici slozeni: 2,5 mmol I"' 1-butansulfonat sodny,

Tabulka I
Parametry méteni metodou ICP-MS

Parametr Speciacni Stanoveni
analyza celkového
obsahu
Pritok argonu zamlzova- 0,72-0,8

gem, | min”' (optimalizovano vzdy
pfed méfenim)

Pratok plasmového plynu, 11

1 min"*

Prtitok pomocného plynu, 1

1 min"*

Pritok plynu DRC, Imin™' 0,6

Ptikon do plasmatu, W 1400

RPa 0

RPq 0,15

Doba odectu, ms 17 50

Pocet méfeni na odecet 10 10

Pocet odectii na opakovani 1800 1

Pocet opakovani 1 10
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8 mmol 1" hydroxid tetramethylamonnia, 4 mmol "' kyse-
lina malonova a 0,05% (v/v) methanol (vSe Sigma).
K roztoku mobilni fize bylo pfiddno germanium jako
vnitini standard a jeho vysledna koncentrace ¢inila 100 pg I
Vysledné pH této mobilni f4ze bylo upraveno na pozado-
vanou hodnotu piidavky 1 mol I"' HCI (Suprapur, Merck).

Meéfeni metodou ICP-MS byla provedena pomoci
spektrometru PerkinElmer ELAN DRC-e. Parametry mé-
feni jsou uvedeny v tab. I.

Roztoky standardii specii selenu selenocystin, seleno-
methionon, Se-methylselenocystein, SeO;” a Se0,> (vie
Sigma) jodid trimethylselenonia (syntetizovan
v laboratotich VSCHT Praha) byly ptipraveny fedénim ze
zésobnich roztoki na vyslednou koncentraci 50 pug I"* Se.

Extrakce specii selenu v odtuénéném fepkovém Srotu
byla provedena pomoci nespecifické proteasy XIV
(Sigma) ve dvou extrakénich prostredich — ultracisté vodé
a pufru Tris-HCI (20 mmol I}, pH 7,5). K navézce 0,5 g
vzorku bylo pfidano 50 mg proteasy a 10 ml vody nebo
pufru. Takto pfipravené suspenze byly tfepany pomoci
trepacky CAT S20 (Ingenieurbiiro M. Ziperer, SRN) pfi
37°C po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky odstfedény
v centrifuze (Sigma 3-16L, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, SRN) pii 14 000 ot./min. Supernatant byl prefil-
trovan pres membranovy filtr z nylonovych vlaken o veli-
kosti pord 45 pum.

Cena Merck 2013

Vysledky a diskuse

Optimalizace pH mobilni faze byla provedena analy-
zou standardli organickych i anorganickych specii selenu.
Pro separaci specii se jako optimalni ukazala hodnota pH
3, ukazky chromatogrami jsou v obr. 1 a 2.

Linearita odezvy ICP-MS byla ovéfena pro zastupce
organickych i  anorganickych specii  Se-methyl-
selenocystein a seleniCitan. Linearita kalibrac¢ni zavislosti
plocha piku vs. koncentrace byla pomoci Mandelova testu
prokédzana v obou pfipadech v rozsahu koncentraci mini-
malng 0-500 png I* Se

Obr. 3 obsahuje piiklad chromatogramu extraktu
odtu¢néného fepkového Srotu ziskaného z fepky po aplika-
ci roztoku selenicitanu. Porovnanim retencnich charakte-
ristik specii obsazenych v extraktu se standardy specii
bylo zjisténo, ze hlavnimi speciemi jsou selenocystin a
selenomethionin.  Ostatni piky odpovidaji necistotdm,
které, jak prokazaly slepé pokusy, pochézeji z pouzité
proteasy. Dale byl analyzovan extrakt ze vzorku fepky,
ktera nebyla béhem ristu obohacena selenem. Extrakénim
prostfedim byla voda a chromatograficky zdznam je na
obr. 4. V tomto pripadé nebylo mozni identifikovat zad-
nou ze separovanych specii.
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Obr. 1. Chromatogram
methylselenocystein, 4 — selenomethionin
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Obr. 2. Chromatogram standardi anorganickych specii selenu p¥i pH 3; 1 — selenanovy aniont, 2 — seleni¢itanovy aniont
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Obr. 3. Priklad chromatogramu specii v odtu¢néném fepkovém Srotu po enzymatické hydrolyze
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Obr. 4. Chromatogram extraktu z neobohacené fepky

Kvantitativni vyhodnoceni extrakce selenu z odtu¢né-
ného tfepkového Srotu bylo provedeno pro obé¢ varianty
extrak¢éniho postupu. Porovnanim celkového obsahu sele-
nu ve vzorku odtuénéného fepkového §rotu (0,371 ug g™)
s koncentraci v extraktech po enzymatické hydrolyze byla
zjisténa uUcCinnost extrakce, ktera v extrakénim prostiedi
ultracisté vody Cinila 47 % a v prostfedi pufru Tris-HCI
(20 mmol 1", pH 7.5) 45 %.

Zavér

Vzorek fepky olejky vypéstovany na pokusném poli
Ceské zemédélské univerzity obsahoval v odtuénéném
fepkovém $rotu 0,371 pug g selenu. Jako vhodna technika
pro speciacni analyzu selenu byla zvolena chromatografie
s obracenymi fazemi (IP-RP-HPLC) v on-line spojeni
s ICP-MS. Optimalni pH mobilni fize bylo stanoveno na
hodnotu 3,0. Nejvyssi ucinnosti enzymatické hydrolyzy
seleno-proteinti bylo dosazeno v prostiedi ultracisté vody
(47 %). V fepkovém Srotu byly zjistény specie: seleno-
cystin a selenomethionin.

s218
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STANOVENI SIRICITANU VE VINE

MARIE BARTOSKOVA, MARTA FARKOVA
a PREMYSL LUBAL

Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, Kamenice 5, 625 00 Brno-Bohunice
35687 7@mail. muni.cz

Uvod

Oxid sifiCity a sifiCitany jsou Casto pouzivany pfi
suseni ovoce, kde zabranuji hnédnuti plodi, ale také pti
vyrobé vina ¢i piva, dale byvaji obsazeny i v pekaiskych
a masnych vyrobcich. JelikoZ maji antioxidacni vlastnosti,
vyuzivaji se jako konzervacni latky k potlaceni tvorby
kvasinek, bakterii a plisni v kyselych potravinich, ¢imz se
prodluzuje jejich trvanlivost. Déle jsou oxid sificity a sifi-
Citany pouZivany k inhibici rlistu octovych a mléénych
bakterii a kvasinek pii vyrobé vina a jeho uchovévani.
Pfestoze se vyrobci vin snazi omezit pouzivani sificitant
a oxidu sifi¢itého na minimum, jejich Gplna eliminace neni
v soucasnosti mozna. Ve ving€ se vyskytuji dvé formy sifi-
¢itand, a to volné (SO,, SO;%, HSO;, H,S0s) a vazané
(vazby na aldehydy, ketony a derivaty fenolu).
zejména sifi¢itandl je v potravindch regulovano normou,
proto je potfeba kontrolovat jejich obsah v potravinach',
jelikoz napf. nadmérné mnozstvi sificitanti mize zptsobo-
vat alergické reakce nebo bolesti hlavy u citlivych jedinci.
Nejvyssi pripustné mnozstvi téchto latek v potravinach se
vyjadifuje souhrnné v pfepoctu na oxid siti¢ity bez ohledu
na jeho piivod a funkei v potravinach'.

V Ceské republice je podle soutasné legislativy povo-
leno uzivat pfi zpracovani potravin celkem 8 piidatnych
latek odvozenych od oxidu sifi¢itého: oxid sifi¢ity SO,
(E 220), siti¢itan sodny Na,SO; (E 221), hydrogensificitan
sodny NaHSO; (E 222), disifi¢itan sodny Na,S,0s (E 223),
disifiCitan draselny K,S,0s (E 224), sifi¢itan vapenaty
CaSO; (E 226), hydrogensific¢itan vapenaty Ca(HSOj;),
(E 227) a hydrogensificitan draselny KHSOs (E 228).

Nejbéznéjsi metodou stanoveni siticitanti ve viné je
jodometricka titrace, kterou se daji stanovit jak volné, tak

Tabulka I
Experimentalni podminky pro ITP analyzu sifi¢itant

Cena Merck 2013

vazané sifiCitany. Ke stanoveni sificitanti se vyuzivaji také
rychlej§i instrumentalni metody'?, napf. molekulovéa/
atomova spektrometrie, metody elektroanalytické — napf.
coulometrie, amperometrie nebo separacni, napi. kapilarni
elektroforéza nebo izotachoforéza na Cipu. Cilem této pra-
ce bylo vyvinout metodu na stanoveni volnych sifi¢itantl
pomoci izotachoforézy a ovéfit toto stanoveni jodometric-
kou titraci®.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Jodometrické stanoveni sifiCitanii ve vin¢ je velmi
gasto vyuzivana metoda, jejiz postup je popsan v CSN 56
0216 a kterd umoziluje zjistit koncentraci jak volnych, tak
véazanych sifi¢itant ve ving*. P¥ odm&mém stanoveni sifi-
¢itant se k indikaci bodu ekvivalence nejCastéji vyuziva
Skrobu, sifi¢itany jsou schopny redukovat elementarni jod
na jodid*:

SO;* + L, + H,0 — SO, +21 +2 H'

Postup stanoveni je relativné zdlouhavy a vyzaduje
peclivost laboranta. Jodometricka titrace se musi u kazdé-
ho vzorku provést dvakrat, protoze u vina je potieba vzdy
provést korekci na interferenty, tj. latky oxidovatelné také
jodem, ptidavkem formaldehydu, kdy Ize snadno vypocitat
0b3sah jak volnych, tak celkovych sificitanli ve vzorku vi-
na’.

Izotachoforetické stanoveni volnych sificitanti ve
vzorcich bilého vina bylo provedeno pomoci elektrofore-
tického analyzatoru EA 102 (Villa Labeco, SpiSskd Nova
Ves, Slovensko) s vodivostnim detektorem. Kapilara pou-
zita k analyze byla z FEP (Fluorinated Ethylene Propyle-
ne) a jeji rozméry byly: délka 90 mm, primér analytické
kapilary 0,3 mm a primér pfedseparacni kapilary 0,8 mm.
K analyze byla vybrana ¢tyfi bila vina nasledujicich zna-
¢ek — Vinné sklepy Valtice (Ryzlink rynsky — Makedonie
2011, Miiller Thurgau — Mad’arsko 2011) a Vino Mikulov
(Ryzlink rynsky — CR 2010, Miiller Thurgau — Némecko
2010). Vzorky vina byly nafedény pétkrat a proméfeny pti
podminkach, které jsou uvedeny v tab. I. Pro vyhodnoceni
byla pouzita metoda ptidavku standardu, kdy jako standard
byl pouzit roztok sifi¢itanu sodného o koncentraci 1 g "

Vedouci elektrolyt (LE)

10 mM roztok HCI, 20 mM roztok glycylglycinu,

0,1% roztok hydroxypropylmethyl-celulosy

(pH 3,0)

Koncovy elektrolyt (TE)
Hnaci proud

10 mM roztok kyselina vinné
pocétecni 80 A, koncovy 30 pA
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Obr. 1. Ukazka analyzy vzorku vina Miiller Thurgau (Vino Mikulov); ITP ziznam vzorku: 1) bez piidavku, 2) s piidavkem 25 mg 1™,

3) s piidavkem 50 mg 1!, 4) s ptidavkem 100 mg 1”!

Nejdiive bylo nutné optimalizovat experimentalni
podminky pro ITP analyzu. Jako vhodné pH vedouciho
elektrolytu bylo zvoleno pH 3,0, kdy kyselina sificita je jiz
disociovana do prvniho stupné, avSak ne vétSina organic-
kych kyselin obsazenych ve ving, které by mohly byt po-
tencialnimi interferenty pii analyze (viz tab.I). Priklad
ITP analyzy za optimalnich experimentalnich podminek je
ukéazan na obr. 1, kde je patrné, ze hydrogensifi¢itan mi-
gruje s RSH hodnotou kolem 0,37-0,40, ktera je nezavisla
na puvodu vzorku, coz ukazuje na robustnost metody.
Byly téz stanoveny dalsi metrologické parametry ITP sta-
noveni, jako je mez detekce (0,3 mg I, tj. 3,7 uM), citli-
vost (0,5 s/mg I, tj. 6,2 s/uM) a pracovni rozsah (0,3-240
mg 1™, tj. 3,7-3000 uM). Nova metoda pak byla ovéiena

Tabulka II

analyzou realnych vzorkl. Hodnoty obsahti volnych sitici-
tanli stanovené v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny
v tab. II, kde jsou pro srovnani uvedeny téz vysledky zis-
kané jodometrickou titraci jak pro obsah volnych, tak
i vazanych sifi¢itand. Srovnani vysledka ziskanych obéma
metodami ukazuje, Ze se vysledky signifikantné nelisi,
metody poskytuji srovnatelné vysledky.

Zavér
Kompletni analyza sifi¢itanti v bilém viné byla prove-

dena pomoci dvou nezavislych metod. Podle normy by
celkovy obsah sifi¢itani v bilém viné nemél piresahnout

Vysledky analyzy — obsah sifi¢itant v jednotlivych vzorcich (mg 1)

Vzorek Volné siticitany Celkové siticitany
Ryzlink rynsky (Vinné sklepy Valtice) 72+£3° 66+9° 406£2°
Miiller Thurgau (Vinné sklepy Valtice) 66+4° 78 +10° 456 +6*
Ryzlink rynsky (Vino Mikulov) 94+7°? 101 +£32° 430+10°
Miiller Thurgau (Vino Mikulov) 116 +6° 140 £26° 696 +11°

* Jodometrické stanoveni, ° ITP analyza
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hranici 210 mg 1" (cit.*), aviak tato hranice byla piekrode-
nepfiznivé ovliviiovat celkovou kvalitu vina a je Casto
disledkem Spatného vybéru hroznd a jejich prehnaného
oSetfeni pfed zpracovanim. Dal§im zdrojem sifi¢itani mo-
hou byt také sudy, ve kterych se vino uchovava a které se
pfed i po pouZiti hojné vysifuji.

Srovnani obou metod ukazuje, Ze izotachoforetické
stanoveni je vyhodné zejména z hlediska nizké spotieby
vzorku a chemikalii, nevyhodou je naopak vétsi Casova
narocnost nez v ptipad¢ titracniho stanoveni, které je vel-
mi jednoduché, avsak zdlouhavé a narocné na spotiebu
chemikalii, kdyz se provadi stanoveni celkového obsahu
sifi¢itand. U titra¢niho stanoveni jsou smérodatné odchyl-
ky vyrazné niz$i a také celkové vyhodnoceni je jedno-
dussi, chyby mohou vznikat pfi vizualnim stanoveni bodu
ekvivalence, protoze barevny prechod je u kazdého vzorku
jinak intenzivni.
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Uvod

Adenosindifosfat (ADP) a adenosintrifosfat (ATP)
jsou nukleotidy (tj. fosfore¢né estery nukleosidt, anhydri-
dy kyseliny fosfore¢né neboli adenosinfosfaty)'. Jejich
struktura je uvedena na obr. 1. Maji makroergické fosfato-
vé vazby, které svym §tépenim poskytuji systému energii.
Adenosin a jeho nukleotidy poskytuji kromé energie i sub-
straty pro riizné biochemické procesy>*. Nukleotidy a pfi-
buzné fosforylované metabolity jsou hlavni soucasti nukle-
ovych  kyselin, funguji také jako  koenzymy
v biochemickych reakcich a jako prekurzory v RNA synté-
zach*>"®, Stanovovani adenosinfosfatti v jidle a tkanich je
velmi vyznamné pro zjisténi energetického stavu buiiky® ™.

Adenosinové nukleotidy jsou diky pfitomnosti n€koli-
ka fosfatovych skupin velmi polarni a mohou interferovat
s chemickym stanovenim’. Z tohoto divodu nejsou zadr-
zovany na kolon¢ pii klasické chromatografii s reverznimi
fazemi®’. Urleni jejich koncentrace v buitkach poskytuje
cenné informace pro pochopeni bunééného energetického
metabolismu, a proto je diilezité nalézt vhodnou metodu
k jejich stanoveni®. Chemicka podobnost, nestabilita, vyso-
ké polarita, naboj a rtiznd koncentrace v urcitych situacich
viak analyzu t&chto latek znesnadiiuje®. Nejdast&ji pouzi-
vanou separacni technikou pro stanoveni adenosinfosfatli
je vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)'.

M,
N~
N
o o O <" |
_ I I
O -P-0-P-0-P-0-CH, o N7 W
I_ I_ I
o] a @] H H
H H
HO  OH
AMP
ADP
ATP

Obr. 1. Struktura ADP a ATP; pievzato z cit.”
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Puvodné se ADP a ATP stanovovaly na iontové vyménné
kolong*. Postupné se k separaci nukleotidi zagaly pouZi-
vat iontové potlacovaci HPLC a iontové parova chromato-
grafie’. Vyuzit Ize rovnéZ enzymovou analyzu, bioluminis-
cenci, *'P nuklearni magnetickou rezonanci, vysokouéin-
nou kapilarni elektroforézu nebo plynovou chromatogra-
fii*'°. Pro stanoveni ATP je vhodna i luciferdzovéa analy-
za'®. ADP a ATP jsou aktivni v ultrafialové (UV) oblasti, a
tudiz je lze stanovovat UV detekci''. Pro tuto detekci se
v literatufe uvadi vinova délka 254 nm (cit.*'*"?). Dalsi
autofi stanovovali ADP a ATP pii vlnové délce 257 nm
nebo p¥i 260 nm (cit.”"*'%).

Jedna z nejefektivnéjSich metod HPLC pro separaci
nukleotidil je iontové parova chromatografie'®. Ma vyhody
jak iontové vyménné, tak reverzni chromatografie'’.
K analyze anionti se do mobilni faze ptidavaji iontové
parovad cCinidla nejastéji na bazi tetrabutylamonia
a triethylamonia, napfiklad tetrabutylamonium hydrogen-
sulfat (TBAHS), tetrabutylamonium bromid, t€kavé N',N’-
dimethylhexylamin (DMHA) a netékavy tetrabutylamoni-
um hydroxid®*"*. Pfedpoklada se, Ze zadrzeni nukleotidti
je zptsobeno vznikem ,iontového paru®“ mezi pozitivné
nabitymi iontové parovymi ¢inidly a negativné nabitymi
nukleotidy®®. Hydrofobni kolona pak neutralni iontovy par
zadrzi’. Separaci nukleotidii 1ze zlepsit pfidanim réizného
mnozstvi organického modifikatoru do mobilni faze, zmé-
nou pH & eluéniho gradientu®. Kli¢ové pro zadrzeni nukle-
otidl na kolon¢ je vhodny vybér iontové parového Cinidla
a jeho koncentrace™*’.

K analyze nukleotidii je vyhodné pouzit kolonu
s malym primérem, kde sta¢i malo rozpoustédel a iontove
parovych &inidel pii zachovani velké separaéni sily™'®.
Miniaturizace kolon tak muze vést ke zlepSeni citlivosti
méfeni a vétSimu poctu detegovanych sloucenin s nizkymi
limity detekce'®. Pro miniaturizované metabolické analyzy
bylo provedeno malo studii'®'’. Divodem je, Ze se zabyva
hlavné analyzami rostlin, mikrobu a télnich tekutin, kde
jsou vzorky v relativné velkém objemu a neni tedy vyZa-
dovéna velka citlivost stanoveni. Predpoklada se ale, ze
s riistem moZnosti vyuZiti metabolomiky bude tfeba analy-
zovat i latky o malém objemu dostate¢né citlivou metodu.

Cilem pfedkladané prace bylo nalézt podminky stano-
veni adenosindifosfatu a adenosintrifosfatu pomoci mikro-
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole.
Nasledné¢ méla byt prométena kalibracni zavislost smési
ADP a ATP o riznych koncentracich. Déle mély byt zjis-
tény limity detekce (LOD) a limity stanoveni (LOQ) obou
analytl. Nakonec se mély tyto limity porovnat s LOD
a LOQ nalezenymi v literatuie pii pouziti stejnych metod
a velmi podobnych experimentalnich podminek.
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Experimentalni ¢ast

Mikrokapalinova chromatografie s detektorem diodo-
vého pole byla provadéna na pfistroji Agilent Technolo-
gies 1200 series. Detektor diodového pole byl nastaven na
snimani pti vlnovych délkach 210, 220, 254 a 260 nm.
Jelikoz zjisténa absorbéni maximum bylo pfi 260 nm
a méfeni pifi 254 nm poskytovalo velmi podobné vysledky,
byly uvazovany pouze vysledky naméfené pfi vlnovych
délkach 254 a 260 nm. Stanoveni adenosidifosfatu
a adenosintrifosfatu bylo provadéno na koloné C;g (Zorbax
SB-C;s Agilent, 5 um, 150 x 0,5 mm). Mobilni faze obsa-
hovala iontoveé parové ¢inidlo tetrabutylamonium bisulfat
(TBAS) a sestavala z tetrabutylamonium bisulfatového
pufru (faze A) a acetonitrilového pufru (faze B). Faze A se
skladala z5,7 mmoldm” TBAS a 30,5 mmoldm™
KH,PO, (pH 5,8). Faze B se skladala z acetonitrilu a faze
A v poméru 2:1. Stanoveni probihalo pfi gradientové elu-
ci, kterd je uvedena v tab. I. Pritok mobilni faze byl 10 p
I min"'. Davkovany objem byl 500 nl.

Nejprve byla provedena analyza adenosindifosfatu
a adenosintrifosfatu pfi uvedenych podminkach. Chroma-
togram, ktery odpovida danym analyzam, je znazornén na
obr. 2. Dale pak byly proméfeny kalibracni smési o riz-
nych koncentracich (viz tab. II). Chromatogram, odpovi-
dajici separaci smési ADP a ATP, je uveden na obr. 3.

Dale byly stanoveny limity detekce a stanoveni
obou analytli. Experimentalné byly limity ziskany uréenim
koncentraci ADP a ATP, které odpovidaly trojnasobku
Sumu pro limit detekce a desetindsobku Sumu pro limit
stanoveni. Limity detekce a stanoveni pro oba analyty jsou
uvedeny v tab. III. Buchholz a spol. uvadé;ji limity detekce
u stanoveni ADP a ATP metodou HPLC-UV o velikosti
0,63 mmol dm (cit.'"). Dal3i autofi stanovili limit de-
tekce podobnou metodou pro ADP jako 0,1 mg 1™ (tj.

Tabulka I

Eluéni gradient mobilni faze v objemovych procentech.
Pouzita kolona C;g (Zorbax SB-C;s Agilent, 5 um, 150 x
0,5 mm). Mobilni faze se sestavala z tetrabutylamonium
bisulfatového pufru (tj. faze A) a acetonitrilového pufru
(tj. faze B). Faze A se skladala z 5,7 mmol dm™ tetrabuty-
lamonia bisulfatu (TBAS) a 30,5 mmol dm> KH,PO,
(pH 5,8). Faze B se skladala z acetonitrilu a faze A v po-
méru 2:1. Priitok mobilni fize byl 10 ul min™'. Davkovany
objem byl 500 nl. Detekce detektorem diodového pole,
ktery méfil pti 210, 220, 254 a 260 nm.

Cas Mnozstvi faze A
[min] [obj. %]

0 90

3,0 60

7,2 60

7,5 90

12,0 90
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Obr. 2. Analyza adenosindifosfatu a adenosintrifosfatu. Pouzi-
ta kolona Cig (Zorbax SB-C;3 Agilent, 5 um, 150 x 0,5 mm).
Mobilni faze se sestdvala z tetrabutylamonium bisulfatového
pufru (tj. faze A) a acetonitrilového pufru (faze B). Faze A se
skladala z 5,7 mmol dm™ tetrabutylamonia bisulfatu (TBAS)
a 30,5 mmol dm 3 KH,PO, (pH 5,8). Faze B se skladala z acetonitrilu
a faze A v poméru 2:1. Priitok mobilni faze byl 10 ul min™'. Déavko-
vany objem byl 500 nl. Detektor diodového pole pti 254 nm.

T T T T
—— ADP a ATP 8,0 - 10” mg'mlI"
—— ADP a ATP 5,0 - 10” mg'mI”"
—— ADP a ATP 2,5 - 10" mg-ml"
—— ADP a ATP 1,0 - 10 mg-mI"

ADP a ATP 8,0 - 10" mg-ml"
ADP a ATP 5,0-10° mg-mI"
—— ADP a ATP2,5-10° mg'mlI"
—— ADP a ATP 1,0 - 10 mg-ml”

40

odezva detektoru (mV)

Gas (min)

Obr. 3. Kalibrac¢ni zavislost smési adenosindifosfatu a adeno-
sintrifosfaitu o riznych koncentracich. Pouzitd kolona Cig
(Zorbax SB-Cig Agilent, 5 um, 150 x 0,5 mm). Mobilni faze se
sestavala z tetrabutylamonium bisulfatového pufru (tj. faze A)
a acetonitrilového pufru (faze B). Faze A se skladala z5,7
mmol dm™ tetrabutylamonia bisulfatu (TBAS) a 30,5 mmol dm™
KH,PO, (pH 5,8). Faze B se skladala z acetonitrilu a faze A
v poméru 2:1. Priitok mobilni fize byl 10 pl min'. Davkovany
objem byl 500 nl. Detektor diodového pole pti 254 nm.

0,23 pumol dm™>) a LOD pro ATP byl uréen na hodnotu
0,11 mg 1" (. 0,22 pmol dm™)’. Tito autofi také dosahli
limitu stanoveni pro ADP o velikosti 0,32 mg I . 0,75
pmol dm™) a limitu stanoveni pro ATP jako 0,29 mg 1™
(0,57 pmol dm™). Obdobnych vysledkii bylo dosazeno
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Tabulka II
Koncentrace kalibra¢nich smési ADP a ATP

Koncentrace analyti  capp ve smési CaTp VE SMESI

[vrer:l ;rrrfﬁ | [umol dm ] [umol dm ]
8,0 - 107 187,4 157.8
50-107 117,1 98,6
2,5-107 58,6 493
1,0-107 23,4 19,7
8,0-10° 18,7 15,8
50-10° 11,7 9,9
2,510 5,9 4,9
1,0-10° 2,3 2,0
Tabulka III

Limity detekce (LOD) a limity stanoveni (LOQ) adenosin-
difosfatu a adenosintrifosfatu. Pouzitd kolona byla Cig
(Zorbax SB-Cig Agilent, 5 pm, 150 x 0,5 mm). Mobilni
faze se sestavala z tetrabutylamonium bisulfatového pufru
(faze A) a acetonitrilového pufru (faze B). Faze A se skla-
dala z 5,7 mmol dm tetrabutylamonia bisulfatu (TBAS) a
30,5 mmol dm™ KH,PO, (pH 5,8). Faze B se skladala
z acetonitrilu a fdze A v poméru 2:1. Stanoveni probihalo
pfi gradientové eluci, ktera je uvedena v tab.I. Pritok
mobilni faze byl 10 plmin'. Déavkovany objem byl
500 nl. Detektor diodového pole méfil pii 260 nm.

Analyt Limity ¢ [mg ml™] ¢ [umol dm™]

ADP LOD 6-10™ 1,4
LOQ 3-107 7,0

ATP LOD 1-10° 2,0
LOQ 5-10° 9,9

1 ve studii Coolena a spol., ktefi zjistili LOD pro ADP jako
0,072 pmol dm™ a LOD ATP jako 0,049 pmol dm™
(cit."%). Stejny védecky tym dosahl limitu stanoveni pro
adenosindifosfat pii hodnoté¢ koncentrace o velikosti
0,239 pmol dm™ a LOQ adenosintrifosfatu jako 0,162
pmol dm™. Nami zjisténé limity detekce a stanoveni jsou
tedy nepatrné vétsi nebo srovnatelné s LOD a LOQ uvadé-
né v literatute.

Zavér

V radmci predkladané prace byly nalezeny podminky
stanoveni adenosindifosfatu a adenosintrifosfatu pomoci
mikrokapalinové chromatografie s detektorem diodového
pole. Analyza probihala na kolon¢ C;s. Oba analyty byly
nejlépe separovany pti pouziti iontové parového cinidla

s224

Cena Merck 2013

tetrabutylamonia bisulfatu v mobilni fazi. Ke stanoveni
bylo pouzito gradientové eluce a pratok mobilni faze byl
10 ulmin'. Nejlepsich a srovnatelnych vysledkii bylo
dosazeno u méfeni analytd pii 254 nm a 260 nm. Pomoci
optimalizovanych podminek byly zjistény limity detekce
a limity stanoveni obou analytd. Limit detekce pro ADP
byl 1,4 umol dm™ a limit stanoveni stejného analytu byl
7,0 umol dm™. Limit detekce ATP byl zjistén pti hodnoté
2,0 pmoldm”® a jeho LOQ bylo 9,9 pmoldm™.
V predkladané praci byly naméfeny limity detekce a limity
stanoveni, které jsou nepatrn¢ vétSi nebo srovnatelné
s limity uvadénymi v literature.
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Uvod

Estery 3-chlorpropan-1,2-diolu (3-MCPD) a estery
glycidolu (GE) jsou endogenni procesni kontaminan-
ty  potravin. Nejvys§i hladiny byly nalezeny
v rafinovanych rostlinnych olejich'. Nedavné studie uka-
zaly, Ze ke vzniku téchto sloucenin dochazi béhem deodo-
race v procesu rafinace oleju za vysoké teploty (180 az
250 °C, cit.?).

Predpoklada se, ze stievni lipasy hydrolyzuji esteroveé
véazany 3-MCPD na volny 3-MCPD, ktery je znam jako
potencialni karcinogen (tfida 2B) vykazujici mutagenni
a nefrotoxické ucinky a je legislativné regulovan mnoz-
stvim 20 pgkg' v kyselych hydrolyzatech bilkovin®*.

Estery glycidolu vznikaji v potravinach za obdobnych
podminek jako estery 3-MCPD a existuje u nich predpo-
klad, ze jsou in vivo 100% rozlozitelné na volny glycidol,
ktery byl Mezindrodni agenturou pro vyzkum rakoviny
(IARC) Kklasifikovan jako pravdépodobny karcinogen
(tfida 2A) vyvolavajici Siroké spektrum genotoxickych
inkd™®. Vzhledem k tomu, Ze rafinované rostlinné tuky
aoleje jsou velmi Casto pouzivany v riznych potravinai-
skych vyrobcich, je velky z4jem na rozvoji presné analy-
tické metody pro stanovovani téchto sloucenin'.

Existuji dva principy analytického stanoveni esterti
3-MCPD a GE — metody piimé a nepiimé. Principem ne-
pfimé metody je stanoveni volného 3-MCPD, ktery byl
uvolnén hydrolyzou z esterové vazby. Detekce se provadi
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC/MS).
Pfi této metodé muze dochazet k nadhodnocovani vysled-
ki vlivem konverze GE na 3-MCPD a ke ztraté informaci
o struktufe ptivodni molekuly. Metoda pfima je zalozena
na stanoveni jednotlivych analytl bez jakékoliv chemické
reakce (nedochazi ke konverzi GE na 3-MCPD) pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS).
Hlavnimi nevyhodami téchto metod jsou zdlouhavé postu-
py pfipravy vzorkd, resp. silné matri¢ni efekty, které maji
vliv na citlivost a stabilitu systému'.

Tabulka I

Ptehled stanovovanych analytl
Zkratka Analyt

Monoestery 3-MCPD 1-M-2-MCPD 1-mytistoyl-3-MCPD
1-P-3-MCPD 1-palmitoyl-3-MCPD
1-ST-3-MCPD 1-stearoyl-3-MCPD

Diestery 3-MCPD 1,2-diP-3-MCPD
1-P-2-L-3-MCPD
1-P-2-O-3-MCPD
1-P-2-St-3-MCPD
1,2-diL-3-MCPD
1-O-2-L-3-MCPD
1,2-diO-3-MCPD
1-0-2-St-3-MCPD
1,2-diS-3-MCPD
G-La

G-P

G-Ln

G-M

G-O0

G-L

G-St

Glycidol estery

1,2-dipalmitoyl-3-MCPD
1-palmitoyl-2-linoleoyl-3-MCPD
1-palmitoyl-2-oleoyl-3-MCPD
1-palmitoyl-2-steraoyl-3-MCPD
1,2-dilinoleoyl-3-MCPD
1-oleoyl-2-linoleoyl-3-MCPD
1,2-dioleoyl-3-MCPD
1-oleoyl-2-steraoyl-3-MCPD
1,2-distearoyl-3-MCPD

glycidyl lauerat

glycidyl palmitat

glycidyl linolenat

glycidyl myristeat

glycidyl oleat

glycidyl linoleat

glycidyl stearat
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V ramci této prace byla vyvinuta pfim4 metoda pro
simultanni stanoveni esterd 3-MCPD a GE. Metoda je
zalozena na frakcionaci analyti od rostlinného oleje po-
moci kolony preparativni kapalinové chromatografie (LC)
v reverzni fazi, pfi které dojde k separaci analytdl od inter-
ferujici matrice. Jako analytickda koncovka byla zvolena
ultra-u¢innd kapalinovd chromatografie (U-HPLC) ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem a analyzatorem
typu orbitrap (orbitrapMS).

7 wr

Experimentalni ¢ast

Némi vyvinutd metoda umoziluje soucasné stanoveni
3 monoestert 3-MCPD, 9 diestert 3-MCPD a 7 glycidol
esterd. V tab. I je uveden pfehled stanovovanych analyta.

Estery 3-MCPD a GE se zvysetfovanych vzorkd
izolovali nasledovné: 50 + 1 mg oleje bylo navazeno do
2ml vialky a rozpusténo ve smésném roztoku izotopové
znacenych vnitfnich standardt (1,2-diP-3-MCPD-d;
a G-P-""Cy4 v ethylacetatu, ¢ = 300 ng ml™"), ktery kom-
penzuje ztraty analytd pfi pfipravé vzorkl. Separace ana-
Iyti probéhla na kapalinovém chromatografu Agilent HP
1050 fady HPLC (Agilent, Santa Clara, CA, USA) s kolo-
nou pro preparativni analyzu Ascentis® C8 (25cm x
10 mm id, 5 um, Supelco, Bellefonte, PA, USA). Jako
mobilni faze byly pouzity 100% methanol (A) a ethyla-
cetat (B). Izokraticka eluce byla provedena v nasledujicich
krocich: 0,0-20,0 min 100% A; 20,01-50,0 min 100% B;
50,0-70,0 min 100% A (kondicionace kolony) pfi rychlos-
ti pritoku 6,5 ml min™'; objem nastiiku byl 200 pl. Jimana
frakce 130 ml, ktera obsahuje cilové analyty, byla odpate-
na na rotacni vakuové odparce (teplota vodni 1azné 40 °C)
a odparek rozpustén ve 100 pl methanolu a nasledné po-
droben U-HPLC-orbitrapMS analyze. Pracovni podminky
U-HPLC-orbitrapMS jsou shrnuty v tab. II. Gradientova
eluce byla provedena v nasledujicich krocich: 0,0-3,0 min
30-100% B; 3,0-9,0 min 100% B; 9,0-10 min 30% B

Cena Merck 2013
Tabulka IIT
Parametry hmotnostni spektrometrie
Parametr Hodnota
Ionizace Elektrosprej
Polarita Pozitivni
Napéti na kapilafe 4kV
Napéti iontové optiky +120 V
Teplota kapilary 250 °C
Rozlisovaci schopnost 50000 FWHM
Akvizi¢ni rychlost 2 spektra/s
Rozsah m/z 50-1000

Tabulka II
Pracovni podminky U-HPLC systému
Parametr  Hodnota
U-HPLC AccelaTM, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Kolona Kinetex® minibore C8 (50 mm x 2,1 mm,
1,7 um)
Teplota 40 °C
kolony
Mobilni A: 10mM mravencan amonny ve
faze vode
B: 10mM mraven¢an amonny
v methanolu
Objem S5ul
nastiiku

s226

(kondicionace kolony). Prutok gradientu byl nasledujici:
0,0-3,0 min 0,3 aZ 0,4 ml min', 3,0-9,0 min 0,4 aZ 0,6
ml min!, 9,0-10 min pratok klesl na 0,3 ml min"'. Detek-
ce byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
Exactive”™ (Therno Fisher Scientific, Brémy, Némecko)
s analyzatorem typu orbitrap. Parametry hmotnostniho
spektrometru jsou uvedeny v tab. III.

Vysledky a diskuse

Cilem této studie byl vyvoj nové piimé metody pro
simultanni stanoveni esteri 3-MCPD a glycidol esterti
pomoci preparativni LC kolony pracujici v reverzni fazi
s analytickou koncovkou U-HPLC-orbitrapMS.

Na obr. 1 je zobrazen elu¢ni profil separovanych ana-
lytd: (A) esterti glycidolu, (B) monoesterd 3-MCPD a (C)
diestert 3-MCPD od interferujicich slozek matrice repre-
zentovanych triacylglyceroly (D). Na obr.2 je ukazka
U-HPLC-MS chromatogramu palmového oleje s pridanymi
analyty na hladinu ¢ = 50 mg kg '. Identifikace analytil je
zalozena na méfeni presné hodnoty m/z a porovnani re-
tencnich Casu se standardy. Kvanfitikace se provadi meto-
dou izotopového ziedovani s pouzitim deuterovaného
vnitiniho standardu.

Zavér

Byla vyvinuta nové pfimad metoda simultanniho sta-
noveni ester 3-MCPD a glycidol esterti. Metoda je zalo-
zena na odstranéni prevazné ¢asti rusivych slozek matrice
s vyuZitim kolony preparativni LC vreverzni fazi
s analytickou koncovkou U-HPLC-orbitrapMS. Potencial
nové metody byl ovéfen na redlnych vzorcich rafinova-
nych oleji — palmovy, fepkovy a slunecnicovy. Metoda je
vsouCasné dob& pouzitelnd pro stanoveni esterl
3-MCPD a glycidol estert ve vysoce kontaminovanych
potravinach (palmovy tuk a potraviny zné¢j vyrobené).
Soucasné detekeni limity neumoziuji stanoveni v §irSim
spektru potravin s niz§imi nalezy kontaminantl. Je potfeba
se vyvoji této metody nadale vénovat a doséhnout snizeni
detekénich limitd.



Chem. Listy 107, s225-s228 (2013)

(A) 3E407 ( ) 2006007
26407 L6CERO7 — L24iLa-2MCPD
— L2IN-3MCPO
—61a ——1.2:IP-3-MCPO
P —G#M S \ —12PL23McPD
E et g | ——129,03-MCP0
L6 —6ta R 12P5:3 VerD
/\ —6L L241L3-MCPD
—60 NAJf L20,L3-M2PD
SE406 / Gst 4.0CE+06 § x’ = 1.240-3-MCPO
// N [ | \\ \ L20R3NCPD
7 \' 1.2-A15:-3-WCPO
0£s0 - e VAR A
o 10 20 30 4 % & 0 60 8 100 10 140
Bution vokime (mi) Elution volume (ml)
(B) BE405 (D) 16CE+09
6405 1206409
— PP
—PPO
£ H " —n
4£+05 ——1M-3-MCPD £ 8.0cer08 |
£ £ | —roL
—123:MCP0
|\ —p00
158-334CPD [\ ’\
| — P30
20405 4,0c0508 { \ PRL
; 000
]
0£+0 —_— aaceree = S
©o 10 2 33 4 % & 0 50 0o 1sc 20 2% 30 350
Elution volume (mL) Elution volume (m))

Cena Merck 2013

Obr. 1. Eluéni profil (a) glycidol esteri, (b) monoesteri 3-MCPD, (c) diesterti 3-MCPD a (d) triacylglyceroli (palmovy olej, kazdy ¢

=50mgkg™)
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Obr. 2. Ukazka U-HPLC-MS chromatogramii (a) monoesteri 3-MCPD, (b) glycidol esterii a (c) diesterii 3-MCPD (palmovy olej,

kazdy ¢ = 50 mg kg™)
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STUDIUM VZTAHU KONFORMACE A ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY NOVEHO
ANTIMIKROBIALNIHO PEPTIDU LASIOGLOSSINU

KATERINA CINCALOVA?, VACLAV
CEROVSKY”, TOMAS HRUBY” a VLADIMIR
SETNICKA®

“ Ustav analytické chemie, Vysokd skola chemicko-
technologickda v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
b Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
namésti 2, 166 10 Praha 6, Ceska republika
katerinacincalova@seznam.cz

Uvod

Hlavnim divodem pro hledani novych antimikrobial-
nich latek je vyskyt novych infekci a zvysujici se rezisten-
ce bakterii vii¢i stdvajicim antibiotikliim. Rozviji se zdjem
o tzv. antimikrobidlni peptidy, které¢ by mohly podpofit
lécbu soucasnymi antibiotiky nebo je i v nékterych ptipa-
dech nahradit.

Biologicka aktivita peptidi je odrazem pfislusnych konfor-
maci. Studium sekundarni struktury muze byt provedeno
napfiklad metodami elektronového (ECD) a vibra¢niho
cirkularniho dichroismu (VCD)"?. Tyto chiroptické meto-
dy vykazuji oproti b&zné pouzivané absorpcni spektrosko-
pii, at’ v ultrafialové (UV), viditelné (VIS) nebo infracerve-
né (IC) oblasti, velkou citlivost k sekundarni struktufe
peptidi, kterou 1ze pomoci metod cirkularniho dichroismu
dobfe identifikovat na zdklad¢ analyzy charakteristickych
spektralnich past v oblastech, ve kterych se projevuji elek-
tronové prechody amidové skupiny peptidové vazby v
piipadé ECD, nebo v oblastech tzv. amidu I (C=0 valen¢ni
vibrace peptidové vazby) ¢i amidu II (spfazené C-N va-
lenéni a C-N-H deformacéni vibrace) v piipadé VCD.
V oblasti amidu I vSak silné absorbuje voda, proto se mé-
feni provadi v tézké vodé a piislusna vibrace je pak ozna-
¢ovana jako amid I (cit.?).

Cilem této prace je studium konformace tii antimikrobial-
nich peptidl ze skupiny lasioglossind. V tab. I jsou uvede-
ny sekvence dvou z nich, zna¢enych LL-III a LL-III/5.
V ptipadé tfetiho peptidu oznaceného LL-8/43 vSak jeho
sekvence nyni nemidze byt zvefejnéna vzhledem

Tabulka I
Aminokyselinové sekvence studovanych lasioglossini

k probihajicimu patentovému fizeni. Spektra ECD a VCD
byla méfena v deuterovanych rozpoustédlech: v té¢zké vodé
(D,0), deuterovaném trifluorethanolu (TFE-d;) a ve smési
TFE-d;/D,0O (40/60, v/v). Trifluorethanol podle 1iteratury3
ma schopnost indukovat tvorbu a-struktur tak, jak se tomu
déje v prosttedi bunééné membary bakterii, tedy mista
biologického  u¢inku  téchto  peptidi. Vzhledem
k omezenému rozsahu piispévku jsou dale prezentovana
pouze spektra peptidli métend v D,O a TFE-d;. Ze ziska-
nych spekter bylo odhadnuto zastoupeni jednotlivych
sekundarnich struktur t€chto peptidli v zévislosti na jejich
sekvenci a pouzitém rozpoustédle. Diskutovan je rovnéz
vztah nalezené sekundérni struktury a antimikrobidlni akti-
vity, ktera je jednim ze zdsadnich parametrti pro potencial-
ni uplatnéni téchto peptidi v klinické praxi.

Experimentalni ¢ast

Lasioglossiny byly poprvé izolovany spolupracujici
laboratofi RNDr. Vaclava Cefovského, CSc. (UOCHB
AV CR, Praha) z jedu véely Lasioglossum laticeps®. Poté
byla touto skupinou provedena totalni syntéza studova-
nych peptidl (tab. I a peptid LL-8/43), jejich pfecisténi
pomoci RP-HPLC a ovéfeni jejich identity metodou
MALDI-TOF MS. Pred vlastni spektralni analyzou byly tyto
peptidy ve formé trifluoroacetatii prevedeny na odpovidajici
hydrochloridy a to dvojnasobnou lyofilizaci v prostredi kyse-
liny chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol I”".

Roztoky peptidii o koncentraci 50 g I"' byly méieny
metodami ECD a VCD doplnénymi o prislusna méfeni
nepolarizované absorpce (UV a IC). Spektra ECD a VCD
spektra byla méfena v D,0, TFE-d; a ve smési TFE-ds/
D,O (40/60, v/v).

IC absorpéni a VCD spektra byla méfena na pfistroji
s Fourierovou transformaci IFS-66/S vybaveném VCD
modulem PMA 37 (oboje Bruker, Némecko). Méfeni VCD
bylo provadéno v kyvetach typu A145 (Bruker, Némecko)
s okny z CaF, a teflonovou distan¢ni folii tloustky 23 pm
nebo 50 um. Spektra byla méfena s rozlisenim 8 cm'.

Spektra ECD identickych vzorkd, které byly méteny
pomoci VCD, byla méfena na spektrometru J-815 (Jasco,

Zkratka * Sekvence peptida
LL-IIT H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Leu-Gly-Lys-Ile-Ile-Lys-Val-Val-Lys-NH,
LL-II1/5 H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Leu-Gly-Lys-Ile-Ile-Lys-Val-Val-Lys-OH

@ Zkratky oznacujici jednotlivé peptidy byly prevzaty z cit.?
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Tabulka II
Odhad zastoupeni a-helikalni konformace (%) v jednotli-
vych peptidech

Cena Merck 2013

Tabulka IIT
Odhad zastoupeni konformace typu PPII (%) v jednotli-
vych peptidech

Peptid D,O D,O/TFE TFE-d; Peptid D,O D,O/TFE TFE-d;
LL-III 12 63 94 LL-8 31 8 1
LL-1II/5 10 35 18 LL-8/8 35 37 37
LL-8/43 10 89 70 LL-8/43 34 3 6

Japonsko) s rozliSenim 2 nm, ¢asovou konstantou 1 s
a rychlosti zaznamu 100 nm min™'. Byly pouzity kiemenné
kyvety o tloustce 10 pm. Odhad procentualniho zastoupe-
ni konformaci v jednotlivych peptidech (tab. II a IIT) byl
proveden na zéklad¢ analyzy spekter ECD metodami neu-
ronovych siti v programu CDNN 2.1 (Delphi).

Vysledky a diskuse
Peptid LL-III v D,O

Absorpéni IC spektra lasioglossinu LL-III v D,O (obr. 1a)
byla métena vzdy pied a po skonfeni méfeni spekter
VCD. Poloha a intenzita pasu amidu I' u 1650 cm ' se
s ¢asem neméni. Dochazi pouze ke snizeni intenzity pasu
amidu I u 1549 cm™' a k souGasnému zvyseni intenzity
amidu I’ u 1463 cm™, pfi¢inou &ehoZ je vyména vodiku
za deuterium na dusiku peptidové vazby (H-D vymeéna).
Ve spektru VCD v oblasti amidu I” (Obr. 1b) byl pozoro-
van negativni couplet sestavajici z kladného pasu
u vinoétu 1670 cm™ a zdporného u 1633 cm ™. Tento tvar
spektra poukazuje na pfitomnost konformace, kterd je
ozna¢ovéna jako polyprolin II (PPII)*. Ve spektru se dale
nachézi slaby negativni pas 1652 cm ', ktery je &asti pozi-
tivniho coupletu charakteristického pro a-helikalni konfor-

maci®. Spektrum VCD tedy vypovida o sougasné piitomnosti
jak a-helikélni konformace, tak konformace typu PPII s tim,
ze konformace PPII je zastoupena ve veétsi mife. Ve spektru
ECD byl pozorovan kladny pozitivni pas 185 nm a dva nega-
tivni pasy s maximy 207 a 223 nm. Tento priab¢h je
v souladu s VCD pozorovanim a ndslednd analyza spektra
pomoci neuronovych siti poukazuje na vyssi zastoupeni kon-
formace PPII vii¢i a-helixu: 12 % o-helixu a 31 % konfor-
mace typu PPIL

Peptid LL-III v TFE-d;

Na obr. 2 jsou prezentovana spektra peptidu LL-IIT
v TFE-ds. IC pés v oblasti amidu I" u 1655 cm™' je oproti
méfeni v D,O (obr. la) posunut o 5 cm 'k vy$im vl-
noCtim, coz obecné naznaCuje vysSi zastoupeni o-
helikalni konformace. Ve spektru VCD byl pozorovan
pozitivni couplet tvofeny intenzivnim zdpornym péasem
1666 cm™ a slabsim kladnym pasem 1648 cm™. Tento
pribéh je charakteristicky pro peptidy s vyznamnym za-
stoupenim a-helixu. Ve spektru ECD byly pozorovany
dva negativni pasy s maximy 208 a 220 nm a naslednym
vypoctem procentualniho zastoupeni sekundarnich struk-
tur byl zjistén obsah 94 % a-helixu a 1 % konformace
typu PPIL.
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Obr. 1. Spektra peptidu LL-III mé&fena v D,0; a) IC absorpéni spektra méfena pred (—) a po (---) méfeni VCD, b) spektrum VCD,

¢) spektrum ECD
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Obr. 2. Spektra peptidu LL-IIT méfena v TFE-ds; a) IC absorpéni spektra méfena pied (—) a po (---) méfeni VCD, b) spektrum VCD,
¢) spektrum ECD

Peptid LL-I1I/5 v D,O a-helikalni konformace, coz bylo také potvrzeno analyzou
spektra ECD: 18 % a-helixu a 37 % konformace typu
Negativni couplet v oblasti amidu I” ve spektru VCD PPIL.
(pozitivni pas 1672 cm ' a negativni 1636 cm ') a pribéh
spektra ECD peptidu LL-III/5S v D,O poukazovaly na vy- Peptid LL-8/43 v D,O
znamné zastoupeni konformace typu PPII. Analyza spek-

tra ECD odhalila 10 % o-helixu a 35 % konformace typu Tvar spekter VCD (negativni couplet, pasy 1665
PPII. a 1635 cm™') i ECD tohoto peptidu poukazal na vyznamné

zastoupeni konformace typu PPII, v tomto ptipadé 34 %.
Peptid LL-III/5 v TFE-d; Obsah o-helikdlni struktury byl odhadnut na 10 %.

Ve spektru VCD byl zaznamenan pozitivni couplet Peptid LL-8/43 v TFE-d;
(pasy 1652 a 1647 cm™) svym pribéhem analogicky to-
mu, jaky byl pozorovan u peptidu LL-III v TFE-d;. Tento Ve spektru VCD tohoto peptidu (obr. 3b) v oblasti
pribéh  spektra naznacuje  vyznamné  zastoupeni amidu I byl pozorovan signal tvaru nevyvazeného pisme-
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Obr. 3. Spektra peptidu LL-8/43 méfena v TFE-ds; a) IC absorpéni spektra méfena pied (—) a po (---) méfeni VCD, b) spektrum
VCD, c¢) spektrum ECD
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Tabulka IV
Antimikrobialni a hemolyticka aktivita studovanych peptidi

Cena Merck 2013

Peptid Antimikrobialni aktivita MIC [uM] Hemolytick4 aktivita®
B.s. S.a. E.c. P.a. LC50 [uM]

LL-III 0,7 3,9 1,4 18,7 >220

LL-III/5 1,2 40 3,5 40 >200

LL-8/43 0,8 4 1,2 7,2 >200

* Koncentrace peptidu zplisobujici zanik 50 % Cervenych krvinek

na ,,W* (W-shape)’. Tento signal je superpozici pozitivni-
ho coupletu (zaporny pas 1665 cm ™' a pas 1649 cm ', kdy
oba poukazuji na pfitomnost o-helikalni konformace)
a signalu charakteristického pro konformaci PPII (pas
1633 cm™). Z priibdhu obou spekter i analyzy ECD je
ziejmé, ze o-helikalni konformace prevazuje: 70 % a-
helixu a 6 % konformace PPII.

Souhrnné vysledky zastoupeni vybranych sekundar-
nich struktur v jednotlivych peptidech v zavislosti na roz-
poustédle jsou uvedeny v tab. II a III, a to i pro ptipad
pouziti smésného rozpoustédla TFE-ds/D,O (40/60, v/v).
Vysledky zjisténé antimikrobialni aktivity (proti bakteriim
B. subtilis, S. aureus, E. coli a P. aeruginosa) a hemolytic-
ké aktivity jsou uvedeny v tab. IV.

Zavér

Bylo potvrzeno, ze spektroskopie VCD a ECD je
velmi citliva na sekundarni strukturu peptidi a je schopna
podat podrobné informace i o konformaci antimikrobial-
nich peptida.

U peptidu oznac¢ovaného jako LL-III bylo zjiSténo, ze
procentudlni zastoupeni o-helikalni konformace roste se
zvySujicim se obsahem TFE-d;. U peptidd LL-III/5
a LL-8/43 bylo nalezeno nejvétsi zastoupeni o-helixu ve
smésném rozpoustédle. Obecné nejmensi podil o-helixu
byl zaznamenan v pritomnosti D,0. Podle relativniho pro-
centualniho zastoupeni a-helixu v TFE-d; a smési TFE-ds/
D,0 bylo potvrzeno, ze TFE-d; ma vyrazny vliv na formo-
vani a stabilizaci této struktury.

Z vysledkt plyne, Ze studované peptidy je diky rela-
tivn¢ vysokému zastoupeni o-helikdlni konformace (pfi
méfeni v TFE-d; a TFE-d;/D,0) mozno pouzit pro dalsi
testovani jako nové potencidlni Sablony antimikrobidlnich
1éCiv. Nejvétsi potencial tvorit o-helikalni konformaci za

s232

soucasné vysoké antimikrobialni a nizké hemolytické akti-
vity vykazaly peptidy LL-III a LL-8/43. Schopnost antimi-
krobidlnich peptidd vytvaret o-helikalni konformaci
v pfitomnosti bakteridlni membrany je jednim
z predpoklad pro jejich antimikrobialni ucinek. Z tab. IV
(MIC) peptidu LL-8/43 bude dalsi pozornost ve vyvoji
novych prostfedkd antimikrobialni 1é¢by zaméfena praveé
na tento peptid.

Tato studie byla realizovana za podpory grantu
P208/11/0105 (Grantovd agentura Ceské republiky),
A2 FCHI 2012 045 a 6046137307 (MSMT CR). Autori
velmi dékuji Ing. Michalu Tatarkovicovi (VSCHT, Praha)
za pomoc pri vyhodnocovdni zastoupeni sekunddrnich
struktur.
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STANOVENI SYNTETICKYCH BARVIV E 122 (AZORUBIN) A E 124 (PONCEAU 4R)
V NEALKOHOLICKYCH NAPOJICH METODOU IONTOVE INTERAKCNI
CHROMATOGRAFIE A DIFERENCNIi PULZNi POLAROGRAFIE

MAREK DOSEK, DANA TRiSKOVA a JITKA
FIKAROVA

Fakulta Zivotniho prostredi, Univerzita Jana Evangelisty
Purkyne, Kralova Vysina 3132/7, 400 01 Usti nad Labem
marek.dosek@seznam.cz

Uvod

Azorubin (E122) a Ponceau 4R (E124) jsou
v soucasné dobé& nejCastéji pouzivana Cervena barviva,
pridavana do nealkoholickych napoju a potravin. Slouzi ke
zlepSeni vzhledu a navriceni barvy, kterou potravina ztra-
tila béhem zpracovani. Napiiklad neobarvena Sunka neni
rizova ale nahnédla.

Vliv barviv na zdravi ¢lovéka neni jesté zcela pro-
zkoumdn, nicméné negativni dopady a chronické ucinky
na zdravi Cloveka lze povazovat v fad¢ piipadd za proka-
zané. U azorubinu je Casto diskutovan negativni vliv na
pozornost a hyperaktivitu déti, coz byva uvedeno i na oba-
lech népojii, které azorubin obsahuji. Barvivo Ponceau 4R
(E124) je podezielé z kancerogenity. Jeho pouzivani je
zakazéno v USA a ve Velké Britanii, nicméné v CR je
pouzivani Ponceau 4R stile povoleno. Jeho zastoupeni
v napojich je viak mensi'.

V této praci byly ke stanoveni uvedenych syntetic-
kych barviv v nealkoholickych napojich pouZity metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a dife-
ren¢ni pulzni polarografie (DPP).

Ob¢ synteticka barviva patii do skupiny sulfonova-
nych azobarviv, jejichz chromatografické stanoveni mutize
Cinit potize. Zminéné slouceniny vykazuji nizkou retenci
na béznych nepolarnich stacionarnich fazich kvuli pfitom-
nosti sulfoskupiny plné disociované prakticky v celém
dostupném rozmezi pH. Pro zlepsSeni retence a separace
ionizovanych latek na nepolarnich stacionarnich fazich se
nejastéji vyuziva pfidavku iontové parovych (¢i iontove
interaké&nich) &inidel, napf. tetrabutylamonnych soli’. Me-
chanismy retence sulfonovanych sloucenin v reverznim
chromatografickém systému byly podrobné studovany
a diskutovany zejména v pracich Jandery a spol.’ V této
praci byly optimalizovany podminky pro stanoveni barviv
Azorubin a Ponceau 4R na koloné plnéné béznou stacio-
narni fazi s oktadecylovou funkéni skupinou (C,g). Kromeé
slozeni mobilni faze (obsahu methanolu, obsahu hydrogen-
siranu tetrabutylamonného) ma na ucinnost separace vy-
znamny Vvliv i teplota kolony — tento vliv je v iontové inter-
akeni kapalinové chromatografii dosud vyuzivan pomérné
zfidka.

Pro stanoveni nékterych typl syntetickych barviv
v napojich lze s vihodou pouzit i metody DPP*. Stanove-
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ni bylo provadéno v octanovém pufru jako zakladnim
elektrolytu s minimalni pfedbéznou upravou vzorku.

Ob¢ metody byly aplikovany na fadu vzorkd nealko-
holickych napoji z bézné obchodni sité. Byly porovnany
zakladni valida¢ni (vykonnostni) charakteristiky obou
metod a testovana shoda vysledkd dosazenych obéma me-
todami.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Barviva Azorubin (E122) a Ponceau 4R (E124) byla
ziskana od Serva, Heidelberg, Némecko. Zasobni roztoky
barviv o koncentraci 1 g I'! byly ziskany rozpu§ténim pii-
slusného mnozstvi barviva v deionizované vod¢ a kalibrac-
ni roztoky byly pfipraveny ziedénim zasobnich roztok
deionizovanou vodou tésné pred méfenim.

Zatizeni

Chromatograficky systém Ultimate 3000 (Dionex,
Sunnyvale, USA) se skladal z ¢erpadla LPG-3400SD, ko-
lonového termostatu TCC-3000SD, detektoru DAD-3000
a smyckového davkovae Rheodyne 8125 s dékovaci
smyckou 20 pl. Separace probihala na koloné Hibar 125 x
4 mm, stacionarni faze Purospher STAR, RP 18, 5 um,
endcapped (Merck). Mobilni faze se sestavala z 80 % me-
thanolu (Merck), 5 % deionizované vody a 15 %
0,2 mmol 1" roztoku hydrogensiranu tetrabutylamonného,
ktery byl ziskén z preparatu pro iontové parovou chroma-
tografii LichroPur (Merck) rozpusténim v deionizované
vodé. Priitok mobilni faze byl 1 ml min ', méfeni probiha-
la pfi teploté 15 °C (pokud neni uvedeno jinak). VSechny
roztoky byly pfipravovany rozpu$ténim v deionizované
vodé, ktera byla ziskdvana pomoci zafizeni Demi Ultra 20
(Goro, Praha), pracujiciho na principu reverzni osmozy
a iontové vymény na smésném meénici iontd.

K polarografickym méfenim byl pouZit analyzitor
797 VA Computrace s multifunkéni rtutovou elektrodou
v pracovnim modu HMDE (visici rtutova kapkova elek-
troda), referentni elektroda byla argentochloridova a po-
mocné elektroda platinova. Jako zakladni elektrolyt byl
pouzit roztok octanu amonného o koncentraci 0,1 mol 1"
Ten byl ziskan rozpusténim pfislusSného mnozstvi octanu
amonného (Lachema, Neratovice) v deionizované vodeé.
Méfeni byla provadéna metodou diferencni pulzni polaro-
grafie (DPP).
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Tabulka I
Zakladni charakteristiky metody stanoveni vybranych barviv metodou HPLC

Charakteristika Azorubin (E122) Ponceau 4R (E124)

Mez detekee®, mg 1™ 0,021 0,079

Mez stanovitelnosti®, mg I 0,071 0,264

Linearita, mg 1" do 15 (r=0,998) do 15 (r=0,999)

Opakovatelnost® 1,43 5,24

(rel. smerodatna odchylka, %)

“Trojnasobek smérodatné odchylky®, © desetindsobek smérodatné odchylky®, ¢ pro koncentrace barviv 0,5 mg I'', n=7

Vysledky a diskuse

V predchozi praci® bylo prokéazano, Ze je mozné sepa-
rovat jednodussi smési sulfonovanych azobarviv na kolong
Purospher s reverzni stacionarni fazi po ptidavku siranu
tetrabutylamonného do mobilni faze. Retenci lze G¢inné
ovliviiovat zejména zménou obsahu methanolu a siranu
tetrabutylamonného v mobilni f4zi, chromatografické piky
ovSem byvaji pomérné Siroké se sklonem k chvostovani
a celkova doba analyzy je dosti dlouhd. V této praci jsme
prokazali, Ze retenci a separaci lze dosti G¢inné ovliviiovat
téz zménou teploty kolony. Na obr. 1 je vidét, Ze retence
barviva E124 se snizuje se snizujici se teplotou, zatimco
retence barviva E122 se s teplotou méni pomérné mélo.
Diky tomu lze zvolit podminky, za kterych dojde
k dostatecné separaci obou latek pii zachovani pomérné
kratké doby analyzy; je nutno téz ptihlédnout k pozadavku
na dostatecnou separaci pikt stanovovanych latek od ruz-
nych druht injekénich pikt, které se pfi analyze realnych
vzorkl napoju objevuji v hojné mife. Pro analyzy realnych
vzorkl byla zvolena teplota kolony 15 °C.
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1 24
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QO 8 L C:D
IS 118 =
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g 7 ’
14 {1 14
—
6 I 41 1.2
4 1
5 : : . : 0,8
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Obr. 1. Zavislost reten¢niho ¢asu a rozliSeni na teploté kolony;
& E122, @ E124, A rozliSeni
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Za zvolenych (optimalizovanych) podminek byly

dy — viz tab. L.

Metoda DPP umoziuje (alespoin v nékterych piipa-
dech) odlisit synteticka barviva od ptirodnich® a stanovit
vybrana aditiva E122 a E124 s dostateCnou presnosti
a citlivosti. Jako zakladni elektrolyty jsou doporucovany
priblizné neutralni pufry’. Zjistili jsme, Ze ponékud lepsich
vysledku z hlediska citlivosti a tvaru pikd je mozno doséh-
nout pii pouziti octanu amonného misto fosfore¢nanovych
pufrii doporucovanych v literatuie®’. Za danych podminek
poskytuji obé barviva dobie métitelné piky v rozmezi po-
tencialt asi —200 az 900 mV, pfic¢emz barvivo E122 po-
skytuje za jinak srovnatelnych podminek pik uzsi a vyssi,
zatimco pik barviva E124 je pomérné plochy a Siroky.
K vyhodnoceni byla pouzita metoda standardniho pridav-
ku. Nebyly pozorovany zadné rusivé vlivy dalSich slozek
vyskytujicich se v nealkoholickych napojich.

Zavér

Obé metody umoziuji stanoveni syntetickych aditiv
E122 a E124 v nealkoholickych napojich, sirupech a po-
dobnych materialech. Pro obé metody byly uréeny zaklad-
ni vykonnostni charakteristiky. Pfi HPLC analyzach nékte-
rych napoji se objevuji pomérné vyrazné nastiikové piky
s tendenci ke chvostovani, které zhorSuji detekci sledova-
nych barviv a v ojedinélych pfipadech znemoziuji stano-
veni. Jejich velikost a tvar souvisi patrné s obsahem cukrti
nebo umélych sladidel, pfipadné¢ dalSich aditiv.
V soucasné dob¢ probiha porovnani obou metod pfi analy-
ze $irSiho spektra vzorkl napoju vyskytujicich se v bézné
obchodni siti.

Samostatné odborné prace studentis FZP UJEP jsou
podporovany v ramci projektu Modernizace vyuky tech-
nickych a prirodovédnych oborii na UJEP se zamérenim
na  problematiku  ochrany  Zivotniho  prostiedi
(ENVIMOD), ktery je podporovin MSMT v rdmeci pro-
gramu OPVK, ¢. projektu CZ.1.07/2.2.00/28.0205.
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STUDIUM KUZE POMOCI INFRACERVENE SPEKTROMETRIE

ADELA JENISTOVA a PAVEL MATEJKA

Ustav analytické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6 -
Dejvice

adelka.jenistova@seznam.cz

Uvod

Lidska kiize je nejvétsim organem lidského téla. Tvo-
fi pfirozenou bariéru mezi nasim t€lem a vné&jSim prostie-
dim, ¢imz chrani nas$ organismus pfed 0¢inky riznych
patogend. Povrch kiize je schopen vstiebavat a zadrzovat
vodu a v ni rozpusténé latky, dychaci plyny i latky rozpus-
téné v tucich'”. Strukturu kize mtzeme rozdélit do ti
vrstev. Jsou jimi pokozka (lat. epidermis), Skara (lat. der-
mis) a podkozi (lat. subcutis). Pokozka je tvofena prevazné
burikami korneocytd (95 %), které vznikly odumfenim
keratinocyti. Béhem tohoto procesu, nazyvaného kornifi-
kace, dochazi k nahrazeni bunééné membrany keratinocytii
ceramidy, coZ jsou latky lipidové povahy. Jejich struktura
je slozena z mastné kyseliny a sfingosinu®*. Dalsi kozni
vrstvou je Skara, kterd je k pokozce pfipojena bazalni
membranou tvofenou prevazné kolagenem IV a glykopro-
teiny. Zaujima predevsim funkci ochrannou. Posledni vrst-
vu predstavuje podkozi s izolaéni a mechanickou funkci’.

Posledni dobou piibyva pocet lidi s koznimi nemoce-
mi. Mezi nejbéznéjsi z nich patfi akné, bradavice, lupenka
nebo ekzémy. Kuzi postizenou nékterou formou ekzému je
nutno potradné a pravidelné promastovat. K tomuto tcelu
se pouzivaji bud’ mastové zaklady obohacené pouze
o vitaminy, nebo masti s i¢innou latkou napf. na bazi kor-
tikoidt”.

V této praci byl jako mastovy zaklad pouzit krém
Dermisoft firmy Aromaterapie Karel Hadek®. Jeho pfi-
blizné procentualni sloZeni bylo osobné sdéleno vyrobcem.
Krém obsahuje vedle vody (75 %) také rizné nosné a vy-
zivujici latky (cetearyl alkohol 6 %, glycerol 3 %, vceli
vosky 3 %, lecitin 2 %, panthenol 2 %, rostlinné éterické
oleje 7 %). Cilem této prace bylo naméfit a vyhodnotit
spektra atopického ekzému neoSetiené a oSetiené kuze
mast'ovym zakladem a dvéma ochrannymi mastmi, inter-
pretovat rozdily mezi spektry, sledovat zmény ekzému
v del$im ¢asovém obdobi a identifikovat latky zakladové
masti vstiebané do kize.
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Experimentalni ¢ast

Mg¢éfeni spekter kiize a mastového zakladu
Dermisoft

Ke studiu osetfené i neoSetiené kiize bylo vybrano
celkem pét mist z oblasti predlokti, a to jak na levé, tak na
pravé ruce (obr. 1). Vybér téchto mist spocival predevsim
v jednoduché manipulaci a pfistupu k méficimu ATR krys-
talu (ATR — zeslabeny totalni odraz). Pro méfeni byl pou-
zit infraCerveny spektrometr Nicolet FT-IR 6700
s jednoodrazovym ATR nastavcem. Zdrojem zatfeni byla
globarova tycCinka, déli¢ paprskt byl na bazi KBr a byl
pouzit DTGS (deuteriumtriglycinsulfatovy) detektor.
Spektra byla pofizena s rozlisenim 4 cm™' s akumulaci
128 skenli. Dané misto klize bylo pfilozeno na piedem
ocistény ZnSe krystal a nasledné bylo zapocato méfeni, pii
némz se dbalo na stabilni pfitlak a rovnéz na fixovanou
oblast snimédni daného mista ruky. Data suché kize byla
ziskana opakované v rozmezi 6 tydntu od zafi do fijna
2012. Obdobné se piistupovalo i ke zkoumani ¢asti rukou
oSetfenych mastovym zakladem. Na dané misto byl vzdy
nanesen tenky film zakladové masti a vzorek byl zméfen
stejnym zpusobem jako pfi méfeni neoSetfené kize.
Vsechna mista na levé i pravé ruce byla métena v 30minu-
tovych intervalech od okamziku aplikace po dobu 2 hodin.
Byly tak ziskany vzdy série 5 spekter pro jednotlivé oblasti
rukou. Experiment byl opakovan pro kazdou ruku dvakrat
v prabéhu zafi 2012.

Pfi ziskavani dat kize oSetfené ochrannymi masti
byly nejprve ptipraveny vzorky 2 ochrannych masti. Masti
se od zakladové lisi pfidanim geraniového a levandulové-
ho oleje vurCitém poméru vici mastovému zakladu.
Mast 1 byla vytvofena smichanim 2 ml zékladové masti
Dermisoft s 1 kapkou geraniového oleje a 1 kapkou levan-

Obr. 1. Fotografie rukou s vyznacenim mist, na kterych byla
spektra naméiena
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dulového oleje. Vzorek byl v podobé tenkého filmu nane-
sen na oznacené misto ruky. Spektra byla opét méfena
v 30minutovych intervalech od okamZiku naneseni po
dobu 2 hodin. Méfeni byla provadéna dvakrat v pribéhu
z4ti 2012. Mast 2 byla vytvofena smichdnim 50 ml mast’o-
vého zakladu Dermisoft se 6 kapkami geraniového
a 6 kapkami levandulového oleje. Z vytvofeného vzorku
masti byl aplikovan tenky film na postizené misto ruky.
Opét byla spektra métena po 30 minutach od Casu nanese-
ni po dobu 2 hodin na vSech vyznacenych mistech levé
i pravé ruky. Experimenty byly provadény dvakrat (v zaii
a v fijnu 2012).

K méfteni spekter zakladové masti byl pouzit spektro-
metr Nicolet FT-IR 6700 s jednoodrazovym ATR nastav-
cem. Byla ziskana spektra s rozlisenim 4 cm ' a akumulaci
128 skenli. Vzorek masti byl nanesen kopisti jako velmi
tenky film na krystal a méfen opakované po dobu 2 hodin,
béhem nichz bylo sledovano vysychani masti.

Spektra byla zpracovavana a vyhodnocovéana
v programech Omnic 8.0 a TQ Analyst 8.0. Testovany
byly ptedupravy sady spekter pomoci multiplikativni ko-
rekce rozptylu dat (dale MSC) a korekce SNV (standard
normal variate), coz jsou metody, které mohou kompenzo-
vat vliv variability pfitlaku kiize na méfici krystal. Byla
pocitina pramérna spektra a zdznamy smérodatnych od-
chylek, spektra byla klasifikovana metodou diskrimina¢ni
analyzy (DA).

Vysledky a diskuse

Nameétend data neoSetiené klize, sesbirana v pribéhu
6 tydnt, byla zprimérovana a k charakteristickym pasim
vysledného spektra byly pfifazeny predpokladané latky
obsazené v pokozce (obr. 2). Ve spektru se velmi zietelné
projevily pasy od amidovych skupin (1646 a 1541 cm™).
Dutivodem je vysoky obsah keratinu ve svrchni ¢asti po-
kozky. Také pasy valen¢nich vibraci -OH vazeb (Siroka
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oblast 3600-3000 cm ') jsou ve spektru dobie patrné, a to
predevsim diky obsahu vody v pokoZzce (ovsem pas defor-
macni vibrace H-O-H je prekryt pasy amid I a II amido-
vych skupin), ale také kvili obsahu aromatickych hydro-
xyslouceniny (viz nize) a ceramidii. Vyskyt aromatickych
hydroxyslouc¢enin mize byt dusledkem obsahu polymera
koznich pigmentii melaninu (eumelaninu a feomelaninu)®.
Dalsimi funkénimi skupinami jsou CHs- a —CH,- skupiny
(charakteristické pasy 2922, 2852, a 1456 cm ™), ¢ili sou-
Casti  alifatickych  skeletd keratinu ¢i  ceramidd.
V neposledni fadé se ve spektru vyskytuji i pasy nenasyce-
nych esterti, jeZ jsou obsazeny v lipidové vrstvé (napf.
pasy 1744, 1242 a 1165 cm™").

Dalsim tkolem bylo vyhodnotit dosud namétena
spektra suché i oSetfené¢ klze v programu TQ Analyst
(Thermo Nicolet) metodou DA (jako nejvhodnéjsi se uka-
zala pretprava dat algoritmem MSC). Byly vytvofeny
4 klasifikacni tfidy podle oSetfeni pokozky (sucha kize,
kize po aplikaci mast'ového zékladu, kize po aplikaci
masti 1 a kize po aplikaci masti 2) nezavisle na datu
a oblasti méfeni. Z vysledné kalibrace bylo patrné, Ze se
spektra suché kuze statisticky vyznamné lisi od spekter
pokozky po aplikaci né€které z masti. Chyby v pfifazeni
tfid jednotlivych oSetfenych kizi se mezi sebou pohybova-
ly mezi 20-30 %. Dale bylo ze vSech ziskanych spekter
pokozky po naneseni mast'ového zakladu v programu
Omnic vypocitano primérné spektrum a zaznam smeéro-
datné odchylky. Stejny postup byl pouzit pfi generovani
primérného spektra kiize oSetiené masti 1 i masti 2. Po-
rovnanim zprimérovanych spekter byly patrné zmény
intenzit vétSiny past oproti suché kuzi. U vSech tii pouzi-
tych masti byl patrny nartst intenzity -OH skupin (okolo
3300 cm™). Tento efekt byl dan predeviim vysokym obsa-
hem vody v mastovém zékladu. V oblasti okolo 1400 cm’!
se objevilo nékolik past a také vzrostla vyska pasu
pii 1041 cm™', patrné diky obsahu cetearyl alkoholu,
panthenolu a glycerolu. Spole¢ny rys vSech masti se obje-
vil také v oblasti valenCnich vibraci alifatickych skupin
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Obr. 2. Prumérné spektrum neoSetiené kiiZe s oznacenim charakteristickych past
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(3000-2800 cm "), coz bylo dédno obsahem jiz vyse zming-
nych latek. Velmi napadny byl i nardst intenzity pasi cha-
rakteristickych pro estery — R-CO-O-R™ (1744 cm ',
1242 cm™ a 1165 cm™). Lze jej vysvétlit piedevdim pi-
tomnosti veelich voskt. Dulezity efekt byl pozorovan pfi
srovnani jednotlivych spekter oSetienych kizi. Kize po-
ttend pouze mastovym zakladem méla ve vSech pasech
nejvyssi intenzity. Nejmensi rozdily byly v oblastech na-
sycenych alifatickych skupin a esteri (1744 cm ™). Naopak
nejvetsi zmény patfily do oblasti -OH vibraci a vibraci
amidovych skupin a pasii nenasycenych ester pfi
1242 cm™ a 1165 cm ™. Vysvétlenim miize byt fakt, Ze po
pfidani geraniového a levandulového oleje do zékladové
masti do§lo k mnohem lep§imu promasténi pokozky, a tim
i k vétsi hydrataci a prostupu latek s obsahem amidovych
skupin (panthenol). Byly patrné i mirné odchylky ve spek-
trech klize oSetfené masti 1 a masti 2. Celkovée se tyto dve
masti 1i§i jen v poméru ptidanych oleji ku mastovému
zakladu, coz se projevilo zménou celkovych intenzit
v celém rozsahu spektra. Viditelné byly ale i drobné che-
mické rozdily. Zarazejici miize byt, Ze intenzita pasi ami-
dovych skupin byla u masti 1 vyssi, nez u masti 2. Navic
intenzita pasi amidovych skupin po osetfeni masti 2 byla
skoro srovnatelna s neoSetfenou kizi v danych pasech.
Pokozka se tak v prvnim piipadé nepromastila natolik
dobte, aby byla schopna propustit vS§echny amidové slou-
Ceniny pritomné v masti.

Pii sledovani zmén atopického ekzému v prib&hu
6 tydnti experimentu byla vSechna namétena spektra neo-
Setfené kize rozdélena do 4 tfid podle data pofizeni a na-
sledn¢ byla v programu TQ Analyst (Thermo Nicolet)
zpracovana metodou DA (jako nejvhodnéjSi se ukazala
preuprava dat algoritmem MSC). Vysledna kalibrace uka-
zala, Ze nejvétsi rozdily v pokoZce byly ve druhém obdobi
meéfeni (tj. od 10. 9. 2012 do 12. 9. 2012), kdy nedoslo
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k chybné klasifikaci ani jediného spektra. Nasledné byla
spektra jednotlivych tfid zprimérovana v programu Omnic
a porovnana. Primérné spektrum ktize z druhého obdobi
méfeni melo v celém intervalu spektra nejvyssi intenzity.
Je tedy patrné, Ze se v tomto obdobi ekzém skutené€ cho-
val jinak, respektive, ze byl jeho stav pozorovatelné
lepsi nez v ostatnich obdobich — vétsi intenzita v oblasti
a,B-nenasycenych esterd poukazuje na lepsi promasténi
kiize a zvySena intenzita v oblasti kolem 3300 cm™' doka-
zuje dokonalejsi hydrataci pokozky. Malé zlepseni nemoci
bylo ukazano i u spekter prvni a ctvrté tridy (tj. 3. 9. 2012
—6.9.2012 a 12. 10. 2012), které jsou v oblasti ,,otisku
palce® témei totozné. Nejhorsi stav odpovidal spektru treti
tiidy, tj. 21. 9. 2012 — 24. 9. 2012. Vysledky jsou
v souladu se subjektivnimi pocity — mensi bolestivosti
kize v druhém obdobi.

Poslednim bodem studia byla identifikace latek mas-
tového zékladu vstfebanych pokozkou. Aby bylo mozné
co nejspolehlivéji popsat probihajici déje na pokozce, byla
sledovana spektra vysychani zakladové masti v pribéhu
2 hodin. Ve spektru byly i po 2 h vysoké intenzity -OH
skupin pochazejici z vody a-OH sloucenin obsazenych
v masti (cetearyl alkohol, glycerol, panthenol). Rovnéz se
zde vyskytly pasy aromatickych a nenasycenych latek
(retinyl palmitat, B-karoten, vceli vosky, éterické rostlinné
oleje) a amidovych sloucenin (panthenol, allantonin). Patr-
ny byl i ptispévek od nasycenych alifatickych skupin patfi-
ci vySe zminénych organickym sloufenindm, a piispe-
vek a,B-nenasycenych esteril nalezici predevsim vcelim
vosklim.

K identifikaci vstiebanych latek pokozkou bylo nej-
prve potieba vypocitat rozdilové spektrum mezi pramér-
nym spektrem kiize oSetfené mastovym zakladem a pru-
mérnym spektrem suché kiize. Odectovy faktor byl nasta-
ven tak, aby doslo k co nejvétsi eliminaci amidovych pasi.
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Obr. 3. Rozdil primérného spektra kiiZe oSetfené zakladovou masti a priimérného spektra suché kiiZe (b) ve srovnani se spektrem
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Vysledné spektrum bylo porovnano se spektrem zakladové
masti po 2 hodinach vysychani a byly uréeny mozné latky,
které se v rizné mife vstiebaly do pokozky (obr. 3). Cha-
rakteristicky pas vody okolo 3300 cm™' vykazoval témé&k
nulovou intenzitu, z ¢ehoz plyne, Ze doslo k jejimu prostu-
pu pokozkou. Diky existenci bazalni membrany, slozené
Castecné z glykoproteintl, se témét zcela vstiebaly latky
rozpusténé ve vode (glycerol, cetearyl alkohol, panthenol,
allantonin), a tim se dostaly z pokozky do nizsich vrstev
kozni tkan€. Rovnéz se velmi dobie vstiebaly i latky obsa-
hujici dvojné C=C vazby, mezi néz patii B-karoten, retinyl
palmitat artzné rostlinné éterické oleje. Naopak vceli
vosky, jejichz hlavnimi slozkami jsou estery a alifatické
uhlovodikové skelety, ztistaly na povrchu pokozky a vy-
tvotily tak ochrannou lipidovou vrstvu.

Zavér

Vyhodnocenim primérného spektra suché ktize byly
k charakteristickym vibracnim pasiim pfifazeny ptedpo-
klddané latky obsazené v pokozce. Dale byly popsany
rozdily v pramérnych spektrech suché i rizné oSetfené
ktze. Z analyzy vyplynulo, Ze se sucha kiize statisticky lisi
od osetfenych. Byly nalezeny i rozdily ve spektrech jed-
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notlivych kiizi po aplikaci zdkladové a dvou ochrannych
masti. Dals$im bodem bylo zkoumani zmén ekzému béhem
Sesti tydnt. Vysledky experimentu ukazuji, Ze se stav ne-
moci postupem casu skutené méni a ze neni vyloucené
i krat$i casové obdobi, kdy dojde k zfetelnému zlepseni.
Posledni casti prace bylo prifazeni latek obsazenych
v mastovém zdkladu k jednotlivym charakteristickym
pasim naméteného spektra a sledovani interakce téchto
latek s pokozkou. Zavérem byly urceny latky, které pene-
trovaly pokozkou a rovnéz ty, které zdstaly na povrchu
kaze.
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STANOVENI POMERU ENANTIOMERU L- A D-CYSTEINU POMOCI NANOCASTIC

STRIBRA

JAKUB KOKTAN?, PAVEL REZANKA?, PAVEL
MATEJKA® a VLADIMIR KRAL?

“ Ustav analytické chemie, * Ustav fyzikdlni chemie, Fakul-
ta chemicko-inZenyrskd, Vysoka Skola chemicko-
technologickad v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6 —
Dejvice

koktanj@vscht.cz

Uvod

Stanoveni enantiomerni Cistoty latek je v soucasné
dobé casto feSenou problematikou v analytické chemii
vzhledem k mimofadnému vyznamu chiralnich latek pie-
devsim z hlediska biologického a medicinského. Nej€astéji
aplikovanymi metodami pro urceni zastoupeni optickych
izomertl jsou separacni techniky chromatografické event.
elektromigracni'?.  Zejména vysokou&inna kapalinova
chromatografie je Siroce vyuZivanou a spolehlivou analy-
tickou metodou v této oblasti’. Nicméng aplikace chiral-
nich separaci ma fadu nevyhod aje spojena s né¢kolika
problémy. Chirdlni stacionarni faze jsou nékladné,
v prubéhu  separacniho  procesu mize  dochazet
k racemizaci, Casto je detektor malo citlivy a dalsim nedo-
statkem mize byt Casova narocnost analyz.

Alternativu  k separacnim metodam tvofi metody
spektralni, které vyuzivaji optické aktivity enantiomerd.
Jedna se zejména o jevy optické rotace a cirkularniho di-
chroismu (v ultrafialové — UV a viditelné — Vis oblasti se
jedna o elektronovy cirkularni dichroismus — ECD,
v infracervené oblasti o vibracni cirkuldrni dichroismus —
VCD). Tyto metody jsou vyhodné zejména tim, Ze neni
potieba pouzit chiralni selektor.

Pro sledovani enantiomerniho ptebytku spektroskopii
ECD je nezbytné¢ nutné, aby analyt v UV/Vis oblasti ab-
sorboval zafeni a pfislusnd chromoforni funkéni skupina
byla v blizkosti chirdlniho centra. Nanocastice stfibra
obecné nejsou chiralni, a proto, i kdyz maji absorp¢ni pas
ve viditelné i ultrafialové oblasti zafeni, neposkytuji ECD
signal. Cystein, jedna z kddovanych aminokyselin, je sice
chiralni, ale neobsahuje zadné vhodné chromoforni skupi-
ny (absorbuje zafeni az ve vakuové UV oblasti) a tudiz
rovnéz v bézném ECD nema diferencné-absorpcni pasy.
Nicméné pokud je na povrchu nanocéstic navazéna chiral-
ni molekula cysteinu dochazi ke vzniku indukované chira-
lity a v ECD spektrech jsou signaly’. Pro sledovani enanti-
omerniho zastoupeni forem cysteinu v pfitomnosti nano-
gastic jiz byla pouzita absorpéni spektroskopie®’ a flu-
orescence®. Ob& tyto metody jsou ale na rozdil od ECD
citlivé na pfitomnost achirdlnich latek v systému.

Tato prace se zabyva sledovanim zmén v ECD spek-
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trech nanocastic stfibra modifikovanych D- a L-cysteinem.
Na zaklad¢ proméfenych spekter byla prokézana zévislost
na poméru enantiomerd ve vzorku a statistickymi metoda-
mi byl navrZen postup pro uréeni enantiomerni ¢istoty.

Experimentalni ¢ast

Nanocastice stiibra byly pfipraveny redukci dusi¢na-
nu stfibrného citronanem sodnym. Podrobny postup a cha-
rakterizace jsou uvedeny v literatuie’. Struéné, bylo piida-
no 9,32 mg dusi¢nanu rozpusténého v 1 ml vody a 1 ml
1% roztoku citronanu sodného do 50 ml vrouci vody. Re-
akéni smés byla 15 min vatena. Ziskany zakladni koloidni
roztok byl charakterizovan transmisni elektronovou mikro-
skopii (JEM-3010, JEOL, Japonsko) a UV/vis absorp¢ni
spektrometrii (Varian Cary 400 SCAN, Cary Instruments,
USA). Stfedni primér nanocastic byl asi 45 nm a naméfe-
né absorpéni maximum povrchové plazmonové rezonance
bylo pfi cca 415 nm.

Pro méfeni zavislosti cirkularniho dichroismu na
enantiomernim slozeni byla pfipravena fada roztokd, ve kte-
rych byla konstantni celkova koncentrace cysteinu 1-107*
mol I'', ale pomér D- a L-izomeru byl ménén v rozmezi od
100% D : 0% L, az do 80 % D : 20 % L vzdy s rozdilem
2 % ve slozeni mezi ,,sousednimi* vzorky. Roztoky byly
ziskdny zfedénim zakladniho roztoku nanocéstic stfibra
250 wl do 2 ml a pridanim cysteinu. Ptipravené koloidy
byly dikladné promichany a méfeni bylo provedeno 24 h
poté. Kazdy roztok byl pfipraven dvakrat a spektra byla
primérovana. ECD spektra byla naméfena na spektrome-
tru Jasco J-815 (Japonsko) v kyveté s optickou drdhou
1 cm. Rozsah vinovych délek byl nastaven na 220-600 nm
s krokem 1 nm a rychlosti zdznamu 100 nm min "

Ziskana data byla statisticky zpracovana analyzou
hlavnich komponent (PCA) a metodou ¢aste¢nych nejmen-
Sich ¢tverct (PLS) v programu The Unscrambler (Camo,
Norsko).

Vysledky a diskuse

Meéteny systém mél v ECD spektrech patrné tii ab-
sorpéni pasy. Pozitivni couplet okolo 250 nm a Siroky
pozitivni pas nad 290 nm. Vyvoj spektra s rostoucim po-
mérem L-cysteinu je na nejvyraznéjSim, negativnim pasu
vyznaen Sipkou (obr. 1). Z pohledu absolutni hodnoty
elipticity postupné dochézi ke snizeni absolutni intenzity
maxima aZ do pomé&ru forem D:L = 90:10. Nésleduje mirny
nartst intenzity s vyrazn€jSim posunem celého coupletu
k del$sim vlnovym délkdm. Spektra se tedy neliSila pouze
v intenzit¢ jednotlivych past, ale i jejich polohou. Proto
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Obr. 1. Pruméry méfenych ECD spekter systémii smési D- a L-forem cysteinu
byly pfi interpretaci vysledkll vyuZzity metody vicerozmeér-
né analyzy. 0,30
Ziskana data byla zpracovana pomoci PCA, ze které POl

vyplynulo, Ze variabilita systému je z 99 % popsana po- 0,20 r
moci 2 hlavnich komponent. Prvni hlavni komponenta
(PC1) popisuje variabilitu z 67 % a druha hlavni kompo- 0,10
nenta (PC2) z dalSich 32 %. Z grafu komponentniho skore
(obr. 2) je patrné, ze v rozmezi poméru enantiomerli D:L 0,00
od 100:0 az po 92:8 se méni hlavné PC1, zatimco od po-
méru 90:10 az k 80:20 je zména popséana spise PC2. To by

. y . . ; f -0,10
se dalo interpretovat dvéma mechanismy interakci, které
se uplatiiuji riiznou mérou v zavislosti na sloZeni systému.
Srovname-li graf komponentniho skore a spektralni graf -0,20 ‘ : ‘

220 270 320

komponentnich zatézi (obr. 3), 1ze vycist, ve kterych spek-
tralnich oblastech se vyskytuji pasy majici nejvétsi vliv na
hlavni komponenty. S rostouci PC1, roste ipozitivni pas

PC2
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Obr. 2. Graf komponentniho skére
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Obr. 3. Spektralni graf komponentnich zatézi
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Obr. 4. Predik¢ni chyba v zavislosti na poc¢tu latentnich pro-
ménnych v modelu
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Obr. 5. Kalibraéni graf
Tabulka I
Parametry kalibra¢niho a valida¢niho grafu
Parametr Kalibrace Validace
Smérnice 0,970 0,984
Usek 2,688:10°° 1,552:10°°
Korela¢ni koeficient 0,985 0,968

s maximem u 270 nm a nartst hodnoty PC2 se projevuje
ristem pozitivniho coupletu v oblasti pod 320 nm.

Kalibrace modelu byla déle provedena metodou PLS.
Optimalni hodnota predikéni chyby (minimum na kiivce)
je pro tento systém v pifipadé zahrnuti dvou proménnych
(obr. 4). Pti zapocitani dalSich hlavnich komponent chyba
modelu nartstala a z tohoto diivodu lze predpokladat, ze
dalsi latentni proménné obsahuji spiSe informaci o Sumu
v datech.

Vysledkem PLS byl kalibra¢ni (obr. 5) a validacni
graf dvouvariatniho modelu. Parametry ziskané pro ka-
libraci i validaci jsou shrnuty v tab. L.
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Zavér

Systém obsahujici nanocastice stiibra s primérem
45 nm pripravené redukci dusi¢nanu stiibrného a cystein
o rlizném zastoupeni enantiomernich forem byl studovan
ECD spektroskopii. Byla pozorovana indukovana chirali-
ta nanocastic stiibra, jejiz spektralni projevy jsou citlivé
na zménu v enantiomerni ¢istoté cysteinu navazaného na
povrch nanocastic. Méfenim ECD signalli uvedeného
systému je tudiz mozné stanovit enantiomerni piebytek
cysteinu v relativné nizkych koncentracich (1-107* mol I'").
Pro systém byl navrzen multivariatni kalibra¢ni model,
ktery je schopen s dobrymi parametry predikovat pomeér-
né zastoupeni enantiomerli cysteinu D:L od 100:0 do
80:20.

Autori dékuji za financni podporu grantu GA CR
P206/12/P026.
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Uvod

Inulin je fruktooligosaharid slouzici jako zasobni
latka rostlin ¢eledi hvézdicovitych a zvonkovitych. Je tvo-
fen fruktosovym fetézcem zakoncenym jednou molekulou
glukosy. Jedna molekula polysacharidu inulinu se mutze
skladat aZ ze sto fruktosovych jednotek, nejcastéji vSak
obsahuje dvacet az tiicet jednotek’. Jde o jemny bily pra-
Sek sladké chuti. Lidské t€lo nedokaZe polysacharid inulin
vyuzit, protoze neni §tépitelny amylasou. V soucasné dobé
se uziva jako prebiotikum, jelikoZ je Stépitelny bakteridlni-
mi enzymy stfevni mikroflory a je tedy pro mikrofloru
dobrym zdrojem energie’. Casto se polysacharid inulin pida-
va do potravin pro diabetiky jako nahrazka cukru, protoze
nezvysuje hladinu cukru v krvi’. Mezi jeho nejbohatsi ko-
meréni zdroje patii predev§im ¢ekanka a topinambur. Dale se
polysacharid inulin nach4zi vjamech nebo artycoku, velké
mnozstvi viak najdeme i v cibuli a Gesneku’.

Predkladana prace se zabyva vyvojem metody pro
stanoveni polysacharidu inulinu. Za G¢elem monitorovani

Tabulka I
Pracovni podminky kapalinové chromatografie

obsahu polysacharidu inulinu v potravinach byla optimali-
zovana analytickd metoda uZzivajici ultra-G¢inné kapalino-
vé chromatografie ve spojeni s evaporative light scattering
detektorem (UPLC-ELSD). Metoda je vyvijena
a testovana za pomoci vzorku polysacharidu inulinu izolo-
vané¢ho z topinamburu, poskytnutého vramci projektu
Biorafinace. Soucasti vyvoje analytické metody je i studi-
um stability polysacharidu inulinu pii kyselé hydrolyze.

ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) je
detektor pracujici na bazi méfeni rozptylu svétla. Hlavni
vyhodou detektoru je, ze jde o detektor univerzalni, ma
vysokou citlivost a umoziuje uziti gradientové eluce. Me-
zi jeho dalSi prednosti patii schopnost detekce latek neob-
sahujici chromofor ani fluorofor, je tedy vhodny i pro sa-
charidy a oligosacharidy, fosfolipidy a mastné kyseliny.
Analyzovana latka je nejprve undSena mobilni fazi do
nebulizéru, kde je zmlZzena pomoci inertniho plynu. Déle
pokracuje do evaporacni komirky, kde se mobilni faze
odpati a odvede do odpadu. Vzniklé kapicky méné tékavé-
ho solutu vstupuji do optické komurky, jsou vystaveny
proudu svétla ze zdroje a dochézi k rozptylu. Fotodetektor
zazr;azmenévé odezvu, ktera je pifimo umérnd hmoté so-
lutu™”.

Experimentalni ¢ast

Separace analytl se provadi pomoci ultra-t¢inné ka-
palinové chromatografie (UPLC). Alikvotni podil vzorku
je separovan na koloné Acquity BEH AMIDE a detegovan

Pfistroj
Kolona
Mobilni faze

ACQUITY UPLC™, Waters
ACQUITY, BEH AMIDE (50 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters
A: MeCN : voda s 0,2% triethylaminem* (80 : 20, v/v)

B: MeCN : voda s 0,2% triethylaminem* (30 : 70, v/v)

Gradientova eluce analytl Cas [min]  Pritok A [%] B [%] Curve
[ml min']
initial 0,2 100 0 initial
5 0,2 40 60 6
5,01 0,2 100 0 6
10 0,2 100 0 1
Doba analyzy 1 vzorku 15 min
Objem nastiiku 2l
Teplota kolony 35°C
Teplota autosampleru 10 °C

* Triethylamin byl ptidan z diivodu zlepSeni separace fruktosy a glukosy
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Tabulka IT

Pracovni podminky ELSD

ELSD, Waters Hodnota
Gain 500

Gas 40 Psi
Teplota driftovaci trubice 12 °C

pomoci evaporative light scattering detektoru (ELSD).
Podminky kapalinové chromatografie jsou shrnuty v tab. I
a pracovni podminky pro ELSD v tab. II.

Pomoci techniky UPLC-ELSD byla ovéfena Cistota
polysacharidu inulinu izolovaného z topinamburu a prove-
dena identifikace mono- a disacharidt polysacharidu inuli-
nu, kdy kroztoku polysacharidu inulinu (izolovaného
z topinamburu) o koncentraci 10 mg ml™' v 50% acetoni-
trilu byla pfidana smés standardi mono- a disacharidd
(fruktosy, glukosy a sacharosy) na hlading 0,1 mgml’
50% acetonitrilu. Ukazka identifikace za vyuziti UPLC-
ELSD je na obr. 1.

Pro identifikaci oligosacharidli polysacharidu inulinu
byla vyuzita ultra-0¢innd kapalinovd chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii pomoci analyzatoru
typu Orbitrap (UPLC-Orbitrap MS). Ionizace byla prove-
dena pomoci elektrospreje v negativnim modu. Byly apli-
kovéany optimalizované podminky kapalinové chromato-
grafie pro ELSD. Pomoci UPLC-Orbitrap MS techniky
byly identifikovany prozatim oligosacharidy polysachari-
du inulinu s maximalnim poétem 6 jednotek monosachari-
du fruktosy v fetézci, ktery je zakoncen glukosou. Separa-
ce a identifikace oligosacharidd pomoci UPLC-Orbitrap

Cena Merck 2013

MS je ukédzéna na obr. 2.

Za ucelem zjisténi celkového obsahu mono- a disa-
charidi ve vzorku polysacharidu inulinu a prozkoumani
jeho stability byla provedena kyseld hydrolyza (KH) po-
moci 0,06 M a 6 M HCL. Pfi pouziti 0,06 M HCI dochazi
k ¢astecnému (kaskadovitému) rozstépeni vyse rozvétve-
nych oligosacharidii polysacharidu inulinu (obsahujici 6
avice jednotek fruktosy v fetézci) na oligosacharidy
s mensimi Fetézci a ¢astecné jsou pritomné oligosacharidy
dale Stépeny na monosacharid fruktosu (nartst po KH
05 %) a disacharid sacharosu (nardst po KH o 0,1 %),
v malé mife na monosacharid glukosu. Ukazka chromato-
gramu vzorku po KH je zndzornén na obr. 3.

Naopak pti kyselené hydrolyze polysacharidu inulinu
6 M HCI dochazi k uplnému rozstépeni oligosacharidl na
monosacharidy fruktosu (narist po KH o 96,5 %)
a glukosu (nartist po KH o 2,3 %). Po piepoctu a srovnani
obsahu jednotlivych mono-, di- a oligosacharidi polysa-
charidu inulinu pfed a po KH bylo zjisténo, Ze ve vzorku
polysacharidu inulinu izolovaného z topinamburu jsou
pfitomny oligosacharidy s delSimi fetézci, které vyuzita
technika UPLC-ELSD za danych podminek neni schopna
detegovat.

Zavér

Analytickd metoda UPLC-ELSD byla vyuzita k vy-
voji metody pro stanoveni polysacharidu inulinu. Vyzkum
byl provadén na vzorku polysacharidu inulinu izolovaného
z topinamburu, poskytnutého v ramci projektu Biorafina-
ce. Pomoci ELSD byla uspé$né provedena identifikace
mono- a disacharidi (fruktosy, glukosy, sacharosy) poly-
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Obr. 1. Ukazka chromatogramu — identifikace mono- a disacharidi (1 — fruktosa, 2 — glukosa, 3 — sacharosa) a oligosacharidi (4-20)
polysacharidu inulinu izolovaného z topinamburu, koncentrace 10 mg mI™ v 50% acetonitrilu
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Obr. 2. Ukazky chromatogramii separace oligosacharidii polysacharidu inulinu (izolovén z topinamburu) o koncentraci 10 mg ml™
pomoci UPLC-Orbitrap MS
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Obr. 3. Ukazka chromatogramu vzorku polysacharidu inulinu pied (modfe) a po Kyselé hydrolyze (¢ervené) pii pouziti (A) 0,06
M a (B) 6 M HCI; (1 — fruktosa, 2 — glukosa, 3 — sacharosa)
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sacharidu inulinu. S vyuZitim UPLC-Orbitrap MS byla
uskutecnéna identifikace n€kterych oligosacharidt polysa-
charidu inulinu. Stabilita polysacharidu inulinu byla testo-
vana pomoci kyselé hydrolyzy o riizné sile kyseliny chlo-
rovodikove (0,06 M a 6 M HCI).

Na zéklad¢ dosavadnich poznatkti budou dale zkou-
many moznosti identifikace oligosacharidli polysacharidu
inulinu. V budoucim smétovani projektu bude dale navr-
zen vhodny zplsob kvantifikace polysacharidu inulinu
a provedena validace analytické metody.

Autori dékuji Technologické agentuie CR za financni
podporu v ramci projektu ¢. TE01020080.
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Uvod

Tato prace je zamétena na konstrukci systému elek-
trodovych mérmych cel sintegrovanymi kompozitnimi
pracovnimi elektrodami na bazi uhlikovych filmi a nasled-
nou aplikaci pro stanoveni triclosanu (TCS) (obr. 1), ja-
kozto environmentalniho polutantu. U tohoto systému cel
je kladen diraz na nizkou cenu analyzy a co nejvétsi mobi-
litu vyuzitelnou pfi terénnich métenich.

Triclosan je polychlorovany difenylether s elektro-
chemicky oxidovatelnou hydroxylovou skupinou. TCS je
pouzivan jako antibakteridlni, antifungicidni a biocidni
¢inidlo priddvané do mydel, zubnich past, deodorantd
avneposledni fadé 1 do spotiebitelskych vyrobkl
(ponozky, hragky, lozni pradlo)'. V roce 2008 americka
EPA stanovila maximélni povolené koncentrace a limity
pro pouziti TCS*. Maximalni legislativou povolena hranice
v Ceské republice pro TCS v kosmetickych vyrobcich je
0,3 % (cit.’).

Do pfirody se tato latka dostdvd nejcastéji
v odpadnich vodach domacnosti, pfi¢emz nasledné docha-
zi krozkladu mikroorganismy za vzniku chlorfenolti
a dioxint™. Nékteré dalii studie uvadgji, ze TCS miize ve
vod¢ reagovat s chlorem za vzniku karcinogennich latek,

Tabulka I

jako je 2,4-dichlorfenol, chlorfenol, chloroform a fady
dalgich’.

Hydrofobni TCS se u lidi akumuluje prede-
v§im v tukovych tkanich, matetském mléce, krevnim séru
a vylucuje se mo¢i. V lidském téle je triclosan biodegrado-
van a nasledné¢ vzniklé slouceniny mohou na organismus
pusobit karcinogenné, cytotoxicky a také jako endokrinni
disruptory’. V sou¢asném vyzkumu je sledovano prede-
v§im plsobeni této latky na vodni organismy a celkovy
vodni ekosystém, kde byla prokazana vétsi toxicita a mira
plsobeni nez u suchozemskych organismu.

Ke stanoveni triclosanu v laboratornich podminkach
byly vyvinuty rizné metody. Mezi nejcastéji pouzivané
patii vysokoucinna kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci (HPLC-MS)*’, nasleduji spektralni
metody'” a voltametrické metody'"'%.

Pii elektrochemickych stanovenich TCS a vSeobecné
v environmentalni analyze se vyuziva mnoho druhd pra-
covnich elektrod. Pracovni elektrody maji podobu kovu,
vodivého materialu na bazi uhliku ¢i smési jinych materia-
It s vhodnym pojivem. U téchto elektrod je vyzadovano,
aby jejich obnovitelnost povrchu byla co nejsnazsi, popfi-
padé aby elektroda byla na jedno pouziti. U uhlikovych
elektrod tuto podminku spliiuje uhlikova pastova elektroda
(smés uhliku a pastovaci kapaliny), kde je novy povrch
ziskan otfenim vytladené &asti pasty'>'*. Dnes je ale jiz

OH Cl

Cl Cl

Obr. 1. Strukturni vzorec triclosanu

Piehled kombinaci materialii testovanych pro pfipravu uhlikovych kompozitnich filmovych pracovnich elektrod

Typ uhliku Polymer (pojivo) Rozpoustédlo

w (90 %, 80 %) w (10 %, 20 %) V(0,5 ml)

grafit / skelny polystyren dichlorethan / toluen

grafit / skelny parafin rozpousténi teplem (100 °C)

grafit / skelny PMMA ethylacetat

grafit / skelny polykarbonat toluen / aceton / dichlorethan

grafit polyuretan aceton / cyklohexan

grafit chloroprenovy kaucuk aceton / ethylacetat / cyklohexan /
toluen / benzin

grafit / skelny epoxidova pryskyftice aceton (1 ml)

grafit / skelny polyvinylchlorid tetrahydrofuran (1 ml)
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bézny i druhy pfistup, vyuzivany zejména u sitotiskovych
elektrod, kdy uhlikovy inkoust je pfimo natiStén na kera-
mické ¢i plastové desticce a diky nizké cené takovéto elek-
trodové sady je mozné pro kazdé stanoveni pouzit sadu
novou'>'®.

Nedéavno navrzené uhlikové filmové elektrody spojuji
vlastnosti predeslych dvou elektrod. Tyto elektrody jsou
tvofené uhlikovym filmem nanesenym na béznou pevnou
elektrodu, ktera zde funguje pouze jako vodi¢. Obnoveni
povrchu je provadéno setfenim starého a nanesenim nové-
ho uhlikového filmu'’.

Kompozitni uhlikové elektrody predstavuji rovnéz
smés uhliku, pojiva a v nékterych typech kompoziti je
pridavano i tékavé rozpoustédlo. Pojivem neni kapalina,
ale pevnd nevodiva latka (nejcastéji polymer). Po rozpus-
téni polymeru, smichani s uhlikem a odpafeni rozpousté-
dla se ziské tuh4 elektroda'™".

7 wr

Experimentalni ¢ast

Voltametrickd méteni hexakyanozeleznatanu drasel-
ného byla provadéna na pfistroji Eco-Tribo polarograf
(3M KCI, Eco-Trend Plus, Ceska republika) ovladanym
programem  Polar Prov. 5.1.  Voltametricka  méfeni
triclosanu byla provadéna na pfenosném miniaturizova-
ném potenciostatu PalmSens (PalmSens, Nizozemi).

Voltametrickd méfeni probihala v tfielektrodovém
zapojeni. Jako referencni elektroda byla pouZita elektroda
argentchloridova (ECO-Trend, Ceska republika) a pomoc-
nou elektrodou byl platinovy dratek. Pracovnimi elektro-
dami byly zkonstruované uhlikové kompozitni filmové
elektrody.

Pro vyrobu elektrod byly pouzity dva druhy uhliku:
grafitovy prasek CR-2 (Grafit Tyn, Ceskd republika)
a skelny uhlik 0,4—12 mikronti (Alfa Aesar, USA). Jako
pojivo byly testovany polymery: polystyren (obalovy ma-
terial), polymethylmethakrylat (PMMA), polykarbonat
(obalovy materidl), polyuretan (Chemoprén), chloropreno-
vy kaucuk (Alkaprén 50), epoxidova pryskytice (Epoxy
512), polyvinylchlorid (obalovy material) a rovnéz para-
fin. K rozpusténi polymert byla pouzita vhodna rozpous-
tédla Cistoty p.a. (viz tab. I).

Zasobni roztok triclosanu (>97%, Sigma Aldrich,
USA) o koncentraci 1-10* mol dm byl pfipraven rozpus-
ténim prislusného mnozstvi dané latky v methanolu (p.a.,
Merck, Némecko). Brittontiv-Robinsontv pufr byl pfipra-
ven smisenim dvou zékladnich roztokti. Prvnim roztokem
byl vodny roztok hydroxidu sodného (p.a., Penta, Ceska
republika) o koncentraci 0,2 mol dm™ a druhym roztokem

Tabulka II
Rozsah potencialovych oken pracovnich elektrod

Cena Merck 2013

byl smésny roztok kyseliny fosfore¢né (p.a., 85%, La-
chema, Ceska republika), kyseliny borité (p.a., Lachema,
Ceské republika) a kyseliny octové (p.a., 99%, Lach-ner,
Ceska republika), kazdé o koncentraci 0,04 mol dm™. Jako
posledni byl pfipraven roztok hexakyanozeleznatanu
draselného (p.a., Lachema, Ceska republika) o koncen-
traci 1-10° mol dm ve vodném roztoku chloridu drasel-
ného draselného (p.a., Lachema, Ceska republika) o kon-
centraci 1 mol dm.

Pti méfeni cyklickych voltamogramti hexakyanoze-
leznatanu draselného byla zvolena rychlost polarizace 100
mV s~ Pii méfeni diferenénich pulznich voltamogrami
(DPV) TCS byly na elektrodu vkladany pulzy o amplitudé
50 mV a iice 0,1 s, pti rychlosti polarizace 20 mV s

Vysledky a diskuse
Optimalizace sloZeni filmové elektrody

Inkoust pro vyrobu integrované uhlikové kompozitni
pracovni elektrody byl slozen ze tii zakladnich slozek,
které vyrazné ovliviluji vlastnosti vzniklé elektrody. Prvni
slozkou byl uhlik, fungujici jako vodivy ¢len. Druhou
slozkou byl polymer, jakoZto nevodivé pojivo a tfeti sloz-
kou bylo tékavé rozpoustédlo zajistujici rozpusténi poly-
meru.

U vytvotrenych kompozitnich filmovych elektrod byla
zkoumadna: pfilnavost k riznym materidlim (sklo, poly-
propylen, teflon, hlinikova folie), tvorba prasklin po za-
schnuti, doba zasychani elektrodové smési a elektricky
odpor pevné elektrody.

Vzniklé pevné elektrody, kde byl pouzit grafit, proka-
zovaly po zaschnuti pfilnavost ke vSem materialiim. Elek-
trody ze skelného uhliku neprokézaly prilnavost pouze ke
sklenénému povrchu. Problémy s tvorbou prasklin nebyly
pozorovany.

Z dalsich méfeni byly nékteré kombinace materiald
vylouceny kvili obtizné pfipravé inkoustu ¢i manipulaci
snim — to se tyka inkoustd, kde byl pouzit jako pojivo
parafin, epoxid, polyvinylchlorid (dlouha doba zasychani)
a chloropren (Spatna rozpustnost chloroprenu). Elektrodo-
vy material na bazi polyuretanu byl vyloucen vzhledem
k vysokému elektrickému odporu.

Zkoumani elektrochemickych vlastnosti pracovni
elektrody

Nevytazené elektrodové smési byly nasledné integro-
vany ve formé kompozitniho filmu do mérné polypropyle-

Typ elektrody pH 2

pH7

pH 12

—1000 az 1200 mV
—1000 az 1100 mV

Grafit + polystyren
Grafit + polykarbonat

—1000 az 1100 mV
—1000 az 1000 mV

—800 az 1000 mV
—800 az 1000 mV
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nové cely. V téchto celach byly zkoumany elektrochemic-
ké vlastnosti, konkrétné opakovatelnost méteni, reverzibi-
lita elektrochemické reakce v systému K4[Fe(CN)] v KCI
a rozsah potencidlového okna v Brittonové-Robinsonové
(BR) pufru o pH = 2, 7 a 10. Béhem méfeni cyklickych
voltamogrami bylo zjisténo, ze smési, kde byl pouzit skel-
ny uhlik vkombinaci s libovolnym pojivem a grafit
s PMMA, neprokazuji dostateCnou miru opakovatelnosti
vysledki a nizkou reverzibilitu probihajici reakce.
Z tohoto divodu byly tyto kombinace materialti z dal§ich
méteni rovnéz vylouceny. Proméfené rozsahy Sitky poten-
cialového okna zbylych elektrodovych smési jsou uvedeny
v tab. IL.

Optimalizace pH prostfedi

Vliv pH na chovani triclosanu pii DPV na integrova-
nych uhlikovych kompozitnich elektrodach v systému
mérnych cel byl sledovan v prostfedi BR pufru o hodnoté
pH 2 az 12 s methanolem v poméru 90:10 (V/V). Koncen-
trace zasobniho roztoku TCS byla 1-10* mol dm ™. Namg-
fené voltamogramy na jednotlivych elektrodach jsou zob-
razené na obr. 2.

Jak bylo zjisténo, TCS poskytuje pii vSech métenych
hodnotach pH dobie vyvinuty pik, jehoz poloha se na
obou elektrodach se zvySujicim pH prostfedi posouva
smérem k niz§im hodnotam potencialu. V oblasti, kde je
triclosan disociovan, tedy pii pH vy$§im nez 8, se potenci-
al pikd neméni. Z hlediska vysky piklii se chovani obou
elektrod lisi. U polystyrenové elektrody je v oblasti kyse-
Iych a neutralnich pH vyska pikd konstantni; v zasaditém
prostiedi dochazi poté k poklesu vysky piki. U polykarbo-
natové elektrody se s rostouci hodnotou pH hodnota prou-
du piki linearné zvysuje az do hodnoty pH 7, kde dochazi
ke zlomu a naslednému klesani. Velikost proudu pozadi
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a Sumu je konstantni. Po spojeni pfedeSlych zjisténi bylo
jako optimalni prostiedi pro méfeni zvoleno pH 7.

Vliv methanolu na pracovni elektrodu

Vliv obsahu methanolu na testované pracovni elektro-
dy byl zkouman v roztoku TCS o koncentraci 1-10°*
mol dm™. Obsah methanolu v roztoku se ménil v rozmezi
1 az 50 %. Nameérené voltamogramy ziskané na obou ty-
pech elektrod jsou zobrazeny na obr. 3a,b.

Z vysledkti méteni je patrné, ze az do 20% obsahu
methanolu v roztoku o pH 7 lze ziskat méfitelnou odezvu
v podobé vyhodnotitelného signalu. Pfi vy$Sim obsahu
dochazi pravdépodobné k poskozeni elektrody. Pfi niz§ich
obsazich methanolu poskytuje nejvyssi odezvu 10% roz-
tok. Pro dalsi méfeni byl proto zvolen optimalni pomér
pufru o pH 7 a methanolu 9:1 (V/V).

Ovéfeni moznosti akumulace triclosanu

Bylo zkoumano, jak intenzivni je interakce mezi pra-
covni elektrodou a roztokem triclosanu a zda tento efekt
umoziuje ptipravu vzorkd do mémé cely pfed samotnym
méfenim ¢i zda je moZnost zvysit citlivost stanoveni po-
moci akumula¢niho kroku.

Mg¢fteni byla provadéna v celdch v nemichaném rozto-
ku triclosanu o koncentraci 1-10™* mol dm™ ve zvoleném
prosttedi o pH 7 pfi poméru pufru a methanolu 9:1 (V/V).
Odezva proudu piku na dobé akumulace byla méfena
v ¢ase 5, 10, 15, 20 a 30 minut (obr. 4). U elektrody na
bazi polystyrenu s asem akumulace rostl kontinualné
i proud piku, az do 10 min. Poté doSlo k poklesu a proud
s Casem zustal neménny. Tento fakt ukazoval na moznost
vyuziti akumulace ke zvySeni citlivosti, ovSem pfi promé-
fovani koncentracni zavislosti bylo zjisténo, Ze hodnoty
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Obr. 2. DP voltamogramy 1-10~* mol dm™ TCS. M&teno v prostiedi BR pufru s methanolem v poméru 90:10 (¥/¥) o pH odpovidajici-
mu ¢islu kiivky. (a) filmova elektroda na bazi polystyrenu, (b) filmova elektroda na bazi polykarbonatu
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Obr. 3. DP voltamogramy 1-10~ mol dm™ TCS. Méfeno na (a) filmové elektrodé na bazi polystyrenu, (b) filmové elektrodé na bazi
polykarbonatu v prostfedi BR pufru pH 7 s methanolem, jehoZ obsah je uveden u jednotlivych kiivek
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Obr. 4. Graf zavislosti proudu piku 1-10™* mol dm™ TCS na dobé akumulace. Mé&feno metodou DPV na (a) elektrodé na bazi polysty-
renu, (b) elektrodé na bazi polykarbonatu v prostiedi BR pufru o pH 7 s methanolem v poméru 9:1 (V/V)

proudu pfi akumulaci nejsou linearni funkei koncentrace
TCS. Z tohoto diivodu nebyl pro dalsi méfeni akumulacni
krok zatazen. U elektrody na bazi polykarbonatu byly
hodnoty proudu piku na dobé akumulace nezévislé. Hod-
noty vySky piku oscilovaly v rozmezi + 1,5 pA.

Koncentra¢ni zavislosti
Koncentracni zavislosti triclosanu byly promeéteny

v rozsahu 1-10* az 1-10°° mol dm™ (polystyren) a 1-10™*
az 2-10° mol dm™ (polykarbonat) v prostfedi BR pufru
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o pH 7 s methanolem v poméru 9:1 (V/V). Na obr. 5 jsou
uvedeny kalibra¢ni pfimky v celém méfeném rozsahu.
Parametry kalibrac¢nich pfimek pro stanoveni triclosanu
pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie jsou uvedeny
v tab. III. Zavislost je v méfeném rozsahu linearni. Opako-
vatelnost méfeni byla vyjadfena relativni smérodatnou
odchylkou RSD = 5,8 % (polystyrenova elektroda) a RSD
= 2,4 % (polykarbonatova elektroda) pro 5 opakovanych

[y
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Tabulka III

Cena Merck 2013

Vybrané parametry koncentracnich zavislosti triclosanu méfené pomoci DPV na pracovnich elektrodach s riznym typem

pojiva v prostfedi BR pufr 7 — methanol (9:1, V/V)

Typ elektrody c Smérnice Usek R’ LOD LOQ

[mol dm ] A dm’ mol™! A10°° [mol dm™] [mol dm ]
polystyren 1-110%-1-10° 0,21 1,16 0,9927 0,49-10°° 1,64-10°°
polykarbonat 1-10*-2-107° 0,16 0,39 0,9731 0,25-10° 0,85-10°°

20
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Obr. 5. Kalibraéni zavislost proudu DPV piku na koncentraci roztoku triclosanu v prostfedi BR pufru o pH 7 s methanolem
v poméru 9:1 (V/V). (a) polystyrenova elektroda, (b) polykarbonatova elektroda

Zaveér

V této praci byla zkonstruovana polypropylenova
mérma cela sdvéma typy integrovanych kompozitnich
elektrod na bazi uhlikovych filma. Na obou téchto elektro-
dach bylo prostudovano voltametrické chovani systému
hexakyanozelezitan/hexakyanozeleznatan a environmen-
talniho polutantu triclosanu, rozsah potencidlového okna,
pH zavislosti, vliv obsahu methanolu v roztoku na opako-
vatelnost vysledkii, moznost akumulace na elektrodée
a kalibracni zavislosti za optimalnich podminek s uréenim
mezi detekce a stanovitelnosti.

Pti porovnani naméfenych mezi detekce a stanovitel-
nosti na obou elektroddch s méfenimi provadénymi na
uhlikové pastové elektrodd 2 bylo zjisténo, Ze ziskané
hodnoty jsou srovnatelné. V pripadé stanoveni TCS mo-
hou nové zkonstruované elektrody konkurovat konven-
¢nim uhlikovym pastovym elektrodam.

Dale je mozné fici, ze integrace elektrod do malé
polypropylenové cely poskytuje z hlediska analytické che-
mie potencial pro Siroké komercni pouziti. Vyvinuta cela,
ktera je primarn¢ zaméfena na terénni meteni, poskytuje
spolehlivé vysledky prokazujici jeji vhodnost pro tento
zamér. Pii spojeni systému obsahujiciho nékolik desitek

s251

mérnych cel zapojenych v sérii s pfenosnym potenciosta-
tem ziskavame mobilni mérné zafizeni malych rozméri,
které pfi monitorovacich métenich nebude zatéZovat Zivot-
ni prostfedi, bude vyzadovat malé mnozstvi vzorku pro
analyzu a zaroven naklady na jednu analyzu se dostanou
na témét zanedbatelnou cenu ve srovnani s komeréné pou-
zivanymi laboratornimi pristroji.

Tato prdce byla financné podporend Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt MSM
0021620857) a Technologickou agenturou CR (projekt
TA01020565).

LITERATURA

1. Dann A. B., Hontela A.: J. Appl. Toxicol. 31, 285

(2011).

U. S. Enviromental Protection Agency, Triclosan -

Occupational and Residential Exposure Assessment,

Washington, DC, 2008. http://oehha.ca.gov/prop65/

public_meetings/052909coms/triclosan/ciba9.pdf,

stazeno 20.6.2013.

. Ministerstvo zdravotnictvi CR, 26/2001 Sb. (prosinec
2012) http://www.pravnipredpisy.cz/predpisy/

2.



Chem. Listy 107, s247-s252 (2013)

10.
11.

ZAKONY/2001/026001/Sb_026001_.php, staZzeno
20.6.2013.

. Singer H., Muller S., Tixier C., Pillonel L.: Environ.

Sci. Technol. 36, 4998 (2002).

Lee D. G., Zhao F., Rezenom Y. H., Russell D. H.,
Chu K.-H.: Water Res. 46, 4226 (2012).

Rule K. L., Ebbett V. R., Vikesland P. J.: Environ.
Sci. Technol. 39, 3176 (2005).

. Bedoux G., Roig B., Thomas O., Dupont V., Le Bot

B.: Environ. Sci. Poll. Res. 79, 1044 (2012).

Shen J. Y., Chang M. S., Yang S.-H., Wu G. J.: L.
Sep. Sci. 35,2544 (2012).

Ou X., Hu Y., Zhu B.: Huanjing Huaxue 37, 909
(2012) cf. Chem. Abstr157:336841.

DulL., Li M., Jin Y.: Pharmazie 66, 740 (2011).
Fotouhi L., Shahbaazi H. R., Fatehi A., Heravi M. M.:
Int. J. Electrochem. Sci. 5, 1390 (2010).

s252

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Cena Merck 2013

Safavi A., Maleki N., Shahbaazi H. R.: Anal. Chim.
Acta 494, 225 (2003).

Svancara 1., Vytras K., Barek J., Zima J.: Crit. Rev.
Anal. Chem. 37,311 (2001).

Zima J., Svancara I., Barek J., Vytras K.: Crit. Rev.
Anal. Chem. 39, 204 (2009).

Renedo O. D., Alonso-Lomillo M. A., Martinez M. J.
A.: Talanta 73,202 (2007).

Falciola L., Pifferi V., Mascheroni E.: Electroanalysis
24,767 (2012).

Yosypchuk B., Barek J., Fojta M.: Electroanalysis /86,
1126 (2006).

Navratil T., Barek J.: Crit. Rev. Anal. Chem 39, 131
(2009).

Navratil T.: Curr. Org. Chem. 15, 2996 (2011).

Mala P.: Bakalarskad prdce. Univerzita Karlova v Pra-
ze, Praha 2012.



Chem. Listy 107, s253-s256 (2013)

Cena Merck 2013

SEPARACIA ENANTIOMEROV NEDERIVATIZOVANYCH AMINOKYSELIN

METODOU HPLC

JAKUB MORAVCIK a KATARINA
HROBONOVA

Ustav analytickej chémie, Fakulta chemickej

a potravinarskej technologie, Slovenska technicka univer-
zita, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
moravcikjakub@gmail.com

Uvod

Aminokyseliny predstavuju vel'mi doélezita skupinu
latok, ktoré st pritomné v zivych organizmoch. Tieto zlu-
ceniny maji vyznamné postavenie v metabolizme
a zarovenn plnia funkciu zékladnych stavebnych zloziek
peptidov a proteinov. Bielkoviny pozostdvajlii z o-amino-
kyselin, ktoré su rovnako ako d’alSie biologicky aktivne
latky tvorené chiralnymi molekulami'. Ked’ze chiralitu
mozno povazovat za zakladnu vlastnost’ zivej hmoty, ste-
reoselektivne posobenie opticky aktivnych zlicenin sa
v podstatnej miere Studuje uz viac ako polstorocie. Naj-
vdcsi vyznam odliSného sprdvania sa enantiomérov sa
pozoruje u lie¢iv. Stidium chirality sa v su¢asnosti dosta-
va do velkej pozornosti aj v priemysle agrochemikalii
apri stanoveni enantiomérneho zastipenia jednotlivych

Tabul’ka I

zloziek potravin®. V tejto problematike zohravaju délezita
ulohu chromatografické a elektromigracné metoédy. Okrem
ich vyuzitia pri chirdlnych separaciach sa Casto aplikuji
pri skimani interakcii optickych izomérov s inymi chiral-
nymi alebo nechirdlnymi molekulami. Tieto metddy sa
tiez uplatiuji pri kvalitativnej a kvantitativnej analyze
opticky aktivnych latok v réznych matriciach®.

Predkladana praca sa zaobera separaciou enantiomé-
rov nederivatizovanych aminokyselin. Enantioseparacie
boli realizované metodou chiralnej vysokotcinnej kvapali-
novej chromatografie (HPLC) s vyuzitim chiralnych sta-
cionarnych faz (CSF) na baze derivatov cyklofruktanu
(izopropylkarbamét  cyklofruktdnu 6  a R-naftyletyl-
karbamat cyklofruktanu 6).

Experimentalna cast’

Separacie enantiomérov aminokyselin boli realizova-
né kvapalinovym chromatografom pozostavajucim z vyso-
kotlakového cerpadla Delta Chrom SDS 158, davkovacie-
ho ventilu Rheodyne (objem slucky 20 ul), chromatogra-
fickej kolony IP-CF6 (250 x 4,6 mm I.D., 5 um), chirédl-
nym selektorom bol izopropylkarbamat cyklofruktanu 6
a kolony RN-CF6 (250 x 4,6 mm L.D., 5 um), chirdlnym

Hodnoty retenénych faktorov a rozliSovacich faktorov vybranych racemickych zmesi nederivatizovanych aminokyselin
pouzitim IP-CF6 CSF pre rozne zlozenia mobilnej fazy. Chromatografické podmienky: stacionarna faza IP-CF6, mobilna
faza metanol/acetonitril/kyselina octova/trietylamin, detekcia UV (Amax = 210 nm), prietok mobilnej fazy 0,8 ml min ™",

davkovany objem 20 pl, teplota kolony 23 °C

MEOH/MeCN/HAC/TEA (v/v/viv)

Latka 50/50/0,3/0,2 65/35/0,3/0,2 75/25/0,3/0,2 85/15/0,3/0,2

k; ks R; ki k, Rj; ki k, Rj; ki k, R;
D,L-Phe 0,91 1,03 0,49 0,48 0,54 0,39 0,27 0,35 0,36 0,25 0,32 0,35
D,L-Met 0,87 0,98 0,58 0,69 0,77 0,49 0,48 0,56 0,46 0,43 0,50 0,41
D,L-Trp 0,88 0,98 0,56 0,47 0,52 0,42 0,25 0,31 0,30 0,23 0,29 0,30
D,L-AABA - - - 0,46 0,52 0,67 0,50 0,56 0,54 0,43 0,48 0,54
D,L-Nle - - - - - - 0,36 0,42 0,86 0,35 0,41 0,70
D,L-Leu 0,24 0,37 0,69 0,48 0,55 0,74 0,32 0,41 1,13 0,28 0,34 1,22
D,L-Ala 0,47 - - 0,78 0,84 0,72 0,80 0,87 0,68 0,73 - -
D,L-Val - - - - - - 0,32 0,36 0,54 0,29 - -
tym (min) 4,09 4,11 4,66 4,50
Vyznam  jednotlivych  skratick: D,L - Phe = D, L-fenylalanin D,L - Met = D,L-metionin;
DL - Trp = D,L-tryptofan, D,L - AABA = kyselina D,L-aminomaslova; D,L — Nle =

D,L-norleucin; D,L — Leu = D,L-leucin; D,L. — Ala = D,L-alanin; D, — Val = D,L-valin
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Tabulka IT

Hodnoty reten¢nych faktorov a rozliSenia vybranych racemickych zmesi analytov pri roznych teplotach kolony. Chromato-
grafické podmienky: staciondrna fiza IP-CF6, mobilna fdza metanol/acetonitril/kyselina octova/trietylamin (75/25/0,3/0,2,
vIVIVIY), detekcia UV (Amax = 210 nm), prietok mobilnej fazy 0,8 ml min™', davkovany objem 20 pl, teplota kolony 540 °C

Latka D.L-AABA D.L-Phe

£ (°C) k, ks R; ky ky R;

5 0,82 0,88 1,02 0,45 0,54 1,21
10 0,80 0,86 0,77 0,80 0,86 0,77
20 0,66 0,71 0,70 0,39 0,44 0,57
30 0,57 0,61 0,63 0,35 0,38 0,60
40 0,54 0,57 0,57 033 0,35 0,46
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam separacie racematu aL-formy metioninu ziskany pomocou spektrofotometrického (A)
a polarimetrického (B) detektora; Chromatografické podmienky: stacionarna faza IP-CF6, mobilna fdza metanol/acetonitril/kyselina
octova/trietylamin (85/15/0,3/0,2, v/v/v/v), detekcia UV (Ana = 210 nm), polarimetricka, prietok mobilnej fazy 0,8 ml min'; davkovany
objem 20 pl, teplota kolény 0 °C
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selektorom bol R-naftyletylkarbamat cyklofruktdnu 6, a
termostatu kolon Incos LCT 5100. Na detekciu eluova-
nych latok sa pouZzil spektrofotometricky detektor
(Knauer) (chromatogramy boli zaznamenané pri vlnovej
dizke Aoy = 210 nm) a polarimetricky detektor (Chiralyser
IBZ Messtehnik) v on-line zapojeni, ¢co umoznilo sledovat
a kontrolovat’ poradie enantiomérov. Separacie boli usku-
tocnené v polarno-organickom modde, pricom mobilnou
fazou bola zmes metanolu a acetonitrilu s pridavkom kyse-
liny octovej a trietylaminu v réznom pomere.

Vysledky

Na enantioseparacie jednotlivych latok nevplyva iba
typ pouzitej chromatografickej kolony, ale aj zloZzenie
mobilnej fazy. Jednym z experimentalnych cielov bolo
testovanie roznych koncentracii metanolu (obj.%)
v eluente. NajucinnejSia separacia Studovanej skupiny
analytov sa dosiahla pouZitim CSF s chirdlnym selektorom
na baze izopropylkarbamatu cyklofruktanu 6 (IP-CF6)
amobilnej fazy zlozenia metanol /acetonitril/kyselina
octové/trietylamin (75/25/0,3/0,2, v/v/v/v). Hodnoty rozli-
Sovacicho faktora pri tomto zloZeni eluentu boli
v intervale 0,30-1,13. Najvyssie hodnoty rozliSovacieho
faktora boli sice dosiahnuté pri mobilnej faze metanol/
acetonitril/kyselina octovéa/trietylamin (50/50/0,3/0,2, v/v/
v/v), avSak pouzitim eluentu tohto zloZenia sa separovali

Cena Merck 2013

enantioméry iba niektorych aminokyselin. Tabulka I su-
marizuje vysledky ziskané testovanim jednotlivych mobil-
nych faz.

Dalgim délezitym parametrom, ktory vplyva na reten-
ciu a separaciu optickych izomérov je teplota kolény. Sti-
dium vplyvu teploty bolo uskuto¢nené v rozsahu od 5 °C
do 40 °C. V tabulke II su uvedené hodnoty retenénych
arozliSovacich faktorov vybranych analytov (racematy
kyseliny aminomaslovej a fenylalaninu) pri ré6znych teplo-
tach kolony. Zuvedenych vysledkov vyplyva, ze
s rastiicou teplotou kolony klesala retencia separovanych
enantiomérov. Najvyssie hodnoty rozliSenia sa dosiahli pri
teplote 5 °C.

Vyznamnym faktorom pri chirdlnych separaciach je
eluéné poradie enantiomérov, ktoré sa urcilo porovnanim
eluénych charakteristik enantiomérnych foriem v racemate
a L-formy Studovanych aminokyselin. Pri vSetkych latkach
eluoval z kolony ako prvy v poradi L-enantiomér (nizSia
hodnota reten¢ného faktora). Chromatografické zaznamy
separacie racematu a L-formy metioninu ziskané pomocou
spektrofotometrického a polarimetrického detektora su
znazornené na obr. 1.

Vhodné podmienky pre chirdllnu HPLC separaciu
aminokyselin (staciondrna fza IP-CF6, mobilna fiza metanol/
acetonitril/kyselina octova/trietylamin (75/25/0,3/0,2, v/v/v/v)
sa pouZzili na analyzu D,L-metioninu v redlnej vzorke vy-
zivového doplnku. Na obr. 2 s zndzornené chromatogra-
fické zdznamy vzorky a D,L-metioninu. Na zéklade porov-
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Obr. 2. Chromatografické zaiznamy separacie enantiomérov metioninu v realnej vzorke (A) a D,L-metioninu (B); Chromatografické
podmienky: stacionarna faza IP-CF6, mobilna faza metanol/acetonitril/kyselina octova/trietylamin (75/25/0,3/0,2, v/v/v/v), detekcia UV
(Amax = 210 nm) a polarimetricka, prietok mobilnej fazy 0,8 ml min"', davkovany objem 20 pl, teplota kolény 0 °C
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nania elu¢nych charakteristik sa vo vzorke da predpokla-
dat’ pritomnost’ racematu metioninu, ktora je deklarovana
aj vyrobcom. Hmotnostnd koncentrdcia L- aD-
enantiomérnej formy metioninu bola 4,1 pg v 1 g pripravku
(RSD £ 5%, n = 3). Medza detekcie a medza stanovitel’-
nosti metddy so spektrofotometrickou detekciou boli pre
metionin 0,5 a 1,5 ug ml™". Kalibra¢na &iara (zavislost’
plochy piku od koncentracie metioninu) bola linearna
v rozsahu koncentracii 1,5-10 ug ml .

Zaver

Na $tadium enantioseparacii nederivatizovanych ami-
nokyselin sa pouzila metdda chirdlnej HPLC s vyuzitim
cyklofruktanového chiralneho selektora (IP-CF6) v polar-
no-organickom separa¢nom mode. NajvhodnejSou mobil-
nou fazou bola zmes metanol/acetonitril/kyselina octova/
trietylamin (75/25/0,3/0,2, v/v/v/v). Na kontinualne sledo-
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vanie elu¢ného poradia enantiomérov sa vyuzila spektro-
fotometricka a polarimetricka detekcia v on-line zapojeni.
Vhodné podmienky pre chirdlne HPLC separacie Studova-
nych aminokyselin boli aplikované na separaciu enantio-
mérov racemickej zmesi D,L-metioninu v redlnej vzorke.

Autori dakuju za podporu grantu ¢. 1/0164/11 Vedec-
kej grantovej agentury Ministerstva Skolstva SR
a Slovenskej akadémie vied.
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A ENANTIOMERU TROGEROVY BAZE
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Uvod

Cyklicky oligosacharid slozeny ze sedmi o-D-
glukopyranosovych jednotek se nazyva [-cyklodextrin
(B-CD) aje vhodnym hostitelem pro vznik pevnych in-
kluznich komplext s fadou sloucenin, pfedevsim organic-
kych latek lipofilniho charakteru'?. Mezi pifhodné hosty
patii napiiklad Trogerova baze (TB), nazev dle IUPAC
(£)-2,8-dimethyl-6H,12H-5,11-methanodibenzo[b,f][1,5]
diazocin, ¢i jeji derivaty, které predstavuji velky potencial
v supramolekularni chemii**, nebot’ jsou diky tvorbé rigid-
nich chirdlnich struktur schopny specificky interagovat
s fadou analytd. Nejcastéjsi pomeér hostitel:host je 1:1
(cit."). Silu interakce hosta s hostitelem ve vzniklém kom-
plexu lze ¢iseln€ vyjadfit konstantou stability. Tuto kon-
stantu Ize uréit mnoha analytickymi technikami®~.

Predkladand prace prezentuje stanoveni podminénych
konstant stability komplexti B-cyklodextrinu s enantiomery
Trogerovy baze ve vodném prostiedi pfi rizném pH po-
moci kapilarni elektroforézy (CE), nuklearni magnetické
rezonance (NMR), elektronové spektroskopie cirkuldrniho
dichroismu (ECD) a molekulové absorpéni spektroskopie
v ultrafialové oblasti (UV).

Experimentalni ¢ast

Analyza vzorku 1 mmol I"' TB kapilarni elektroforé-
zou byla provadéna na piistroji Agilent G1600A (Agilent
Technologie, Svycarsko) vybavenym zafizenim Agilent
interface 35900E, zaznamendvana vlnova délka byla
207 nm, napéti vloZené na kapiléru pfi elektroforéze bylo
20 kV. Pouzitd kfemenna kapilara méla vnitini prameér
75 pm a efektivni délku 50 cm. Analyza vzorku TB byla
provedena za pouziti elektrolyti opH 2,5 (20 mmol I
fosfatovy pufr) v koncentra¢nim rozsahu ¢(-CD) = 0, 3,
6,9, 12 a 15 mmol I"'. Mé&feni byla dvakrat opakovéana.

NMR analyza byla provddéna na NMR spektrometru
Mercury Plus 300 (Varian, USA). Vzorky obou enantio-
merd TB, (+)-TB, o koncentracich 1 mmol I"' byly titrové-
ny roztokem 14 mmol I"' B-CD o pH 2,5, 7, 11 (20 mmol I"*
deuterovany fosfatovy pufr) a bez upravy pH. Koncentrace
(£)-TB v titraénim ¢inidle byla rovna koncentraci (+)-TB
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v titrovanych roztocich, aby nedochazelo k fedéni systému
beéhem titrace. Objemy celkem deseti titracnich piidavka
byly zvoleny tak, Ze rozmezi ekvivalenti B-CD ku (+)-TB
bylo 0 az 6,7. Méfeni byla jednou opakovana. UV spektro-
skopicka méfeni byla provadéna na pfistroji CARY 50
(Varian, USA), ECD spektroskopickd méteni byla prova-
déna na pfistroji pro méteni cirkularniho dichroismu J-810
(Jasco, Japonsko) na Ustavu fyziky améfici techniky
VSCHT Praha. Méfeni byla provadéna v kyveté s délkou
kyvetového prostoru 1cm vrozsahu 220 az 420 nm
skrokem 1nm. Analyty (+)-TB o koncentracich
0,5 mmol I'" byly titrovany roztokem 14 mmol I"' B-CD
o pH 2,5 (mmol "' fosfatovy pufr) a bez upravy pH, kon-
centrace (£)-TB v titracnim Cinidle byla rovna koncentraci
(+)-TB v titrovanych roztocich, aby nedochézelo k fedéni
systému béhem titrace. Bylo provedeno deset titracnich
pridavkd v rozmezi 0 az 9,3 ekvivalentll B-CD ku (+)-TB.
Me¢feni byla provadéna jednou.

Za ptedpokladu  vzniku komplexu TB sf3-CD
v poméru 1:1 muze byt k vypocteni podminéné konstanty
stability komplexu vyuZito zmén elektroforetickych mobi-
lit, které jsou zpusobeny piidavkem CD do elektrolytu pii
provadeéni kapildrni elektroforézy, ddle zmén chemickych
posuntt sledovanych pti NMR, zmén absorbanci sledova-
nych pfi UV spektroskopii ¢i zmén elipticit sledovanych
pri ECD spektroskopii. Posledni tfi jmenované zmény jsou
zplsobeny pridavkem B-CD do analytu béhem titrace.

Metody pro vypocet podminénych konstant stability
pro komplexy B-CD aenantiomerii TB jsou popsiny
v literatuie”®.

Podminéna konstanta stability je popsana rovnici (1):

K=[C)[G]*[H] (1)
kde K predstavuje podminénou konstantu stability kom-
plexu, [C] je koncentrace komplexu, [G] a [H] jsou kon-
centrace volné TB, resp. volného 3-CD.

Vliv ptidavku CD v analytu pfi méfeni pomoci NMR,
UV a ECD spektroskopie je popsan rovnici (2):
2

X

teor

=ﬁ(c6—[C])+xcm
C,

G Ce

kde xor pfedstavuje teoretickou hodnotu sledované velici-
ny (chemicky posun (NMR), absorbance (UV) nebo elipti-
cita (ECD)), x je hodnota sledované veli¢iny bez pfidavku
B-CD, cg je celkova koncentrace TB, xc je hodnota sledo-
vané veli¢iny pro komplex TB s B-CD, [C] je koncentrace
komplexu TB s B-CD.

Vyuzitim rovnic pro latkové bilance a dosazenim [C]
z rovnice (/) do rovnice (2) lze ziskat x.., pro kazdy krok
titrace. Zavisle proménné K, xc a jejich nejistoty byly spo-
¢itany nelinearni regresi programem Statgraphics Plus.
Nezavisle proménné byly Xicor @ Xexp (€Xperimentalné zjiste-
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né hodnoty sledované veli¢iny pro kazdy krok titrace).

Vliv pfitomnosti CD v elektrolytu pfi méfeni kapilar-
ni elektroforézou lze popsat s vyuzitim rovnovahy 1:1,
rovnice pro hmotnostni bilanci a pfevedenim vSech mobilit
na elektroforetickou mobilitu  volné TB  (Uepp).
K odhadnuti podminéné konstanty stability (K) a mobility
plné¢ vazaného komplexu (Hepc) byly pouzity hodnoty
ziskané pii analyzdch skonstantni koncentraci TB
(v tomto ptipadé 1 mmol I") a ménici se koncentraci CD
(v tomto ptipadé 3-15 mmol I'"). K tomuto byla vyuzita
linearizovana rovnice (3):

1 1 1

_ N ()
. -
Ho —Her  (Mepe —Bep)K[H] Bepe =My

kde uLep pfedstavuje experimentaln¢ ziskanou hodnotu
elektroforetické ~ mobility TB  za pfitomnosti CD
v elektrolytu, Uepr a Hep,c je elektroforetickd mobilita volné
TB, resp. pln¢ vazané TB v komplexu. Elektroforetickou
mobilitu  TB  snulovou koncentraci CD  peps
a v pritomnosti urcité koncentrace CD, uLep, Ize ziskat
z elektroferogrami.

Jelikoz byl CD v roztoku v nadbytku, Ize piedpokla-
dat platnost rovnice (4):

[H]=cu—[Cl=cu “4)
kde cy je celkova koncentrace CD v roztoku (volného
i vazaného).

Rovnice 3 byla pouzita pro vypocet podminénych
konstant stability programem Microsoft Excel.

Vysledky a diskuse

Elektroferogramy analyz kapilarni elektroforézou
jsou uvedeny na obr. 1. Stanoveni podminénych konstant
stability komplexu 3-CD a obou enantiomert TB pomoci
kapilarni  elektroforézy probéhlo nazéklad€ analyz
pfi pH 2,5. V neutralnim ¢i zésaditém prostredi nedochazi
k protonaci TB nutné pro UspéSnou enantioseparaci. Mini-
malni koncentrace selektoru (3 mmol I™") byla zvolena tak,
aby byla ziskana dostatecna separace pro odecet elektrofo-
retickych dat. Maximalni koncentrace (15 mmol I'") byla
omezena rozpustnosti 3-CD. Pro vypocet podminénych
konstant stabilit byly ziskané elektroforetické mobility
vztazeny k elektroosmotickému toku prislusného systému.
Jako marker elektroosmotického toku byl zvolen dime-
thylsulfoxid (DMSO). Elektroforetické mobility ziskané
v analyzach byly vztazeny rovnéz k elektroforetickym
mobilitdm jednotlivych enantiomer TB v systému bez
pritomnosti selektoru. Stanoveni podminénych konstant
stability komplexu B-CD a obou enantiomerti TB pomoci
NMR probéhlo na zéklad¢ analyz pii pH 2,5, 7 a 11 abez
upravy pH. Obsah B-CD vzristal v pribéhu titrace od
0 do 6,7 ekvivalentu (£)-TB. Vyiez NMR spektra je na
obr. 2. Ukazka UV spekter titraci enantiomeru (—)-TB
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Obr. 1. Elektroferogram — zavislost absorbance na ¢ase pfi vino-
vé délce 207 nm pii separaci 1 mmol "' roztoku analytu TB kapi-
larni elektroforézou. Koncentrace B-CD v elektrolytu byla a:
OmmolI'', b: 3mmoll?, ¢: 6mmoll, d: 9mmoll™”, e:
12mmol I, f: 15 mmol !, vie ve fosfatovém pufru (c
20 mmol I, pH 2,5). Pouzitd kfemenna kapilara méla vnitini
pramér 75 um a efektivni délku 50 cm. Napéti vkladané na kapi-
laru bylo 20 kV

B-cyklodextrinem je na obr. 3, ukdzka ECD spekter titraci
obou enantiomertt TB B-cyklodextrinem je na obr. 4. Sta-
noveni podminénych konstant stability komplexu B-CD
a obou enantiomertt TB pomoci UV a ECD spektroskopie
probéhlo na zéklad¢ analyz pti pH 2,5 abez upravy pH.
Obsah [B-CD wvzristal v prabéhu titrace od 0 do
9,3 ekvivalentu (+)-TB.

Vypocitané podminéné konstanty stability pro kom-
plexy B-CD s enantiomery TB jsou uvedeny v tabulce 1.

Vysledky podminénych konstant stability ziskané
ruznymi metodami pfi stejném pH byly podrobeny statis-
tickym testim hypotézy o rovnosti stfednich hodnot.

Intenzita

v

A

AR

2075

2065 2055

J1Hz]

2045 2035

Obr. 2. Vyiez NMR spektra — smér posunu sledovaného NMR
signalu pfi titraci 1 mmol I (<)-TB B-cyklodextrinem bez tpravy
pH. Obsah B-cyklodextrinu po titra¢nich krocich byl postupné
0,3,0,5,0,8, 1,1, 1,5, 2,1, 3,0, 4,2, 5,3 a 6,7 ekvivalenti (-)-TB
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Obr. 3. UV spektra — zavislost absorbance na vilnové délce pti
tittaci 0,5 mmol 1" roztoku (-)-TB titraénim &inidlem
o koncentraci 14 mmol I"' B-cyklodextrinu a 0,5 mmol I! (-)-TB.
Prostiedi titrace byla nasledujici: a: DMSO/voda bez upravy pH,
b: 20 mmol I'! fosfatovy pufr o pH 2,5. Obsah B-cyklodextrinu po
titraénich krocich byl postupné 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,1, 1,8, 2,7, 4,2,
6,5 a 9,3 ekvivalenti (—)-TB

Tabulka I
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Obr. 4. ECD spektra — zavislost elipticity na vlnové délce pri
tittaci 0,5 mmol I"' roztokti  (£)-TB titraénim  ¢&inidlem
o koncentraci 14 mmol "' B-cyklodextrinu a 0,5 mmol "' (+)-TB
v roztoku DMSO a vody. Obsah B-cyklodextrinu po titra¢nich
krocich byl postupné 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,1, 1,8, 2,7, 4,2, 6,5
a 9,3 ekvivalenti (+)-TB

Podminéné konstanty stability (+)-TB s B-CD (K).ts) spolu s 95% intervalem spolehlivosti ziskané zvolenymi analyticky-

mi metodami za riznych podminek

Podminky CE NMR uv ECD
pH 2.5 K(+)-TB 369413 17631 424+54 3954104
K(-)-TB 48017 204421 5344135 844489
bez tpravy pH K(+)-TB - 1051+170 843184 1185+171
K(-)-TB - 1501+170 860+173 14574182
pH7 K(+)-TB - 1069+93 - -
K(-)-TB - 1268+130 - -
pH 11 K(+)-TB - 13314239
K(-)-TB - 18914415 - -

Na hladiné vyznamnosti 5 % lze za stejné oznacit podmi-
néné konstanty stability komplexu B-CD s (+)-TB zjisténé
pomoci kapilarni elektroforézy a ECD spektroskopii,
na stejné hladiné vyznamnosti jsou mezi sebou srovnatelné
vysledky zjisténé pomoci UV a ECD spektroskopie, rov-
néz pro komplex B-CD s (+)-TB. OvSem bez upravy pH
jsou vysledky ziskané pomoci UV a ECD spektroskopie
odli$né, a to jak od sebe navzajem, tak od vysledkt ziska-
nych pomoci NMR nebo CE. V neutralnim a zasaditém
prostfedi jsou podminéné konstanty stability stanovené
pomoci NMR zhruba osmindsobné neZ podminéné kon-
stanty stability pfi pH 2,5. Na hladiné¢ vyznamnosti 5 %
1ze za stejné oznacit hodnoty podminénych konstant stabi-
lity komplexu B-CD s (+)-TB pti pH 7 a bez tpravy pH
rovnéZ ziskané pomoci NMR. Vysledky ziskané vSemi
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metodami shodné urcuji, ze stabilita komplexu B-CD
s (—-)-TB je vyssi nez stabilita komplexu B-CD s (+)-TB.

Jednim z divodd, pro¢ metody neposkytuji shodné
vysledky, je pravdépodobné zavislost podminénych kon-
stant stability na teploté. Navic kapilarni elektroforézou
a spektroskopickymi metodami byly zaznamenavany zmé-
ny odezvy celého sledovaného systému, zatimco pomoci
NMR byly zaznamenavany pouze zmény chemického
okoli sledovaného signalu jadra vodiku. Zjisténé hodnoty
podminénych konstant stability se pohybuji v fadech 107 az
10°, coz odpovida hodnotam podminénych konstant stabili-
ty komplext B-cyklodextrinu s jinymi analyticky vyznam-
nymi latkami’.
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Zavér

Pomoci kapilarni elektroforézy, nuklearni magnetické
rezonance, elektronové spektroskopie cirkularniho dichro-
ismu a molekulové absorpéni spektroskopie v ultrafialové
oblasti byly stanoveny podminéné konstanty stability
komplexti B-cyklodextrinu s enantiomery Trogerovy baze
ve vodném prostfedi pii rizném pH. Stabilita komplexu
B-CD s (-)-TB je vyssi nez stabilita komplexu B-CD
s (+)-TB, jak ukazuji vysledky ziskané pomoci v§ech zmi-
nénych metod. Dale bylo zjisténo, ze v neutralnim
a bazickém prostiedi, ve kterém neni Trogerova baze pro-
tonovana, jsou podminéné konstanty stability studovaného
komplexu téméf o fad vyssi nez pii pH 2,5, pii kterém je
Trogerova baze protonovana.

Pro optimalizaci vyuZiti jednotlivych metod ke spo-
lehlivému stanoveni konstant stability bude potfeba mini-
malizovat nejistoty konstant stability. Budouci prace se
proto bude zabyvat predevSim opakovanymi méfenimi
a studiem zavislosti hodnot podminénych konstant stabili-
ty na dalSich podminkach prislusnych analytickych metod.
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Uvod

Bilirubin (BR) je produktem metabolismu ¢erveného
krevniho barviva hemu. V duasledku intramolekuldrnich
vodikovych vazeb (obr. 1) je BR ve vod¢ nerozpustny, je
vSak rozpustny v lipidech. Je tak schopen pronikat do bu-
nécnych membran a poruSovat metabolické procesy v buii-
ce. Volny BR piisobi jako bunécny jed na jadra hlavovych
nervil, mozeéek a sluchové drahy'. V organismu savci je
jeho toxicita eliminovana navdzanim na sérovy albumin.
Vazba BR na albumin mtze byt ovlivnéna 1éky, coz zpi-
sobuje problémy pfi léCeni novorozencu a pacientll s ne-
moci jater. Této problematice byla vénovéna fada analytic-
kych studii, v nichz byla mira schopnosti vytlaceni BR
lé¢ivem posuzovéana naptiklad na zaklad¢ nepfimé detekce
koncentrace uvoliiovaného BR (peroxidagni metoda)?.

Spektroskopie elektronového cirkuldrniho dichroismu
(ECD) je analyticka metoda, jez se v souc¢asné dobé bézné
pouziva ke zjistovani konformaci chirdlnich molekul, ur-
Covani enantiomerniho prebytku, ale i sledovani interakci
ligand-matrice a urceni vazebnych konstant. Zakladem této
metody je odlisna schopnost enantiomerti pohlcovat vlevo
a vpravo cirkularng polarizované zafeni®. BR v roztoku
existuje ve formé dvou, M- a P-, konformert (obr. 1). Kaz-
dy z téchto konformerG poskytuje opacny signal ECD,
v roztocich bez ptitomnosti vhodného chiralniho kom-
plexotvorného c¢inidla vSak dochédzi k rychlé racemizaci
a racemat signal ECD neposkytuje’. Navaze-li se BR na
chiralni matrici, tedy na matrici, ktera selektivné vaze pou-
ze jeden z enantiomerd, bude v piebytku a poskytuje sig-
nal ECD. V naSem pfipad€ v roli matrice vystupuje lidsky
sérovy albumin (human serum albumin, HSA), ktery je
schopen vazat BR pouze v P-konformaci’. Diky této jeho
vlastnosti je mozné sledovat mnozstvi navazaného BR, jez
odpovida intenzité¢ ECD signalu.

Cilem této prace je s vyuZitim metody ECD, ktera
vykazuje vysokou citlivost piimo k mnozstvi vazaného
BR, charakterizovat schopnost péti vybranych Iéciv
(sulfisoxazol, dicloxacillin, ceftriaxon®, gossypol a kyseli-
na fusidova) konkurovat vazbé BR na albumin. V praci
byly na zéklad¢ spektralnich pozorovani uréeny vytésio-
vaci aktivity vzhledem ke studovanym lé¢iviim. S vyuzi-
tim postupu blokovani vazebnych mist ve struktufe albu-

s261

Obr. 1. Struktura M- a P-konformer bilirubinu

minu byla prokazana dilezitd role sekundarnich vazeb-
nych mist pfi vazbé BR na albumin. Ziskané vysledky
byly ovéfeny pomoci ditauratu bilirubinu, ve vod¢€ rozpust-
ném analogu pfirodniho BR.

Experimentalni ¢ast

V této praci byly vyuzity nasledujici latky: bilirubin
IXo., disodna stl bilirubinu ditauratu (oba Frontier), sulfi-
soxazol, sodna sul dicloxacillinu (oba Fluka), lidsky séro-
vy albumin, disodna sl ceftriaxonu, gossypol, sodna sl
kyseliny fusidové, ibuprofen (vSechny Sigma), fosfatovy
pufr (pH 7,40), NaOH (1 mol 1), dvakrat destilovana
voda. Struktury pouzitych 1é€iv jsou zndzornény na obr. 2.

ECD spektra byla méfena spektrometrem pro méfeni
cirkuladrniho dichroismu Jasco J-810 s rychlosti zdznamu
100 nm min"' v rozsahu vinovych délek 350-550 nm
(oblast absorbance BR). Byly pouZivany kiemenné kyvety
o tloustce 1 cm a 0,5 cm. Cely systém byl béhem méfeni
proplachovan dusikem.

Zakladni roztok BR o koncentraci 3-10° mol "' byl
pfipraven tak, Ze odvaZené mnoZstvi BR bylo pfevedeno
na disodnou sil pfidanim odméfeného mnozstvi NaOH
v molérnim pomeéru 2:1 a doplnéno vodou na pozadovanou
koncentraci. Roztok bilirubinu ditauratu byl pfipraven ve
stejné koncentraci jako roztok BR rozpu$ténim piimo ve
vodé. Zakladni roztoky byly pfipravovany vzdy cCerstvé
a spotfebovany do ctyi hodin.

Roztoky 16&iv o koncentraci 1,5-10% mol 1" byly pfi-
praveny ze sodnych soli krystalickych latek. Zakladni roz-
tok lidského sérového albuminu o koncentraci 1,5-10™
mol "' byl piipraven rozpusténim odvazeného mnozstvi ve
vodé. Roztoky 1éCiv a lidského sérového albuminu byly
skladovany v chladnicce pfi teploté 4 °C.
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Obr. 2. Struktury studovanych 1é¢iv
Pracovni roztok (c(HSA) = 3-10° mol 1’1) byl pripra- Vysledky a diskuse

ven pipetovanim vypocteného mnozstvi zékladnich rozto-
ki BR a HSA a dopInénim fosfatovym pufrem pH 7,40 na
pozadovanou koncentraci. Poté byly pfidany zakladni roz-
toky 1é¢iv podle pozadovaného poméru. VSechna méfeni
se provadeéla za pokojové teploty.
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BR ma pfi vazb&é na HSA moZnost navéazat se do né-

kterého ze tfech vazebnych mist: primarniho (K,=0,9-10%)
a dvou sekundarnich (K,~10°). Viechna tato mista selek-
tivné vazou BR ve formé P-konformeru. To se projevuje
signalem ECD, jenz ma tvar pozitivniho coupletu se za-
pornym maximem na 415 nm a kladnym maximem na
462 nm (obr. 3). BR se ptednostné vaze do primarniho
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Obr. 3. ECD spektra titrace HSA bilirubinem (BR) a bilirubinem ditauratem (BRk), deltaCD je rozdil intenzit kladného a zaporného

maxima
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Tabulka I

Relativni vytésiovaci aktivity 1é¢iv v systému [HSA]/[BR] = 1/1

Pomeér [1éCivo]/[BR] 5 10 20 40
Ceftriaxon 0,96 = 0,03 - 0,95+ 0,04 0,86 + 0,05
Dicloxacillin 0,91 £0,03 - 0,88 +£0,04 0,75 £ 0,04
Sulfisoxazol 0,77 £0,04 - 0,77 £ 0,04 0,79 £0,03
Kyselina fusidova 1,14 £ 0,06 1,21 £ 0,04 1,04 £ 0,06 0,70 + 0,05
Gossypol 0,79 +£0,03 0,38 0,03 0,05 +0,02 -

vazebného mista, ale pfi vétSich koncentracich je schopen
se vazat také do sekundarnich mist. Pfi titraci HSA barvi-
vem BR lze pozorovat narust signalu ECD az do poméru
[BR]/[HSA] = 3/1.

Konkurence 1é¢ivo-BR pii vazbé na HSA byla zkou-
mana v systémech s fixovanym pomérem [BR]/[HSA]
=1/1, kde BR byl navazan jen v primarnim vazebném mis-
té. Do systémil bylo pfidavano v urcitém poméru lécivo
asledovala se zména signalu ECD v disledku vytlaceni
BR 1é¢ivem. Zmény vytésnovaci aktivity, popisovany jako
pomér intenzity signalu po pridani 1é¢iva k signalu piivod-
né¢ vazaného BR, jsou pro studovana léCiva uvedeny
v tabulce 1. Uvedené hodnoty jsou opatfeny smérodatnou
odchylkou (n=3).

V piipadé, Ze v systému dochézi k jednoduché konku-
renci mezi 1é¢ivem a BR, lze ocekavat pozvolny pokles
vytésiiovaci aktivity s rostouci koncentraci pfidaného 1é¢i-
va. V prvnim systému, kde na HSA byl vazan BR, byly
zmény mnohem mensi, neZ se ocekavaly. Prekvapivé
u kyseliny fusidové byl pozorovan nejprve nartst signalu
ECD, pokles nastal az pfi poméru [lé¢ivo]/[BR] = 40. Pro
gossypol naopak dochazelo okamzité k poklesu signalu
ECD, jiz pti poméru [1é¢ivo]/[BR] = 20 doslo k poklesu na
5 % pavodni hodnoty.

Pozorovanou zménu signalu ECD je mozné vysvétlit
tim, ze BR vytlaceny 1é¢ivem je schopen se navazat do
nekterého ze sekundarnich vazebnych mist v molekule
HSA. Do téchto mist se vaze ve stejné konformaci jako do
svého primérniho mista, a tak signal ECD vykazuje mensi
zménu. Znamena to, ze albumin poskytuje vétsi kapacitu
pro navazani BR, neZ se dosud myslelo, a tim zaroven
eliminuje negativni efekt vyvolany danou konkurenci.
Experimentalné 1ze navazani BR do sekundéarnich mist

Tabulka II

zabranit jejich blokaci jinym ligandem (blokatorem). Jako
blokator jednoho ze sekundarnich mist byl pouzit ibupro-
fen, ktery se selektivné vaze do sekundarniho mista ve
struktufe albuminu a mé vazebnou konstantu fadoveé vétsi
(K,=6-10° nez je vazebna konstanta BR na sekundérni
mista (K;~10%).

Nase hypotéza o vazbé BR vytésnéného z primarniho
vazebného mista do sekundarnich mist byla potvrzena
méfenim. Pii titraci 1é¢ivem roztoku HSA-BR v systému
s blokatorem skutecné dochazelo k vyraznéjsimu poklesu
ECD signalu BR nez pfi obdobné titraci bez pfitomnosti
blokatoru v roztoku. Blokator neumoziioval znovunavaza-
ni barviva vytla¢eného z primarniho vazebného mista.
Vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny v tab. II.
Zudaju v tabulkach je patrné, ze nejvice BR vytlacuje
gossypol, naopak nejméné sulfisoxazol. Pro sulfisoxazol
dochézelo téz knejmenSimu snizeni signdlu ECD
v systému s blokatorem (pro [1é¢ivo]/[BR] = 40). To mtze
byt zptisobeno tim, Ze se zde uplatiiuje mechanismus spo-
lunavéazani BR a sulfisoxazolu.

Derivatem nekonjugovaného BR, ktery je dobfe roz-
pustny ve vod¢ a netvofi samoasociaty, je bilirubin ditau-
rat (BRk). Tento konjugovany BRk mé podobné optické
vlastnosti jako nekonjugovany BR a pouziva se jako stan-
dard pfi jeho stanoveni. Jak se ukéazalo, BRk je schopen
vazby pouze do primarniho vazebného mista (obr. 3). Tato
jeho schopnost je velmi vyhodna, protoze vytlaceny BRk
vytvori v roztoku racemat a nenavaze se jiz do zadného
jiného vazebného mista. Vytésnovaci aktivity 1é¢iv byly
zkoumany v systému, kde [HSA]/[BRk] = 1/1. Ziskané
vysledky byly shrnuty v tab. III.

U vSech 1é¢iv dochazelo s jejich pridavkem k poklesu
signalu ECD v systému s konjugovanym barvivem. Nejvy-

Relativni vytésiiovaci aktivity 1é¢iv v systému [HSA]/[BR]/[blokator] = 1/1/1

Pomér [1é¢ivo]/[BR] 5 10 20 40
Ceftriaxon 0,81 +£0,02 0,75 +0,03 0,65 +0,03 0,61 £0,02
Dicloxacillin 0,77 £ 0,04 0,65+ 0,03 0,46 + 0,03 0,19+ 0,03
Sulfisoxazol 0,87 + 0,06 0,85+ 0,04 0,75+ 0,03 0,66 + 0,04
Kyselina fusidova 1+£0,03 0,93 +£0,04 0,64 +0,03 0,31 +£0,04
Gossypol 0,74 + 0,02 0,27 £ 0,02 0,02 £ 0,01 —
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Tabulka IIT

Relativni vytésiovaci aktivity 1éCiv v systému [HSA]/[BRk] = 1/1
Pomér [1é¢ivo]/[BRK] 5 10 20 40
Ceftriaxon 0,47 £0,02 - 0,16 +0,02 0,04 + 0,01
Dicloxacillin 0,76 = 0,03 - 0,49 + 0,03 0,32 +0,03
Sulfisoxazol 0,68 +£0,02 — 0,43 +0,03 0,28 0,02
Kyselina fusidova 0,57 +£0,04 0,47 0,02 0,34 +£ 0,04 0,24 + 0,04
Gossypol 0,28 £0,03 - - -

raznéjSi rozdily oproti predeslym méfenim (bez Tato prace byla financné podporena Grantovou agen-

a s blokatorem) byly zjistény u gossypolu a ceftriaxonu.
Gossypol je podle vSech méfeni nejvétsim konkurentem
BR (i konjugovaného) ze vSech studovanych 1é¢iv. Ceftri-
axon se ukdzal byt jednim z nejvétSich konkurentli pouze
konjugovaného BRk. Je tedy mozné, Ze ceftriaxon pouze
ovliviiuje podobu vazby BR na HSA, kdeZto konjugovany
BREk, ktery je vétsi, z vazby Gplné vytlaci.

Zaveér

Pomoci spektroskopie cirkularniho dichroismu ve
viditelné oblasti byly urCeny vytésiiovaci aktivity pro pét
1éCiv. Vytésiovaci aktivity se s ptidavkem 1¢é¢iv snizovaly,
coz odpovida vétsimu vytlaceni BR. Vyrazny rozdil a neli-
nearita pii vytlaceni BR za riznych koncentraci 1é¢iv uka-
zuji na komplexni mechanismus misto piedpokladané
jednoduché konkurence 1éCivo-BR pii vazbé na HSA.
S vyuzitim postupu selektivniho blokovani vazebnych
mist ve struktuie HSA byla prokazana dulezita role sekun-
darnich vazebnych mist a jejich ucast v regulaci koncen-
trace toxického nekonjugovaného BR. Ziskané vysledky
byly ovéfeny pomoci ditauratu bilirubinu, ve vod¢ roz-
pustném analogu pfirodniho BR.

turou Ceské republiky, grant ¢. P206-11-0836.
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VOLTAMETRICKE STANOVENI 4-NITROFENOLU NA VELKOPLOSNE UHLIKOVE

FILMOVE ELEKTRODE
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Univerzita Karlova v Praze, Prirodoveédecka fakulta, Univer-
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Uvod

Tato prace se zabyva testovanim nového typu pracov-
ni elektrody — velkoplosné uhlikové filmové elektrody
(Is-CFE), na které byl voltametricky stanovovan
4-nitrofenol (4-NP) v katodické i anodické oblasti za po-
moci technik DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV). 4-NP byl vybran jako modelovy za-
stupce genotoxickych aromatickych nitrosloucenin roz-
pustnych ve vodé. Velky specificky povrch pracovni elek-
trody byl zvolen za ucelem eliminace diive pozorovaného
problému s reprodukovatelnosti nanaseni uhlikového filmu
na elektrody s malym prifezem' (fadové desetiny mm?).

4-NP (obr. 1) je uméle ¢lovékem produkovand latka,
ktera se v prirodé prirozené nevyskytuje. Hlavnim zdrojem
4-NP jsou prumyslové vyroby, pfi nichz je 4-NP primar-
nim produktem nebo prekurzorem (napft. pfi vyrobé 1€k,
fungicidil ¢i barviv), a také zpracovatelské zadvody (napf.
kozed&Iné)>. 4-NP je klasifikovan jako nebezpetny, je
zdravi Skodlivy pfi vdechovani, styku s kiizi a pfi poziti.
Ma kumulativni ucinky. Po poziti vyvoldva mimo jiné
nevolnost, zvraceni, bolest hlavy, pokles krevniho tlaku
a obrnou dychacich svalti miiZe piivodit i smrt®.

4-NP vystupuje v mnoha analytickych studiich jako
strukturné jednoducha modelova latka, jejiz vyzkum pak
nasledné slouzi jako podklad pro sledovani a popis systé-

supramolekularnich), a proto jiz v minulosti byl stanovo-
van riznymi analytickymi metodami spektrometrickymi,
separacnimi i elektrochemickymi®®. Pii voltametrickém
stanoveni 4-NP bylo také vyuzito chemicky modifikova-

OH

NO,

Obr. 1. Strukturni vzorec 4-nitrofenolu
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nych elektrod (napf. modifikace skelného uhliku sodnym
montmorillonitem a antrachinonem’ nebo modifikace skel-
ného uhliku lithnou soli tetrakyanoethylenu a poly-L-
lysinem'®). V poslednich letech byl 4-NP také stanovovan
na riiznych typech stfibrnych amalgamovych elektrod'' ™.

Cilem prace bylo vyvinout — za pomoci Is-CFE jako
pracovni elektrody — ¢asové a finanéné nenaroc¢né elektro-
analytické metody pro stanoveni 4-NP, které by slouzily
jako alternativni metody k bézn€ pouZivanym spektrome-
trickymi ¢i separacnim analytickym metodam, a ovéfit
jejich aplikovatelnost na modelovych vzorcich pitné
a fi¢ni vody.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Studovanou latkou byl 4-nitrofenol (4-NP; 98 %,
Sigma-Aldrich, SRN). Zasobni roztok 4-NP (100 ml o
koncentraci 1-10° mol I'") byl ptipraven rozpuiténim
0,01391 g této latky v deionizované vodé (Milli-Q plus
systém, Millipore, USA). Zasobni roztok byl uchovavan
ve sklenéné nadobé€ v temnu za laboratorni teploty.

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky byly
pfipraveny smichdnim roztoku kyseliny trihydrogenborité,
kyseliny trihydrogenfosfore¢né (85 %) a octové kyseliny
(80 %) (vSechny o koncentraci 0,04 mol I'") s roztokem
0,2 mol I"" hydroxidu sodného (viechny tyto chemikalie
byly &istoty p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR). Pro pfipravu
BR pufrii byla pouzivana deionizované voda.

Ostatni pouZité materidly: obalovy pénovy polysty-
ren, mikromlety pfirodni grafit CR 2 (99,5 %, zrnitost 3,5
az 5,5 um, Graphite Tyn, Tyn nad Vltavou, CR),
1,2-dichlorethan (Sigma-Aldrich, SRN).

Aparatura

Pro méfeni byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf
se softwarem Polar Pro 5.1 (oboji Polaro-Sensors, Praha,
CR), ktery pracoval v operaénim systému Windows XP
(Microsoft Corporation, USA). VSechna méfeni byla pro-
vadéna v tiielektrodovém zapojeni. Jako referentni elek-
troda byla pouzita argentchloridova elektroda typu
RAE 113 (3 mol I"' KCl), jako pomocna elektroda byla
pouzita platinova dratkova elektroda typu PPE (oboji Mo-
nokrystaly, Turnov, CR). Pracovni elektrodou byla plati-
novéa pevna elektroda'® typu 6.1204.120 (Metrohm, Svy-
carsko) pokryta vrstvou uhlikového filmu (Is-CFE)
(obr. 2).

Rychlost nartistu potencialu byla pro obé techniky
(DCV i DPV) 20 mV s '. Pii mé&feni technikou DPV byly
na pracovni elektrodu vkladany pulzy o modula¢ni ampli-
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Obr. 2. Podkladova platinova pevna elektroda; fotografie elektrody poskytovana vyrobcem'® (A) a technicky nakres elektrody (B) a
fotografie podkladové elektrody pfed a po naneseni uhlikového filmu (C)

tudé —50 mV (pro katodickou oblast potenciali) a 50 mV
(pro anodickou oblast potenciali) a Sifce 100 ms.

Presnd hodnota pH byla méfena digitalnim
pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Velka Britanie) s kom-
binovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005).

Pracovni elektroda

Ke studiu chovani 4-NP ve vodnych roztocich byla
pouzita Is-CFE tvofend uhlikovym filmem pokryvajicim
povrch podkladové platinové pevné elektrody (obr. 2).
Rozmér platinového disku elektrody byl 2,0+ 0,1 mm
a celkovy prumér aktivni plochy byl 7,0 mm (prifez
38,5 mm?). Télo podkladové elektrody bylo zhotoveno
z polyetheretherketonu (PEEK).

Uhlikovy inkoust byl pfipraven smichanim 0,09 g
uhliku CR2 a 0,01 g polystyrenu s 0,5 ml 1,2-dichlor-
ethanu. Toto sloZeni uhlikového filmu bylo piejato
z prace”, bylo testovano na mozné modifikace (pouziti
jiného rozpoustédla & typu uhliku)® a bylo opétovné zvo-
leno za nejvhodnéjsi. Uhlikovy inkoust byl homogenizo-
van michanim pomoci tiepacky Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries, USA) po dobu 2 min. Pomoci automatické
pipety (Biohit, Finsko) byla na podkladovou elektrodu
nanesena vrstva inkoustu o objemu 10 pl. Po 2 min, kdy
doslo k Gplnému vytékani rozpoustédla, se na povrchu
podkladové elektrody vytvoril film a takto vzniklou
Is-CFE bylo mozné pouzit. Doslo-li béhem méfeni
k pasivaci filmu nebo jeho mechanickému poSkozeni, byl
tento film odstranén otfenim o filtracni papir a nanesen
film novy. Pro vyrazné lepSi opakovatelnost voltametric-
kych odezev stanovovaného analytu v katodické oblasti
byla pted kazdou sadou meéfeni tiikrat promérena oblast
potenciali 0 az —400 mV jako elektrochemicka preduprava
Is-CFE. Pracovni elektroda byla také pied kazdym méfe-
nim, pfi kterém dochazelo k vyméné¢ méfeného roztoku,
oplachnuta v deionizované vod¢ a ponechidna oschnout.
Pfi méfeni vzorkl v anodické oblasti potencidlového okna
byl film po kazdém méfeni obnovovan.
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Pracovni postupy

Roztoky pro méteni pH zavislosti a opakovatelnosti
stanoveni 4-NP (¢ = 1-10* mol I"") byly piipravovany
v 10,0ml odmé&rné barice. Pomoci automatické pipety byl
odpipetovan 1,0 ml zadsobniho roztoku 4-NP o koncentraci
1-107° mol I'" a baiika byla doplnéna po rysku BR pufrem
o pozadovaném pH. Roztoky pro méfeni koncentrac¢nich
zavislosti byly pfipravovany obdobnym zpisobem
v 10,0ml odmérnych bankach (dopliovany BR pufrem
o optimélni hodnoté pH), ve kterych byla postupné zvySo-
véana koncentrace 4-NP.

Modelové vzorky pitné vody byly pfipraveny prida-
nim odpovidajiciho mnozstvi zasobniho roztoku 4-NP do
pitné vody (vodovodni fad v budové Chemického Ustavu,
PiF UK Praha). Odebranych 9,0 ml pitné vody
s pfidavkem 4-NP bylo doplnéno do 10,0 ml BR pufrem
o optimalni hodnoté pH (faktor zfedéni 0,9). Stejny postup
byl uplatnén pii ptipravé modelovych vzorkd ficni vody
(ficni voda byla odebrana z Vltavy na lokalit¢ Vyton, Praha).

Pripravené vzorky byly ptevedeny do voltametrické
nadobky a nasledné (pouze v ptipadé méfeni v katodické
oblasti potencialil) zbaveny kysliku probulanim dusikem
(Cistota 4.0, Linde, Praha, CR) po dobu 2 min. Poté byl
proveden zaznam voltamogramu. VSechna méfeni byla
provedena za laboratorni teploty a opakovana nejméné
pétkrat. Mez stanovitelnosti (Lq) byla pocitana jako kon-
centrace studované latky odpovidajici desetinasobku smé-
rodatné odchylky (10c; pro pocet méfeni n = 10) stanoveni
sledované latky o koncentraci odpovidajici nejniz§imu
bodu piislusné kalibragni piimky?'.

Vysledky a diskuse

Nejprve byl sledovan vliv pH na voltametrické cho-
vani 4-NP na Is-CFE v prostiedi BR pufru. Pufry byly
pfipraveny v rozmezi hodnot pH 2,0 az 13,0. Koncentrace
4-NP v méfenych roztocich byla vzdy 1-107*mol .



Chem. Listy 107, s265-s269 (2013)

I, yJA

200 400 600  -800 -1000 -1200
E, mV

Obr. 3. DP voltamogramy 4-NP (¢ = 1-10™ mol I'") na Is-CFE
v prostiedi BR pufru o pH 3,0 (1); 5,0 (2); 7,0 (3); 9,0 (4); 11,0
(5) a 13,0 (6); voltamogram reprezentujici optimalni prostfedi pro
DPV stanoveni 4-NP je znazornén ¢ervenou barvou

V celém méfeném rozsahu pH latka poskytovala jeden
voltametricky pik (v katodické i anodické oblasti potencia-
It). Jako optimalni prostfedi, ve kterych 4-NP poskytoval
nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny DCV ¢i DPV pik, byla
zvolena pro katodickou oblast potenciald prostfedi BR
pufru o pH 6,0 (pro techniku DCV) a 7,0 (pro techniku
DPV) a pro anodickou oblast potencialti prostiedi BR puf-
ru o pH 3,0 (pro techniku DCV) a 7,0 (pro techniku DPV).
Ukéazka vybéru optimalniho prostiedi pro techniku DPV je

Tabulka I
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znazornéna na obr. 3.

Dale byla sledovana opakovatelnost katodického sta-
noveni 4-NP (¢ =1-10"*mol I'") na Is-CFE pro dvacet po
sob¢ nasledujicich méfenich v optimalnim prostiedi. Zis-
kané relativni smérodatné odchylky (s;) Cinily 2,2 %
(DCV) a 0,4 % (DPV). Pti opakovanych méfenich 4-NP
v anodické oblasti potenciali dochazelo k pasivaci elektro-
dy, a tim i k poklesu vysky pikt. Proto byla opakovatel-
nost stanoveni 4-NP (¢ =1-10"* mol I'') mé&fena na deseti
nové nanesenych filmech a hodnoty s, byly 3,6 % (DCV)
a3,7 % (DPV).

Kalibracni zavislosti 4-NP byly proméfeny v koncen-
traénim rozmezi 1 az 100 umol 1”', pro které jsou parame-
try kalibracnich pfimek a meze stanovitelnosti (Lg) shrnu-
ty vtab.I (pro katodickou oblast potenciali) a v tab. Il
(pro anodickou oblast potenciali). Ukazka kalibracni za-
vislosti naméfené technikou DPV v anodické oblasti po-
tencialt v rozmezi koncentraci analytu 1 az 10 umol "' je
zndzornéna na obr. 4.

Vyuzitelnost nové vyvinutych metodik voltametrické-
ho stanoveni 4-NP na 1s-CFE byla testovana na modelo-
vych vzorcich pitné a fiéni vody. Métené roztoky byly
pfipraveny z 9,0 ml pitné nebo fi¢ni vody s piidavkem
piislusného mnozstvi zdsobniho roztoku 4-NP a 1,0 ml BR
pufru o optimalnim pH. Pfi méfeni v katodické oblasti
potencialll bylo mozné stanovit 4-NP v modelovych vzor-
cich ve stejném koncentracnim rozmezi jako v idealni
matrici — deionizované vodé, tedy piiblizné od 1 do
100 pmol 1" (tab. I). Rovnéz dosazené L se lisi jen nepa-
trné. Ze ziskanych hodnot smérnic je vSak patrné, Ze citli-
vost stanoveni je v pitné a ficni vodé niz$i, cozZ je mozné

Parametry kalibrac¢nich piimek pro stanoveni 4-NP v prostfedi BR pufru (deionizovana voda jako idealni matrice)
a v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody (o sloZeni voda — BR puft (9:1)) pomoci katodické voltametrie na 1s-CFE; smé-
rodatné odchylky hodnot smérnic a usekt jsou vypocteny pro n =5

Technika c Smérnice Usek R* Lq b
(matrice; pH BR pufru) [mol 1] [mA 1 mol™] [nA] [mol I'']
DCV (1-10)-10°° ~141,5+12 0,74 + 0,08 ~1,000 —
(deionizovana voda; 6,0) (2-10)-10°° ~123,7+2,8  —0,03+0,02 -0,999 2,310
DCV (1-10)-107° ~127,9+2.9 0,34 +0,17 -0,999 —
(pitna voda; 6,0) (1-10)10°  -105,7+3,0  —0,10+ 0,02 -0,998 1,010
DCV (1-10)-107° ~142+0,6  —0,03+0,03 -0,992 —
(ficni voda; 6,0) (2-10)-10°° —28,9+1,2 0,20 + 0,06 -0,996 1,9-10°°
DPV (1-10)-10°° —90,0+1,0  -0,10+0,06 -0,999 —
(deionizovana voda; 7,0) (2-10)-10°° ~107,3+4,5 0,16 £ 0,03 -0,997 1,8-10°°
DPV (1-10)-107° -634+25  —0,07+0,15 -0,996 —
(pitna voda; 7,0) (1-10)-10°° -629+22  -0,03+0,01 -0,997 1,3-10°°
DPV (1-10)-107° —82,7+1,9  -024+0,12 -0,999 —
(ficni voda; 7,0) (1-10)-10°° —81,8+2,3 ~0,06 + 0,01 -0,998 1,0-10°°

 Korela¢ni koeficient, ® mez stanovitelnosti (10c; a. = 0,05)
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Parametry kalibracnich ptimek pro stanoveni 4-NP v prostiedi BR pufru (deionizovana voda jako idealni matrice) a
v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody (o slozeni voda — BR pufr (9:1)) pomoci anodické voltametrie na 1s-CFE; sméro-
datné odchylky hodnot smérnic a useki jsou vypocteny pro n =5

Technika c Smérnice Usek R? Lg b
(matrice; pH BR pufru) [mol 1] [mA 1 mol™] [nA] [mol 1]
DCV (1-10)-107° 84,8429 1,63 +0,18 0,994 —
(deionizovana voda; 3,0) (6-10)-10°° 242,5+8,9 ~0,23 40,07 0,997 1,5-10°
DCV (1-10)-10°° —cd —cd —cd —
(pitna voda; 3,0) (4-10)-10°° 88,8 + 4.4 0,82 + 0,03 0,993 1,6:10°
DCV (1-10)-10°° 80,6 £2,5 1,00 0,15 0,995 —
(ficni voda; 3,0) (6-10)-10°° 111,5+1,2 0,67 + 0,01 1,000 1,7-10°°
DPV (1-10)-107° 51,9+ 1,5 0,19 + 0,09 0,998 —
(deionizovana voda; 7,0) (1-10)-10°° 64,1+ 1,8 —0,01 +0,01 0,998 4,610
DPV (1-10)-107° 44,7+ 1,9 0,30 + 0,12 0,995 —
(pitna voda; 7,0) (1-10)-10° 64,1+ 1,4 0,10 £ 0,08 0,999 46107
DPV (1-10)-10°° —oe —oe —oe —
(ficni voda; 7,0) (1-10)-10°° 71,5+0,9 -0,01 + 0,06 0,999 6,0-1077

“Korelaéni koeficient, ® mez stanovitelnosti (100; o = 0,05), © koncentraéni zavislost s nelinearnim prib&hem vyjadiena
formalni polynomickou rovnici, ¢ 7, [uA] = (-290 £ 110)c” [mmol® 1] + (102 + 12)c [mmol I''] + (1,04 + 0,27) (R =
0,998), ¢ I, [nA] = (245 £ 49)¢” [mmol® I ] + (75,1 £ 5,5)c [mmol '] + (~0,03 £ 0,12) (R = 0,999)

I, yA

800 900 1000

E, mV

700 1100

Obr. 4. DP voltamogramy 4-NP na Is-CFE v prostiedi BR
pufru o pH 7,0. Koncentrace 4-NP (mol 1™"): 0 (1), 1-10°° (2),
2-10°° (3), 4:10°° (4), 6:10°° (5), 8:107° (6) a 10-10°%; piislusna
kalibra¢ni zavislost je zobrazena ve vlozeném grafu; konfidenéni
pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (n = 5)

vysvétlit matricovym efektem. Ten se pak vice projevuje
u metody DCV, zatimco u metody DPV neni tak patrny.
To by nasvédcovalo pfitomnosti povrchové aktivnich latek
v pitné a fi¢ni vod¢, které mohou ovliviiovat adsorpci ana-
lytu na povrch 1s-CFE; adsorpci byva vice ovlivnéna pravé
technika DCV.
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Pii anodické oxidaci 4-NP byly nékteré kalibracni
zavislosti zméfené v modelovych vzorcich vod nelinearni,
avsak bylo je mozné s vysokym korelacnim koeficientem
prolozit polynomem druhého stupné (tab. II). Pokud
bylo mozZné prolozit oba méfené koncentracni fady (tedy
10 mol I"" a 10 mol I'") dvéma piimkami, lisily se vza-
jemné jejich smérnice, pfiCemz vyssi smérnice byla vzdy
ziskana u niz§iho koncentra¢niho fadu. Toto chovani rov-
néz vypovida o mozném vlivu adsorpce analytu na povrch
pracovni elektrody. Dosazené L, i zde odpovidaji hodno-
tam ziskanym pfi stanoveni 4-NP v matrici deionizované
vody.

Zavér

V predlozené praci byly nalezeny optimalni podmin-
ky pro stanoveni 4-nitrofenolu (4-NP) pomoci DC volta-
metrie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) na
velkoplo$né uhlikové filmové elektrodé (Is-CFE). Kalib-
racni zavislosti 4-NP byly prométeny za téchto podminek
v koncentraénim rozmezi 1 az 100 umol "' a nové vyvinu-
té metody byly tspésné aplikovany pfi stanoveni 4-NP
v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody. Prestoze meze
stanovitelnosti (Lg) téchto metod zdaleka nedosahuji hod-
not Lq ziskanych pomoci citlivéjSich voltametrickych me-
tod, napf. adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie na visici rtu-
tové kapkové elektrods® (Lg = 0,28 nmol 1", pro stopo-
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vou analyzu v mikromolarnim méfitku se jevi 1s-CFE jako
vyuzitelny elektrochemicky senzor aplikovatelny i na jed-
noduché realné vzorky.

Pti pouziti elektrody v anodické oblasti se uplatiuje
jedna z ptednosti Is-CFE, a to snadna obnovitelnost elek-
trodového povrchu mechanickym otfenim a nanesenim
nového uhlikového filmu. V soucasné dobé je
v navazujicim vyzkumu zkouména moznost snizeni hod-
not Lq prekoncentraci 4-NP pomoci piedfazené extrakce
na tuhou fazi.

Na tomto misté bychom radi podékovali za financni
podporu Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ces-
ké republiky (projekt MSM0021620857) a Grantové agen-
ture Ceské republiky (projekt P206/12/G151).
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PRI ANALYZE RASTLINNYCH VZORIEK

ANDREA SPEVAK a KATARINA HROBONOVA

Ustav analytickej chémie, Fakulta chemickej a potravindr-
skej technologie, Slovenska technicka univerzita

v Bratislave, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
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Uvod

HPLC patri medzi uc¢inné metddy analyzy mnoho-
zlozkovych zmesi. Napriek tomu sa Casto musia pouzit’
zlozité postupy na upravu a Cistenie vzorky pred stanove-
nim analytov vo vzorkach so zloZitou matricou. Na tento
ucel sa v sucasnej dobe vo velkej miere pouzivaju extra-
kéné techniky ako je extrakcia tuhou fazou (SPE). Pouzi-
vané SPE sorbenty si mnohokrat malo selektivne pre sle-
dované analyty a to mdze spdsobovat’ problémy pri ich
vyuziti na analyzu zlozitych vzoriek. V poslednom desat-
ro¢i sa objavili inovacie v pristupoch k spracovaniu vzo-
riek, pred samotnym stanovenim analytu, z hl'adiska selek-
tivnej a Specifickej sorpcie analytu. Extrakcia tuhou fazou
v spojeni s vyuzitim polymérov s odtlackami molekul
(MIP) predstavuje jeden z perspektivnych smerov v oblasti
vyvoja novych sorpénych materialov. Polyméry s odtlac-
kami molekul st syntetické materidly s umelo vytvoreny-
mi interakénymi miestami schopnymi prednostne viazat
sledovany analyt v pritomnosti inych zluc¢enin. Pri pripra-
ve sa zvyCajne vytvaraju komplexy medzi molekulami
analytu (templatu) a monomérom pomocou kovalentnych
alebo nekovalentnych vizieb'.

Kumariny patria do skupiny aromatickych latok vy-
skytujucich sa vo volnej forme alebo glykozidicky viazané
v zlu€eninach. Ziskavaju sa extrakciou z rastlinnych zdro-
jov pomocou organickych rozpustadiel. V odbornej litera-
tare je popisanych viac ako 150 rastlinnych druhov
z 30 Cel'adi rastlin, ktoré obsahuju kumariny. Vzhl'adom
na substitu¢né moznosti molekuly kumarinu je znamy
vel’ky pocet derivatov kumarinu, syntetickych alebo pri-
rodnych, a takato Struktirna réznorodost’ je dovodom
mnohych biologickych vlastnosti: zabranuju zrazaniu krvi,
tlmia kfce, podporuji srdcovu Cinnost’, ovplyviuji vstre-
bavanie vapnika, odpudzuji hmyz a iné. Jednym z najcas-
tejSie sa vyskytujucich prirodnych derivatov kumarinu je
umbeliferén (7-hydroxykumarin). Vyznacuje sa schopnos-
tou absorbovat’ ultrafialové Ziarenie zo sinka™”.

Cielom prace bola priprava a testovanie sorpénych
vlastnosti polymérov s odtlackami molekl pripravenych
pre templdt umbeliferon a ich pouZitie, ako sorbentu pri
extrakcii tuhou fazou, na analyzu rastlinnych vzoriek. Sle-
doval sa vplyv porogénu a rozpustadla analytu na sorpénd
kapacitu polyméru. Pomocou §truktirne podobnych zlticenin
sa preSetrila selektivita polyméru s odtlackom molekuly.
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Experimentalna cast’

HPLC separdcie a testovanie polymérov s odtlackami
molekul boli uskutoénené pomocou kvapalinového chro-
matografu (Agilent technologies, seria 1100), ktory obsa-
hoval vysokotlakové Cerpadlo, davkovaci ventil Rheodyne
s objemom slucky 20 pl a detektor s diddovym pol'om. Na
separaciu kumarinov sa pouzila chromatograficka kolona
Separon SGX C18 (150 x 4,6 mm L[.D., 5 um) a mobilna
faza acetonitril/0,3% kyselina octova (25/75, v/v) pri prie-
toku 0,5 ml min'. Na detekciu sa pouzil detektor diodové-
ho pola v rozsahu vinovych dizok 190—400 nm.

Na pripravu MIP a NIP sa do sklenej skimavky sa
navazilo 0,10 g umbeliferonu, 0,25 g kyseliny metakrylo-
vej, pridalo sa 2,34 g etylénglykoldimetakrylatu a 7,5 ml
porogénu (etanol (MIP1, NIP1), acetonitril (MIP2, NIP2),
chloroform (MIP3, NIP3) s pridavkom 30 mg azobisizo-
butyronitrilu. Zmes sa nechala polymerizovat’ na vodnom
kuapeli pri teplote 60 °C 24 hodin. Vysledny produkt sa
vysusil vakuom pri teplote 60 °C a preosial cez sito (40 um).
Templat bol odstraneny z polyméru Soxhletovou extra-
kciou zmesou metanol/kyselina octova (9/1 v/v, 100 ml,
24 hodin). NIP sa pripravili rovnakym postupom ako MIP,
ale bez pridania umbeliferonu tj. templatu, do polymeri-
zacnej zmesi.

Na pripravu HPLC kolény sa 0,30 g NIP alebo MIP
zmieSalo s metanolom a suspenziou sa naplnila trubica
kolony a nasledne sa premyvala metanolom (prietok
0,2 ml min"). Naplnena kolona sa zapojila do systému
s vysokotlakovym  Cerpadlom a spektrofotometrickym
detektorom. Pred meranim sa premyla rozpustadlom,
v ktorom bol pripraveny roztok analytu (metanol/voda 1/1
v/v, metanol, acetonitril/voda 1/1 v/v, acetonitril). Na ko-
lonu sa davkoval roztok umbeliferénu s koncentraciou
0,1 pgml™. Eluat zkolény sa monitoroval spektrofoto-
metrickym detektorom pri vinovej dizke 323 nm pre rozto-
ky umbeliferonu. Po dosiahnuti prieniku sa analyt vymy-
val zkolony premyvanim so zmesou metanol/kyselina
octova (9/1, v/v).

Na pripravu SPE kolonky sa do plastovej trubice ko-
16ny pre SPE sa umiestnilo 0,10 g MIP resp. NIP. Kolonka
sa kondicionovala premytim s 3 ml metanolu, 5 ml vody
anasledne sa aplikoval roztok referencnych latok alebo
vzorky (2 ml). Kolénka sa premyla vodou (2 ml) a susila
vakuom (10 min). Analyt sa eluoval 3 ml roztoku metanol/
kyselina octova (9/1, v/v).

Na pripravu vzorky sa k 1,0 g rozdrvenej susenej
rastlinnej vzorky pridalo 8 ml vody, nasledne sa zmes
miesala pri laboratornej teplote po dobu 60 min. Zmes sa
prefiltrovala a filtrat sa davkoval priamo do chromatogra-
fickej kolony alebo sa pouzil na MIP-SPE extrakciu.
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Vysledky a diskusia

Polymér s odtlatkom molekuly pre templat umbelife-
ron (obr. 1) bol pripraveny nekovalentnym spésobom pou-
zitim porogénov s roéznou polaritou (acetonitril, etanol,
chloroform). Sorp¢na kapacita pripraveného polyméru sa
zistovala metédou prienikovej krivky a zodpovedala
mnozstvu umbeliferénu, ktory sa naviazal na polymér (bez
prieniku). Rovnakym postupom sa testovali MIP aj NIP
sorbenty. Prienikové krivky pre MIP a NIP boli merané
pre umbeliferéon rozpusteny v rozpustadlaich metanol,
acetonitril, metanol/voda (1/1, v/v), acetonitril/voda (1/1,
v/v). Typicky tvar prienikovej krivky mozno vidiet' na
obr. 2. V pripade MIP3 a NIP3 prienik nastal pri 76 min
resp. pri 18 min, ¢o zodpovedalo 401 a 132 pg umbelife-
rénu naviazanému na 100 mg pripraveného polyméru.
Hodnoty sorpcnej kapacity, zistené pre roztoky templatu
v roznych rozpustadlach su uvedené v tab. 1. Je zrejmé, Ze

Rq

X
R2 (0] O
R3
R;=R3;=H,R,=0H umbeliferén
R;=H, R, =R;=0H dafnetin
Rl = Rz = R3 =H kumarin

Obr. 1. Struktiira kumarinu a jeho niektorych derivatov

Tabul’ka I

Cena Merck 2013

porogén, v ktorom je polymér pripraveny, ma vplyv na
tvorbu komplexu templat-monomér. Hodnota sorpénej
kapacity pripraveného polyméru v etanole ako porogéne
(MIP1, NIP1) je vel'mi nizka a z toho dovodu etanol ako
porogén nie je vhodny pre tento typ polyméru. VysSia
hodnota sorpénej kapacity polyméru (MIP2, NIP2) sa
dosiahla, ked sa ako porogén pouzil acetonitril. NajvysSia
hodnota sorpcnej kapacity sa dosiahla, ked’ sa pouzil ne-
polarny porogén chloroform. Zda sa, ze polarnejsi porogén
(etanol) podporuje interakcie monomér-porogén a templat-
porogén, ¢im minimalizuje interakcie medzi monomérom
a templatom. Hodnota sorp¢énej kapacity polyméru, pripra-
vené¢ho v chloroforme naznacuje, Ze tento typ porogénu
pravdepodobne optimalizuje nepolarne interakcie medzi
monomérom a templatom®*.

NIP 3 MIP3

Obr. 2. Prienikové krivky na stanovenie sorp¢nej kapacity
MIP a NIP

Sorpéna kapacita a Specificka sorpéna kapacita pripravenych polymérov

(Porogén) Sorpcna kapacita Specifické sorpéna kapacita

Rozptstadlo analytu (ug umbelifer6nu/100 mg polyméru)

MIP NIP MIP-NIP
1 (etanol)
metanol 0,43 +0,03 0,12 +0,01 0,31 +£0,03
metanol/voda (1/1, v/v) - - -
acetonitril 0,23 + 0,01 0,11 £0,01 0,12 +0,02
acetonitril/voda (1/1,v/v) - - -
11 (acetonitril)
metanol 4,1+0,1 3,9+0,1 0,2+0,1
metanol/voda (1/1, v/v) 170 £ 15 96 + 7 74+ 16
acetonitril 3242 29+ 1 3+2
acetonitril/voda (1/1,v/v) 36+3 28+2 6+2
1II (chloroform)
metanol 8,3+0,4 4,1+0,3 42+0,5
metanol/voda (1/1, v/v) 401 + 32 132+8 269 £33
acetonitril 119+10 38+3 81+9
acetonitril/voda (1/1,v/v) 178 £ 14 43+£3 135+ 14

h=3
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V préci sa sledoval aj vplyv rozptstadla umbelifero-
nu pouzitého pri urceni sorpcnej kapacity polyméru. Vy-
sledky uvedené v tab. I naznacuju, ze rozpustadlo analytu
pouzité pri zistovani sorpcnej kapacity ma vplyv na sor-
pciu umbeliferénu na polymér.

Povaha rozpustadla pre tento krok pravdepodobne
ovplyvilovala napuciavanie polyméru, ¢o sposobilo zmeny
v dutinach a taktiez mohla ovplyvnit solvataény proces.
Z hodnot Specifickej sorpcnej kapacity (tab. I) vidno, ze
najvyssia hodnota Specifickej kapacity sa dosiahla vtedy,
ak sa na zistenie kapacity polymérov pouzil roztok umbe-
liferonu v rozpustadle metanol/voda (1/1, v/v). Hodnota
Specifickej  sorpcnej  kapacity MIP  pripraveného
v chloroforme ako porogéne bola 269 pg umbeli-
feronu/100 mg polyméru. Vzhladom na to, Ze najvysSie
hodnoty sa dosiahli pre zmes metanol/voda (1/1, v/v), expe-
riment pre realne vzorky bol uskutocneny v tejto zmesi.

Na zistenie selektivity polyméru pripraveného
v chloroforme ako porogéne (MIP3) sa pouzil umbeliferon
ajemu Struktirne podobné latky dafnetin a kumarin
(obr. 1). Selektivita MIP sa vyhodnocovala na zaklade
pritomnosti pasov v UV spektre pri vinovej dizke 323 nm
pre umbeliferén a dafnetin a pri 280 nm pre kumarin, kto-
ré zodpovedali ich absorpénym maximdm. Z nameranych
UV spektier (interval 210-400 nm) vyplynulo, Ze polymér
pripraveny pre umbeliferén bol selektivny pre molekulu
templatu a pre Struktiirne podobnt latku dafnetin (v spek-
tre pritomné pasy pri vinovej dizke 323 nm), kym selekti-
vita pre nederivatizovanii molekulu kumarinu bola vel'mi
nizka (v spektre nepritomny pas pri vinovej dizke
280 nm). Vysledky naznacuji, ze MIP pripraveny pre
templat umbeliferonu je skupinovo selektivny aj pre d’al-
Sie Strukturne podobné kumariny.

VWD1 A, Wavelength=323 nm (KATARINA\CAJH0006.D)
*VWD1 A, Wavelength=323 nm (KATARINA\MIP20009.D)
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Obr. 3. HPLC chromatografické zaznamy extraktu harman-
¢eka pravého bez pouZitia (a) a s pouzitim (b) MIP- SPE. 1 —
umbeliferén, 2 — herniarin
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Na kvantitativne vyhodnotenie koncentracie umbeli-
feronu v extrakte rastlinnej vzorky sa pouzila metdda ka-
libracnej Ciary. Kalibra¢na zavislost’ mala linedrny priebeh
v rozsahu koncentracii od 1 ugml™' do 100 pg ml™" Do-
siahnutd medza detekcie pre umbeliferén (UV, 323 nm)
bola 0,10 ug ml™" a medza stanovenia (UV, 323 nm) bola
0,25 ugml ™.

Pripraveny polymér s odtlackom molekuly sa testoval
ako sorbent pre off-line SPE kumarinov z vodného extra-
ktu harmanceka pravého. Vhodnym premyvacim ¢inidlom
bola voda ana eliuciu sa pouzila zmes metanol/kyselina
octova (9/1, v/v). MIP-SPE extrakty sa analyzovali HPLC
metddou so spektrofotometrickou detekciou. Vytaznost
extrakéného kroku na polyméri bola zistena porovnanim
vysledkov stanovenia umbeliferénu ziskanych pre vzorky
s pouzitim a bez pouzitia MIP-SPE. Hodnota vytaznosti
pre testovanu rastlinnti vzorku bola viac ako 77 % (RSD <
15 %). Zistena hodnota hmotnostnej koncentracie umbelife-
rénu vo vzorke harmanéeka pravého bola 58,1 £ 6,9 ug g .
Chromatografické zaznamy vodnych extraktov bez pouzi-
tia a s pouzitim MIP-SPE dokumentuje obr. 3. Je zrejmé,
ze interferujuce zlozky boli odstranené a derivaty kumari-
nu sa selektivne extrahovali. V pripade testovanej vzorky
harmanceka bola v extrakte zistena pritomnost’ umbelife-
ronu a herniarinu.

Zaver

V praci sa testoval skupinovo selektivny polymér
s odtlackom molekuly pre stanovenie kumarinov
v extrakte rastlinnej vzorky. Polymér bol pripraveny neko-
valentnym spdsobom. Studoval sa vplyv porogénu
a rozpustadla vzorky na sorpcnu kapacitu polyméru. Poly-
mér pripraveny v chloroforme bol schopny zachytit’ 269 p
g umbeliferonu/100 mg polyméru, ¢o je dostatocna kapa-
cita na analyzu rastlinnych vzoriek. Off-line MIP-SPE
extrakcia je vhodnd metéda na precistenie a selektivnu
sorpciu kumarinu z rastlinnych vzoriek.

Praca vznikla za podpory grantu ¢. 1/0164/11 Vedec-
kej grantovej agentury Ministerstva Skolstva Slovenskej
republiky a Slovenskej akadémie vied.
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Uvod

Insekticidy ze skupiny organofosforecnych latek tvoti
rozsahlou skupinu organickych sloucenin fosforu a v fadé
zemi patii mezi nejcCastéji pouzivané pesticidy. Vyrazny
vstup pesticidil do zivotniho prostiedi je patrny jiz od po-
¢atku jejich vyuzivani. Vyznamnym meznikem v pouziva-
ni pesticidli pro oSetfeni zemédélskych plodin se stala
30. I1éta 20. stoleti, kdy doslo k rozmachu vyuzivani orga-
nickych sloucenin s pesticidnimi u¢inky. V obdobi po dru-
hé svétové valce pak doslo k intenzifikaci vyroby a maso-
vému pouzivani pesticidii v zem&dé€lstvi. Postupné byly
identifikovany i negativni vlivy organofosforecnych pesti-
cidi na lidské zdravi spoc¢ivajici v inhibici ¢inku enzymu
acetylcholinesterasy. V posledni dobé se zvysuji pozadav-
ky na vyvoj technologii pro u¢innou a fizenou likvidaci
prebytki téchto latek. S vyhodou jsou vyuzivany materia-
ly na bazi nanokrystalickych oxidd kovid (Ti, Zn, Fe, Ce
aj.), které vykazuji vysokou tc¢innost a rychlost degradace
organofosforecnych latek za béznych podminek. Oxidy
s vysokym specifickym mérnym povrchem, pro néz se
pouziva nazev ,reaktivni adsorbenty®, jsou pfipravovany
metodami homogenni hydrolyzy, pfipadné¢ metodami hyd-
rotermalni syntézy za zvysené teploty a tlaku. Predpoklada
se, ze prevladajicim degrada¢nim mechanismem je nukleo-
filni substituce Sy2 na centralnim atomu fosforu', nicméng
mechanismus degradace je stile pfedmétem vyzkumu
a existence jinych, byt minoritnich mechanismt je vice
nez pravdépodobna.

Mechanismy degradace pesticidl 1ze studovat pomo-
ci nejrizngjsich instrumentalnich technik’®, jako jsou
naptf. kapalinovd chromatografie s UV/VIS detekci
(HPLC-UV, HPLC-DAD) nebo hmotnostné¢ spektrome-
trickou detekci (HPLC-MS), metodami GC-MS ¢i metoda-
mi spektrometrickymi (infracervena spektrometrie, Rama-
nova spektrometrie nebo UV/VIS spektrofotometrie). Kro-
mé stanoveni vlastnich pesticidi je samoziejmé zadouci
identifikovat a kvantifikovat potencialni degradacni pro-
dukty, které mohou vykazovat fadove€ vyssi toxicitu pro
vy$si organismy.

Pro méreni kinetiky degradace pesticidii a sledovani
prechodnych a koneénych produkti byly pouzity metody
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molekulové spektroskopie (IC, UV/VIS) a dale separaéni
techniky GC-MS, LC-MS, systém HPLC-UV a HPLC-
DAD. V této praci jsou uvedeny dil¢i vysledky studia de-
gradace vybranych organofosfore¢nych pesticidd a dale
vybrané vykonnostni charakteristiky pouzitych analytic-
kych metod.

Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

Pro sledovani a identifikaci organofosfore¢nych pesti-
cidi byly pouzity dva systémy vysokoucinné kapalinové
chromatografie:

HPLC systém od spolecnosti Merck/Hitachi High-
Technol. Corp. (Tokio, Japonsko). Kapalinovy chromato-
graf se skladal z vysokotlakého ¢erpadla LaChrom L-7100
(Merck/Hitachi, Hitachi High-Technol. Corp., Tokio, Ja-
ponsko), smyckového davkovace Rheodyne 7125 se smy¢-
kou 20 ul, vakuového odplynovaciho zafizeni a UV detek-
toru LaChrom L-7400 (Merck/Hitachi) pracujiciho pfi
vlnové délce 230 nm. M¢éfeni bylo provadéno na koloné
Luna (Phenomenex, Torrance, CA, USA) 150 x 4,6 mm,
se stacionarni fazi PFP, 5 um, pfi pritoku mobilni faze
1 mlmin'. Mobilni fizi tvofilo 80 % methanolu a 20 %
vody.

HPLC systém DIONEX UltiMate 3000 s kolonou
Hibar 125 x 4 mm plnénou stacionarni fazi Purospher
STAR, RP 18, 5 um, endcapped (Merck). Teplota kolony
béhem analyzy byla 30 °C. Mobilni faze obsahovala 85 %
methanolu a 15 % vodného roztoku kyseliny octové (1%),
pritok byl 1 ml min™'. Detektor DAD pracujici pii vinové
délce 296 nm.

Pro identifikaci reak¢nich produktii byl pouzit plyno-
vy chromatograf Varian GC 3800 s hmotnostné spektro-
metrickou detekci (iontova past Varian 4000), separace
probihala na kapilarni kolon¢ VF-5 (20 m x 0,25 mm x
0,25 pm). Pro stanoveni nizkomolekularnich organickych
kyselin, ptipadné anorganickych aniontfl byl pouzit ionto-
v¢ chromatograficky systém DIONEX ICS-1000.

Méfeni spekter jednotlivych pesticidli v UV/VIS ob-
lasti bylo provadéno pomoci spektrofotometru Varian
Cary 50CONC UV-VISIBLE SPECTROPHOTOMETER.
Vyhodnoceni a sbér naméfenych dat bylo provadéno poci-
tacovym softwarem Cary WinUV Scan SW (Varian, Aus-
tralie).

Experimentélni data byla zpracovadna a vyhodnocova-
na v programu Excel od spolecnosti Microsoft (USA)
a Grapher™ 8 od spoleénosti Golden Software (USA).
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Roztoky a chemikalie

Tabulka I
Prehled pouzitych pesticidi a jejich degradacnich produkti
. Molekulova hmotnost B N
Pesticid 1 Vzorec Virobce
[gmol "]
Dr. Ehrenstorfer GmbH. Bgm_, Shlosser, Str.
Fenthion 278,33 Cq1H;505P8; 6A. 86 199 Augsburg, Germany
Dr. Ehrenstorfer GmbH, Bgm_, Shlosser, Str.
Malathion 330,35 C10H1504PS; 6A. 86 199 Augsburg, Germany
Dr. Ehrenstorfer GmbH, Bgm., Shlosser, Str.
Parathion-methyl 291,26 CgH;pNOsPS 6A, 86 199 Augsburg, Germany
Sigma-Aldrich spol. s r.0., Sokolovska
Chlorpyrifos 350,59 CgH;;ClsNOsPS 100/94. CZ-186 00 PRAHA 8
Sigma-Aldrich spol. s r.o., Sokolovska
Fenchlorphos 321,55 CgHgCl;05PS 100/94. CZ-186 00 PRAHA 8
Sigma-Aldrich spol. s r.0.. Sokolovska
PrOthiOphOS 34525 C11H15C1202P52 10094 CZ-186 00 PRAHA 8
Sigma-Aldrich spol sr.o.. Sokolovska
Dichlofenthion 315,15 C1oH,5CLOLPS 100/94, CZ-186 00 PRAHA §
Sigma-Aldrich spol. s r.0., Sokolovska
4_pitrofenol 139.11 0,NCH.OH 100/94, CZ-186 00 PRAHA 9
Sigma-Aldrich spol. s r.0.. Sokolovska
2.4-dichlorfencl 163 CL,CsH:0H 100/94, CZ-186 00 PRAHA 10
Sigma-Aldrich spol. s r.0., Sokolovska
2.4.5 - trichlorfenol 197,45 Cl;CH,0H 100/94, CZ-186 00 PRAHA 11
Sigma-Aldrich spol. s r.o., Sokolovska
3.5.6-trichloro-2-pyridinol 198.43 CsH,CL;NO 100/94, CZ-186 00 PRAHA 12
Dalsi chemikalie a rozpoustédla: Vysledky
— methanol, HPLC-grade (J. T. Baker, Netherlands),
— deionizovand voda ze zafizeni Demi Ultra 20 (Goro, Byly méfeny reten¢ni a detekéni charakteristiky vy-
Praha) vyuzivajici reverzni osmézy a smésného méni- branych latek; vysledky jsou uvedeny v nasledujicich ta-
¢e iontl k Cisténi vody. bulkach II a III.

Tabulka IT
Retencéni charakteristiky zkoumanych organofosforecnych pesticidi a jejich degradacnich produktii ve vySe uvedenych
chromatografickych systémech

Pesticid Chmrg;;fégr;aﬂcw t [min] O(Dsﬂ(gﬁctijtgst (%?askri\gtoec:g?nsé

odchylka, min) odchylka, %)

Fenthion a) 2,867 0,007 0,25
Malathion a) 1,873 0,004 0,19

; Parathion-methyl a) 3,720 0,06 1,658
}; Chlorpyrifos b) 7,200 0,004 0,05
= |Fenchlorphos a) 5,010 0,005 0,1
Prothiophos a) 7,283 0,029 0,407
Dichlofenthion a) 5,100 0,004 0,07

- 4-nitrofenol a) 2,680 0,034 1,242
%g 2.4-dichlorfenol a) 2720 0,03 0,405
éﬂ g 2.4.5 - trichlorfenol a) 3,850 0,009 0,492
3,5 6-trichloro-2-pyridinol b) 3,160 0,024 1,312
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Tabulka IIT
Parametry kvantifikace pro stanoveni vybranych pesticidli a degradacnich produkti
Parametry LOD® [mg.dm”] LOQ’[mgdm~] DL® [mgdm™]
Fenthion 5.676 18.920 6.238
Malathion 5.028 16.760 5.586
% Parathion-methyl 3.351 11,170 3.813
; Chlorpyrifos 4,545 15,150 5,190
z Fenchlorphos 4.560 15.200 5215
Prothiophos 3.246 10,820 3,589
Dichlofenthion 1.362 4.540 1.536
- 4-nitrofencl 3.933 13,110 4,460
—i fij 2.4-dichlorfencl 4,095 13,650 4,491
gﬂ g 2.4.5 - trichlorfenol 3,099 10.330 3.509
3.5,6-trichloro-2-pyridinol 4,125 13,750 4,565

Trojnasobek smérodatné odchylky’, ° desetindsobek smérodatné odchylky’, ©pro kvantil normélniho rozd&leni kg = 1,645

(5 %)

U mV
70 4 1 CiCy 1
%1 08 . 0’ """"" *
2 y . ’r\ 2
. R
61 g
251 0,4 - I.k
S 1
ol 1 02 ,': *A“/
: ¢
5 : 0 : : : Tk )
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. t, min
Obr. 1. Chromatografické sledovani rozkladu pesticidu para- Obr. 2. Sledovani rozkladu organofosforeénych pesticidi po-
thion-methylu (2) za vzniku jeho degradacniho produktu moci HPLC - priklad Kkinetické zavislosti. / — parathion-
4-nitrofenolu (1). / — roztok parathion-methylu a 4-nitrofenolu methyl; 2 — 4-nitrofenol

o vychozi koncentraci 500 mg dm > na poc¢atku pokusu, 2 — reaké-
ni smés po 16 min reakce za ptitomnosti oxidu ceri¢itého, 3 —
reakéni smés po 96 min reakce za pritomnosti oxidu ceric¢itého.
Chromatografickd separace provedena na kolon¢ Luna PFP
s mobilni fazi 80/20 (v/v) metanol/voda, priitok 1 ml min™*
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Obr. 3. Sledovani rozkladu organofosforeénych pesticidi po-
moci UV/VIS absorp¢ni spektrometrie. / — parathion — methyl;
2 — 4-nitrofenol

Zaveér

Pro stanoveni organofosforecnych pesticidi a hlav-
nich degradac¢nich produktd je mozno pouzit metod HPLC
s UV/VIS detekci. Toto stanoveni je dostatecné rychlé,
robustni a citlivé. Vhodné je soucasn¢ zaznamendvat UV/
VIS spektra, ktera poskytuji dodatecnou informaci o iden-
tit€ latek i o stupni pfemény. Pro potvrzeni identity nezna-
mych reakénich produkti 1ze s vyhodou vyuzit GC-MS,
zatimco aplikace LC-MS neznamenala Zadny vyznamné;jsi
pfinos pro studium mechanismu degradace pesticidu.
Vzhledem k tomu, Ze n¢které modelové latky ze skupiny
organofosfore¢nych sloucenin mohou byt degradovany az
na jednoduché organické kyseliny, pfipadné anorganické
anionty (napt. fosfore¢nany), byly vyvinuty a validovany
metody stanoveni téchto latek iontovou chromatografii.
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Samostatné odborné prace studentii FZP UJEP jsou
podporovany v ramci projektu Modernizace vyuky technic-
kych a prirodovédnych oborii na UJEP se zamérenim na
problematiku ochrany Zivotniho prostredi (ENVIMOD),
ktery je podporovan MSMT v ramci programu OPVK, ¢.
projektu CZ.1.07/2.2.00/28.0205.
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Uvod

Cesky &esnek je v dnesni dobé velice Zadanou komo-
ditou. Je tedy snahou producentti zvysit a zkvalitnit pésto-
véni &esneku na uzemi Ceské republiky. Tato studie je
provadeéna v ramci projektu ,, Bezpecnd a kvalitni zelenina
r. Allium se zamérenim na cesnek z domacich zdro-
Jju“ (NAZV QJ1210158). Tento projekt se zabyva charak-
terizaci odrad Cesneku, zvySenim jeho kvality a nalezenim
vhodné ceské odridy, kterd by méla co nejvyssi obsah
zdravi prospésnych latek, a zaroven byla rezistentni vici
nepfiznivym podminkdm pfijeho péstovani. Nejvyznam-
n&jSimi zdravi prospé€Snymi latkami Cesneku jsou sirné
aminokyseliny S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidy (ASCO).
Jedna se piedevsim o allin a methiin'. Tyto latky tvoii
charakteristické aroma Cesneku. Proto by méla ndmi vy-
brana odrida Cesneku obsahovat co nejvice téchto latek.
Pouziti kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
umoziuje analyzovat tyto sirné aminokyseliny bez nutnos-
ti jakékoliv upravy (derivatizace, €iSténi) oproti konven-
¢nim analytickym postupim (LC-UV). Dobré vlastnosti
pfi analyze aminokyselin vykazuje novy typ analytické
kolony HILIC. Cesnek obsahuje mimo jiné ienzym
alliinasu, ktery pfi poruSeni bunék ¢esneku degraduje sirné
aminokyseliny ¢esneku na dalii biologicky aktivni latky?.
Pfi analyze sirnych aminokyselin je nutné aktivitu tohoto
enzymu inhibovat.

Cesnek obsahuje i fadu dal$ich biologicky aktivnich
latek, napt. vitaminy, steroidni glykosidy, prostaglandiny
alatky s antivirotickymi u¢inky’. Mnozstvi téchto latek
zavisi na druhu Cesneku a na péstebnich podminkach.
Komplexni analyzou c¢esneku by tedy bylo mozné odlisit
vzorky Cesnekii rizného druhu a pivodu. K tomu se vyu-
ziva tzv. metabolomického pfistupu, jehoz cilem je global-
ni analyza nizkomolekularnich slougenin®. Metabolomické
profily se ziskavaji proméfenim extraktu pomoci vysoko-
rozliSovacich hmotnostnich detektortt (HR-MS), které
analyzuji Siroky hmotnostni rozsah v kratkém case
s vysokou pfesnosti hmoty. Mezi tyto detektory patfi napf.
analyzator typu Orbitrap a analyzator doby letu TOF*’.
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Experimentalni ¢ast

V této studii bylo vyuzito n€kolik postupti pro cha-
rakterizaci Cesneku. Jednak byla vyuzita technika kapali-
nové chromatografie (LC) ve spojeni s HR-MS typu Orbit-
rap pro stanoveni ASCO. A dale byl vyuzit novy inovativ-
ni postup s vyuZitim iontového zdroje pifimé analyzy
v realném cCase (DART) ve spojeni s HR-MS typu Orbit-
rap. Také byly vzorky ¢esneku vySetfeny pomoci techniky
LC vespojeni s HR-MS typu TOF a byl zkouman
i potencidl techniky pfimého nastfiku extraktu do hmot-
nostniho analyzatoru/detektoru.

Celkem bylo analyzovano 31 vzorkl riznych druhil
Cesneku, které dodal Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
v.v.i. Pfiprava vzorku je jednoducha. Pfiblizn€¢ 20 g nepo-
Skozenych oloupanych strouzkid ¢esneku se vlozi do labo-
ratorniho mixéru. Ke vzorku se odméti 60 ml inhybitoru
allinas O-(karboxymethyl)hydroxylaminhemihydrochlorid
(OCMHA; 1,1 g1, rozpoustédlo MeOH/H,0 1:1, pro
ucel metabolomiky byl jako rozpoustédlo pouzit ¢isty me-
thanol) a 2 ml vnitiniho standardu norleucinu (5 g I, roz-
poustédlo MeOH/H,O 1:1). Vzorek se 1 minutu homoge-
nizuje, pficemz soucasné¢ dochazi k extrakci. Vznikld su-
spenze se odstiedi (5 min, 10 000 rpm) a prefiltruje se pies
mikrofiltr (0,25 pm). Pro stanoveni sirnych aminokyselin
se vzorek fedi 1:9 a 1:39 (MeOH/H,0 1:1).

Jednou z metod k charakterizaci ¢esneku je analyza
sirnych aminokyselin. K analyze byl pouZzit pfistroj Exa-
ctive LC-MS s analyzatorem typu Orbritrap od firmy
Thermo Scientific s ionizaci elektrosprejem (ESI). Aminoky-
seliny byly separovany kolonou HILIC (3 x 10 mm, 3 pum)
s mobilni fazi acetonitril a voda s 50mM mravenanem
amonnym a 0,2 % kyseliny mraven¢i. Analyzovano bylo
pét sirnych aminokyselin: alliin, methiin, ethiin, propiin,
buthiin. Jako vnitini standard byl pouzit norleucin.

Analyza metabolomickych profilli jednotlivych druhi
cesneku se provadéla metodou DART na jiz zminéném
pfistroji Exactive (Thermo) s iontovym zdrojem DART-
SVP od firmy IonSense.

Pro el komplexniho vySetfeni vzorku byla vyvinuta
profilovaci metoda vyuzivajici separa¢ni krok pomoci
kapalinové chromatografie shmotnostni detekci. Jde
o analyzu s vyuzitim MS detektoru typu SYNAPT® G2
HMDS QTOF s ionizaci elektrosprejem, kterému piedcha-
zi separace pomoci kapalinové chromatografie. Byla pou-
zita kolona HILIC (2,1 x 150 mm, 3 pm) a mobilni faze
acetonitril a voda s 0,2M mravenc¢anem amonnym a 0,5 %
kyseliny mravenci.

Dalsi metodou metabolomického profilovani je ptimy
nastfik (DI) do HR-MS QTOF s ionizaci elektrospejem.
Jde o pristroj SYNAPT® G2 HMDS QTOF od firmy
Waters. Jako mobilni faze byl pouzity roztok vody



Chem. Listy 107, s277-s280 (2013)

aMeOH  (1:1).

i negativnim modu.
Diky odlisnému zplsobu ionizace od techniky

DART-MS, technika DI-ESI-MS poskytuje unikatni infor-

mace o vzorku a dopliuje tak informace ziskané z DART-

MS aLC-MS a spole¢né tak tvofi komplexni vySetfeni

vzorku (pfiprava extraktii je ve vSech pfipadech stejna).

Analyza  probéhla v pozitivnim

Vysledky a diskuse

Analyza sirnych aminokyselin pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci se osvédcila. Z péti
zkoumanych aminokyselin byly v ¢esneku detegovany tfi
(alliin, methliin, propiin). Ethiin a buthiin byly pod mezi
stanovitelnosti, kterd odpovida koncentraci 0,1 mg kg™
vzorku. Tato metoda vykazuje také dobrou opakovatelnost
(tab. I).

Vysledky analyzy ukazaly, ze obsah sirnych amino-
kyselin je riizny v jednotlivych odridach. Diky tomu mii-
zeme ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem rostlinné vyro-
by vybrat odridu, ktera bude mit obsah téchto latek vyso-
ky. Do budoucna se analyza sirnych aminokyselin zda byt
jako vhodna metoda ke zjisténi kvality Cesneku, zptuisobu
jeho péstovani a piivodu.

Cena Merck 2013

odrid ¢esneku (obr. 1). Diky vysoké rozliSovaci schopnos-
ti je na zaklad¢ presné hmoty mozné nekteré latky identifi-
kovat.

Analyza metabolomickych profili cesneku pomoci
techniky pfimého nastfiku do hmotnostniho analyzatoru
typu TOF (DI-ESI-MS) je srovnatelnd s metodou DART.
Analyzator TOF vyuziva ionizaci elektrosprejem, coz je
technika velmi mekka. Spektra proto obsahuji prevazné
matefské ionty. Na obr. 2 je ptiklad dvou spekter riznych
odrud cesneku.

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostniho
analyzatoru typu TOF je dobrym analytickym nastrojem
pro identifikaci latek pfitomnych v extraktu z cesneku.
Rozdil mezi pfedchozimi metodami je hlavné ve vystup-
nich datech. Chromatograficky zaznam obsahuje plnou
spektralni informaci, tudiz pro kazdy chromatograficky
pik je mozno ziskat pfislusSné hmotnostni spektrum. Vzor-
ky byly vySetfeny jak v pozitivnim, tak i v negativnim

Tabulka I
Opakovatelnost stanoveni sirnych aminokyselin v ¢esneku

Opakovatelnost extrakce

° ) 5 ) Alliin Propiin Methiin
Komplexni analyzou metabolomu ¢esneku pomoci RSD % 11.00 7 60 6.40
metody DART-MS byly ziskdny metabolomické profily ° > ’ ’
jednotlivych druhd, tzv. fingerprinty. Porovnanim profild Opakovatelnost néstfiku
jsme zjistili, ze se lisi jak obsahem piku/latek, tak i jejich Alliin Propiin Methiin
intenzitou. To je vidét na piikladu dvou spekter riznych
J P p Y RSD % 4,00 4,00 4,00
100 Leucin Alliin =77
20 S o o
80 (CeH13NO,) 132.1019 (CGH%NOBS) B Allixin Odriida Lukan
.70 178.0532 " (C1,H1504)
gzz Prolin
240 (CsHoNO,) S-allyl-cystein
&30 wegor | | e (CeH11NO,S)
20 16205‘83
198.0972 . .
. SV VORI I el O VA VY. il ol
150 H 200 250 :300 350 400 450 500
miz i
v
100 116.0707
° Odrida Slavin
80 H
g 70
goo v
§50 178.0531
g40 v
& 30 134.0634 293.1163
20
10 70.0855 108.0479 . 311.1091 355.c089
o P e s N G v N IO I i . PP
50 100 1 5‘0 20‘0 25‘0 30'() 35‘0 40‘0 45‘0 500
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Obr. 1. Priklad (DART-MS) hmotnostnich spekter dvou odriid ¢esneku Lukan a Slavin
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Obr. 2. Priklad (DI-ESI-MS) hmotnostnich spekter dvou odrud ¢esneku Lukan a Slavin

Alliin
o . (178.0534) C¢HyNO,S (7)
f°5f°"PldY 1 ; (291 1020)  G4H,NO, (?)
\5\ ) . (175.1190)
N [\ / CaHNOGP (?)
4 ¢ (258.1102)
i‘\ \ /
LM iy “C1HeNO; (?)
kY (;35 0551) cs“14"° %
128 ] 128 L’J L J 1 ( 1073)

Obr. 3. PFriklad chromatogramu odriidy Slavin

modu ionozace. Identifikace analytd je provadéna na za-
klad€ velmi pfesné hmoty (m/z) a znalosti ziskaného ele-
mentarniho slozeni. Ke zpracovani naméfenych dat se
pouziva program MassLynx (Waters). Piiklad chromato-
gramu extraktu ¢esneku je uveden na obr. 3.

Zaveér

Byla vyvinuta LC-MS metoda pro stanoveni sirnych
aminokyselin (ASCO) v ¢esneku (alliin, methiin a pro-
piin). Byly ziskany charakteristické metabolomické fin-

gerprinty (tfemi riznymi MS technikami), na zakladé kte-
rych je mozno jednotlivé vzorky Cesneku charakterizovat
podle odrudy (pfipadné dle ptivodu, péstebnich podminek,
skladovani). S vyuzitim vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie je mozna identifikace vybranych latek na
zdklad¢ méfeni presné hmoty, znalosti elementdrniho slo-
zeni, MS/MS spektra ainformaci z literatury, event.
on-line databézi.

DART-MS, LC-MS a DI-ESI-MS techniky jsou t¢in-
nym nastrojem pro charakterizaci cesneku, hodnoceni
kvality Cesneku a stanoveni autenticity. Potencial téchto
technik, zejména ve spojeni se zpracovanim naméfenych
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dat pomoci statistickych analyz, by mohl byt vyuZzit k pfi-
padnému odhaleni falSovani, tedy napt. vydavani odrady
gesneku ptivodem z jiné zemé nez CR za odriidu pochaze-
jicich z CR. Tento potencial bude predmétem nasleduji-
cich experimentt, které moznost odhaleni falSovani potvr-
di ¢i vyvrati.
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