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JUBILEJNI 15. ROCNIiK CELOSTATNI SOUTEZE
O NEJLEPSI STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI V OBORU ANALYTICKA CHEMIE
,,O CENU FIRMY MERCK 2012¢

Ve dnech 1. a 2.0Unora 2012 uspé$né probéhl
v reprezenta&nich prostorach firmy Merck CR v Praze 4 jiz
15. roénik soutéze mladych analytickych chemik ,,O cenu
firmy Merck 2012 za nejlepsi studentskou védeckou praci
v oboru analyticka chemie. Tato jiz tradi¢ni soutéz letos
dobfe zapadla do oslav 20. vyroc¢i pisobeni firmy Merck
na ¢eském trhu. Odborna zastita proto letos pripadla Kate-
die analytické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze, tiha organiza¢niho zajiSténi leZela na
pracovnicich firmy Merck CR, ktefi se tohoto ukolu zhos-
tili vynikajicim zptisobem. V letosnim roce se této uspésné
akce potadané ve spolupraci s Odbornou skupinou analy-
tické chemie Ceské spoleénosti chemické zicastnilo re-
kordnich 33 ucastnikti ze sedmi ¢eskych a dvou sloven-
skych vysokych gkol. Uroveii viech soutéznich praci byla
velmi vysoka a vSichni soutézici dastojné reprezentovali
sva pracoviste, kterd svou péci o vychovu nastupujici ge-
nerace analytickych chemiktl vyrazné pfispivaji k rozvoji
analytické chemie v Ceské i Slovenské republice. Proto
bych zde rad podékoval vSem soutézicim bez ohledu na
jejich konec¢né umisténi za vynikajici vysledky i jejich
znamenitou prezentaci.

1. misto ziskal Be. Michal Stupak z Ustavu chemie
a analyzy potravin Fakulty potravinaiské a biochemické
technologie VSCHT v Praze za praci ,, Stanoveni organic-
kych kontaminantit plynovou chromatografii s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS) “.

2. misto ziskala Be. Sylvie Skali¢kova z Ustavu che-
mie a biochemie Agronomické fakulty Mendelovy univer-
zity v Brné za praci ,,Izolace a stanoveni laktoferinu
z lidskych slin“.

3. misto ziskal Be. Jan Mika z Katedry analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze za praci ,, Zmeny povrchové struktury pastové elek-
trody z mikrocastic skelného uhliku v methanolickém roz-
toku .

Vzhledem k mimotadné kvalité prednesenych praci se
porota rozhodla udé€lit zvlaStni cenu poroty nasledujicim
soutézicim: Be. Jozefu Sochrovi (Ustav analytickej ché-
mie, STU Bratislava) za praci ,,Voltampérometrické stano-
venie vybranych antibiotik na bdze penicilinov®, Be. Evé
Jilkové (Ustav chemie a biochemie, Mendelova Univerzita
v Bmé) za praci ,, Plné automatizovana izolace zinkovych
proteinu vdzajicich zinek z bunék Staphylococcus aureus
pomoci paramagnetickych castic s elektroforetickou detek-
cl izolovanych proteinii“, Be. Janu Pavlikovi (Katedra
analytické chemie, Univerzita Palackého v Olomouci) za
praci ,,Stanoveni kyseliny jasmonové v biologickém materi-
dlu“ a Be. Romanu Polackovi (Ustav analytickej chémie,
STU Bratislava) za praci ,,Chemometria fluorescencnej spek-
trometrie — urcovanie pravosti brandy “.

Vsem ocenénym srde¢né¢ blahopiejeme a v§em ucast-
nikim dé€kujeme za odvedenou praci i krasné prezentace.
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Studenti ocenéni v soutézi “ O cenu firmy Merck 2012° Zleva
Artur Stawisky, Roman Polacek, Jan Pavlik, Eva Jilkova, Sylvie
Skalickova, Michal Stupdk, Jan Mika. V popredi Jozef Sochr
a Jiri Barek

Lze konstatovat, ze letoS$ni soutéz byla pracovniky
firmy Merck CR zorganizovana naprosto dokonale a pro-
behla ve vynikajici pratelské i odborné atmosfére, k niz
nepochybné patfil i veCer v razovité prazské restauraci
Vytopna. Dik vSech ucastnikli patfi pochopitelné i poroté,
kterd méla opravdu tézky kol vzhledem k vysoké kvalité
soutézicich a kterd pracovala ve slozeni doc. Ing.
M. Adam, PhD., Ing. Z. Antalova, prof. RNDr. J. Barek,
CSc., prof. Ing. V. Kanicky, DrSc., prof. Ing. O. Mestek,
CSc., Ing. D. Milde, PhD., RNDr. H. Pokorna a Ing.
L. Svorc, PhD.

Srde¢né podékovani autora téchto fadkt patii panu
Arturovi Stawiskému, fediteli Divize chemikalii a labora-
tornich produktd firmy Merck Ceska republika za jeho
podporu nejen letosniho ro¢niku této soutéze, ale i fady
ro¢nikd minulych a celé fady dalsich aktivit Ceské spole-
nosti chemické. Totéz plati o pani Ing. Lence Ungrmano-
vé, ktera letos i v letech minulych podstatné ptispéla
k uspéSnému pribéhu soutéze.

V neposledni fadé patii podékovani iIng. R. Rapkové,
vykonné redaktorce Casopisu Chemické listy, za peclivou
piipravu sborniku a RNDr. V. Vyskodilovi, PhD. za vyni-
kajici organizatorskou praci.

Na zavér nezbyva nez sdélit, Ze 16. roénik této pii-
jemné a uzite¢né soutéze bude zajistovan kolektivem ve-
denym prof. RNDr. Viktorem Kanickym, DrSc. na Masa-
rykoveé univerzité v Brné ve dnech 6. a 7. inora 2013,
a t&sit se, Ze bude stejné zajimavy a pifjemny jako ro¢nik
letos$ni.

Jiri Barek
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MOZNOSTI KVANTITATIVNIHO STANOVENI ESTROGENU V POVRCHOVYCH
A ODPADNICH VODACH TECHNIKOU HPLC-MS-MS

ELISKA CECHOVA a ZDENEK SIMEK

Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Centrum
pro vyzkum toxickych latek v prostredi, Kamenice 126/3,
625 00 Brno

270599@mail. muni.cz

Uvod

Steroidy jsou latky prirodniho i antropogenniho ptivo-
du a v zivotnim prostfedi ptisobi jako endokrinni disrupto-
ry — interferuji se syntézou, sekreci, transportem, vazbou
nebo rozkladem pfirozenych hormont, jez jsou v téle od-
povédné za homeostazu, reprodukci, vyvoj nebo chovani
organismil. Tyto latky jsou u¢inné i pfi koncentracich pod-
statné nizsich, nez pti kterych se projevuji toxické efekty,
coz koresponduje s extrémné nizkou koncentraci hormont
v krvi a s minimalnimi zménami, které postacuji k regulaci
organti'”.

Cilem této prace je optimalizace extrakéni techniky —
extrakce na tuhou fazi (SPE) nasledované metodou HPLC-
MS-MS s derivatizaci analyti dansylchloridem. Stanovo-
vanymi latkami jsou estron (E1), B-estradiol (E2), ethyny-
lestradiol (EE2) a estriol (E3), které maji nejvyssi estro-
genni potencidly. Metoda byla aplikovana na realné matri-
ce — povrchové a odpadni vody rtizné Cistoty z okoli Brna.
V souvislosti s kvantitativnim stanovenim estrogeni byly
studovany vlivy rtiznych typli matrice na velikost signalu
vMS — vystupem je zhodnoceni matricovych efektl
a vytéznosti.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Acetonitril pro HPLC (99,9%), mravenci kyselina
(98%), 17B-estradiol (98%), 17a-ethynylestradiol (98%),
estron (99,3%), estriol (99,9%), dansylchlorid, hydroge-
nuhli¢itan sodny (vSe Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko),
methanol (99,9%), aceton (Labscan, Polsko), 17(3-estradiol
-2,4,16,16-d4, 98 atom% D (CDN Isotopes, Kanada). Za-
sobni roztoky vSech pouzitych estrogenll pfipraveny
a uchovavany v acetonitrilu.

Instrumentace
HPLC Agilent 1200 Series

MS-MS Agilent Technologies 6410 Triple Quad LC/
MS, SPE extraktor J. T. Baker, Inc.
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Derivatizace

Vzhledem k nizkym hladindm steroidnich hormont
vyskytujicich se v prostiedi (toxické efekty 1ze pozorovat
jiz pti koncentracich ve vodé 1 ng 1" pro E2 a El, 3ng 1"
pro E3 a méné nez 0,1 ng I"' pro EE2) a v ndvaznosti na
predchozi optimalizaci pfimého stanoveni estrogenii ve
standardnich roztocich® metodou HPLC-MS-MS (ILD 24
ng ml™") bylo tfeba zavést metodu, jejiz limity kvantifikace
jsou vyrazné pod environmentalné relevantnimi koncentra-
cemi. Byla zvolena predkolonova derivatizace dansylchlo-
ridem™® — ke 20 ul roztoku smési estrogentl v acetonu
bylo pfidano 50 ul NaHCO; (pH 10,5, NaOH, ¢ =
100 mmol I'Y). Smés byla 1 min michana (Vortex) a na-
sledné bylo pridano 20 ul dansylchloridu (1 mg ml™, ace-
ton). Poté byla smés opét 1 min michana (Vortex), odpaie-
na do sucha pod mirnym proudem dusiku. Odparek byl
rozpu$tén v 1 ml smési methanol (MeOH):H,0=60:40, v/
v. Parametry LC-MS jsou shrnuty v tabulce I, MRM pie-
chody pro jednotlivé estrogeny, fragmentacni napéti
a kolizni energie jsou uvedeny v tabulce II.

SPE extrakce

Pro analyzu estrogenti v redlnych vzorcich se ukazal
jako nejvhodngjsi nasledujici postup®: kondicionace SPE
kolony (Oasis HLB, 60 um, 12 cm’, 500 mg) 7,5 ml me-
thyltercbutyletheru (MTBE), promyti 7,5ml MeOH
a7,5ml destilované vody, naneseni 250 ml vzorku
(okyseleny na pH 3, CH3;COOH), proplach 7,5 ml 40%
MeOH ve vodg¢, reekvilibrace 7,5 ml vody, promyti 7,5 ml
10% MeOH/2% NH,OH ve vodé. Eluce byla provedena
15 ml smési MTBE:MeOH=90:10, v/v. Extrakt byl poté
odpafen do sucha pod mirnym proudem dusiku (teplota
zahtivani do 35 °C). Nasledovala derivatizace podle vyse
uvedeného postupu.

Vysledky a diskuse

Chromatogram smési standardt estrogenti o koncen-
traci ¢ = 200 pg ml™' je uveden na obr. 1.

Optimalizovand metoda byla aplikovana na realné
vzorky vody ruzné Cistoty (Brnénska piehrada, pfitok
a odtok z istirny odpadnich vod — COV Modfice). U t&ch-
to matric byly vyhodnoceny matricové efekty a vytéznosti
dle jednoho z doporutovanych postupt’. Pro tento wdel
byly provedeny nasledujici tii série experimentl s kazdou
matrici:

1. Pfiprava standardnich roztokt derivatizovanych estro-
gent (E1, E2, EE2, E3) spolu s internim standardem

E2-D o koncentraci 30, 300, 600, 900, 1200 a 1500

pgml ™.
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Optimalizované parametry LC-MS-MS metody pro stanoveni derivatizovanych steroidi E1, E2, EE2 a E3

Kolona
Slozeni MF

Gradient MF

Pritok MF

Objem nastiiku
Teplota kolony
Rozpoustédlo vzorku

Iontovy zdroj

Teplota zmlZovaciho plynu
Prutok susiciho plynu (dusik)
Tlak plynu ve zmlzovaci
Kapilarni napéti

ILD*, pg ml™

ACE 3 C18 (150 mm x 4,6 mm, 3 pum)
A=HCOOH ve vodg (7 mmol I")
B=acetonitril + HCOOH (7 mmol ")
0-3,5 min: 60% B

3,5-17 min: 60-92% B

17-18 min: 92-60% B

18-25 min: 60% B

0,3 ml min™'

10 pl

25°C
MeOH:H,0=60:40, v/v

ESI

320 °C

8 Imin!

0,34 MPa

4500 V

E3:1,2,E2: 2,7, EE2: 4,5, E1: 13,4

* ILD vypoéteny jako koncentrace analytu ve vzorku, ktera odpovida trojnasobku poméru signalu k Sumu

Tabulka II

MRM prechody, napéti fragmentoru a kolizni energie pro derivatizované estrogeny

Estrogen Kvantifika¢ni MRM Kvalifikaéni MRM Fragmentor Kolizni energie
prechod prechod [V] [V]
Dansyl-EE2 530—171 530—156 250 40
Dansyl-E2 506—171 506—156 250 42
Dansyl-El 504—171 504—156 250 38
Dansyl-E3 522—-171 522—156 250 42
Dansyl-E2-D 510—171 510—156 250 42

2. Zpracovani vzorklli vody vysSe uvedenym postupem
SPE a nasledna derivatizace, obohaceni matrice smési
estrogend o koncentracich stejnych jako v bodé 1 bylo
provedeno po extrakci.

3. Jednotlivé vzorky vody byly obohaceny estrogeny
pred SPE extrakci.

U kazdé série analyz zpracovanych vzorki byly ana-
lyzovény slepé pokusy. Matricovy efekt (ME) byl poté
vypocten jako pomér ploch 4 LC-MS chromatogrami
série 2 a 1 (obohaceni po extrakci/standardni roztoky),
vytéznost (RE) byla urcena jako pomér ploch série 3 a 2
(obohaceni pted extrakci/po extrakci). Celkova ucinnost
metody (PE) zahrnujici pfedchozi dva efekty je vyjadiena
jako soucin ME a RE:

ME (%)= Ay/A, . 100
RE (%) = Ay/A, . 100
PE (%)= ME . RE / 100

Vysledky matricovych efektil, vytéznosti a celkové
ucinnosti metody jsou uvedeny v tabulkach IlIa, I1Ib, IIlc.

Zaveér

V této praci byla optimalizovana metoda pro stanove-
ni estrogend v povrchovych vodach. Srovnanim s publi-
kovanymi pracemi metoda poskytuje v €istych roztocich
velmi dobré limity detekce i vytéznosti. Vhodnost metody
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Obr. 1. LC-MS chromatogram smési estrogenii, ¢ = 200 pg ml™', podminky mékeni v tabulce

Tabulka Illa
Vypoctené hodnoty ME, RE a PE (v§e uvedeno v %) pro vzorek vody z Brnénské piehrady

¢, E3 E2 E2-D EE2 El
-1
pgml” g RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE

30 77 28 22 62 37 23 11 189 21 30 147 45 15 26 4
300 82 67 55 68 100 69 35 76 27 63 153 97 66 99 66
600 70 52 36 73 67 49 54 42 23 71 77 54 68 72 48
900 78 37 29 68 46 31 62 34 21 71 63 45 74 71 52
1200 62 38 24 57 58 33 53 41 21 62 66 41 62 85 53
1500 67 50 33 74 55 41 61 49 30 66 80 53 63 85 54

Tabulka IITb 5
Vypoctené hodnoty ME, RE a PE (v§e uvedeno v %) pro vzorek vody z odtoku z COV Modrice

c, E3 E2 E2-D EE2 El
-1
pg ml ME RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE
30 0 0 0 39 109 42 0 0 0 65 236 153 45 20 9

300 67 120 80 98 105 102 46 470 215 121 127 154 86 52 45
600 39 153 60 81 99 81 32 427 135 76 122 93 54 83 45
900 33 156 51 58 95 55 29 392 113 57 134 76 46 101 47
1200 31 148 46 40 125 50 35 308 107 52 118 61 47 94 44
1500 43 98 42 50 118 59 26 428 110 45 144 65 44 125 55

s5



Chem. Listy 106, s3—s6 (2012) Cena Merck 2012
Tabulka IIlc
Vypoctené hodnoty ME, RE a PE (v§e uvedeno v %) pro vzorek vody z pfitoku do COV Modfice
c, E3 E2 E2-D EE2 El
-1
pg ml ME RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE ME RE PE
30 95 195 185 17 110 19 0 0 0 74 66 49 542 115 624
300 41 125 51 8 159 12 0 0 0 38 89 34 177 89 157
600 21 142 29 4 145 6 0 0 0 20 72 15 86 85 73
900 13 134 17 3 133 4 0 0 0 13 69 9 52 102 53
1200 8 164 14 1 202 2 0 0 0 10 70 37 108 40
1500 5 260 13 1 252 3 0 0 0 8 71 6 35 86 30
pro ucely kvantifikace v realnych environmentalnich ma- LITERATURA

tricich byla testovana urenim hodnot ME a RE dle dopo-
ru¢ovanych postupti. Srovnanim hodnot ME a RE pro vody
ruzné Cistoty byl pozorovatelny vyrazny efekt potlaceni
ionizace deuterované¢ho E2-D, odezva byla zcela potlacena
ve vzorcich z piitoku do COV. Interni standardizace pfti
kvantifikaci v tomto pfipadé neni pouzitelna.

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze efekt matrice pfi
stanoveni estrogennich latek je velky a je nutno vénovat
dikladnéjsi pozornost odstranéni interferentti. Pouzita SPE
metoda doporucend pro odstranéni huminovych kyselin a
organickych latek v tomto pfipadé neni dostatecna a bude
nutno zaradit dalsi Cistici krok (SPE, sorbent Florisil), a to
i za cenu nizSich vytéznosti. Metoda eliminace matri¢nich
efektii fedénim matrice’ nebyla v piipadé vzorki z COV
ucinna.
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VOLTAMETRICKA A AMPEROMETRICIQ& DETEKCE AMINO DERIVATU
BIFENYLU A NAFTALENU NA SITOTISKOVE UHLIKOVE ELEKTRODE

JAN DEDiIK, MARCELA JANOVCOVA,
HANA DEJMKOVA, JIRi BAREK a KAROLINA
PECKOVA

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
Katedra analytické chemie, UNESCO laborator elektro-
chemie Zivotniho prostiedi, Hlavova 8, 128 43 Praha 2
dedija@gmail.com

Uvod

Tato prace je zaméfena na vyuziti nemodifikovanych
sitotiskovych uhlikovych elektrod (screen-printed carbon
electrode, SPCE) ve vsadkové voltametrii a jako ampéro-
metrického detektoru pro stanoveni smési amino derivati
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (APAH). Pro
separaci jednotlivych latek ve smési byla vyuzita technika
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Studo-
vanymi latkami jsou l-aminonaftalen (1-AN), 2-amino-
naftalen (2-AN), 2-aminobifenyl (2-AB), 4-aminobifenyl
(4-AB). Dva z téchto derivati, konkrétné 2-aminonaftalen
a 4-aminobifenyl, jsou podle IARC zatazeny do skupiny 1 —
latky karcinogenni pro ¢lovéka'.

Tisténé uhlikové elektrody maji podobu malych
prouzki. Jejich bézné rozmeéry nepfesahuji n€kolik desitek
milimetrd na délku, do 15 mm na Sitku a do 1 mm na vys-
ku. Elektrody je moZné pfipravit v laboratofi pomoci vlast-
niho pfistroje nebo jsou snadno komeréné dostupné od
desitek spolecnosti. SPCE byly vyvinuty jako levna jedno-
razova zafizeni, jez se po provedeni jedné analyzy vyhodi.
Tim je feSen problém ,,paméti“ objevujici se u pevnych
elektrodovych materialil pii opakovaném pouZivani’. Pres-
toze jsou elektrody pivodné zamysleny jako jednorazové,
byla v nékolika studiich prokazana jejich zpusobilost
k opakovanému pouziti**. Diky své velikosti se daji snad-
no vyuzit v pfenosnych pfistrojich pro in situ méfeni
a mala plocha pracovni elektrody umoznuje nizkou spotie-
bu vzorku®. Jejich pouzitelnost byla ovéiena jak ve vsad-
kovych, tak v pritokovych metodach.

Experimentalni ¢ast

Byly pouzity tyto chemikalie: 2-aminobifenyl (97%,
Sigma Aldrich), 4-aminobifenyl (97%, Sigma Aldrich),
l-aminonaftalen (98%, Sigma Aldrich), 2-aminonaftalen
(95%, Sigma Aldrich), acetonitril (LiChrosolv® HPLC
grade, Merck, Némecko), dihydrogenfosforecnan sodny
(Lachema, Brno, Ceska republika), kyselina fosfore¢na
(85%, cistota p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republi-
ka), hexakyanoZeleznatan draselny (Lachema, Brno, Ceska
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republika), deionizovand voda (Millipore Q-plus System,
Millipore, USA).

Voltametrickd méteni se provadéla na pfistroji Eco-
Tribo Polarograf (Eco-Trend Plus, Praha) ovladanym pro-
gramem Polar Pro 5.1 (Polaro-Sensors, Praha), ktery pra-
coval v opera¢nim systému Microsoft Windows XP
(Microsoft ~ Corporation, USA). M¢cfeni probihala
v tiielektrodovém zapojeni na SPCE na plastovém podkla-
du (DropSens, Spanélsko). Pracovni elektrodou byla tisté-
na uhlikova elektroda, geometricka plocha elektrody byla
12,6 mm?”. Jako referentni elektroda slouzila pseudorefe-
rentni tiSténa argentchloridova elektroda a jako pomocna
elektroda se pouzivala ti§t€na uhlikova elektroda.

Kapalinovy chromatograf tvofily tyto soucasti: gradi-
entovd pumpa L-7100, autosampler L-7200, spektrome-
tricky UV/VIS detektor L-7400, tidici jednotka D-7000
(vSe Merck-Hitachi, Némecko), potenciostat ADLC2
(Laboratorni pfistroje, Ceskd republika), kolona Li-
ChroCART® Purosphere STAR RP-18e, 125%4 mm, 5 um
(Merck, Némecko). Pies fidici jednotku byl chromatogram
propojen s osobnim pocitacem a byl ovladan programem
HSM (Merck-Hitachi, Némecko) pracujicim v opera¢nim
systému MS Windows NT. Ultrazvukova lazen kvuli od-
vzduSnéni byla provaddéna piistrojem PS 02000A
(Powersonic, USA).

Kazda pouzitd tisténa uhlikova elektroda byla pted
prvnim méfenim aktivovana ponofenim do roztoku 0,05M
fosfore¢nanového pufru o pH 7,0. Na elektrodu byl vlozen
kladny potencial +1,2 V po dobu 120 sekund.

Pro voltametrickd méfeni byly pfipraveny zasobni
roztoky studovanych latek o koncentraci 1-10™* mol I"'
rozpuSténim piislusSného mnozstvi dané latky deionizova-
nou vodou do 100ml odmérnych banék. Pii diferencni
pulzni voltametrii byly na elektrodu vkladany pulsy o Sifce
100 ms a modula¢ni amplitudé 50 mV. Byla pouzita rych-
lost nartistu potencialu 20 mV s'. Pfi mé&feni odezvy stu-
dované latky v zavislosti na ménicim se pH byl do 10ml
odmérné baiky napipetovan 1 ml vzorku a bailka byla
doplnéna po rysku B-R pufrem o daném pH. Takto pfipra-
veny vzorek byl prelit do voltametrické nadobky a pro-
bublaval se 5 min dusikem, aby byl zbaven kysliku. Pfi
proméfovani kalibracni zavislosti byly do 10ml odmér-
nych banék ptipravovany roztoky o danych koncentracich
odpipetovanim prislusSného mnozstvi stanovované latky
a odmérna barika byla doplnéna po rysku pufrem o daném
pH. Tato méfeni byla provedena pétkrat pro kazdou hod-
notu pH i pro kazdou koncentraci vzorku. Mez detekce byla
tamogramu ziskanych pii méteni kalibracnich zavislosti.

Z kazdé studované latky bylo pfipraveno 100 ml za-
sobniho roztoku o koncentraci 1-10° mol I odvazenim
presného mnozstvi dané latky a rozpusSténim v acetonitrilu.
Tyto roztoky byly pouZivany pfi optimalizaci separace
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a elektrochemické detekce. Roztoky o nizsi koncentraci
byly ziskany ziedénim zasobnich roztokii mobilni fazi.
Analyty byly separovany na koloné LiChroCART® Puro-
sphere STAR, ktera nebyla termostatovana. Ke stanoveni
mrtvého Casu byl pouzit vodny roztok K4[Fe(CN)g]. Latky
byly detegovany UV/VIS detektorem pii vinové délce
290 nm. Optimalizace separace byla provadéna se smési
vSech studovanych latek, kazda o vysledné koncentraci
1-10* mol I'". Mobilni faze byly ziskdny smisenim pii-
slusnych objemovych dili acetonitrilu a vodného roztoku
fosforecnanového pufru. Pufr byl pfipraven z 0,01M di-
hydrogenfosforecnanu sodného. Pozadovana hodnota pH
fosforecnanového pufru byla upravovana pfiddnim H;PO,.
Hodnota rychlosti prittoku mobilni faze byla 1,0 ml min ™.
Ob¢ slozky mobilni faze byly kviili odvzduSnéni pted kaz-
dym pouzitim dany na 12 min do ultrazvukové lazné
a 12 min probublany heliem. Pfi elektrochemické detekci
byla detekéni cela zapojena sériové za UV/VIS detektor.
Vni byla vloZena pracovni ti§t€nd uhlikova elektroda
s referentni ti§ténou argentchloridovou a pomocnou tisté-
nou uhlikovou elektrodou. Detekéni cela byla vyrobena
z bloku silonu dle prototypu pritokové detekéni cely firmy
DropSens. Méteni s elektrochemickou detekcei probihala za
optimalizovanych podminek separace: mobilni faze o slo-
zeni acetonitril a 0,01M fosfore¢nanovy pufr o pH 3,0
v poméru 40:60 (V/V). Vhodny potencial detekce byl zjis-
tén z hydrodynamickych voltamogramti smési vSech Ctyt
latek o koncentraci 1-10™* mol I"'. M&feni opakovatelnosti
bylo provadéno ve FIA uspofadani, kdy byla pfimo za
autosampler napojena detekéni cela s SPCE. Na elektrodu
byl vlozen potencial +0,9 V a vzorky byly davkovany do
té doby, nez elektroda piestala poskytovat odezvu nebo
odezva viditeln¢ poklesla. Méfeni bylo provedeno s mobil-
nimi fazemi o obsahu acetonitrilu od 20 % do 90 %, zby-
tek mobilni faze byl 0,01M fosfore¢nanovy pufr o pH 3,0.
Elektroda byla vyménéna vzdy po zméné obsahu acetoni-
trilu v mobilni fazi.

Vysledky a diskuse

Pilotni voltametrickd studie byla provedena s 4-AB.
Méfenim jeho roztoku o koncentraci 5-10~° mol I pfi
hodnotach pH Brittonova-Robinsonova pufru od 2,0 do
12,0 na SPCE byly ziskdny DP voltamogramy ukazujici
vliv pH prostiedi na velikost odezvy signalu a na potencial
oxidace aminoskupiny. Srostoucim pH dochazelo
k posunu piku k mén¢ kladnym potenciallim a i ke zvétSo-
vani odezvy 4-aminobifenylu. Nejvétsi odezvy bylo dosa-
Zeno v prostfedi B-R pufru o pH 12,0. Voltamogramy
kalibra¢nich zavislosti v rozmezi 2:10° — 8-10° mol I''
ce méla hodnotu 4 pmol 1", Kalibragni zavislost byla pi-
mo umérna v celém sledovaném koncentra¢nim rozsahu.

Pro analytické vyuziti HPLC metody je dilezité, aby
separace probchla v co nejkrat§im Case a latky ve smési
byly zéroven od sebe dostate¢né€ oddé€leny. Nejvétsi vliv na
dobu analyzy a rozliSeni pikd ma slozeni mobilni faze
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Obr. 1. DP voltamogramy 4-AB v rozmezi 1-80 pmol I”' na
SPCE v prostiedi B-R pufru pH 12,0. Koncentrace 4-AB:
80 umol 1! (1), 60 umol 1™ (2), 40 umol 1! (3), 20 umol I'' (4),
10 pmol I'' (5), 8 umol 1" (6), 6 pmol 1™ (7), 4 umol I"" (8),
2 umol "' (9), zakladni elektrolyt (10)

apH vodné slozky mobilni faze. S vyuzitim poznatki
z diplomové prace Jaroslavy Zavazalové® byly optimélni
podminky separace hledany pii 30%, 35% a 40% obsahu
acetonitrilu v mobilni fazi. Zbytek mobilni faze byl vzdy
tvofen 0,01M fosfore¢nanovym pufrem. Byly zkouseny
hodnoty pH fosfore¢nanového pufru 2,0; 2,5; 3,0; 4,0
a 5,0. Na kolonu bylo davkovano 20 ul vzorku. Koncentra-
ce latek ve vzorku byla 1-10™ mol I''. V této fazi byl pou-
zit pouze spektrometricky detektor. Vlnova délka detekce
byla nastavena na 290 nm. NejvhodnéjSimi podminkami
pro separaci smési studovanych aminonaftalenti a amino-
bifenyld se ukdzala byt mobilni faze s 40% obsahem ace-
tonitrilu a 60% obsahem 0,01M fosforecnanového pufru
o pH 3,0. Analyza trvala méné nez 15 min a vSechny piky
mély dostatené rozliSeni. Obr. 2 ukazuje chromatogram
ziskany za téchto podminek. Pfi poméru acetoni-
tril:fosfore€nanovy pufr 40:60 (V/V) se podafilo
s dostacujicim rozlisenim mezi vSemi piky dosdhnout doby
analyzy pod 15 min. Jediné vhodné pH roztoku fosforec-
nanového pufru pti tomto poméru slozek mobilni faze byla
hodnota 3,0. Toto pH bylo pouzivano ve vSech dalsich
experimentech, neni-li uvedeno jinak. Pfi pH2,0 a 5,0
dochazelo ke koeluci dvou analytd, pii pH 2,5 a 4,0 mély
piky nedostatecné rozliSeni. Pfi niz§im obsahu acetonitrilu
trvala méfeni del§i dobu, dochazelo ke koeluci nékterych
pikt nebo jejich nedostate¢nému rozliseni.

V prvnich méfenich pfi optimalizovani podminek
elektrochemické detekce byla hledana takova hodnota
potencialu detekce, pti které by proudova odezva vSech
analyzovanych latek byla co nejvysSsi, a zaroven proud
pozadi nebyl piili§ vysoky. Dllezitym parametrem je také
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Obr. 2. Chromatogram smési 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB. Mo-
bilni faze — acetonitril:fosfore¢nanovy pufr (0,01M, pH 3,0)
(40:60, V/V). Kolona LiChroCART® Purospher STAR100 RP-
18e, 5 um, 125x4 mm, davkovano 20 pl roztoku smési v mobilni
fizi 0 ¢ =1-10"* mol I'!, UV detekce pti 290 nm, priitokova rych-
lost 1,0 ml min™"

podil velikosti piku a velikosti Sumu, ktery rozhoduje
0 hodnoté meze stanovitelnosti a meze detekce. Na pra-
covni elektrodu byly postupné vkladany potencialy
vrozmezi +0,5Vaz +1,2V. Proud pozadi nartstal se
zvétSujicim se potencidlem. Pfi potencidlech detekce nad
+0,9 V dochazelo k prudkému vzristu proudu pozadi za-
pfi¢inénému postupnou oxidaci povrchu elektrody. Nej-
vyS§Sich hodnot dosdhl pomeér velikosti piku a Sumu pfi
potencialu +0,9 V, jak ukazuje obr. 3. Potencial +0,9 V byl
dale pouzivan pro detekci analytti pomoci ti§téné uhlikové
elektrody ve vSech dalSich experimentech.

Pro zjisténi opakovatelnosti a potvrzeni vicendsobné-
ho spolehlivého pouzivani jedné elektrody byla provedena
série meéteni odezvy 4-AB o ¢ = 110" mol I''. Mé&feni
probihala ve FIA usporadani. Zaroven byl sledovan vliv
obsahu acetonitrilu v mobilni f4zi na vykonnost elektrody
a také zavislost proudu pozadi na ¢ase. Hodnoty opakova-

Tabulka I
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Obr. 3. Zavislost podilu proudu piku a proudu Sumu (Z,/I) 2-
AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB (¢ = 1-10 mol 1I") na potencialu de-
tekce Egy. Mobilni faze — acetonitril:fosfore¢nanovy pufr
(0,01M, pH 3,0) (40:60, V/V). Kolona LiChroCART® Purospher
STAR100 RP-18e, 5 pm, 125x4 mm, davkovano 20 pl roztoku
smési v mobilni fazi o ¢ = 1-10* mol I'", pritokova rychlost
1,0 ml min”', méfeno na SPCE

telnosti méteni vyjadrené relativni smérodatnou odchyl-
kou, primérnych velikosti odezvy 4-AB a poctu po sobé
jdoucich méfeni, ze kterych jsou tyto hodnoty ziskany,
jsou shrnuty v tabulce 1. Primérna velikost odezvy je kon-
stantni pfi obsahu acetonitrilu v mobilni fazi od 20 % do
70 %, s dal$im zvySenim obsahu acetonitrilu jednoznacné
klesa. To odpovida snizené vodivosti téchto mobilnich fazi
v disledku vysokého obsahu organické slozky. Vykyv
velikosti odezvy pti 30% obsahu acetonitrilu je nejspi§ dan
vadnym kusem pouzité elektrody. Opakovatelnost méfeni
1ze u Sesti elektrod z osmi pokladat za uspokojivou, proto-
ze hodnota relativni smérodatné odchylky je nizsi nez 5 %.
Predpoklad, Ze zivotnost elektrody zavisi na obsahu aceto-
nitrilu v mobilni fazi, se nesplnil. Po¢et métfeni provede-
nych na jedné elektrodé nevykazoval Zaddnou zavislost
s rostoucim obsahem acetonitrilu a byl pro kazdou elektro-
du jiny. Proud pozadi klesa béhem 1. minuty velmi vyraz-

Primérné hodnoty odezvy (/,), opakovatelnost méfeni (s;) a pocet méfeni v sérii pro rtizny obsah acetonitrilu v mobilni fazi

pfi stanoveni 4-AB (¢ = 1-10* mol I"") na SPCE metodou FIA

Parametr Slozeni mobilni faze (acetonitril:fosfore¢nanovy pufr) %(V/V)
20:80 30:70 40:60 50:50 60:40 70:30 80:20 90:10
I,[nA] 2095 1259 1921 2029 1954 1209 940
s; [%] 4,1 10,2 2,2 10,2 1,5 3,7 1,8
Pocet méfeni 16 8 15 12 26 7 11
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n¢ z priblizné 80 pA na 4 pA. V 5. minuté po vlozeni po-
tencialu na elektrodu je jeho hodnota okolo 1 pA. Pokles
pokracuje az do ukonceni méfeni, kdy ma proud pozadi po
120 minutach hodnotu 230 nA. Obrazek neni ukazan.

Zvysovanim podilu organické slozky mobilni faze se
zvySuje elucni sila mobilni faze. Toho se d4 vyuzit pfi
gradientové eluci, kdy se v pribéhu analyzy méni slozeni
mobilni faze. VySsi elucni sila mobilni f4ze mé za néasle-
dek krat$i dobu zadrzovani analytu ve stacionarni fazi.
Hlavni snahou bylo zkratit elucni ¢as posledniho analytu
2-AB. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pfi gradiento-
vém programu, kdy byl pocatecni pomér acetonitrilu
a fosfore¢nanového pufru 40:60 (V/V) linearné zvySovan
od pocatku do 4. minuty na pomér 60:40 (V/V) a tento
pomér byl udrzovéan az do konce analyzy. Za téchto pod-
minek byl 2-AB eluovan v ase 7,7 min oproti 13,5 min
pii izokratické eluci. Chromatogram této separace je vidét
na obr. 4.

Zavér

Diferencni pulzni voltametrii bylo studovdno cho-
vani 4-AB v prostiedi o rizném pH. V prostiedi Brittono-
va-Robinsonova pufru o pH 12,0 poskytla latka nejvyssi
odezvu a nejsnadngéji se oxidovala. Pfi méfeni kalibracnich
zavislosti bylo dosazeno meze stanovitelnosti 4 umol 1.
Kalibracni zavislost je linearni v celém rozsahu métenych
koncentraci od 4 do 80 pmol I

2000 T T T T

1500
< 1000
£
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Obr. 4. Chromatogram gradientové eluce 2-AN, 1-AN, 4-AB
a2-AB (¢ = 1-10™* mol I'"). Program gradientu: linearni gradient
z poméru 40:60 (acetonitril:pufr) na 60:40 (acetonitril:pufr) od
0. do 4. minuty, izokraticka eluce s 60:40 (acetonitril:pufr) od
4. minuty do konce analyzy. Mobilni faze acetoni-
tril:fosforecnanovy pufr (0,01M, pH 3,0). M¢éfeno metodou
HPLC-ED na SPCE, Eg= 10,9 V. Kolona LiChroCART® Puro-
spher STAR100 RP-18e, 5 pm, 125x4 mm, davkovéano 20 pl
roztoku smési v mobilni fazi o ¢ = 1-10* mol 1", priitokova rych-
lost 1,0 ml min™"

s10

Cena Merck 2012

Pfi hledani vhodnych podminek pro separaci smési
aminonaftaleni a aminobifenyld bylo pfi pouziti izokratic-
ké eluce dosazeno nejlepsich vysledki s mobilni fazi tvo-
fenou zacetonitrilu a 0,01M fosfore¢nanového pufru
pH 3,0 v objemovém pomeru 40 % ku 60 %. Elektroche-
micky detektor dosahoval nejlepSich vykonnostnich para-
metrt, pokud byl na néj vloZen potencial +0,9 V. Vzhle-
dem k velkému zadrzovani 2-AB na kolon¢ byla pro
urychleni jeho eluce vyzkousena gradientova eluce.
S gradientovym programem, kdy se obsah acetonitrilu
v mobilni fazi linearné zvysoval od pocatku analyzy az do
4. minuty z 40 % na 60 %, se podafilo zkratit dobu analy-
zy z 13,5 min na 7,7 min.

Tato studie stale probiha a jejimi nejblizsimi cily je
vyzkouSet jesté dals$i gradientové programy pro zkraceni
analyzy, zjistit kalibracni zavislosti pro smés 1-AN, 2-AN,
2-AB a 4-AB a ovéfit pouzitelnost této metody pro stano-
veni aminobifenyli nebo aminonaftalenti v potravi-
natskych barvivech nebo barvach na vlasy.

Tato price byla financéné podporovina MSMT CR
(projekt MSM 0021620857 a KONTAKT (AMVIS) projekt
ME10004), Univerzitou Karlovou v Praze (projekt SVV
2012-265201, projekt UNCE 2012/44 ,, Center for Supra-
molecular Chemistry"), Grantovou agenturou Univerzity
Karlovy v Praze (projekt GAUK 90210) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (projekt P206/12/G151).
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Uvod

Oxidativni stres nelze sdm o sob& oznacit za nemoc.
Je to proces probihajici vkazdém zivém organismu
a ucastni se jeho starnuti (urychleny nezdravym Zivotnim
stylem — napf. koufeni, stres) a podili se na vzniku fady
zavaznych onemocnéni kardiovaskularniho systému
(infarkt myokardu, arterosklerdza), neurodegenerativni
onemocnéni (Alzheimerova nemoc, Parkinsonova choro-
ba), plicni onemocnéni (chronicka obstrukéni plicni nemoc
(CHOPN), silikoza, azbest6za), poSkozeni jater a ledvin,
nadorova onemocnéni, cukrovka 2. typu (poskozeni bunék
pankreatu tvoticich insulin) ad'.

Oxidativni stres je vyvolavéan pritomnosti Skodlivych
reaktivnich kyslikovych c¢astic (ROS = reactive oxygen
species; fadi se mezi n¢ napt. *‘HO™, HO,*, RO-, RO;, O,~
a latky, které nemaji neparovy elektron a vznikaji premeé-
nami z volnych radikaldi — peroxid vodiku a kyselina chlor-
na), které se v organismu vyskytuji i ve fyziologické kon-
centraci, kdy se Gcastni mitochondrialniho dychéni, signa-
lizace v buiice a eliminace fagocytovanych organismi.
V tomto ptipad€ jsou organismu prospésné, a proti jejich
patologickym projeviim existuje fada antioxidac¢nich
ochran organismu (inaktivujici peroxidy, enzymy a protei-
ny), které zabranuji tvorbé vétsiho mnozstvi ROS a jejich
néaslednym chemickym reakcim. Zivotnost ROS v organis-
mu je omezena na velice kratky Casovy interval, coz je
pri¢inou absence citlivé a presné analytické metody pro
jejich stanoveni in vivo’. Nestabilita ROS vede k hledani
stabiln&jsich specifickych molekul tzv. biomarkert (jsou
produkovany organismem ve zvySené koncentraci béhem
patologickych d&ji), které by bylo mozné detegovat
v télnich tekutinach (moc¢, krev, kondenzat vydechovaného
vzduchu (KVV), mozkomi$ni mok ad.) jiz v ranych stadi-
ich onemocnéni indukovanych oxidativnim stresem. ROS

: oxidace oxidace HZNYCOOH
\ COOH  kyseliny arachidonové ROS aminokyselin i,
N — )
HO H OH
OH
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Obr. 1. Biomarkery oxidativniho stresu

8-hydroxy guanosin

malondialdehyd

sll



Chem. Listy 106, s11-s16 (2012)

reaguji se zakladnimi stavebnimi jednotkami organismu —
nukleovymi kyselinami, bilkovinami a fosfolipidy — za
vzniku biomarkert oxidativniho stresu (obr. 1).

Oxidaci mastnych kyselin za ucasti ROS (jsou pfi-
tomny ve fosfolipidovych membranach) dochazi ke vzniku
8-iso Prostaglandinu F,, (vznikd pievazné z kyseliny
arachidonové), konjungovanych dienti, alkanti, aldehydd
(n-alifatické aldehydy, 4-hydroxynonenal, 4-hydroxy-
hexenal), nasycenych a nenasycenych ketont ad. (oxidace
-6 a ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin). V orga-
nismu dochdzi i k oxidaci aminokyselin za vzniku
o-tyrosinu, 3-chlortyrosinu a 3-nitrotyrosinu a nukleovych
kyselin za vzniku 8-hydroxyguanosinu (oxidace RNA),
8-hydroxy-2’-deoxyguanosinu (DNA) a 5-hydromethyl-
racilu (DNA a RNA).

V tadé praci bylo popsano stanoveni biomarkert oxi-
dativniho stresu v riznych télnich tekutinach (krevni
plazma, mo¢, mozkomisni mok a KVV) s vyuzitim rozdil-
nych analytickych metod jako je RIA (Radioimmuno-
assay)’, EIA (Enzyme Immunoassay)*”’, ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay)®, ptipadné GC-MS*'° nebo
LC-MS'". Biochemickymi metodami Ize stanovit fadove
nizsi koncentrace latek, nez jakych je dnes dosahovano
pouzitim hmotnostné-spektrometrickych metod (GC-MS,
LC-MS), nicmén¢€ meze detekce téchto instrumentalnich
metod se v prubéhu posledniho desetileti dostaly na tro-
ven piko-, femto-, pfipadn¢ attomold, coz je plné postacu-
jici pro detekci vétsiny biologicky aktivnich latek vyskytu-
jicich se v lidském organismu. Spojeni kapalinové, ptipad-
né plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
poskytuje oproti biochemickym metodam nejenom kvanti-
tativni informaci, ale rovnéZz iinformaci strukturni
(kvalitativni), ktera je pfi vyuziti MS" technik vysoce spe-
cificka. Tim jsou vylouceny fale$né pozitivni ¢i negativni
vysledky, které se v disledku ,,zkfizenych reakci® vysky-
tuji uimunochemickych nebo enzymatickych metod.
V soucasné dobé pro stanoveni vSech vySe uvedenych
biomarker oxidativniho stresu neexistuje jedna metoda,
ale je minimalné nutné kazdou skupinu latek stanovovat
separatné (u nékterych metod je nutné stanovit kazdou
latku samostatnou analyzou), coz brani vétSimu rozsifeni
metabolického screeningu patologickych procesti do dia-
gnostické praxe.

Cilem préace bylo vyvinout vysoce selektivni a pfes-
nou analytickou metodu na bazi kapalinové chromatogra-
fie spojené s hmotnostni spektrometrii pro markery oxida-
tivniho stresu — 8-iso Prostaglandin Fy, (8-iso PG F,,),
n-alifatické aldehydy (C6-C13), 4-hydroxynonenal (4-HNE),
4-hydoxyhexenal (4-HHE), malondialdehyd (MDA),
o-tyrosin (o-Tyr), 3-nitrotyrosin (NO-Tyr), 3-chlortyrosin
(Cl-Tyr), 8-hydroxyguanosin (8-OHG) a 8-hydroxy-2’-
-deoxyguanosin (8-OHdG) v télnich tekutinach (KVV,
krevni plazmé a moci), ktera by odstranila nedostatky sta-
vajicich analytickych metod popsanych v literatuie. Nedil-
nou soucasti prace byla validace vyvinuté metody a ovéte-
ni jeji funkcnosti pfi monitorovani patogeneze u osob
s riznymi formami oxidativniho stresu a kontrolni skupiny.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie
o-Tyrosin (= 96%, Fluka, USA), 3-nitrotyrosin

(> 99%, Cayman Chemicals, USA), 3-chlortyrosin (97%,
Aldrich, USA), 8-hydroxyguanosin (> 98%, Cayman Che-
micals, USA), 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin (> 98%, Cay-
man Chemicals, USA), 8-iso Prostaglandin Fy, (> 99%,
Cayman Chemical, USA), 4-hydroxynonenal (98%, Cay-
man Chemical, USA), 4-hydroxyhexenal (98%, Cayman
Chemical, USA), [9, 9, 9 2H3] 4-hydroxynonenal (> 99%
D, Cayman Chemical, USA), [6, 6, 6 2H3] 4-hydroxy-
hexenal (= 99% D, Cayman Chemical, USA), tyrosin-d,
(98% D, Cambridge Isotope Laboratories, USA), 8-hydroxy-
-2’-deoxyguanosin-""Ns (99% '°N, Cambridge Isotope La-
boratories, USA), malondialdehyd (98 %, VSCHT Praha,
Ceska republika), methylmalondialdehyd (97%, VSCHT
Praha, Ceskd republika), N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-
-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC) (299%, Fluka,
Svycarsko), kyselina borita (p.a., Penta, Ceska republika),
N,N’-disukcinimidyl karbonat (> 95%, Fluka, USA),
3-aminopyridin (= 99%, Aldrich, USA), hydrogenfosfo-
recnan sodny, dihydrat (p.a., Riedel de Haén, Némecko),
hexanal (> 97%, Fluka), heptanal (= 95%, Fluka), oktanal
(= 98%, Fluka), nonanal (= 95%, Sigma-Aldrich), dekanal
(= 95%, Fluka), undekanal (> 96%, Koscher), dodekanal
(= 92%, Sigma-Aldrich), tridekanal (> 90%, Sigma-
Aldrich), Girard’s reagent T (99%, Sigma-Aldrich), aceto-
nitril (LC-MS, Fluka, Svycarsko), methanol (LC-MS, Flu-
ka, Svycarsko) a voda (LC-MS, Fluka, Svycarsko).

Derivatizace latek s aminoskupinu

Biomarkery oxidativniho stresu obsahujici ve své
struktufe amino skupinu (o-Tyr, NO-Tyr, Cl-Tyr, 8-OHG,
8-OHdG) byly derivatizovany dle nasledujiciho postupu: k
500 pl roztoku (pfipadné télni tekutiny u klinickych vzor-
ki) obsahujici vnitini standardy (8-hydroxy-2’-deoxy-
guanosin-"’Ns a tyr-ds) bylo pfidano 350 pl boratového
pufru (pH smési 8,5-9) a 50 ul roztoku derivatiza¢niho
¢inidla 3-aminopyridyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamatu
(APDS) (roztok APDS v acetonitrilu o koncentraci 1
mg ml™, APDS ¢&inidlo bylo pfipraveno reakci N,N’-di-
hydroxysukcinimidyl karbonatu (1,28 g, 5 mmol) s 3-amino-
pyridinem (470 mg, 5 mmol) v acetonitrilu (25 ml) pfi
laboratorni teploté, doba reakce 8 hodin). Derivatizovany
vzorek byl michan 10 min pfi laboratorni teploté a nasled-
né¢ 10 min pfi teploté 55 °C (rozlozeni nezreagovaného
APDS cinidla). Nasledn€ byl vzorek analyzovan LC-ESI-
MS metodou.

Derivatizace aldehydid a karboxylovych kyselin
Derivatizace aldehydd (n-alifatické aldehydy — (C6-

C13), MDA, 4-HNE a 4-HHE) a karboxylovych kyselin
(8-iso PGF,,) byly derivatizovany s vyuzitim Girardova
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¢inidla T (GirT) v kyselém prostredi (1% octova kyselina)
a v pritomnosti EDC ¢inidla (derivatizace karboxylovych
kyselin). Derivatiza¢ni reakce probihala pfi teploté 60 °C
po dobu dvou hodin. Po uplynuti reak¢ni doby byla prove-
dena LC-ESI-MS analyza.

LC-ESI-MS analyza

Analyza latek byla realizovana na LC-MS systému
skladajicim se z degaséru, kvartérni pumpy a autosampleru
Accela (Thermo Fisher Scientific, USA) a hmotnostniho
spektrometru s analyzatorem typu trojity kvadrupol — TSQ
Vantage (Thermo Fisher Scientific, USA)
s elektrosprejovou ionizaci (HESI).

K chromatografické separaci latek derivatizovanych
APDS ¢inidlem bylo pouZito mobilni fize o isokratickém
slozeni acetonitril:voda (70:30 v/v) s pH upravenym na
hodnotu 5,4 (octanem amonnym) se stacionarni fazi tvore-
nou poréznim grafitem Hypercarb (Hypercarb Thermo,
rozméry kolony — 2,1 x 100 mm, zrnitost stacionarni faze
— 5 um, Thermo Electron Corporation, USA). Pratok mo-
bilni fize ¢inil 150 ul min~'. Chromatograficka kolona
byla temperovana na teplotu 30 °C. Na kolonu byl nastfi-
kovan objem vzorku 10 pl. Pfi chromatografické separaci
latek derivatizovanych GirT bylo pouzito isokratické eluce
se slozenim mobilnich fazi methanol:voda s pH uprave-
nym na hodnotou 9 (roztokem hydroxidu amonného)
(40:60 — v/v) a identické kolony Hypercarb.

Pfi hmotnostné-spektrometrické analyze bylo pouzito
pozitivni elektrosprejové ionizace (ESI") pro latky deriva-
tizované GirT a negativni elektrosprejové ionizace (ESI")
pro latky derivatizované APDS c¢inidlem. Scanovani latek
(v obou pfipadech) probihalo v mdédu neutralni ztraty (NL)
s kolizn¢ indukovanou disociaci (CID). Pro derivatiza¢ni
¢inidlo APDS bylo pouZito rozsahu hmot 303475 Da
(Q1) a 181-353 Da (Q3) a pro derivatiza¢ni ¢inidlo GirT
bylo pouzito interval 150-350 Da (Q1) a 91-291 Da
(Q3). Parametry hmotnostniho spektrometru byly nastave-
ny na ndasledujici hodnoty: napéti na kapilate 3000 V
(ESI")/-2500 V (ESI"), teplota na vstupni kapilate 300 °C,
teplota HESI vyparniku 300 °C, sheat gas (dusik) tlak
0,31 MPa, pomocny plyn (dusik) 10 ArbU.

Klinicka studie

Cilem klinické studie bylo stanovit koncentra¢ni hla-
diny jednotlivych biomarker oxidativniho stresu (8-iso

0 OH
Lo (T — (Y
COOH — (6] N/ (0} COOH

N ¢}

OH

o-tyrosin APDS

Obr. 2. Schéma derivatizace o-tyrosinu APDS ¢inidlem
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PGF,,, n-alifatické aldehydy (C6-C13), MDA, 4-HNE,
4-HHE, 8-OHdG, 8-OHG, o-Tyr, CI-Tyr a NO-Tyr)
v biologickych matricich (KVV, mo¢ a krevni plazma)
u osob, které byly dlouhodobé vystaveny ptisobeni dioxin{
(20 osob). Koncentrace biomarkerti u jedinct vystavenych
dioxinim byly porovnavany s koncentracemi u kontrolni
skupiny (20 osob). Primérny veék nemocnych byl (67 £ 1)
let, v kontrolni skuping (55 £ 5) let, jednalo se o muze a
nekuraky.

Vysledky a diskuse

Stanoveni biomarkert oxidativniho stresu
s aminoskupinou

Biomarkery oxidativniho stresu obsahuji ve své struk-
tufe aminoskupinu (o-Tyr, NO-Tyr, Cl-Tyr, §-OHG,
8-OHdG) byly derivatizovany APDS ¢inidlem podle reak-
ce uvedené na obr. 2. Béhem vyvoje derivatizacni metody
bylo zjisténo, Ze na prubeh reakce ma zasadni vliv hodnota
pH, ktera se musi pohybovat vrozmezi hodnot 8-9
(upraveno boratovym pufrem), kdy dana reakce probiha
kvantitativné. V kyselé oblasti reakce neprobihd. Pfi
vyssich hodnotach pH (pH > 9) reak¢niho prostiedi byl
sledovén rozklad derivatiza¢niho ¢inidla.

Podminky LC-ESI-MS analyzy byly optimalizovany
z hlediska (1) separace sledovanych latek (pfipadné i dal-
Sich endogenné pfitomnych liatek z komplexnich matric
a vedlejSich produktt derivatiza¢niho ¢inidla) na LC kolo-
né a (2) maximalni odezvy MS detektoru (eliminace potla-
Ceni signalu detektoru, v piipad¢ koeluce soli, endogen-
nich slozek a vedlejsich derivatiza¢nich produktti, coz by
méelo za nasledek negativni ovlivnéni ionizace).

Retencni Casy pro chromatografickou kolonu byly
nasledujici: mrtvy cas kolony = 0,6 min, R, = 4,4 min pro
o-Tyr, R = 4,6 min pro NO-Tyr, R, = 5,0 min pro CI-Tyr,
R=7,2 min pro 8-OHG a R, = 6,9 min pro 8-OHdG.

Hmotnostné-spektrometrickd ~ detekce  biomarkert
byla realizovana negativni elektrosprejovou ionizaci (ESIT")
nejprve s vyuzitim vysoce selektivniho SRM (selected
reaction monitoring) modu, ale protoze bylo pro vSechny
sledované latky zjisténo, ze pii kolizné-indukované disoci-
aci dochazi k odstépeni a ztraté stejného neutralniho frag-
mentu (Cast derivatizacniho €inidla) s m/z = 122 Da, bylo
pouzito modu neutralni ztraty.

0]
N
)
(@]

derivatizovany o-tyrosin N-hydroxysukcinimid
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Stanoveni aldehydi a 8-iso PGF,,

Aldehydy a 8-iso PGF,, ve vzorku byly stanoveny
LC-ESI-MS po derivatizaci GrdT (reakce aldehydu a Cini-
dla je zachycena na obr. 3). Pro kvantitativni prubéh deri-
vatizace je nutné reakci provadét v kyselém prostiedi (1%
octova kyselina). Pfi derivatizaci 8-iso PGF,, musi byt
v reakéni smési navic pfitomno i EDC ¢inidlo.

Uspé$na chromatografickd separace latek (obr. 4)
byla provedena na kolon€¢ Hypercarb a mobilni f4zi o slo-
zeni metanol a voda (pH 9 upraveno hydroxidem amon-
nym). Podminky pfi LC separaci byly optimalizovany z
hlediska maximalni odezvy MS detektoru. Hmotnostné-
spektrometricka detekce biomarkerti byla realizovana po-
zitivni elektrosprejovou ionizaci (ESI") v médu neutralni
ztraty. P kolizné indukované disociaci dochazelo
k odstépeni fragmentu o stejném m/z = 59 Da (obr. 5).

Tabulka I

Cena Merck 2012

Validace metod

Pro jednotlivé biomarkery oxidativniho stresu byla
provedena validace metody. Pfi validaci byly stanoveny
limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) a hodnoty
pfesnosti (vyjadieno relativni smérodatnou odchylkou —
RSD) a spravnosti (vyjadieno vytéznosti). Validace byla
provedena pro tfi matrice — KVV, moc¢ a krevni plasmu.
Hodnoty validac¢nich parametrd pro KVV jsou uvedeny
v tab. L.

Klinicka studie

Cilem klinické studie bylo sledovat koncentrace bio-
markerd oxidativniho stresu (8-iso PGF,,, 8-OHdG,
8-OHG, o-Tyr, CIl-Tyr, NO-Tyr, n-alifatickych aldehydu
(C6 —C13), MDA, 4-HNE a 4-HHE) v KVV, moci a krev-
ni plazmé. Hladiny uvedenych biomarkerti byly porovna-
vany u skupiny osob, které byly béhem zivota dlouhodobé

Validace metod pro matrici kondenzéatu vydechovaného vzduchu

Analyt LOD LOQ Presnost — RSD Vytéznost
[pg ml™'] [pg ml™'] [%] [%]
MDA 12 15 9,7 90,5
4-HHE 14 17 8,6 89,3
4-HNE 16 22 9,4 88,8
Hexanal 11 14 10,5 90,0
Heptanal 14 18 12,5 89,2
Oktanal 10 21 13,6 87,3
Nonanal 16 22 14,4 88,2
Dekanal 18 22 14,8 87,6
Undekanal 19 25 15,1 86,1
Dodekanal 20 26 15,2 84,4
Tridekanal 18 24 14,9 85,3
8-is0 PGF», 4 5 8,4 93,4
o-Tyr 6 7 7,6 92,4
Cl-Tyr 7 8 7,1 93,0
NO-Tyr 5 6 6,5 94,6
8-OHG 4 5 6,6 94,5
8-OHdG 5 6 6,3 94,3

cl
NN O

hexanal GirT

Obr. 3. Schéma derivatizace hexanalu Girardovym ¢inidlem T
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2-(2-hexylidenhydrazinyl)-N,N,N-trimethyl-2-oxoethanaminium
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vystavovany pusobeni dioxind (n = 20, muzi, nekufaci)
a zdravych osob (n = 20, muzi, nekuféaci). Vzorky byly
odebrany mezi 8. a 12. hodinou dopoledni (potlaceni vlivu
cyrkadialnich rytmt mezi jednotlivymi osobami). Hladiny
vétsiny sledovanych biomarkert v KVV u osob vystave-

Meounts
20 1 Malondialdehyde
10 ||L,
20 ﬁ Hexanal
10 Jl_
20 Heptanal
10
Octanal

20
10

10

|[ 4-hydroxynonenal

20 | Nonanal
10 ||.\
20 Decanal
10
0 5 10 15 20 min

Obr. 4. LC-MS chromatogram aldehydi derivatizoavych
GirT

Tabulka IT
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nych plsobeni dioxini jsou vyznamné zvySeny oproti
koncentracim u kontrolni skupiny zdravych dobrovolnikd
(tab. IT). V moci a krevni plazmé nebyly pro vSechny bio-
markery stanoveny statisticky vyznamné rozdily.

Zaveér

Predkladana prace si kladla za cil vyvinout komplexni
metodu pro stanoveni fady rozdilnych biomarkeri oxida-
tivniho stresu (multimarkerovy screening), které vznikaji
pusobenim ROS na zékladni stavebni jednotky organismu
— nukleové kyseliny (8-hydroxyguanosin, 8-hydroxy-2’-
-deoxyguanosin), bilkoviny (o-tyrosin, 3-nitrotyrosin,
3-chlortyrosin) a fosfolipidy (8-iso Prostaglandin F,,, ali-
fatické n-aldehydy (C6-C13), malondialdehyd, 4-hydroxy-
nbonenal a 4-hydroxyhexenal). Pro stanoveni téchto latek
byly vyvinuty dvé analytické metody skladajici se
z Upravy vzorku derivatizaci (pro biomarkery nukleovych
kyselin a bilkovin bylo pouzita APDS ¢inidlo a pro bio-
markery fosfolipidi Girardovo ¢inidlo T) a naslednou
vysoce specifickou a pfesnou metodou na bazi kapalinové
chromatografie spojenou s hmotnostné-spektrometrickou
detekci. Dané metody lze charakterizovat vysokou pies-
nosti a spravnosti. Metody umoziuji stanovit v kratkém
casovém horizontu (v porovnani s metodami popsanymi
v literatufe) fadu biomarkerti i v komplexnich télnich ma-
tricich jakymi jsou kondenzat vydechovaného vzduchu,
mo¢ a krevni plasma. Funkcnost metody byla testovana na
sérii klinickych vzork.

Vysledky klinické studie pro biomarkery oxidativniho stresu v kondenzat vydechovaného vzduchu

Sledovany biomarker Oxidativni stres

Kontrolni skupina

prumeér 95% interval prumeér 95% interval
spolehlivosti spolehlivosti
8-OHdG, pg ml™' 159,4 120,1; 198,7 136,7 119,9; 153,5
8-OHG, pg ml™" 163,7 138,6; 188,9 86,2 78,1; 94,3
8-is0 PGF,,, pg ml™' 123,6 103,5; 143,7 61,8 56,5; 67,1
o-Tyr, pg ml™' 184,5 157,2;211,8 165,0 144,6; 185,4
NO-Tyr, pg ml™ 193,8 154,5; 233,0 119,3 112,6; 126,1
Cl-Tyr, pg ml™' 137,6 116,9; 157,4 96,5 84,1;108,9
MDA, ng ml™ 72,3 65,2; 76,5 45,7 36,3; 56,8
4-HHE, ng ml"' 277,4 249,5;293,3 224.,6 198,3; 228,9
4-HNE, ng ml"' 233,1 209,0; 258,2 165,7 136,3; 196,1
Hexanal, ng ml™! 7,7 4,0;9,0 7,0 3,6; 8,5
Heptanal, ng ml™! 8.4 4,9; 10,0 5,4 1,9; 6,7
Oktanal, ng ml™ 7,5 3,7, 8,7 6,1 3,0;7.9
Nonanal, ng ml™! 7,1 2.9;9,9 33 0,2; 6,3
Dekanal, ng ml™! 6,4 1,6; 7,7 3,6 0,3;4,9
Undekanal, ng ml™' 0,03 0,006; 0,044 0,009 0,001; 0,021
Dodekanal, ng ml™! 0,20 0,03; 0,27 0,027 0,012; 0,037
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Obr. 5. Kolizni spektrum aldehydu (C11 a C 13) derivatizovanych GirT ¢inidlem

LITERATURA

L.

Tesaf V., Zima T.: Remedia 9, 308 (1999).

2. Zwert L. L., Meermann J. H. N., Commandeur N. M.,

Vermeulen N. P. E.: Free Radical Biol. Med. 26, 202
(1999).

. Reynolds H. Y.: Lung 178, 271 (2000).

Holz O., Kips J., Magnussen H.: Eur. Respir. J. /6,
355 (2000).

. Carpenter C. T., Price P. V., Christman B. W.: Chest

114, 1653 (1998).

Montuschi P., Corradi M., Ciabattoni G., Nightingale
J., Kharitonov S. A., Barnes P. J.: Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 160, 216 (1999).

Montuschi P., Collins J. V., Ciabattoni G., Lazzeri N.,
Corradi M., Kharitonov S. A., Barnes P. J.: Am. J.
Respir. Crit. Care Med. 762, 1175 (2000).

s16

10.

11.

12.

. Antczak A., Montuschi P., Kharitonov S. A., Gorski

P., Barnes P. J.: Am. J. Respir. Crit. Care Med. 166,
301 (2002).

. Baraldi E., Carraro S., Alinovi R., Pesci A., Ghiro L.,

Bodini A., Piacentini G., Zacchello F., Zanconato S.:
Thorax 58, 505 (2003).

Biernacki W. A., Kharitonov S. A., Barnes P. J.: Tho-
rax 58, 294 (2003).

Syslova K., Kacer P., Kuzma M., Pankracova A.,
Fenclova Z., Vickova S., Lebedova J., Pelclova D.: J.
Breath Res. 4, 017104/1 (2010).

Syslova K., Kacer P., Kuzma M., Klusackova P.,
Fenclova Z., Lebedova J., Pelclova D.: J. Chromato-
gr., B 867, 1 (2008).



Chem. Listy 106, s17-s20 (2012)

Cena Merck 2012
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Uvod

V druhé poloviné minulého stoleti probihal na Ustavu
fyzikalni chemie a elektrochemie J. Heyrovského CSAV
vyzkum vysoce rozliSenych infracervenych spekter mole-
kul. V rdmci tohoto vyzkumu byl budovan unikatni dis-
perzni spektrometr vysokého rozliseni, k jehoz prislusen-
stvi méla patfit i multireflexni kyveta Whiteova typu.
V pribéhu jeho vyvoje se vSak prosadily spektrometry
s Fourierovou transformaci, které predcily disperzni spek-
trometry svoji rychlosti, pfesnosti i rozlisenim. Vyvijeny
spektrometr se proto nikdy kompletn¢ nedokon¢il a roura,
ktera méla byt zdkladem Whiteovy kyvety, byla zapome-
nuta na dedti na dvofe Ustavu fyzikalni chemie
J. H. AV CR, ktery se stal nastupcem tstavu CSAV. Pred
nékolika lety byla tato vice jak pil tunova nerezova roura
prevezena na VSCHT se zamérem dokonéit Whiteovu
kyvetu a pouzit ji pro méfeni vysoce rozliSenych mikro-
vinnych spekter plynnych molekul. Podle ptivodnich plant
byla na zakazku vyrobena soustava zrcadel, ktera prodlu-
zuji optickou drahu. Sesazeni komponent Whiteovy kyve-
ty, nastaveni zrcadel pro maximalni citlivost méfeni a tes-
tovani celého systému na skute¢ném vzorku je predmétem
této prace.

Experimentalni ¢ast

V ramci experimentalni prace byly urCeny optimalni
polohy zrcadel pro optické drahy o délkach 12, 24, 36 a 48
metrt. Nasledné byly naméteny frekvence rotacniho pie-
chodu molekuly oxidu uhelnatého (J'«— J’’) 3 « 2 pro
izotopology '*C'°0, ?C"*0 a "*C'®0.

Mikrovinny spektrometr s multireflexni kyvetou'?

V experimentu bylo pouZito uspofadani spektrometru
(obr. 1), které se sklddalo z mikrovinného zdroje Agilent
Technologies E8257D, ktery je schopen generovat spojité
mikrovlnné zareni o frekvencich od 250 kHz do 50 GHz,
polovodicového zesilovace SP285-20-30 od spolecnosti
Spacek Labs a z nasobi¢i® frekvenci WR 2.8x3 (tripler),
WR 8x2B (doubler) a D55v2 (doubler) od spolecnosti
Virginia Diodes, které byly pouzity k poZzadovanému zna-
sobeni frekvence z generatoru (12x). Signal byl detegovan
na detektoru WR 2.8 ZBD + protection, také od firmy
Virginia Diodes. Dale byl pouzit fazové citlivy ,,lock-in“
zesilova¢ Signal Recovery 7265 DSP. Cely systém byl
ovladan pomoci pocitacem fizeného programu, ktery byl
vytvofen v prostfedi LabVIEW (National Instruments).

Absorp¢ni spektra izotopologli oxidu uhelnatého byla
meéfena v diive zminéné nerezové kyveté. Tato kyveta je
dlouha 3,598 m, ma vnitini primér 40,8 cm a hmotnost
pfes pul tuny. Mikrovinné zéfeni bylo fokusovano dvéma
teflonovymi ¢ockami s ohniskovymi vzdalenostmi 5 resp.
20 cm. Vstupni a vystupni okénka byla také teflonova
s vnitfnim primérem 4,1 cm.

V kyveté jsou umisténa sférickd konkavni pozlacena
zrcadla s polomérem zakfiveni 2995 mm vyrobena v roce
2011 ve Vyvojovych optickych dilnach AV CR v Turnové
(obr. 2). Jsou od sebe umisténa ve vzdalenosti, ktera je

Kyveta

Nasobice |(—| ZesilovaC
Detektor

Obr. 1. Blokové schéma spektrometru

s17

Lock-in
zesilovac

Mikrovinny
generator

| Pocitac |



Chem. Listy 106, s17-s20 (2012)

400 mm

Obr. 2. (a) Nakres zrcadel Z1 a Z2 a (b) nakres zrcadla Z3

shodna s jejich poloméry zakfiveni (obr. 3). K naklapéni
zrcadel Z1 a Z2 slouzi mikrometricky Sroub.

Pro evakuaci kyvety byla pouzita turbomolekulérni
pumpa TMH 261 od spole¢nosti Pfeiffer vacuum, schopna
dosahnout tlaku 5-10'° mbar (5-10® Pa). Aby nedoslo
k poskozeni pumpy, je nutné nejprve vytvorit predvakuum.
V predkladané praci k tomu poslouzila rotacni pumpa
TRIVAC D 16 B od spole¢nosti Leybold vakuum.

Tlak byl méfen teplotné-vodivostnim tlakomérem
TTR 91 S od spolecnosti Leybold vakuum a kapacitnim
tlakomérem CDGO045 od spolecnosti Inficon.

Pfed samotnym méfenim byla zrcadla predbézné sefi-
zena vné kyvety (v geometrickém uspotadani respektuji-
cim rozméry kyvety) pomoci laserového ukazovatka. Po
usazeni zpét do kyvety byla opétovné sefizena. Takto se
podatilo docilit optické drahy az 36 metrd. Pti delSich
optickych drahach uz byla intenzita dopadajiciho zafeni na
stinitko pfilis mala.

K aparatute byla pripojena rotacni a turbomolekularni
pumpa. Po odCerpani vzduchu z kyvety se sefidila pozice
zdroje a detektoru tak, aby byl detegovan maximalni sig-
nal.

Jako vzorek byl pouzit oxid uhelnaty od spole¢nosti
Linde Gas o cistot¢ 99,9 % s prirozenym zastoupenim
izotopologt.

Frekvence rotacnich prechodl izotopologli oxidu
uhelnatého byly pfevzaty z internetové databaze NASA Jet
Propulsion Laboratory4 (JPL).

Vysledky a diskuse

Nejdiive byla na zakladé intenzity proslého signalu
stanovena optimalni poloha zrcadel pro optické drahy 12,
24, 36 a 48 metra.

Poté byl proméfen rotacni piechod (J'— J’’) 3 «— 2
izotopologu '“C'°O (frekvence piechodu podle JPL je
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58.5mm

wwzozt

Obr. 3. Umisténi zrcadel v kyveté a ukizka drahy paprski
pro délku optické drahy 36 m

345795,9899 MHz) v zavislosti absorbance na frekvenci
pro rizné polohy zrcadel (a tedy i pro rizné délky optic-
kych drah). Spektra se pro kazdou optickou drahu méftila
10x a nasledné se zprimérovala (obr. 4). Pfi méfeni byla
pouzita amplitudova modulace. Z téchto namétenych dat
vyplyva, ze absorbance roste linearné¢ s délkou optické
drahy, coz je v souladu s Lambertovym-Beerovym zako-
nem’. Dale je z grafu patrné, Ze pii optické draze 48 metrii
byla poloha maxima vysledného signalu mirn¢ posunuta
k niz8§im frekvencim, patrn¢ v diisledku prekryvu se zdan-
livou absorbanci, ktera je zplisobena ohybovymi a interfe-
ren¢nimi jevy. Vlnova délka paprsku je okolo 1 mm, proto
je nutno pristupovat k tomuto systému z pohledu kvaziop-
tiky a ne obycejné optiky®. Tato zdanliva absorbance se na
obr. 4 projevuje jako rameno u nizsich frekvenci od maxi-
ma pasu (dalsi zdanliva absorbance zptisobena destruktivni
interferenci je vidét i u vyssich frekvenci). Dalsi testy byly
provadeény s efektivni optickou drdhou 36 metrli, protoze
opticka draha 48 metri by potfebovala numerické korekce.

Nasledné byla méfena absorbance v zavislosti na
frekvenci rota¢niho ptechodu (J'«— J”’) 3 « 2 izotopologu
BCO (frekvence piechodu podle JPL je 330587,9601
MHz) pro délku optické drahy 36 metrti. Zastoupeni izoto-
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Obr. 4. Zavislost absorbance na frekvenci pro riizné délky optické drahy (p = 5 pbar = 0,5 Pa) pro izotopolog C'°O
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Obr. 5. Rotaéni piechod (J'— J*’) 3 «— 2 izotopologu *C'®0 jako zavislost absorbance na frekvenci p¥i délce optické drahy 36

metrd (p =5 pbar = 0,5 Pa)

pologu *C'0 by za stejného tlaku mé&lo byt piiblizng 90x
mensi’ nez u izotopologu '*C'°O. TudiZ i namé&fena absor-
bance by méla byt snizena ve stejném poméru (obr. 5).

Z obr. 5 je patrnad interference, ke které dochazi
v kyveté. U nizsich frekvenci od maxima pasu dochézi ke
konstruktivni interferenci, kvili které je vystupni signal
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siln€jsi nez signal pozadi. Transmitance pak vychazi vetsi
nez 1 a absorbance je kvuli tomu zaporna. U vysSich frek-
venci od maxima pasu je naopak vidét vliv destruktivni
interference, pii které dochézi k opa¢nému jevu.

Zmérit zavislost absorbance na frekvenci pro izotopo-
log '*C"®0 (frekvence piechodu podle JPL je 329330,5453
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Obr. 6. Rotaéni piechod (J>— J”’) 3 — 2 izotopologu '2C"*0 p¥i délce optické drahy 36 metrii pro riizné tlaky

MHz) se nepodatilo ani pfi vysSich tlacich (jeho zastoupe-
ni je v porovnani s izotopologem '“C'°0O 500x mensi’).
Podafilo se ale zméfeni jejiho rotaéniho ptechodu (J'«—
J”’) 3 « 2 ve frekvencni modulaci (obr. 6).

Z grafu je patrné, Ze i ve frekvenéni modulaci je vy-
sledny signél zavisly na tlaku. Ne uz ale linedrné jako
v piipadé amplitudové modulace. Tak jako v pfedchozich
grafech je i zde patrny vliv interference.

Zavér

V priibéhu této prace byla Gspésné sestavena aparatu-
ra vyuzivajici Whiteovu multireflexni kyvetu pro méfeni
vysoce rozlisSenych spekter v mikrovinné oblasti. Funk¢-
nost sestaveni byla otestovana na izotopolozich molekul
oxidu uhelnatého. DosaZena citlivost méfeni je pfi pouziti
optické drahy 36 metrt pfiblizné 5—10% lepsi nez pii pou-
hém jednoprichodovém nastaveni méfeni.

V budoucnu je v planu zlepsit cely systém pomoci
dvojice torickych zrcadel. Ta by méla nahradit pouzivané
Cocky a tim vyrazné zmensit ztratu signalu.

Cely méfici systém bude slouzit k méfeni plynll o
nizkych koncentracich nebo k méteni ,,zakazanych* rotac-
nich ptechodu, které jsou vétSinou jen velmi obtizn¢ mefi-
telné.

Dalsim problémem, kterym se v budoucnu budeme
zabyvat, je oSetfeni systému zrcadel tak, aby se dala méfit
mikrovinna spektra radikalt, kde se z diivodu jejich vyso-
ké reaktivity predpoklada interakce s pozlacenym povr-
chem zrcadel a tudiz jejich poskozeni.
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Uvod

Studovanou latkou je genotoxicky 2-aminofluoren-9-on
(2-AFN) (obr. 1), ktery patfi mezi derivaty polycyklickych
aromatickych uhlovodikti (PAH), jejichz analyza je pred-
métem moderni environmentalni analytické chemie. PAH
s navazanou oxo-skupinou anebo amino-skupinou jsou
dobfe znamé nebezpecné latky vyskytujici se ve znecisténé
povrchové vodg, atmosféfe i pid&'. Primarnim zdrojem
oxoderivati PAH (OPAH) jsou spalovaci procesy'. Vzni-
kaji také jako produkty reakci PAH s ozonem v atmosféie’
a jako rozkladné produkty PAH v bakterialnich proce-
sech’. Aminoderivaty PAH (APAH) jsou latky pouzivané
predevsim v primyslu pii vyrobé barviv nebo jako mezi-
produkty pii vyrobé primyslovych chemikalii (pesticidy,
Iéky). Jsou také hlavnimi metabolity nitroderivati PAH
(NPAH) v zivych organismech’. Obecné& jsou APAH nebez-
peéné latky majici mutagenni a karcinogenni potencial’.

2-AFN je jednim zaminoderivati fluoren-9-onu,
které se vyskytuji v Zivotnim prostfedi. Hmotnostni spek-
trometrii byl 2-AFN dokézan v silné znecisténé vod¢ zis-
kané jako odpad pfi vyrobé technickych plyni v plynar-
néch, a jeho pfitomnost se tak stala i vysokou ekologickou
zatdZi pro podzemni vody®. 2-AFN je rovnéz produktem
spalovacich procesu a byl detegovan i ve vyfukovych ply-
nech’. I kdyZ bylo v minulosti pouZito n&kolik analytic-
kych technik pro identifikaci 2-AFN (cit.*®), citliva analy-
tickh metoda pro jeho stanoveni, piedev§im pak
v environmentalnich vzorcich, nebyla dosud popséana.
Vzhledem k tomu, ze 2-AFN obsahuje ve své struktufe jak
oxo-skupinu, kterou lze elektrochemicky snadno reduko-
vat, tak 1 amino-skupinu, kterou Ize elektrochemicky snad-
no oxidovat, je mozné pro stanoveni jeho stopovych mnoz-

g

o)

Obr. 1. Strukturni vzorec 2-aminofluoren-9-onu (2-AFN)
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stvsi lgcl)luiit moderni polarografické a voltametrické techni-
ky>™ .

Cilem této prace bylo vyvinout citlivé elektrochemic-
ké metody stanoveni genotoxického 2-AFN. Za timto uce-
lem byly pouZity nésledujici techniky: DC tast polarogra-
fie (DCTP) a diferencni pulsni polarografie (DPP) na kla-
sické kapajici rtut'ové elektrodé (DME)'?, DC voltametrie
(DCV), diferenéni pulsni voltametrie (DPV) a adsorpéni
rozpoustéci diferencni pulsni voltametrie (AdSDPV) na
visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE)'? a DCV a DPV
na rtutovym meniskem modifikované stfibrné pevné amal-
gamové elektrodé (m-AgSAE). Dosazené meze stanovitel-
nosti (Lg) 2-AFN byly porovnany s parametry UV-Vis
spektrofotometrického stanoveni a prakticka aplikovatel-
nost nové vyvinutych polarografickych a voltametrickych
metod stanoveni 2-AFN byla ovéfena na modelovych
vzorcich pitné a fi¢ni vody.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 2-AFN (98%, Sigma-Aldrich, Praha,
CR) o koncentraci 1:10 mol I"' byl p¥ipraven navazenim
0,0489 g 2-AFN a rozpusténim v methanolu (99,9%, Cisto-
ta p.a., Merck, SRN) v 250ml odmérné bance. Vznikly
zasobni roztok byl uchovavan ve tmé za laboratorni teplo-
ty. Brittonovy-Robinsonovy pufry (BR pufry) o pfislus-
ném pH byly piipraveny smisenim 0,2 mol I"" hydroxidu
sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR) s roztokem ob-
sahujicim kyselinu trihydrogenboritou (p.a., Lachema,
Brno, CR), trihydrogenfosforeénou (85%, p.a., Lach-Ner)
a octovou (80%, p.a., Lach-Ner), kazdou o koncentraci
0,04 mol I'". Acetatovy pufr o pH 4,0 byl pfipraven smise-
nim 0,2 mol I'"" octové kyseliny a 0,2 mol I' hydroxidu
sodného. Dal$imi pouzitymi chemikaliemi byly kyselina
chlorovodikova (36%, p.a., Lachema) a chlorid draselny
(p.a., Lachema) a deionizovana voda (produkovana systé-
mem Millipore Milli-Q Plus, Millipore, USA).

Aparatura

Pfi polarografickych a voltametrickych stanovenich
byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem
Polar Pro verze 5.1 (oboje Polaro-Sensors, Praha). Softwa-
re pracoval v operacnim systému Windows XP (Microsoft
Corporation, USA). Jednotlivda meéfeni byla provadéna
v tiielektrodovém zapojeni, kde byla jako referentni elek-
troda pouzita argentochloridova elektroda typu RAE 113
(Monokrystaly, Turnov; 1 mol I'" KCI) a jako pomocna
elektroda platinova dratkova elektroda. Pro polarografické
techniky byla pouzita jako pracovni elektroda DME
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(tizena doba kapky byla 1,0 s, doba kapky pfi pouZité vys-
ce rezervoaru 81 cm byla 3,4 s, priatokova rychlost rtuti
kapilarou byla 2,22 mg s, povrch rtutové kapky pii dobé
kapky 1,0 s byl 1,45 mm?), dale pak pro voltametrické
techniky byly pouzity pracovni elektrody HMDE typu
UMpE (Polaro-Sensors; doba otevieni ventilu byla
450 ms, pritokova rychlost rtuti kapilarou byla 5,92 mgs™,
povrch rtutové kapky byl 1,42 mm®) a m-AgSAE (Eco-
Trend Plus, Praha, CR; prumér amalgamového disku byl
0,52 mm, geometricka plocha byla 0,21 mm?). Pfiprava
m-AgSAE k méfeni byla provadéna podle doporuceného
postupu'' a zahrnovala amalgamaci, elektrochemickou
aktivaci a elektrochemickou regeneraci, pii které byla pred
zacatkem kazdého méfeni na pracovni elektrodu skokové
vkladana dvojice regeneracnich potencidlll (Ereg1 @ Ereg2).
Pro techniky DCTP a DPP byla pouzita rychlost polarizace
4 mV s Pro techniky DCV, DPV a AdSDPV byla pouZi-
ta rychlost polarizace 20 mV s'. Pii pulsnich technikach
DPP, DPV a AdSDPV byly na elektrody vkladany pulsy
o sitce 100 ms (proud vzorkovan poslednich 20 ms) a mo-
dula¢ni amplitud€ —-50 mV.

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na pfi-
stroji HP 8453 Diode Array Spectrophotometer
s ovladacim programem UV-Visible ChemStation verze
9.01 (oboje Hewlett-Packard, Nizozemi) v kiemennych
kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm (Hellma, SRN). Presna
hodnota pH byla méfena digitalnim pH-metrem Jenway
3510 s kombinovanou sklenénou elektrodou typu 924 005
(oboje Jenway, Velka Britanie).

Pracovni postupy

Pro méfeni polarografického a voltametrického cho-
vani 2-AFN v zavislosti na pH byl do 10ml odmérné ban-
ky odpipetovan 1,0 ml methanolického zasobniho roztoku
2-AFN o koncentraci 1-10~ mol 1" a doplnén BR pufrem
o piislusném pH. Roztoky 2-AFN o nizsich koncentracich
byly pfipravovany presnym fedénim zasobniho roztoku
methanolem. Pfed prvnim polarografickym/voltamet-
rickym méfenim byl vzorek v polarografické néadobce
probublavan dusikem (&istota 4.0, Linde, Praha, CR) po
dobu 5 min, pfed kazdym opakovanym méfenim byl znovu
probublavan alespon po dobu 30 s. Vyska viny pii DCTP
byla méfena jako vzdéalenost pfimky vzniklé prodlouZenim
linearni ¢asti polarogramu pied nastupem viny a piimky
reprezentujici dosaZenou Uroven limitniho proudu. Vyska
piku pti DPP, DPV a AdSDPV byla méfena od spojnice
minim po jeho strandch. Vyska piku pfi DCV byla méfena
jako vzdalenost pfimky vzniklé prodlouzenim linedrni
¢asti voltamogramu pfed pikem a maxima piku.

Pfi méfeni UV-Vis absorp¢nich spekter 2-AFN byly
pfipraveny v prvnim pfipad€ vzorky o pozadovanych kon-
centracich zfedénim zasobniho roztoku 2-AFN methano-
lem a v druhém pripadé byly pfipraveny vzorky stejnym
zpuisobem jako pro polarografické/voltametrické méteni.
Kfivky byly méfeny v kiemenné kyveté o mérné tloustce
1,0 cm.
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Vsechna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty
a opakovéna tfikrat (polarografickd/voltametrickd méfeni
na DME a HMDE a UV-Vis spektrofotometrickd méfeni)
¢i pétkrat (voltametricka méteni na m-AgSAE). K prova-
déni potiebnych vypocti a tvorbé grafii uvedenych v této
praci bylo pouzito programt Origin Pro verze 8.0
(OriginLab Corporation, USA) a Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, USA). Konfidencni a predikéni
pasy u kalibracnich pfimek byly sestrojeny na hladiné
vyznamnosti oo = 0,05 (cit.'*). Mez stanovitelnosti (Lo)
byla vypoctena jako desetinasobek smérodatné odchylky
deseti opakovanych méfeni sledované latky o koncentraci
odpovidajici nejniz§imu bodu prislusné kalibracni primky
(106) vydéleny smérnici kalibragni primky'*.

Modelové vzorky pitné a ficni vody

Pitna voda byla odebrana z vodovodni sité¢ v budové
Chemického tustavu Prirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze. Ri¢ni voda byla odebrana zLabe
v Nymburce u Sportovniho centra, 1500 m proti proudu od
vodni elektrarny v Nymburce. Modelové vzorky pitné ¢i
ficni vody byly pfipraveny pridanim potiebného mnozstvi
zasobniho roztoku 2-AFN k dané matrici. Z takto pfiprave-
nych vzorkl bylo odebrano 9,0 ml a v 10ml odmérné bari-
ce doplnéno 0,2 mol ' acetatovym pufrem o pH 4,0
(acetatovy pufr byl pouZzit na misto BR pufru o pH 4,0 pro
zjednodusent).

Vysledky a diskuse

Vliv pH na elektrochemické chovani 2-AFN (¢ =1-10"*
mol ") byl sledovéan v prostiedi methanol-BR pufr (1:9)
v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 13,0. Na polarografickych
odezvach métenych metodou DCTP je mozné pozorovat
jednu dobfe vyvinutou vlnu, kterd se v rozmezi pH BR
pufru 7,0-13,0 znatelné §tépi na viny dvé (obr. 2A). Meto-
dou DPP lze pozorovat jeden dobie vyvinuty pik a jeden
mensi druhy pik. Na rozdil od DCTP na DME je vsak toto
rozstépeni pozorovatelné prakticky v celém rozmezi méte-
nych pH. Potencialy obou piki se s rostoucim pH posunuji
k negativnéjsim hodnotam potencialu. Druhy pik je vice
zietelny a tim i 1épe vyhodnotitelny v zdsaditém prostiedi.

Voltametrické chovani 2-AFN bylo sledovano meto-
dou DCV a DPV (obr. 2B) na HMDE, pomoci nichZ 1ze
pozorovat v celém rozsahu pH jeden dobie vyvinuty pik,
jehoz  potencial se srostoucim pH  posunuje
k negativnéj§im hodnotam a v alkalickém prostiedi se
objevuje druhy pik pfi negativnéjSich potencidlech nez
prvni pik. Pomoci technik DCV a DPV na m-AgSAE lze
v obou piipadech pozorovat jeden dobfe vyvinuty volta-
metricky pik, ktery dosahuje v celém rozmezi hodnot pH
piiblizn€ stejné vysky a jehoZ potencidl se s rostoucim pH
posunuje k negativnéj§im hodnotam az do pH BR pufru
9,0. V alkalickém prostfedi (pH BR pufru 9,0-13,0) se
potencial piku jiz neposouva, a na pH prostiedi je tedy
potenciél piku nezavisly.
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Obr. 2. (A) DCT polarogramy 2-AFN (¢ = 1:10~* mol I'") méfené na DME v prostfedi methanol-BR pufr (1:9) a (B) DP voltamogra-
my 2-AFN (¢ =1-10~* mol I') méiené na HMDE v prostiedi methanol-BR pufr (1:9). Zobrazeny jsou sudé hodnoty pH BR pufru

/[nA]
-40
-30
-20
-10

0 L L L L
640  -680  -720  -760
E[mvV]

-300
/p [nA]
-200
-100
0 C 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
c [umol/l]

Obr. 3. (A) DC voltamogramy 2-AFN (¢ =1-107 (1) az 1-10™ mol I'' (6)) na HMDE v prostiedi methanol-BR pufr o pH 4,0 (1:9). (B)
Kalibra¢ni zavislost 2-AFN metodou DCV na HMDE v prostfedi methanol-BR pufr o pH 4,0 (1:9) v celém méFeném koncentranim
rozmezi 1-107 2z 1-10* mol I'; 1-10 7 a2 1-10 ® mol 1" (e), 2:10° a2 1-10° mol I"' (®)a2-10° a2 1-10™* mol "' (e)

Jako optimalni prostiedi pro méfeni koncentracnich
zavislosti vS§emi metodami bylo vybrano prostfedi metha-
nol-BR pufr o pH 4,0 (1:9). Polarografické viny i polaro-
grafické/voltametrické piky pii tomto pH byly nejlépe
vyvinuté a piky nejvice symetrické. Obecné bylo proméie-
no koncentraéni rozmezi 1-107 az 1-10* mol I''; u DCTP
na DME byly ziskany vyhodnotitelné polarografické viny
pouze v koncentraénim rozmezi 1:10° az 1:10™* mol 1.
Metodou DPP na DME (rozmezi 2-107° az 1:10* mol 1),
metodou DCV (obr. 3) i DPV na HMDE (obé rozmezi
2:10°az 1:10° mol 1) Ize pozorovat nelinearni chovani
koncentraéni zavislosti 2-AFN. Nelinearni kalibracni za-
vislosti byly prolozeny polynomem druhého stupné. Meto-
dami DCV (obr. 3) i DPV na HMDE (obé& v rozmezi 2-107
az 1-10*mol I'") je absolutni hodnota tiseku regresni line-
arni rovnice mnohem vys$i nez 0 nA. Regeneracnimi po-
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tencidly (Ereg1 = 0mV a Eyeyr = —1200 mV) vloZzenymi na
m-AgSAE v optimdlnim prostfedi methanol-BR pufr
opH 4,0 (1:9) bylo dosazeno opakovatelnosti (relativni
smérodatna odchylka pro n = 20) stanoveni (pii koncentra-
c¢i 2-AFN 1:10™ mol I'") 0,5% pro DCV a 0,9 % pro
DPV. Parametry ziskanych kalibra¢nich pfimek jsou uve-
deny v tab. .

Ve snaze dosdhnout niz$i meze stanovitelnosti (L)
nez metodou DPV na HMDE (L = 1-107 mol I'") bylo
voltametrické chovani 2-AFN (¢ = 1-10 mol 1) sledova-
no metodou AdSDPV na HMDE v prostfedi acetatovy
pufr o pH 4,0. Pii dobé akumulace (#,,.) 60 s byl potencial
akumulace (F,.) postupné ménén od +200 mV po stov-
kach mV az po hodnotu rovnou potencialu piku (obr. 4A)
a pfi optimalni hodnoté E,.. byl méfen vliv #,,. na velikost
voltametrické odezvy 2-AFN (obr. 4B). Optimalni pod-
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Parametry kalibracnich ptimek polarografického, voltametrického a UV-Vis spektrofotometrického stanoveni 2-AFN

Metoda / elektroda ~ Koncentracni roz- Smérnice Usek R Ly
prostiedi mezi [mA 1 mol™] [nA] [mol I'"]
[mol 1]
Deionizovand voda
DCTP / DME 2:10°-1-107* -5.6 ~19¢ 0,9986 —
methanol-BR pufr— 1.106_1.195 53 -0,85¢ 0,9970 5107
pH 4,0 (1:9)
DPP / DME 2-10°-1-107* —° —° —° —
methanol-BR pufr 2:10°-1-10°° -19 4,9° 0,9987 —
pH 4,0 (1:9) 77 6 . .
1-107-1-10 ~14 -0,43 0,9985 1-10
DCV / HMDE 2:10°-1-107* -1,7 -120 0,9976 —
methanol-BR pufr 2-10°-1-10°° b b b L
H 4,0 (1:9
P (1:9) 1-107-1-10°° —34 —-0,29° 0,9951 2-1077
DPV / HMDE 2:10°-1-107* 2.1 -170 0,9966 —
methanol-BR pufr 2.10°-1-10°° __ b b b o
pH 4,0 (1:9) . P ¢ -7
1-107-1-10 -47 0,72 0,9966 1-10
AdSDPV / HMDE 2:10%1-1077 -900 -0,90° 0,9977 S
acet. pufr pH 4,0 2:10°-1-10°8 -840 —0,43¢ 0,9910 4107
DCV / m-AgSAE 2:10°-1-107* -0,52 -4,8 0,9995 —
methanol-BR pufr 2:10°-1-10° 0,71 0,095° 0,9983 —
pH 4,0 (1:9) B . B
2:107-1-10 -1,4 0,097 0,9977 2-10
DPV / m-AgSAE 2:10°-1-107" -0,44 -4,9 0,9987 —
methanol-BR pufr — 5.10:6_1.199 0,76 -0,29° 0,9979 .
pH 4,0 (1:9) . P ,
1-107-1-10 ~1,1 -0,041° 0,9939 1-10
UV-Vis 2:10°-1-107 40¢ 20° 0,9998 —
methanol-BR pufr 1-107-1-10°° 514 3,20°¢ 0,9807 1-107
pH 4,0 (1:9)
UV-Vis 2:10°%-1-107° 484 4,1%° 0,9963 —
methanol 1-107-1-10°° 554 506 0,9995 1-107
Pitna voda
DPP / DME 2:10°1-107° 24 2,3° 0,9999 -
acet. pufr pH4.0- 4.197_1.10°6 21 —1,2¢ 0,9935 1-107
pitna voda (1:9)
DCV / HMDE 2:10°-1-107° . . . —
acet. pufr pH 4,0- 1-1107-1-10°° 36 1,7 0,9968 1-107
pitna voda (1:9)
DPV / HMDE 2:10°-1-107° b b b -
acet. pufr pH 4,0~ 1-107-1-10°° 49 1,7° 0,9946 810
pitna voda (1:9)
AdSDPV / HMDE 2:10%1-1077 —640 —4,0° 0,9894 -
acet. puft pH4,0- 5.199_1.10°F 630 0,25 0,9903 4107

pitna voda (1:9)

* Mez stanovitelnosti (10c; o = 0,05), ® zévislost neni linearni, ¢ usek neni statisticky vyznamné odliSny od nuly na hladiné

vyznamnosti o = 0,05, ¢ rozmér smérnice je mAU 1 mol ™", © rozmér useku je mAU
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Tabulka I

pokracovani
Metoda / elektroda Koncentra¢ni Smérnice Usek R Lqg*

prostiedi rozmezi [mA 1 mol '] [nA] [mol 1]
[mol 1]
DCV / m-AgSAE 2:10°%-1-107° -0,78 -1,6 0,9966 —
acet. pufr pH 4,0~ 1-107-1-10° 15 0,071 0,9988 2:107
pitna voda (1:9)

DPV / m-AgSAE 2:10°-1-107° -0,73 -1,6 0,9962 —
acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10° 13 0,004 0,9981 2-10°7
pitné voda (1:9)

Ricni voda
DPP / DME 2:10°%1-10°° -23 -0,64° 0,9999 —
acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10°° 20 1,10 0,0948 1-107
fiéni voda (1:9)
DCV / HMDE 2:10°%1-10°° —° —° —° —
acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10°° 24 0,84° 0,9952 2:107
fiéni voda (1:9)
DPV / HMDE 2:10°%1-107° —° —° —° —

acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10°° 35 210 0,9969 2:107

fiéni voda (1:9)
AdSDPV / HMDE 2:10%1-1077 —143 -1,9¢ 0,9850 2-10°%

acet. pufr pH 4,0—

fiéni voda (1:9)
DCV / m-AgSAE 2:10°%1-107° -0,62 2,2 0,9961 —
acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10°° 14 0,14 0,9982 4107
fiéni voda (1:9)
DPV / m-AgSAE 2:10°-1-10°° -0,59 -1,9 0,9975 —
acet. pufr pH 4,0 1-107-1-10° 14 0,001 0,9979 2:107

fiéni voda (1:9)

" Mez stanovitelnosti (100; a = 0,05), ° zavislost neni linearni, ¢ isek neni statisticky vyznamné odlisny od nuly na hlading
vyznamnosti o = 0,05, ¢ rozmér smérnice je mAU 1 mol ™", ¢ rozmér Giseku je mAU
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60l @ Sag .s o g -} 2
40 3
40 B
-20
o8
0200 0 =200 400 -600 0 60 120 180 240 300
£, MV oo 8]

Obr. 4. (A) Zavislost proudu piku 2-AFN (¢ = 1:107 mol 1) na potencidlu akumulace pfi dob& akumulace 7, = 60 s. (B) Zavislost
proudu piku 2-AFN (¢ = 1-107 mol I'") na dobé& akumulace pii potencialu akumulace E,..=+100 mV. A i B mé&feno v prostredi acetd-
tovy pufr o pH 4,0 metodou AdSDPV na HMDE
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Obr. 5. (A) AdSDP voltamogramy 2-AFN (c =2-107 (1) az 1-10® mol I'" (5)) na HMDE v prostiedi acetatovy pufr o pH 4,0 pii opti-
malnich podminkach E,.=+100 mV, #,..= 120 s. (B) DP voltamogramy 2-AFN (¢ = 1-10~ (1) aZ 1-10™ mol I'' (6)) na m-AgSAE
v prostfedi methanol-BR puft o pH 4,0 (1:9) s regenera¢nimi potencialy E,.;; =0 mV a E,.,, =-1200 mV

minky pro adsorpci 2-AFN na povrch HMDE byly E,.. =
+100 mV a t,,.= 120 s, pfi nichz byly méfeny koncentrac-
ni zavislosti (tab.I) vrozmezi 2:10° az 1-107 mol I''
(obr. 5A pro rozmezi 2-10°az 1-10™ mol I'").
Spektrofotometrické stanoveni 2-AFN v UV-Vis ob-
lasti bylo provedeno za ucelem srovnani s polarografickym
a voltametrickym stanovenim 2-AFN (tab. I). 2-AFN byl
meéfen v methanolu (absorpéni maximum je pii vlnové
délce 257 nm) a v prostfedi methanol-BR pufr o pH 4,0
(1:9) (absorp¢ni maximum je pti vlnové délce 272 nm).
Stanoveni 2-AFN v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni
vody byla provedena metodami DPP na DME, DCV a
DPV na HMDE a DCV a DPV na m-AgSAE
v koncentraénim rozmezi 1-107 az 1-10° molI"". Pro
koncentrace niz§i nez 1-107 mol I'' byla vyuzita metoda
AdSDPV na HMDE (E,.. = +100 mV a t,.. = 120 s). Para-
metry vSech kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. .

Zavér

Optimalni podminky pro polarografické a voltame-
trické stanoveni genotoxického 2-AFN byly nalezeny
ve vodné-methanolickém  prostfedi  pufrovaném BR
pufrem. Pomoci metod DPP na DME, DPV na HMDE
a DPV na m-AgSAE bylo dosazeno mezi stanovitelnosti
(Lg) az 1-107 mol I'' 2-AFN. UV-Vis spektrofotometric-
kym stanovenim 2-AFN bylo dosazeno srovnatelnych Lq
jako pii pouZiti nové vyvinutych pulsnich polarografic-
kych a voltametrickych metod, proto lze tyto elektroche-
mické metody vyuZzit rovnéZ jakoZto alternativni analytic-
ké metody k UV-Vis spektrofotometrickému stanoveni.

Pomoci adsorpce 2-AFN na povrch HMDE bylo moz-
né snizit hodnotu Lq az o dva fady (Lo = 4-10” mol I'),
atim znaénym zplsobem zvysit citlivost klasické DPV
metody na HMDE. Pouzitelnost nové vyvinutych polarogra-
fickych a voltametrickych metod byla GspéSné ovéfena pii
stanoveni 2-AFN v modelovych vzorcich pitné a ficni vody.
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V soucasné dobé se zabyvame dal§im sniZzenim dosa-
zenych Ly za pouziti prekoncentrace analytu pomoci ex-
trakce na tuhou fazi, pfi niZ se pocita s dosazenim faktoru
prekoncentrace az 1000, se kterym by bylo mozné dosah-
nout Lg az na pikomolarnich trovnich. Pfi tomto vyvoji
vysoce citlivych metod stanoveni 2-AFN se také pocita
s vyuzitim nové zkonstruované miniaturizované m-AgSAE
umoziujici stanoveni latky v objemu vzorku 100 pl.

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky (projekt
MSM0021620857), Grantovou agenturou Ceské republiky
(projekt P206/12/G151), Technologickou agenturou Ceské
republiky (projekt TA01020565) a Univerzitou Karlovou
v Praze (projekt UNCE 2012/44).
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Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technolo-
gicka, Univerzita Pardubice, Studentska 573, 532 10 Par-
dubice

Blanka.Benova@upce.cz

Uvod

Rakytnik je velice bohaty na biologicky aktivni latky,
které maji vyznamné 1é¢ivé ucinky. Nachazeji se ve vSech
Castech rostliny. Predev§im se jedna o vitaminy, kumariny,
flavonoidy, alkaloidy, oleje, tisloviny, mineralni latky' aj.
Nedavno byla zjisténa ptitomnost alkaloidu hippopheinu,
z kterého vznikd amin serotonin ze skupiny endorfint.
Tyto latky maji pozitivni vliv na centralni nervovou sou-
stavu a také omezuji patologicky rast tkani’. Hlavnim ci-
lem prace je optimalizace metody pro stanoveni vybranych
fenolickych latek a vitaminu C v suSeném rakytniku
a nékolika vyrobcich z ngj.

Dnes se ke stanoveni fenolickych latek Casto pouZiva
vysokoucinna  kapalinova  chromatografie  spojena
s coulometrickou detekci. Jedna se o velice citlivou meto-
du. V této praci byla detekce provedena CoulArray detek-
torem. Pfi analyze nejprve dochazi k separaci jednotlivych
slozek smési. Detekce je zalozena na zakladé jejich rozdil-
né elektrochemické aktivity (oxidace nebo redukce) za
pouziti fady coulometrickych cel, na kterych jsou nastave-
ny ruzné konstantni potencialy. Umoziuje proto charakte-
rizaci latek na zakladé poméru odezvy signalu velkého
poctu kanali’.

Experimentalni ¢ast
Standardy, chemikdlie a vzorky

Standardy fenolickych latek: kyseliny galova, proto-
katechuova, vanilova, p-kumarova a vanilin byly ziskany
od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko). Kyseliny ferulova,
chlorogenova, o-kumarova, kavova a askorbova, epika-
techin, resveratrol, kvercetin, rutin, kaempferol a katechin
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Ostatni pouzivané chemikélie byly: hydrogenfosfore¢nan
amonny (Lachema, Neratovice, CR), mraven&i kyselina
a methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR), acetonitril (Sigma
-Aldrich, St. Louis, USA). Redestilovana voda byla pfipra-
vena pomoci piistroje Ultraclear na Univerzité Pardubice.

Celkem bylo v této praci analyzovano jedenact vzor-
ka. Jednalo se o vzorky bez pfidanych pfimési: suSeny
rakytnik a 100% rakytnikova §tava (vzorek 4 a 11). Dalsi-
mi vzorky byly nasledujici vyrobky z rakytniku: rakytnik —
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ovocnd pomazéanka, rakytnik v medu, rakytnik — gel
(vzorek 1, 3 a 6) a rakytnik — olej (vzorek 7). Tyto vzorky
byly nakoupeny u firmy Rakytnik Cvréek se sidlem Lhota
pod Libcany. Déle byly analyzovany vyrobky pofizené na
pardubickych farmaiskych trzich: bonbony (vzorek 5),
rakytnikové kapky (vzorek 9), dva druhy rakytnikovych
siruptl (vzorek 8 a 10). V Iékarné v Pardubicich byl kou-
pen posledni vzorek — rakytnikovy ¢aj (vzorek 2) od firmy
Mediate Libchavy.

Vsechny vzorky kromé ¢aje byly zaviené uchovavany
v lednicce. Sirupy, 100% Stava a kapky byly pted analy-
zou pouze vhodné natedény. U ostatnich vzorki byla pro-
vedena extrakce 50% vodnym roztokem methanolu a na-
sledné ultrazvukem po dobu 30 min. Ptiprava vzorkl pied
analyzou rovnéz zahrnovala filtraci vSech roztok a pfipra-
venych extraktt pres filtr s velikosti pora 0,45 pum.

Vlastni analyza

Stanoveni fenolickych latek bylo provedeno na kapa-
linovém chromatografu s elektrochemickym CoulArray
detektorem, ktery byl slozen z nasledujicich soucasti:
CoulArray detektor s osmi elektrochemickymi celami,
chromatografické pumpy,
termostat pro kolonu, sméSovac, tlumi¢ pulzi a Sesti-
cestny davkovaci ventil,

e vse od ESA, Chelmsford, MA, USA,

odplynova¢ Vacuum Degasser DG 3014, ECOM,
Praha, CR,

kolona Gemini 3u C18 110A (150 x 300 mm, velikost
c¢astic 3 um),

e Phenomenex, USA.

K optimalizaci chromatografickych podminek byly
pouzity pracovni roztoky standardnich latek o koncentraci
2 mgl™, které byly pfipraveny ze zasobnich roztokd
o koncentraci 100 mg ™', Byla pouzita dvouslozkova mo-
bilni faze. Nejprve byla ptipravena mobilni faze A rozpus-
ténim pfislusné navazky hydrogenfosforecnanu amonného
v 1 litru redestilované vody. Hodnota pH mobilni faze byla
upravovana na pozadovanou hodnotu koncentrovanou
mravenci kyselinou.

Mobilni fazi B byl 50% roztok vznikly smisenim
mobilni faze A a acetonitrilu v poméru 1:1. Takto pfipra-
vené mobilni faze byly vzdy filtrovany pfes membranovy
filtr s velikosti port 0,45 um.

Pritok mobilni faze kolonou byl nastaven na
0,4 ml min™', byla pouzita gradientova eluce, davkovany
objem vzorku byl 10 ul a teplota kolony 35 °C. Latky byly
detegovany pri potencidlech 200-900 mV s krokem po
100 mV.

Askorbova kyselina byla stanovena oddélené, jelikoz
nebyla detegovana zjisténou metodou pro ostatni fenolické
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Tabulka I
Meze detekce a stanovitelnosti standardnich latek

Fenolické latky Mez detekce Mez stanovitel-

[ng "] nosti [ug 1]

Gallova kyselina 4.4 14,8
Protokatechuova 1,5 49
kyselina

Chlorogenova kyselina 18,1 60,6
Vanilova kyselina 5,0 16,6
Katechin 7,9 26,2
Kavova kyselina 17,7 59,0
Vanilin 15,9 53,1
p-Kumarova kyselina 2,3 7,6
Epikatechin 34 11,3
Ferulova kyselina 4.1 13,9
o-Kumarova kyselina 2,9 9,8
Rutin 17,7 59,0
Resveratrol 14,5 48,4
Kvercetin 5,4 18,1
Kaempferol 101,1 337,2
Askorbova kyselina 33,7 112,4
Tabulka IT

Obsah fenolickych slou¢enin v rakytniku a jeho vyrobcich®

Cena Merck 2012

latky. Extrakce byla provedena pouze v ultrazvuku po
dobu 30 min piidavkem 5 ml studené vody. Pfistrojové
vybaveni bylo shodné, pouze byla vyménéna kolona za
Kromasil 5u C18 100 A (250 x 460 mm, velikost Castic
5 um), Phenomenex, USA. Z literatury bylo pievzato slo-
zeni mobilni faze A (50 ml acetonitrilu + 950 ml 0,1%
trifluoroctové kyseliny) a mobilni faze B (100% acetoni-
tril)*. Jako nejlepsi priitok mobilni faze bylo zjisténo
0,3 ml min~!, byla pouzita gradientova eluce, davkovany
objem vzorku byl 10 pl a teplota kolony 25 °C. Potencialy
byly nastaveny v rozmezi 50—450 mV s krokem po 50 mV.

Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo nalezeni vhodné metody ke
stanoveni obsahu vybranych fenolickych latek ve vzorcich
rakytniku a vyrobkid z néj. Nejprve byla optimalizovana
metoda pro analyzu fenolickych latek bez kyseliny askor-
bové. Jako mobilni fize A byl vybran 10 mmol I"" roztok
hydrogenfosfore¢nanu amonného a vhodna hodnota pH
byla stanovena 3,5. DalSim krokem byla optimalizace gra-
dientu mobilni faze. Jako nejvhodnéjsi byla nakonec zvo-
lena gradientova eluce o nasledujicim prabéhu: 0-20 min:
0 % MF B, 20-30 min: 4 % MF B, 30—40 min: 8 % MF B,
40-60 min: 11 % MF B, 60-85 min: 15 % MF B, 85-100
min: 54 % MF B, 100-110 min: 80 % MF B, po 110 min:
100 % MF B, kdy doslo k rozdé¢leni vSech latek. Pro sepa-

Fenolické latky Vzorek 1  Vzorek2  Vzorek3  Vzorek4 Vzorek5 Vzorek6  Vzorek 7
[ugg ']

Gallova kyselina - 59,0 - 104 - - -
Protokatechuova kyselina 0,980 34,8 0,540 79,8 - 0,720 2,88
Chlorogenova kyselina 1,22 45,4 - 26,6 - - 1,41
Vanilova kyselina 1,54 42,7 0,518 113 - 4,02 -
Katechin 1,72 77,8 - 236 — — -
Kavova kyselina 4,92 62,2 - 96,4 - — -
Vanilin 0,480 5,20 0,188 25,4 2,04 9,66 1,61
p-Kumarova kyselina 0,300 3,56 0,640 18,2 - 0,900 2,10
Epikatechin — - — 30,6 - — 3,18
Nerulova kyselina 0,540 8,54 0,874 41,0 - - 2,58
o-Kumarova kyselina 0,520 3,84 0,760 23,6 0,275 - -
Rutin 14,2 68,6 3,26 159 1,18 2,64 7,32
Resveratrol 0,460 4,94 - - 0,235 - 3,35
Kvercetin 0,660 12,6 0,354 51,4 - - 4,98
Kaempferol — 7,00 0,312 10,2 — — —

* (-) Latka nebyla ve vzorku nalezena
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Tabulka II
Pokracovani

Fenolické latky Vzorek 8 Vzorek 9 Vzorek 10 Vzorek 11
[mgI™']

Gallova kyselina 12,1 1,94 3,24 2,80
Protokatechuova kyselina 47,3 - - 2,74
Chlorogenova kyselina - - - _
Vanilova kyselina 2,85 2,81 1,04 2,58
Katechin 2,50 - 2,20 -
Kévova kyselina 3,87 — 4,84 -
Vanilin 4,85 0,210 0,518 -
p-Kumarova kyselina 0,880 0,240 - 0,340
Epikatechin 1,44 - -
Ferulova kyselina 5,79 14,1 0,440 2,50
o-Kumarova kyselina 8,13 9,75 0,260 1,02
Rutin 40,5 6,58 5,16 5,72
Resveratrol 0,680 - - —
Kvercetin 0,740 0,320 - 0,252
Kaempferol 1,35 - - -

* (-) Latka nebyla ve vzorku nalezena

raci askorbové kyseliny byl pouzit gradient: 0-12 min:
0 % MF B, 12-40 min: 50 % MF B a po 40 min: 100 %
MF B. Od 12 min byl zménén priitok z 0,3 ml min~' na 0,4
ml min™". Pro standardni latky byly také vyhodnoceny
meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ). Tyto hodno-
ty jsou uvedeny v tab. 1.

Porovnanim retencnich cast standardd s casy vzorki
bylo v rakytniku a vyrobcich z néj identifikovano celkem
14 fenolickych latek. Na zaklad¢ kalibrac¢nich zavislosti
byl zjistén obsah sledovanych latek. Nasledujici tab. IT
shrnuje dosazené vysledky.

Navic byla stanovovéna kyselina askorbova. Jeji pii-
tomnost nebyla zjisténa ve vzorcich 1, 2, 3, 7 a 9.
V tab. III jsou zaznamendny pouze pozitivni vysledky.

Zavér

V této praci byl k analyze vyznamnych bioaktivnich
fenolickych latek pouzivan kapalinovy chromatograf vyba-

veny CoulArray detektorem. Po praktické strdnce bylo
ovéfeno, ze spojeni kapalinové  chromatografie
s coulometrickou detekci je metoda selektivni a velice
citlivd. Meze detekce analyzovanych latek se pohybovaly
fadove v jednotkach, maximalné desitkach pg . Vyjimku
predstavuje pouze kampferol a askorbova kyselina. Jejich
meze stanovitelnosti se pohybuji v fadech stovek ug 17"
Optimalizovana metoda byla pouzita pro stanoveni
obsahu vybranych latek ve vzorcich rakytniku a vyrobki
zngj pripravenych. Bylo zjisténo, Ze nejvetsi mnozstvi
latek je obsazeno v suSeném rakytniku, koncentrace latek
se pohybuje v rozmezi 10,2-236 pg g™'. Jeho dalsim zpra-
covanim se jejich koncentrace snizuje. Pouze u rakytniko-
vého Caje bylo detegovano vétsi mnozstvi fenolickych
latek, ale to bylo pravdépodobné zpusobeno pridavkem
jinych druhu rostlin naptiklad rize Sipkové (plod), yzopu
lékafského (nat’), ostruziniku planého (list). Pouze rutin
byl zjistén ve vSech vzorcich. Jeho nejvétsi koncentrace
byla neméfena u suseného rakytniku 159 pg g, dale pak
u rakytnikového Gaje 68,6 ug g, Celkové nejméné bohaty

Tabulka IIT

Obsah kyseliny askorbové v rakytniku a jeho vyrobcich

Fenolické latky Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6 Vzorek 8 Vzorek 10 Vzorek 11
[mgg'] [mgg'] [mgg'] [mg "] [mg 1] [mg "]

Askorbova kyselina 384 0,060 0,004 120 60,0 44,0
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na pritomnost fenolickych latek byl vzorek bonbonu.
Byly v ném detegovany pouze 4 latky: vanilin, rutin,
o-kumarova kyselina a resveratrol. Askorbova kyselina
byla v nejvétsi koncentraci v suseném rakytniku (384 mg g )
a sirupu & 1 (120 mg I™).
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VOLTAMETRICKE STANOVENI KARCINOGENNIHO 4-NITROBIFENYLU

EVA HORAKOVA, VLASTIMIL VYSKOCIL
a JIRi BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka Fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Hlavova 2030/8, 128 43 Praha 2
Evinka.horakova@seznam.cz

Uvod

Studovand latka 4-nitrobifenyl (4-NBP) patii do sku-
piny nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovodi-
ki (NPAH), které jsou vysoce nebezpecné mutagenni lat-
ky. V siln¢ znecisténé atmosféte vznikaji NPAH reakcemi
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH) s oxidy
dusiku, které jsou v atmosféfe pfitomny. Za specifické
toxické ucinky NPAH ziejmé odpovidaji reaktivni nitro
anion radikdly, které vznikaji metabolickymi pfemé&nami
a které snadno reaguji s bunéénymi nukleofily, zejména
proteiny a nukleovymi kyselinami. Tyto reakce mohou
vysvétlit mutagenni a karcinogenni Gc¢inky fady aromatic-
kych nitroslou€enin bez ohledu na vlastnosti vznikajicich
aminoderivati PAH, které zpravidla rovnéz vykazuji silné
genotoxické u¢inky'. NPAH byly nalezeny v ovzdusi,
vyfukovych  plynech, sazich, emisich spaloven,
v sedimentech, cigaretovém koufi'. Mononitro- a vnitro-
PAH vykazuji n¢kolikanasobné vétsi mutagenitu ¢i karci-
nogenitu nez jejich mate¢né PAH, takze jejich sledovani je
v popiedi moderni environmentalni analytické chemie?.

Mezi akutni G¢inky ptisobeni 4-NBP patii podrazdéni
o¢i a dychaci soustavy, bolest hlavy, zvraceni, prijmy
a tnava™®. Pfimé karcinogenni &inky 4-NBP na ¢&lo-
véka nebyly prokazany. 4-NBP byl pouzivan
k vyrobé 4-aminobifenylu (4-ABP), ktery vyvolava rako-
vinu mocového méchyfe a ma kumulativni ucinky.
P1i pokusech na zvifatech byl u pst vlivem 4-NBP pozoro-
van vznik rakoviny mocového méchyie’. Studovana
latka je témer z 80 % metabolicky pfeménovana na 4-ABP
a dal$im metabolitem s vysokym podilem zastoupeni je
4-hydroxylaminobifenyl®.

Diky ptitomnosti nitroskupiny na aromatickém jadie
1ze 4-NBP redukovat a stanovovat jej polarografickymi
a voltametrickymi metodami.

Tato prace se zabyva studiem elektrochemického
chovéni 4-nitrobifenylu (4-NBP) a nalezenim optimalnich
podminek pro jeho stanoveni pomoci DC voltametrie
(DCV), diferentni pulzni voltametrie (DPV) a adsorp¢ni
rozpoustéci diferenéni pulzni voltametrie (AdSDPV)
na rtutovym meniskem modifikované stfibrné pevné amal-
gamové elektrodé (m-AgSAE). Vzhledem k toxicité rtuti
a snaze o sniZeni jeji spotieby ¢i jeji Giplné nahrazeni’ je
pouziti amalgamové elektrody vhodnéjsi nez pouziti rtut'o-
vych elektrod.
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meze stanovitelnosti (LOD) a ovéfeni pouzitelnosti vyvi-
nutych metod pro stanoveni 4-NBP v modelovych vzor-
cich pitné a fi¢ni vody.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Studovana latka: zasobni roztok 4-NBP (99%, Merck)
v methanolu (Merck, p.a.) o koncentraci 1-107° mol 1",
Roztoky o niz§ich molarnich koncentracich byly pfipravo-
véany pfesnym fedénim zasobniho roztoku methanolem.

Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd (Chemapol,
p-a.), kyselina fosfore¢na (85%, Chemapol, p.a.), octova
kyselina (99,8%, Lach-Ner, p.a.), hydroxid sodny (Lach-
Ner, p.a.), tetraboritan sodny (Chemapol, p.a.), dihydrat
octanu sodného (Chemapol, p.a.), tetrabutylamonium jodid
(Lach-Ner, p.a.), kyselina chlorovodikova (35%, Penta),
dihydrat dihyrogenfosfore¢nanu sodného (Chemapol, p.a.),
dodecylhydrat hydrogenfosforecnanu sodného (Chemapol,
p-a.). Brittontiv-Robinsontiv pufr (BR pufr) o pfislusném
pH byl pfipraven smisenim kyselé slozky (H;BOs,
CH3COOH a H;PO, o koncentraci 0,04 mol dm’3) a zasadi-
té slozky (NaOH o koncentraci 0,20 mol dm™).

Vsechny roztoky byly skladovany ve tmé ve sklené-
nych nadobach za laboratorni teploty.

Aparatura

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Agilent 8453 (Agilent Technologies) se softwarem
UV-Visible ChemStation, ver. 9.01, v kiemennych kyve-
tach tloustky 1 cm. Software pracoval v operacnim systé-
mu Windows 98 SE (Microsoft Corporation).

Meéteni pH bylo provadéno laboratornim pH metrem
Jenway 4330 (Jenway, Chelmsford, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou, nakalibrovanym
standardnimi vodnymi kalibracnimi roztoky o pH 7,00
a 4,00 (oboji Radiometer, Copenhagen, Dansko).

Pro vSechna voltametrickd stanoveni byla pouzita
sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro 5.1
(vée Polaro-Sensors, Praha, CR). Software pracoval
v operacnim systému Windows 98. Méfeni byla provadéna
v tiielektrodovém zapojeni. Jako referentni elektroda byla
pouzita nasycena argentchloridova elektroda, jako pomoc-
n4 elektroda byla pouZita platinova elektroda. Jako pracov-
ni elektroda byla pouzita rtutovym meniskem modifikova-
n4 stiibrnd pevna amalgamova elektroda (m-AgSAE).

Povrch m-AgSAE byl béhem méfeni obnovovan te-
mito procesy:
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Amalgamace: Elektroda byla pfiblizné na 15 s pono-
fena do kapalné rtuti a pomalu vyndana, ¢imz se obnovil
meniskus elektrody. Amalgamace byla provadéna po sed-
mi dnech nebo po dlouhodobém pteruseni prace. Pti kazdé
amalgamaci muze vzniknout jinak velky meniskus, coz
miize zpusobit problémy v reprodukovatelnosti stanoveni.

Elektrochemicka aktivace: Elektrochemickéa aktivace
byla provadéna v roztoku KCI (¢ = 0,2 mol I"" ) vloZenim
napéti 2200 mV po dobu 300 s. Roztok nebyl v prib&hu
této operace probublavan dusikem. Béhem aktivace docha-
zi k elektrochemickému ¢iSténi elektrody — odstranéni
oxidu a adsorbovanych latek z povrchu elektrody. Aktiva-
ce byla provadéna po amalgamaci, pfi pasivovaném po-
vrchu elektrody a pii preruseni prace na dobu delsi
nez jedna hodina.

Regenerace: Regenerace byla provedena vzdy
v méfeném roztoku pied zacdtkem méfeni. Pii této operaci
se skokové stiida kladngjsi konstantni potencidl Ereg;
a zapornéjsi konstantni potencidl E.,». Tyto potencidly
byly vkladany v intervalu 0,1 s po dobu 30 s. Hodnoty
potencialll E.,; a Erep» 0dpovidajici krajim potencialové-
ho okna (pfi absolutni velikosti registrovaného proudu
I =1 pA) byly nalezeny experimentiln€. Hodnota E,,;
odpovida hodnoté kladnéjsiho kraje potencialového okna
sniZzené o 100 mV, E,,odpovidd hodnoté zapornéjsiho
kraje potencialového okna zvysené o 100 mV.

Pracovni postupy

Z hlediska stalosti méteného roztoku byla snaha pra-
covat ve smési methanol-pufr (3:7). Pfi voltametrickych
stanovenich proto bylo odpipetovano ptislusné mnozstvi
zésobniho roztoku 4-NBP v methanolu (¢ = 1-10° mol ')
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do 10ml odmérné banky, pfidan methanol do celkového
objemu 3 ml, a nasledné¢ doplnéno pufrem o daném pH.
Pfipraveny roztok byl promichan a pfeveden do voltame-
trické métici naddobky. Roztok byl zbaven kysliku pro-
bublavanim dusikem po dobu 5 min. Poté byly zazname-
nany voltametrické kiivky, kazda kfivka byla zméfena
pétkrat. Vsechna méfeni byla provedena za laboratorni
teploty.

Rychlost nardstu potencialu pro metodu DCV, DPV
i AdSDPV byla 20 mV s™'. Pii DPV a AdSDPV byla $itka
pulzu 100 ms a modula¢ni amplituda —50 mV.

Vyska piku pfi DCV byla méfena od primky vzniklé
prodlouzenim linearni ¢asti voltamogramu pied nastupem
piku. Vyska piku pti DPV a AdSDPV byla méfena od
spojnice minim po jeho stranach.

K provadeéni potfebnych vypocti a tvorbé grafi byly
pouzity programy Origin Pro 8 (OriginLab Corporation,
USA) a Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation,
USA). Konfidenéni a predikéni pasy (a 0,05)"°
u kalibrac¢nich pfimek byly vyhodnoceny a sestrojeny pro-
gramem Origin Pro 8 (OriginLab Corporation, USA).

Mez stanovitelnosti (LOD) byla vypoctena jako kon-
centrace odpovidajici desetinasobku smérodatné odchylky
deseti stanoveni 4-NBP o koncentraci odpovidajici nejniz-
$imu bodu piislusné kalibraéni primky'".

Vysledky a diskuse

Vzhledem k malé rozpustnosti 4-NBP ve vodé bylo
nutné pracovat ve smiSeném prostfedi voda-methanol.
Me¢feni byla proto provedena pro poméry objemti metha-
nolu (objem samotného methanolu a zasobniho roztoku

-400 T T
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/ nA-200
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-600
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Obr. 1. Voltamogramy 4-NBP (¢ = 1-10~* mol I'') namé¥ené metodou DCYV s elektrochemickou regeneraci na m-AgSAE v prostiedi
methanol-BR pufr (3:7) o pH* 2,4 (1); 3,4 (2); 4,4 (3); 5,4 (4); 6,4 (5); 7,5 (6); 8,4 (7); 9,0 (10,1); 10,1 (9); 11,1 (10); 12,0 (11). E\, ),

E,, > dle krajli potencialového okna
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4-NBP) a BR pufru: 1:9, 2:8, 3:8 a 5:5 (1:1), pfi kon-
centraci 4-NBP 1-10* mol I'".

Vysledkem spektrofotometrického i voltametrického
sledovani stalosti méfenych roztokil o riizném poméru BR
pufru a methanolu bylo zjisténi, Ze na stabilitu a velikost
odezvy ma vliv obsahu methanolu v zdkladnim elektroly-
tu. Jako nejvhodnéjsi objemovy pomér methanolu
a BR pufru byl zvolen pomér 3:7.

Vliv pH na elektrochemické chovéni 4-NBP (¢ = 1-107*
mol ") byl sledovan metodami DCV a DPV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufru o pH 2,0 az 12,0 a poméru methanolu
k BR pufru 3:7. DC voltamogramy 4-NBP (¢ = 1-10°*
mol ") naméfené pii rizném vysledném pH* (pH roztoku
vzniklého smisenim methanolu a BR pufru o daném pH)
jsou zobrazeny na obr. 1.

Pro metodu DCV byl metodou linearni regrese pro
zavislost potencialu piku E, 4-NBP na pH* roztoku
v rozmezi 2,4-12,0 vypocten vztah:

E, [mV]=-49,79 pH* — 139,81 (R*=0,9942)

Pro metodu DPV byl metodou linearni regrese pro
zavislost potencialu piku E, 4-NBP na pH* roztoku
v rozmezi 2,4-12,0 vypocten vztah:

E, [mV] =—48,66 pH* — 104,65 (R*=0,9974)

Jako optimalni pro dalsi méfeni byl pro metodu DCV
1 DPV zvolen roztok, k jehoz ptipravé byl pouzit BR pufr
o pH 8.

Na  zékladé  vysledkli  porovnani  meéfeni
s elektrochemickou regeneraci a bez regenerace lze kon-
statovat, ze k méfeni 4-NBP metodou DCV v prostiedi
methanol-BR pufr o pH 8,0 (3:7) neni bezpodminecné
nutné pouziti elektrochemické regenerace.

K meéfeni 4-NBP metodou DPV v prostfedi methanol-
BR pufr o pH 8 (3:7) je vhodné aplikovat regeneraci
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Ereg1 =900 mV, E.,»> = -300 mV; tyto regenerani po-
tencidly byly zvoleny jako optimalni po né¢kolika poku-
sech, pfi nichz byly regeneracni potencidly voleny
na krajich piku a krajich okna a pouzity jejich rizné kom-
binace.

PiestoZe z pfedchozich méfeni vyplynulo, Ze optimél-
ni pro méteni je BR pufr o pH 8 a methanol (7:3), pti mé-
feni koncentra¢ni zavislosti se ukéazalo, Ze pfi snizeni kon-
centrace 4-NBP na 1-107° mol 1" a niZe neni mozné vol-
tamogramy vyhodnotit. Tento problém byl vyfeSen pouZzi-
tim acetatového pufru, ktery byl vybran po sérii méfeni, ve
kterych byly meéfeny voltamogramy téchto zakladnich
elektrolytii: roztok tetraboritanu sodného (pH 9,2), fosfato-
vy pufr (pH 7,0), BR pufr (pH 8,0), acetatovy pufr
(pH 4,8), boratovy pufr (pH 8,0) a tetrabutylamonium
jodid (pH 8,0). Pouze u acetatového pufru byla linie za-
kladniho elektrolytu bez necistot a bez piki, které by byly
blizko hodnoté E, 4-NBP. Acetatovy pufr mél i vhodnou
Sifku potencialového okna.

Pro nové vybrany zékladni elektrolyt byla ovéfena
opakovatelnost méfeni, z vysledkll vyplynulo, Ze pro meé-
feni v prostfedi methanol-acetatovy pufr o pH 4,8 (3:7)
metodou DCV neni nutné pouzit regeneraci a pro méfeni
metodou DPV  je vhodné pouzit regeneraci
N Ercg,l =0 IIlV, Ercg,Z =-1300 mV.

Na zékladé vySe uvedenych skutecnosti bylo jako
optimalni zvoleno prostfedi methanol-acetatovy pufr
o pH 4,8 (3:7). Pro méfeni metodou DCV nebyla pouzita
regenerace a pii méfeni metodou DPV byly pouzity rege-
neracni potencily Ey,; = 0 mV, Eiegp =—1300 mV.
Zavislosti proudu piku (/,) 4-NBP na koncentraci byly
proméfeny metodami DCV (bez regenerace) a DPV
(s regeneraci, E1 = 0 mV, Eyyr = —1300 mV) na m-
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Obr. 2. Voltamogramy naméfené metodou DCV bez regenerace na m-AgSAE v prostiedi methanol-acetatovy pufr o pH 4,8 (3:7).
C (4-NBP): 0 (1); 2107 (2); 4107 (3); 6:1077 (4); 8:1077 (5); 10-10”7 (6) mol 1"". VloZena zavislost proudu pikii 4-NBP 1, na koncentraci

4-NBP v rozmezi (2-10)-10” mol I'".
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AgSAE v prostfedi methanol-acetatovy pufr o pH 4,8 (3:7)
v koncentraénim rozmezi (2-10)-10° mol 1", (2-10)-10°°
mol 1" a (2-10)-107 mol I'"". Na obr. 2 jsou zaznamenany
voltamogramy 4-NBP namétené metodou DCV bez rege-
nerace na m-AgSAE v koncentraénim rozmezi (2-10)-107
mol I,

Zavislost vysky piku na koncentraci ma pro ob¢€ me-
tody linedrni charakter. Parametry kalibracnich pfimek
a meze stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 1.

Metodou DCV bylo pro 4-NBP bylo dosaZzeno meze
stanovitelnosti ¢ 2:107 mol I, RSD vyiky piku
10 méfeni pii ¢(4-NBP) = 510" mol 1" byla 2,7 %. Meto-
dou DPV bylo pro 4 NBP bylo dosazeno meze stanovitel-
nosti ¢ = 2:107 mol 1!, RSD vysky piku 10 méfeni
pfi ¢ (4-NBP) = 5-10 " mol I'!, byla 5,1 %.

Ke snizeni limitu detekce 4-NBP dosazen¢ho meto-
dou DPV na m-AgSAE byla provéfena moznost vyuziti
AdSDPV. Na zéklad¢ vysledkt optimalizace méteni byla
pouzita pii kazdém méfeni regenerace (Eeg; a Eregn dle
kraji potencidlového okna). Méfeni byla provedena
ve smésném prostiedi methanol-pufr v objemovém pomé-
ru 1:9. Dale bylo méfeno v objemovém poméru methanol-
pufr 1:249, a to za ucelem snizeni obsahu methanolu, ktery
muze snizovat adsorpci 4-NBP na povrch elektrody.

Vliv pH na voltametrické chovani 4-NBP (¢ = 4-107
mol I'") byl studovan v prostiedi BR pufru o pH 2,0
a pH 13,0, acetatového pufru o pH 4,8 a fosfatového pufru
o pH 7,0. Hodnota potencialu akumulace (£,.) byla vole-
na jako potencial piku (E,) a dale jako £, — 100 mV, E,, —
200 mV a E, — 300 mV, doba akumulace (#,..) byla 60 s.

Pouze v prostfedi methanol-BR pufr (pH 2,0) v pome-
ru 1:9, pfi E,e = <400 mV a t,.. = 300 s se projevil efekt

Tabulka I
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akumulace 4-NBP na m-AgSAE. Doslo ke zvétSeni signa-
lu pfiblizn¢ 1,5krat vici vysce piku pfi f,. = 0 s. Mira
akumulace 4-NBP na m-AgSAE pii méfeni technikou
AdSDPV za vySe uvedenych podminek vSak nebyla dosta-
tecna k tomu, aby bylo mozné jeji dalsi vyuziti ke snizeni
meze stanovitelnosti.

Vyvinuté metody byly vyuZity ke stanoveni 4-NBP
v modelovych vzorcich vody. Koncentra¢ni zavislost byla
proméfena metodami DCV a DPV na m-AgSAE
v rozmezi (2-10)-10” mol I'". Pitna ani iéni voda (Vltava,
Praha) nebyla pted vlastnim méfenim nijak upravovana.
Modelové roztoky o koncentracich 4-NBP ¢y (koncentrace
v pitné vod®), cry (koncentrace v fi¢ni vod&): 0; 1-107;
2:107; 4107; 6:107; 8:107a 10-107 mol 1" byly pfipra-
veny ze zasobniho roztoku 4-NBP (¢ = 1:10° mol 1)
v methanolu a z pitné nebo fi¢ni vody. Z modelovych roz-
tokti 4-NBP ve vodé bylo odpipetovano 9 ml do odmérné
baitky a doplnéno do 10 ml acetitovym pufrem
o pH 4,8. Kazda ktivka byla zmétena tiikrat.

Koncentra¢ni zéavislosti 4-NBP v pitné vod¢ a ficni
vodé byly proméfeny metodami DCV (bez regenerace)
a DPV (s regeneraci E,; = 0 mV, Ezr = —1300 mV)
na m-AgSAE v prostfedi acetidtového pufru v kon-
centraénim rozmezi (2-10)-10” mol I'".

Metodou DCV bylo pro 4-NBP v pitné vod€ dosaze-
no meze stanovitelnosti ey =2-10" mol I'", RSD vysky
piku 10 mé&feni pii cy = 5-107 mol "' byla 4,0 %. Meto-
dou DPV bylo pro 4-NBP v pitné dosazeno meze stanovi-
telnosti ¢y = 2-107 mol 1" a RSD 10 méfeni vyiky piku
pii ¢y =5-107 mol "' 3,9 %.

Metodou DCV bylo pro 4-NBP v fi¢ni vodé dosazeno
meze stanovitelnosti cgy = 2:107 mol I, RSD vysky piku

Parametry kalibra¢nich ptimek stanoveni 4-NBP na m-AgSAE a ptislusné meze stanovitelnosti (LOD)

Metoda Prosttedi Koncentrace  Smeérnice Usek R? LOD?*
[mol '] [nA mol 1] [nA] [mol 1]
DCV acetatovy pufr pH 4,8 — MeOH (7:3) (2-10)- 107 4,5-106 37,4 0,9945 —
acetatovy pufr pH 4,8 — MeOH (7:3)  (2-10)-10°  —2,7-10° 0,22 0,9736 -
acetatovy pufr pH 4,8 — MeOH (7:3)  (2-10)-107  —5,0-10° 0,33 0,9893 21077
DPV acetatovy pufr pH 4,8 — MeOH (7:3)  (2-10):10°  —6,1-10° 64,5 0,9794 -
acetatovy pufr pH 4,8 - MeOH (7:3)  (2-10)-10°  -3,6:10° 0,02 0,9970 -
acetatovy pufr pH 4,8 — MeOH (7:3)  (2-10)-107  —5,1-10° 0,99 0,9606 2:107
DCV pitna voda — acetatovy pufr pH 4.8 (9:1) (2-10)-107  —6,0-10° 0,13 0,9983 2:107
DPV pitna voda — acetatovy pufr pH 4.8 (9:1) (2-10)-107  —6,210° 0,48 0,9990 21077
DCV fi¢ni voda — acetatovy pufr pH 4.8 (9:1) (2-10)-107  —3,2:10° 0,25 0,9943 2:107
DPV fieni voda — acetatovy pufr pH 4.8 (9:1) (2-10)-107  —2,9-10° 0,31 0,9866 4107

a—10c; a.=0,05
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Obr. 3. Voltamogramy 4-NBP v ii¢ni vodé naméfené metodou DPV na m-AgSAE s regeneraci v prostiedi modelovy vzorek-
acetatovy pufr o pH 4,8 (9:1). cpy(4-NBP): 0 (1); 4107 (2); 6:107 (3); 8:107 (4); 10-107 (5) mol I, Erg = 0 mV, Ereg = —1300 mV.

Vlozena zavislost proudu pikii [, 4-NBP na koncentraci 4-NBP v fi¢ni vodé v rozmezi (4710)~10’7 mol I'", Erg1 =

Ereg2=—1300 mV; — konfiden¢ni pés; - predikéni pas

10 méfeni pii cpy = 5:107 mol I'' byla 4,6 %. Metodou
DPV bylo pro 4-NBP bylo dosazeno meze stanovitelnosti
cry = 4107 mol I a RSD 10 méfeni vysky piku pfi
crv =510 mol I'' 5,9 %.

Na obr. 3 jsou zaznamendny voltamogramy 4-NBP
v ficni vodé naméfené metodou DPV s regeneraci
(Ereg1 = 0mV, Ey» =—1300 mV) na m-AgSAE. Parame-
try kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. L.

Zavér

Pii stanoveni 4-NBP metodami DCV a DPV na m-
AgSAE bylo zjisténo, ze latka poskytuje v zavislosti na pH
jeden az dva piky. Byly nalezeny optimalni podminky
pro stanoveni v koncentraénim rozmezi 2-107 az 1-107*
mol I"'. Jako nejvhodné&jsi bylo zvoleno prostiedi methanol-
acetatovy pufr o pH 4,8 v poméru 3:7. Pro toto optimalni
prostiedi byly u obou metod nalezeny meze stanovitelnosti
4-NBP.

Ke stanoveni 4-NBP technikou AdSDPV na m-AgSAE
nebyly nalezeny vhodné podminky.

Byly ovéfeny moznosti stanoveni 4-NBP v pitné
a fiéni vodé metodami DCV a DPV na m-AgSAE
v koncentraénim rozsahu (2-10)-107 mol "' a nalezeny
meze stanovitelnosti.

Za danych podminek je mozné 4-NBP na m-AgSAE
stanovit dostatecn¢ presné a citliv€. V rdmci dalsiho vy-
zkumu bude pomoci cyklické voltametrie studovan mecha-
nismus redukce 4-NBP na m-AgSAE.

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekt
MSM0021620857), Grantovou agenturou Ceské republiky

0mV,

(projekt P206/12/G151), Technologickou agenturou Ceské
republiky (projekt TA01020565) a Univerzitou Karlovou
v Praze (projekt UNCE 2012/44).
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Uvod

a nejcastgjSich piicin umrti v soucasné lidské populaci.
Vznik nidorového onemocnéni ma komplexni pficiny.
Nekteré z nich maji genetickou podstatu, jiné faktory jsou
dény Zivotnim stylem a lze je ovlivnit, a tim zvySovat ¢i
snizovat riziko vzniku nadoru. Jako soucast komplexni
terapie rakovinného bujeni se podavaji cytostaticky puso-
bici latky, které zastavuji rist a mnozeni bun¢k. Vyznam-
né skupina téchto latek je tvofena platinovymi komplexy.
Prvni platinové cytostatikum, cis-[Pt(NH3),Cl,]
(Cisplatin), bylo pro lécbu nadorovych onemocnéni schva-
leno v roce 1968 (cit.'?), ale z divodu vyskytu zavaznych
nezadoucich u¢inki byla postupné vyvijena dalsi platinova
analoga az po soucasné vyvijenou Ctvrtou generaci, jejichz
vyhodou je pfedev§im moZznost ordlniho podani, a stim
spojena jednoducha aplikace 1éCiva a mensi zatéz pro paci-
enta.

Cilem predkladané prace je piiprava originalnich
platinovych komplexti s 1R,2R-diamincyklohexanovym
(DACH) ligandem, analogidi v dnesni dobé¢ klinicky pouzi-
vané Oxaliplatin. Snahou je pfipravit takova analoga, ktera
by vykazovala identickou, pfipadné vyssi cytostatickou
aktivitu a zdrovenl niz8i nezddouci ucinky dané predevsim
jejich malou rozpustnosti ve vodé a tim zptisobenou $pat-
nou resorbovatelnosti. Navrzend analoga Oxaliplatin byla
syntetizovana a biologicky testovana a to difluoro-
[(1R,2R)-1,2-cyklohexandiamin]platnaty komplex
(DACHPtF,), di(methansulfonato)-[(1R,2R)-1,2-cyklohexan-
diamin]platnaty  komplex (DACHPtDM) a di(p-
toluensulfonato)-[(1R,2R)-1,2-cyklohexandiamin]platnaty
komplex (DACHPtDTs) a analoga amindichlorido(2-
methylpyridin)platnatého komplexu, Picoplatin (PicoPt)
ato amindifluorido(2-methylpyridin)platnaty  komplex
(PicoPtF,), amindibromido(2-methylpyridin)platnaty kom-
plex (PicoPtBr;) a amindijodido(2-methylpyridin)platnaty
komplex (PicoPtl,), jakozto patentové nechranénych pre-
kurzorQ pro piipravu novych cytostatik, které by mohly byt
vhodné pro dalsi aplikaci ve farmaceutickém primyslu.
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Cis-{(1R,2R)-1,2-cyklohexandiamin-k N,k N"} dichlo-
ridoplatnaty komplex (VUAB Pharma, min. 99 %), am-
mindichlorido(2-methylpyridin)platnaty komplex (VUAB
Pharma, min. 99 %), methansulfonat stiibrny (Aldrich,
min. 99 %), p-toluensulfonat stfibrny (Aldrich, min. 99
%), fluorid stfibrny (Aldrich, min. 99 %), dusi¢nan stiibr-
ny (Lachema Brno, p. a.), bromid draselny (Lachema Br-
no, p. a.), jodid draselny (Lachema Brno, p. a.), aceton
(Penta, p. a.), acetonitril (Merck, > 99,9 %), octan amonny
(Sigma Aldrich, 99,9 %), methanol pro HPLC (Sigma
Aldrich, 99,9 %), demineralizovana voda (VSCHT Praha,
<0,1 uSem™).

Ptiprava DACHPtF,, DACHPtDM, DACHPtDTs,
PicoPtF, — jednokrokové syntézy

Do Erlenmayerovy baiiky s teflonovym magnetickym
michadlem byl ptedlozen DACHPtCI, (pro pfipravu
DACHPtF,, DACHPtDM a DACHPtDTs) nebo PicoPt
(pro ptipravu PicoPtF,). Po pfidavku dostate¢ného mnoz-
stvi demineralizované vody (rozpustnost DACHPtCl, = 0,3
g 17", rozpustnost PicoPt = 1 g1™") byla takto vznikla su-
spenze michana a zahfivana na olejové lazni pii teploté
65 °C. K suspenzi byly poté postupné davkovany dva ekvi-
valenty roztoku AgF ve vod¢ (pro piipravu DACHPtF,
a PicoPtF,), roztoku CH3;SO;Ag ve vod¢ (pro pfipravu
DACHPtDM) nebo roztoku CH;C¢H4SO3Ag ve vodé (pro
pfipravu DACHPtDTs). Reakce probihala bez pristupu
svétla (aparatura byla obalena alobalem) a barika byla uza-
viena silikonovym septem s injek¢ni jehlou. Smés byla
poté michana do druhého dne (> 16 hodin). Druhy den
byla smés umisténa po dobu min. 4 hodin (7 = 4 °C) do
lednicky. V pribéhu reakce bylo mozné pozorovat vznik
bilého zakalu AgCl. Nasledn¢ byla smés prefiltrovana pres
filtra¢ni aparaturu (o pérd = 0,22 um) a filtrat byl vysusen
na rotacni vakuové odparce (RVO) (Tjs,ns = 65 °C) a vysu-
Sen po dobu min. 3 hodin na vakuové lince.

Ptiprava PicoPtBr, a PicoPtl, — dvoukrokové syntézy

Do Erlenmayerovy bartiky s teflonovym magnetickym
michadlem byl pfedlozen DACHPtCI, (pro pfipravu DA-
CHPtBr,) nebo PicoPt (pro pifipravu PicoPtBr; a PicoPtl,).
Po pfidavku dostate¢ného mnozstvi demineralizované
vody (rozpustnost DACHPtCl, = 0,3 g1, rozpustnost
PicoPt = 1 g1™") byla takto vznikla suspenze michana a
zahfivéna na olejové lazni pfi teploté 65 °C. K suspenzi
byly poté postupné davkovany dva ekvivalenty roztoku
AgNO; ve vodé. Reakce probihala bez pristupu svétla
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(aparatura byla obalena alobalem) a bainka byla uzaviena
silikonovym septem s injek¢éni jehlou. Smés byla poté
michana do druhého dne (> 16 hodin). Druhy den byla
smés umisténa po dobu min. 4 hodin (7 = 4 °C) do lednic-
ky. Nasledné byla smés prefiltrovana ptes filtra¢ni apara-
turu (¢ pérd = 0,22 pm).

Pfi laboratorni teploté byly do filtratu postupné dav-
kovany dva ekvivalenty roztoku KBr ve vod¢ (pro piipra-
vu PicoPtBr;,) nebo roztoku KI ve vodé (pro ptipravu Pico-
Ptl,). Reakce probihala bez ptistupu svétla (aparatura byla
obalena alobalem) a baifikka byla uzaviena silikonovym
septem s injek¢ni jehlou. Smés byla poté michana do dru-
hého dne (> 16 hodin). Druhy den byla smés umisténa po
dobu min. 4 hodin (T = 4 °C) do lednic¢ky. Nasledn¢ byla
smés prefiltrovana pfes filtracni aparaturu (@ poéra = 0,22 pm)
a filtrat byl vysusen na RVO (T}, = 65 °C) a vysusen po
dobu min. 3 hodin na vakuové lince.

Analyticka charakterizace kvality pfipravenych
platinovych komplext

HPLC/UV a HPLC-HRMS

Kinetika degradace latek byla monitorovana na systé-
mu Dionex Ultimate 3000 (Dionex, USA) skladajicim se
z degaséru, kvartérni pumpy, autosampleru, termostatu
kolon a DAD detektoru. Separace latek byla realizovana
isokratickou eluci (mobilni faze A — voda, mobilni faze B
— voda s 1 % acetonitrilem, pH 3,5 — upraveno octanem
amonnym, pomér slozek 50:50 (V/V)) na koloné Phe-
nosphere SAX 80A (Phenomenex, USA)
s iontoméni¢ovou staciondrni fazi o rozmérech kolony 250
x 4,6 mm X 5 um (délka x vnitini primé&r X zrnitost stacio-
narni faze). Pritok mobilni faze na kolon& &inil 1 ml min™".
Kolona byla temperovana na teplotu 25 °C. Objem nastfi-
kovaného vzorku na kolonu byl 10 pul. Separované latky
byly detegovany DAD detektorem pii vinové délce A =
220 nm (rychlost sbéru dat 5 Hz) a s vyuzitim 3D pole
v rozmezi vinovych délek A = 190-400 nm. Doba analyzy
byla 40 min.

Identifikace latek byla realizovana na LC-HRMS
systtmu LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific,
USA) za identickych podminek pro kapalinovou chroma-
tografii jako u LC-DAD analyzy. Pii MS analyze bylo
pouzito elektrosprejové ionizace v negativnim modu. Pfi
monitorovani latek bylo pouzito full scan modu o m/z =
100-2000 Da pfi rozliseni 30 000. Podminky na hmotnost-
nim spektrometru byly optimalizovany na nasledujici para-
metry: napéti na kapilafe —2500 V, teplota na vstupni kapi-
lafe 400 °C, teplota HESI vyparniku 450 °C, sheat gas
(dusik) tlak 0,52 MPa, pomocny plyn (dusik) 20 ArbU.

Rentgenova fluorescencni analyza (XRF)

Byl pouzit pIn¢ automaticky sekvenéni XRF spektro-
metr ARL 9400 XP (THERMO ARL, Switzerland) vyba-
veny Rh lampou, 4 kW generatorem, ¢tyfmi kolimatory,
Sesti krystaly (AX 20, TLAP, PET, Ge 111, LiF 200, LiF
220) a dvéma detektory (proporciondlni a scintilacni).
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Bezstandardova analyza byla vyhodnocovana softwarem
UNIQUANT 4, analyzy pomoci kalibra¢nich kiivek soft-
warem WinXRF.

Skanovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Byl pouzit elektronovy mikroskop Hitachi S4700
(Hitachi, Japonsko) se studenou katodou s rozliSenim
1,5 nm (15 kV), byl vybaven dvéma detektory sekundar-
nich elektrond a jednim detektorem odrazenych elektront.
K interpretaci obrazu bylo vyuzito multiparametrové opti-
malizace, ktera optimalizovala emisni proud katody, pra-
covni vzdalenost, urychlovaci napéti, geometrii vzorku
a detektory. Zvétseni 20—500 000krat. Metoda byla vyuzita
ke stanoveni velikosti ¢astic pfipravenych praska.

Rentgenova praskova difraktometrie (XRD)

Tato analytickda metoda byla vyuZita pro charakteri-
zaci pfipravenych monokrystalii. K méfeni byl vyuzit sys-
tém XRD 3000 P systému  (Seifert, Némecko) fizeny
pocitacem a pouzivajici Cu a Co lampy. Systém se skladal
z goniometru, dvou pocitacd (PC), jednoho méficiho
a druhého pro vyhodnoceni dat. Ziskana data byla vyhod-
nocena softwarem HighScore Plus. Mezirovinné vzdale-
nosti a intenzity difrak¢énich linii byly porovnany
s databazi PDF 2 na CD-ROM.

Testovani cytotoxicity na bunécénych nadorovych
liniich

Vsechny vyse uvedené latky byly podrobeny tzv.
XTT testim na bunéénych nadorovych liniich. V prvni
fadé se jednalo o Caco-2 bunécné linie, které jsou kultiva-
cemi heterogenniho lidského epitelidlniho kolorektalniho
adenokarcinomu, vyvinuté Institutem Sloan-Kettering pro
vyzkum rakoviny. V této podobé€ jsou rozliSeny na polari-
zovanou epiteliadlni bunéénou monovrstvu, ktera poskytuje
fyzikalni a biochemickou bariéru pro prichod ionti a ma-
Iych molekul® (obr. 1).

Dale byly latky testovany na MCF-7 bunécnych lini-
ich, které byly poprvé izolovany v roce 1970 z prsni tkané
69leté zeny a o tfi roky pozd¢ji byly prokazany na Institutu
v Detroitu. PouZivaji se predevsim pro in vitro studie rako-
viny prsu, protoze maji zachovany nékteré idealni charak-

vioZka
filtru
7 ;
=+ horni
komora
bunééna
monovrstva \
propustna 4———— dolni
membrana r | komora

Obr. 1. Zatizeni pro testovani litek na Caco-2 bunéénych
liniich
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teristiky, a to predevS§im schopnost zpracovavat estrogen
na formu estradiolu pies estrogenové receptory v bunécné
cytoplazmé. Ackoliv je jednoduché tyto kultivace rozmno-
Zovat, jedna se o pomalu rostouci buiiky”.

Testovani akutni toxicity pfipravenych latek

Testovani bylo provedeno na samcich a samicich
(50%:50%) potkant Wistar o hmotnosti mezi 250 a 300 g
a stari 4 mesict. Potkani byli krmeni potravinami a vodou
ad libitum. Zvitata byla umisténa v parech v klecich
z plexiskla pfi pokojové teploté¢ (24 °C) s 12h cyklem
svétlo-tma (zacatek cyklu svétla v 7:00 h). Potkani byli
ndhodné rozdéleni do exponované skupiny a kontrolni
skupiny (podani fyziologického roztoku). Exponovanym
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potkanim byla jednorazové podana subkutdnné (s. c.)
davka do toxicitniho testu predlozené davky v mnozstvi,
které¢ vedlo k uréeni parametru LDs,. Experimenty byly
provedeny v souladu se zakony na ochranu zvifat CR
a v plném souladu s Evropskymi pozadavky Rady o pouzi-
vani pokusnych zvifat (smérnice 86/609/EHS).

Vysledky a diskuse

Vsechny originalni platinové komplexy byly pfipra-
veny podle postupti uvedenych v experimentalni Casti
a nasledné charakterizovany uvedenymi charakterizaénimi
metodami, které poskytly informace o jejich fyzikalné-
chemickych a biologickych vlastnostech (uvedeno tamtéz).
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Obr. 3. MS analyza vzorku (a) DACHPtCL,, (b) DACHPtF,
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Obr. 4. (a) ¢astice ptivodniho vzorku, (b) distribuce velikosti ¢astic, (¢) ¢astice ziskané po de-aglomeraci vzorku
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Obr. 5. XRD praskovy difraktogram vzorku DACHPtF,

Jako latka s nejvétsim potencidlem pro dal§i vyzkum byl
na zakladé ziskanych vysledkt zvolen DACHPtF,, na
némz budou v dalSim textu interpretovany jednotlivé vy-
sledky detailné, pficemz na ostatnich pfipravenych platino-
vych komplexech bude uvedena jen jejich sumarizace
a vzajemné porovnani.

V ptipadé pripravy DACHPtF, bylo vyuzito skutec-
nosti, ze rozpustnost AgF ve vod¢ je velice dobrd, a proto
neni zapotfebi dvoukrokové syntézy. Takto pfipraveny
produkt se vyznaCuje vysSi rozpustnosti ve srovnani

Frostian ["TMhetal 1Coba (il

s DACHPtCI, a DACHPtBr,. Produkt byl ziskan ve vyso-
kém vysledku a Cistoté (tab. II).

HPLC analyza vzorku nafedéného na koncentraci
1 mg ml™" prokézala, 7e latka neobsahuje vychozi sloute-
ninu DACHPtCl,, ani hydroxo- a aqua-komplexy jako
majoritni kontaminanty (obr. 2).

Dale byla provedena LC-MS, pficemz hmotnostni
spektra slouzila ke strukturni charakterizaci vSech latek
pfitomnych v reakéni smési. Ziskand spektra byla charak-
teristicka svym typickym izotopickym klastrem (obr. 3).

Tabulka I
Vysledky XRF analyzy
DACHPtCl, DACHPtF, DACHPtBr, PicoPt PicoPtF, PicoPtBr, PicoPtl,
Pt 73,4 83,7 54,9 73,4 83,7 54,9 43,5
F - 16,3 - - 16,3 — -
Cl 26,6 — - 26,6 — - —
Br - - 45,1 - - 45,1 -
I - - - - - - 56,5
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Tabulka II
Zakladni charakteristiky ptipravenych platinovych komplext
DACHPtF, DACHPtDM  DACHPtDTs PicoPtF, PicoPtBr, PicoPtl,
CAS RN NE NE NE NE NE NE
Rozpustnost v H,O 6,0 57,0 4,2 29,1 0,8 0,09
(mg ml™)
Vytézek (%) 67 98 72 74 70 70
Cistota (LC-MS) (%) 98 99 96 >99 >99 >99
Tabulka III
Vysledky XTT testt
OxaliPt DACHPtF, DACHPtDM DACHPtDTs PicoPt PicoPtF, PicoPtBr, PicoPtl,
Caco-2 1Cso 2,1 3,1 2,04 2,3 15,7 40,5 75,1 30,3
MCF-7 (M) 66,1 40,7 30,6 35,2 71,4 94,0 99,8 72,6
Tabulka IV
Vysledky testt akutni toxicity
OxaliPt DACHPtDM DACHPtDTSs PicoPt PicoPtF,
LDs, (mg kg™) <195 3 6 11 6

Metoda SEM byla pouzita pro charakterizaci pfipra-
vené krystalické faze a to z hlediska velikosti ¢éstic a jeji
distribuce. Na obr. 4a je zachycena typicka castice pritom-
na v ptivodnim vzorku, ktery byl charakterizovan piitom-
nosti aglomerati s velikosti zrna 0,2 az 0,4 mm. Po de-
aglomeraci realizované ultrazvukem byly ziskany castice
s téméF uniformni velikosti ¢astic, viz obr. 4b a 4c, z nichz
je ziejmé, Ze je vice nez 90 % castic charakterizovatelnych
velikosti z intervalu 170-190 nm. Ve vzorku nebyly téméef
pritomny ¢astice o velikosti vétsi nez 200 nm a mensi nez
100 nm.

Rovnéz byla provedena analyza rentgenovou prasko-
vou difrakci (XRD), ze které bylo zjiSténo, Ze se jednd
o krystalickou latku, jejiz difraktogram neni pfitomen
v databazich (obr. 5).

Analoga Oxaliplatin i Picoplatin byla analyzovana
metodou XRF. Vysledky uvedené v tab.I poukazuji na
vysokou Cistotu ptipravenych latek, bez pritomnych anor-
ganickych soli vznikajicich jako vedlejsi produkty.

Nasledujici tab. II shrnuje zékladni daje pro vSechny
jednotlivé syntetizované platinové komplexy. Jednou
z dulezitych informaci je absence CAS RN ¢isla a rozpust-
nost ve vod¢, kterd byla jednim z dilezitych ukazatell pro
testy aktivity a toxicity.

Dile byly tyto latky testovany na cytotoxicitu na bu-
néénych liniich Caco-2 a MCF-7. V tab. III jsou uvedeny
hodnoty ICs, pro vSechny syntetizované latky v porovnani
s Oxaliplatin a Picoplatin.

s41

Z testi akutni toxicity uvedenych v tab. IV lze usou-
dit, Ze vysledky testovanych latek jsou srovnatelné
s vysledky referencnich latek, Oxaliplatin a Picoplatin.

Zaveér

V laboratornim méfitku byla pfipravena a analyticky
charakterizovany analoga Oxaliplatin (DACHPtF,,
DACHPtDM a DACHPtDTs) a analoga Picoplatin
(PikoPtF,, PikoPtBr, a PikoPtl,). Pro celkové hodnoceni
potencialu jednotlivych pfipravenych platinovych kom-
plexti aspirovat na dalsi farmaceuticky vyzkum je nutné
posoudit veskera ziskana data, a to predevSim vytézky
a Cistoty pfipravenych latek a dale pak jejich rozpustnost
ve vode, ktera je omezujici vlastnosti u stavajicich platino-
vych cytostatik. Klicovou tlohu samozfejmé hraji biolo-
gické testy cytotoxicity a akutni toxicity. Bylo zjisténo, ze
vSechny pfipravené komplexy vykazuji vlastnosti, které je
a priory nevyfazuji zdalSiho vyzkumu, nicméné tfi
z ptipravenych komplexti vykazuji vlastnosti vyrazné per-
spektivni pro dalsi vyzkum jejich farmakologickych vlast-
nosti, a to DACHPtF,, DACHPtDM a PicoPtF,.

Tato prdace byla financné podporovana grantem MPO
CR ¢ 24-2TP1/049.
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Uvod

Strukturni motiv Trégerovy baze (TB, 2,8-dimethyl-
6H,12H-5,11-methanodibenzo[b,f]-[1,5]diazocin, obr. 1)
je znam Siroké védecké vetejnosti jako ucebnicovy ptiklad
,chiralniho dusiku®. Poprvé byla TB popsana jako baze
nezndmé struktury jiz vroce 1887 Trogerem'. Struktura
TB byla na zakladé reaktivity spravné odvozena az v roce
1935 Spielmanem”. Spojeni atomii dusiku diazocinové
jednotky methylenovou skupinou zamezuje inverzi konfi-
gurace na atomech dusiku. Derivaty TB jsou tedy inherent-
n¢ chiralnimi latkami. Poprvé byly enantiomery TB izolo-
vany vroce 1944 Prelogem’. Dalsim disledkem spojeni
atom dusiku methylenovou skupinou je pozice aromatic-
kych ¢asti, jejichZ roviny jsou na sebe kolmé (80-114°).
Téchto vlastnosti se ¢asto vyuziva pti konstrukci moleku-
larnich receptorti*”.

SO A
’ L

Obr. 1. Trogerova baze a obecné schéma struktury TB derivati
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Zacatkem 21. stoleti byly pfedstaveny nové typy TB
derivatd, tzv. oligo-Trogerovy baze (oligoTB)®’. Nejvatsi
pozornost byla zatim vénovéna bis-Trogerovym bazim
(bisTB), tj. latkdm obsahujicim dva strukturni motivy TB.
Latky 1ze obrazné popsat jako dva TB derivéty, které maji
jeden aren spolec¢ny (spojka). Diky vlastnostem methano-
diazocinové jednotky (DJ) maji bisTB dva diastereoisome-
ry liSici se orientaci krajni arenti. Anti diastereoisomer
(anti-bisTB) ma krajni areny (napf. naftaleny) kolmo
k roviné arenu tvofici spojku, z opacnych stran. Zatimco
syn diastereoisomer (syn-bisTB) ma krajni areny kolmé ze
stejné strany (obr. 2).

Volbou struktury arenu tvoficiho spojku a volbou
zpusobu napojeni krajnich arenti prosttednictvim DJ lze
zvolit vzajemnou orientaci krajnich arend. Doposud byl
jako spojka pouzit pouze benzen, ktery umoziuje pét vari-
ant (bisTB 1-5) napojeni krajnich arenti (obr. 3).

Jak je patrné z molekularnich modeld (geometrie
optimalizovana vyuzitim semiempirické metody RMI,
obr. 3), regioisomery bisTB 1, 2b a 3 maji naftalenové
jednotky uspofadany témét rovnobézné, pricemz vzdale-
nost jejich rovin je ca. 0,75 nm. Pravé toto prostorové
uspotadani vzbudilo zajem o tyto latky, nebot’ velmi dobte
spliiuje pozadavky na molekularni pinzetu®’, tedy latku,
ktera je schopna prostiednictvim aren-aren interakci tvotit
komplex s elektron-deficitnimi latkami. Sou€asnou snahou
veédct je vyuzit molekularni pinzety ke konstrukci chemic-

DJ

syn-bisTB

Obr. 2. Obecna struktura naftalenové bisTB a jejich diastereoisomeri
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Obr. 4. Struktury studovanych derivati naftalenovych syn-bisTB

kych receptort, senzord & 1é¢ivych piipravka.'®

Tato prace predstavuje pfipravu vibec prvnich deri-
vatd typu bisTB 2, tj. naftalenové derivaty 2a a 2b (obr. 4),
a prvni kvantitativni udaje o vazebnych vlastnostech bisTB
derivati obecné (na ptikladu naftalenovych derivata bisTB
1, 2a, 2b, 3). Cast vysledka jiz byla prezentovana na mezi-
narodni konferenci'®.
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Experimentalni ¢ast

Vsechny chemikalie a rozpoustédla potiebné pro syn-
tézu, separace a analyzy byly zakoupeny u firmy Merck
nebo Sigma-Aldrich v Cistotach p.a. ¢i HPLC grade. Pro
HPLC experimenty bylo vyuzito systému LC 5000 HPLC
(INGOS, Ceska republika) s UV detektorem (Perkin Elmer
785A, 254 nm). Jako analytickd kolona byla pouzita Re-
prosil Si, 5 um (250 x 4 mm, Dr. Maisch GmbH, Némec-
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ko). Pro chiralni separace byla pouzita kolona Reprosil
Chiral — NR, 8 um (250 x 4,6 mm, Dr. Maisch GmbH,
Neémecko). Pro preparativni ucely byla pouzita kolona
Reprosil 100 Si, 5 um (250 % 21,2 mm). Pro TLC analyzy
byly pouzity 10 cm TLC aluminiové desticky s nanesenym
silikagelem 60 F»s4 (Merck). Déle byla vyuZita sloupcova
chromatografie a preparativni TLC pro separaci a Cisténi
ptipravenych sloucenin. Jako stacionarni fize pro sloupco-
vou chromatografii byl pouzit silikagel MP Silitech 32 az
63 D, 60 A (Merck). Mobilni faze byly voleny na zakladé
TLC analyz. Pro charakterizaci latek a vazebné studie byl
pouzit Spektrometr NMR Varian Mercury Plus 300 MHz.
Jako rozpoustédlo byl pouzit CDCls, ktery byl Cerstvé
predestilovan a uchovavéan s molekularnimi sity (3A, 3.5
mm) a Al,O3. VSechna NMR spektra byla méfena pfi tep-
loté 25,0 £ 0,1 °C a referencovana na signal interniho stan-
dardu (tetramethylsilan (TMS), 3y = 8¢ = 0 ppm). Pro cha-
rakterizaci latek bylo vyuzito 1D (‘H a °C APT) a 2D
(gCOSY, gHSQC, gHMBC a NOESY1D) experimentd.
Ziskana NMR spektra byla zpracovana programem Me-
stReNova version 5.3.0.

Pro vazebné studie bisTB derivati byl presn¢ odvazen
vzdy asi 1 mg analytu (o-, m-, p-dikyanobenzen (o-, m-, p-
DCNB), o-, m-, p-dinitrobenzen (o-, m-, p-DNB), 1,2.4,5-
tetrakyano-benzen (TCNB) a 1,2,3-trinitrobenzen (TNB))
precisténého krystalizaci z methanolu a rozpustén v asi
3,6 ml CDCl;. Nasledn€ bylo presné navaZeno asi 20 mg
receptoru a rozpuSténo v Castijiz pripravené¢ho roztoku
analytu. VSechny roztoky byly pfipraveny ve vialkéch pod
septem a koncentrace byly vypocteny pomoci vazeni. Ke
vSem vazenim byly pouZity pétimistné analytické vahy
Mettler Toledo MS105DU. Pridavky roztoku receptoru do
NMR kyvety byly provadény injek¢nimi stfikackami Ha-
milton. Nésledné byla zm&fena '"H NMR spektra, nejprve
samotného analytu a potom po kazdém ptidavku roztoku
receptoru. Vyhodnoceni vazebnych studii bylo provedeno
nelinedrni regresi, pfi¢emz ve vSech pfipadech vyhovoval
model komplexu o stechiometrii 1:1.

Priprava bisTB 2a: 2,5-Dimethylbenzen-1,4-diamin
(1,59 g; 11,6 mmol) a naftalen-2-amin (6,01 g; 42,0 mmol)
byl rozpustén v trifluoroctové kyselin¢ (TFA, 200 ml) a pfi
pokojové teploté byl pfidan hexamethylentetramin (3,91 g;
27,9 mmol). Po 48 hodinach byla reakéni smés neutralizo-
vana vodnym 25 obj.% NHj; Extrakci do CH,Cl, a separa-
ci organické faze pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel; CH,Cl,: CH30H, 99:5) byl ziskan syn-2a 128
mg (2,2 %). Anti-2a byl pfipraven isomerizaci syn-2a
(20 mg; 0,04 mmol) v trifluoroctové kyseliné (15 ml) pti
teploté 130 °C po dobu 64 h v tlakové ampuli. Naslednou
neutralizaci vodnym roztokem 25 obj.% NHj, extrakei do
CH,Cl, a separaci organické faze pomoci sloupcové chro-
matografie (silikagel; CH,Cl,:MeOH; 99:5) byl ziskan
syn-2a 12 mg (60 %) a 8 mg (40 %) anti-2a.

Priprava bisTB 2b: 2,5-Dimethylbenzen-1,4-diaminu
(1,59 g; 11,6 mmol) a di-z-butyl bikarbonat (12,5 g; 61,7
mmol) byly rozpustény v tetrahydrofuranu (350 ml) a mi-
chany 14 h pti 70 °C. Naslednym odfiltrovanim suspense
byl ziskan filtrat 2,5-dimethyl-N’, N*-bis(¢-butoxykarbony1)
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benzen-1,4-diaminu 8,1 g (98 %). Tento ziskany diamin
(3,01 g; 9,0 mmol) byl rozpustén v CCly (250 ml) a do
roztoku byl pfidan NBS (3,31 g; 18,6 mmol) a AIBN
(0,31 g). Roztok byl poté zahtivan IC lampou pod zp&tnym
chladicem 14 hodin. Po nasledné neutralizaci vodnym
roztokem 25 obj.% NHj, extrakci do CH,Cl, a vytfepanim
organické faze do diethyl etheru byla ziskana suspenze. Po
filtraci suspenze byl ziskan filtrat 2,5-bis(bromomethyl)-
-N! ,N*-bis(t-butoxykarbonyl)benzen-1,4-diaminu 3,53 g
(80 %). Ziskany bromderivat (1,01 g; 2,1 mmol) byl roz-
pustén v DMF (100 ml) a do roztoku byl ptidan naftyl-2-
-amin (2,88 g; 20,1 mmol) a K,CO;5 (0,30 g). Smés poté
byla michana 5 hodin pfi 70 °C, naslednou extrakci do
CH,Cl, a separaci pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel; toluen:ethylacetat:triethylamin; 83:16:1) byl
ziskan Nz,N5-Bis(t-butoxyckarbonyl)-2,5-bis((naftalen-2-
-ylamino)methyl)-benzen-1,4-diamin 0,46 g (36 %). Tento
ziskany tetraamin (0,35 g; 0,57 mmol) byl rozpustén
v trifluoroctové kyseliné (30 ml) a do roztoku byl pridan
paraformaldehyd (0,19 g; 6,41 mmol). Roztok byl poté
michan pfi laboratorni teploté¢ 14 hodin. Naslednou neutra-
lizaci vodnym roztokem 25 obj. % NH;, extrakei
do CH,Cl, a separaci pomoci sloupcovou chromatografii
(silikagel; dichlormethan:i-propanol; 96:4) byl ziskan
syn-2b 181 mg (68 %). Anti-2b se pomoci isomerizace
syn-2b (20 mg; 0,04 mmol) v trifluoctové kyseling (15 ml)
v tlakovych ampulich pfi 25 °C, 60 °C a 130 °C se pfipra-
vit nepodafilo.

Vysledky a diskuse

Naftalenové bisTB derivaty 1 a 3 byly pfipraveny dle
popsanych postupii’* ", Naftalenovy bisTB derivat 2a byl
pfipraven modifikaci ,,one-pot* strategie'®, tj. reakci smési
naftaten-2-aminu = a  2,5-dimethyl-1,4-benzendiaminu
s hexamethyltetraminem v TFA. Nizky preparativni vyté-
zek (ca. 2%) je kompenzovan snadnosti piipravy.
K pfipravé naftalenového derivatu 2b bylo nutno pouZit
modifikaci ,,step-by-step strategie'®'’, nebot’ ,one-pot
strategie poskytuje regioisomer 1 a nikoli 2b. Pfi pfipravé
bisTB 2a i 2b vznikaly pouze syn diastereoisomery, které
isomerizaci v TFA poskytly anti diastereoisomery. Rela-
tivni konfigurace diastereoisomertt byla stanovena dle
publikovanych postupti', tj. porovnanim parametrt 'H
NMR spekter a jejich kvantové chemickym vypocétem,
a separaci enantiomeri na chiralni HPLC koloné (anti-2a
a anti-2b jsou mezoformy, syn-2a a syn-2b jsou racematy).

Vazebné studie byly monitorovany 'H NMR spektry.
Nejprve byly provedeny zied'ovaci experimenty (30-10° —
1-10”° mol I'"), které neprokézaly dimerizaci studovanych
bisTB derivati. Nasledné byly provedeny titracni experi-
menty za konstantni koncentrace analytu. Zména chemic-
kého posunu analytu v zavislosti na poméru koncentraci
(Creceptor : Canaly)  byla vyhodnocena nelinedrni regresi
(obr. 5). Ziskané asociacni konstanty K, jsou uvedeny
v tab. .
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Tabulka I
Hodnoty K, (mol I"") v CDCl; pii 25 °C
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syn-1 syn-2a syn-2b syn-3
0-DCNB - b b -
m-DCNB b 5+2 17+2 -
p-DCNB b b 10+3 b
TCNB 18+1 665 + 26 5640 + 481 103 +2
o-DNB - - 11+2 -
m-DNB - - 542 _
p-DNB - - 7+1 -
TNB b 11+1 47 +1 5+1

Vypocena hodnota + smérodatna odchylka regrese (o = 0,05; k = 1). ° Hodnota je mensi neZ 5, tj. nestanovitelna pouZitou
metodikou

# vexp.

— tEOT.

0 2 2 3 4 5 6 T B 3 1 1N
Obr. 5. Titraéni experiment syn-2b s TCNB (exp. body a teor.
prib¢h)

Zavér

Doposud neznamé naftalenové bisTB derivaty 2a
a2b byly pfipraveny a charakterizovany a jednoznacné
stanovena relativni konfigurace jejich diastereoisomerd.
Studiem komplexacniho chovani bylo zjisténo, ze syn di-
astereoisomery téchto latek (tj. syn-2a a syn-2b) maji fado-
veé vyssi afinitu k elektron-deficitnim latkdm (zejména
TCNB) nez doposud znamé isomerni derivaty syn-1 a syn-3
celkem Ctyf naftalenovych derivati. Vysoké hodnoty aso-
ciaCnich konstant bisTB syn-2a a syn-2b potvrzuji, Ze ten-
to typ bisTB derivatd ma vlastnosti molekularnich pinzet
a Ize ho vyuzit ke konstrukei receptorii elektron-deficitnich
latek.

Tato prace byla financné podporena Grantovou agen-
turou Ceské republiky (203/08/1445).

s46

LITERATURA

1. Troger J.: J. Prakt. Chem. 36, 225 (1887).

2. Spielman M. A.: J. Am. Chem. Soc. 57, 583 (1935).

3. Prelog V., Wieland P.: Helv. Chim. Acta 27, 1127
(1944).

4. Dolensky B., Elguero J., Kral V., Pardo C., Valik M.:
Adv. Het. Cycl. Chem. 93, 1 (2007).

5. Sergeyev S.: Helv. Chim. Acta 92, 415 (2009).

6. Pardo C., Sesmilo E., Gutierrez-Puebla E., Monge A.,
Elguero J., Fruchier. A.: J. Org. Chem. 66, 1607
(2001).

7. Valik M., Dolensky B., Petiickova H.,Kral V.: Coll-
ect. Czech Chem. Commun. 67, 609 (2002).

8. Chen C. W., Whitlock H. W.: J. Am. Chem. Soc. 100,
4921 (1978).

9. Zimmerman S. C.: Top. Curr. Chem. /65, 71 (1993).

10. Smith R. G., D'Souza N., Nicklin S.: Analyst /33, 571
(2008).

11. Zimmerman S. C., Saionz K. W.: J. Am. Chem. Soc.
117, 1175 (1995).

12. Krebs F. C.: Tetrahedron Lett. 44, 6643 (2003).

13. Kagan J., Chen S. Y., Agdeooa D. A.: Tetrahedron
Lett. 18, 4469 (1977).

14. Jakubek M., Dolensky B., Kessler J., Parchaisky V.,
Havlik M., Kral V.: 6" International Symposium on
Macrocyclic and Supramolecular Chemistry, Brighton
(UK), 3-7. 7. 2011, poster P105.

15. Dolensky B., Valik M., Sykora D., Kral V.: Org. Lett.
7, 67 (2005)

16. Havlik M., Kral V., Kaplanek R., Dolensky B.: Org.
Lett. 10, 4767 (2008).

17. Havlik M., Kral V., Dolensky B.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 72, 392 (2007).

18. Havlik M., Kral V., Dolensky B.: Org. Lett. 8, 4867
(2006).

19. Dolensky B., Parchansky V., Matéjka P., Havlik M.,

Bouf P., Kral V.: J. Mol. Struc. 996, 69 (2011).



Chem. Listy 106, s47-s50 (2012)

CITP ANALYZA BIOMINERALU

ZDENKA JAROLIMOVA a PREMYSL LUBAL

Ustav chemie, PFirodovédeckd Fakulta, Masarykova uni-
verzita Brno, Kotlarska 2, 611 37 Brno
Jarolimova.z@gmail.com

Uvod

Jednim z hlavnich pfedmétii vyzkumu v oblasti bio-
medicinskych véd je stanoveni obsahu jednotlivych prvka
v lidskych tkanich. Cilem je vysvétlit ucinky nedostatku ¢i
nadbytku urcitych prvkd v organech, které maji za nasle-
dek fadu zdravotnich problémil. Velmi ¢astym onemocné-
nim je tvorba mo&ovych kamenii neboli urolitiaza'?. Toto
onemocnéni se vyskytuje u pacientll nezavisle na pohlavi,
veéku a bydlisti a je doprovazeno fadou dalSich priznakl
(poceni, nechutenstvi, obtize pfi moceni). Nejvétsi vyskyt
litidzy je zaznamenan v USA, Velké Britanii, Skandinavii
a na Stfednim Vychod¢, nizka incidence je naopak ve
Stiedni a Jizni Americe a v Africe’. Mogové kameny se
zafazuji do nékolika skupin podle chemického slozeni,
jejich polohy v mocovém ustroji ¢i chovani po rentgeno-
vém ozafeni. Z chemického hlediska se jedna o anorganic-
ké a organické sloudeniny nebo jejich smési'*. Hlavnimi
slozkami mocovych kameni jsou uraty, oxalaty a fosfa-
ty'®. Diive se pro stanoveni slozeni pouZivaly roztokové
analyzy vyuZzivajici klasickych chemickych analytickych
metod®’, dnes se slozeni kameni stanovuje spektrometric-
kymi metodami, které davaji informaci nejen o majorit-
nim, minoritnim a stopovém prvkovém slozeni, ale také
o prostorovém uspoiadani prvkil v kamenech®®. K uréeni
struktury mocovych kament se pouzivaji RTG difrakéni
analyza, infracervend a Ramanova spektrometrie nebo
polarizaéni mikroskopie’, atomova absorpéni a emisni
spektrometrie®, zejména metody s indukéné vazanym
plazmatem s hmotnostni a optickou emisni detekci’. Nevy-
hoda téchto metod je velké spotfeba vzorku, slozitd pfipra-
va a zajisténi reprezentativniho vzorku.

Tato prace je zaméfena na vyuZiti kapilarni izotacho-
forézy (CITP) pro analyzu latek majoritné zastoupenych
v mo&ovych kamenech’. Cilem bylo najit vhodné analytic-
ké metody pro stanoveni vybranych analyti (fosforecnan a
jeho species, §tavelan, mocova kyselina, Ca®*, Mg®*, NH,"
a Na' ionty). Metody byly vyuZity pro studium sloZeni
a rozpustnosti vySe uvedenych latek zménou experimental-
nich podminek, coz je velmi dilezité pro zjiSténi pficin
vzniku kamentl a popis mechanismu jejich ristu a nasled-
né pak pro diagnézu'.
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Experimentalni ¢ast
Instrumentace

Experimenty byly provedeny na jednokolonovém
elektroforetickém analyzatoru EA 102 (Villa Labeco, Spis-
sk& Nova Ves, Slovenska republika). Pfistroj je napojen na
fidici pocitac a je ovladan programem ITPPro 32
(KasComp, Ltd, Bratislava, Slovenska republika). Analy-
zator je vybaven analytickou PTFE (teflon) kolonou
(pramér 0,3 mm, délka 200 mm) a vodivostnim detekto-
rem. Separace byla provedena pifi konstantnim hnacim
proudu 100 pA pro kationtovy mod, 80 pA pro analyzu
Stavelanu a fosfatu, 70 pA pro analyzu mocové kyseliny,
pfi zméné signalu vodivostniho detektoru o 10 mV byl
proud sniZen na 50 pA.

Chemikalie

Byly pouzity nésledujici chemikalie: kyselina chloro-
vodikova (J. T. Baker), tetraboritan sodny (TB), hydroge-
nuhli¢itan sodny, fluorid sodny, hydrogenfosforecnan sod-
ny (Lachema), kyselina sirova (Merck) (SA), L-histidin,
hexanova kyselina (HEX), hydroxylapatit (HA), mocova
kyselina (MK), chlorid amonny, 1,3-bis[tris(hydroxmetyl)
metylamino]propan (Sigma-Aldrich) (BTP), stavelan va-
penaty monohydrat (CaOx), chlorid vapenaty a hotecnaty,
hydroxyetylcelulosa (HEC), hydroxid draselny (Merck),
hydroxid tetrabutylamonny (Lachema) (TBA), imidazol
(Fluka), Milli Q voda zbavena CO,, vzorky ze sbirky prof.
P. Martince (Ustav geoniky AV CR, Ostrava).

Piiprava vzorkli mocovych kament k analyze
Vsechny poskytnuté vzorky mocovych kamenti byly

chirurgicky vyjmuty z téla pacienta. Po vyjmuti byl kdmen
oplachnut vodou, osusen a zaevidovan. Pak byl kamen

Obr. 1. Ukazka mo&ovych kamenti (pievzato z cit.'®)
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zalit epoxidovou pryskyfici nebo pfeveden na praskovou
formu, ktera byla pouzita pro ITP analyzu. Navazky vzor-
ki (= 15 mg) byly kvantitativné pfevedeny do varné banky
s varnym kaminkem. K navézce byl pfidan bud’ 1 ml
IM HCI (stanoveni G047, PO, a jeho species, Mg2+,
Ca®* a NH,") anebo 1 ml IM NaOH (analyza mocové ky-
seliny, xantinu), poté bylo pfidano 15-20 ml destilované
vody. Takto pfipravené roztoky byly povareny pod zpét-
nym chladi¢em, dokud nedos$lo k rozpusténi. Potom byly
roztoky ochlazeny a kvantitativné pfevedeny do odmérné
bailky o objemu 25 ml. K analyze byly roztoky fedény
podle potieby, pro kationtovou analyzu byly kyselé rozto-
ky vzorki neutralizovany ptidavkem BTP na pH 6-8.

Vysledky a diskuse
Analyza mocovych kameni

Pfed ICTP analyzou mocovych kameni bylo dulezité
optimalizovat postup pfipravy vzorku. Pro uplné rozpusteé-
ni jak modelovych slou¢enin (CaOx, HA, MK) a jejich
sméesi, tak realnych vzorkl byly testovany nasledujici che-
mikalie: HC1, HCIO,, H,SO,, citronova kyselina, NaOH,
KOH, TBA. K Gplnému rozpusténi dochédzelo az za vyssi
teploty (za varu pod refluxem). K pievedeni vzorki do
roztoku byly pouzity roztoky 1M HCl a 1M NaOH, aby
nedochazelo k prodluzovani doby analyzy v dusledku pii-
tomnosti dalSich analyt (vyskyt novych zén). HCI a Na-
OH byly vybrany proto, ze chloridové a hydroxidové ionty
migruji ve vedoucim elektrolytu v piipadé analyzy aniontd
a organickych sloucenin.

Jelikoz charakter mocovych kament je slozity a neni
mozné provést stanoveni vSech analytd ve vzorku
v jednom kroku, bylo nutné analyzu rozdélit do vice kro-
ki
—  kationtova analyza (Ca>", Mg®", Na', NH,"),
aniontova analyza (C2042’, HPO42’),
analyza organickych slouc¢enin (mocova kyselina).

Tabulka I
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Bylo optimalizovano slozeni vedouciho a koncového
elektrolytu (pH, druh a koncentrace latek) pro analyzu
mocovych kament (tab. I). Aby doslo k upInému rozdéleni
vsech analytl pfitomnych ve vzorku, bylo dilezité optima-
lizovat pH elektrolyt, sloZzeni a kombinace vedouciho
a koncového elektrolytu (tab. I a IT). ITP zaznamy jednot-
livych analyz jsou uvedeny na obr. 2—4. Hodnoty RSH
faktorti v tab. II ukazuji dostatecnou u€innost separacniho
procesu. Dale byly odhadnuty metrologické parametry
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687

637

Obr. 2. ITP zaznam kationtové analyzy modelové smési; sys-
tém LE]/TE]
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Obr. 3. ITP zaznam aniontové analyzy modelové smési; systém
LE,/TE,

Experimentalni podminky pouzité pro ITP analyzu mocovych kamenti

Parametry Kationty * Anionty *

LE, TE, LE, TE, LE; TE;
iont SA BTP ClI” HEX ClI TB
¢ (mM) 7,5 10 10 10 10 5
proti-iont - - L-histidin - imidazol -
pH 2,05 5,50 7,20
aditivum 0,1 % HEC

*— proti-iont neni pi{tomen
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Tabulka II
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Metrologické parametry analyzy. Smérodatné odchylky parametrd jsou uvedeny pro zjednoduseni v zavorkach

Analyt RSH* MD ® [pmol 1] citlivost [sxIxmmol ']
Ox*™ 0,125(2) 12,9 51,3(2)
PO, 0,691(4) 24,5 149,7(9)
MK 0,271(5) 18,5 124,1(8)
Ca** 0,594(3) 16,2 164(4)
Mg** 0,625(3) 12,4 246(3)
Na* 0,481(3) 14,7 390(1)
NH, 0,304(3) 14,2 305(8)
“RSH = relativni vy$ka viny v ITP zaznamu, " MD = mez detekce
CaOx HA KM

TE
9
8
7 4
—6 .
= kyselina
25 mocova
4 uhli¢itan
LE
3
2 , .
850 900 950 1000 1050
t(s)

Obr. 4. ITP ziznam modelové smési organickych sloucenin
(uhlid¢itanu, mocova kyselina a xantin); systém LE; /TE;

100

/

100

40
% ICP-Ms, elementarni analyzitor

60 80

Obr. 5. Srovnani vysledki ziskanych z ITP a ICP — MS/
elementarniho analyzatoru

(citlivost, mez detekce) navrzené analytické metody
(tab. II). Obecné lze fici, ze citlivost a mez detekce (kolem
10 uM) stanoveni vSech analyti je fadove stejna. Analytic-
k& metoda byla pouzita pro analyzu redlnych vzorkd pro-
meénného slozeni hlavnich komponent (Stavelan, fosforec-
nan, mocova kyselina) s vyuZzitim metody pfidavku stan-

s49

-

-

o
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log [species) {[mmol/l)

[C,0.7] [HPO,* ] [KM]
0,01 mCaOx WCaOx:HA (1:1)  mCaOx:KM (1:1)
CaOx:Ca (1:10) CaOx:HPO4 (1:10) WHA
B HA:Ca0x (1:1) HAKM (1:1) HA:Ca(1:10)
HA:ox (1:10) WKM M KM:HA (1:1)
KM:CaOx (1:1) KM:Ca (1:10) KM:ox (1:10)
KM:HPO4 (1:10)

Obr. 6. Vliv vybranych analyti na rozpustnost CaOx, HA,
MK (pH 7)

dardu. Metoda byla validovdna srovnanim nalezenych
hodnot s vysledky obdrzenymi pomoci ICP-MS a elemen-
tarniho analyzatoru (obr. 5). Postup pro stanoveni aniontu
1ze také pouzit pro analyzu zubt, kosti nebo moci. V ITP
zaznamu se objevuje citran v piipadé moci (RSH = 0,388)
nebo fluorid obsazeny ve fluoroapatitu (RSH = 0,261).

Optimalizovany analyticky postup byl pouzit pro
studium rozpustnosti latek majoritn€ zastoupenych
v mocovych kamenech (CaOx, HA, MK; obr. 6). Roz-
pustnost byla sledovana jak pro jednotlivé latky, tak pro
jejich modelové smési v ekvimolarnim poméru. Bylo zjis-
téno, ze srazeci proces dospéje do rovnovahy po nékolika
dnech a zavisi na pH. Nejmensi rozpustnost vykazuje
CaOx, MK naopak nejvétsi. Stejny trend byl pozorovan
i pro jejich modelové smési, kdy jejich rozpustnost mirné
poklesla ve srovnani s ¢istymi slouceninami. K jesté vy-
razn&jdimu poklesu rozpustnosti doslo s piidavkem Ca®*
iontl, ktera ma spojitost s pathobiochemickymi ptiznaky
choroby hyperkalciurie.
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Zavér

Tato prace se zabyva vyvojem a validaci analytické
metody pro analyzu mocovych kament. Byly nalezeny
a optimalizovany vhodné experimentalni podminky jak
pro Upravu vzorku, tak pro vlastni analyzu mocovych ka-
ment pomoci ITP. Metoda pak byla pouzita pro studium
rozpustnosti latek a jejich modelovych smési vedouci
k tvorbé mocovych kameni. Navrzeny postup lze pouzit
jak pro kvalitativni analyzu (klasifikace kamentl), tak pro
kvantitativni analyzu Ca®, Mg2+, Na®, K, NH,", C,047,
PO, COs*, F~, modové kyseliny, xantinu a citronové
kyseliny v biomineralech (ledvinové a mocové kameny,
zuby, kosti) a biotekutinach (moc). Postup je vhodny nejen
pro analyzu smési anorganickych iontd, ale i organickych
sloucenin podobné chemické povahy. Metoda je rychla
(celkova doba ITP analyzy je kolem jedné hodiny) a fi-
nan¢né nendro¢na ve srovnani s jinymi analytickymi meto-
dami (ICP-MS, iontova chromatografie, CE).

Tato prace byla podporovina vyzkumnymi projekty
MSMT CR (ME09065 a LC06035) a GA CR
(203/09/1394).
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Uvod

Modifikaci stacionarnich fazi ve vysokoucinné kapa-
linové chromatografii, plynové chromatografii, kapilarni
elektroforéze (CE) a kapilarni elektrochromatografii
(CEC) pomoci nanocastic zlata (GNP) bylo v poslednich
letech vénovano nékolik praci. Pro ukotveni nanocastic na
povrchy bylo vyuzito nekovalentni (elektrostatické, van
der Waalsovy interakce) i kovalentni navazani GNP pro-
stfednictvim bifunkéni spojky, napt. (3-merkaptopropyl)
trimethoxysilanu (MPTMS)' .

V kapilarni elektrochromatografii v otevienych kapi-
larach (OT-CEC, Open-Tubular Capillary Electro-
Chromatography) byly modifikované GNP imobilizovany
na vnitini sténu kapilary z taveného kiemene. Bohuzel
takto pfipravené kolony nemaji dostatecné velky povrch
pro efektivni retenci a separaci analytii. Jednou z alternativ
vedoucich ke zvétSeni povrchu je pouZiti sol-gel techni-
ky*’. Sol-gel technika spo&iva ve vytvofeni vnitini 3D
struktury na sténach kapilary prostfednictvim castecné
polymerizovanych prekurzor. Prekurzorem mize byt
mimo jiné i MPTMS®’.

Cilem této prace bylo pripravit kapilarni kolony
s GNP modifikovanou staciondrni fazi pro kapilarni elek-
trochromatografii. Modifikace vnitinich stén kapilar byla
provadéna dvéma metodami. Prvni z nich byla sol-gel
technika, kterou byla vytvofena 3D struktura uvnitt kapi-
lar. Druhym postupem bylo kovalentni navazani MPTMS
na stény kapilar. Na takto ptipravené kapilary byly nasled-
né imobilizovany rtizn€ velké nanocastice zlata modifiko-
vané 1-oktadekanthiolem. Obé& metody ptiprav kapilar
byly porovnany zkoumdnim separace né€kolika aromatic-
kych latek v OT-CEC modu.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Byly pouzity nésledujici  chemikélie: voda
(redestilovana, 10 MQ), dihydrat citronanu sodného
(>99,0 %, Penta), tetrachlorozlatitan draselny (98,0 %,
Aldrich), trihydrat kyseliny tetrachlorozlatit¢ (=99,8 %,
Aldrich), acetonitril (pro HPLC super gradient, >99,9 %,
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Lach-Ner), toluen (99,0 %, Penta), 1-oktadekanthiol
(98,0 %, Aldrich), tetrahydridoboritan sodny (99,0 %,
Sigma-Aldrich), tetraoktylammonium bromid (TOAB,
>98,0 %, Fluka), fluoren (98,0 %, Aldrich), anthracen
(97,0 %, Aldrich), fenanthren (98,0 %, Aldrich), naftalen
(99,0 %, Fluka), thiomocovina (99 %, Aldrich), kyselina
fosforecna (85,0 %, p.a., Merck), hydroxid sodny (98,0 %,
Lach-Ner), kyselina chlorovodikova (35,0 %, p.a., Lach-
Ner), ethanol (96,6 %, Lach-Ner), hexan (>80,0 %, Lach-
Ner), (3-merkaptopropyl)trimethoxysilan (95 %, Aldrich).

Elektrochromatografickd méfeni byla provadéna na
pristroji Agilent HPCE G1600A (Agilent Technologies,
Svycarsko). UV-Vis signél z detektoru s diodovym polem
byl zaznamendvan na vlnovych délkach 207, 220, 252
a 258 nm.

Pro zjisténi mnozstvi zlata imobilizovaného na sté-
néach kapilar byla pouzita metoda hmotnostni spektrosko-
pie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). M¢éteni
byla provedena na hmotnostnim spektrometru Elan DRC-e
(Perkin-Elmer, Kanada), ktery byl vybaven koncentrickym
zmlzovacem s cykléonovou mlZznou komorou, reakéni/
kolizni celou (DRC) pro eliminaci interferenci
a peristaltickym cerpadlem Gilson 212.

Byly pfipraveny dva typy nanocastic zlata, které se
lisily svou velikosti a dal§imi charakteristikami. Prvni
z nich byly syntetizovany redukci citronanem ve vodném
prostiedi®. Do dvouhrdlé 250ml varné baiiky se zabrusem
bylo vloZeno 100 ml redestilované vody a magnetické
michadlo. Na banku bylo nasazeno septum a zpétny chla-
di¢. Voda byla privedena k varu na olejové lazni. Za varu
byly plynule béhem nékolika vtefin pfidany injekéni stii-
kackou zéasobni roztoky tetrachlorozlatitanu draselného
(1 ml, ¢ = 26,46 mmol 1"") a potom citronanu sodného
(2,5 ml, ¢ = 34 mmol I""). Celd sm& byla ponechana
10 min vafit. Reakéni smés postupné zménila barvu ze
zluté, pfes tmaveé hnédou az na vinové cervenou. Tyto
nanocastice jsou v dal§im textu oznaCovany ,,GNP(1)“.

Ve druhém pfipadé byla pouzita Brustova-
Schiffrinova metoda v toluenové fazi'. Do 25ml varné
banky bylo vlozeno magnetické michadlo, 3 ml roztoku
tetrachlorozlatité kyseliny (¢ = 27,36 mmol 1), 0,45 ml
toluenového roztoku 1-oktadekanthiolu (¢ = 79,90 mmol 1"")
a 8 ml TOAB (¢ = 24,96 mmol I™") v toluenu. Thned byl
patrny piechod [AuCly]” do toluenové faze doprovazeny
zménou barvy na ¢ervenooranzovou. Banka byla uzaviena
septem a chlazena na 0 °C v ledové lazni. Po ochlazeni
roztoku bylo injek¢ni stiikackou ptikapano 2,5 ml roztoku
tetrahydridoboritanu sodného (¢ = 40,01 mmol 1™') na hla-
dinu. Smés byla michana hodinu na ledové lazni. Prib¢h
reakce byl patrny zménou barvy na tmavé ¢ervenou. Nako-
nec byla smés prelita do délicky a po odstranéni spodni
vodné faze byla horni toluenova faze tfepana postupné
15 ml H,SO4 (¢ =0,1 mol I""), 15 ml NaOH (¢ = 0,1 mol I"")
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a 3% 15 ml destilované vody. Spodni vodna faze byla vzdy
odlita. Takto ziskané nanocastice jsou v dal$im textu ozna-
covany ,,GNP(2)“. GNP(2) byly ptipraveny jiz modifiko-
vané 1-oktadekanthiolem.

Pouzité kfemenné kapilary byly od firmy Polymicro
(USA), mély vnitini pramér 50 pm a délku 50 cm. Pro
proplachovani byly pouzity injekéni stiikacky (1 ml)
a linearni davkovace. Po modifikaci bylo vytvoieno de-
tek¢ni okénko rozpuSténim polyimidové vrstvy kapilary
horkou kyselinou sirovou. Efektivni délka kolon byla
41,5 cm. Modifikace kolon byla provadéna postupné ve
ttech hlavnich krocich. Prvnim bylo navazani MPTMS na
stény kiemenné kapilary, druhym imobilizace GNP pies
thiolovou skupinu MPTMS a tietim modifikace nanocastic
na sténé kapilary. Kolony byly pfipraveny technikou kova-
lentniho navazani MPTMS a nebo sol-gel technikou, kdy
se na sténu kapilary vaze ¢astené polymerizovany prekur-
zor. Sol-gel ¢inidlo tvofil roztok MPTMS/ethanol (96%)/
HCI (¢ = 0,01 mol I'") v poméru 7:2:1 (V/¥), celkovy ob-
jem byl 1 ml. Roztok bylo tieba pfed samotnym pouZzitim
intenzivn€ michat 24 h pfi pokojové teploté. Pro srovnani
byla zkoumana i nemodifikovana kapilara (blank kapilara),
jejiz povrch nebyl nijak upravovan.

Celkem byly pfipraveny Ctyti kapilary: kapilara I byla
modifikovana kovalentnim navazdnim MPTMS a byly
pouzity GNP(1), kapilara II byla modifikovana stejné, ale
byly pouzity GNP(2). Kapilara III byla pfipravena sol-gel
technikou a s imobilizovanymi GNP(1), kapilara IV byla
op¢t ptipravena sol-gel metodou a byly pouzity GNP(2).

Stacionarni faze na sténach kapilary I byla pfipravena
proplachnutim roztokem NaOH (¢ = 1 mol 1), vodou,
HCl (¢ = 0,1 mol I'") a opét vodou. Nasledné byla kapilara
profouknuta argonem a suSena hodinu pfi 180 °C. Po pro-
myti roztokem MPTMS/ACN (1:12, V/V) byla v tomto
roztoku ponechédna 24 hodin, poté byla kapilara proplach-
nuta acetonitrilem (ACN), ususena a nakonec byl do kapi-
lary nadavkovan roztok GNP(1), ve kterém byla kolona
ponechana 24 hodin. Zbytek roztoku byl z kapilar vyfouk-
nut argonem a nanocastice uchycené na sténach byly mo-
difikovany roztokem 1-oktadekanthiolu v hexanu (¢ = 0,1
mol "), po 24 hodinach byla kapilara proplachnuta hexa-
nem, profouknuta argonem a promyta vodou.

Kapilara II byla pfipravena podobné, ale byly pouzity
GNP(2) 10x tedéné toluenem namisto GNP(1) a nebyl
davkovan 1-oktadekanthiol, protoze tyto nanocéstice jiz byly
modifikovany 1-oktadekanthiolem v priibéhu syntézy.

Kapilara III byla modifikovana sol-gel metodou.
V postupu ptipravy pro kapilaru I byly dva kroky promy-
vani roztokem MPTMS/ACN (1:12, V/V) nahrazeny pro-
mytim 150 pl sol-gel ¢inidla. Cinidlo bylo v kapilafe pone-
chdno dvé hodiny, potom bylo vytlaeno argonem
a kapilara byla pfes noc suSena pii 120 °C. Stejnd modifi-
kace byla provedena i pro kapilaru IV a nésledné byly
aplikovany GNP(2).

Jako marker elektroosmotického toku byla pouzita
thiomocovina (A). Separacni schopnost kolon byla testo-
vana pomoci naftalenu (B), fluorenu (C), anthracenu (D)
a fenanthrenu (E). Koncentrace analyti v zakladnim elek-
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trolytu byla 1 mg ml™. Zakladnim elektrolytem byl smé&s-
ny roztok fosfatového pufru o pH 7 a ACN. Obsah ACN
a koncentrace fosfatu byly optimalizovany, aby bylo dosa-
zeno ucinné separace.

Kapilary byly pfed samotnym méfenim 20 min
promyvany elektrolytem pfi maximalnim tlaku (asi
95 kPa) a potom na né bylo 30 min vlozeno napéti 25 kV.
Vzorek byl davkovan hydrodynamicky, 15 mbar po dobu
10 s. Napéti pfi elektrochromatografii bylo nastaveno na
25 kV.

V' kapilarnich kolonich bylo stanoveno mnoZzstvi
imobilizovaného zlata metodou hmotnostni spektroskopie
s indukéné vdzanym plazmatem (ICP-MS). Byla analyzo-
vana kapilara typu I a dvé kapilary typu III. Kapilary pro
analyzu byly nejprve zbaveny polyimidového obalu hor-
kou kyselinou sirovou a nasledné rozpustény v 7 ml kon-
centrované kyseliny fluorovodikové. Kyselina fluorovodi-
kova byla ze vzorkl odkoutena a zbylé GNP byly rozpus-
tény ve 4 ml lucavky kralovské. Kyselina byla odkoutfena,
do vzorki byl ptidan 1 ml HNOj; a obsah byl kvantitativné
pteveden do 25ml odmérnych ban¢k. Do vzorkt bylo pfi-
dano 0,5 ml roztoku vnitiniho standardu Bi. Obsah zlata
byl stanoven pomoci kalibraéni zavislosti. Rada kalibra¢-
nich roztokd méla koncentrace Au 0, 2, 5, 10 a 20 ng ml™!
a vnitiniho standardu bismutu 40 ng ml™". Pro analyzu
byly pouzity zasobni roztoky Au ¢ = 1,000 £ 0,002 g 1™
(Merck, Darmstadt, SRN) a Bi ¢ = 1,000 + 0,002 g I
(Merck).

Vysledky a diskuse

Syntetizované GNP byly charakterizovany transmis-
nim elektronovym mikroskopem (TEM) a UV/Vis ab-
sorpéni spektroskopii. Pro nanocastice pripravené redukci

110

A+B+C+D+E — 207mm
{=3.62 min —2201nm
90
252 nm
—258 nm
70
50
=
30
10
I
-10 : :
2 3 4 5
t [min]
Obr. 1. Elektroferogram pro blank Kkapilaru; zakladnim

elektrolytem byl smésny roztok ACN (20%, V/V) a fosfatovy pufr
¢ =20 mmol I"}, pH 7
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Tabulka I
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Retencni Cas (), pocet teoretickych pater (N) a vyskovy ekvivalent teoretického patra (H) pro kapilary I, II, II1, IV a jednot-
livé analyty: thiomocovina (A), naftalen (B), fluoren (C), anthracen (D) a fenanthren (E)

Analyt Kapilara ¢ [min] N[x107°] H[mm] | Analyt Kapilara ¢ [min] N[x107°] H [mm]

A I 8,2 84,0 49 C I 8,7 40,0 10,3
1l 6,6 550 7,6 11 7,4 14,0 29,1
11 12,6 220 193 11 143 4,0 103,9
v 9,5 430 96 v 10,7 13,0 30,9

B I 8,3 65,0 63 D I 9,3 12,0 35,1
Il 6,8 190 21,5 11 8,3 2,0 265,9
11 12,9 17,0 243 E I 9,1 34,0 12,3
v 9,9 380 11,1 11 7.8 9,0 45,0

citronanem byla vlnovd délka absorpéniho maxima
518 nm. Z TEM snimki byla stanovena pramérna velikost
nanocastic 14,7 + 2,2 nm. Pfipravené GNP(2) byly mensi
s velikosti 5,2 + 1,2 nm. Absorpéni maximum nebylo moz-
né urcit, protoze absorpcni pas plasmonové rezonance byl
Siroky a nevyrazny. Oba koloidni roztoky obsahovaly sfé-
rické nanocastice zlata.

Nejprve byla testovdna separacni schopnost neupra-
vované blank kapilary. K separaci vybranych analytd (A —
thiomoc¢ovina, B — naftalen, C — fluoren, D — anthracen, E
— fenanthren) pti podminkéch analyzy nedoslo (obr. 1).

Naopak kapilary I, II, III i IV vykazovaly retenci
a separaci studovanych analytd. Separace probihala na
zaklad¢ hydrofobnich interakci analyt—staciondrni féze.
Utinnost separaci byla vyjadiena poétem teoretickych
pater a vySkovym ekvivalentem teoretického patra.

Nejucinngjsi separace byla dosazena na kapilafe I,

70
B.1=8,33min ——207nm
60 =220 nm
252 nm
50
—258 nm
40
A, =821 min E.t=9.08 min
30 + )
< C,1=8,74 min
20
D, =9.28min
10
0
-10 L L | L
7.5 8 8.5 9 9.5 10

7 [min]

Obr. 2. Typicky elektroferogram ziskany na kapilaie 1; za-
kladnim elektrolytem byl smésny roztok ACN (30%, V/V) a fos-
fatovy pufr, ¢ = 20 mmol I"!, pH 7

ktera separovala vSechny slozky (obr. 2). Pocty teoretic-
kych pater se pro vSechny analyty pohybovaly v fadech
10* (tab. I).

Kapilara II rovnéz smés rozdé¢lila, ale s nizsi ucinnosti
(obr. 3). Pro anthracen a fenanthren se pocet teoretickych
pater pohyboval jen okolo 2000 a 9000 (tab. I). Mensi
nanocastice v tomto piipadé nezlepsuji separacni schop-
nosti.

V piipadé kapilar III a IV pfipravovanych metodou
sol-gel nebyly ze smési oddéleny analyty D a E (obr. 4
a obr. 5). Kolony poskytly pro dané analyty nizsi uc¢innost.
V experimentu nebyl potvrzen predpokad, ze vétsi aktivni
povrch pro navazani nanocastic s 1-oktadekanthiolem zna-
mena i lep$i separacni schopnosti (tab. I).

Mnozstvi zlata imobilizovaného na stény kapilarnich
kolon bylo stanoveno ICP-MS analyzou. Z naméfenych
dat vyplyva, ze modifikace stén sol-gel metodou vedla

120
B.1=6,79 min ——207 am
100 | ——220 nm
252 nm
80 —258 nm
60
=
40
E, t=7.81 min
20 |A,1=6,62mi C,1=7.35min
D, =8.33min
0
20 L L L L
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

* ¢ [min]

Obr. 3. Typicky elektroferogram ziskany na kapilare II; za-
kladnim elektrolytem byl smésny roztok ACN (20%, V/V) a fos-
fatovy pufr, ¢ =20 mmol I™*, pH 7
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60
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D. = 16,30 min

10 . . . .

f [min]

Obr. 4. Typicky elektroferogram ziskany na Kkapilafe III;
zakladnim elektrolytem byl smésny roztok ACN (20%, V/V) a
fosfatovy pufr, ¢ = 20 mmol 1", pH 7

Tabulka II
Porovnani mnozstvi zlata stanoveného metodou ICP-MS
v kapilarach po jejich kovalentni modifikaci GNP

Typ kapilary Wau [ppb]
1 217
111 931
111 1100
k asi 5x vétSimu mnozstvi imobilizovaného zlata

v kapilarach. Konkrétni naméfené hodnoty jsou shrnuty
v tab. I

Zavér

Dvéma riiznymi postupy byly pfipraveny nanocastic
zlata odlisnych velikosti. Nanocastice ziskané citratovou
redukci vykazovaly primérnou velikost 15 nm, zatimco
GNP modifikované 1-oktadekanthiolem a pfipravované
v toluenu byly mensi s primérnou velikosti 5 nm.

Zlaté nanocastice byly pouzity k pfipraveé kolon pro
kapilarni elektrochromatografii. Kapilary byly pfipraveny
dvojim zpisobem. Prvnim byla imobilizace GNP na
kfemennou sténu prostfednictvim spojky MPTMS. Ve
druhém ptipadé¢ MPTMS slouZil jako prekurzor pro sol-gel
proces, kterym se na sténé kapilary nejprve vytvotila 3D
struktura, a tim byl zvétSen aktivni vnitfni povrch kapilary.
ICP-MS analyza potvrdila, ze se druhym zpisobem na
stény navézalo asi pétindsobné mnoZstvi zlata. Na GNP
byl imobilizovan 1-oktadekanthiol, ktery vytvofil
hydrofobni stacionarni f4zi na sténach kapilar.
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Obr. 5. Typicky elektroferogram ziskany na kapilare 1V; za-
kladnim elektrolytem byl smésny roztok ACN (50%, V/V) a fos-
fatovy pufr, ¢ = 50 mmol !, pH 7

Pripravené kolony byly testovany v OT-CEC moédu
pfi separaci smési hydrofobnich analytl (naftalenu,
fluorenu, anthracenu a fenanthrenu). Separace smési bylo
dosazeno na vSech typech modifikovanych kapilar, ale pro
sol-gel modifikované kolony nebyly rozdéleny anthracen
a fenanthren. Z pohledu 0cinnosti separace nebylo
prokazano, Zze by veétsi mnozstvi imobilizovanych
nanocastic mélo pozitivni vliv na G€innost separace.

Tato prace byla financné podporena Grantovou agen-
turou Ceské republiky (projekty 203/09/0675 a
P206/12/0453).
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ANTIMIKROBIALNI PEPTID MELEKTIN: KONFORMACNI STUDIE METODAMI
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Uvod

Peptidy jsou soucasti téméf vSech forem zivota.
V imunitnim systému zivych organismt tvoii hlavni sloz-
ku obrany proti infekcim. V tomto ptipadé¢ se jedna o tzv.
antimikrobialni peptidy'. Jejich mechanismus piisobeni na
bunécné membrany bakterii je odliSny od soucasné pouzi-
vanych konvenénich antibiotik, v diisledku ¢ehoz bakterie
dosud nevykazuji, na rozdil od konvencnich antibiotik,
vyznamnou rezistenci vici témto peptidim. Proto by anti-
mikrobidlni peptidy mohly v budoucnu nahradit konvencni
antibiotika, a hrat tak dulezitou roli ve farmaceutickém
primyslu. Také z toho divodu jsou tyto peptidy predmeé-
tem mnoha studii*®. V sou¢asné dobé& jsou nejvice studo-
vany peptidy izolované z hmyzu, nebot’ pravé hmyz se
dokézal prizplsobit téméf jakémukoliv prostfedi, a to
vlastni syntézou antimikrobialnich peptidi, diky kterym se
stal rezistentni proti mnoha typim infekci®. Antimikrobial-
ni aktivita téchto peptidii je ovlivnéna mnoha parametry”,

Cilem této prace bylo studovat konformaci jednoho
z potencialné zajimavych antimikrobialnich peptidd, zva-
ného melektin (MEP), a jeho syntetickych analogi. MEP
byl izolovan z jedu kleptoparazitické véely Melecta
albifrons®. Patti do skupiny kationickych amfipatic-
kych a-helikalnich peptidi. Sklada se z 18 aminokyselin,
jejichz sekvence je H-Gly-Phe-Leu-Ser-Ile-Leu-Lys-Lys-
Val-Leu-Pro-Lys-Val-Met-Ala-His-Met-Lys-NH,.

V centralni ¢asti peptidového fetézce se nachazi ami-
nokyselina prolin, ktera déla MEP strukturné zajimavym —
znaéné ovliviiuje jeho antimikrobialni aktivitu®.

Spektroskopické studie peptidii se provadi nejen ve
vodném prostiedi, ale ¢asto se pouzivaji i jind rozpouste-
dla, napft. trifluoroethanol (TFE), chloroform, propanol
a dal3i®. Roztoky obsahujici TFE dokazi dobie napodobit
prostiedi bunééné membrany bakterii. Proto jsou ve studii
konformace MEP a jeho analogti jako rozpoustédla pouzita
pravé voda a TFE™®. V nasledujicim textu je kladen diraz
na diskusi vysledkt ziskanych ve vodnych roztocich.

Velmi vhodnymi metodami pro konformacni studie
peptidii jsou spektroskopie elektronového (ECD) a vibrac-
niho (VCD) cirkularniho dichroismu®. Tyto chiroptické
metody vykazuji oproti bézné€ pouzivané absorpcni spek-
troskopii, at’ v ultrafialové (UV), viditelné (VIS) nebo
infratervené (IC) oblasti, velkou citlivost k sekundarni
struktufe peptidd, kterou 1ze pomoci ECD a VCD dobte
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identifikovat na zaklad¢ analyzy charakteristickych spek-
tralnich pasi v oblastech, ve kterych se projevuji elektro-
nové prechody amidové skupiny peptidové vazby
v pripadé ECD, nebo v tzv. oblasti amidu I” (C=0 valen¢ni
vibrace) v piipadé VCD**'°. Ze spekter ECD lze dokonce
s pomérn¢ velkou spolehlivosti urcit procentualni zastou-
peni jednotlivych konformaci v peptidu, napf. metodami
vyuZivajicimi neuronové sits''.

Experimentalni ¢ast

Jako rozpoustédlo pro méfeni IC a spekter VCD roz-
tokt peptidii byla pouzita deuterovana voda (D,O, Isosar,
99,9% D), v ptipadé¢ ECD redestilovana voda. Izolace jedu
ziskan¢ho ze véely Melecta albifrons, jeho piecisténi po-
moci RP-HPLC, urCeni sekvence aminokyselin
v peptidovém fetézci melektinu metodou MALDI-TOF-
MS a pomoci Edmanova odbourdvani bylo provedeno
skupinou RNDr. Vaclava Cefovského, CSc. (UOCHB AV
CR, Praha)’. Poté byla touto skupinou provedena totalni
syntéza melektinu a jeho analogil (tab. I). Zkratky oznacu-
jici jednotlivé peptidy byly prevzaty z reference’. Po syn-
téze byly dale surové peptidy precistény metodou RP-
HPLC a byla provedena trojnasobna lyofilizace v prostie-
di kyseliny chlorovodikové. Roztoky peptidii o koncentra-
ci50g I byly méfeny metodami ECD a VCD.

Mgfeni IC a VCD ve spektralni oblasti 1750-1400 cm ™
bylo provedeno na spektrometru s Fourierovou transforma-
ci IFS-66/S vybaveného VCD/IRRS modulem PMA 37
(oboje Bruker, Némecko)'>. Pro méfeni vzorki peptida
byla pouzita rozebiratelna kyveta typu A145 (Bruker, Né-
mecko) s okénky zCaF, a teflonovou distan¢ni folii
tloustky 23 um. Spektra byla méfena s rozlidenim 8 cm™.

Tabulka I
Aminokyselinové sekvence melektinu a jeho studovanych
analogl

Zkratka * Sekvence peptida
MEP GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH,
MEP-1 GFLSILKKVLKKVMAHMK-NH,
MEP-3 GFLSILKKVLAKVMAHMK-NH,
MEP-4 GFLSILKKVLGKVMAHMK-NH,
MEP-5 KVMAHMK-NH,

MEP-6 PKVMAHMK-NH,

MEP-9 GFLSILKKVLP-NH,

MEP-10 GFLSILKKVL-NH,

* Zkratky oznadujici jednotlivé peptidy byly prevzaty
zcit?
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Meteni spekter VCD probihalo v blocich. Jeden blok byl
ziskan akumulaci 3680 dil¢ich zaznamt (doba meéfeni
20 min) a pro kazdy peptid byla provedena opakovana
meéfeni typicky 6-10 blokt. Tyto bloky byly poté zprimeé-
rovany a ziskano tak VCD spektrum, od kterého bylo na-
sledné odecteno VCD spektrum rozpoustédla zméfeného
za identickych podminek. Tim byla provedena korekce
zéakladni linie a ziskdno vysledné spektrum VCD peptidu.
Nasledné byla u viech spekter (IC i VCD) provedena nor-
malizace na jednotkovou hodnotu absorbance maxima
pasu amidu 1" v IC spektru a takto ziskana spektra jsou
prezentovana dale v textu.

Meéteni spekter ECD v oblasti 180-260 nm bylo pro-
vedeno na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko). Vzorky
byly méfeny v kiemenné kyvet¢ (Suprasil, Hellma)
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s optickou drahou 10 pm. Rychlost skenovani byla nasta-
vena na hodnotu 50 nm min™" a po¢et akumulaci na hodno-
tu 4. Spektra ECD peptidil byla poté korigovana na zéaklad-
ni linii odeCtenim spektra destilované vody pouZité pro
pripravu roztokl peptidi. Odhad procentualniho zastoupe-
ni konformaci v jednotlivych peptidech byl proveden na
zakladé analyzy spekter ECD v programu CDNN 2.1
(Delphi).

Vysledky a diskuse

Nejprve byla méfena IC a spektra VCD melektinu
(MEP) v D,O. Vysledna spektra jsou prezentovana na
obr. la. V prvnim spektru VCD (Cas méfeni 0—100 min)
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Obr. 1. a) Spektra VCD (plna ¢ara) a piislu$na spektra Sumu S/N (pferusovana ¢ara) (A) peptidu MEP v D,O méfena v Case
0-100 min (modr4), 100-180 min (Servena), 180-280 min (tmavé modr4), 280-340 min (zelen4) a IC absorpéni spektra (B) MEP
v D,O pied méienim (modra) a po méieni (zelena) spekter VCD; b) Spektra VCD (plna ¢ara) a piislu$na spektra Sumu S/N
(pferusovana ¢ara) (A) peptidu MEP-3 v D,O méfena v ¢ase 0—80 min (modra), 80-140 min (¢ervena), 140-220 min (tmavé mod-
r4), 220-300 min (zelen4) a IC absorpéni spektra (B) MEP-3 v D,0 pied méfenim (modr) a po méieni (zelen4) spekter VCD
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1ze pozorovat negativni couplet v oblasti amidu I” tvofeny
kladnym pasem =~1670 cm™' a zapornym intenzivn&jim
pasem ~1633 cm™'. Tento couplet je charakteristickym
znakem konformace oznac¢ované jako poly-prolin II (PPII)
(cit.”"). Aminokyselina prolin vazana uvnitt peptidového
fetézce podporuje vznik této konformace, nebot’ u peptidii
bohatych na prolin vétSinou nedochazi ke vzniku konfor-
mace stabilizované intramolekuldrnimi vodikovymi must-
ky. Spektra VCD se vSak zacala ménit v zavislosti na Case.
V oblasti amidu I" vznikl novy ziporny pas u vlnoctu
~1652 cm™', coz naznaduje zvysujici se obsahu a-helikalni
konformace'*'*. Konetné spektrum po stabilizaci peptidu
v rozpoustédle (v Case 280-340 min) tedy indikuje, ze se
jedna o zastoupeni konformaci PPII a a-helix, kde ovsem
stale pfevazuje méné uspotradana konformace PPII.

Konformace peptidu MEP byla také sledovana meto-
dou ECD. Spektra jsou zobrazena na obr. 2a. Prvni spek-
trum bylo ziskano zméfenim ECD ihned po rozpusténi
peptidu v destilované vod¢. Tvar spektra v oblasti ~190—
240 nm naznacuje, Ze se jednd o konformaci PPII bez vy-
znamného podilu a-helixu. Druhé méteni ECD bylo pro-
vedeno po 340 min od rozpusténi peptidu v destilované
vodé. Z posunu zaporného pasu smérem k vys$§im vlno-
vym délkam (z ptivodnich ~200 nm na =203 nm) a ze sni-
zeni jeho intenzity spolu se zvySenim intenzity pasi
v oblasti =206-240 nm lze usoudit, Ze doSlo ke zvySeni
podilu oa-helikalni konformace, avsak konformace PPII
stale prevazuje. Toto pln€ potvrzuje vysledky ziskané
z VCD.
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Konforma¢ni zmény v Case byly zaznamenany také
u peptidu MEP-3, v jehoz sekvenci je aminokyselina pro-
lin v centréalni &asti fetézce nahrazena alaninem. IC a spek-
tra VCD meénici se v Case jsou zobrazena na obr. 1b. MEP-3
zaujal nejprve o-helikalni konformaci v D,O, kdy se za-
porny VCD pas nachézel u vlnoétu ~1662 cm™ a kladny
u~1645 cm™'. Tyto vilnoéty odpovidaji poloham pasi ty-
pického a-helixu'*">. B&hem méfeni oviem zalala rist
intenzita zaporného pasu ~1633 cm™', coZ naznacuje
postupné zvysovani podilu konformace PPII na tkor
a-helikalni. V IC absorpénich spektrech méfenych pied
a po skon¢eni VCD doslo k mirnému posunu pasu v amidu
I' smérem k niz§imu vlno&tu (z piivodnich ~1651 cm™' na
~1646 cm™') a soudasné ke sniZeni jeho intenzity. Tento
efekt souvisi s postupnou konformacni zménou peptidu
z puvodni konformace o-helix (charakteristicka poloha
pasu ~1651 cm™") na konformaci PPII. a-helikalni konfor-
mace zde vSak nezanika, pouze se zvySuje relativni zastou-
peni PPII. Lze vSak konstatovat, Ze ve vysledné smeési
téchto konformaci stale prevlada o-helix. Aminokyselina
alanin v peptidovém fetézci vSeobecné podporuje vznik a-
helikalni konformace'®'”. V sekvenci MEP-3 se nachézi
dva alaniny, coz muze byt hlavnim divodem pro vznik o-
helikalni konformace jiz na samém pocatku VCD experi-
mentu.

Pfi studii ECD byla tedy opét provedena méfeni MEP-3
v zavislosti na Case (obr.2b). Prvni méfeni ECD tohoto
peptidu bylo opét provedeno ihned po rozpusténi peptidu
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Obr. 2. a) Spektra ECD peptidu MEP v destilované vodé méfena v ¢ase 0 min (modra) a 340 min (zelena); b) Spektra ECD pepti-
du MEP-3 v destilované vodé méiena v ¢ase 0 min (modra) a 300 min (zelena)
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v destilované vod¢. Spektrum ECD vykazuje tvar typicky
pro oa-helikalni konformaci. Pfi druhém méfeni v Case
300 min od rozpusténi peptidu doslo ke snizeni intenzity
jak kladného pasu =193 nm, tak zapornych past v oblasti
200-240 nm. Tento efekt je projevem vzrustajiciho zastou-
peni konformace PPII na tkor a-helix. ECD experimen-
tem bylo tedy opét potvrzeno, ze konformace MEP-3 se
v Case méni z a-helix na PPII, kde ovSem stale prevlada o.-
helix.

Dalsi métfené peptidy, ve kterych je prolin v centralni
Casti fetézce nahrazen jinou aminokyselinou, jsou MEP-1
a MEP-4. U peptidu MEP-1 je misto prolinu v peptidovém
fetézci navazan lysin a v MEP-4 je misto prolinu umistén
glycin. Jejich vysledna IC a spektra VCD jsou znazornéna
na obr. 3a. Spektra VCD téchto peptidi byla stabilni
v Case, nedochazelo u nich ke zméné konformace. Kladny
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pas konformace PPII v oblasti kolem ~1680 cm™ neni
pfili§ intenzivni, zdporny pas je lokalizovdn u vlnoctu
~1635 cm™'. Jak tomu bylo i v piipadé MEP, mezi t&mito
dvéma pasy vznikl novy zaporny pas ~1660 cm™'. Tyto
tvary spekter op€t naznacuji pfitomnost soucasné o-
helikélni a konformace PPII. Toto plati pro oba studované
peptidy. Je znamo'®™?, 7e aminokyseliny lysin i glycin
véazané uvnitf peptidového fetézce podporuji vznik konfor-
mace PPII, pfiCemz toto tvrzeni odpovida ziskanym vy-
sledkim.

Spektra ECD obou téchto peptidi lze pozorovat na
obr. 3b. Z prib¢hu téchto spekter se zda, ze v obou pepti-
dech pievazuje a-helikalni konformace. AvSak pasy ve
sledované oblasti 200—240 nm jsou oproti pasim typickym
pro a-helix mirn€¢ posunuty k niz§im vinovym délkam
ajsou méné intenzivni. Proto lze usoudit, ze MEP-1
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Obr. 3. a) Spektra VCD (plna &ra) a piislusna spektra Sumu S/N (pFerusovana ¢ara) (A) a IC absorpéni spektra (B) peptidi
MEP-1 (modra) a MEP-4 (¢ervena) v D,0; b) Spektra ECD peptidi MEP-1 (A) a MEP-4 (B) v destilované vodé
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a MEP-4 zaujimaji soucasné jak konformaci o-helix, tak
PPIIL. Zastoupeni jednotlivych konformaci bude uvedeno
pozdéji.

Pro dalsi studii vlivu prolinu na konformaci peptidu
byla méfena spektra VCD a ECD C-koncovych a N-
koncovych fragmenti. Mezi C-koncové fragmenty patii
MEP-5 a MEP-6, v pfipadé N-koncovych fragmentl se
jedna o MEP-9 a MEP-10. Peptid MEP-10 (N-koncovy
fragment bez prolinu) se choval zcela odlisné nez ostatni
fragmenty. Jeho rozpuSténi v D,O trvalo velmi dlouhou
dobu a muselo byt podpoteno stalym michanim na vibrac-
ni ttepacce. Po Uplném rozpusténi byl vSak pfi poZadované
koncentraci peptidu ziskan velmi husty gel. Pfi méfeni
VCD pak nebyly ziskany korektni a spolehlive interpreto-
vatelné vysledky. Spektra VCD se ménila s orientaci kyve-
ty a vzorek poskytoval o dva fady vétsi signdl, nez je ob-
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vyklé, coz naznacovalo vznik makroskopicky orientované
struktury (spektra nejsou prezentovana). Také v ECD byl
ziskan netypicky prubéh spektra, ktery nenaznacoval pfi-
tomnost zadné ze zékladnich sekundérnich struktur. Meto-
dami CD nelze konformaci v takovychto ptipadech spoleh-
livé urCovat.

Spektra VCD fragmentdt MEP-5, MEP-6 a MEP-9
zobrazend na obr. 4a se vzajemné velmi podobaji. Peptid
MEP-9, N-koncovy fragment s prolinem, vykazuje konfor-
maci PPII. Lze tedy tvrdit, Ze pfitomnost aminokyseliny
prolin navazané na N-koncovém fragmentu hraje dilezitou
roli, protoze vyznamné ovliviiuje jeho konformaci. Také
pfi méfeni spektra ECD peptidu MEP-9, které je prezento-
vano na obr. 4b, byla zjisténa ptitomnost konformace PPII
bez ndznaku vyznamného podilu a-helixu. Pro C-koncové
fragmenty MEP-5 a MEP-6 byla naméfena v oblasti amidu
I” téméf totozna spektra VCD. Oba peptidy dle spektralni-
ho prubéhu zaujaly konformaci PPII, coz znamena, ze
konformace C-koncového fragmentu neni zévisld na pii-
tomnosti prolinu v peptidovém fetézci. Na zakladé vysled-
ki zVCD nebyla konformace C-koncovych fragmenti
studovana pomoci ECD, nebot' bylo prokazano, ze se
sekundarni struktura té€chto peptidl pfili§ neméni.

Pro odhad procentudlniho zastoupeni jednotlivych
konformaci ve studovanych peptidech na zakladn¢ analyzy
ECD spekter byla pouzita metoda neuronovych siti (program
CDNN). Vysledna zastoupeni konformaci a-helix a PPII
v peptidech, u kterych byla naméfena spektra ECD, jsou
prezentovana v tab. II.

Procentudlni zastoupeni konformaci v peptidech MEP
a MEP-3 po stabilizaci téchto peptidl v rozpoustédle (tedy
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Obr. 4. a) Spektra VCD (plna &ra) a piislu$na spektra Sumu S/N (pFerusovana &ara) (A) a IC absorpéni spektra (B) peptidi
MEP-5 (modra), MEP-6 (¢ervena) a MEP-9 (zelena) v D,Oj; b) Spektra ECD peptidu MEP-9 v destilované vodé
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Tabulka II
Odhad zastoupeni konformaci a-helix a PPII v jednotli-
vych peptidech (%)

Peptid a-helix PPII
MEP 13 32
MEP-1 37 32
MEP-3 51 22
MEP-4 25 30
MEP-9 5 48
Tabulka IIT

Zastoupeni konformaci o-helix a PPII v peptidech MEP
a MEP-3 v zavislosti na ¢ase (%)

Peptid Cas [min] a-helix PPII

MEP 0 6 45
340 13 32

MEP-3 0 71 11
300 51 22

v kone¢ném méfeném case) jsou uvedena v tab. III. Tyto
statisticky ziskané vysledky z ECD odpovidaji vysledkim
ze studie VCD téchto peptida.

Zavér

Pomoci spektroskopii ECD a VCD byly sledovany
konformacni zmény peptidu MEP a jeho analogti ve vod-
nych roztocich. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v nésledujicich odstavcich.

Pfi méfeni VCD peptidi MEP a MEP-3 v D,O docha-
zelo ke zméné konformace v Case. Tento efekt mohl byt
projevem pomalé stabilizace konformace peptida v D,0.
Konformace MEP piechazela z PPII do oa-helix, zatimco
u MEP-3 tomu bylo naopak. Po stabilizaci oba peptidy
vykazovaly rovnovazné zastoupeni konformaci o-helix
a PPII, kdy MEP obsahoval vice PPIIl a MEP-3 vice
a-helixu. Tyto efekty byly také sledovany pfi studii ECD
téchto peptidi v destilované vodé. Vysledna spektra ECD
byla pouzita pro vypocet procentualniho zastoupeni kon-
formaci v obou peptidech pomoci neuronovych siti, ¢imz
byla také potvrzena konformaéni zména v Case u téchto
peptidii. Obdobné zastoupeni obou zakladnich konformaci
a-helix a PPII také vykazovaly peptidy MEP-1 a MEP-4.
Peptidy MEP-5, MEP-6 a MEP-9 zaujaly v D,O konfor-
maci PPII. Pro peptid MEP-10 v D,O nebylo mozné kon-
formaci urcit, nebot’ vzorek zaujal makroskopicky oriento-
vanou strukturu. Naproti tomu peptid MEP-9 vykazoval
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konformaci PPII, a tudiz se ukazalo, ze pfitomnost prolinu
v N-koncovém fragmentu hraje vyznamnou roli. U C-
koncovych fragmenti MEP-5 a MEP-6 nebyl vliv pfitom-
nosti prolinu pozorovan.

Bylo potvrzeno, ze spektroskopie CD je velmi citliva
na sekundarni strukturu peptidd a je schopna podat po-
drobné informace i o konformaci antimikrobialnich pepti-
di. Proto bylo také mozno statisticky vyhodnotit spektra
ECD a zjistit ptiblizna procentualni zastoupeni konformaci
a-helix a PPII v jednotlivych peptidech.

Nejvétsi potencial tvorit a-helikalni konformaci, ktera
je podstatnym faktorem ovliviiujicim antimikrobidlni akti-
vitu, vykazoval peptid MEP-3. Z vysledka bylo také zjiste-
no, ze pravé N-koncovy fragment ma vyznamny vliv na
celkovou konformaci peptidu.

Tato studie byla realizovana za podpory grantu
P208/11/0105 (Grantova agentura Ceské republiky). Auto-
7i  velmi dekuji RNDr. Viclavu Cerfovskému, CSc.
(UOCHB AV CR, Praha) za poskytnuti vzorkii peptidii
a Ing. Michalu Tatarkovicovi (VSCHT, Praha) za pomoc
pri vyhodnocovani zastoupeni sekundarnich struktur.
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STUDIUM FOSFORYLACE PROTEINU CYTOKININOVE SIGNALNI DRAHY

METODOU CE-LIF
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“ Ustav chemie, PFirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, CEITEC, Kotlarska 2, 611 37 Brno, b Vyzkumna
skupina Funkcni genomika a proteomika rostlin, Mendelo-
vo centrum genomiky a proteomiky rostlin, CEITEC, Ma-
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Uvod

Cytokininy, spole¢né s dal§imi latkami jako auxiny,
giberiliny, ethylén, abscisova kyselina a dalsi, fadime mezi
ristové regulatory rostlin (fytohormony). Mezi procesy
probihajici za tcasti cytokininl patii vyvoj chloroplastl
a fotomorfogeneze, starnuti listli, apikdlni dominance,
produkce antokyanti, kliceni semen, tvorba postrannich
kotentl, vyvoj cévnich svazkil ¢i regulace aktivity meriste-
matickych pletiv a v neposledni fad¢ i v odpovédi na stre-
sové faktory.

Bylo zjisténo, Ze cytokininovy signal je realizovana
pomoci tzv. dvoukomponentniho systému (TCS — Two
Component System)' diive znamého predevsim ze signal-
nich drah bakterii, hub a hlenek, kde slouZzi jako zékladni
mechanismus reakce na zmény vngjsiho prostiedi.” TCS
vyuzivd k prenosu signalu fosforylaci proteind. Jednim
Clankem této signalni drahy u Arabidopsis thaliana jsou
AHP proteiny 1-5 (Arabidopsis Histidinphophotransfer
Proteins),  které  fosfatovou  skupinu  pfenaseji
z cytoplazmatické membrany do jadra. K fosforylaci AHP
proteinti dochazi na histidinovém zbytku v HPt doméné,
kter je evoluéné konzervovanym strukturnim motivem'.

Fosforylovana forma histidinu je labilni v kyselém
prostiedi, stejné jako i dalsi fosfo-aminokyseliny patiici do
skupiny N-fosfati (Agr, His, Lys) a acyl-fosfatd (Asp,
Gln). Proto jsou pfi béznych analyzach proteomu tyto for-
my ztracenyS.

Cilem této prace bylo optimalizovat separaci bakteri-
alniho lyzatu v bazickém prostiedi, vyzkouset neenzyma-
tickou fosforylaci proteinu a vyuzit informace
z bakterialniho systému k analyzam vzorkt z rostlinného
materialu.

Experimentalni ¢ast
Byly pouzity nasledujici chemikalie: chlorid sodny —

p.a. Cistota, hydroxid sodny 98% (Lachema Brno, Ceska
republika), 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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99,9% dale jen ,,Tris“, riboflavin 98,8%, acetylfosfat p.a.
Cistota, dithiothreitol 99% (Sigma Aldrich, Steinherin,
Neémecko) dale ,,DTT*, kyselina chlorovodikova p.a. ¢isto-
ta (Merci, Brno, Ceské republika), chlorid hofe¢naty hexa-
hydrat p.a. Cistota, ledova octova kyselina 100% (Merck,
Praha, Ceska republika), ethanol p.a. (Lach-Ner, Ceska
Republika), amoniak vodny roztok p.a. Cistota
(Mikrochem, Slovenskd Republika), aceton 99,8%
(Scharlau, Spanélsko), chlorid fosforylu 98% (Xenon
Lodz, Polsko), fosforamid — syntéza v laboratofi’. Pro
pfipravu roztokti byla pouzita voda redestilovana
v kfemenné aparatufe od firmy Haraeus (Némecko).

Vzhledem k tomu, Ze v rostlinném materidlu je mnoz-
stvi AHP proteinu malé, byl k optimalizaci metody CE-
LIF vyuzit vzorek bakteridlni. Vzorek byl pfipraven tak, ze
bakterie s nadexprimovanym fuznim proteinem (AHP5—
GFP) byly lyzovany sonikaci (sila pulsu 35 W) v nativnim
lyza¢nim pufru (20 mM Tris, pH 7,9). Centrifugaci vzorku
(48 000 g, 30 min) byl ziskan supernatant obsahujici roz-
pustnou frakci bakterialnich proteint.

Rostlinny material byl homogenizovan v extrakénim
pufru (50 mM Tris-HCL, pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% gly-
cerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA a inhibitory proteas).
Proteinovy extrakt byl dvakrat centrifugovan (12 000 g,
10 min). Byl ziskdn supernatant obsahujici rozpustnou
frakei rostlinnych proteind.

Meteni bylo provadéno na pfistroji pro kapilarni elek-
troforézu s laserem indukovanou fluorescenci (CE-LIF),
ktery byl zkonstruovan na Katedfe analytické chemie PfF
MU Brno. Jako zdroj excitacniho zafeni slouzila laserova
dioda (NDHV310APC, Nichia, Japonsko nebo SHM405-7,
Raitner LaserTechnik, Rakousko). VInova délka zafeni je
40 nm, vykon nastaven na 20 mW. Laserovy paprsek je
¢ockou s fokalni vzdalenosti 1,25 cm (Edmund Optics,
UK) zaostien do stfedu kiemenné kapilary vyrobenou
firmou Polymicro Technologies (USA). Vnéjsi pramér byl
375 pm, vnitini pramér 50 pm, efektivni délka 30 cm,
celkova délka 39 cm. Fluorescen¢ni zafeni analytu procha-
zelo objektivem (100x), zakoupenym od firmy Edmund
Optics, UK, na fotonasobi¢ (R1414, Hamamatsu, UK).
Rozptylené zateni laseru je pohlcovano Cernymi sténami
pfistroje z eloxovaného hliniku, sada stinitek a S$térbina
z ¢erného papiru a dva long-pass filtry 455 nm a 475 nm
(Edmund Optics, UK) slouzi k tomu, aby k fotonasobici
proslo pouze fluorescenéni zafeni. Signal z fotonasobice
byl zaznamenavan programem CELIF405 vytvofenym
v prostiedi Labwiew v. 6.1 s kartou USB-6211 (National
Instruments, Texas USA). Frekvence ukladani dat byla
4 Hz.
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Vysledky a diskuse

Pro spravné nastaveni pfistroje a jeho kazdodenni
kontrolu byl jako modelovy vzorek zvolen riboflavin. Se-
paracnim pufrem, kvili pozd&jsimu vyuziti pii analyze
fazniho proteinu, byl zvolen 50 mmol 1™ Tris s 50 mmol 1™
NaCl, pH 8,0. Napéti bylo nastaveno na hodnotu 7,00 kV.
Davkovani vzorku bylo hydrodynamické z vysky Ak =
3 cm po dobu #,; = 20 s. Celkova délka separace byla 10
min. Vzorek riboflavinu byl pfipraven z navazky standar-
du a byl zfedén pred separaci vodou na pozadovanou kon-
centraci. Z trojnasobku smeérodatné odchylky sto dvaceti
hodnot Sumu (30 s v blizkosti piku) byla vypoctena mez
detekce 4-107 mol 1",

Opakovatelnost méfeni bakterialniho lyzatu

Predpokladem bylo, Ze v lyzatu bude viditelny domi-
nantni pik fiznimu proteinu AHP5—-GFP. Pfirozené fluoro-
fory budou v minimalnim mnozstvi vzhledem k tomu, ze
se jedna o indukovanou overexpresi fuzniho proteinu. Jak
je patrné z obr. 1, v elektroforegramu je cca Sest piku.
V tab. I jsou shrnuty informace z péti méfeni tykajici se
migracnich ¢asu a vysky piku.

V uvahu ptipadala moZnost §tépeni fuzniho proteinu.
Tato ivaha byla potvrzena metodou western blotting, pti
které bylo GFP detegovano pomoci série dvou protilatek
(primarni protilatka anti-GFP a sekundarni anti-mouse Ab
znaCena alkalickou fosfatasou). V lyzatu jsou tedy pfi-
tomny formy jak flzniho proteinu, tak i samotného GFP.
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A O O N ® © O© =
o © ©O o o o o o

a
[
(=]

5 7 9 11 13 15
t [min]

Cena Merck 2012

Proto byly pfi dalsi ptipravé vzorkid ptidany béhem piipra-
vy inhibitory proteas — EDTA, PMSF. Tyto inhibitory
nemély na studované $tépeni vliv (obr. 2). Dale byl
zkouman vliv skladovani (Cerstvy lyzat, zmrazeny na
—20 a —80 °C) na ptitomnost AHPS—GFP a GFP. Bylo
zjisténo, ze skladovani po dobu jednoho roku nema vliv na
pritomnost obou slozek.

Fosforyla¢ni procedura

Fosforylace proteinu by se méla projevit posunem
piku/ti k vy$§im migraénim &asam”. Dojde-li k fosforylaci,
protein ponese vice skupin se zdpornym nabojem, a tim
padem bude unasen elektroosmotickym tokem pomaleji.
Fosforylace byla provadéna podle cit.”. Fosforylaéni smés
I obsahovala 100 mM Tris-HCI1 (pH 7,0), 5 mM MgCl,,
1 mM DTT a 10 mM acetylfosfat. Inkubacni doba se po-
hybovala v rozmezi 10-240 min. Pomér proteinu ku fosfo-
rylacni smeési pfi fosforylacni procedufe je znizornén
v tab. II. Dale byla pouzita fosforylacni smés II, ve které
byl zvySen obsah acetylfosfatu na 15mM. Ani v jednom
pripadé nedoslo k o¢ekavanému posunu piku ¢i vzniku
dalsiho piku a zmensSeni jiného. Typicky zdznam pted a po
fosforyla¢ni procedufe je na obr. 3.

K fosforylaci tedy nedoslo nebo dany separacni sys-
tém neni schopen oddélit fosforylovanou a nefosforylova-
nou formu AHP5-GFP nebo je fosforylovany protein pii-
tomen ve velmi malém mnozstvi a tedy pod limitem detek-
ce. Také je mozné, ze fosforylace AHP5 neni bez enzyma-
tického aparatu ¢i jinych slozek rostlinného organismu
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Obr. 1. Elektroforegram bakterialniho lyzatu; koncentrace
celkovych proteintl ¢ = 2,2 mg ml™', hydrodynamické davkovani
vySky Ah =3 cm po dobu #,; = 50 s, separacni napéti 7 kV, sepa-
raéni elektrolyt: 50 mmol 1™ Tris s 50 mmol I"' NaCl, pH 8,0

Obr. 2. Elektroforegram bakterialniho lyzatu vliv inhibitoru;
koncentrace celkovych proteinii ¢ = 2,2 mg ml™', hydrodynamic-
ké davkovani vySky Ak = 3 cm po dobu #, = 50 s, separacni
napéti 7 kV, separaéni elektrolyt: 50 mmol 1" Tris s 50 mmol I™*
NaCl, pH 8,0

Tabulka I

Prehled migra¢nich ¢asi a vysSek piki bakterialniho lyzatu

Pik 1 RSD % 2 RSD % 3 RSD % 4 RSD % 5 RSD % 6 RSD %
Cas, 6,9 1,6 8,9 1,5 9,4 10,7 1,1 11,5 1,7 11,9 1,8
min

Vyska 3 12 3 8 9

4 10 7 7 50 5
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Tabulka II
Poméry proteinu a fosforylacnich smési

Protein [pug] Fosforylac¢ni smés [pl]

22 10
22 19
13 14
13 20
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fungovat, popt. mize byt fosfat vychytan prednostné jiny-
mi proteiny, které jsou obsazeny v lyzatu.

Frakcionace pomoci gelové permeaéni
chromatografie — CE-LIF

Pro dalsi préci byl pfipraven Cerstvy bakteridlni lyzat.
Pro lepsi orientaci v elektroforegramu bylo pfistoupeno
k ¢astecnému precisténi vzorku gelovou permeacéni chro-
matografii podle velikosti ¢astic. Bylo ziskdno nckolik

140 +
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120 -

110 +
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fluorescence [a.u.]
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—— bakterialni lyzat pred
fosforyla€ni procedurou

—— bakterilni lyzat po
fosforyla€ni procedure

Obr. 3. Elektroforegram bakterialniho lyzitu — pted a po fosforylaéni proceduie; koncentrace celkovych proteinti ¢ = 2,2 mgml™,
hydrodynamické davkovani vysky Ak =3 cm po dobu #,; = 50 s, separacni napéti 7 kV, separa¢ni elektrolyt: zvolen 50 mmol I Tris s 50

mmol I"! NaCl, pH 8,0
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Obr. 4. Elektroforegram bakterialniho lyzitu a hmotnostnich frakei; koncentrace celkovych proteinti ve smési ¢ = 2,2 mg ml™", frak-
ce8:c=1,5mg ml™, frakce 9: ¢ = 4,0 mg ml™, frakee 10: ¢ =3,5 mg ml™, frakce 11: ¢=0,5 mg ml™, frakee 12: ¢=0,2 mg ml™, hydro-
dynamické davkovani vysky Ak =3 cm po dobu #, = 50 s, separacni napéti 7 kV, separacni elektrolyt: 50 mmol ! Tris s 50 mmol I

NaCl, pH 8,0
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frakei, pficemz v 5. frakci byly pomoci western blottingu
detekovéany fuzni proteiny AHP5-GFP, GFP nebo oba.
Z obr. 4 je ziejmé, ze nékteré frakce neposkytly viditelny
signal, coz muze byt zplisobeno bud’ tim, ze koncentrace
dané latky je pod detekénim limitem pfistroje a nebo bé-
hem chromatografického déleni doslo k inaktivaci GFP,
ktery tak ztratil fluorescencni vlastnosti.

Cena Merck 2012

Fosforylace vybrané frakce

K fosforylaci proteinové frakce byl vyuzit stejny pro-
tokol jako u celkového bakteridlniho lyzatu. Jako zdroj
fosfatu zde byl vyuzit krom& acetylfosfatu i fosforamid®.
Opét ani v jednom piipadé nedoslo k ocekavanému posunu
piku ¢i detekci nového piku a zmenseni jiného. S cilem
zrychleni analyz a pfipadného zvySeni separacni u¢innosti
byly vyzkouSeny rizné podminky — velikost separa¢niho
napéti (7-8 kV), pH zakladniho elektrolytu (pH v rozmezi
8-9). Typicky zaznam je zobrazen na obr. 5.
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frakce 10 pred fosforylatni
procedurou
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Obr. 5. Elektroforegram bakteridlni frakce pied a po fosforyla¢ni procedure; koncentrace celkovych proteinti ve frakei ¢ = 3,5
mg ml™', hydrodynamické davkovani vysky Ak =3 cm po dobu tinj = 50 s, separani napéti 8 kV, separacni elektrolyt: 50 mmol I Tris s

50 mmol I" NaCl, pH 9,0

75 - —— extraktz nemodifikované rostliny (2 hodiny)
65 - —— extraktz modifikované rostliny s AHP1- GFP (2
;: hodiny)
255 - extraktz nemodifikované rostliny (12 hodin)
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Obr. 6. Elektroforegram rostlinnych extrakti (trvani extrakce 2 hodiny); koncentrace celkovych proteinii v extraktech ¢ = 0,5 mg ml™',
hydrodynamické davkovéani vySky Ah = 3 cm po dobu f,j = 5 s, separacni napéti 8 kV, separacni elektrolyt: 50 mmol ™" Tris

s 50 mmol 1! NaCl, pH 9,0
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Rostlinny materiél

Pro prvni seznameni se a rostlinny materialem byla
pouzita rostlina A4. thaliana s fiznim proteinem AHP1—
GFP. Byl vytvofen extrakt ze zelenych ¢asti rostlin. Bylo
vyuzito nemodifikované rostliny (Wild-Type), ktera neob-
sahuje zadny fuzovany protein s GFP, ale slouzi k zjisténi
vyskytu pfirozenych fluorofori absorbujicich zafeni budi-
ciho zdroje o vlnové délce 405 nm v rostling, jako jsou
napt. chlorofyly, FMN atd.”®, a modifikované rostliny
obsahujici i AHP1-GFP. Bylo zji§téno, ze alespon bez
CasteCného preciSténi nebude mozné extrakt analyzovat,
nebot ptirozené fluorofory v rostlin€ jsou pfilis dominant-
ni (obr. 6). V elektroforegramech analyzovanych extrakti,
které byly extrahovany 2 hodiny, je patrné mensi vylouce-
ni rostlinnych fluorofori, zatimco pfi extrakei 12 hodinové
jsou vyloucena ve vétsim mnozstvi.

Pii pokusu precistit rostlinné extrakty od nizkomole-
kularnich fluoroforti metodou gelové permeacni chromato-
grafie bylo zji§té€no, Ze skute¢nd hmotnost proteinu AHP1—
GFP neodpovida hmotnosti teoretické. Tento fakt naznacu-
je dalsi moZnou modifikaci téchto proteint v rostlinich ¢i
interakci s néjakym partnerem, ktery by se mohl podilet na
mozné fosforylaci téchto proteind.

Zavér

Byla prostudovéna fosforylace bakteridlnich lyzatd
a CasteCné precisténé bakterialni frakce. Tyto experimenty
nepotvrdily moznost neenzymatické fosforylace cilového
proteinu, resp. celé rodiny AHP proteinii exprimovanych
v bakterii E.coli.

Byly udélany prvni predbézné analyzy rostlinného
materidlu, pfi kterych bylo zji§téno, Ze rostlinnd barviva
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neumoziuji piimé stanoveni fuzniho proteinu z extraktu.
Dale bylo zjisténo, ze skutecna hmotnost AHP1-GFP ne-
odpovida hmotnosti teoretické.

V ramci dalsiho vyzkumu budou zkoumany dalsi
mozné zdrojové materidly rostlinného piivodu (napf. ex-
trakty z kotene ¢i rostlinnych kultur in vitro), které by
neobsahovaly dominantni mnozstvi rostlinnych fluoroford.
Dale se bude zabyvat problematikou rozdilné hmotnosti
AHP1-GFP. A také budou porovniny LOD CE-LIF
a western blottingu.

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou
Ceské republiky (grant ¢.203/09/1025), Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a telovychovy (MSM0021622415)
a v projektu "CEITEC - Stredoevropsky technologicky in-
stitut" (CZ.1.05/1.1.00/02.0068 z Evropského fondu pro
regionalni rozvoj).
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SKELNEHO UHLIKU V METHANOLICKEM ROZTOKU
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Uvod

Uhlikové pastové elektrody (CPE) jsou znamé jiz vice
nez 50 let'. K jejich objevu doglo vlastn& nezamérng. Pii
snaze o vyvoj nového materialu na bazi uhliku vhodného
pro vyuziti jako kapajici elektroda v anodické oblasti po-
tencialového okna, byla pfipravena smés uhlikového pras-
ku a kapaliny, kterd nebyla kvili své hustoté pouZitelna
pro pivodné zamysleny ucel, ale méla spiSe pastovitou
konzistenci. Takto pfipravenou smési bylo mozné plnit
télo elektrody. Velkou prednosti tohoto uspofadani je
snadné obnovovéni pasivovaného povrchu elektrody. Cast
pasty, ktera podlehla pasivaci, je mozné jednoduse vytlacit
z t¢la elektrody a otfit naptiklad pomoci filtracniho papiru.

Snadna obnova povrchu elektrody vsak neni jedinou
prednosti CPE. Tyto elektrody se vyznacuji Sirokym po-
tencialovym oknem, nizkym Sumem pozadi a hlavné veli-
ce snadnou modifikovatelnosti past. Do pasty lze ptidat
dal3i slozku®® nebo pouzit jinou formu uhliku, &i odli$nou
pastovaci kapalinu. Vysledkem je §iroké spektrum rtiznych
druhti uhlikovych past s riiznymi elektrochemickymi vlast-
nostmi, a tedy i Sirokd moznost aplikace pfipravenych
elektrod.

Na piipravu uhlikové pasty bylo od jejiho vzniku
vyzkouseno velké mnozstvi jednotlivych forem uhliku,
ato od jeho nejbéznéjsi formy v podob¢ grafitového pras-
ku, pres praskovy diamant* aZ po moderni nanostruktury,
jako napiiklad fullereny’. Stejnd rozmanitost plati i pro
pastovaci kapaliny. Nejbéznéji pouzivané mineralni a sili-
konové oleje” 1ze nahradit napiiklad aromatickymi uhlovo-
diky', anorganickymi kyselinami® nebo iontovymi kapali-
nami’.

Naopak vyraznym nedostatkem uhlikovych past je
rozpustnost pastovacich kapalin s vhodnymi elektroche-
mickymi vlastnostmi v organickych rozpoustédlech, napfi-
klad v methanolu, a ve smésnych vodné-organickych roz-
tocich. Z téchto diivodi nelze uhlikové pasty pouzit pro
stanoveni latek nerozpustnych ve vodé. Obtizna je i aplika-
ce vHPLC> * ?, kde jsou organicka rozpoustédla b&znou
soucasti mobilni faze.

Zvysenou odolnost uhlikové pasty pfineslo nahrazeni
grafitu  sférickymi  mikrokulickami skelného uhliku
(GCPE). GCPE byly predstaveny v roce 2001 jako volta-
metricky senzor'®. Jde o pastové elektrody, jejichz elektro-
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chemické vlastnosti jsou blizké klasické elektrod€ ze skel-
ného uhliku. Pro pfipravu pasty byl pouzit mineralni ole;j.
A7 posléze vyslo najevo, Ze takto pfipravend pasta odolava
i v prostfedi s vysokou koncentraci organickych rozpouste-
dokumentuji uspésné pouziti GCPE v prostiedich obsahu-
jicich acetonitril nebo methanol'*', Jak bylo jiz ale zmi-
néno, rozpousténi v methanolu podléha pastovaci kapalina,
nikoliv uhlikova slozka pasty. Duvody vétsi stability
GCPE v organickych rozpoustédlech nejsou v soucasné
dobé zcela ziejmé. Tato prace se snazi tyto divody odhalit,
popsat a pozorovanim CPE v riizné koncentrovanych roz-
tocich methanolu ur¢it hlavni faktory pfispivajici k zvyseni
stability pasty.

r wr

Experimentalni ¢ast

Pro mikroskopickou studii povrchu byl pouzit konfo-
kéalni mikroskop Leica TCS SP2 AOBS (Leica Microsys-
tems, Némecko).

Voltametrickd méfeni byla provedena pomoci Eco-
Tribo-Polarografu (PolaroSensors, Praha, Ceské republika)
s tfi-elektrodovym zapojenim, skladajicim se z pomocné
platinové elektrody a z referentni argentochloridové elek-
trody (3 M KCl), ke které jsou vztaZeny hodnoty potencia-
It. Pracovni uhlikova elektroda ze skelného uhliku
(GCPE) byla pfipravena z 250 mg mikrokulicek skelného
uhliku (velikost ¢astic 10-20 um, Alfa Aesar, Némecko)
aze 100 pl mineralniho oleje (Fluka, Svycarsko). Takto
pfipravena pasta byla naplnéna do teflonového téla s oce-
lovym pistem'”. Vnitini pramér teflonového téla je 3 mm.
Obnova povrchu byla provadéna pomoci filtraéniho papiru
navlh¢eného vodou. DC voltamogramy byly méfeny pii
rychlosti skenu 100 mV s~

Meérny systém pro FIA se skladal z pumpy HPP 5001
a z amperometrického detektoru ADLC 2 (oba Laboratorni
ptistroje Praha, Ceska republika), doplnénych spektrome-
trickym detektorem Sapphire (ECOM, Ceska republika).
Amperometricky detektor se skladal ze stejné sestavy elek-
trod jako v ptipadé DC voltametrie. Pracovni elektroda
byla umisténa v uspofadani ,,wall-jet“ v kontrolované
vzdalenosti proti vystupni kapilafe'®.

Syringova kyselina (obr. 1) (¢ = 100 pmol 1) byla
vybrana jako modelova latka pro svou strukturu, jenz zaru-
Cuje snadnou elektrochemickou oxidaci a vzhledem ke
snadné rozpustnost ve vod¢ i v methanolu. Jako zéakladni
elektrolyt a nosny roztok byl pouzit Brittontiv-Robinsontv
(B-R) pufr o pH 3 (cit."®).

Pti pozorovani zmén chovani GCPE v dusledku piso-
beni roztoku methanolu byla tato elektroda nejprve vysta-
vena toku tohoto roztoku a teprve nasledné ptresunuta do
roztoku vzorku. V proudu methanolu byla elektroda zapo-
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Obr. 1. Chemicka struktura syringové kyseliny

jena do usporadani simulujiciho wall-jet. Pro porovnani
poslouzila elektroda s Cerstvé obnovenym povrchem nevy-
stavenym proudu methanolu.

Neni-li uvedeno jinak, byla vSechna méfeni opakova-
na trikrat.

Vysledky a diskuse

Voltametrické chovani

Vystaveni uhlikové pastové elektrody plisobeni rozto-
ku methanolu ma za nasledek zmény v prub¢hu voltamo-
gramu. Neni pfitom dilezité, jestli je elektroda vystavena
toku nebo zdali je pouze umisténa v michaném roztoku,
v obou téchto pripadech dochézi k identickym zménam:
potencial piku se posouva k méné pozitivnim hodnotdm
a nartista vyska piku. Zmény ve tvaru pikd jsou doprova-
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zeny narastem pozadi a Sumu méteni (obr. 2). Tyto zmény
lze odiivodnit pomoci dvou teorii. VétSina uhlikovych
Castic v pasté je pokryta inertni pastovaci kapalinou. Do
kontaktu s analytem pfijde tedy jen nezakrytd plocha uhli-
kové mikrokulicky. Methanol by mohl pastovaci kapalinu
vymyvat, coz by vedlo k obnazeni vétsi plochy uhliku,
a tedy ke zvétieni aktivni plochy elektrody'’. Druh4 teorie
predpokladd zhrubnuti povrchu vlivem ptlisobeni metha-
nolu®. Rozlisit vliv t&chto dvou faktoris pomoci voltame-
trie bohuzel neni mozné, protoze trend zmén je v obou
pripadech stejny a slozita struktura povrchu uhlikové pasty
znemoziuje presny teoreticky popis povrchu.

I pfes tento nedostatek je DC voltametrie vhodnou
metodou pro studium postupu déjii spojenych se zménami
na povrchu uhlikové pasty. Z tohoto hlediska byly studo-
vany dva faktory. Prozkouman byl vliv koncentrace rozto-
ku methanolu na zmény povrchu elektrody, jejichZ proje-
vem jsou vySe popsané zmény v DC voltamogramech.
Druha prostudovana oblast se zaméfuje na zménu povrchu
uhlikové pasty v zavislosti na dobé plisobeni roztoku me-
thanolu na elektrodu. Ziskané vysledky vysek piku a Sumu
pozadi jsou uvedeny na obr. 3.

Z vysledkti méfeni vyplyva, ze roztoky methanolu
s koncentraci nizsi nez 50 % neovliviiuji signal elektrody.
Nizké koncentrace methanolu jsou ziejmé nedostaCujici
k rozpusténi pastovaci kapaliny a nedochazi tedy ani
k vyznamnym zméndm na povrchu uhlikové pasty. Tento
zavér potvrzuji publikace zabyvajici se praci s uhlikovymi
pastovymi elektrodami pfipravenymi z grafitového prasku
v roztocich s nizkou koncentraci methanolu nejen ve vsad-
kovych®', ale i v priitokovych systémech®. Z ¢asové zavis-

=
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Obr. 2. DC voltamogramy syringové kyseliny (¢ = 100 pmol I'); méfeno v B-R pufru pti pH 3 na GCPE po vystaveni elektrody toku
roztoku methanolu (A) obsahujicim 0 (1), 20 (2), 30 (3), 40 (4), 50 (5), 80 (6) % MeOH po dobu 60 s; (B) po 0 (1), 3 (2), 10 (3), 30 (4),

60 (5), 180 (6) s v 80% MeOH
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Obr. 3. Zavislost vy$ky anodického DCV piku syringové kyseliny (¢ = 100 pmol I'') (plné symboly) a absolutni hodnoty pozadi
(prazdni symboly) na koncentraci roztoku methanolu piisobiciho na povrch elektrody v priitokovém uspoiadani po dobu 60s (A)
a na dobé expozice 80% roztoku methanolu na povrch elektrody v priitoku v zavislosti na dobé expozice (B); méteno v B-R pufru o
pH 3 na GCPE. Chybové tsecky ukazuji smérodatnou odchylku pro pét po sobé jdoucich méfeni

Obr. 4. Mikrosnimek (A, B) a stereometricka projekce (C, D) povrchu uhlikové pastové elektrody ze skelného uhliku; cerstvé
obnoveny povrch (A, C) a povrch vystaveny pisobeni roztoku 80% methanolu po dobu 60 sekund (B, D)
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losti je patrné, ze zmény povrchu elektrody jsou rychlé,
a Ze dochazi k rychlému ustdleni rovnovazného stavu a to
jiz po 30 sekundach. Rychlé ustaleni povrhu se da ptedpo-
kladat i v pratokovych metodach.

Mikroskopick4 studie

Pro pozorovéani povrchu elektrody a jeho zmén byl
pouzit konfokalni mikroskop. Byl pofizen snimek elektro-
dy s Cerstvé obnovenym povrchem. Nasledné byla elektro-
da vystavena po dobu 60 s puisobeni 80% roztoku metha-
nolu a opét byl pofizen snimek jejiho povrchu. Na obr. 4
jsou znazornény mikrosnimky a stereometrické projekce
pro oba snimané povrchy.

Snimky nepotvrzuji pivodni teorii 0 zméné pokryti
mikrokulicek skelného uhliku pastovaci kapalinou. Odha-
lena ¢ast mikrokulicek na obou snimcich se vyznamné
neméni a v obou piipadech je jeji primér zhruba 5 pm.
Stereometrickd projekce vSak ukazuje, Ze oba zkoumané
povrchy se vyrazné 1isi; plisobenim methanolu se povrch
elektrody stal hrub$im a ¢lenitéjSim. Tyto zmény povrchu
mohou byt zptisobené odnosem ¢asti uhlikového materialu.

Detekce v prutokovych metodach

Pro zkoumani zmén odezvy elektrody v pratokovém
usporadani byla pouzita metoda prutokové injekéni analy-
zy (FIA). Naméfeny byly zdznamy péti nasledujicich na-
stfikl na elektrod€ s Cerstvé obnovenym povrchem a na
elektrodé, na kterou putisobil roztok methanolu o koncen-
traci 20 % a 80 %. Elektroda byla pro ob¢ koncentrace

Cena Merck 2012

methanolu vystavena jeho toku po dobu 60 s. Na obr. 5 je
zndzorneén typicky zdznam, jehoZ soucasti je i stabilizace
proudového pozadi po vlozeni potencialu. Statisticky zpra-
cované vysledky jsou uvedeny v tab. L.

Vysledky ziskané metodou FIA jsou v dobré shodé
s voltametrickym méfenim. Vyska piku i posun pozadi je
obdobny pro obé metody.

M¢éteni hustoty

Fakt, Ze methanol rozpousti pastovaci kapalinu, je
neoddiskutovatelny. Na povrchu elektrody tedy ziejmeé
dochazi k ustalovani dynamické rovnovahy: pastovaci
kapalina se rozpousti a je kontinudlné vymyvana
z povrchu elektrody. Tim se s casem muze ménit celkové
slozeni uhlikové pasty. Ob¢ jeji slozky se od sebe vyrazné

Tabulka I

Statisticky zpracované vysledky vysky pikii a proudového
pozadi pro pét nasledujicich nastiikti syringové kyseliny
(¢ =100 pmol 1""); m&feno na GCPE vystavené toku rtizné
koncentrovaného roztoku methanolu

Vyska Proudové pozadi
piku [pA] [nA]
Cerstvé obnoveny 1,31+0,11 36+ 11
povrch
20% methanol 1,58+ 0,14 80 +20
80% methanol 2,46 £ 0,21 297 £ 65

3 3 3
24 24 24|
<) < <
14 14 14 L
0 0 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
t, min t, min t, min

Obr. 5. FIA zaznamy ziskané na obnoveném povrchu elektrody (A), po piisobeni 20% MeOH v priitoku po 60 s (B) a 80% MeOH
po 60 s (C); Pétkrat nadavkovana syringova kyselina (¢ = 100 pmol I'") v B-R pufru o pH 3, méfeno na GCPE, Epgr = +0,8 V
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Tabulka II
Zména hustoty uhlikové pasty po dlouhodobé expozici
v michaném roztoku 80% methanolu

Cas Hustota
[h] [gem™]
0 1,148 £ 0,013
7 1,166 £0,012
14 1,179 +£ 0,057

lisi hustotou. Pokud se tedy méni slozeni pasty ve pro-
spéch uhlikové komponenty, méla by tato zména byt do-
provazena i narlistem hustoty pasty. K prokdzéani tohoto
predpokladu byla elektroda vystavena nékolikahodinové-
mu pisobeni michaného roztoku 80 % methanolu. Hustota
pasty se béhem tohoto experimentu opravdu navySovala,
¢imZ byl predpoklad ustéleni dynamické rovnovahy uspés-
né potvrzen. Statisticky zpracované vysledky jsou uvedené
v tab. II.

Zavér

GCPE jsou stabilni ve vodnych roztocich methanolu,
coz bylo jiz dfive prokazano'"'. Interakce s roztokem
methanolu o koncentraci nizsi nez 50 % nezplsobuje vy-
znamné zmény v odezvé uhlikovych pastovych elektrod.
Niz8i koncentrace roztoku methanolu tedy zfejm¢ neni
dostacujici k rozpousténi pastovaci kapaliny. Pti vyssich
koncentracich dochdzi k rychlému ustéleni stabilniho sta-
vu, pii voltametrickych méfenich vykazuje elektroda sta-
bilni odezvu jiz po 30 sekundach. Charakter zmén signalu
elektrody je dan rozdilnou vyskou piku a nérdstem pozadi.
Toto chovéni je spolecné pro voltametrické méfeni i pro
meéfeni v pratoku. V piipadé voltametrického méfeni do-
chézi jest¢ k posunu potencialu piku k méné pozitivnim
hodnotam. Mikroskopicka studie povrchu elektrody odha-
lila, Ze zména chovani elektrody je zpiisobena hrubnutim
jejiho povrchu. Predpoklad, ze dochazi diky vymyvani
pastovaci kapaliny k odhalovani vétsi casti plochy uhliko-
vych ¢astic, se prokazat nepodatilo. Stabilita uhlikové
pasty z mikrokuli¢ek skelného uhliku je tedy ziejmé dana
mechanickym uspofadanim sférickych mikrocastic. Toto
usporadani odolava i ve chvili, kdy sldbne podpora posky-
tovana pastovaci kapalinou. Grafit, jehoz ¢astice jsou vloc-
kovité, je v téchto pfipadech zranitelnéjsi. Méfeni hustoty
vSak prokazalo, ze i GCPE s ¢asem méni své slozeni, na
jejim povrchu se zfejmé vytvari dynamicka rovnovaha,
kde i pfi stabilngj$im uspofadani mikrocastic skelného
uhliku dochézi k rozpousténi pastovaci kapaliny. Stabilita
signalu elektrody nicméné ukazuje, Ze elektroda je proti
takto mirnym zménam slozeni dostateéné robustni.

Za porizeni mikroskopickych snimkii povrchu pastové
elektrody dékujeme Ondreji Sebestovi, z Laboratore konfo-
kalni a fluorescencni mikroskopie, Univerzita Karlova
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v Praze. Tato prdce byla financné podporovanda Minister-
stvem Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt ¢. MSM
0021620857), Karlovou Univerzitou v Praze (projekty
¢ SVV 2012-263204 a UNCE 2012/44 ), Grantovou agen-
turou CR (projekt ¢ P206/12/G151) a Technologickou
agenturou CR (projekt ¢. TA01020565).
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HPLC STUDIUM ENANTIOSEPARACIE POTENCIALNYCH LIECIV POUZITIM
MAKROCYKLICKYCH CHIRALNYCH STACIONARNYCH FAZ

JAKUB MORAVCIK
a KATARINA HROBONOVA

Slovenska technicka univerzita v Bratislave, Fakulta che-
mickej a potravindrskej technolégie, Ustav analytickej
chémie, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
moravcikjakub@gmail.com

Uvod

Lieky st vyznamnou stcastou nasho zivota. Organiz-
mus Cloveka pozostava z roznych chirdlnych zlGcenin,

Tabulka I
Prehl’ad studovanych derivatov fenylkarbamovej kyseliny

a preto je schopny rozpoznavat optické izoméry jednotli-
vych lieCiv. Enantioméry tychto latok sa vyznacuji tym,
Ze maju rozdielny farmakologicky G¢inok. Z tohto dévodu
je separacia chiralnych terapeutik nevyhnutnym procesom
vo farmaceutickom priemysle. V sti€asnosti sa enantiose-
parécie realizuji mnohymi metdédami, najmé elektromig-
racnymi a chromatografickymi. V pripade chiralnej chro-
matografie sa vyuZziva pocetna skupina chiralnych selekto-
rov. Podla typu selektora rozliSujeme niekolko skupin
chirdlnych stacionarnych faz (CSF). Su to crown-étery,
CSF na baze proteinov, CSF s vymenou ligandu, cyklo-
dextriny, derivaty amylozy a celuldzy, makrocyklické
antibiotikd a Pirklove staciondrne fazy. Novym typom

~CH, — R1
NH — COO — CH
S CH2 — R 2
R,

Oznacenie latky * R, R, R
1 — OCH; 2 — 0C4Hy
2 _ — OGC;H, 2 — 0C4Hy
3 — N — OC,Hs 3 - 0C4Hy
4 S~ ~OC;H;, 3 - 0C4H,
5 — OCH; 3—0OC¢H3
6 — OCHj; 2 — 0C4Hy
7 — OC,Hs 2 — 0C4Hy
8 —N ~ OC3H, 2 - OC,4Hy
9 — OCHj; 3 - 0C4Hy
10 — OC,Hs 3 - 0C4Hy
11 - OC;H, 3 - 0C4Hy
12 — OCH; 2 —0OCsHy,
13 —_— N'/”\l — OCHj; 3-0C;H;;

P o

*Latky 6, 9 a 12 su vo forme hydrochloridov. Ostatné derivaty fenylkarbamovej kyseliny uvedené v tejto tabulke su vo

forme $tavelanov’™



Chem. Listy 106, s72—s76 (2012)

chiralneho selektora pre HPLC stacionarne fazy st cyclof-
ruktany (CF), ktoré patria do skupiny makrocyklickych
oligosacharidov. Ich molekulovu Struktaru tvori Sest az
osem D-fruktofuranézovych jednotiek navzajom pospaja-
nych B-(2—1) glykozidovou vidzbou. Podl'a poc¢tu mono-
sacharidovych jednotiek v makrocyklickom kruhu sa cyk-
lofruktany oznacuju skratkami CF6, CF7, CF8, atd’. Kazda
z tychto jednotiek obsahuje Styri stereogénne centra a jed-
nu primdrnu hydroxylova skupinu, resp. dve sekundarne
hydroxylové skupiny. Ich pritomnost’ je pri¢inou hydrofil-
ného charakteru molekal CF'?,

Praca sa zaobera moznost'ami separacie enantiomérov
potencidlnych lieciv s lokdlno-anestetickymi ucinkami —
esterov alkoxyfenylkarbamovych kyselin. Na §tadium
enantioseparacii sa pouZila metéda HPLC s r6znymi druh-
mi makrocyklickych CSF. Okrem chiralnych selektorov na
béaze cyklodextrinu a teikoplaninu sa testovala cyklofrukta-
nova CSF, ktora je v oblasti chiralnych separacii predme-
tom intenzivneho vyskumu.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie

Cielovou skupinou zliéenin pre chirdlne separacie
boli derivaty fenylkarbamovej kyseliny. Analyzované lat-
ky (1-metoxymetyl, 1-etoxymetyl, 1-propoxymetyl-2-(1-
-pyrolidino), (1-piperidino), (1-perhydroazepino)-etyl-
estery alkoxyfenylkarbamovej kyseliny) boli syntetizované
na Katedre farmaceutickej chémie FaF UK v Bratislave® .
V tab. I je uvedeny ich prehl'ad spolu s chemickou §truktu-
rou. Roztoky racemickych zmesi Studovanych latok boli
rozpustené v metanole (koncentracia 1 mg cm™).

Pri priprave mobilnych faz sa pouzili nasledujice
chemikalie: acetonitril (pre gradientovu eluciu HPLC,
Merck, Nemecko), metanol (pre gradientovu elaciu HPLC,
J. T. Baker, Rakusko), etanol (pre UV spektroskopiu, Mik-
roChem, SR), izopropanol (pre gradientova eltciu HPLC,
Fisher Scientific, CR), heptan (pre analyzu, Loba Feinche-
mie, Rakusko), hexan (pre gradientova eluciu HPLC,
Merck, Nemecko), octan sodny (pre analyzu, Lachema,
CR), octova kyselina (100%, Merck, Nemecko), trifluo-
roctova kyselina (pre analyzu, Merck, Nemecko), trietyla-
min (pre syntézu, Merck, Nemecko).

Pristroje a zariadenia

Experimentalna Cast’ prace bola realizovana kvapali-
novym chromatografom, ktory pozostaval z vysokotlako-
vého Cerpadla CHROM SDS 15S, davkovacieho ventilu
RHEODYNE (objem davkovacej slucky 20 ul), spektrofo-
tometrického detektora KNAUER VARIABLE WAVE-
LENGTH MONITOR (chromatogramy boli zaznamenané
pri vinovej dizke maxima absorpéného pasu Ama=240 nm).
Na vyhodnocovanie chromatogramov sa pouzila chroma-
tografickd datastanica CSW 32. Na separaciu boli pouzité
chromatografické kolony SEPARON SGX C18 (125 mm
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x 4 mm, 7 um) (Tessek, CR) pre nechiralne separécie,
CF6-DCP (250 mm % 4,6 mm, 5 um) (Azyp, USA, chiral-
ny selektor dichlorofenylkarbamat CF6), CF7-DMP (250
mm X 4,6 mm, 5 um) (Azyp, USA, chirdlny selektor dime-
tylfenylkarbaméat CF7), CHIROBIOTIC T (250 mm x 4,6
mm, 5 um) (Astec, USA, chirdlny selektor teikoplanin),
ChiraDex (250 mm x 4 mm 1.D., 5 um) (Merck, Nemecko,
chiralny selektor B-cyklodextrin) pre chirdlne separacie.

Priprava mobilnych fiz

Pre nechiralne separacie na chromatografickej kolone
SEPARON SGX C18 bola pouzita ako mobilna faza zmes
metanol/octan sodny (¢ = 8,29-102 mol dm) (90/10, V/V).

Pre chiralne separacie na chromatografickej kolone
ChiraDex bola pouzitd ako mobilnd fiza zmes metanol/
acetonitril/octova kyselina/trietylamin (20/80/0,3/0,2, V/V/
Viv).

Pre chiralne separacie na chromatografickej kolone
CF7-DMP boli pouzité mobilné fazy: metanol/acetonitril/
octova kyselina/trietylamin  (20/80/0,3/0,2, V/VIVIV),
hexan/izopropanol/trifluoroctova kyselina (50/50/0,1, V/VIV),
heptan/etanol/trifluoroctova kyselina (50/50/0,1, V/V/V).

Pre chiralne separacie na chromatografickej kolone
CF6-DCP boli pouzité mobilné fazy: heptan/etanol (80/20,
V1Y), hexan/izopropanol (70/30, V/V).

Pre chiralne separacie na chromatografickej kolone
CHIROBIOTIC T bola pouzitd ako mobilnd fiza zmes
metanol/acetonitril/octova kyselina/trietylamin (45/55/0,3/0,2,
VIVIVIV).

Pred pouzitim boli mobilné fazy odvzdusnené pomo-
cou ultrazvuku. Prietok mobilnej fazy bol 0,8 cm®min™
pre chiralne stacionarne fazy a 0,5 cm® min™' pre nechiral-
nu stacionarnu fazu. Teplota kolony bola 22 °C.

Vysledky a diskusia
Vyber latok

Estery alkoxyfenylkarbamovych kyselin patria medzi
lokalne anestetikd (LA). Mechanizmus ucinku tychto lie-
¢iv spociva v docasnej alebo uplnej blokade Sirenia nervo-
vého vzruchu v senzitivnych nervoch. Lokélne znecitlive-
nie sa vyuziva najmi pri menej zadvaznych chirurgickych
a stomatologickych zékrokoch®. V molekulach tychto latok
su pritomné tri hlavné casti, a to hydrofilnd a lipofilna
cast, ktoré s navzdjom prepojené spojovacim retazcom.
Lipofilna Cast’ predstavuje benzénovy kruh, ktory moéze
byt v zavislosti od typu LA rbzne substituovany
(napriklad aminoskupinou v p-polohe v pripade LA estero-
vého typu). Hydrofilnou castou je sekundarna, resp. ter-
ciarna aminoskupina alebo dusikaty nenasyteny heterocyk-
lus. Spojovaci retazec medzi tymito dvomi Castami je
zvycCajne dvojuhlikaty a obsahuje amidovu, éterovi, este-
rovii alebo ketonicku skupinu®. Na §tidium enantiosepara-
cie pomocou makrocyklickych CSF sa vybrala skupina
alkoxyderivatov kyseliny fenylkarbamovej, ktorych che-
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mické Struktary su uvedené v tab. I. Zvolena skupina deri-
vatov obsahuje vo svojej molekule asymetricky atom uhli-
ka. Hydrofilna cast’ molekuly obsahuje dusikaty hetero-
cyklus (-pyrolidino, -piperidino, -perhydroazepino skupi-
na). Lipofilna ¢ast’ molekuly studovanych latok tvori ben-
zénovy kruh substituovany alkoxyskupinou (C4-C7)
v polohe o- a m-. Spojovaci retazec je modifikovany alky-
lovou skupinou C;-C;. Tieto Strukturne zmeny
v molekulach vybranej skupiny latok dovolia Studovat
vplyv Struktiry analytu na retenciu a separaciu enantiomé-
rov.

Vysledky enantioseparacie jednotlivych latok nezavi-
sia iba od druhu pouzitej chromatografickej kolony, ale su
ovplyvnené aj zloZzenim mobilnej fazy. Taktiez sa skumal
vplyv Struktary analytov na retenciu a separaciu optickych
izomérov. Delenie enantiomérov pomocou réznych chiral-
nych selektorov sa vyhodnotilo zédkladnymi chromatogra-
fickymi parametrami, a to retenénym a rozliSovacim fakto-
rom.

Nechiralna separacia derivatov fenylkarbamovej
kyseliny

Separacia vybranej skupiny esterov alkoxyfenylkar-
bamovej kyseliny sa najprv uskutocnila pouZzitim nechiral-
nej stacionarnej fazy typu C18 (SEPARON SGX Cl18) v
systéme s obratenymi fdzami (ako mobilné faza sa pouZila

Tabul’ka I

Elu¢né casy (fr) a retencné faktory (k) vybranych esterov
alkoxyfenylkarbamovej kyseliny pouzitim C18 stacionar-
nej fazy.

Chromatografické podmienky: stacionarna faza: SEPA-
RON SGX Cl18, mobilnad faza: metanol/octan sodny (¢ =
8,29-10% mol dm™) (90/10, ¥/V), detekcia: UV, 240 nm,
prietok: 0,5 cm®min™', davkovany objem: 20 pl, teplota
kolony: 22 °C

Latka t, (min) k
1 9,64 2,84
2 9,76 2,89
3 16,46 5,56
4 10,59 322
5 16,65 5,63
6 8,09 2,22
7 791 2,15
8 8,56 2,41
9 8,39 2,34
10 8,09 2,22
11 8,80 2,51
12 10,78 3,29
13 9,34 2,72

tw = 2,51 min, RSD<3% (n=3)
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zmes metanolu a vodného roztoku octanu sodného (¢ =
8,29-10 mol dm™) v pomere 90:10 (V/V)). Namerané
eluné casy jednotlivych analytov a vypocitané hodnoty
reten¢nych faktorov st uvedené v tab. II. Vysledky separa-
cie analytov na nechiralnej stacionarnej faze potvrdzuju
vplyv Struktiry latok na hodnoty retenéného faktora. Pri
predlzovani alkylu v spojovacom ret’'azci nebol spozorova-
ny vyrazny vplyv na hodnoty retenéného faktora. Zmena
polohy alkoxy ret'azca z o- do m- v lipofilnej ¢asti moleku-
ly (R3) spdsobovala zvySovanie hodnot reten¢ného faktora.
Zvéacsovanie poctu uhlikov v heterocykle spdsobovalo
zvySovanie hodnot retenéného faktora.

Chiralna separdcia derivatov fenylkarbamovej
kyseliny

B-cyklodextrinova chirdlna stacionarna faza

V predoslych stadiach’ boli enantioméry alkoxysub-
stituovanych derivatov fenylkarbamovej kyseliny separo-
vané pouZitim B-cyklodextrinovej CSF v systéme s obrate-
nymi fazami. Mobilnou fazou bola zmes acetonitril/octan
sodny (¢ = 0,1 mol dm™, pH 5,2) (88/12, V/V). Cielom
studie bolo presetrit’ vplyv Struktury latok na selektivitu
arozliSenie  enantiomérov  esterov  2-alkoxyfenyl-
karbamovej kyseliny. Sledoval sa aj vplyv teploty na chi-
rdlne separacie tychto latok. Zistilo sa, Ze P-cyklo-
dextrinovy chirdlny selektor bol v systéme s obratenymi
fdzami vhodny na enantiosepardcie 2-alkoxysubsti-
tuovanych derivatov fenylkarbamovej kyseliny, avSak
3-alkoxysubstituované derivaty sa pouzitim tejto CSF ne-
separovali. Predpoklada sa, ze pri derivatoch s 3-alko-
xysubstituciou sa alkoxysubstituent nachadza vo vicsej
vzdialenosti od stereogénneho centra ako pri 2-alkoxy-
substituovanych derivatoch, a preto nema vyrazny vplyv
na interakcie s CSF. Z vysledkov vyplynulo, Ze na rozlise-
nie enantiomérov méa vyrazny vplyv dizka alkoxysubstitu-
enta a jeho poloha vzhladom k chirdlnemu centru. Typ
dusikového substituenta v hydrofilnej ¢asti molekuly ako
aj dizka spojovacieho retazca nemajii vyrazny vplyv na
enantioseparaciu. Z vysledkov termodynamickej S$tadie
vyplyva, Ze enantioselektivita sa zlepSuje so zniZzovanim
teploty, a preto je vhodné tieto latky separovat’ pri teplo-
tach nizsich ako je laboratorna teplota’.

Cielom predlozenej prace bolo preSetrit moznosti
separacie vybranych latok na B-cyklodextrinovej CSF
v polarno-organickom mode. Mobilnou fazou bola zmes
metanol/acetonitril/octova kyselina/trietylamin (20/80/0,3/0,2,
VIVIVIV). Vysledky separacie st zhrnuté v tab. IIL
Z tabulky vyplyva, Ze B-cyklodextrinovd CSF s pouZitim
testovanej mobilnej fazy nie je vhodna na separaciu studo-
vanych enantiomérov. Enantiomérne formy Studovanych
latok sa v pouzitej mobilnej faze neseparovali. Pri uvede-
nych chromatografickych podmienkach dochéddzalo iba
k Ciasto¢nej separacii analytov (R < 0,5). Reten¢né fakto-
ry latok boli z intervalu 0,20-0,56.
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Eluéné casy (fr), retencné faktory (k) a hodnoty rozlisenia (R;,) Studovanych esterov alkoxyfenylkarbamovej kyseliny pou-

zitim makrocyklickych CSF

Chiradex'
Latka fr k tr k
[min] [min]

1 4,20 0,30 8,67 1,68
2 3,94 0,22 8,77 1,71
3 4,61 0,42 11,11 2,43
4 4,83 0,49 11,52 2,56
5 4,86 0,50 9,17 1,83
6 3,76 0,16 6,52 1,01
7 3,73 0,15 8,56 1,64
8 3,63 0,12 8,54 1,64
9 4,46 0,38 9,90 2,06
10 4,29 0,32 9,03 1,79
11 4,22 0,30 11,22 2,46
12 4,75 0,47 15,96 3,93
13 5,04 0,56 7,33 1,26

CF7-DMP? Chirobotic T?

tr) [min] tro [min] ki ky R,
11,96 - 2,19 _ _
9,26 - 1,47 _ _
11,08 11,84 1,95 2,16 1,57
10,56 11,24 1,82 2,00 1,47
11,24 12,26 2,00 3,27 1,98
8,33 - 1,22 _ _
7,13 - 0,90 _ _
9,54 10,10 1,54 1,69 1,10
9,21 9,57 1,46 1,55 1,00
10,71 - 1,86 _ _
9,70 10,39 1,59 1,77 1,63

! chiralny selektor: B-cyklodextrin, mobilnd fiza: metanol/acetonitril/octova kyselina/trietylamin (20/80/0,3/0,2, V/V/VIV), detekcia: UV,
240 nm, prietok: 0,8 cm’min”!, davkovany objem: 20 pl, teplota kolony: 22 °C, ty = 3,24 min, RSD<3% (n=3)

2 chiralny selektor: dimetylfenylkarbamat CF7, mobilna faza: I metanol/acetonitril/octové kyselina/trietylamin (20/80/0,3/0,2, VIVIVIV), ,
detekcia: UV, 240 nm, prietok: 0,8 cm’ min™, davkovany objem: 20 pl, teplota kolony: 22 °C, #y= 3,90 min, RSD£3% (n=3)

3 chiralny selektor: teikoplanin, mobilna faza: metanol/acetonitril/octova kyselina/trietylamin (45/55/0,3/0,2, V/V/V/V), detekcia: UV, 240
nm, prietok: 0,8 cm® min™', davkovany objem: 20 ml, teplota kolony: 22 °C, fy = 3,75 min, RSD£3% (n=3)

Chiralna stacionarna faza na zaklade cyklofruktanov

Okrem chirdlneho selektora na baze B-cyklodextrinu
boli estery alkoxyfenylkarbamovej kyseliny separované
pouzitim cyklofruktanovej CSF CF7-DMP (dimetyl-
fenylkarbamat CF7) a CF6-DCP (dichlorofenylkarbamat
CF6) v polarno-organickom moéde a v systéme s konven-
¢nym usporiadanim faz. Pre kolénu CF7-DMP sa experi-
mentalne testovali mobilné fazy (I) metanol/acetonitril/
octova kyselina/trietylamin (20/80/0,3/0,2, V/V/V/V), (II)
hexéan/izopropanol/trifluoroctova kyselina (50/50/0,1, V/V/
V), a (IIT) heptan/etanol/trifluoroctova kyselina (50/50/0,1,
VIVIV). Z vysledkov separacie uvedenych v Tabulke III je
zrejmé, 7ze Kk separacii enantiomérov pouzitim polarno-
organického moddu (mobilnd fiza I) nedochadzalo.
V systéme s konvenénym usporiadanim faz (mobilné fazy
II, IIT) nedochadzalo k separacii enantiomérov. Hodnoty
retencnych faktorov pre vybrant latku ¢. 9 boli 4,80
(mobilna faza II, #y (II) = 3,45 min) a 4,25 (mobilna faza
11, #y (IIT) = 5,53 min).

Pre chirdlnu stacionarnu fazu s chiralnym selektorom
CF6-DCP (dichlorofenylkarbamat CF6) sa testovali mobil-
né fazy (I) heptan/etanol (80/20 v/v) a (II) hexan/
izopropanol (70/30, V/V), priCom ostatné podmienky boli
rovnaké ako v predoslych experimentoch. Retencné fakto-

s75

ry Studovanych derivatov fenylkarbamovej kyseliny sa len
nevyznamne liSili aboli zintervalu od 0,44 do 0,68.
K separacii enantiomérov pouzitim uvedenych mobilnych
faz nedochadzalo.

Chiralna stacionarna faza na zéklade teikoplaninu

Tretim typom marocylickych chiralnych stacionar-
nych faz testovanych na separaciu alkoxysubstituovanych
derivatov kyseliny fenylkarbdmovej bola staciondrna faza
s chirdlnym selektorom zo skupiny makrocyklickych anti-
biotik — teikoplanin. Na separdciu sa zvolil polarno-
organicky separacny mod s mobilnou fazou metanol/
acetonitril/kyselina octové/trietylamin (45/55/0,3/0,2, V/V/
V/V). Tato CSF vo svojej molekule obsahuje vel'ké mnoz-
stvo funkénych skupin a chirdlnych centier, a preto je
schopna interakcii s rozliénymi druhmi opticky aktivnych
latok. Ako dokumentuju vysledky uvedené v tabulke III,
CSF s teikoplaninom ako chirdlnym selektorom bola
vhodnd na  separdciu  enantiomérov  2-alkoxy-
substituovanych derivatov. 3-alkoxyderivaty sa na tejto
CSF neseparovali. Dosiahnuté hodnoty rozliSenia boli
v rozsahu od 1,00 do 1,98.  Chromatografické zaznamy
a UV spektra vybranych latok (3 a5, vid tabulka I) su
uvedené na obr. 1.
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Latka 5
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Obr. 1. Chromatografické zaznamy separacie enantiomérov a UV spektra vybranych latok; Chromatografické podmienky: stacio-
narna faza: CHIROBIOTIC T, mobilna faza: metanol/acetonitril/octova kyselina/trietylamin (45/55/0,3/0,2, VIV/V/V), detekcia: UV,
240 nm, prietok: 0,8 cm®min~!, davkovany objem: 20 ml, teplota kolony: 22 °C

Zaver

Praca bola zamerand na separdciu enantiomérov este-
rov alkoxyfenylkarbamovej kyseliny. Tato skupina latok
predstavuje  potencidlne  terapeutikd s  lokalno-
anestetickymi u¢inkami. Enantioseparacie boli realizované
vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou, ktora je
rozsirenou metdodou na separaciu optickych izomérov.
Ciel'om prace bolo otestovat’ makrocyklické chirdlne se-
lektory na baze cyklofruktanov (CF6-DCP, CF7-DMP), B-
cyklodextrinu a teikoplaninu. V experimentalnej Casti bola
pozornost’ venovana $tudiu vplyvu zlozenia mobilnej fazy
na separdciu enantiomérov. Zakladnymi chromatografic-
kymi parametrami, pomocou ktorych boli charakterizova-
né separacie pouzitim jednotlivych chiralnych stacionar-
nych faz, boli retencny faktor (k) a rozliSovaci faktor (R;).
Na hodnoty tychto chromatografickych veli¢in vplyvala
Struktara analyzovanych latok.

Separacia enantiomérov vybranych latok bola uspesna
pouzitim chiralnej stacionarnej fazy CHIROBIOTIC T.
Pouzitim B-cyklodextrinovej CSF dochédzalo iba k Ciastocnej
separacii analytov. Testovanymi cyklofruktanovymi CSF sa
optické izoméry ciel'ovej skupiny zlGicenin neseparovali.
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Praca bola vypracovana s financnou podporou Gran-
tovej agentury Slovenskej republiky VEGA (grant
¢ 1/0164/11).
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Uvod

Benzodiazepiny patii v souasné dobé k nejpouziva-
néjSim a bohuzel také nejzneuzivanéjSim psychofarma-
kiim. Vyznacuji se hlavné svym tlumivym ucinkem na
centralni nervovou soustavu (dale CNS), diky némuz se
pouzivaji mimo jiné jako sedativa, anxiolytika (tlumi
strach), antiepileptika ¢i spasmolytika (Iéky proti kfecim)
— napf. pii 1écbé uzkostnych ¢i panickych stavl nebo jako
premedikace pfed chirurgickym zdkrokem. Stejn€ jako
kazdy jiny 1€k, i benzodiazepiny maji své nezadouci ucin-
ky, mezi nézZ mimo jiné patii tnava a ospalost, které jsou
Castou pficinou nehod pii obsluze stroji, zavraté, zmate-
nost ¢i pfibyvani na hmotnosti. Sou¢asnym uzivanim ben-
zodiazepinu s alkoholem, drogami ¢i 1éky (tedy latkami
tlumicimi CNS) jsou jejich G¢inky zesilovany, coz muize
vést ke vzniku velmi nebezpecnych situaci, které mohou
skoncit i smrti v disledku zastavy dechu a selhani krevni-
ho ob&hu. I kdyz maji benzodiazepiny velkou terapeutic-
kou sifi (rozdil mezi G¢innou a smrtelnou davkou) je jejich
rychlé stanoveni velmi dileZité pro dalii postup 16¢by' ™.
Cilem prace bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni
terapeutickych koncentraci vybranych Sesti nejpouzivané;j-
Sich benzodiazepinti (Alprazolam, Bromazepam, Clonaze-
pam, Diazepam, Chlordiazepoxid a Oxazepam) v t€lnich
tekutinach, kterd by se dala aplikovat v nemocni¢nich la-
boratofich bez nutnosti zakoupeni hmotnostniho spektro-
metru jako detektoru.

Experimentalni ¢ast

Pro ptfipravu mobilni fize A byly vyuZity octan
amonny a mravenéi kyselina (oba Lachema, Brno, CR).
Mobilni faze A méla slozeni 0,01 M octan amonny + 10%
(V/V) mravenci kyselina. Jako mobilni faze B byl pouzit
acetonitril (Merck, Némecko).

Pro standardizaci byly pouzity praskové standardy
Alprazolamu — ALP, Bromazepamu — BRO, Clonazepamu
— CLO, Diazepamu — DIA, Chlordiazepoxidu — CLDIA
a Oxazepamu — OXA (Chromservis, CR) rozpusténé v
methanolu (Merck, Némecko). Rozpusténim 4 mg prasko-
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vych standardii benzodiazepinii ve 4 ml methanolu byly
ptipraveny zakladni roztoky o koncentraci 1 mgml™, ze
kterych byly fedénim smési mobilnich fazi A a B
v poméru 1:1 pfipraveny modelové vzorky pro stanoveni
parametrti metody.

Metoda byla vyvijena na pfistroji Agilent 1200
(Agilent, USA) s UV detekci vybavenym kolonou Gemini
5 u C18 110A (Phenomenex, USA). Jako zaklad pro vyvoj
metody poslouzila metoda uZivand na Ustavu soudniho
Iékatstvi Fakultni nemocnice Ostrava (dale oznaCovana
jako metoda USL)*.

Pro kontrolu spravnosti koncentraci pfipravenych
modelovych vzorkd byl vyuzit kapalinovy chromatograf
spojeny s hmotnostnim spektrometrem Shimadzu LCMS —
2010A (Shimadzu, Japonsko) s vyuzitim metody USL.

Modelovy vzorek o koncentraci 2 pg ml™ byl nejdii-
ve proméfen za podminek shodnych s metodou USL na
kapalinovém chromatografu Agilent 1200. Detekce byla
realizovana pii Ctyfech vlnovych délkach (254, 245, 227
a 220 nm) odpovidajicich absorpénim maximim®’. Na-
sledn¢ byla upravovana teplota kolony, nastfik, pritok
a gradient mobilnich fazi tak, aby doslo k oddéleni vSech
Sesti pikt a k ziskani vyhovujici detekéni meze. Ziskana
metoda se od pivodni metody USL lisi v teploté kolony,
nastfiku, detekci, prutoku a gradientu mobilnich fazi.
U ziskané metody pak byly za pomoci modelovych vzorki
stanoveny limity detekce a kvantifikace, linearita, opako-
vatelnost, reprodukovatelnost a pfesnost v oblasti od 2 do
0,2 pg ml™' (od terapeutické koncentrace az po limit kvan-
tifikace). Tyto parametry byly testovany podle principu
validace analytickych metod'*'%.

Vysledky a diskuse

Byla ustavena metoda snésledujicimi parametry:
kolona Gemini C18, teplota kolony 20 °C, nastiik 20 pl,
detek¢ni vinova délka 245 nm, mobilni faze A — 0,01 M
octan amonny + 10% (V/V) mravenci kyselina, mobilni
faze B — acetonitril. Celkovy pritok mobilnich fazi se po-
hyboval od od 340 do 170 ml min™" (obr. 1). Gradient mo-
bilnich fazi je zobrazen na obr. 2. Ziskany chromatogram
smési benzodiazepint pii vinové délce 245 nm pak ukazu-
je obr. 3.

U ziskané metody pak byly pomoci modelovych vzor-
ki stanoveny jeji parametry (limity detekce (LOD) a kvan-
tifikace (LOQ), linearita, opakovatelnost, reprodukovatel-
nost a piesnost) v oblasti od 2 do 0,2 ug ml™". Tyto para-
metry jsou uvedeny v tabulkach I-1V.

Odchylka v reprodukovatelnosti a opakovatelnosti se
obycejné pohybuje v rozmezi + 10 %, korelacni koeficien-
ty linearit se pohybuji v intervalu od 0,99 do 1 a odchylka
v piesnosti nepfesahuje 10 % (cit.”’). Nase vysledky vy-
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Obr. 1. Celkovy pritok mobilnich fazi A i B v pribéhu analyzy
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Obr. 2. Gradient mobilnich fazi v pribéhu analyzy; octan amonny (¢erchovanou ¢arou) a acetonitril (plnou ¢arou)
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Obr. 3. Chromatogram smési benzodiazepinu ziskany pomoci vyvinuté metody
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Tabulka I
Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) ziskané pro Sest vybranych benzodiazepini pomoci vyvinuté metody
Limity ALP BRO CLO DIA CLDIA OXA

LOD, pg ml™ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

LOQ, pg ml™ 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Tabulka II
Kalibracni zavislosti ziskané pro vybranych Sest benzodiazepinll ze tfi nezavislych stanoveni; x = koncentrace vzorku, y =
odezva

1. stanoveni 2. stanoveni 3. stanoveni
rovnice R’ rovnice R’ rovnice R’

ALP y=277,90x — 10,801  0,9966 y=272,66x — 10,171 0,9966 Y=276,33x - 11,134 0,9982
BRO y=211,26x-2,197  0,9972 y=213,74x — 5,540 0,9959 y=206,95x — 2,782 0,9963
CLO y=320,92x - 8,611  0,9962 y=315,65x — 8,428 0,9956 y=315,80x — 9,881 0,9965
DIA y=424,56x — 4,423 00,9970 y=420,88x — 2,558 0,9969 y=432,09x — 10,086 0,9939
CLDIA y=154,55x + 6,160  0,9851 y=160,01x + 7,124 0,9861 y=159,03x + 3,844 0,9865
OXA y=327,51x+ 0,142  0,9978 y=329,81x + 0,715 0,9976 y=319,84x + 3,114 0,9966
Tabulka IIT

a horni mez nejvyssi ziskana hodnota v % spravné hodnoty)

Parametr Meze ALP BRO CLO DIA CLDIA OXA

Opakovatelnost spodni 97,81 93,98 98,54 97,59 97,92 98,10
horni 101,97 101,53 101,14 101,17 102,15 101,21

Reprodukovatelnost spodni 97,37 93,65 97,31 96,72 94,54 96,83
horni 103,69 103,69 103 101,7 105,37 104

kazuji v oblasti reprodukovatelnosti a opakovatelnosti
odchylku lepsi, maximalné + 7 %, korelacni koeficienty
linearit jsou vyssi nez 0,99 (s vyjimkou chlordiazepoxidu,
kde jsou vyssi nez 0,985) a odchylka v piesnosti se pohy-
buje v oblasti £ 7 %. Je tedy mozné tvrdit, Ze ndmi vyvinu-
td metoda pro stanoveni benzodiazepinu je vhodna a vy-
hodna vzhledem k moznosti pouziti pouze HPLC bez MS
a to 1 v koncentracich odpovidajicich terapeutické davce.

Zavér

Byla vyvinuta HPLC metoda ke stanoveni Sesti vy-
branych benzodiazepinii (Alprazolamu, Bromazepamu,
Clonazepamu, Diazepamu, Chlordiazepoxidu a Oxazepa-
mu), kterou je mozno vyuzit v laboratofich bez nutnosti
zakoupeni hmotnostniho spektrometru jako detektoru. U
ziskané metody byly stanoveny jeji parametry (limity de-
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tekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), linearita, opakovatel-
nost, reprodukovatelnost a presnost) a bylo shledano, ze je
vyuzitelna ke stanoveni benzodiazepinii v koncentracich
odpovidajicich terapeutické davce téchto latek s pouzitim
pouze HPLC s UV/VIS detekei.

V radmci dalSiho vyzkumu bude zkouména extrakce
benzodiazepinl z télnich tekutin (krev a moc) s cilem pfi-
pravit zavedeni této metody do praxe.

Prispévek byl vypracovan v ramci projektu Institut
environmentdlnich  technologii,  registracni  Cislo
CZ.1.05/2.1.00/03.0100 podporovaného Operacnim pro-
gramem Vyzkum a vyvoj pro Inovace, financovaného ze
strukturdlnich fondii EU a ze statniho rozpoctu CR. Podé-
kovéani rovnéz patii Ustavu soudniho Iékaistvi Fakultni
nemocnice Ostrava za umoznéni provadeni velké casti
praci na tomto pracovisti.
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Tabulka IV
Presnost u vybranych Sesti benzodiazepint pro jednotlivé koncentrace (c) modelovych vzorkt

Latka c[ugml] Stf. hod Spravnost Rozptyl 95% interval spolehlivosti
[ng ml™'] [70] SM® % M %
ALP 2 2,0043 100,21 0,0157 1,9938 0,52 2,0147 0,52
1,5 1,5088 100,59 0,0208 1,4949 —0,92 1,5227 0,92
1 1,0018 100,18 0,0066 0,9974 —0,44 1,0062 0,44
0,7 0,7070 100,99 0,0155 0,6966 -1,46 0,7173 1,46
0,5 0,4988 99,76 0,0048 0,4956 —0,64 0,5020 0,64
0,2 0,2001 100,03 0,0550 0,1964 -1,84 0,2037 1,84
BRO 2 1,9726 98,63 0,0886 1,9134 -3,00 2,0318 3,00
1,5 1,4865 99,10 0,0553 1,4495 2,49 1,5234 2,49
1 1,0015 100,15 0,0062 0,9974 —0,41 1,0056 0,41
0,7 0,7034 100,49 0,0086 0,6977 0,82 0,7091 0,82
0,5 0,4858 97,16 0,0314 0,4648 —4,32 0,5068 4,32
0,2 0,1998 99,90 0,0028 0,1979 —0,94 0,2017 0,94
CLO 2 2,0022 100,11 0,0085 1,9965 0,28 2,0078 0,28
1,5 1,5031 100,20 0,0171 1,4916 0,76 1,5145 0,76
1 0,9997 99,97 0,0038 0,9972 0,25 1,0022 0,25
0,7 0,7013 100,19 0,0066 0,6969 0,63 0,7057 0,63
0,5 0,4990 99,80 0,0050 0,4957 —0,67 0,5023 0,67
0,2 0,1996 99,78 0,0049 0,1963 -1,64 0,2028 1,64
DIA 2 1,9981 99,91 0,0106 1,9910 0,35 2,0052 0,35
1,5 1,5024 100,16 0,0064 1,4981 0,28 1,5067 0,28
1 0,9965 99,65 0,0131 0,9877 —0,88 1,0052 0,88
0,7 0,7013 100,18 0,0025 0,6996 0,24 0,7029 0,24
0,5 0,4971 99,42 0,0080 0,4918 -1,08 0,5024 1,08
0,2 0,1991 99,53 0,0027 0,1972 0,91 0,2009 0,91
CLDIA 2 2,0026 100,13 0,0099 1,9959 0,33 2,0092 0,33
1,5 1,4944 99,63 0,0394 1,4681 -1,76 1,5207 1,76
1 1,0070 100,70 0,0170 0,9956 -1,13 1,0184 1,13
0,7 0,6978 99,68 0,0125 0,6894 -1,20 0,7061 1,20
0,5 0,4970 99,39 0,0117 0,4891 -1,57 0,5048 1,57
0,2 0,1988 99,38 0,0087 0,1929 -2,92 0,2046 2,92
OXA 2 1,9927 99,63 0,0213 1,9784 0,71 2,0069 0,71
1,5 1,5134 100,89 0,0445 1,4836 -1,96 1,5431 1,96
1 1,0039 100,39 0,0220 0,9892 -1,46 1,0186 1,46
0,7 0,7058 100,83 0,0184 0,6935 -1,74 0,7181 1,74
0,5 0,5004 100,08 0,0062 0,4963 0,83 0,5045 0,83
0,2 0,2005 100,25 0,0038 0,1980 -1,27 0,2030 1,27

“SM je spodni mez, ® HM je horni mez 95% intervalu spolehlivosti
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Uvod

Lipidy patii do skupiny pfirozené se vyskytujicich
latek stfedn€ polarniho az nepolarniho charakteru, které
jsou dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech, jako
jsou uhlovodiky, chloroform, benzen, ethery a alkoholy,
a nerozpustné ve vodé. Zahrnuji pestrou Skalu latek obsa-
hujici mastné kyseliny a jejich derivaty, karotenoidy, ter-
peny, steroidy a Zlu¢ové kyseliny'. Jsou nezbytnou sloz-
kou potravy a vyznamnou slozkou vsech biologickych
tkéni, ve kterych zastévaji spoustu dillezitych roli spoje-
nych se spravnou funkei organismu. Jsou vydatnym zdro-
jem energie, slozkami biologickych membran a podileji se
na ruznych biosyntetickych procesech. Biologické funkce
a aktivita lipidQi vyznamné z4visi na jejich struktufe. VéEtsi-
na lipidd obsahuje fetézce mastnych kyselin, které repre-
zentuji nepolarni €asti molekul. Pocet dvojnych vazeb,
jejich konfigurace (cis x tranms) a pozice (0-3 X ®-6)
v fetézci mastné kyseliny vyznamné ovliviluji jejich biolo-
gickou aktivitu a riziko vzniku kardiovaskularnich a jinych
zavaznych onemocnéni.

Cilem této prace byla optimalizace extrakci lipidi ze
vzorku plazmy, porovnani vytéznosti jednotlivych metod
s vyuzitim postupt extrakce podle Folche?, Bligh/Dyera’
a podle Shevchenka (MTBE)*. Dale byla provedena frak-
cionace vSech tfid lipidd ze vzorkl plazmy pacienti
s kardiovaskularnim onemocnénim pomoci chromatografie
hydrofilnich interakci (HILIC). Pro ziskani detailngjsiho
obrazu zastoupeni jednotlivych lipidd v sesbiranych frak-
cich tfid lipidd byla pouzita vysokou¢inna kapalinova
chromatografie v reverznich fazich (RP-HPLC) v druhé
dimenzi.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Pro extrakci lipidti z plazmy byla pouzita modifikova-
nad metoda extrakce podle Folche’. K 500 pl vzorku
plazmy bylo pfiddno 10 ml smeési chloroform/methanol
(2:1, V/V). Vznikla smés byla homogenizovana a poté byla
prefiltrovana pies skladany filtr. Po pfidani 2 ml 1 M NaCl
k filtratu doslo ke vzniku emulze, ktera byla odstiedéna na
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centrifuze po dobu 2 min pfi 2000 otdcek/min. Po rozdéle-
ni extraktu na dvé faze byla horni (vodna) faze odstranéna
a dolni (organickd) faze odpafena do sucha pod proudem
dusiku. Pted vlastni HPLC separaci byl vzorek rozpustén
ve smési chloroform a 2-propanol (1:1, V/V).

HPLC/MS podminky

Vsechny HPLC/MS experimenty byly provadény na
kapalinovém chromatografu Agilent 1200 (Agilent Tech-
nologies, Waldbronn, Némecko) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem iontova past Esquire 3000 (Bruker Dalto-
nics, Brémy, Némecko). V prvni dimenzi byla pfi HILIC
frakcionaci extraktd® lipidi pouzita silikagelova kolona
Spherisorb Silica (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pum,
Waters, Milford, MA, USA), prutok mobilni faze byl
1 ml min™', davkovany objem 10 pl rozpusténého extraktu
lipiddi, teplota kolony byla 40 °C. Byla pouzita mobilni
faze se slozkami A — acetonitril a B — 5 mM vodny roztok
octanu amonného s nasledujicim sloZzenim gradientu:
0 min — 94 % A + 6 % B, 60 min — 77 % A + 23 % B.
Jednotlivé tfidy lipidd v prvni dimenzi byly identifikovany
pomoci ionizace elektrosprejem (ESI) pfi zdznamu klad-
nych i zapornych iontd v rozsahu m/z = 50-1000, teplota
susiciho plynu 365 °C, tlak zmlzujicicho plynu 0,41 MPa,
pratok susiciho plynu 10 ml min™. Pro HPLC/MS/MS
analyzu byla pouzita izola¢ni $itka m/z = 2 a kolizni ampli-
tuda 1,0 V. Frakce odpovidajici jednotlivym tfidam lipida
byly postupné sesbirany a nasledné odpareny do sucha
proudem dusiku.

V druhé dimenzi byly sesbirané frakce rozpustény
smeési chloroform/2-propanol a nasledné separovany po-
moci dvou riznych RP-HPLC metod. Frakce poléarnich
lipidd byly analyzovany pomoci RP-HPLC s vyuzitim
povrchové porézni kolony Kinetex Cig(150 x 2,1 mm,
velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex, Torrance, CA, USA),
pritok mobilni faze 0,3 ml min~', davkovany objem 1 pl,
teplota kolony 40 °C. Pro separaci byl pouZit gradient mo-
bilni faze: 0 min — 75 % A + 25 % B, 100 min — 88 % A +
12 % B, kde A byla smés acetonitril/2-propanol (1:1, V/V)
a B byl 5 mM vodny roztok octanu amonného. Polarni
lipidy byly identifikovany pomoci ESI-MS pii zdznamu
kladnych i zadpornych iont v rozsahu m/z = 50-1500, tep-
lota suSictho plynu 365 °C, tlak zmlzujiciho plynu
0,28 MPa, pritok susiciho plynu 9 ml min™". Frakce nepo-
larnich lipida byly analyzovany pomoci RP-HPLC®
s vyuzitim kolon Nova-Pak C;g (150 a 300 x 3,9 mm, veli-
kost ¢astic 4 um, Waters, Milford, MA, USA) v celkové
délce 45 cm, davkovany objem byl 5 pl, teplota kolony
25 °C a detekce slozek UV detektorem pii vinové délce
205 nm. Pro separaci nepolarnich lipidi byla pouzita mo-
bilni faze acetonitril/2-propanol se slozenim gradientu:
0 min — 100 % acetonitrilu, 106 min — 31 % acetonitrilu +
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69 % 2-propanolu. Pro identifikaci nepolarnich lipidd byla
pouzita ionizace APCI pii zaznamu kladnych iontd
v rozsahu m/z = 50-1200, teplota APCI sondy 400 °C,
teplota iontového zdroje 350 °C, tlak zmlZzujiciho plynu
0,48 MPa a pritok sugiciho plynu 3 1 min™".

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem této prace bylo testovani extrakce
lipidt z plazmy a porovnani ti¢innosti jednotlivych extrak-
ci. Byly srovnany extrakce podle Folche, Bligh/Dyera
a Shevchenka na smési standardl lipidickych tfid obsahu-
jici kyselinu olejovou (A9cis — C18:1) a vzorku plazmy.
Ze ziskanych vysledkt byla pro dal§i méfeni vybrana ex-
trakce podle Folche, ktera poskytovala nejveétsi vytéznost
jednotlivych tfid lipidl a také se jednd o nejrozsifenc;si
metodu pouzivanou pro extrakci lipidd v literatufe. Dal§im
krokem byla HILIC frakcionace extraktu plazmy, kde byly
pouzity podminky separace’. Extrakt lipida z plazmy byl
pomoci HILIC metody separovan na jednotlivé t¥idy lipi-

Tabulka I

Cena Merck 2012

di. Ty byly dale separovany podle jejich polarity a roz-
pustnosti ve vrstvé vody neadsorbované na stacionarni
fazi. HILIC frakcionace plazmy umoznila separaci slozi-
tych (polarnich) t¥id lipidd, kde byly ziskany tfidy fos-
fatidylcholinti (PC), fosfatidylethanolamint (PE), lysofos-
fatidylcholintt (LPC) a sfingomyelinti (SM). Jednoduché
(nepolarni) tfidy lipidd byly eluovany v mrtvém objemu
kolony, proto byly separovany a identifikovanypomoci RP-
HPLC v druhé dimenzi. K identifikaci slozenych tfid lipi-
di byla pouzita hmotnostni spektrometrie s ionizaci ESI se
zaznamem kladnych iontd. Separované tfidy lipidi byly
identifikovany na zakladé charakteristickych neutralnich
ztrat navazanych funkénich skupin (tab. I). Frakce jednot-
livych tfid lipida byly preparativné izolovany, odpafeny do
sucha proudem dusiku a rozpu$tény ve smeési chloro-
form/2-propanol.

Tyto frakce byly dale separovany v druhé dimenzi na
jednotlivé lipidy pomoci RP-HPLC. V RP-HPLC jsou
polarni lipidy separovany podle délky acylového fetézce
a poctu dvojnych vazeb. Frakce nepolarnich lipida jsou
separovany podle hodnoty ekvivalentniho poctu uhlikd

Hmotnostné-spektrometrické charakteristiky sledovanych tiid lipida

Ttida lipida Zkratka Neutralni ztrata (Am/z) Charakteristicky ion [m/z]
Triacylglyceroly TG - [M+H-R;COOH]+
Cholesteroly Chol - 369
Cholesterol estery CE - 369
Fosfatidylethanolaminy PE 141 -
Fosfatidylcholiny PC 183 184
Sfingomyeliny SM 183 184
Lysofosfatidylcholiny LPC 183 184
Intens.
x10° PC
3] TG+Chol

+CE

20

25

30 35 40 45 Time [min]

Obr. 1. HILIC HPLC/MS chromatogram extraktu lipidi z plazmy s vyuzZitim extrakce podle Folche
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Obr. 2. ESI-MS/MS hmotnostni spektra fosfatidylethanolaminu: A) kladny zaznam ionti, B) zaporny zaznam ionta

(ECN), které se vypocte z celkového poctu uhlikli zmense-
ného o dvojnasobny pocet dvojnych vazeb (ECN=CN-
2DB).

K identifikaci polarnich lipidd byla pouzita ionizace
ESI v kladném i zdporném modu. V kladném zaznamu
byla ur¢ena molekulovd hmotnost pomoci protonované
molekuly [M+H]" a aduktii se sodikovym iontem [M+Na]
. V zdporném zdznamu ionth byly identifikovany frag-
mentové ionty [R;,COOH], které umoziuji urcit slozeni
mastnych kyselin. Pomér relativnich intenzit fragmento-
vych iontll [R;COO]" lze pouzit k urceni ptevazujici mast-
né kyseliny v sn-2 poloze’. K identifikaci nepolrnich
lipidi byla pouzita ionizace APCI v kladném zdznamu
iontl, ktery umoznil uréeni molekulové hmotnosti pomoci
protonované molekuly [M+H]" a adukti s amonnym ion-
tem [M+NH,4]". Navazané mastné kyseliny byly identifiko-
vany pomoci fragmentovych ionti [M+H-R;COOH]".
Z poméru téchto fragmentovych iontd Ize stanovit pievla-
dajici mastnou kyselinu v poloze sn-2. Pomoci MS nelze
rozliSit polohy sn-1 a sn-3, které jsou povaZovany za ekvi-
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valentni. Ztrata z polohy sn-2 je ve srovnédni se ztratami
z polohy sn-1 a sn-3 energeticky vice naroc¢nd, proto ma
vysledny fragmentovy iont niz8i relativni intenzitu oproti
statisticky otekavané®.

Zaveér

Byla provedena optimalizace extrakce vzorku plazmy
podle Folche, Bligh/Dyera a Shevchenka, z ¢ehoz jako
nejlepsi typ extrakce s nejvyssi vytéznosti jednotlivych tiid
lipida byla vybrana extrakce podle Folche. Vzorky plazmy
pacientd s kardiovaskularnim onemocnénim byly nasledné
extrahovany pomoci modifikovaného postupu podle Fol-
che a frakcionovany na jednotlivé tfidy lipidit pomoci HI-
LIC separace. HILIC metodou byly ziskany a identifikova-
ny Ctyfi tfidy polarnich a tfi tfidy nepolarnich lipida. Jed-
notlivé frakce byly preparativné izolovany a separovany
pomoci RP-HPLC v druhé dimenzi, ktera umoznila ziskat
detailngjsi profilovani jednotlivych lipidi ve vzorku plazmy.
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Uvod

Akrylamid (prop-2-enamid, H,C=CH-CO-NH,) je
monomer, ktery se pfes vice nez padesat let vyuziva
v ruznych primyslovych aplikacich. Tato nizkomolekular-
ni krystalicka latka bez barvy a zépachu je vysoce rozpust-
na ve vodé¢, na vzduchu reaktivni a schopna rychle poly-
merizovat za vzniku polyakrylamidu'.

Polyakrylamid se v modernim chemicko-technolo-
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nich a pitnych vod, jako té€snici material pii stavbé pie-
hrad, tunelii, vodnich nadrzi, déle také pro zpevnéni pidy
pfi stavbé silnic, jako pojivo v papirenském primyslu
a také jako aditivum pii vyrobé priimyslovych a kosmetic-
kych produktt. V neposledni fad¢ je také velmi Casto vyu-
Zivan v analytické biochemii pfi elektroforetické separaci
a purifikaci proteini®’. Samotny polyakrylamid je netoxic-
ky, ale ve vétsin€ pfipadli obsahuje rezidua nezpolymeri-
zovaného akrylamidu, ktery uz toxické uginky vykazuje®.

Nespoctem studii bylo prokdzano, Ze akrylamid je
karcinogennim, genotoxickym, toxickym pro reprodukci
a neurotoxickym pro centralni nervovy systém ¢lovéka®®.
Testy na laboratornich zvifatech, ktera byla vystavena
piijmu akrylamidu v pitné vodé€, prokéazaly zvySené riziko
nadort centralniho nervového systému, §titné zlazy, délo-
hy, prsni zlazy a dalSich organt. Z téchto divodl v roce
1994 zatadila Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
akrylamid do skupiny latek s oznacenim 2A, tedy jako
,,potencialni lidsky karcinogen*'.

Je tedy pochopitelné, ze v roce 2002 vyvolal rozruch
objev §védskych védci, kteti poukézali na ptitomnost
a vysoky obsah akrylamidu v n&kterych potravinach’. Vy-
znamné koncentrace akrylamidu nalezli v potravinach
rostlinného pavodu, které jsou bohaté na Skrob a tepelné
upravované pii vice nez 120 °C (smazeni, prazeni, peceni,
grilovani apod.). Jedna se predevsim o smazené bramboro-
vé lupinky a hranolky, kdvu, pecivo, suSenky, snidatiové
cerealic a mnoho dal§ich. Pfitomnost akrylamidu
v potravinach lze zvétsi casti vysvétlit jako disledek
Maillardovy reakce, pii které dochazi k reakci mezi ami-
nokyselinami  (asparaginem) a redukujicimi cukry
(pfedevsim glukosou a fruktosou)™'®!". Za dal$i nezane-
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dbatelny zdroj akrylamidu pro lidsky organismus lze pova-
zovat tabakovy kouft, kosmetiku, obalovy material potravin
a pitnou vodu. Ke kontaminaci pitnych vod dochézi snad-
no, a to diky vysoké mobilit¢ akrylamidu v pidé a pod-
zemnich vodach’.

Vsechny doposud zjisténé poznatky o vyskytu a ne-
bezpecnosti akrylamidu poukazuji na nutnost vyvoje
a validace spolehlivych a citlivych analytickych metod,
které by umoznily kvantifikovat velmi nizké koncentrace
akrylamidu v rozmanitych a komplikovanych matricich,
mezi néz tepelné upravené potraviny bezesporu patii. Dfi-
ve vytvofené metody zalozené na klasické HPLC popt. GC
jsou vhodné pro stanoveni akrylamidu ve vodach, biolo-
gickych tekutinach a tepelné neopracovanych potravinach
(kukufice, brambory, cukrova fepa apod.). Pro analyzu
potravin upravovanych za vysokych teplot nejsou tyto
metody piili§ vhodné z diivodu nedostate¢né selektivity'.

Jako vhodnéjsi alternativa se jevi metody vyuzivajici
spojeni chromatografické separace (LC popt. GC) s hmot-
nostni spektrometrii. Vedle pfimé detekce akrylamidu se
vyhodnéjsi zdaji byt postupy zahrnujici rovnéz derivatizaci
analytu'”. Cilem této prace je aplikace robustni a citlivé
GC/MS metody, zalozené na bromaci akrylamidu. Snahou
je vyuZit tuto velmi citlivou metodu nejen pfi analyze ma-

akrylamidu v plynnych produktech uvoliiovanych pfi spa-
lovani a pyrolyze riiznych typt vzorka.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Hexan, akrylamid (98%), H,SO, (96%), KBrOs, KBr,
Na,S,0s, ethylacetat, triethylamin (99%) (vSe Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko). Z uvedenych chemikalii
byl pfipraven zasobni roztok akrylamidu o koncentraci
1 mg ml‘l, dale 10% roztok H,SO,, roztok KBrO; o kon-
centraci 0,1 moll™" a roztok Na,S,0; o koncentraci
0,1 mol17".

Instrumentace a chromatografické podminky GC/MS
analyzy

V8echna méfeni byla provedena na plynovém chro-
matografu Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem Agi-
lent 5975C (Agilent, Palo Alto, USA). Byla pouzita nepo-
larni kapilarni kolona HP-5ms (30 m x 0,25 mm % 0,25 pum)
a teplotni program 50 °C — 2 min 10 °C/min — 300 °C —
15 min. Hmotnostni spektra byla sniméana v rozsahu 29 az
520 m/z nebo v rezimu monitorovani selektivnich iontd
106, 149 a 151 m/z.
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Analyza akrylamidu v plynnych produktech pyrolyzy

Jako vzorek pro analyzu akrylamidu v plynech uvol-
novanych pfi pyrolyze byl vybran vonny frantiSek a vonna
tyCinka. Aparatura sestavena pro pyrolyzu a nasledny za-
chyt produkti spalovani se skladala z drzaku pro vzorek,
tésn¢ nad nim umisténé sklenéné nalevky napojené na
promyvacku s absorpénim roztokem (40 ml destilované
vody + 8 ml 10% H,SO,), kterd byla dale napojena na
vakuum. Po zapaleni vzorku v drzaku byl vznikajici kout
veden do promyvacky s absorpcnim roztokem. Po dokon-
¢eni spalovani (cca 30 min) byly z promyvacky odebrany
alikvotni podily absorpéniho roztoku (6 ml). Odebrané
vzorky a vzorky se standardnimi pfidavky akrylamidu byly
bromovany pridavkem 1 ml roztoku KBrO; o koncentraci
0,1 moll™" a 1,5g pevného KBr. Reakce probihala
v kyselém prostfedi za tmy a pii teplot€ 4 °C po dobu
60 min. Po této dobé byl nadbyte¢ny brom rozlozen ptika-
pavanim roztoku Na,S,0; o koncentraci 0,1 mol I do
uplného odbarveni reakéni smési. Bromovany derivat byl

H O Br, Br

akrylamid

Obr. 1. Derivatizace akrylamidu
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extrahovan 2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty byly
zakoncentrovany v proudu dusiku na vysledny objem 1 ml.
Pfred GC/MS analyzou bylo ke vSem vzorkiim pfidano
10 pl triethylaminu.

Analyza akrylamidu v potravinach

Pro ukazku konkrétniho postupu pii analyze potravin
byly vybrany smazené bramborové lupinky. K navazce
10 g nadrcenych bramborovych Ilupinkii bylo pfidano
40 ml destilované vody a 40 ml hexanu. Smés byla sonifi-
kovéana 20 min pii teploté¢ 50 °C. Nasledn€ byla smés roz-
délena do centrifugaénich zkumavek a centrifugovana
10 min pii 4400 ot min~'. Vodna faze byla ze zkumavek
odebrana, hexanova faze byla spolu s pevnym vzorkem
smichdna s 20 ml destilované vody a cely sonifikacni
i centrifugaéni postup byl zopakovan. Spojené vodné podi-
ly byly vodmémé baiice doplnény do 50 ml. Z tohoto
objemu bylo odebrano 4 x 5ml a doplnény standardni
pridavky akrylamidu v rozmezi 0-50 pg. Odebrané vzor-

(C,Hy):N Br O
—_—
-HBr M
NH, H Xk,
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H
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Obr. 2. Hmotnostni spektrum 2-brompropenamidu
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ky a vzorky se standardnimi pfidavky byly bromovany
pfidavkem 1 ml roztoku KBrO; o koncentraci 0,1 mol 1’1,
1,5 g pevného KBr a 1 ml 10% H,SO,4. Reakce probihala
v kyselém prostfedi za tmy a pii teplot€ 4 °C po dobu
60 min. Po této dobé byl nadbyte¢ny brom rozlozen ptika-
pavanim roztoku Na,S,0; o koncentraci 0,1 mol I do
uplného odbarveni reakéni smési. Bromovany derivat byl
extrahovan 2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty byly
zakoncentrovany v proudu dusiku na vysledny objem 1 ml.
Pfed GC/MS analyzou bylo ke vSem vzorkim pfidano
10 pl triethylaminu.

Vysledky a diskuse

Vzhledem k vysoké polarité¢ a velmi dobré rozpust-
nosti akrylamidu ve vod¢ bylo pro extrakci akrylamidu ze
vSech vzorku respektive pro zachyt akrylamidu z plynné
faze zvoleno vodné prostiedi. V piipad€¢ analyzy vzorki
obsahujicich tuk bylo vyuzito dvoufiazového extrakcniho
systému s pfidavkem hexanu pro odstranéni tukd, jejichz
nadbytek nepfiznivé ovliviiuje prubéh derivatizace, zpra-
covani vzorku i naslednou chromatografickou analyzu.

Pro samotnou derivatizaci analytu (obr. 1) se vyuziva
broma¢ni smés sklddajici se zbromi¢nanu draselného
a bromidu draselného. Reakce probihala v kyselém pro-
stfedi bez pfistupu svétla a za teploty okolo 4 °C. Za té€chto
podminek se pro dosazeni reprodukovatelnych vysledkt
doporucuje reakéni doba okolo 60 min (cit.'*). Bromaci
akrylamidu vznika 2,3-dibrompropanamid. Nadbyte¢ny
brom byl zreakéni smési odstranén thiosiranem sodnym,
ktery byl ptidavan az do odbarveni roztoku. Vznikly dib-
romderivat je méné polarni nez pGvodni akrylamid a je
mozné jej extrahovat do ethylacetatu. Ziskany extrakt byl

Aburance
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zakoncentrovan odpafenim v proudu dusiku na objem
1 ml. Z divodu nedostateéné stability 2,3-dibrompropan-
amidu byl v zavérecném kroku pfed GC/MS analyzou
pridan do extraktu triethylamin. Reakci s triethylaminem
dochazi v nastfikovém prostoru plynového chromatografu
k dehydrobromaci 2,3-dibrompropanamidu za vzniku sta-
bilngjsiho 2-brompropenamidu.

Na zéklad¢ ziskaného hmotnostniho spektra (obr. 2)
byly pro kvantifikaci akrylamidu vybrany ionty 106, 149 a
151 m/z. V iontovém chromatogramu pro ion 149 m/z je
mozné 2-brompropenamid snadno identifikovat a stanovit
(obr. 3).

Souhrn namétenych hodnot obsahu akrylamidu jak ve
vonnych franti§cich a vonné tycince, tak také v nékterych
typech potravin je uveden v tab. 1.

Tabulka I
Obsah akrylamidu v riznych typech vzorkl

Vzorek Obsah akrylamidu
[ug ke ]
Vonny frantisek 1712
Vonna tyc¢inka nedetekovano
Smazené bramborové lupinky 82
Karamelové susenky 79
BEBE rodinné susenky nedetekovano
Pernik 46
Mleta kava 1984
Kavovinova nahrazka 1251
Kakaovy prasek 85
Mleta cervend paprika 259

i
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Obr. 3. Iontovy chromatogram pro ion 149 (2-brompropenamid) z analyzy smaZenych bramborovych lupinki
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Vyhodou bromacniho stanoveni akrylamidu je preve-
deni na méné polarni dibromderivat, ktery je na rozdil od
nativniho, ve vodé velmi dobfe rozpustného akrylamidu,
extrahovatelny organickymi rozpoustédly. Rovnéz vysled-
ny produkt, 2-brompropenamid, je ve srovnani s akryl-
amidem mén¢ polarni, pfi chromatografii poskytuje syme-

s lepSim odstupem signalu od Sumu. Vys§i molekulova
hmotnost a pfitomnost atomu bromu je vyhodnéjsi rovnéz
pro spolehlivéjsi identifikaci substance pfitomné obvykle
ve stopach. Popsany zpisob bromace navic do znacné
miry eliminuje nepfijemnou manipulaci s elementarnim
bromem a vyznamné snizuje environmentalni a bezpec-
nostni rizika. Nevyhodou derivatizacniho postupu je vyssi
Casova naro¢nost, kterd je ovSem bohaté vyvazena vyssi
selektivitou, vyssi GCinnosti extrakce a niz§im detekénim
limitem.

Zavér

Byly zkouméany moznosti stanoveni akrylamidu
v rliznych matricich plynovou chromatografii po pfevedeni
na 2-brompropenamid. Navrzena metoda byla vyuzita pro
stanoveni akrylamidu v né€kterych potravinich av plyn-
nych zplodinach po spalovani (pyrolyze) vonnych frantis-
ki a ty&inek na rovni desitek pg kg™

Tato prace byla financné podporena operacnim pro-
gramem Vyzkum a vyvoj pro inovace Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekt Regiondl-
ni  centrum pokrocilych  technologii a materidli,
CZ.1.05/2.1.00/03.0058).
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Uvod

Jasmonova kyselina (JA) patfi mezi velmi dilezité
fytohormony. V niz8ich koncentracich se v rostlindch vy-
skytuje béhem ,klidového* stadia, kdy svou pritomnosti
ovliviiuje kliceni semen, staCeni vyhonkl, vyvoj kvétl
aplodt ¢i starnuti rostliny. Jeji koncentrace se zvysuje
jako reakce na patogeny, Skidce ¢i lokalni stres.
V posledni dobé dochazi i k vyzkumu protinadorovych
Gi¢ink? jasmonové kyseliny'. Jedna se o slou¢eninu, jejimz
zakladem je cyklopentanon. V molekule JA se vyskytuji
dvé chirdlni centra a to na uhliku C-3 a C-7. Jsou zndmy
dvé diastereomerni formy a jejich antipody. V rostlinach
se prirozené syntetizuji dvé z nich, (—)-JA a (+)-7-iso-JA.
Izomery (+)-7iso-JA a (-)-7-iso-JA drzi postranni fetézce
v cis konfiguraci, zatimco u jejich antipodi (-)-JA a (+)-JA
lezi v poloze trans”.

Jasmonové kyselina je vyznamnym signdlnim Cinite-
lem pii biotickém stresu rostlin a hraje vyznamnou roli pfi
aktivaci sebeobranného systému rostliny’. U Arabidopsis
thaliana bylo zjisténo, Ze pokud rostliné poranime listy,
bunécné déleni v ristove aktivnich vrcholech bude inhibo-
vano, dojde k potlaceni déleni bun¢k diky zvysené biosyn-
téze jasmonatl a nové listy budou mensi, nez kdyby nedo-
Slo k lokalnimu stresu. Logicky rostliny nesyntetizujici JA
dorostou do vétsich rozmért, tedy neomezuji svijj rist ani
pii poranéni®.

Analyza této kyseliny, jakozto i jinych latek hormo-
nalni povahy, je velmi obtizna. V rostlinném extraktu se
vyskytuje ve velmi malych koncentracich, proto je nutné
zvolit velmi specificky postup extrakce a purifikace, ve-
douci k eliminaci zbytecnych ztrat samotnych molekul
analytu a odstranéni moZnych balastnich latek. Cilem této
prace je piedlozit zcela novy postup pro stanoveni jasmo-
nové kyseliny kombinujici extrakci  provadénou
v mikroméfitku s precisténim na purifikacnich kolonach
slozenych ze smésnych iontov€ vyménnych a reverznich
fazi sorbentu. Novy pfistup byl porovnavan s diive publi-
kovanym postupem”. Jako analyticka koncovka byla pou-
zita kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(LC/MS).

s90

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie: methanol (99,9%) a mravencan
amonny byly dodany firmou Sigma-Aldrich (Steinheim,
Némecko). Acetonitril (99,9%), amoniak (25%), mravenci
kyselina (98-100%) a octan amonny pochdzel z Merck
(Darmstadt, SRN). Ethanol (96%) a diethylether (99%) byl
vyroben firmou Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika).
Standard jasmonové kyseliny (+)-JA a izotopové stabilné
znadeny standard “H¢-JA byly zakoupeny od firmy OlChe-
mim (Olomouc, Ceské republika) a byly pouZity k piipra-
v¢ kalibra¢ni fady standardd o vysledné koncentraci JA
v rozsahu 107 mol I! a7 5-10™ mol I}, zatimco koncen-
trace “Hq-JA byla v celé fadé konstantni (5-107° mol I™).
Deionizovand voda byla ziskdvana z ptistroje Simplicity
185 (Millipore, Bedford, Massachusetts, USA). Kolony Spe-
ed™ Cy5 (500 mg/3 ml a 100 mg/1 ml) byly vyrobeny fir-
mou Applied Separations (Allentown, Pensylvanie, USA),
Sep-Pak® Cy5 (360 mg) a Oasis® MAX (30 mg/1 ml) fir-
mou Waters (Milford, Massachusetts, USA), DEAE-
Sephadex firmou Pharmacia Fine Chemicals AB (Uppsala,
Svédsko). Micro-spin centrifuga¢ni filtry (0,45 micron)
pochézely od firmy Alltech Associates (Deerfield, Illinois,
USA).

Jasmonova kyselina byla stanovovana na pfistroji
Acquity UPLC™ System (Waters, Milford, Massa-
chusetts, USA) spojenym s hmotnostnim spektrometrem
typu trojity kvadrupél (QqQ) Micromass Quattro micro™
API (Waters MS Technologies, Manchester, UK). Vysled-
ky byly procesovany pomoci programu MassLynx (v4.1).
UPLC systém obsahoval kolonu Jupiter 5Su C4, 300 A,
150x2 mm (Phenomenex, USA) a jako mobilni faze byly
pouzity acetonitril (A) a 10 mM mravenéi kyselina (B).
Celkovy cas analyzy byl 10 minut a gradientové eluce
méla pii pritoku 0,25 ml min™" linearni prabéh (0-5 min,
25-40 % A). Poté nasledovalo minutové promyti 100% A
a Ctyfminutova ekvilibrace kolony v pocatecnich podmin-
kach (25 % A/75 % B). Kalibra¢ni roztoky a vzorky byly
ulozeny v autosampleru pfi teploté 4 °C, a nastfikovany
postupné (10—15 pl) na termostatovanou kolonu (30 °C).
Cistota systému LC-MS/MS byla na zagatku a v prib&hu
analyz ovétovéana nastfiky kontrolniho roztoku, ktery svym
slozenim odpovidal pocateénimu poméru mobilnich fazi
z gradientu. Analyza vzorkd probihala na MS za pomoci
ionizace elektrosprejem v negativnim modu — ESI(-). Ka-
pilara méla teplotu 350 °C a teplota odpatovaciho bloku
byla 100 °C. Na kapilaru bylo pfivedeno napéti 1 kV, na
vstupni §térbinu napéti 25 V a na extrakéni §térbinu 2 V.
Pritok zmlZovaciho plynu (dusik) byl 500 1h™" a priitok
plynu (dusik) na vstupni §térbing byl 2 1 h™'. Dalsi para-
metry na QqQ byly nasledujici: rozliseni LM/HM 12,5;
iontova energie na Q1 0,3 V; iontova energie na Q2 1,5 V;
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vstupni a vystupni napéti 2 V a napéti detektoru 650 V.
Zaznam dat byl provadén v rezimu MRM za optimalizova-
nych podminek kolizniho napéti 12 eV pii tlaku kolizniho
plynu (argon) 4,3-10~ mbar. Bylo zvoleno jedno &asové
okno v rozsahu 4,5-6,5 min obsahujici dva MRM piecho-
dy, prvni pro JA (209,15 > 58,75) a druhy pro vnitini stan-
dard *He-JA (215,15 > 58,75). Doba jednoho skenu trvala
1,25 sekundy (dwell time 0,35 s) a byla pocitana pro ziska-
ni 16 datovych bodl pfes celou sifku chromatografického
piku.

Pro tuto studii byly pouzivany 36 dnt staré rostliny
Arabidopsis thaliana, ekotyp Colombia (obr. 1), péstované
ve fytotronu za danych podminek: vlhkost 70 %, 21 °C,
16hodinova fotoperioda (16 hodin svétlo/8 hodin tma).
Nekteré rostliny byly vystaveny lokdlnimu stresu porané-
nim kovovymi kle§témi a v pravidelnych casovych inter-
valech (0, 30, 60, 90, 120 min) byly odebirany vzorky.
Odebrané listy (cca 50 mg, 3—4 listy) byly hluboce zmra-
zeny tekutym dusikem, uloZeny k dlouhodobému sklado-
vani pri teplot¢ —70 °C a postupné purifikovany pomoci
dvou postupll extrakce a purifikace pro stanoveni JA
(obr. 2).

Postup ptipravy vzorku A (Extrakce -> C;g->
DEAE-Sephadex + Clx)5

Vzorky zamraZzenych listll (cca 50 mg Zivé hmoty)
byly homogenizovany v kapalném dusiku ve tfeci misce
a extrahovany ve 5 x 4 ml (celkové 20 ml) vychlazeného
80% methanolu (V/V) v =20 °C ptes noc. Ke vzorkiim byl
pfidan vnitini, izotopové znadeny, standard ‘Hg-JA
(40 pmol/vzorek). Poté byly vzorky pievedeny do centrifu-
gacnich kyvet, banky proplachnuty 4 ml 80% methanolu
a zcentrifugovany (20 min, 4 °C, otacky 15 000 rpm). Ex-
trahovany material byl znovu promichan 4 ml 80% metha-
nolu a spole¢né se zbytky vyplachnutého zeleného materi-
alu z ban¢k (2 x 4 ml 80% methanolu) pfeveden do centri-
fugacni kyvety a odstfedén. Ziskané supernatanty byly
nasledovné spojeny a purifikovdny na kolondch Cig
(500 mg/3 ml), které byly aktivovany 2 x 4 ml 96% etha-
nolu a posléze 2 x 4 ml deionizovanou vodou. Vzorky (asi
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40 ml) byly postupné nanaseny na kolonu a eluat posbiran
do novych sklenénych ban€k umisténych pod C,s kolona-
mi. Po naneseni celého objemu vzorku byl zbytek analytu
vyplachnut z baiiky 4 ml 80% methanolu a i tento objem
protlacen pies Cig kolonu. Banky byly poté ulozeny ve
vodni 1azni (37 °C) a vzorky suSeny pod plynnym dusikem
do "vodné faze" (asi do objemu 89 ml) po dobu okolo
dvou hodin. Pro dal§i ¢ast purifikace byly pfipraveny
DEAE-Sephadex kolony, které byly promyty 2 x4 ml
deionizované vody a aktivovany 2 x 4 ml 40 mM octanu
amonného. Tyto kolony byly spojeny s C;g patronami
(Sep-Pak®, 360 mg) proplachnutymi 10 ml 96% ethanolu,
10 ml deionizované vody a 10 ml 40 mM octanu amonné-
ho. Vzorky po vysuSeni na vodnou fazi byly doplnény
10 ml 40 mM octanu amonného a naneseny na DEAE-
Sephadex kolony, kterymi volné prokapavaly pies Cig
patrony. Do prazdnych banék se zbytky vzorkt bylo ptida-
no dalsich 10 ml 40 mM octanu amonného a naneseno
opét na kolonu. Poté byly analyty z jednotlivych C;g pa-
tron eluovany 2 ml diethyletheru (99%) za vzniku dvou
fazi. Spodni faze byly ze zkumavek odsaty pipetou
a zbyvajici horni faze byly vysuSeny pod plynnym dusi-
kem (béhem 15 minut). Vzorky byly pfipraveny pro LC-
MS/MS  analyzu rozpu$ténim odparku v 50 pl
10% acetonitrilu a nasledovanym prefiltrovanim pfes mi-
krofiltr (0,45 um).

Postup ptfipravy vzorku B (Mikroextrakce ->
Cis -> MAX)

K pfipravenému rostlinnému materidlu (cca 50 mg ve
2ml mikrozkumavkéch) byl napipetovan 1 ml 80% metha-
nolu (-20°C), pfiddn vnitini deuterovany standard
(40 pmol *Hg-JA/vzorek) a vlozena jedna homogeniza&ni
kulicka. Vzorek byl homogenizovan ve vibra¢nim kulo-
vém mlynku (3 min, intenzita 27 Hz), poté umistén na
3 min do ultrazvuku a béhem nasledujici pll hodiny pro-
michavan pomoci mechanického rotatoru v lednici pii 4 °C.
Nasledné provedena centrifugace splilovala tyto parametry
— Cas 3 min, teplota 4 °C, otacky 15 000 rpm. Ziskany
supernatant byl odpipetovan a piivodni sediment byl opét

Obr. 1. Schéma studovaného lokalniho stresu listii Huseni¢ku rolniho (4rabidopsis thaliana)
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ANALYZA KYSELINY JASMONOVE V BIOLOGICKEM MATERIALU

| Postup A |

Rostlinny materidl, cca 50 mg Zivé hmoty
(skladovan v -70°C)

| Postup B |

4

| homogenizace v kapalném dusiku

| pridavek 20ml 80% methanolu

|_

—| extrakce pres noc pfi -20°C

+ standard °H,-JA
(40u1 10° mol/I)

centrifugace
(20 min, 15000 rpm, 4°C)

supernatant pres kolonu C18
(aktivace: ethanol, voda)

| vysuseni pod plynnym dusikem |

Casova narocnost: cca 4 dny
(9 vzorka)

N

| extrakce do 1ml 80% methanolu |

+standard °H,-JA
(40l 10° mol/1)

| vloZeni homogenizacni kulicky |

homogenizace v kulovém mlynku
(3 min, intenzita 27 Hz)

| ultrazvuk (3 min, 4°C) |

| mechanicky rotator (30 min, 4°C) |

centrifugace
(3 min, 15000 rpm, 4°C)

supernatant pres kolonu C18
(aktivace: methanol, voda)

vysuseni pod plynnym dusikem |

precisténi pres kolonu MAX |

rozpusténiv 50pul 30% ACN |

I
I
| vysuseni pod plynnym dusikem |
I
I

LC-MS/MS analyza |

Casova narocnost: cca 2 dny
(9 vzorkd)

Obr. 2. Schéma popisovanych postupi extrakce a purifikace A a B s naznacenou ¢asovou naro¢nosti

reextrahovan za stejnych podminek. Sekundarni superna-
tant byl posléze spojen s primarnim. Vzorek byl postupné
nanesen na zaktivované kolony C;g (100 mg/1 ml; aktivace
2 ml 99,9% methanolu a 2 ml deionizované vody) a protla-
¢eny eluat odpaien pod plynnym dusikem na vodnou fazi.
Druhy krok purifikace byl proveden na Oasis® MAX SPE
kolon¢ (30 mg/1 ml). Nejprve byla kolona solvatovana
1 ml 99,9% methanolu, ekvilibrovana nanesenim 1 ml 5%
amoniaku (V/V, vodny roztok) anasledné proplachnuta
Iml deionizované vody. Po naneseni vzorku, ke kterému
byl pfidan 1 ml 5% amoniaku za dikladného promichani
aultrazvuku, byl analyt navazdn na médium v koloné
a proplachnut 2 ml 5% amoniaku a posléze 2 ml 99,9%
methanolu. V poslednim kroku purifikace bylo cilené¢ zmé-
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néno pH za pomoci 3ml 2% mravenéi kyseliny
v methanolu (V/V) a analyt byl uvolnén z kolony. Vzorek
byl odpafen do sucha pod plynnym dusikem a pfipraven
k analyze na LC-MS/MS rozpusténim v 50 ul 30% aceto-
nitrilu.

Vysledky a diskuse

Jasmonova kyselina patii mezi slouceniny, které jsou
schopné lehce odstépovat proton, a proto je elektrosprej
v negativnim médu vhodnou ionizaéni technikou pti LC-
MS/MS analyze®. Na za¢atku je fytohormon separovan od
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10 pmol JA (inj.10ul) F1:MRM of 2 channels ES- Postup A (Inj.15/50ul)

209.15>59.10

JA(209559) _ JA(209>59)
100 5.09 2236e+005 | 100777 0" =
23278.40 1 314963

0 e e e min

5 pmol *H¢JA (Inj.10pl) F1:MRM of 2 channels ES-

F1:MRM of 2 channels, ES-
209.15>59.10
3.136e+004

F1:MRM of 2 channels,ES-

Postup B (Ini15/50u) £1:vrM of 2 channels ES-

JA(209>59)
5.11

209.15>59.10
5.814e+004

F1:MRM of k channels,ES-

_d6-JA(215>59) 215.15>59.10 d6-JA (215>59) 215.15>59.10 _d6-JA(215>59) 215.15>59.10
100 502 9.7856+004 100 502 1.285e+004 504 2.579e+004
11053.43 1425.64 3031.49
0/0
0 T T T T T T T min T T T T T T T T min
4.50 5.00 5.50 6.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Obr. 3. Tontové chromatogramy sledovanych MRM piechodii u smési standardi JA/’He-JA (o koncentraci 10 pmol/5 pmol)
a zaznamy realnych vzorki (cca 50 mg Zivé hmoty) pri testu purifika¢nich protokoli A a B s piidavkem stejné smési

ostatnich latek (moznych interferenci) obsazenych
v realném vzorku na reverzni fazi a posléze detegovan na
zéakladé selektivniho MRM modu — sledovani produktu
rozpadu iontu — probihajiciho v tandemovém hmotnostnim
spektrometru’. Interni standard pro dany analyt automatic-
ky koriguje mozné ztraty bé¢hem upravy rostlinného mate-
ridlu a je zaroven pouzit pii kvantifikaci JA metodou izo-
topového ziedovani®. Ve shodd s diive publikovanymi
vysledky’® byl tedy pro JA i He-JA nalezen charakteristic-
ky MRM piechod 209 > 59 a 215 > 59. Na kolon¢ Jupiter
C4 byla za danych podminek ziskédna rychld a robustni
separace s velmi dobrou stabilitou retencnich cast
5,11£0,02 min pro JA a 5,04+0,02 min pro ’He-JA
(obr. 3). Bylo dosazeno linearity v rozsahu ctyf radi
s koeficientem determinace R* 0,9997. Limita detekce byla
definovana jako trojnasobek poméru signal/Sum a byla
stanovena na hladiné 25 fmol/nastfik. Limita kvantifikace
kalibrace a dosahovala hodnot 50 fmol/nastiik.

K porovnani jednotlivych aplikovanych protokold
(obr. 2) byla zvolena metoda standardnich pfidavkd pro
dva typy vzorkl — v prvni sadé vzorkl byla pouzita pouze
smés standardti JA/*He-JA v mnozstvi 10 pmol/5 pmol ve
vzorku; druha sada byla tvofena navazkou cca 50 mg listd
36denni Arabidopsis thaliana opét s pridavkem smési
JA/*Hg-JA. Byla poéitana navratnost znamého piidaného
mnozstvi jasmonové kyseliny a pomoci metody izotopové-
ho zied'ovani také celkova analyticka presnost a spravnost
testovanych postupti (tabulka I). Postup A (Extrakce -
> Cyg3-> DEAE-Sephadex + C,g) poskytl u vzorkl obsahu-
jicich pouze smés standardi JA/*He-JA relativné nizkou
navratnost 41 %. U vzorkl obsahujicich nestresovany rost-
linny material (s velmi nizkou pfirozenou hladinou jasmo-
nové kyseliny) s ptidanou smési standardti JA/*He-JA byla
navratnost procentudlné podobna (37 %). Tento postup byl
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Casove isvymi pozadavky na zru¢nost velmi naroény.
Piiprava vzorku pro analyzu LC-MS/MS (od surového
rostlinného materialu po posledni bod ve vySe popsaném
postupu) trvala 4-5 dni (obr.2). Postup B
(Mikroextrakce -> Cig -> MAX) pfi prvni sadé vzorkd,
které obsahovaly pouze 10 pmol/5 pmol JA/*H¢-JA, po-
skytnul vybornou navratnost 99 %. Tyto hodnoty vychaze-
ly velmi podobné i u vzorku, které obsahovaly nejen smés
JAPH-JA, ale inestresované listy rostliny A. thaliana
(93 %). Postup B byl casové uspornéjsi o 40-50 % nez
postup A. Priprava vzorku (od surového rostlinného mate-
ridlu po posledni bod ve vySe popsaném postupu) trvala 2
az 3 dny v zavislosti na poctu vzorki (obr. 2). Také vypoc-
tena presnost a spravnost nového postupu B vykazovala
lepsi hodnoty v porovnani s dfive publikovanym postupem
A u obou typu vzorki (tabulka I). Ziskané vysledky ukaza-
ly jednoduchost a rychlost mikroextrakéniho protokolu
(Postup B) bez ztraty citlivosti a vétsiho rusivého vlivu
moznych interferenci z redlného materialu pro navazujici
LC-MS/MS analyzu. Limita detekce pro JA piepoctena na
zivou hmotu A. thaliana byla stanovena na hladiné 0,25 pg
JA v 1 gramu realného vzorku. Nase metoda tedy poskyto-
vala podobné ¢i lepsi vysledky jako jiné publikované prace
pouzivajici zjednodugené purifikace’ 2.

Druhé ¢ast méreni byla soustiedéna na stanoveni za-
vislosti mezi obsahem JA v listech rostliny Arabidopsis
thaliana a Casem, ktery uplynul po lokalnim poranéni.
Ziskany rostlinny material posbirany v 30minutovych in-
tervalech byl extrahovan a purifikovdn postupem B
(80% methanol -> C;g -> MAX) a v praxi tak byla proka-
zana jeho pouzitelnost pro analyzu JA. Vysledky naznaci-
ly, Ze lokalni stres na rostlin¢ aktivuje obranny mechanis-
mus, jehoZ soucasti je syntéza jasmonové kyseliny. Obsah
JA v listech A. thaliana byl nejvyssi po Sedesati minutach
od poranéni (obr. 4). V tomto okamziku byla hladina jas-
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Porovnani jednotlivych typa extrakce a purifikace metodou standardnich piidavkd. Test dvou typt vzorki — smés standar-
dit JA"Hg-JA o koncentraci 10 pmol/5 pmol a navazky cca 50 mg listi 36denni Arabidopsis thaliana opét s piidavkem

smési JA/"Hg-JA (pocet opakovani n = 3)

Typ vzorku POSTUP A POSTUP B
navratnost [%] obsah JA [pmol/vzorek] navratnost [%]  obsah JA [pmol/vzorek]
10pmol JA 54,22% 10,51 101,00% 10,26
32,91% 8,92 93,38% 9,82
34,83% 9,87 101,22% 10,44
40,65+9,63% 9,77+0,65 98,53+3,64% 10,17+0,26
Ptesnost, % RSD 6,7% 2,6%
Spravnost, % bias 2,35 -1,70
A.thaliana 46,54% 8,24 85,98% 9,64
+ 10pmol JA 34,69% 8,36 92,81% 10,39
30,89% 9,22 99,67% 10,62
37,38+6,67% 8,01+0,44 92,82+5,56% 10,22+0,42
Ptesnost, % RSD 5,1% 4,1%
Spravnost, % bias 13,92 -2,16
2s00.000 —
[ .
B 000.000 L ——
: | —
s | e
E 1500.000 T [—— — 7-77_777_77 -
= \ R/
2 1000000 1~ — S u
© | —m—m B —
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| B —
0.000 41177277_777_77 g - _
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Obr. 4. Graf zavislosti obsahu jasmonové Kyseliny (pmol g™') na &ase (0 az 120 min) po lokalnim poranéni listi 36denni Arabi-

dopsis thaliana

monové kyseliny az 30krat vétsi (2076,3 pmol g') nez
u rostliny, ktera nebyla stresovana (70,2 pmol g™'). Nejvét-
$i mnozstvi JA bylo rostlinou nasyntetizovano mezi ¢asy
nula a tiicet minut po stresu (1681,2 pmol g™), kdy se
hladina JA zvedla vice nez 7krat. Nalezeny trend
v biosyntéze jasmonové kyseliny ve druhé ¢asti méfeni se
pohyboval v rozmezi dvou az tifi koncentracnich tadu
a ukdzal, Ze novy purifika¢ni protokol pro nizké navazky
v kombinaci s LC-MS/MS analyzou je pouzitelnou meto-
dou pro sledovani hladin jasmonové kyseliny u podobnych
biologickych jevl. Naméfena data korespondovala
s vysledky napiiklad publikovanymi Panem a spol., ktefi
analyzovali v Arabidopsis thaliana celou $kalu fytohormo-
nd a stanovili nejvétsi obsah JA v ¢ase 60 min po lokalnim
stresu'2. Také Tamogami a Kodama stanovovali metaboli-
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ty jasmonové kyseliny v rostlinach Oryza sativa (ryze
setd) a dosli ke stejnému zavéru — obsah metabolitl JA byl
maximalni v &ase 60 minut po lokalnim stresu’.

Zaveér

Nové navrzeny postup extrakce v mikrométitku kom-
binovany s purifikaci na smésnych Oasis® MAX kolonach
se zda byt nejen casové vyhodny, ale i jeho ndvratnost
(pohybujici se kolem 90 %) je vyborna. Konecné spojeni
s LC-MS/MS pfinasi rychlou a jednoduchou analyzu jas-
monové kyseliny. Prakti¢nost tohoto postupu byla ovétena
tvorbou zavislosti obsahu JA na case po lokalnim stresu
rostliny Arabidopsis thaliana. Obsah jasmonové kyseliny
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je na maximu po 60 min od poranéni listl testovanych
rostlin.

Prezentovana prace pfinesla podrobny popis poprvé
aplikovaného protokolu mikroextrakce a purifikace na
MAX SPE kolonach pro analyzu se zaméfenim na jasmo-
novou kyselinu. Vysledky naznacuji vhodnost této metody
pro sledovani biosyntézy imetabolismu jasmonatl
vriznych biologickych materidlech a experimentech.
Vramci dalsitho vyzkumu bude zkoumano univerzalni
pouziti mikroextrakce a purifikace na SPE kolonach ve
smyslu analyzy riznych typt fytohormond soucasné —
nékolik skupin biologicky aktivnich latek stanovenych v
jednom extraktu — coz by mélo pfispét k dalsi Casové i
finan¢ni uspote. Takovéa metoda bude vhodna pro sledova-
ni biosyntézy i metabolismu riznych rostlinnych hormond
v riiznych biologickych materidlech a experimentech.

Tato prace byla financné podporena Grantovou agen-
turou  Akademie veéd Ceské  republiky  (projekt
KAN200380801) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télo-
vychovy Ceské republiky (projekt MSM6198959216).
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VYVOJ A OPTIMALIZACE METODY PRO ANALYZU ATORVASTATINU,
ROSUVASTATINU A JEJICH METABOLITU S VYUZITiM UHPLC-MS/MS A MEPS

PRO PRIPRAVU VZORKU

VERONIKA PILAROVA, HANA VLCKOVA,
PAVEL SVOBODA a LUCIE NOVAKOVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, Katedra analytické chemie, Heyrovské-
ho 1203, 500 05 Hradec Kralové

Pilarovw@faf.cuni.cz

Uvod

Statiny jsou skupinou 1éCiv, ktera se vyuziva pro sni-
zeni hladiny cholesterolu vkrvi.  Zahrnuji pfirodni
(lovastatin), polosyntetické (simvastatin, pravastatin)
a syntetické latky (fluvastatin, cerivastatin, pitavastatin,
atorvastatin a rosuvastatin). Prvni statin (mevastatin) byl
objeven a izolovan jako metabolit houby Penicillium ci-
trinum, ale nebyl v praxi vyuZzit. Dalsi statiny byly poté
ziskavany  semisyntetickou a  syntetickou cestou
a v klinické praxi jiz naSly vyuZziti. Statiny existuji ve dvou
ruznych formach — ve formé laktonu a oteviené hydroxy-
kyseliny (obr. 1). Hydroxykyselina je vlastni aktivni for-
mou, lakton musi byt v organismu transformovan na ¢in-
nou formu.

Utinek statind  spo¢iva v inhibici 3-hydroxy-3-
-methylglutaryl koenzym A reduktasy, kterd je klicovym
enzymem endogenni syntézy cholesterolu predev§im
v hepatocytech. Vlivem statini nedochazi k pfeméné

3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A na mevalonat
a vzniku cilové molekuly cholesterolu. Snizenim nitrobu-
nécné tvorby cholesterolu dochédzi ke zvySené prezentaci
proteinti LDL-receptorti na povrchu bunék a urychluje se
tak vychytdvani LDL castic z plazmy. Koncentrace LDL
v krvi klesa. Zaroven dochazi k nizs§i tvorbé VLDL ¢astic
v jatrech a sniZeni koncentrace triacylglyceridi v krvi.

Statiny maji vyznamné misto v prevenci kardiovasku-
larnich onemocnéni, jsou uzivany pacienty trpicimi meta-
bolickym syndromem, hypercholesterolemii a koronarnimi
chorobami.

Cilem prace bylo molekuly atorvastatinu, rosuvastati-
nu a jejich metabolith selektivné identifikovat a kvantifi-
kovat v biologickém materialu. Tyto dva statiny byly zvo-
leny pro svoje vyhodné farmakologické vlastnosti (dlouhy
biologicky polocas) a také proto, ze patii k nejvice vyuzi-
vanym statinim v klinické praxi v CR. Rosuvastatin je
navic vyhodny ztoho divodu, Ze minimalné¢ ovliviiuje
izoenzymy CYP-450, ¢imZ dochdzi k eliminaci nezadou-
cich uc¢inku a interakci s jinymi podavanymi 1é¢ivy. Vyvi-
nutd metoda poté poslouzi pro rutinni analyzu biologic-

kych vzorkd pacienti a stanovovani hladin stating'™ .

Experimentalni ¢ast

K praci byly pouzity standardy nésledujicich latek:
atorvastatin, atorvastatin-ds, atorvastatin lakton, p-
hydroxykyselina atorvastatinu, o-hydroxykyselina ator-

HO. HO o
COOH
a OH b °
CH;3 CH,
— W
~———
D
c d
— W
N

CH,
0,

N
\ﬁ\N

HaC

Obr. 1. a) atorvastatin; b) atorvastatin lakton; c) rosuvastatin; d) rosuvastatin lakton
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Tabulka I
Optimalni podminky pro SRM
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Analyty Zptsob Prekurzorové Fragmenty Dwell Cone Kolizni energie tr
ionizace ionty Time Voltage

RV ESI- 479,8 418,2 0,1 30 15 2,28
DES RV ESI- 465,8 404,1 0,1 30 15 0,99
RV-dg ESI- 485,8 4242 0,1 30 15 2,29
RVL ESI+ 463,9 270,0 0,05 50 35 3,57
AT-ds ESI- 562,1 283,3 0,1 40 40 4,24
p-OH-AT ESI- 573,1 413,1 0,1 35 30 2,27
0-OH-AT ESI- 573,1 278,3 0,05 40 40 3,90
AT ESI- 557,1 2783 0,1 40 40 4,26
ATL ESI- 539,2 278,2 0,05 30 40 5,28
PV ESI- 4229 321,3 0,1 30 15 1,21

DES RV = desmethylrosuvastatin, RV = rosuvastatin, RVL = rosuvastatin lakton, p-OH-AT = p-hydroxykyselina ator-
vastatinu, 0-OH-AT = o-hydroxykyselina atorvastatinu, AT = atorvastatin, ATL = atorvastatin lakton, RV-ds = rosuvastatin

-dg, AT-ds = atorvastatin-ds, PV = pravastatin

vastatinu, rosuvastatin, rosuvastatin-ds, rosuvastatin lak-
ton, desmethylrosuvastatin a pravastatin. Tyto standardy
byly ziskdny u Toronto Research Chemicals, Kanada, pra-
vastatin u Sigma-Aldrich, Praha.

Pro ptipravu mobilni faze byla pouzita rozpoustédla:
ultracistd voda vyrobena na Farmaceutické fakulté, Mili-
Q, Millipore, pied pouzitim byla prefiltrovana; acetonitril
— acetonitrile, LC-MS Chromasolv, minimum 99,9%, Sig-
ma-Aldrich; octova kyselina — acetic acid, minimum
99,9%, Sigma-Aldrich; amoniak — amonnium hydroxide
solution pro LC-MS, minimum 25% ve vodé¢, Sigma-
Aldrich.

Uprava vzorki byla provadéna pomoci MEPS sttikaé-
ky o kapacité¢ 500 ul (SGE Analytical Science), sorbentu
C8 MEPS BIN pro XCHANGE® a ru¢ni automatické
eVol® pipety (SGE Analytical Science).

Pro separaci byl pouzit Acquity UPLC systém (Waters),
analyticka kolona Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pum,
Waters), gradientova eluce s pouzitim mobilni faze
ACN:0,5 mM octan amonny pH 4,0, pritok 0,3 ml min ™",
nastiik 5 pl. Pro tandemovou hmotnostni detekci byl pou-
zit hmotnostni analyzator typu trojittho kvadrupolu
Quattro Micro, Waters. Pro zpracovani dat byl pouzit soft-
ware MassLynx. Pro hmotnostni detekci byla pouzita ioni-
zacni technika ionizace elektrosprejem v negativnim
i pozitivnim médu — ESI/EST". Iontovy zdroj byl nastaven
v ESI takto: napéti na kapilare 2,5 kV, teplota iontového
zdroje 130 °C, extrakéni kuzel 1,0 V, hexapdl 0,5 V. Ne-
buliza&nim plynem byl dusik o priitoku 650 1h™" a o teplo-
té¢ 450 °C. Na vstupnim kuzelu byl také pouzit dusik
o pritoku 70 1 h™'. Napéti na vstupnim kuzelu (Cone Vol-
tage) bylo nastaveno pro kazdy analyt zvlast (viz tab. I).
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Kvantifikace vsech analytd byla provedena s vyuzitim
SRM (Selected Reaction Monitoring) experimentu, kdy
pro kazdou latku byly vybrany ionty prekurzoru, fragmen-
tu a optimalizovana kolizni energie (tab. I).

Vysledky a diskuse

Pro separaci analytd byl vyuzit UHPLC systém.
UHPLC analyza byla provddéna na analytické koloné
Acquity BEH CI18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um, Waters) pro
ziské&ni vysoké u¢innosti separace a rychlé analyzy. Mobil-
ni faze byla sloZena z acetonitrilu a 0,5 mM octanu amon-
ného o pH 4,0. Byla pouzita gradientova eluce o pocatec-
nim sloZeni acetonitril: octan amonny (30:70). Octan
amonny je dulezity pro zvySeni u¢innosti ionizace a na-
sledné citlivosti metody. Hodnota pH v rozmezi 4,0-5,0 je
kli¢ova pro zamezeni interkonverze analyti z laktonové
formy na kyselou a opacné. Proto byl pufr o pH 4,0
resp. 4,5 pouzivan v prubéhu celé analyzy (pfiprava vzor-
ka, standardu, Gprava vzorki a chromatografie).

Pro MS/MS detekci byly nejprve podrobné optimali-
zovany podminky v pozitivnim a negativhim zaznamu
ESI. Byly vybrany prekurzorové ionty i fragmenty pro
SRM kvantifikaci v obou modech. Pro kazdou latku byly
zjiStény optimalni podminky pro SRM (viz tab. I). Nasled-
né¢ byly zméfeny kalibracni kiivky a na zakladé citlivosti,
linearity a opakovatelnosti metody bylo pro kvantifikaci
vsech analyt vybrano sledovani prekurzorti [M-H]™ kromé
rosuvastatinu laktonu, pro ktery byl zvolen ion [M+H]".

Priklad MS spekter v ESI” a MS/MS spekter v ESI™
pro atorvastatin a rosuvastatin je na obr. 2. Byl proveden
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Obr. 2. MS a MS/MS spektrum ionti v negativnim zaznamu ESI pro a) atorvastatin; b) rosuvastatin

test zpiasobilosti systému na tfech koncentrac¢nich hladi-
néch, a to 10, 100 a 500 nmol 1™ pro vSechny stanovované
latky (viz tab. II). Opakovatelnost retencnich Cast byla
<1 % pro vSechny analyty. Opakovatelnost plochy piku
byla < 5% pro vSechny analyty. Ukazka separace smési
standardi je uvedena na obr. 3.

Podminky uvedené v tab. 1 byly pouzity pro vyvoj
a optimalizaci metody MEPS. MEPS je v podstaté minia-
turizované provedeni techniky extrakce na tuhou fazi SPE.
Optimalizace tedy zahrnuje optimalizaci roztokd pouziva-
nych pfi izolaci 1é¢iva pomoci této metody (sloZeni
promyvaciho a elu¢niho ¢inidla, koncentrace pufri). Nej-
vétsim problémem byla optimalizace elu¢niho ¢inidla, kde
byly vyzkouseny roztoky o riznych pomeérech acetonitrilu
a 0,1 M octanu amonného pH 4,5 vrozmezi 75:25 —
100:0, a promyvaciho ¢inidla, kde se vyzkousSely roztoky
o pomérech acetonitrilu a 0,01 M octanu amonného pH 4,5
v rozmezi 25:75-0:100. Tento problém byl zpisoben vel-
mi riznou polaritou hodnocenych latek. Po vyhodnoceni
vysledkll bylo vybrano elu¢ni ¢inidlo acetonitril: 0,1 M
octan amonny pH 4,5 o poméru 95:5 a promyvaci ¢inidlo
acetonitril: 0,01 M octan amonny pH 4,5 o poméru 5:95.

Metoda byla zvalidovana v souladu s ICH smérnici.
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Pro kvantitativni hodnoceni byla pouzita metoda
vnitiniho standardu s vyuzitim stabilnich izotopicky zna-
cenych vnitinich standardt (atorvastatin-ds pro atorvasta-
tin, atorvastatin lakton, hydroxykyseliny atorvastatinu,
rosuvastatin lakton; rosuvastatin-ds pro  desmethylrosu-
vastatin a rosuvastatin; pravastatin byl zkousen jako vniti-
ni standard pro desmethylrosuvastatin, ale lepsi vysledky
byly dosazeny s rosuvastatinem-dg).

Ovéteny byly vSechny valida¢ni parametry (linearita,
spravnost, presnost, matricové efekty, selektivita, limit
detekce a limit kvantifikace), viz tab. IIl. Linearita byla
ovéfovana pro vSechny analyty pomoci standardni kalib-
raéni kiivky v rozsahu 0,1-1000 nmol I"" a v tom samém
rozsahu také na zéklad¢ matricové kalibra¢ni kiivky. Ko-
relaéni koeficienty pro vSechny analyty byly > 0,999
s vyjimkou atorvastatinu (0,998).

Pro spravnost a piesnost metody byly proméfeny
vzorky na tfech koncentrac¢nich hladindch, méfeni bylo
zopakovano ve tfech dnech. K ovétfeni matricovych efekt
a spravnosti metody byly pouzity tfi rizné pfipravené
vzorky pro kazdy analyt, a to standard latky, blankové
sérum obohacené analyty a upravené MEPS metodou
a blankové sérum upravené metodou MEPS a obohacené
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Tabulka IT
Test zpusobilosti systému

Analyty RSD- tg [%] RSD — plocha piku [%]
L1 L2 L3 L1 L2 L3

RV 0,13 0,10 0,11 1,34 1,32 2,88
DES RV 0,25 0,31 0,46 3,29 1,84 2,11
RVL 0,13 0,01 0,11 3,21 2,89 3,96
p-OH-AT 0,11 0,12 0,00 2,51 1,37 2,08
0-OH-AT 0,20 0,24 0,07 2,19 1,40 2,41
AT 0,10 0,08 0,04 2,05 0,94 2,56
ATL 0,07 0,07 0,09 3,86 0,83 2,27
PV 0,00 0,00 0,62 2,08 1,25 3,77

DES RV = desmethylrosuvastatin, RV = rosuvastatin, RVL = rosuvastatin lakton, p-OH-AT = p-hydroxykyselina ator-
vastatinu, 0-OH-AT = o-hydroxykyselina atorvastatinu, AT = atorvastatin, ATL = atorvastatin lakton, PV = pravastatin,
L1, L2, L3 = koncentrace 10, 100 a 500 nmol 1™
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Obr. 3. Zaznam SRM prechodii pro zjist'ované analyty ve formé standardi
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Tabulka IIT
Validace metody pro analyzu atorvastatinu a rosuvastatinu z biologického materialu

Validace metody DES RV RV RVL  p-OH AT 0-OH AT AT ATL
Linearita (R?) — matricové 0,9991 0,9996 0,9990  0,9997 0,9993 0,9998  0,9982
kalibrac¢ni kfivka
Linearita (R?) — kalibraéni 0,9991 0,9998 0,9995 0,9991 0,9996 0,9998  0,9998
ktivka standardu
Spravnost metody, % L1 104,4 102,1 113,2 84,7 71,0 100,0 94,5
L2 99,9 102,5 119,6 85,5 77,0 103,3 92,9
L3 109,7 113,7 122,1 101,1 85,1 110,2 100,2
Presnost metody, RSD % L1 1,9 0,6 0,5 1,4 34 1,4 2,7
L2 4,0 5,2 2,1 5,4 2,7 2,7 5,6
L3 33 7,3 14,8 3,6 12,5 6,6 6,9
Matricové efekty, % L1 96,0 100,4 98,8 98,0 99,4 102,3 99,3
L2 94,1 100,2 97,0 98,3 95,9 98,1 93,9
L3 105,1 99,4 99,6 89,7 95,7 98,3 89,9
LOD, nmol I"! 1 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 1
LOQ, nmol ! 2,5 1 1 1 0,5 1 2,5

DES RV = desmethylrosuvastatin, RV = rosuvastatin, RVL = rosuvastatin lakton, p-OH-AT = p-hydroxykyselina atorvas-
tatinu, 0-OH-AT = o-hydroxykyselina atorvastatinu, AT = atorvastatin, ATL = atorvastatin lakton,
L1, L2, L3 = koncentrace 500, 50 a 5 nmol 1"}, LOD, LOQ = hodnoty pro matricovou kalibra¢ni kiivku

analyty. Z vysledkl plyne, ze analyty nejsou matricovymi Autorka dékuje za zadani zajimavé prace, odbornou
efekty vyrazné€ ovlivnény. Pfesnost a spravnost metody konzultaci, vedeni, poznatky a cas Doc. PharmDr. Lucii
byla ovéfena na tfech koncentracnich hladinach Novakové Ph.D. a Mgr. Hané Vickové.

s mezidenni pfesnosti <15 % a vytéznosti v rozsahu 70 az
125 % pro vSechny analyty. Dostate¢na citlivost s LOQ LITERATURA
0,5-2,5 nmoll" umoZiuje vyuziti této techniky 5
v monitorovani hladin atorvastatinu, rosuvastatinu a jejich 1. Novakova L., Satinsky D., Solich P.: Trends Anal.
metabolitli v biologickych tekutinach. Chem. 27, 352 (2008).
2. Hing-Biu Lee, Peart T. E., Lewina Svoboda M., Bac-
kus S.: Chemosphere 77, 1285 (2009).

Zavér 3. Martinkova J. a kol.: Farmakologie pro studenty zdra-
votnickych oborii, 1. vydani, Grada, 2007.
Byla vyvinuta analytickd metoda pro stanoveni ator- 4. Lillman H., Mohr K., Hein L.: Barevny atlas farma-
vastatinu, rosuvastatinu a jejich metaboliti v biologickém kologie, 3. Ceske vydani, Grada, 2007.

materidlu (sérum) s vyuzitim stabilnich izotopicky znace-
nych vnitfnich standardd. Byly optimalizovany jednotlivé
kroky analyzy MEPS-UHPLC-MS/MS a provedena vali-
dace. Vyvinutd metoda byla rychla a poskytovala presné
a spravné vysledky. Spojeni MESP a UHPLC umoziuje
snizit spotfebu vzorku i rozpoustédel jak v kroku pfipravy
vzorku, tak v kroku vlastni analyzy. Obé metody také
umoziuji ¢asovou usporu a veétsi prostupnost vzorkl
v laboratofi. Tato metoda bude nyni vyuzita pro analyzu
vzorkl pacientt, ktefi uzivaji analyzované statiny.
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Uvod

V poslednych rokoch sa kladie velky doraz na auten-
tifikaciu potravin, ¢i uz na ich geograficky povod alebo na
originalitu. Medzi vyznamné oblasti patria vina a vinne
produkty, ako je napriklad brandy a vinny destilat. Brandy
je liehovina vyrobend z vinneho alkoholu s minimalnym
obsahom 94,8 % za predpokladu, Ze tento destilat tvori
maximalne 50 % objemu konec¢ného vyrobku, ktory ne-
smie obsahovat’ vinny destilat. Zreje po dobu najmene;j
jedného roku v dubovych sudoch o objeme 1000 litrov,
pripadne vécsich, alebo minimalne Sest’ mesiacov o obje-
me menSom ako 1000 litrov. Vinny destilat je liehovina
vyrabana destilaciou vina alebo alkoholizovaného vina
s minimalnym obsahom 86 % alkoholu. Vinny destilat
nesmie obsahovat’ pridany etylalkohol poI'nohospodarske-
ho pévodu'. Z uvedenych charakteristik vyplyvaju rozdie-
ly v pridanej hodnote jednotlivych vyrobkov ako i moz-
nost’ falSovania brandy pridavkom vinneho destilatu, ¢im
sa umelo zvysi produkcia brandy a tym aj zisk.

Fluorescencna spektroskopia je rychla a lacna meto-
da, ktorej spektra obsahuji chemické, fyzikalne
a Struktirne informécie o réznych zlozkach a javoch vo
vzorke, teda analyticka informacia obsiahnuta vo fluores-
centnom spektre je uz svojou podstatou viacrozmerna,
a preto je jej spojenie s viacrozmernou analyzou viac nez
ziaduce.

V uvedenej praci, sme sa snazili vyvinat rychlu
a lacni metddu na autentifikaciu brandy, pomocou flores-
cenénej spektroskopie v spojeni s viacrozmernou kalibra-
ciou viaczlozkovych zmesi.

Experimentalna ¢ast’
Pristroje a zariadenia

Na meranie fluorescencnych spektier sa pouzil Perkin-
Elmer LS 50 Luminescence Spectrometer s Xe lampou.
Spektrometer bol spojeny s pocitatom a na zber udajov
a spracovanie spektier sa pouzil FL Data Manager Softwa-
re (Perkin-Elmer).
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Meranie fluorescencnych spektier

Vzorky destildtov sa merali v dvoch geometriach,
v pravouhlej geometrii (RG) a z povrchu (FFG). V RG sa
meralo v rozsahu vlnovych dizok 485-580 nm, pri¢om
excitaéna vlnova dizka sa nastavovala od 363 do 483 nm
s krokom 8 nm. Pri FFG sa meralo v rozsahu vlnovych
dizok 450-545 nm pri¢om excitaéna vinové diZka sa na-
stavovala od 328 do 440 nm s krokom 8 nm. Pri obidvoch
geometriach bola Sirka excitacnej a emisnej Strbiny mono-
chromatora 5,0 nm; rychlost’ skenovania bola 200 nm/min.

Vzorky

Pre kalibracny a testovaci subor sa namerali emisné
fluorescencné spektra zmesi Karpatského brandy (d’alej
oznacovaného ako vinny destilat — vd) a Karpatské brandy
Special (d’alej oznacované¢ho ako brandy). Trojrozmerna
fluorescenc¢na excitano-emisna datova matica (3D EEM)
sa pouzila na zostrojenie a testovanie modelu paralelnej
faktorovej analyzy (PARAFAC) ako aj na vypocet kalib-
racnej zavislosti. Nasledne sa zmeralo 5 nadhodne vybra-
nych brandy, ktoré boli zakiipene v supermarkete.

Viacrozmerna analyza

Z nameranych spektier sa pre kalibracné a testovacie
roztoky ako i pre vzorky vytvorili excitaéno-emisné datové
matice (EEM), ktoré sa kombinovali do vstupnej 3D EEM
pre model PARAFAC. Vhodnost modelu PARAFAC na-
vrhnutého z kalibranej matice sa otestovala pouzitim
testovacicho stiboru. Rozkladom ziskané jednotlivé fakto-
rové skore modelu sa pouzili ako vstupné parametre do
linedrnej viaczlozkovej kalibracie — pouZzila sa viacnasob-
na linearna kalibracia (MLR) a metdda CiastoCne linear-
nych Stvorcov (PLS1).

Na vyhodnotenie sa pouzil softvér Microsoft Office
Excel 2010, Statistica version 7.0 (StatSoft, USA, 2004),
MATLAB verzia 7.0 (The MathWorks Inc., USA, 2005)
a PLS Toolbox verzia 6.0 (Eigenvector Research Inc.,
USA, 2010).

Vysledky a diskusia

Podla vizualneho hodnotenia vrstevnicovych map,
ktoré boli namerané pre cisté latky — brandy (obr. 1)
a vinny destilat (obr. 2) pri RG sa da ocakavat’, Ze navrh-
nuty PARAFAC model bude mat’ dobrt predikéna schop-
nost, pre dostatocne oddelené fluorescenéné maxima
v excitaénych a emisnych vinovych dizkach. V pripade
FFG pre cisté latky — brandy (obr. 3) a vinny destilat
(obr. 4) mézeme predpokladat’, Ze navrhnuty model bude
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Obr. 1. RG vrstevnicova mapa excitacno-emisného spektra
brandy
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Obr. 2. RG vrstevnicovdA mapa excitacno-emisného spektra
vinneho destilatu

poskytovat’ menej presna predikciu, pretoze fluorescencné
maximé pre vinny destilat a brandy st v tesnej blizkosti
excitaénych vinovych dizok a prekryvaji sa v oblasti
emisnych vinovych dizok.

Pre obidve geometrie sa pripravilo 21 Standardnych
roztokov, 10 testovacich roztokov a 5 vzoriek.
Z nameranych EEM sa pripravili 3D EEM vstupné matice
pre model PARAFAC. Vzhladom na ¢asovi narocnost’
vypoctov modelu sa pouzili redukované 3D matice.
Z kalibracnej matice sa navrhol model PARAFACu, kde
pocet faktorov sa urcil na zdklade hodnoty presnosti "core
consistency" (popisuje percento celkovej informacie
vstupnej matice), ktord pre obe geometrie (FFG_model
a RG_model) bola vicsia ako 98 %. Potom sa oba modely
testovali testovacimi 3D redukovanymi maticami — hodno-
ta presnosti pre FFG_model a RG_model bola vécsia ako
99 %.

Rozkladom ziskané jednotlivé faktorové skore (Z;, ...,
l,) FFG a RG kalibraéného modelu st vstupné parametre —
prediktory do linearnej MLR a PLS1 kalibracie. Parametre
kalibracnych zavislosti — regresné koeficienty, Standardné

Cena Merck 2012

Raw data FFG - Brandy

Obr. 3. FFG vrstevnicova mapa excitatno-emisného spektra
brandy

Raw data FFG - Wine destilate
T T T
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Obr. 4. FFG vrstevnicovd mapa excitacno-emisného spektra
vinneho destilatu

chyby regresnych koeficientov a korelac¢ny koeficient su
uvedené v tabul’ke I (FFG_MLR a FFG_PLS1) a v tabul*-
ke I (RG_MLR a RG_PLS1). Zistilo sa, ze ako pre FFG,
tak aj pre RG sa linedrne zévislosti pre MLR a PLS1 neli-
Sia (maju zhodné koeficienty regresie b;, b, a korelacny

Tabulka I
Vysledky MLR a PLS1 kalibracie pre meranie intenzity
fluorescencie z povrchu

Regresny Hodnota Standardna  Korelagny
koeficient chybapreb koeficient
by (MLR) —49,327 25,533 0,989
b, 0,085 0,004
b, 0,059 0,037
by (PLS1) —49,327 24,685 0,989
b, 0,085 0,085
b, 0,059 0,059
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Tabulka IT
Vysledky MLR a PLS1 kalibracie pre meranie intenzity

Tabulka IV

Cena Merck 2012

Vysledky vzoriek pre meranie intenzity fluorescencie

fluorescencie pri pravouhlej geometrii z povrchu
Regresny Hodnota Standardna Korelacny Vzorka A I Cyq [Ob). %]
koeﬁcient chyba pre b koeﬁcient FFGOO 885 507 525 888 56 60
by (MLR) —181,311 11,575 0,997 FFGO1 537,493 588,215 30,69
b, 0,449 0,027 FFG02 682,755 589,557 43,11
b, 0,032 0,007 FFGO3 274,490 597,299 8,89
by (PLSI) ~181,311 12,717 0,997 FFG04 217,411 524,476 -0,21
b, 0,449 0,029
b, 0,032 0,006
Tabulka V

koeficient), lisia sa vSak v absolitnom ¢lene, kde regresny
koeficient by v RG_MLR je zataZzeny menSou chybou.
PLSI1 regresie vo vSeobecnosti budi mat horsiu predikénu
schopnost’, pretoZze dvoma faktormi popiSu iba 99,4 %
celkového rozptylu tidajov (tabul’ka III).

Stanovenie obsahu vinneho destilatu v brandy

Namerali sa exitacno-emisné spektra pre pat’ nahodne
vybranych zahrani¢nych vzoriek, na ktorych sa otestoval
kalibraény model na stanovenie obsahu vinneho destilatu
v brandy pre obe geometrie. Z rozkladu ziskané jednotlivé
faktorové skore z redukovanej 3D vstupnej maticu pre
FFG_model a RG_model sa pouzili na vypocet obsahu
vinneho destilatu v brandy pre jednotlivé vzorky z kalib-
raénych zavislosti FFG_MLR, FFG PLS1, RG_MLR
aRG PLSI.

Vysledky zo stanovenia obsahu vinneho destilatu
v brandy pre nezname vzorky su uvedené v tabulke IV
a v tabulke V.

Testovanie stanovenia pridavku vinneho destilatu
v brandy v realnych vzorkach ukazalo, ze kalibra¢ny mo-
del konStruovany na faktorovom skore je navrhnuty sprav-
ne a je mozné ho pouzit’ v ramci zistovania kvality vyrob-
ku jednotlivych producentov brandy ako aj vplyvu geogra-
fickej oblasti. Zistilo sa, ze pravdepodobne nemozno jed-
nym kalibratnym modelom pokryt celt koncentra¢nii
oblast’ pridavku vinneho destilatu v brandy.

Tabulka III
RG a FFG faktorové analyza pre PLS1

Vysledky vzoriek pre meranie intenzity fluorescencie

v pravouhlej geometrii

Vzorka I b Cyq [0Ob). %]
RGO00 326,050 259,613 -26,42
RGO1 417,974 204,921 13,13
RGO02 445,616 333,756 29,70
RGO3 353,654 72,806 -20,03
RG0O4 293,612 20,889 —48,69
Zaver

Navrhla sa metdda na stanovenie pridavku vinneho
destilatu v brandy fluorescencnou spektroskopiou
v spojeni s chemometrickym spracovanim udajov. Otesto-
val sa experimentalne vhodny sposob geometrického uspo-
riadania merania fluorescencnej intenzity vzorky, ako aj
model paralelnej faktorovej analyzy s naslednou viacroz-
mernou linearnou kalibraciou pre stanovenie jednotlivych
analytov vo viaczlozkovom systéme sucasne. Ukazalo sa,
ze kalibra¢ny model konStruovany na faktorovom skore je
navrhnuty spravne a je mozné ho pouzit’ v ramci zistova-
nia kvality vyrobku jednotlivych producentov brandy ako
aj vplyvu geografickej oblasti.

MLR kalibra¢né zavislosti su mierne presnejSie ako
PLS1 modely. Na zaklade excitatno — emisnych spektier
ako 1 porovnanim FFG_MLR a RG_MLR kalibracie je
zrejmé, Ze pravouhlad geometria je vhodnejsia pre transpa-
rentné vzorky brandy, naopak experimentalne vysledky
vzoriek preferuju jednoznaéne FFG_MLR. Je vel'mi prav-

Faktor Vysvetlend smerodajna Kumulativna Vysvetlend smerodajna Kumulativna
odchylka pre prediktory [%] hodnota [%] odchylka pre analyt [%] hodnota [%]

96,32 96,32 98,33 96,32

2 3,68 100,00 1,10 99,43
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depodobné, Ze spravnu autentifikidciu brandy nemozno LITERATURA
pokryt jednym kalibratnym modelom. Z experimentu

d’alej vyplyva, ze kalibracny model je vhodny na autentifi- 1. Regulation (EC) No 110/2008 of the European Parlia-

kéciu slovenského brandy, avSak nie je vhodny pre zahra- ment and of the Council of 15 January 2008 on the

ni¢né znacky. Definition, description, presentation, labelling and the

V budtcnosti, by sme chceli vyvinat’ metédu, ktora protection of geographical indications of spirit drinks

by bola univerzalna na autentifikaciu ako slovenskych, tak and repealing Council Regulation (EEC) No 1576/89.

aj zahrani¢nych produktov brandy. Official Journal of the European Union, 51(L39),
16-54.

Tato praca vznikla za podpory Vedeckej grantovej
agentury VEGA, projekt ¢. 1/0182/11.
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PRESNE STANOVENIA AKTIVNYCH ZLOZIEK VO FARMACEUTICKYCH
PREPARATOCH KAPILARNOU ELEKTROFOREZOU NA CIPOCH

MARINA RUDASOVA a MARIAN MASAR

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedeckd fa-
kulta, Katedra Analytickej chémie, Mlynska dolina CH-2,
842 15 Bratislava

marina.rudasova@gmail.com

Uvod

V stcasnosti nachddzaju metody kapilare;j elektro-
forézy (CE) vyznamné uplatnenie vo farmaceutickom
priemysle, napriklad v analyze biofarmaceutik. Kontrola
farmaceutickych preparatov v§eobecne zahfiia dva pristu-
py a to stanovenie hlavnych zloziek (majoritne zastipené
zlozky) a stanovenie primesi a necistot (minoritne zasti-
pené zlozky) v preparate. Analyza farmaceutik za Gicelom
stanovenia hlavnej zlozky vyZzaduje pouzitie analytickej
metddy s vysokou separacnou kapacitou; poziadavky na
detek¢ny limit vSak nie su kritické. Jednou z CE technik,
ktord spiia tieto poziadavky, je izotachoforéza (ITP),
ktora bola pouZita v tejto praci.

Buserelin octan (obr. 1) je synteticky vyrabany nona-
peptid, ktory sa pouziva na liecbu roznych druhov rakovi-
ny, predovsetkym rakoviny prostaty. Ma schopnost’ bloko-
vat’ produkciu pohlavnych horménov, ¢im ni¢i hormon4l-
ne prostredie potrebné pre delenie rakovinotvornych bu-
niek, a zaroven ich aj priamo atakuje. Tymto spdsobom
modze byt tvorba nadorov zavislych na horménoch poza-
stavend, prip. nador méze byt’ zniteny'.

ey

9

w

MH3

Obr. 1. Struktiira Bruselin octanu
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Obr. 2. Struktira N-acetylcysteinu

N-Acetylcystein (NAC) (obr. 2) je aktivna zlozka
v lie¢ivach na vykasliavanie, pretoze jeho jednosulfidrylo-
va skupina (-SH) reaguje s disulfidovou vézbou
v mukoproteinoch a tie rozdel'uje na mensie celky, pricom
dochéadza ku zniZeniu viskozity hlienu a toho ddsledkom
je jeho Tahsie vykagliavanie’. Tento proces §tiepenia disul-
fidovych vizieb tiez funguje pri riedeni abnormalne husté-
ho hlienu u pacientov s cystickou fibrézou. Kvéli jeho
antioxida¢nym vlastnostiam je NAC znamy ako protiviru-
sovy, protinddorovy a protizdpalovy pripravok a tiez byva
vyuzivany vo virusovej terapii syndromu ziskanej imunit-
nej nedostatocnosti (AIDS) a hepatitidy typu B, pre rako-
vinovl prevenciu a v lie¢be oxidativneho stresu rdzneho
povodu.

CE na ¢ipe (MCE) zaznamenala vyrazny rozvoj po
tom, ¢o bola prvykrat zavedenda Manzom a spol.3 . MCE
ma mnoho vyhod, napriklad vysoku separacnt Gc¢innost’,
nizku spotrebu vzoriek, nizke finan¢né nédklady a Siroky
okruh vyuzitia. V poslednych rokoch, obrovské mnozstvo
vyskumov sa sustred’'uje na vyvoj detekénych systémov,
aby pontikli lepsi analyticky vykon a 'ahiu integraciu®.

Hoci pouzitie vodivostnej detekcie nie je zriedkavé
v konvenénej CE, zvySeny zaujem o tento typ detekcie
v miniaturizovanych CE systémoch nastal az v poslednych
rokoch. Této detek¢éna technika hra kI'a€ovu ulohu v moni-
torovani ITP separacii. Pre ITP je univerzalnou detekénou
technikou s vysokou rozliSovacou schopnostou, pricom
fluktudcie odozvy vodivostného detektora nemaji vyz-
namne;j$i vplyv na kvantitativau analyzu (dizka zény sepa-
randu).

Ciel'om tejto prace bol navrh a realizacia experimen-
tov na ITP stanovenie analytov pritomnych vo vzorkach
vo vysSej koncentracii (majoritne zastipena zlozka) a vy-
pracovanie postupov ITP stanovenia hlavnych zloziek —
octanu v biofarmaceutickom preparate — buserelin octane
a N-acetylcysteinu vo farmaceutiku Solmucol.

Experimentalna cast’

Chemikalie pouZivané na pripravu roztokov elektro-
lytov a modelovych vzoriek boli ziskané¢ od fy. Merck
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Obr. 3. CC ¢ip pouzity v ITP separaciach; a) usporiadanie ka-
nalikov na Cipe; b) sekvencia plnenia kanalikov na Cipe roztokmi
elektrolytov a vzorky (Cislo v zatvorke indikuje poradie plniacej
sekvencie); c) pociatoéné usporiadanie roztokov elektrolytov
avzorky pred zapnutim hnacieho pradu C3 treti
(terminatorovy) kanalik (9,8 ul), S = davkovaci kanalik (900 nl),
C1 = prvy separa¢ny kanalik (4,5 pl, 59 mm) s Pt vodivostnym
senzorom D1; C2 = druhy separacny kanalik (4,3 pl; 56 mm s Pt
vodivostnym senzorom D2; BF = bifurkacna oblast’; W = odpad,
L =vodiaci elektrolyt; T = zakoncujuci elektrolyt; S = vzorka

(Darmstadt, Nemecko), Sigma-Aldrich (Seelze, Nemec-
ko), Serva (Heidelberg, Nemecko) a Lachema (Brno, CR).

Na pripravu elektrolytov a roztokov vzoriek bola
pouzita deionizovana voda Cistend cez Pro-PS systém
(Labconco, Kansas City, KS, USA) a nasledne deionizo-
vana zariadenim Simplicity (Millipore, Molsheim, Fran-
ctizsko). Roztoky elektrolytov boli pred pouZzitim filtrova-
né cez membranové filtre s priemerom pérov 0,8 pm
(Millipore).

Polymetylmetakrylatovy (PMMA) Cip so spajanymi
separaénymi kanalikmi (CC) a integrovanymi vodivost-
nymi senzorami (Merck, Darmstadt, Nemecko) pouzity
v tejto praci bol vyrobeny technologickym postupom
detailne popisanym v praci’. Schematicky nakres pouzi-
tia ¢ipu je znazorneny na obr. 3.

ITP separacie na Cipe boli uskutocnené za pomoci
laboratorne skonstruovaného pristroja, ktory sa skladal
z dvoch jednotiek: (1) elektrolytova jednotka (E&SMU,
obr. 4) a (2) elektronicka a riadiaca jednotka (E&CU, obr.
4), ktora bola zdrojom hnacieho pradu. E&CU riadila pe-
ristaltické pumpy v pripravnom kroku analyzy a spéjala
separacnt jednotku s PC.

MicroCE Win softvér, ver. 2.4 (Merck) bol pouzity
na automatickll pripravu analyzy (plnenie kanalikov na
Cipe prislusnymi roztokmi v poZzadovanom poradi), ¢asovo-
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programovatel'né riadenie CE analyz a zber dat z detekto-
rov a ich vyhodnotenie.

Vysledky a diskusia

Praca bola orientovana metodologicky na vyhodnote-
nie zakladnych aspektov kvantitativnej ITP analyzy na
¢ipe s vyuzitim vodivostnej detekcie a aplikacne na vypra-
covanie postupu ITP stanovenia octanu ako hlavnej zlozky
v biofarmaceutickom pripravku — buserelin octane a N-
acetylcysteinu ako tcinnej zlozky v rdéznych farmaceutic-
kych preparatoch.

Robustnost’ ITP kvantitativnej analyzy bola sledova-
né na zéklade vyhodnotenia vplyvu fluktuicii experimen-
talnych podmienok (fluktuacie hnacieho pradu, koncentra-
cie vodiacich i6nov, pH vodiaceho elektrolytu a necistot
v roztokoch elektrolytov) na stanovenie octanov.

Najvicsi rozptyl hodnot smernic kalibraénych grafov
pre octan bol pozorovany pri fluktuaciach hnacieho pradu
(RSD 8,6 %); pouzitim vnutorného Standardu doslo
k vyznamnému poklesu rozptylu tejto hodnoty (RSD =
0,6 %). Fluktuacie koncentracie vodiaceho i6nu a pH vo-
diaceho elektrolytu nemali vyznamnejsi vplyv na hodnoty
smernic kalibraénych grafov pre octan. Pri vSetkych sledo-
vanych fluktuaciach experimentalnych podmienok boli
hodnoty RSD smernic kalibraénych kriviek pre octan cca
6nasobne nizSie pouzitim oboch vnitornych Standardov

E&CU Cip E&SMU
,_Lé,E:i )P3
— nv [€ &
@ Ps
S
D1 } {w]
HVRI c1
| cu =i
c2
D2 -t —E2 @)P2
+
I_‘E1 mp1
iy

Obr. 4. Schéma pristroja pouZitého v ITP separaciach na Cipe;
Elektronicka a riadiaca jednotka (E&CU): CU = riadiaca jednot-
ka; HV = zdroj vysokého napétia trvale pripojeny k hnacej elek-
trode E3 (0-50 pA, 0-7 kV); D1, D2 = vodivostné detektory pre
prvy a druhy separac¢ny kanalik; HVR = vysokonapidtové relé
prepinajuce smer hnacieho pridu v separacnom priestore
(pohyblivé casti relé pripajaju E1 alebo E2 k zemniacemu poélu
(G) HV). Elektrolytova jednotka (E&SMU): P1, P2, P3, PS =
peristaltické pumpy pre plnenie prvého (Cl) a druhého (C2)
separacného, tretiecho (C3) a davkovacieho (S) kanalika roztokmi
elektrolytov a vzorky. W = odpadova nadobka spojend s vystu-
pom z kanalikov na ¢ipe; E1, E2 = hnacie elektrody pre C1 a C2
separacné kanaliky
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Parametre regresnych rovnic (Y = aX + b) pre kalibracné grafy octanu s pouzitim jantaranu ako vnatorného Standardu

Parameter Metodda externej kalibracie Metodda vnutorného Standardu n Ac [mg 1]
a [s.l/mg] b [s] r a b T

A 0,310 0,513 0,9988 1,179 0,011 0,9999 20 20-100
B 0,305 0,457 0,9972 1,178 0,013 0,9999 42 20-100
C 0,310 0,708 0,9833 1,166 0,015 0,9999 64 20-100
Priemer 0,308 0,559 1,174 0,013

SD 0,01 0,13 0,01 0,01

RSD, % 1,0 23,6 0,6 15,9

(A) ITP merania uskuto¢nené v priebehu 1 dna na 1 Cipe a 1 pristroji; (B) ITP merania uskuto¢nené v priebehu 2 dni na 2
&ipoch a 1 pristroji; (C) ITP merania uskutoénené v priebehu 3 dni na 2 &ipoch a 2 pristrojoch. Y = dizka zény octanu (s);
X = koncentracia octanu vo vzorke (mg 1™'); a = smernica kalibra¢ného grafu; b = tisek kalibraéného grafu; r = korelany
koeficient; n = pocet merani; Ac = koncentra¢ny interval. Koncentricia jantaranu (vnitorny Standard) v modelovych vzor-

kéch bola cca 100 mg 1™

Tabul’ka I1

Obsahy octanu vo vzorkach buserelin octanu vypocitané metodami externej kalibracie a vnutorného Standardu

Parameter Vzorka Koncentracia Obsah octanu vo vzorke [%]
vzorky [mg I™'] metdda externej kalibracie metoda vnatorného Standardu
priemer SD RSD [%] priemer SD RSD [%]
A BAc-1 1805,89 4,58 0,08 1,7 4,48 0,01 0,1
B 4,67 0,07 1,6 4,47 0,01 0,1
C 4,56 0,08 1,6 4,51 0,01 0,1
A BAc-2 885,35 4,49 0,07 L5 4,52 0,01 0,3
B 4,60 0,07 1,6 4,51 0,02 0,3
C 4,43 0,07 1,5 4,53 0,01 0,3

(A) ITP merania boli uskuto¢nené v priebehu 1 diia na 1 ¢ipe a 1 pristroji; (B) ITP merania uskuto¢nené v priebehu 2 dni
na 2 ¢ipoch a 1 pristroji; (C) ITP merania uskutocnené v priebehu 3 dni na 2 Cipoch a 2 pristrojoch. Koncentracia jantaranu
(vnutorny $tandard) vo vzorkéach buserelin octanu bola cca 100 mg 1™

v porovnani s externou kalibraciou. Na dosiahnutie pres-
nych ITP stanoveni bolo potrebné zabezpecit’ vysoku Cis-
totu elektrolytovych roztokov; v opa¢nom pripade moze
byt kvantitativna analyza zat'azena chybami.

ITP separacie boli uskutocnené v hydrodynamicky
uzatvorenom separacnom systéme s potlacenim EOF
a HDF. Za tychto preferovanych pracovnych podmienok
sa hodnota RSD dizky zony octanu pohybovala na trovni
3—4 % nezavisle od pouzit¢ho Cipu a pristroja. Korekciou
diZky zony octanu na vnutorny §tandard (jantaran) sa opa-
kovatel'nost’ tohto kvantitativneho parametra zlepSila cca.
6—8nasobne (0,1-0,7 % RSD), pricom merania boli usku-
to¢nené v priebehu niekolkych dni na 2 €ipoch a 2 pristro-
joch.

Vynikajuca zhoda parametrov regresnych rovnic ka-
libracnych grafov pre octan na 2 Cipoch a 2 pristrojoch
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dokumentuje ich dlhodobu platnost’ za predpokladu, Ze
ITP separacie su uskuto¢nené za rovnakych separacnych
(elektrolytovych) podmienok. Tieto fakty favorizuju ITP
pred inymi (CE) technikami na ¢ipe v pripade, ak sa vyza-
duje prenos analytickej metddy od Cipu k Cipu a od pristro-
ja k pristroju.

Na zaklade vyhodnotenia zakladnych aspektov ITP
kvantitativnej analyzy na Cipe bola vypracovana metoda
na stanovenie octanu ako anionicky migrujicej zloZzky
v buserelin octane (obr. 5). Obsahy octanu v buserelin
octane boli vyhodnotené metddami externej kalibracie
a vnutorného Standardu, pricom metdda externej kalibracie
vykazovala vyraznejsi rozptyl hodn6t obsahu octanu vo vzor-
ke (cca Snasobne vyssie RSD hodnoty). Vypocitané hodnoty
vytaznosti (99-100 %) predurcuji navrhnutt ITP metédu na
vel'mi presné stanovenie octanu v buserelin octane.
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Tabulka III
Parametre regresnej rovnice (Y = aX + b) pre N-acetylcystein s pouzitim antranilovej kyseliny ako vnatorného Standardu

Parameter Metoda externej kalibracie Metdda vnatorného Standardu n Ac[mg 1]
a [s.l/mg] b [s] r a b r
A 0,0721 0,3165 0,9995 0,0095 0,0116 0,9997 19 25-200

(A) ITP merania uskutoénené v priebehu 1 dita na 1 &ipe a 1 pristroji; Y = dizka zény N-acetylcysteinu (s); X = koncen-
tracia N-acetylcysteinu vo vzorke (mg 1""); a = smernica kalibraéného grafu; b = usek kalibracného grafu; r = korelacny
koeficient; n = poCet merani; Ac = koncentrany interval. Koncentracia antranilovej kyseliny (vnatorny Standard)
v modelovych vzorkach bola cca 100 mg 1™

' ‘ |
R 300 mv

TR IZDO mY

Kyselina N-acetylcystein

octan antranilové

\

jantaran

530 560 500 620 600 630 660 690
t(s) t(s)

Obr. 5. ITP separacia octanu v buserelin octane s jantiranom Obr. 6. ITP separacia N-acetylcysteinu v lie¢ive solmucol
pouZzitym ako vmitorny Standard na €ipe; Davkovana vzorka s antranilovou kyselinou pouZitym ako vmitorny Standard na
obsahovala buserelin octan o koncentricii cca. 1189 mgl™ ¢ipe; Davkovana vzorka N-acetylcysteinu obsahovala 10x zriede-
ajantaran (vnitorny 3tandard) o koncentrcii cca. 100 mg1™. ny Solmucol a antranilova kyselinu ako vnutorny Standard
Separéacia bola uskuto¢nena s hnacim pradom 10 pA. L = vodiaci o koncentracii 100 mg I”'. Separacia bola uskutoénen4 s hnacim
i6n; T = zakoncujuci i6n; R = odpor pradom 20 pA. L = vodiaci i6n; T = zakonéujuci i6n; R = odpor

Obdobne sa postupovalo pri analyze N-acetylcysteinu monitoring, ale aj koncentracnu citlivost’ kladené na takéto
vo farmaceutickom preparate Solmucol. Ako vnutorny moderné analytické pristupy vo farmaceutickej analyze.
Standard bola pouzitd antranilova kyselina (obr. 6).
V tab. III st uvedené parametre regresnej rovnice pre dany Tato prdaca bola financne podporend grantovou agen-
analyt. tirou MS SR VEGA 1/1149/12 a firmou Merck

(Darmstadt, Nemecko).
Zaver )
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STANOVENI ALKYLFENOLU A BISFENOLU A V ENVIRONMENTALNICH

MATRICICH METODOU HPLC-MS/MS

MARTA SEIFERTOVA a ZDENEK SIMEK

Masarykova univerzita v Brné, Prirodovédecka fakulta,
Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostredi RE-
CETOX, Kamenice 126/3, 625 00 Brno
seifertova.marta@mail.muni.cz

Uvod

Alkylfenoly a bisfenol A jsou organické slouceniny,
které prokazatelné plsobi toxicky na zivé organismy. Na-
rusuji predev$im endokrinni systém ZzivocCichd. Diky své
strukturni podobnosti nahrazuji pfirodni pohlavni hormony
v organismu, blokuji jejich produkci a tim zamezuji moz-
nosti se rozmnozovat.

Hlavnim zdrojem alkylfenold jsou neionogenni tenzi-
dy (alkylfenolpolyethoxylaty), myci a Cistici prostfedky,
hnojiva a kosmetika. V pfipadé bisfenolu A jsou hlavnimi
zdroji vyrobky z polykarbonatu (kojenecké lahve, dozy na
potraviny), z epoxidové pryskyfice a z polysulfonu. Re-
sidua vstupuji do povrchovych vod, sedimenti, diky hno-
jeni se dostavaji do ptd, mohou prosakovat do podzem-
nich vod a také vytékavaji do atmosféry. Rozsahly obsah
téchto latek v prostfedi m4 negativni dopad, zahrneme-li
i ivahu o naruseni rozmnozovaci schopnosti lidské populace'.

Pro stanoveni alkylfenolti a bisfenolu A v environ-
mentalnich matricich byla zvolena metoda kapalinové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci. Sledo-
vanymi analyty jsou bisfenol A (BPA), 4-terc-
-oktylfenol (4-t-OP), 4-oktylfenol (4-OP), 4-n-nonylfenol
(4-n-NP) a nespecifikované izomery v technické smési
nonylfenolti (TECH. NP). Optimalizace parametrd metody
HPLC-MS/MS se standardnimi roztoky uvedenych analyti
poskytla metodu s limity detekce na trovni jednotek ng ml™,
avSak pro stanoveni environmentaln¢ relevantnich koncen-
traci analytd vriznych matricich (pidy, sedimenty)
a posouzeni matriénich efektii je nutné dosahnout nizsich
limitd detekce. Proto byla studovana tc¢innost derivatizace
sledovanych analyti metodou pouzivanou pro stanoveni
polutanti  vykazujicich  obdobné  toxické  efekty
(estrogeny). Metoda vyuziva reakce s dansylchloridem za
vzniku dansylderivatd. Lze tak dosahnout az 100krat niz-
Sich hodnot limiti detekce. Metoda vyuzivajici derivatiza-
ce dansylchloridem nebyla dosud pro stanoveni alkylfeno-
It a bisfenolu A v environmentalnich matricich pouzita.

r wr

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie a pfistroje

Analytické standardy 4-n-nonylfenol (Cistota 99,9%),
4-oktylfenol (99%), 4-terc-oktylfenol (97%), nonylfenol —
smés izomert, bisfenol A (>99%) (Sigma-Aldrich, Stei-
nheim, Germany). Rozpoustédla: methanol, toluen a ace-
ton (99,9%) (LAB-SCAN, Poland). Amoniak, kyselina

Tabulka I

Optimalizované podminky HPLC-MS/MS analyzy nederivatizovanych alkylfenold a bisfenolu A

Parametr BPA 4-t-OP 4-OP TECH. NP 4-n-NP
Mobilni faze methanol + 0,1% NH;, isokraticka eluce 90%:10%

Prittok MF 0,5 ml min™*

Objem néstiiku 10 pl

Teplota kolony 40 °C

Tonizaéni mod Negativni ionizace NI

ITonty [M-H]™

m/z prekursor. ion 2274 205.4 205,3 219,2 2194
m/z produkt. ion 212,2; 133 133,9 106,3 133,1 106,3
Kapilani napéti 2000 V

Napéti fragmentoru 140 V

Kolizni energie 14 eV 13 eV 14 eV 30eV 17 eV
Tlak v nebulizeru 0,34 MPa

Desolvatacni teplota 350 °C

IDL 12 ng ml™ 240 ng ml™ 96 ng ml™' 24 ng ml™ 130 ng ml™
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mravenc¢i, derivatizaéni C¢inidlo dansylchlorid a hy-
drogenuhlicitan sodny (Fluka, Sigma-Aldrich, Germany).

K LC/MS/MS analyze byl pouzit kapalinovy chroma-
tograf Agilent 1200 Series a hmotnostni detektor 6410
Triple Quad s ESI ionizaci (Agilent Technologies).
K chromatografické separaci se pouzivala kolona ACE 5
C18 5 um, 150 x 4,6 mm i.d. (ACE, Scotland, UK). K
extrakei vzorkd pidy byl pouzit extraktor ASE 150
(Dionex, California, USA).

Metody

K derivatizaci alkylfenolt a bisfenolu A dansylchlori-
dem byla pouzita upravend metoda derivatizace estrogentl.

Cena Merck 2012

K 200 ul roztoku smési analyti v acetonu (5 pg ml™") pfi-
dano 50 ul 100 mM NaHCO;, 1 min michano (Vortex),
pridano 200 pl roztoku dansylchloridu v acetonu (0,5
mg ml™), opét 1 min michano (Vortex), poté byla smés
inkubovana 3 min pfi 60 °C, odpafena do sucha pod mir-
nym proudem dusiku, rozpu$téna v 1 ml methanolu®.

K separaci nederivatizovanych alkylfenoli a bisfeno-
lu A vizokratickém reZimu byla pouZita mobilni fa-
ze methanol:0,1% amoniak® v pomé&ru 90:10 V/V. Pritok
mobilni fize byl 0,5 ml min™" a teplota 40 °C. Objem na-
stiikovaného vzorku byl 10 ul. K MS/MS analyze nederi-
vatizovanych analyti byla pouzita ESI(—) ionizace. Opti-
malizované podminky pro MS/MS detekci iontd [M-H]™
jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka IT
Modifikované podminky HPLC-MS/MS analyzy derivatizovanych alkylfenolt a bisfenolu A
Parametr BPA 4-t-OP 4-OP TECH. NP 4-n-NP
Mobilni faze methanol + 7mM HCOOH, isokraticka eluce 90%:10%
Pritok MF 0,5 ml min™'
Objem nastiiku 10 pl
Teplota kolony 40 °C
Toniza¢ni mod Pozitivni ionizace PI
Tonty [M+H]"
m/z prekursor. ion 695,3 440,3 440,3 4543 4543
m/z produkt. ion 461,2; 171 156, 171 156, 171 156, 171 156, 171
Kapilani napéti 2000 V
Napéti fragmentoru 150 vV
Kolizni energie 44 eV 38eV 34 eV 44 eV 34 eV
Tlak v nebulizeru 0,34 MPa
Desolvataéni teplota 350 °C
IDL 44 pg ml™ 23 pgml™ 28 pg ml™ 33 pgml™ 32 pgml™
3 BPA |
e TECH. NP
i i
g 4-OP
001; 4-H-NP
o2 4-t-OP 104
m:. 5 T s F T 3 35 1 a8 % o % ‘:5 7 s 6. uﬁ(mz" ‘?1‘“.‘13"19'5“0’:"'\\5 T2 148 13 1

Obr. 1. Separace alkylfenoli a bisfenolu A bez derivatizace

s110



Chem. Listy 706, s109—-s111 (2012)

W07 ] 58 T M Funget 000V demeatcovars abybercly 1 w3l bagle nap 000V 2d

i

44-0P |

BPA

TECH.

Cena Merck 2012

4-0P

NP 4-n-NP

T2 3 4 & ¢

% W N 12 M W % W% 7 W W D N R
Conrts i Acosstun T bowrd

D N 3 X 2 M3 DD BN R D

Obr. 2. Separace alkylfenoli a bisfenolu A po dansylderivatizaci

K separaci dansylderivatt alkylfenoli a bisfenolu A
v izokratickém rezimu byla pouzita mobilni faze metha-
nol:7mM kyselina mravenc¢i z divodu podpory ionizace
v pozitivnim modu (vznik a detekce iontl [M+H]"). Opti-
malizované podminky pro MS/MS detekei iontti [M+H]"
jsou uvedeny v tabulce II.

K extrakci alkylfenolii a bisfenolu A z pud byl pouzit
extrakéni systém pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem
ASE 150 pfi optimalizovanych podminkach extrakce: ex-
trak&ni smés methanol a toluen v poméru 6:1 (cit.*), teplo-
ta extrakce 100 °C, jeden extrakeni cyklus 14 min. Vstup
a vystup extrakéni cely (objem 10 ml) byl uzavien kie-
mennymi filtry (QUARTZ, o 25 mm). Doporucované kyp-
fici medium Hydromatrix neni z divodu zvysené kontami-
nace alkylfenoly pouzivano.

Vysledky a diskuse

Optimalizovand metoda separace a MS/MS detekce
umoziuje detekci a stanoveni velmi nizkych koncentraci
nejcastéji sledovanych oktylfenolti a smési izomeri nonyl-
fenolti pouzivané technické smési. 4-n-nonylfenol, ktery
neni soucasti komercné pouzivané technické smési, je
eluovan v samostatné zoné a mize byt vyuzit jako interni
standard (obr. 1 a 2).

sl11

Zavér

Byla vyvinuta nova analytickd metoda vhodna pro
stanoveni velmi nizkych koncentraci alkylfenolti a bisfe-
nolu A v environmentalnich matricich po jejich dansylde-
rivatizaci. Metoda je pouzivana pro studium osudu sledo-
vanych latek v pidnim prostfedi a bude modifikovana pro
analyzu alkylfenolil a bisfenolu A v povrchovych a odpad-
nich vod a vzorcich ovzdusi.
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Uvod

Spektroskopie elektronového cirkularniho dichroismu
(ECD) je moderni nedestruktivni metoda, ktera se pouziva
ke kvalitativni a kvantitativné analyze chirdlnich latek,
biomolekul a polymerd'. ECD je zarovei unikatni metoda
ke sledovani zmén konformaci molekul vlivem rtznych
faktort (napt. pH, teplota) a také b&hem interakci s jinymi
chirdlnimi a nechirdlnimi molekulami, kovovymi ionty
apod., a to pfimo v roztocich?. Siroké koncentraéni rozme-
zi pro analyzu pomoci ECD (107 az 1 mol I"") umoziiuje
provadét meéteni nejen modelovych biologickych systémi,
ale také pfimo v redlnych biologickych vzorcich. ECD je
primarni metoda, kterd se pouZziva pro sledovani interakci
polypeptidi a bilkovin v roztocich.

Sérovy albumin (SA) je hlavni transportni bilkovina
v krvi savci. Jeji molekula ma 583 (BSA) nebo 585 (HSA)
aminokyselinovych zbytkli a jeji prostorova struktura je
tvofena tfemi doménami, kazdd z nich se sklada jesté
ze dvou sub-domén A a B (obr. 1)’. SA pienasi v krvi hor-
mony, 1éCiva, produkty metabolismu, kovové ionty. Ve své
struktufe ma specifickd vazebna mista pro urcité tidy or-
ganickych latek. Sérové albuminy jednotlivych saveli maji
velkou homologii, ¢imZz umoziuji studovat interakce
s ligandy v Siroké homologické fadé. V tomto piipadé
odliSnosti  ve vazbé ligandd spoleén¢ se sekvenc-
ni analyzou umozhuji analyzovat vznikajici komplex na
molekularni urovni.

Bilirubin (BR), linearni tetrapyrrolovy pigment, je
produkt katabolismu hemu v systémové cirkulaci. Speci-
ficka struktura bilirubinu je fixovana Sesti intramolekular-
nimi vodikovymi mustky, které zptisobuji blokaci expozi-
ce polarnich skupin molekulam rozpoustédla, a tim tvoii
rigidni strukturu molekuly (obr.1). Tato konformace
a konfigurace vysvétluje hydrofobni chovani bilirubinu
a jeho extrémné nizkou rozpustnost ve vods (107 mol I™)*.
V roztocich se bilirubin nachazi jako smés dvou isoenerge-
tickych M a P konformert a nevykazuje optickou aktivitu.
Rada biomolekul selektivnd vaze jeden z konformeri.

Bilirubin
wc\> (5912
O \\ .- ‘-T-D H:)
M &_ e Hﬁ-m 3 P
L
HL ‘{
o e on, Hfs
A > L e
A’II H )\/u
\f" S 0?/ HN |
A bH ..... o->’“%

HC =g

Sérovy albumin

Site 1

Obr. 1. Chemicka struktura M a P konformeru bilirubinu a struktura sérového albuminu
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Vznikly komplex vykazuje optickou aktivitu a mize byt
studovan pomoci spektroskopie cirkularniho dichroismu.
V plazmé se bilirubin vaZze zejména na albumin jako
hlavni transportni bilkovinu. Vazba bilirubinu na albumin
je biologicky dulezita, protoze solubilizuje nepolarni ne-
konjugovany bilirubin, a umoziiuje tak jeho transport
k jatrim ve vodném prostiedi. V jatrech je bilirubin preva-
dén na konjugovanou formu a vylu¢ovan z organismu.
Nadprodukei bilirubinu nebo poruchou jeho transpor-
tu mize dochazet k nebezpeci rozvoje toxickych ucinku,
zejména v oblasti centralniho nervového systému. Timto
nebezpecim jsou ohrozeni predevsim novorozenci. Vysoké
koncentrace pigmentu v krvi mohou vést ke ztrat€ sluchu
&i k porucham motorického a psychosomatického vyvoje”.
Dal$im rizikovym faktorem je podéani 1éka, zvIast
antibiotik, které mohou vést ke zvyseni koncentrace neva-
zaného bilirubinu v krvi. Léciva na bazi sulfonamidu jsou
znama jako latky, které koncentraci pigmentu ovliviuji
nejvice®. V tomto piipadé se predpoklada, ze 1é¢ivo kon-
kuruje bilirubinu v navazani na albumin.
Cilem této prace bylo vyzkouSet moznost sledovani
spolecné vazby sulfonamidovych 1é¢iv a bilirubinu na

HgN—

— [BRJ/[SA]=
[BR][SA]=

[BRJ/[SA]=3/1
[BRI[SA]=3/1+ légivo
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lidsky a hovézi sérovy albumin s pouzitim spektroskopie
ECD. Vysledky ziskané v této praci budou porovnany
s vysledky biochemickych a 1¢katskych studii. Spektrosko-
pie cirkuldrniho dichroismu bude navrhnuta jako referenc-
ni nedestruktivni metoda pro analyzu konkurencni vazby
lécivo-bilirubin nejen v modelovych systémech, ale i pii-
mo v realnych vzorcich plazmatu savc.

Experimentalni ¢ast

V ptfedkladané praci byly pouZity nasledujici latky:
bilirubinu IXa (Frointer), lidsky a hovézi sérovy albumin
(oba Sigma), sulfanilamid, sulfadiazin a furosemid
(vSechny Sigma), fosfatovy pufr (pH 7,40).

Spektra ECD byla méfena na spektrofotometru J-810
(Jasco, Japonsko) s rozlisenim 0,5 nm, ¢asovou konstantou
1 s a rychlosti zaznamu 100 nm min”'. K mé&feni byly pou-
zity kiemenné kyvety o tloust’ce 1 cm. U spektralnich mé-
feni byla provedena korekce na nulovou linii (ode€teno
spektrum rozpoustédla). Koncentrace sérového albuminu
byla 2,5-10~° mol I"". Koncentrace bilirubinu byla déna
pozadovanym pomérem [SA]/[BR]. Koncentrace sulfona-
midovych derivéata byla 2,5-10™ mol I™".
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Obr. 2. ECD spektra lidského (HSA) a hovéziho (BSA) sérového albuminu s bilirubinem a (A) sulfanilamidem, (B) sulfadiazinem,
(C) furosemidem; c¢(SA) = 2,5-10° mol I}, ¢(1é¢ivo) = 2,5-107° mol 1", pH 7,40
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Vysledky a diskuse

Bilirubin ma tfi vazebna mista ve struktufe sérového
albuminu, primarni (Ky ~ 107) a dvé& dalii s fadové niz-
§i vazebnou konstantou®. Volny (nevézany) BR nema zad-
ny ECD signal. Tti vazebna mista lidského sérového albu-
minu vazou BR jako P konformer, vysledné spektrum je
tzv. pozitivni couplet se dvéma maximy 413(-)/460(+)
nm. Hové€zi sérovy albumin se selektivné vaze BR jako M-
konformer v primarnim vazebném mist¢ a jako P-
konformer v sekundarnich vazebnych mistech a jeho ECD
spektrum je suma signaléi obou forem’. Méfeni bylo prova-
déno v systémech s molarnim pomérem (BR)/(SA) = 1/1,
pii kterém byl bilirubin navdzan jenom v prvnim
(hlavnim) vazebném mist€ pro oba albuminy, a pro lidsky
v poméru (BR)/(SA) = 3/1, pfi kterém byla vSechna vazeb-
né4 mista byla obsazena bilirubinem.

Oba systémy byly méfeny bez a za pritomnosti sulfo-
namidovych lé¢iv (sulfanilamid, sulfadiazin a furosemid).
Podle vysledki naméfenych ECD a absorpénich spekter se
lé¢iva rozdélila na ti skupiny (obr. 2).

Panel A (obr. 2) piedstavuje vysledky ziskané v sys-
témech BR—SA po pfidani sulfanilamidu — latky, kterd je
zdkladem pro vét§inu sulfonamidovych 16&iv. Zadné zmé-
ny nebyly pozorovany v systémech s obéma albuminy ani
v hlavnim, ani vobou dalSich vazebnych mistech.
Z vysledkt je mozné vyvodit, Ze tato latka pfimo nekonku-
ruje BR ve vazbé na sérovy albumin. Pfitomnost sulfona-
midové skupiny neni dostacujici faktor pro vytésnéni na-
vazaného bilirubinu v systému albumin-bilirubin.

Druhy typ latek predstavuje sulfadiazin (panel B,
obr. 2), ktery ma na rozdil od ptedchoziho 1é¢iva ve své
struktuie jeden aromaticky substituent navic. Ze struktury
obou latek 1ze usuzovat, ze vazba ligandu na bilkovinu je
sumou n¢kolika druhti nekovalentnich interakei, ze kterych

pfitomnost dalSiho aromatického kruhu ve struktufe ma
vést ke vétsi pravdépodobnosti navazani se v jednom
ze tfech vazebnych mist ve struktuie albuminu a konkuro-
vat bilirubinu. U obou albumind bylo pozorovano, ze pii-
davek sulfadiazinu k syst¢tmu BR—SA nevede ke zméné
ECD ani absorp¢niho spektra v pfipad€, kdy BR je nava-
zan jen v primarnim vazebném misté. Bylo vsSak zjisténo,
ze pridavek této latky sniZuje celkovy pocet navazanych
molekul BR na jednu molekulu albuminu ze tfi na dve.
Vysledny signdl ECD mél o 30% niZz§i intenzitu
ve srovnani se systémy bez 1éCiva a pas v absorpénim
spektru se posouva k pasu nevazaného (volného) BR. Sul-
fadiazin neovliviiuje vazbu BR v primarnim vazebném
misté, jelikoZ nemd aktivni skupinu schopnou konkurovat
skupinam BR pii vazbé na bilkovinu. Na zakladé téchto
vysledkl predpokladame vytlaceni BR pfi vazbé daného
sulfonamidového derivatu v jednom ze dvou dalSich va-
zebnych mist.

Tieti typ latek predstavuje furosemid (panel C,
obr. 2), v jehoZ struktufe je pfitomna karboxylova skupina,
ktera umoznuje pfimou konkurenci 1é¢iva BR pfi vazbé na
argininové a lysinové aminokyselinové zbytky v hlavnim
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vazebném misté. Pii pfebytku furosemidu ve vzorku byl
pozorovan pokles intenzit ECD signalu o 30 % v systému
BR s lidskym SA a hovézim SA. BR uvolnény z prvniho
vazebného mista se ¢aste¢né mohl navazat do sekundar-
nich mist. Proto jsme experiment opakovali v systému
s molarnim pomérem (SA)/(BR) = 1/3, ve kterém byla
vSechna mista obsazen4d BR. I v tomto pfipadé byl zazna-
menén pokles intenzity vysledného signalu o =40 %, coz
sveéd¢i o vytésnéni BR z primarniho vazebného mista.
V absorpc¢nim spektru byl pozorovan posun maxima pasu
vazaného BR smérem k poloze charakteristické pro neva-
zany bilirubin.

Vysledky ziskané vtéto praci jsou v souladu
s biochemickymi a 1ékafskymi studiemi o vlivu sulfonami-
dovych derivatii na vazbu bilirubinu na sérovy albumin®®.

Dana prace je jen prvni etapou ve studii konkurenc-
nich interakci 1éCiv a metabolitt hemu s transportnimi
bilkovinami obsazenymi v krvi. Hlavnim cilem je prokézat
moznost vyuziti spektroskopie elektronového cirkularniho
dichroismu jako plnohodnotné nedestruktivni referencni
metody, ktera poskytuje informaci o mistu, zpusobu
a mnoZzstvi navazaného ligandu na bilkovinu.

Zaveér

Spektroskopicka studie vlivu 1é¢iv na zéakladé sulfo-
namidu na systém BR—SA ukéazala, Ze pouhéd piitomnost
sulfonamidové skupiny neni postacujici faktor pro vytés-
néni BR z jeho hlavniho vazebného mista na albuminu, jak
vyplyva ze studia v systému se sulfanilamidem. Dalsi
aromatické substituenty pfitomné v molekule 1é¢iva (napf.
sulfadiazinu) jsou schopny konkurovat bilirubinu pti vazbé
na dal8i vazebnd mista. Dodatec¢nd pritomnost karboxylové
skupiny schopné tvofit iontové mustky s kladné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky a skupin schopnych formovat
vodikové vazby je rozhodujicim faktorem pro schopnost
konkurovat bilirubinu v navazani na sérovy albumin.

Tato prace byla financné podporena Grantovou agen-
turou Ceské republiky, grant ¢. P206-11-0836.
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Uvod

Penicilin V patri spolu s pribuznymi cefalosporinmi
a d’al§imi derivatmi penicilinov (ampicilin, amoxicilin) do
skupiny B-laktamovych antibiotik. Prave pritomnost’ -
laktdmového kruhu v ich Strukture je dolezitym prvkom
pre ich lie¢ivé vlastnosti. Dlhodobym a najmi nespravnym
uzivanim penicilinov dochddza k tvorbe rezistentnych
kmefiov baktérii'. Navyse sa Casto stiva, e peniciliny sa
dostavaju do potravy urcenej pre zvieratd ¢i l'udi. Zdrojom
kontaminacie moze byt voda z okolia farmaceutickych
spolo¢nosti, pripadne su umelo pridavané do krmiv pre
zvierata ako prevencia voCi bakteridllnym chorobam.
V pokrocilom nesledovanom $tddiu dochédza k spomina-
nému vzniku rezistencie. Z tohto dovodu je potrebné
striktne kontrolovat’ pritomnost’ penicilinov v environ-
mentalnych, klinickych a potravinarskych vzorkach. Vo
vSeobecnosti, na Studium mechanizmu Gc¢inkov lieciv a ich
stanovenia v organizme sa vyvinulo niekol’ko analytickych
metod. Chromatografické’ ™ a spektralne®® metody st
v sticasnosti z dovodu vysokej citlivosti a selektivity bez-
nou rutinnou praxou v laboratdériach urcenych prave pre
Specifikaciu a stanovenie lie¢iv napr. v biologickych vzor-
kach, potravinach, ale aj v odpadovych vodach
z vyrobného procesu farmaceutickej spolo¢nosti. Tieto
metddy su vsak z ekonomického hl'adiska relativne drahé
(velka spotreba mobilnej fazy, spotreba chemikalii na
pripravu  vzorky aeliminovanie vplyvu matrice)
a z Casového hladiska vd’aka nutnosti predkoncentraéného
kroku astokrat prili§ zdihavé.

Cielom tejto prace bolo vyvinit novu elektroanaly-
ticki metédu ako jednoduchu, rychlu alacni alternativu
k chromatografickym metédam (najmad HPLC) na stanove-
nie penicilinov a aplikovat’ ju na realne vzorky komercne
dostupnych tabliet. Elektrochemicky moZno penicilin V
stanovit jeho oxidovanim pri znacne kladnych
potencidloch’. Tento aspekt bol zohladneny pri vybere
materialu pracovnej elektrody, ktory bol z borom dopova-
ného diamantu (BDD)®. Velmi dolezity je aj fakt, Ze
o elektrochemickom stanoveni penicilinov bolo na zaklade
reSerSe publikovanych len minimélne mnoZstvo préc, Ziad-
na vS§ak na tomto novom a perspektivnom type elektrodo-
vého materialu.
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Experimentalna ¢ast’

Pre ucely prace boli pouzité nasledovné chemikalie:
penicilin V (Hoechst-Biotika, Slovenska Lupca, Cistota
99,5%), kyseliny: dusi¢nd, sirova, fosfore¢na, octova,
chlorovodikova, chlorista, boritd, hydroxid sodny, vodny
roztok amoniaku, octan sodny, chlorid draselny, chlorid
sodny, hydrogénfosforeénan sodny (vSetko Lachema,
Brno).

Vsetky voltampérometrické merania boli uskuto¢nené
na elektrochemickom analyzatore AUTOLAB PGSTAT
302N (EcoChemie, Utrecht, Holandsko) s externym stoja-
nom PA-4 (Laboratorni piistroje, Praha) urCenym pre sta-
ticka ortutovu kvapkovu elektrodu, ktory bol upraveny pre
potreby merania s BDD ako pracovnou elektrodou. Po-
mocnd elektroda bol platinovy drotik a ako referencnd elek-
troda sluzila argentochloridova Ag/AgCl/KCI (3 mol I''). Na
vopred okalibrovanom pH metri (Denver Instrument) sa
merali pH hodnoty pripravenych pufrov. Jednotlivé volt-
ampérogramy boli spracované a vyhodnotené pomocou
programového baliku NOVA® 1.7, poskytujici 2D, 3D
a tiez tabul’kové zobrazenie nameranych dat. Na pripravu
vSetkych roztokov sa pouzila dvakrat prevarena deionizo-
vand voda. Kalibracné roztoky boli pripravené postupnym
riedenim zasobného roztoku 1:1072 mol 1" penicilinu
V so zékladnym elektrolytom. Do elektrochemickej cely
sa vzdy davkovalo 10 ml stanovovaného roztoku. Na zo-
strojenie kalibra¢nej krivky metédou najmensich Stvorcov
bol pouzity program OriginPro 7.5 (OriginLab Corpora-
tion, Northampton, USA). Medza detekcie (LOD) a medza
stanovenia (LOQ) boli vypocitané na zaklade trojnasobku
resp. desatnasobku smerodajnej odchylky useku podelenej
smernicou kalibra¢nej krivky.

Vzorka komerénej tablety PENICILIN V® 500 sa
pripravila rozpustenim prasku z rozomletych tabliet po
presnom odvéazeni v deionizovanej vode za neustidleho
miesania po dobu 30 min pri laboratérnej teplote. Roztok
s nerozpustnym podielom sa prefiltroval a filtracny kolac¢
sa niekol’kokrat preplachol deionizovanou vodou. Filtraty
boli kvantitativne prenesené do 100ml odmernej banky
a doplnené deionizovanou vodou po rysku. Nasledne boli
riedené so zakladnym elektrolytom a analyzované
v elektrochemicke;j cele.

Vysledky a diskusia

Uvodné voltampérometrické merania boli uskutoéne-
né metddou cyklickej voltampérometrie (CV). Vysledky
ukazali, Ze vhodnymi elektrolytmi pre ucely prace boli
kyslé a neutralne roztoky, v zasaditom prostredi bola pru-
dova odozva oxidacie penicilinu V vyrazne horsia.
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V nasledovnych meraniach sme sa rozhodli pre fosfatovy
pufor (PBS) spH?7,0. Ukéazalo sa, Zze penicilin
V o koncentracii 5-10 mol I"" v PBS s pH 7,0 v rozsahu
od —1 az +1 V je elektrochemicky inaktivny a namerany
voltampérogram prakticky predstavoval pridovi odozvu
¢istého elektrolytu. Rozsirenim potencidlového okna na —2
az +2 'V, ¢o odolny material BDD elektrody umoziuje, bol
vo vysoko kladnych potencialoch pozorovany anodicky
pik prisluchajiici oxidécii penicilinu V. Tento potencidlovy
rozsah sme pouzili aj v dalSich meraniach najmid vdaka
dobrej opakovatelnosti a vyraznej pridovej odozve
v porovnani napr. s rozsahom 0 az +2 V, ¢o mozno vysvet-
lit' tym, ze pouZitie SirSicho potencidlového rozsahu plni
funkciu elektrochemického Cistenia elektrodového po-
vrchu.

Pri potenciali +1,6 V vs. Ag/AgCl/3M KCl bol zazna-
menany anodicky pik prisluchajici oxidéacii penicilinu V,
reduk¢ny protipik v spdtnom scane nebol pozorovany. Je
teda zrejmé, Ze elektrochemicky systém sa sprava vysoko
ireverzibilne podobne ako vicsina organickych latok BDD
elektrode. V snahe ziskat' opakovateIné vysledky sme
dospeli k nazoru, ze v difuznej vrstve BDD elektrody
pravdepodobne ostava naadsorbovany produkt oxidacie
penicilinu V (jeho sulfoxidovy derivat), o sa prejavilo
znizenim prudovej odozvy pri opakovanych paralelnych
meraniach. Z tohto dévodu bolo nutné elektrochemicky
Cistit povrch elektrody polarizaciou BDD elektrody do
zapornych potencialov, ked’Zze najviac pouzivané mecha-
nické Cistenie nie je v tomto pripade vhodné kvoli posko-
deniu diamantového filmu.
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Obr. 1. Vplyv polarizacnej rychlosti na velkost’ prudovej
odozvy oxidacie 1-10~ mol I'" penicilinu V v PBS s pH 7,0 na
BDD elektrode; polarizacné rychlosti: (a) 10 , (b) 25, (c) 50, (d)
100, (¢) 150 a (f) 200 V s
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Pre charakterizaciu procesov v tesnej blizkosti po-
vrchu BDD elektrody sme Studovali vztah medzi polari-
zac¢nou rychlostou a velkost'ou pradovej odozvy oxidacie
penicilinu V. Polarizacnt rychlost’ sme menili v rozsahu
od 10 az po 200 V s™'. Ziskané voltampérogramy st zna-
zornené na obr. 1. Z obrazku je zrejmé, Ze s rasticou polari-
zacnou rychlost'ou rastie oxidac¢ny prid a potencidlové maxi-
mum sa mierne postiva k pozitivnej$im hodnotdm. Na zéklade
Randles-Sev¢ikovej rovnice: 7, = 269000n"> AD"* v'* ¢ sme
metoédou najmensich Stvorcov zostrojili linedrnu zévislost’
1, = fiv'"?) a korelaény koeficient bol R = 0,9899. Na za-
klade tejto skutocnosti mozno povedat, ze prud je limito-
vany difuziou, kym konvek¢né a adsorpéné prudy su zane-
dbatelné.

Diferen¢na pulzna voltampérometria (DPV) bola
vybrana ako citliva elektrochemicka metoda pre kvantita-
tivne Ucely na zostrojenie kalibraénej krivky, t.j. zavislosti
oxida¢ného prudu od koncentracie penicilinu V. Metdda si
pred samotnym pouzitim vyZaduje najst’ optimalnu hodno-
tu modulacnej amplitddy ovplyviiujiicej na polohu, vel-
kost a tvar oxida¢ného piku. Pre tieto ucely sme vo vybra-
nom pufri pripravili roztok penicilinu V o koncentracii
1-107 mol I"". Vplyv modulaénej amplitudy na pradova
odozvu sme sledovali vrozsahu od 5 do 200 mV.
S rasticou amplitidou sa poloha pridového maxima posi-
vala k negativnejSim hodnotdm za stcasného rozsirovania
oxida¢ného piku. Ako optimalnu hodnotu v d’al§ich mera-
niach sme si zvolili 100 mV, pri ktorej este nedochadza
k vyraznému posunu potencidlu a anodicky pik nie je vel-
mi §iroky.

Na zostrojenie kalibracnej zavislosti 7, = f(c;) sme
pripravili kalibra¢né roztoky. Namerané DPV voltampéro-
gramy, kalibra¢na krivka a jej parametre si zobrazené na
obr. 2.

Z parametrov kalibracnej krivky sme vypocitali hod-
noty LOD = 6,6:10° mol I a LOQ 2,2:10° mol I"". Opa-
kovatelnost’ merania bola vyjadrend relativnou smerodaj-
nou odchylkou RSD = 2,5 % pre 6 merani vykonanych na
koncentraénej hladine 1-10° mol I v kratkych &asovych
intervaloch na tom istom pristroji a tym istym pracovni-
kom. Z hodnot RSD, LOD a LOQ mozno konstatovat’, ze
navrhovana metdéda ma vybornu opakovatelnost’ a dobra
citlivost. Na overenie spravnosti metddy bola technika
aplikovana na vzorkach tabliet PENICILIN V® 500. Na
potlacenie vplyvu matrice sa pouzila metéda pridavku
Standardu a ziskané udaje st zobrazené v tabul’ke I.

V tab. I su uvedené stanovené hodnoty koncentracie
penicilinu V po pridavkoch §tandardu so smerodajnymi
odchylkami, intervalmi spolahlivosti a vytaznostami.
Vypoéitané vytaznosti potvrdzuju spravnost’ metody, ked’
ich hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 97,7 az 101,5 %.
Vyrobca na obale lieiva uvadza obsah 500 mg ucinnej
latky penicilinu V v jednej tablete. Priemernd hmotnost’
tablety v jednom baleni je 762 mg, tableta teda obsahuje
65,7 hm.% penicilinu V. Stanovend koncentracia vo vo-
pred zriedenej pripravenej vzorke penicilinu V bola
9,24:10~ mol "', v prepoéte na hmotnostnii koncentraciu
323,8 mg I''. Navazok vzorky tablety bol 500,7 mg a po
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Tabulka I

Metoda pridavku Standardu: stanovenie obsahu penicilinu V v tablete pomocou navrhovanej metédy na BDD elektrode
Pridana Ocakavana Stanovena SD Interval spolahlivosti pre ~ Vytaznost
koncentracia koncentracia koncentracia ¥ [mol 1] P=95%" [%]
[mol 1''] [mol 1''] [mol 1] [mol 1]

0 9,38-107 9,24-107 6,0107° (9,24 +0,49)-107* 98,5
2:107* 1,14-107° 1,13-107° 1,1-107* (1,13 £0,09)-107° 99,1
4-107* 1,34-107° 1,36:107° 1,2:107 (1,36 £0,11)-107° 101,5
6-107" 1,54:107 1,55-107° 1,810 (1,55 +0,15):1073 100,6
8107 1,74-107 1,70-107 2,0-107 (1,70 +£0,17)-107° 97,7

a) aritmeticky priemer zo 6 merani:

T T [} T
26E-6 _
1,80
24E-6 i
@.zu
22E-6 —6—;&0” i
2E6 [ °30 4,0x1co'5 ("%?151‘)0‘5 r2x10*[f| /- ]
__18E-6 - a
S/ Linear Regression:
— Y=A+B*X
5 16E-6 P Value Error T
5 14E6 A 1,0136E-8 4,00427E-8
= B 00181  565294E-4
— 12E6+ R sD
LTJ" ________________________________
§ 1E6 | 0,99611 5,8646E-8 10
8E-7 |
6E-7
4E-7 -
2E-7T +

1 1
14 15
E (V) vs. Ag/AgCI/KCI

1.6

Obr. 2. DPV voltampérogramy réznych koncentracii penicili-
nu V a kalibra¢na zavislost’ s parametrami regresnej priam-
Ky; koncentracia penicilinu V: (a) 1,14-107° , (b) 2,28:107, (c)
3,42:107, (d) 4,56-107°, (e) 5,71-107°, (f) 6,85-107, (g) 7,99-107,
(h) 9,13-107, (i) 1,03-10* a (j) 1,14-10"*, DPV parametre: modu-
lacna amplitida 100 mV, modulaény ¢as 0,05 s, ¢as medzi pulza-
mi0,5s

zohl'adneni riedenia je nami stanoveny obsah penicilinu V
v tablete 64,7 hm.%. Tento obsah dobre koreSponduje
s hodnotou uvadzanou vyrobcom.

X , b) vypoéitané podla vztahu: X + lyra 5D
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, z tabuliek %5005 =2,0150
n

Zaver

Trendom analytickej chémie v sti¢asnosti je minimali-
zovat’ ndklady na vyvoj technik a dosahovat’ spolahlivé
vysledky v ¢o mozno najkratSom case. Elektrochemické
metddy su z tohto pohl'adu pomerne rychle a ich cenova
dostupnost’ oproti ostatnym analytickym metédam
(chromatografickym a optickym) ich predurcuje na stano-
venie koncentracie analytov vo vzorkach potravinarskej,
klinickej a environmentalnej povahy.

V predkladanej praci sme sa zaoberali vyvojom novej
elektrochemickej metddy na stanovenie vybranych antibio-
tik na baze penicilinov, konkrétne penicilinu V vyuzitim
BDD elektrédy ako citlivého elektrochemického senzora.
Navrhovana analytickd metéda je v porovnani s inymi
analytickymi metodami rychla a jednoducha. Vykonnost
analytickej metédy bola charakterizovana zakladnymi
metrologickymi parametrami: medza detekcie LOD
6,6:107° mol "', medza stanovenia LOQ = 2,2-10~ mol I"*
a opakovatelnost RSD = 2,5 %. Prakticka aplikovatel'nost’
metddy bola overend na realnych vzorkach komercne do-
stupnych tabliet. Hodnoty vytaznosti (97,7 az 101,5 %)
potvrdzujt, Ze navrhovana metoda je spravna.

Predkladana praca je len prvotnym usilim vyvoja
rychlej, selektivnej a dostatocne citlivej elektrochemicke;j
metody na stanovenie penicilinovych lieciv v biologickych
vzorkach a ich simultanneho stanovenia s inymi lieCivami,
ktoré sa pri ochoreniach bezne uzivaju s penicilinmi napr.
aspirin, paracetamol. Praca nadvézuje aj na aktudlny trend
v oblasti vyvoja novych elektrochemickych metod stopo-
vej analyzy a vyuzitia novych elektrodovych materidlov na
rieSenie potravinarskych, klinickych a environmentalnych
problémov.

Tato praca bola podporena vedeckou grantovou
agenturou VEGA Ministerstva Skolstva SR a Slovenskej
akadémie vied (Projekt ¢. 1/0182/11) a Programom na
podporu mladych vyskumnikov (¢. 6406).
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PLATINOVYCH CYTOSTATIK POUZITIM PAR PEROXIDU VODIKU

DAVID STIiBAL, KAMILA SYSLOVA a PETR
KACER

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technic-
ka 5, 160 00 Praha 6
stibald@vscht.cz

Uvod

Bioaktivni latky jako kontaminanty Zivotniho prostie-
di jsou co do své rizikovosti pro zivé organismy vaznym
problémem pravdépodobné jiz od doby, kdy je lidstvo
poprvé zacalo pouzivat'. Jako piiklad mohou slouzit 1é¢ivé
substance, které jsou velice Casto po aplikaci do organismu
nedokonale metabolizovany a ¢aste¢né vylouceny do od-
padnich vod, ¢imz ptechazeji do Zivotniho prostfedi. Po-
kud nejsou degradovany, pripadné zachyceny v Cistickach
odpadnich vod, mohou se nakonec dostat v aktivni formé
az do pitné vody, a vyvolavat tak chronické efekty na lid-
ské populaci. Ackoliv jejich primarni koncentrace jsou
velmi nizké, jejich biologickd aktivita, tedy schopnost
vyvolavat zmény biologickych funkci, timto neni ovlivné-
na a v ptipad€ vstupu do organismu vyvoldvaji nezddouci
ucinky. Teprve diky technologickému pokroku a s rozvojem
modernich analytickych metod jsme schopni tyto latky
v prostiedi stanovit a posoudit jejich rizika a vlivy na pfi-
rodu'?. Vysokou rizikovost biologicky aktivnich latek
vytvofenych lidskou cCinnosti a ve zna¢nych objemech
vstupujicich do zivotniho prostfedi si za¢iname uvédomo-
vat Casto velice pozd€, vétSinou teprve tehdy, kdy jsou
jejich ucinky manifestovany. Prikladem mize byt vstup
pohlavnich hormond z antikoncepénich ptipravka do Fic-
nich tokl a jejich negativni vliv na vyvoj vodni fauny.
Dalsim ptikladem mohou byt 1é€iva s vyznamnymi neza-
doucimi ucinky, jako jsou cytostatika, immunosupresiva
aj., vstupujici do prostiedi pfi manipulaci ve vyrobnich
zavodech, védeckych institucich nebo nemocnicnich zafi-
zenich®.

Z téchto divodu je potfeba vyvinout nové metody
degradace a deaktivace bioaktivnich latek. Jednim z mo-
dernich zpisobt dekontaminace prostor je pouziti par pe-
roxidu vodiku (VPHP — Vapor Phase Hydrogen Peroxide).
Tato metoda je oproti jinym dekontaminacnim procestm
charakteristickd moZnosti vyuzivat velmi nizkych koncen-
traci dezinfekéniho agens, jelikoz peroxid vodiku v parni
fazi vykazuje vysokou efektivitu. Cinidlo se rozklada na
neskodné produkty (O, a H,O) a jeho nejvétsi prednosti je,
ze vstupuje i do obtizné dostupnych prostor (dutin, port).
Alternativou pro dekontaminace v kapalném prostiedi je
pak pouziti vodnych roztokd H,0,, které puisobi ¢asto me-
chanisticky stejné jako VPHP.
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Cilem této prace bylo ovéfit, zda VPHP proces miiZe
byt prostfedkem pro dekontaminaci platinovych cytostatik.
Pro pocatecni vyzkum byla zvolena modelova latka am-
mintrichloridoplatnatan draselny (TCAP), ktera je struk-
turnim prekursorem platinovych cytostatik, postrada vSak
jejich vysokou bioaktivitu a toxicitu a zajistuje tak vyssi
bezpecnost prace. Tato latka byla pouZita pro optimalizaci
dekontaminac¢ni metody, pfi které byla posuzovéana fada
parametrii majicich vliv na pribéh procesu (teplota, kon-
centrace par peroxidu vodiku, pfitomnost vlhkosti, pfitom-
nost/absence potenciacniho agens atd.). Z diivodu kinetic-
kého monitoringu pii optimalizaci podminek procesu
a strukturni charakterizaci vznikajicich dekontaminacnich
produktti byla vyvijena a optimalizovana i fada analytic-
kych metod, které toto dovolily. Vyvinuta dekontaminacni
metoda byla nasledné aplikovana na aktualné pouzivana
platinova cytostatika (Oxaliplatina, Pikoplatina, Cisplatina).

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

70% vodny roztok H,O, (Overlack, Ceska Republi-
ka). Calsit-5 (Slovnaft VURUP, Slovensko). Ammintrich-
loridoplatnatan draselny (VUAB-Pharma, Roztoky u Pra-
hy, Ceska republika). Platinova cytostatika: cis(oxalato)
(trans-1-1,2-diaminocyklohexane)platnaty komplex (Oxali-
platina), diammindichloridoplatnatan (Cisplatina), cis-
ammindichlorido(2-methylpyridin)platnaty komplex (Piko-
platina) (VUAB-Pharma, Roztoky u Prahy, Ceska republi-
ka). Rozpoustédla pro HPLC: acetonitril (99,9%), voda
(HPLC Grade), methanol (99,9%), (CHROMASOLYV,
USA). Technicky vzduch (Siad, Italie).

Typicky degradacni experiment v plynné fazi

Testovani degradace bioaktivnich latek probihalo
v experimentalnim zafizeni, pro tyto ucely specialné navr-
Zeném na Ustavu organické technologie, VSCHT Praha.
Zatizeni (tzv. laboratorni peroxybox) slouzi k simulaci
pribéhu dekontaminace v realnych prostorach. Peroxybox
a vSechny jeho soucasti jsou znazornény na obr. 1.

Typicky VPHP dekontaminac¢ni cyklus provedeny
v laboratornim peroxyboxu se skladal ze ¢tyf naslednych
fazi (vSechny vedeny za atmosférického tlaku):

I faze — dehumidifikace anebo humidifikace — snize-
ni, pfip. zvyseni vlhkosti v atmosféfe laboratorniho pero-
xyboxu (LP) pomoci pfedsuSeného anebo naopak zvlhce-
ného vzduchu na pozadovanou hodnotu.

11 faze — kondicionace — ustaleni pocatecnich podminek
dekontaminace (standardné 25 °C, vlhkost vzduchu 40 %).



Chem. Listy 106, s119—s122 (2012)

sonda na méfeni

injekéni
nastfik

teplomér

koncentraceH:0;

vlhkomér

Cena Merck 2012

—
O:

termostat

vystup

syntetického+—

vzduchu UV lampa

»9" H0,

PP sacek

aeraéni prostor

odebrany vzorek

tésnici krouiek

_ dridkna
vzorky

vyparna

sugidlo plocha [

izolaéni
material

la—

S

rniI'(roskpiclcé
sklicko

vrtulka

prvni odebrany vzorek

vstup
*= syntetického
vzduchu

L vyhfivana plocha a elektromotorek

Obr. 1. Schéma laboratorniho peroxyboxu

1II. faze — dekontaminace — zavedeni dekontaminacni-
ho agens (H,0,) na odpatovaci povrch LP, dosazeni poza-
dované koncentracni urovné par H,O.

1V. faze — aerace — redukce koncentrace VPHP na
bezpecnou uroven (1 ppm podle agentury OSHA).

Analytické metody

Kinetika degradace latek byla monitorovana na systé-
mu Dionex Ultimate 3000 (Dionex, USA) skladajici se
z degaséru, kvarterni pumpy, autosampleru, termostatu
kolon a DAD detektoru. Separace latek byla realizovana
isokratickou eluci (mobilni faze A — voda, mobilni faze B
— voda s 1% acetonitrilem, pH 3,5 — upraveno octanem
amonnym a kyselinou octovou, pomér slozek 50:50 (V/1))
na kolon¢ Phenosphere SAX 80A (Phenomenex, USA)
s iontoménicovou stacionarni fazi o rozmérech kolony 250
x 4,6 mm x 5 um (délka x vnitfni primér x zrnitost stacio-
narni faze). Pritok mobilni fize na kolong ¢inil 1 mlmin',
objem nastfikovaného vzorku byl 10 ml. Kolona byla tem-
perovéna na teplotu 25 °C. Separované latky byly deteko-
vany DAD detektorem pii vlnové délce A = 220 nm
(frekvence sbéru dat 5 Hz) a s vyuZitim 3D pole v rozmezi
vlnovych délek A = 190400 nm. Doba analyzy byla
40 min.

Identifikace latek byla realizovana na LC-MS systé-
mu LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, USA)
za identickych podminek pro kapalinovou chromatografii
jako u LC-DAD analyzy. Pfi MS analyze bylo pouzito
elektrosprejové ionizace v negativnim modu. Pti monitoro-
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vani latek bylo pouzito full scan modu o m/z = 100 az
2000 Da pfi rozliSeni 30 000. Podminky na hmotnostnim
spektrometru byly optimalizovany na nasledujici hodnoty:
napéti na kapildfe — 2500 V, teplota na vstupni kapilafe
400 °C, teplota HESI vyparniku 450 °C, sheath gas (dusik)
tlak 0,52 MPa, pomocny plyn (dusik) 20 ArbU.

Testovani toxicity pfipravenych latek

Testovani bylo provedeno na samcich a samicich
(50 % + 50 %) potkantit Wistar o hmotnosti mezi 250
a 300 g a stafi 4 mésich. Potkani byli krmeni potravinami
a vodou ad libitum. Zvitata byla umisténa v parech v kle-
cich z plexiskla pfi pokojové teploté (24 °C) s 12h cyklem
svétlo-tma (zacatek cyklu svétla v 7:00 hod.). Potkani byli
nadhodné rozdéleni do exponované skupiny a kontrolni
skupiny (podani fyziologického roztoku). Exponovanym
potkaniim byla jednorazoveé podana subkutanné (s.c.) dav-
ka predlozené latky v mnozstvich, ktera vedla k urceni
LDs, parametru. Experimenty byly provedeny v souladu se
zdkony na ochranu zvifat v Ceskd republika a v plném
souladu s Evropskymi pozadavky Rady o pouzivani po-
kusnych zvifat (smérnice 86/609/EHS).

Vysledky a diskuse

Predkladana prace byla vénovéana vyvoji efektivni
degradace latky TCAP v laboratornim peroxyboxu (LP).
Byly zkoumany parametry ovliviiujici rychlost a prub¢h
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reakce, jmenovité teplota v LP, vlhkost vzduchu, koncen-
trace par peroxidu vodiku a moZznost urychleni degradace
kombinaci s UV-C zafenim.

Prvnim parametrem, jehoZ vliv na dekontaminaci byl
zkouman, byla vlhkost prostfedi. V LP byly provedeny
degradacni experimenty s nebo bez vyskytu kondenzace
béhem dekontaminaéniho cyklu — tzv. ,,mokry“ a ,,suchy*
VPHP proces. Mokry* VPHP proces, tedy dekontamina¢ni
proces s vyskytem kondenzace par H,O a H,O, na vniti-
nich povrsich LP, vykazoval vys§i u¢innost k degradaci
modelového kontaminantu, neZ proces ,,suchy“. Vlivem
kondenzace par H,O, dochazelo ke zkraceni induk¢ni peri-
ody a k celkovému vzrustu rychlosti degradace. Vyssi
ucinnost ,,mokrého* VPHP procesu je pravdépodobné
zpusobena vyssi koncentraci H,O, v kondenzatu na latkou
kontaminovaném povrchu, v porovnani s adsorbovanym
mnozstvim H,O, pfi procesu ,,suchém®. Pfi ,,suchém pro-
cesu je pracovano s vyrazn€¢ méné korozivnim prostiedim
a navic dochazi ke zkraceni aeracni faze dekontaminacni-
ho cyklu a tedy i celé procedury.

Dalsim zkoumanym parametrem byla teplota. Vzhle-
dem k cili vyzkumu — dekontaminaci velkych prostor, jako
jsou napf. vyrobni haly a operacni saly, byl rozsah zkou-
manych teplot omezen pouze na teploty v danych podmin-
kéch relevantni, tedy 18-30 °C. Podle oc¢ekavani dochaze-
lo pfi zvySovani teploty k zvySeni rychlosti degradace
(Arrheniova rovnice).

Vzhledem ke korozivnim vlastnostem peroxidu vodi-
ku je vhodné snizit pouZivanou koncentraci dekontaminac-
niho ¢inidla na minimum. Zkouménim vlivu koncentrace
H,0, na pribéh reakce byl nalezen spodni limit mnozstvi
H,0,, pti kterém reakce probiha, a to 200 ppm. Tato kon-
centrace je jiz velmi nizkd a zaji§tuje vysokou kompatibi-
litu s velkym mnozstvim materiali (zabranéni poSkozeni
vybaveni dekontaminovaného prostoru). Zaroveil je také
docileno vysoké efektivity, jelikoz vétSina generovaného
plynného H,O, je vyuzita na degradaci kontaminantti.

Vyznamného zvySeni rychlosti a kvality degradace
kontaminantti bylo dosazeno sptazenim VPHP procesu
s UV-C zatenim. Toto zafeni je diky své vysoké energii
schopné $tépit H,O, na OH radikaly a tim teoreticky zvy-
Sovat rychlost a ucinnost degradace. Pfi experimentech se
prokazalo, ze kombinaci VPHP/UV-C je mozno degradaci
urychlit az trojnasobné. Vysledky z VPHP/UV-C experi-
mentl také ukazuji, Ze v tomto ptipad¢ probiha degradace
modelového kontaminantu ,,mokrym® procesem pomaleji
nez procesem ,,suchym®. Zjisténé reverzni chovani souvisi
s mnozstvim H,O, na kontaminovaném povrchu. Pti uziti
UV-C zafeni pro aktivaci H,O, dochazi u ,,mokrého” pro-
cesu vlivem vys$i koncentrace H,O, v kondenzatu pted-
nostné k rekombinaci vétSiny vzniklych OH radikalli, nez
k aktivaci dané¢ho kontaminantu témito radikaly. Naopak v
pripadé ,,suchého* procesu je adsorbované mnozstvi H,O,
dostatecné nizké, vzniklé radikaly se tedy spotfebovavaji
primarné na degradaci modelového kontaminantu. Toto je
velkou vyhodou kombinace VPHP/UV-C vzhledem k jiz
zminéné korozivnosti prosttedi pfi ,,mokrém* procesu.

Optimalizaci parametrti analytické metody na HPLC/
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MS (typ kolony, pritok, mobilni faze, gradient, parametry
ionizace) bylo dosaZzeno separace degradacnich produkti
abyla ziskana jejich spektra (obr.2), kterd slouzila ke
strukturni charakterizaci.

Analyzou vzorkli kontaminantl v prib&éhu reakce
byla ziskana kineticka data, dokladajici priibéh a Gc¢innost
dekontaminacniho procesu (obr. 3).

S vyuzitim MS spekter s vysokym rozliSenim (LTQ
Orbitrap) byl uréen pik nalezici vychozi latce (¢, = 32 min).
Pomoci iontovych chromatogramti bylo mozno dosahnout
separace vétSiny vznikajicich latek (obr. 4). S vyuzitim
kinetickych dat a HPLC/MS/MS analyz byly urceny dalsi
degradac¢ni meziprodukty reakce.

Obr. 2. MS spektrum vychozi latky TCAP
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Obr. 3. Konverze modelové latky TCAP v ¢ase pomoci VPHP,
1200 ppm

Degradac¢ni metoda a metody analytické byly nésled-
n¢ aplikovany na Oxaliplatinu, Pikoplatinu a Cisplatinu,
tedy latky s vysokou bioaktivitou a toxicitou. Bylo proka-
zano, ze degradace probiha stejnymi mechanismy, jako
v pfipadé¢ modelové latky. Analyzou reakcnich smési byly
ureny vznikajici meziprodukty. Pfi reakcich dochazi ke
vzniku aqua-komplexl (aquatace je moznd az do ¢tvrtého
stupng), hydroxo-komplexii a oxidacnich produktt platiny
(oxidace z platnatanu na plati¢itan). Oxidacni efekt peroxi-
du vodiku se také projevuje na organickych ligandech.
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Obr. 4. Chromatogram reakéni smési po 30 minutach

Vsechny zminéné procesy prispivaji k vyraznému a velmi
rychlému snizeni biologické aktivity a toxicity vSech zkou-
manych latek. Toto bylo dokazano in vivo testy na pokus-
nych zvifatech.

Zavér

Byla vyvinuta metoda rychlé degradace modelové
substance platinovych cytostatik — ammintrichloridoplat-
natanu draselného. Degradace latky je rychla a efektivni —
k 90% konverzi latky dochdzi béhem 45 minut. Velkou
vyhodou je pouzitelnost metody pro velké prostory, napri-
klad vyrobni haly a operacni saly v nemocnicich. Vyuziti
metody v praxi napomaha nizka toxicita dekontaminacni-
ho ¢inidla, jeho ekologi¢nost a existence komeréné dostup-
nych generatorti par H,O,.

In vivo testovanim bylo prokazano, ze toxicita pro-
duktii dekontaminace je vyrazné niz$i, nez u vychozich
cytostatik. Degradacni produkty byly identifikovany po-
moci HPLC/MS analyz. Pro degradaci v kapalné fazi je
mozno pouzit vodnych roztokd H,0,, ve kterych probiha
degradace identickymi mechanismy.
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Vysledky z této prace jsou aktudln€ vyuZzivany pro
experimentalni testy aplikujici VPHP v realném prostiedi
(nemocnicni prostory). Dalsi vyzkum se bude soustfedit na
aplikaci metody na dal$i bioaktivni latky z oblasti I1éCiv.
Rovnéz potenciace procesu UV zafenim a odlisny dekon-
taminac¢ni mechanismus jsou vysledky s velkym potencia-
lem pro dalsi vyzkum. Kombinace VPHP/UV-C je velmi
ucinnym feSenim, které je zajimavé nejen pro svou nékoli-
kanasobné vyssi G¢innost a rychlost, ale i pro svou vyso-
kou materidlovou kompatibilita s bézné¢ uzivanymi mate-
rialy.
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Uvod

Environmentalni kontaminanty tvofi riznorodou sku-
pinu latek, do které jsou fazeny jednak persistentni orga-
nické polutanty (POP), jako polychlorované bifenyly
(PCB), polybromované difenyl etery (PBDE) a organo-
chlorové pesticidy (OCP) a dale napt. také polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU). Vsechny tyto kontaminan-
ty pochazeji z primyslového znecisténi. PAU mohou na-
vic kontaminovat zivotni prostiedi také z neantropo-
gennich zdrojii (napf. pfirodni prisaky ropy, lesni pozary,
vulkanicka ¢innost atd.) a mohou vznikat také pfi kulinai-
ské uprave potravin. PBDE predstavuji dilezitou a rozsah-
lou skupinu bromovanych retardéri hoteni (BFR), které se
pouzivaji v riznych materidlech,jako jsouplasty, textilie
a elektronika, k omezeni jejich hotlavosti. PCB reprezen-
tuji skupinu perzistentnich organickych latek, kterd byla
Siroce pouzivana v mnoha oblastech, napf. jako dielektric-
k4 a teplonosna media v primyslovych zafizenich. OCP
byly pouzivany ve velké mife pro zemédélské a nezemé-
delské ucely po celém svété. Ackoli jsou ve vétSin€ zemi
zakazany, s ohledem na jejich vysokou perzistencijsou
jejich residua stale nachézena v zivotnim prostiedi.OCP,
PCB a PBDE maji diky své struktufe lipofilni charakter
a kumuluji se v tukové tkani'”’.

Vsechny tyto skupiny se dostavaji do lidského orga-
nismu pievazné potravinami, pfijem PAU a BFR je mozny
také ze vzduchu, ve kterém jsou vazany piedevsim na po-
vrch prachovych castic. Z tohoto divodu se sledovanim
téchto latek zabyva mimo jiné také Evropsky ufad pro
bezpecnost potravin (EFSA). PCB, PBDE a OCP jsou
zafazeny také na seznam Stockholmské konvence'*°.

V soucasné dob¢ je mozné v literatufe dohledat Siroké
spektrum extrakénich a ptecistovacich technik pro jednot-
livé skupiny latek. Na zékladé¢ podobnych fyzikalné-
chemickych vlastnosti 1ze vSak predpokladat, ze by bylo
mozné tyto latky stanovovat simultanné. Prvni a velmi
Casto vyuZivanou mozZnosti extrakce je extrakce dle
Soxhleta. Alternativou tohoto postupu muiize byt napf. ex-
trakce za zvySeného tlaku (PLE), kterd je Casové méné
naro¢na a dochézi pfi ni k vyrazné mensi spotieb¢é chemi-
kalii. Pokud je do extrakéni cely navic pfidan vhodny sor-
bent, je mozné spojit krok extrakce a precisténi do jedno-
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ho. Mezi dalsi pouZitelné techniky patii napf. extrakce
s podporou mikrovin (MAE) a superkriticka fluidni extrak-
ce (SFE). Pro pfeciSténi primarniho extraktu se nejéasteji
pouzivaji gelova permeacni chromatografie (GPC) a ex-
trakce na tuhou fazi (SPE). GPC miiZe byt pln¢ automati-

Y ¥ X 2,3,11-1
Vétsi spotiebu rozpoustédla™>'"",

Stanoveni vSech vySe uvedenych skupin latek
v potravinach se v soucasné dob¢ provadi predevsim po-
moci plynové chromatografie (GC) s hmotnostni spektro-
metrii (MS). Pro stanoveni PBDE, PCB a OCP lze také
pouzit GC ve spojeni s detektorem elektronového zachytu
(ECD). Pro stanoveni PAU je Casto vyuzivana kapalinova
chromatografie (LC) ve spojeni s fluorescen¢nim detekto-
rem (FLD). Tento typ detekce vSak nemize byt pouZzit pro
nékteré nefluoreskujici PAU, mezi které patii napt. cyklo-
penta[cd]pyren a benzo[j]fluoranthen, a proto i u této sku-
piny latek zacina nachazet uplatnéni GC—MS v mddu elek-
tronové ionizace (E1)>*%719,

Cilem prezentované studie je optimalizace analytické
metody pro stanoveni vybranych skupin environmental-
nich kontaminanti (PCB, BFR, PAU, atd.) v rybi svalovi-
né s vyuzitim GC ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii typu trojity kvadrupol (MS/MS), ktera
umoziuje simultanni stanoveni téchto latek. Prace navazu-
je na piedchozi &innost na Ustavu chemie a analyzy potra-
vin na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze,
ktera probihd v rdmci Evropského projektu CONf/IDEN-
CE (Contaminants in Food and Feed: Inexpensive Detecti-
on for Control of Exposure).

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

V prezentované studii byly pouZity nésledujici chemi-
kalie: deionizovana voda (Milli-Q, Millipore, Francie),
aceton (Penta Praha, CR), ethylacetat (Fluka, Némecko),
dichlormetan, hexan, isooktan (Merck, Némecko), chlorid
sodny, (Lach Ner, CR), siran hofecnaty bezvody (Sigma-
Aldrich, Némecko), siran sodny (Penta Praha, CR; ptipra-
va bezvodého siranu sodného probiha v susarné pti 600 °C
po dobu 7 hodin), Silikagel 60 (velikost ¢astic 0,063—0,100
mm, Merck, Némecko; aktivace silikagelu probiha v susar-
né pti 180 °C po dobu 5 hodin. Po vychladnuti se deakti-
vuje pridavkem 2 % (w/w) vody, dobfe protiepe v zabru-
sové prachovnici a poté se ponecha 3 hodiny tfepat na
laboratorni tfepacce. Takto pfipraveny silikagel se ulozi do
exsikatoru a po 16 hodinach je mozné ho pouzit. Doba
pouzitelnosti silikagelu je maximalné 14 dni.).

Pouzité technické plyny: dusik 4.0 (Siad, CR), helium
6.0 (Siad, CR).
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Pouzité standardy: jednotlivé PBDE kongenery #28,
47, 49, 66, 85, 99, 100, 153, 154, 183, 196, 197, 203, 206,
207, 209 (vse s deklarovanou Cistotou >98 %) byly dodany
od Wellington Laboratories (Guelph, Ontario, Kanada),
standardy PCB #28, 52, 77, 81, 101, 105, 114, 118, 123,
126, 138, 153, 156, 157, 167, 169, 180 a 189 (vSe s dekla-
rovanou Cistotou >97%) byly nakoupeny od Dr. Ehrenstor-
fer (Augsburg, Némecko), standardy "*C-PCB 101, 77
a PBDE 37, 77 byly dodéany od Cambridge Isotope Labo-
ratories (Andover, MA, USA) a Wellington Laboratories
(Guelph, Ontario, Kanada), v uvedeném potadi. Certifiko-
vané standardy jednotlivych PAU: acenaften (AC), acenaf-
tylen (ACL), antracen (AN), benz[a]antracen (BaA), benzo
[a]lpyren (BaP), benzo[b]fluoranten (BbFA), benzo[c]
fluoren (BcFA), benzo[j]fluoranten (BjFA), benzo[k]
fluoranten (BkFA), benzo[ghi]perylen (BghiP), chrysen
(CHR), cyclopenta[cd]pyren (CPP), dibenzo[ah]antracen
(DBahA), dibenzo[ae]pyren (DBaeP), dibenzo[ah]pyren
(DBahP), dibenzo[ai]pyren (DBaiP), dibenzo[al]pyren
(DBalP), dibenzothiofen (DBT), fluoranten (FA), fluoren
(FL), indeno[1,2,3-cd]pyren (IP), naftalen (NA), fenantren
(PHE), pyren (PY), 2-methylantracen (2-MA), 1-methyl-
chrysen (1-MC), 3-methylchrysen (3-MC), 5-methyl-
chrysen (5-MC), 1-methylnaftalen (1-MN), 2-methyl-
naftalen (2-MN), 1-methylfenantren (1-MPH) a 1-methyl-
pyren (1-MP) (vSe s deklarovanou Cistotou >98 %) byly
dodéany od Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Némecko), certifi-
kovany standard roztoku znacenych PAU - US EPA 16
PAH smés (*Ce-AC, *Cs-ACL, BCe-AN, BC¢-BaA, *Cy-
BaP, *C¢-BbFA, "*C¢-BkFA, Cj,-BghiP, “C¢-DBahA,
BCe-FA, BCs-CHR, CeIP, C¢-NA, “Ce-PHE, Cs-
PYR) byl zakoupen odCerilliant (Round Rock, TX, USA).
Certifikované standardy 13C,,-DBaiP a *C4-DBaeP byly
dodéany Cambridge Isotope LaboratoriesInc (Andover,
MA, USA). Certifikované individualni roztoky standarda
alternativnich BFR: pentabromtoluen (PBT), hexabrom-
benzen (HBB), pentabromethylbenzen (PBEB), 1,2-bis
(2,4,6-tribromfenoxy)etan (BTBPE), oktabromtrimethylfe-
nylindan (OBIND), dekabromdifenyletan (DBDPE) byly
zakoupeny od Wellington Laboratories (Guelph, Ontario,
Kanada). Jednotlivé OCP: a-HCH, HCB, B-HCH, y-HCH,
heptachlor, aldrin, cis-HEPO, trans-HEPO, oxychlordan,
trans-chlordan, o,p’-DDE, a-endosulfan, cis-chlordan,
p,p -DDE, dieldrin, o,p’-DDD, endrin, 3-endosulfan, p,p’-
DDD, o,p’-DDT, endosulfansulfat, p,p’-DDT — byly doda-
ny Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Némecko).

Pouzité pfistroje a zafizeni

Analytické vdhy GR-202EC (A & D Instruments,
Japonsko), vahy HF-1200G EC (A & D Instruments, Ja-
ponsko), predvazky AND HF-1200 (AND, Japonsko),
davkovac¢ kapalin 10 ml (Fischer Scientific, USA), auto-
matické pipety FINNPIPETTE 2-10 ml (Thermo-
Scientific, USA), rota¢ni vakuova odparka s vodni lazni,
BiichiRotavapor R-114 aWaterbath B-480 (Svycarsko),
odstiedivka, HETTICH Zentrifugen, EBA 21 (A. Hettlich,
Némecko), polypropylenové kyvety — 50ml (Greiner Bio-
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one, SRN), laboratorni stiikacky 10 az 1000 pl (Hamilton,
USA).

Analyzovany materidl

Pro vyvoj a néaslednou validaci metody byly pouzity
dva druhy ryb o rizné tucnosti zakoupené v ¢eské obchod-
ni siti, které byly pfedem vySetfeny na obsah cilovych analy-
ti — pstruh (0,6 % tuku) a losos (10,4 % tuku). VSechny
vzorky byly po homogenizaci uchovavany pii —18 °C.

Izolace analytl

Do kyvety bylo navézeno cca 10 g pfedem zhomoge-
nizovaného vzorku rybi svaloviny, ke kterému bylo piida-
no 5 ml deionizované vody. Nasledné bylo pfidano 10 ml
ethylacetatu a kyveta byla tfepana po dobu 1 min. Poté
byly do kyvety pfidany 2 g NaCl a 4 g MgSO, a opét byla
kyveta 1 min tfepana. Nasledovalo odstfedéni vzorku na
centrifuze pii 11 000 otackach/min pfi teploté 20 °C po
dobu 5 min. Z ethylacetatové (horni) faze bylo odebrano
do srdcové baniky 5 ml extraktu a extrakt byl odpafen na
vakuové rota¢ni odparce a jemné odfoukan do sucha slabym
proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 1 ml hexanu.

Piedisténi extraktu

Precisténi extraktu bylo provedeno metodou extrakce
na tuhou fazi (SPE) na ru¢né pfipravené silikagelové ko-
lonce — Pasteurova pipeta nebo kolonka pro adsorpcni
chromatografii plnénd od spoda skelnou vatou, malym
mnozstvim bezvodého Na,SO,, 1 nebo 5 g silikagelu
a opét bezvodym Na,SO,. Krok ptecisténi, resp. velikost
kolonky je ddna mnozstvim aplikovaného tuku, byly proto
pouzity dva typy kolonek: (i) mal4, s pouzitim 1 g sili-
kagelu pro vzorky ryb do 2 % tuku a (i7) velkd, tvofena 5 g
silikagelu 60 pro vzorky s vice nez 2 % tuku. Kondiciona-
ce kolonek byla provedena 6 (18) ml smési he-
xan:dichlormetan (3:1, V/V) a 4 (12) ml hexanu. Poté byl
nanesen vzorek rozpuStény v 1 ml hexanu a analyty byly
eluovany 10 (30) ml smési hexan:dichlormetan (3:1, V/V).
Po piecisténi byl vzorek opét odparen a odfoukan do su-
cha. Nasledné byl vzorek rozpustén v 0,5 ml isooktanu se
syringe standardy BDE 77 o koncentraci 5 ng ml™, *C-
PCB 101 o koncentraci 40 ng mI™' a >C-PAU o koncentra-
ci 2 ng ml™, a pieveden do vialky.

Elu¢ni profil a vytéznost SPE silikagelovych
kolonek

Elu¢ni profil byl proveden pro ziskani informace, kdy
se cilovy analyt eluuje. Pro zjisténi elu¢niho profilu kolo-
nek byl po kondicionaci na silikagel nanesen v 1 ml hexa-
nu smésny standard v8ech cilovych analyt. Eluét byl ji-
man (i) 1 g kolonka — po 1 ml, (if) 5 g kolonka — po 2 ml.
Po odpareni a odfoukani do sucha byla kazda frakce roz-
pusténa ve 250 pl isooktanu. Pro ovéfeni vytéznosti SPE
kolonek byl na nakondicionovanou kolonku aplikovan



Chem. Listy 706, s123-s127 (2012)

smésny standard vSech cilovych analytd v 1 ml hexanu.
Postup kondicionace a eluce byl stejny jako u vzorki.

Plynovy chromatograf

Pro instrumentalni stanoveni v8ech analytil byl pouzit
plynovy chromatograf Agilent 7890As tandemovym hmot-
nostnim spektrometrem 7000A Triple Quad(Agilent Tech-
nologies, USA) v modu s elektronové ionizaci (EI). GC-
MS/MS podminky byly nasledujici: kolona 1: Rxt 1614
(15 m x 0,25 mm x 0,1 um; Restek, USA), kolona 2.: DB5
0,5 m x 0,15 mm x 0,15 pm; Agilent Technologies,
USA), nosny plyn: helium, konstantni tlak nosné¢ho plynu
0,12 MPa pii teploté 80 °C, objem nastiiku: 2 ul, technika
nastiiku: pulsni splitless (0,14 MPa po dobu 1,5 min), tep-
lotni program nastfiku: 80 °C (0,2 min), 600 °C/min do
300 °C (1 min), 100 °C/min do 280 °C. V ramci experimenti
byly vyzkouSeny tfi teplotni programy pece: (i) 80 °C (1,5
min), 30 °C/min do 240 °C, 2 °C/min do 270°C, 5 °C/min
do 320 °C, 40 °C/min do 340 °C (5 min); (if) 80 °C
(1,5 min), 30 °C/min do 240 °C, 5 °C/min do 340 °C; (iii)
80 °C (1,5 min), 30 °C/min do 240 °C, 10 °C/min do
340 °C (5 min). Teplota interface: 300 °C, teplota zdroje:
280 °C.

Vysledky a diskuse

Predkladana studie shrnuje vysledky prace, kterd na-
vazuje na predchozi ¢innost na Ustavu chemie a analyzy
potravin v ramci evropského projektu CON//IDENCE,

Cena Merck 2012

v ramci kterého byla jiz dfive vyvinuta metoda pro simul-
tanni stanoveni PCB, PBDE a PAU.Jednim z cila této
studie bylo rozsifeni stavajici metody o dal$i analyty
(OCP, dalsi kongenery PBDE, ABFR, dalsi PAU a jejich
methylované derivaty), které nebyly pivodné zahrnuty do
kace bylo dalSim cilem zavedeni instrumentalni techniky
plynové chromatografie s tandemovym hmotnostnim spek-
trometrem typu trojity kvadrupol (GC-MS/MS).

Pro piipravu vzorkli byla pouzita metoda (obr. 1)
zalozena na extrakci tfepanim ethylacetaitem s naslednym
docisténim pomoci extrakce na tuhou fazi (silikagelové
kolonky). Prvnim krokem rozsifeni metody o dalsi analyty
bylo zjisténi, zda je dany extrakéni a pieciSt'ovaci postup
vhodny i pro nové zavadéné analyty. Bylo proto nutné
stanovit elu¢ni profily vSech cilovych analytl a jejich vy-
téznost na SPE kolonkach. Z elu¢nich profild a vytéznosti
bylo zjisténo, Ze pieciStovaci metoda neni vhodni pro
dieldrin, endrin, B-endosulfan, endosulfansulfat a NA,
které jsou na silikagelovou kolonku ireverzibiln€¢ navazany
a z kolonky je tedy neni mozné vyeluovat (v ptipadé NA
mize byt nizsi vytéznost dana také jeho extrémni t¢kavosti
a s tim souvisejicimi problémy pfi odpafovani). Pro vSech-
ny ostatni analyty bylo dosazeno vytéznosti vysSich nez
75 % pro ob¢ velikosti kolonek.

V ramci puvodni metody pro stanoveni PAU, PCB
a PBDE vyvinuté v projektu CONfIDENCE byla jako
instrumentalni koncovka pouzita dvoudimenziondlni ply-
nova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
s priletovym analyzatorem iontd (GCxGC-TOF-MS),
ktera umoznuje kromé stanoveni cilovych analytd také

Extrakce

10 gvzorku + 5 mlH,O + 10 ml ethylacetat

4 min

Tfepani 1 min

Rozdéleni fazi
2 g NaCl + 4 g MgS0O4

2 min

Tfepani 1 min
Odstfedéni 5 min

[ Odebrani alikvotu |

\LOdpaFeni 8 min

Piecisténi
SPE-silikagelové kolonky
1 g (5 g) silikagelu - Matrice s nizkym (vy$sim) obsahem tuku

30 min

Odpafeni 8 min

Detekce a kvantifikace

GC-(ENMS/MS

Obr. 1. Schéma pouZité analytické metody
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam OCP (500 ng mI™' isooktanu) z teplotniho programu (iii)

pripadny screening ostatnich latek potencialné pfitomnych
ve vzorku. Nevyhodou této techniky je znacné Casové
naro¢né zpracovani ziskanych dat. Prevedeni metody na
GC-MS/MS, ktera v dnesni dobé predstavuje ¢im dal Cas-
t&ji pouzivanou analytickou koncovku, bylo provedeno
s cilem zjednodusit zadvérecné zpracovani dat. Tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) navic umoziuje dosa-
zeni lepSich vysledkd s ohledem na selektivitu a limity
detekce celé metody.

Prvnim krokem zavedeni instrumentalni koncovky
GC-MS/MS bylo uréeni jednoho kvantifika¢niho a jedno-
ho nebo dvou konfirmacnich MS/MS prechodt, které jsou
specifické pro kazdou jednotlivou latku (v ptipad¢ isomerd
maji dané latky prechody identické). Zjisténi pfechodli
zahrnovalo nejprve analyzu smésné¢ho standardu vsech
cilovych slou¢enin o vysoké koncentraci (1000 ng ml™)
v mddu scan, kdy byla zjisténa spektra danych latek, ze
kterych byly v dal§im kroku vybrany nejintenzivnéjsi a co
nejvice specifické ionty. Tyto tzv. matefské ionty byly
nasledné fragmentovany v kolizni cele za vzniku dcefi-
nych iontl, ze kterych byly opét vybrany nejintenzivngjsi
a co nejvice specifické hmoty. Dany matefsky a dcefiny
ion tvoii hledany MS/MS ptechod. V ramci fragmentace
bylo nutné optimalizovat pro vybrany MS/MS ptechod
také tzv. kolizni energii, kterd urCuje miru fragmentace
matefského iontu. Pfiklad chromatografického zaznamu
stanoveni OCP v modu MRM je zobrazen na obr. 2.

V dalsi ¢asti experimentd byly modifikovany parame-
try GC analyzy vychazejici z pivodni GCxGC metody
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pouzivané v laboratofi ve spojeni s TOF-MS detektorem.
Z divodu zlepSeni podminek separace pro nove pridané
analyty byly kromé piivodniho teplotniho program (i) na-
vrzeny dal§i dva teplotni programy (i7) a (iif) uvedené
v experimentalni ¢asti. Pro dalsi experimenty byl nakonec
vybran teplotni program (iii) (80 °C (1,5 min), 30 °C/min
do 240 °C, 10 °C/min do 340 °C (5 min). Tento teplotni
program byl zvolen s ohledem na vyse bromované latky,
které s vySsi retenci na koloné vice podléhaji degradaci.
Nevyhodou tohoto teplotniho programu je koeluce BbFA,
BKFA a BjFA, pro které by byl vhodné&jsi teplotni program
s pomalejsim teplotnim programovanim.

V ramci validace metody byla stanovena vytéZnost
a opakovatelnost metody pomoci piidavku znamého
mnozstvi analytl do matrice na dvou koncentra¢nich hla-
dinach (1 a 5 pg kg™'). Bylo dosazeno nasledujicich vyt&z-
nosti a opakovatelnosti: PCB 75-113 % a 3-9 %, PAU
85-104 % a 1-12 %, PBDE 78-120 % a 2—-13 %, ABFR
82-114 % a 2-14 %. Z ¢asovych diivodl nebyly naméfeny
a vyhodnoceny valida¢ni experimenty pro OCP a né&které
dalsi analyty, pro které¢ bude validace metoda v nejblizsi
dobé¢ dokoncena.
kalibrace (LCL), se pro vSechny analyty pohybovaly
v intervalu od 0,01 do 10 ug kg '. Vyssich LOQ bylo do-
sazeno pro vySe bromované kongenery PBDE (BDE 206
a 207 — 5 ug kg' a BDE 209 — 10 pg kg') a OBIND
(10 pg kg™). Pro DPDBE ptvodné zahrnuty mezi cilové
analyty nebyly z divodu nizké citlivosti v EI naladény
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vhodné ptfechody. V dalS§im kroku byly porovniny LOQ
dosazené nové vyvinutou metodou s metodou GCxCG-
TOF-MS, kde byla pouzita technika nasttiku PTV a objem
nastfiku byl 8 ul. U techniky GC-MS/MS byla pouzita
technika nastfiku pulzni splitless a objem nastfiku byl 2 pl.
Z porovnani vyplyva, ze pouzitim GC-MS/MS jako instru-
mentélni koncovky je mozné dosahnout i pfi nastiiku Cty-
fikrat mensiho mnozstvi srovnatelnych ¢i dokonce nizsich
LOQ ve srovnani s GCxCG-TOF-MS.

Zavér

Predkladana zprava shrnuje vysledky zavedeni no-
vych analyti (OCP, dalsi kongenery PBDE, ABFR, dalsi
PAU a jejich methylované derivaty) do stavajici analytické
metody, ktera byla vyvinuta v ramci piedchozi ¢innost na
Ustavu chemie a analyzy potravin jako soudast evropského
projektu CONfIDENCE a ptevedeni stavajici instrumen-
talni koncovky z GCxCG-TOF-MS na GC-MS/MS.

Béhem experimentd byly zjistény charakteristické
MS/MS piechody s optimélni kolizni energii pro kazdy
analyt. V ramci optimalizace GC metody byl vybran
s ohledem na tvar pikli, odezvy a dobu analyzy nésledujici
teplotni program 80 °C (1,5 min), 30 °C/min do 240 °C,
10 °C/min do 340 °C (5 min).

Z pokust bylo dale zjisténo, ze pieCisténi extraktu
pfes silikagelové kolonky neni vhodné pro dieldrin, endrin,
B-endosulfan, endosulfansulfat a naftalen. Pro ostatni cilo-
vé analyty byla metoda pfipravy vzorku shledana jako
optimdlni.

Vytéznost a opakovatelnost pro PCB, PBDE, ABFR
a PAU byla néasledujici 75-120 %, RSD 1-14 %,
v uvedeném poradi. LOQ metody se pro vSechny analyty
pohybovaly v intervalu 0,01-10 pg kg '. Vyssi LOQ byly
stanoveny pro vySe bromované PBDE (BDE 206, 207
a 209) a OBIND z diivodu pouziti ioniza¢ni techniky EI,
které neni pfilis vhodna pro bromované latky. V navazuji-
cich experimentech, v ramci mé diplomové prace, budou
dokonceny validace zbylé skupiny analyti a dale bude
vyzkousena negativni chemicka ionizace (NCI) vhodna
predevsim pro vySebromované latky.
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Uvod

Barviva jsou latky ud€lujici potraviné barvu, kterou
by bez jejich pouziti neméla, nebo rekonstruujici barvu,
ktera byla poskozena ¢i zeslabena béhem technologického
procesu'. Viechna syntetickd barviva pouzita v této praci
jsou v Ceské republice povolena pouze jako piidatné latky
a mohou byt pouzita pfi vyrob€ definovanych potravin
nebo jejich skupin jednotlivé ¢i v kombinaci, av§ak maxi-
méln& do vyse danych limitd®. P¥i pouziti nékterych potra-
vinafskych barviv (napt. E102, E104, E124 a E129) musi
oznaceni potravin obsahovat dopliiujici informaci, Ze dané
barvivo milze nepfiznivé ovlivnit Cinnost a pozornost
u déti®. Jako perspektivni pro izolaci potravinaiskych bar-
viv se jevi metoda QUEChERS. Jedna se o extrakéni meto-
du pouZivanou predev§im pro analyzu Siroké Skaly rezidui
pesticidii v ovoci, zelenin€, obilovindch a produktech
z nich vyrobenych. Tato technika zahrnuje nékolik kroki
vedoucich k pfevodu analytu do rozpoustédla a ziskany
extrakt Ize dale vyuzit pro dalsi analyzu®’. Piesto, Ze je
tato metoda nejvice vyuZzivana predev§im pro extrakce
rezidui pesticidl, existuji predpoklady jejiho vyuziti pro
extrakce dalSich analytd zrozlicnych vzorki. Aplikace
metody QuEChERS na extrakci syntetickych barviv
z potravinafskych vzorkd by mohla vést k nalezeni vhodné
a soucasné rychlé a efektivni metody k dosud bézné€ uziva-
né metodé zalozené na extrakci s vyuzitim vinéného vlak-
na. Extrakty by mohly byt jednoduse prométeny spektro-
fotometricky ve viditelné oblasti pfi vinovych délkach

vvvvvv

pak analyzovany metodou vysokoucinné kapalinové chroma-
tografie (HPLC) s detekei ve viditelné oblasti svétla®’.

Experimentalni ¢ast

Pro extrakci byla pfipravena sada vodnych roztoki
syntetickych potravinafskych barviv (E102, E104, E124,
E129, E131, E133). Jako extrak¢ni ¢inidlo byl vyzkousen
acetonitril, methanol, ethanol, 2-propanol a I-propanol.
Pribéh extrakce byl podpofen pfidavkem soli NaCl
aMgSO, (vie &istoty p.a., Sigma Aldrich, Praha, CR).
V neposledni fad¢€ byla pro zvyseni odezvy extraktu prida-
na 35% HCI (Penta, Chrudim).
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Extrakce byla provadéna v plastovych uzaviratelnych
zkumavkach o objemu 13 ml, do kterych bylo odméfeno
6 ml roztoku barviva, 3 ml extrak¢niho cinidla (1-pro-
panol), pfidano 0,6 g NaCl, 2,4 g MgSO,4 a 0,75 ml 35%
HCI a obsah zkumavky byl uzavien a dikladn€ protfepan
do rozpusténi ptidanych soli. Po oddéleni fazi byla horni
organicka odebrana, jeji objem zméfen a obsah jednotli-
vych barviv analyzovan. U sledovanych barviv bylo urce-
no absorbéni maximum pomoci spektrometru HELIOS
Gamma (Theromo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
a piislusné vinové délky byly pouzity i pro chromatogra-
fickou analyzu.

Synteticka barviva byla analyzovana pomoci HPLC
s VIS detekci. Kapalinovy chromatograf byl sestaven
z autosamperu, pumpy LC 1150 a detektoru LC 1210 od
firmy GBC (Regents Park, Australie) a degasseru od firmy
ERC (Saitana, Japonsko). K separaci byla pouzita kolona
LiChrospher 100 RP-18¢ (250 x 4 mm i.d., zrnitost 5 pm)
s pfedkolonkou LiChrospher 100 RP-18e (4 x 4 mm i.d.,
zrnitost 5 um) od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Pro
separaci byla pouzita gradientova eluce pii pritoku
1 ml min™". SloZeni mobilni faze bylo nasledujici: acetoni-
tril (MF-A, &istota 99,9%, Sigma Aldrich, Praha CR) a
100 mM octan sodny (Cistota 99,0%, Sigma Aldrich, Praha
CR) v redestilované vodé o pH upraveném pomoci HCI na
hodnotu 7,0. Roztok octanu sodné¢ho byl zfiltrovan pres
membréanovy filtr 0,45 pm (Sigma Aldrich, Praha CR).
Program gradientové eluce byl nasledujici: 0-5,5 min
100 % MF-B, 5,544 min linearni gradient do 70 % MF-B
a 44-53 min linearné do 0 % MF-B.

Vysledky a diskuse

Metoda QuUEChERS byla optimalizovana z nékolika
hledisek. V plvodni metodé¢ byl jako extrakéni
rozpoustédlo pouzit acetonitril. Ten vSak neni vhodny pro
syntetickd potravinarskd barviva, protoze s vyjimkou
barviva E131 je vytéznost jednotlivych barviv velmi mala.
Proto byla dale testovana fada alkoholt. Methanol nebyl
vhodny, protoze v pribéhu extrakce nedoslo k oddéleni
fazi. Také ethanol nebyl vhodny, protoze vzhledem
k dobré misitelnosti s vodou doslo k vytvofeni fazi ve
nespravném pomeéru. Jako vhodna extrakéni ¢inidla byla
vyhodnocena 2-propanol a 1-propanol, pfi¢emz 1-propanol
vykazoval vyss§i vytéznosti po upravé pH 35% HCI, coz
dokazuje tabulka I.

Predevsim u Zluté¢ho barviva E102 bylo zaznamenano
vyrazné zvySeni odezvy po extrakci pfi pfidavku 0,5 ml
35% HCI (tab. I). Proto byl u Zlutych barviv E102 a E104
proméfen vliv pfidavku HCI na vysledné odezvé barviva.
Ke 4 ml standardniho roztoku byly ptidany 4 ml 1-propa-
nolu, 0,4 g NaCl, 1,6 g MgSO, a dané¢ mnozstvi HCI.
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Tabulka I
Srovnani extrak¢nich ¢inidel propanolu a isopropanolu
Barvivo Amax [NM] 1-propanol bez okyseleni 1-propanol s okyselenim 2-propanol
vytéznost [%] vytéznost [%] vytéznost [%]
E102 429,5 22 77 29
E104 417,5 82 73 81
E124 512,0 57 74 67
E129 509,5 94 93 82
E131 635,0 83 79
E133 630,0 83 75
A Elﬂ'z Eloﬂ_ X=4185nm
) 0,664 A=441nm
07 1 0,650 a 0.848
0,6 = D'BDED.??:L 0,763 0,809 0.78% 5,5
' AR . ™ 0,730 ™1 .
05 1~
0.4 06 | B . B B
0.3 0,189 . 0a
02 1
—l 02 B . B B
0,1
0 ¥ T T T r 0+ T T T T
bezHCI 300 p! 600l 900 pl bezHCI 300l 600 pl 200 pl
35%HCI  35%HCI  35%HCI 35%HCI  35%HCI  35%HCI
Obr. 1. Zmény absorbanci v zavislosti na mnozZstvi piidané kyseliny pro Zluta barviva
Tabulka IT
Mnozstvi jednotlivych komponent uzitych pii extrakei
Pomér vodné a organické faze 1:1 4:3 6:3 5:2 3:1 7:2
Objem vodného roztoku standardu barviva, ml 4 4 6 10 12 14
Objem propanolu, ml 4 3 3 4 4 4
Mnozstvi pridané soli, g NaCl 0,4 0,4 0,6 1,25 1,5 1,75
MgSO, 1,6 1,6 2,4 5 6 7
Mnozstvi pridané 35% HCI, ml 0,5 0,5 0,75 1,25 1,5 1,75

Zmény absorbanci u standardd E102 a E104 v zavislosti na
mnozstvi pfidané kyseliny ukazuje obr. 1.

Na zakladé testovani moznosti zakoncentrovani barvi-
va do organické faze byla provedena extrakce ze standard-
nich roztokl barviv v rozdilném poméru k organickému
rozpoustédlu (1-propanolu), a to v pomérech 1:1, 4:3, 6:3
a pozdéji i u zlutého barviva E102 v poméru 5:2, 3:1 a 7:2
(obr.2). Pii vysSich pomérech od 5:2 dochézelo
k pozvolnému posunu vlnové délky absorpniho maxima,
ato az o 8 nm. Vzhledem k pouziti vétSich objemd roztokt
standardll barviv byla ekvivalentné zvySena i davka pfida-

nych soli a kyseliny dle tabulky II.

Mnozstvi pfidanych soli pro extrakci bylo na poc¢atku
experimentu odvozeno pomérové. Empiricky vSak bylo
nutné ovéfit, jak se mnoZstvi pridanych soli podili na ucin-
nosti extrakce potravinaiskych barviv v 1-propanolu. Proto
byla pfipravena sada extrakci pro vodné roztoky ¢ervenych
barviv E124 a E129 (4 ml) s pfidanymi 4 ml 1-propanolu,
0,5 ml 35% HCI a odstupfiovanym mnozstvim pfidanych
soli (avSak pfi zachovani jejich vzajemného poméru 1 : 4)
— viz tab. III.
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Obr. 2. Zmény absorbance vzhledem k rozdilnym pomérim vodné a organické faze

Byly zkoumany vzorky cukrovinek obsahujici synte-
ticka potravinafska barviva, a to lentilky, zelé cukrovinky
a dropsy Clever. Z prislusnych ¢asti vzorku byly ptiprave-
ny vodné roztoky, které byly pouzity pfi extrakci. Vysled-
ky analyz realnych vzorkt udava tab. IV.

Standardy  syntetickych  barviv  byly rovnéz
analyzovany pomoci HPLC/VIS. Na obr.3 je uveden
ukazkovy chromatogram smési standardi. Pro detekci byly
vybrany vilnové délky absorbénich maxim pro jednotlivé
barvy vzhledem ke spektriim syntetickych barviv. Detektor
zaznamenaval méfeni na dvou kanalech (kanal A a kanal
B) — viz tab. V.
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Zaveér

Jako nejvhodngjsi extrakéni Cinidlo ze vSech testova-
nych byl shledan 1-propanol. Pfechod do organické faze
byl podpoten piidavkem cca 0,5 ml 35% HCI, coz vedlo
ke zvySeni absorbance extraktu u sledovaného barviva
E124 a ptedevsim u barviva E102.

Béhem experimentl u zakoncentrovani dochéazelo
k ocekavanému nartistu absorbance, av$ak u vyssich po-
mérd mnozstvi vodného roztoku standardu ku mnozstvi
propanolu 5:2 a vyssich se zacala ménit také vinova délka
absorp¢niho maxima.

S pfidavkem soli dochazelo k pozvolnému nartistu
vytéznosti. Pfidany pomér soli 0,6 g NaCl a 2,4 g MgSO,
byl rozpoustén po delsi dob¢ intenzivniho tfepani (n€kolik
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Tabulka ITT
Vysledky méteni absorbance standardtt E124 a E129 po extrakci pti riznych ptidavcich soli (se zachovanim poméru ptida-
nychsoli 1 : 4)

Mnozstvi piidanych soli E124 E129

NaCl MgSO, vyt&znost [%] * vyt&Zznost [%] *
0Og Og neoddé¢lily se faze neoddélily se faze
0,1g 04¢g neoddé¢lily se faze neoddélily se faze
02¢g 0,8¢g 70 83

03¢g 12¢g 76 83

04¢g 1,6 ¢ 79 87

05¢g 20¢g 81 89

0,6¢g 24¢ 85 88

0,7¢g 28¢g 88 87

* V porovnani s davkovanym mnozZstvim barviva (viz tab. II)

Tabulka IV
Vysledky méfeni absorbance vzorki po extrakci do propanolu
Vzorek Mnozstvi vzorku Amax Nalezené barvivo
Lentilka CERVENA 1 ks 0,417 E124
Lentilka MODRA 1 ks 0,105 E133
Lentilka ZELENA 1 ks 0,245; 0,049 E102; E133
Lentilka ZLUTA 1 ks 0,198 E102
Zelé CERVENE 1,0486 g /25 ml 0,272 E129
Zelée MODRE 1,1298 g /25 ml 0,193; 0,989 E133
Zelé ZLUTE 0,8867 g /25 ml 0,246; 0,233 E104
Eanal &
=
mAlT *S’
15 m

E131

— T2z

&
&

Kandl B

mAlT

E124
E128

H [ T B 5 ES £ &= 5 EJ

Obr. 3. HPLC chromatogram smeési standarda barviv z obou kanali detektoru
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Tabulka V
Program detektoru pro métfeni vinovych délek
Kanal Cas [min] Vinova Barviva
délka [nm]
Kanal A 0-30 420 zluta
30-53 610 modra
Kanal B 0-53 510 cervend

minut) a piidavek 0,7g NaCl a 2,8 g MgSO4 ne-
byl rozpoustén cely. S rostoucim piidavkem soli také mir-
né¢ klesal objem organické faze, do které byla barviva ex-
trahovana. Tento objem se v proméiené sklale jiz priblizné
od pridavku soli 0,5 g NaCl a 2,0 g MgSO, zdsadné nem¢-
nil. Jako nejvhodnéjsi mnozstvi pfidanych soli lze pro
budouci experimenty doporucit pomér ptidanych soli 0,5 g
NaCl a 2,0 g MgSO,.

V chromatogramu standardt piislusi kazdému barvi-
vu jeden pik s vyjimkou barviva E104, coz je zptisobeno
formou barviva (E104 (I) mono- a E104 (II) bis-
sulfonovou formou).
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VYUZITI LA-ICP-MS VE FORENZNI ANALYZE — ANALYZA POVYSTRELOVYCH

ZPLODIN

KRISTYNA STULOVA, TOMAS VACULOVIC
a VIKTOR KANICKY

Masarykova univerzita, Prirodovédeckd Fakulta, Ustav
chemie, Kamenice 5, 625 00 Brno
styna@seznam.cz

Uvod

Jednim z mnoha oborti forenznich véd je kriminalis-
ticka balistika, ktera se zabyva zkoumanim rtiznych objek-
tl, jez maji vztah ke stfelbé nebo jinému pouZiti zbran€.
Kriminalisticka balistika se dale zabyva mechanismem
vystielu, pohybem stiely v hlavni zbrané a drahou stiely
pfi letu na cil. Mimo to zkouma funkcnost zbrani, streliva,
ale také se zaméfuje na analyzu povystielovych zplodin'?,
které pomohou urcit stfelce a misto stielby.

Analyza povystielovych zplodin se rozsifila az
v poslednich letech, kdy bylo umoznéno detekovat a ana-
lyzovat mikroskopické cCastice. Ve forenzni analyze je
v dneSni dob&€ pro stanoveni povystielovych zplodin
upiednostiiovana skenovaci elektronova mikroskopie. Jeji
vyhodou je urCovani morfologie povystielovych castic
a prvkova analyza. Nevyhodou je vyssi mez detekce, proto
je nemozné stanovit stopové prvky. Toto pfispélo k rozvoji
novych metod. V poslednich letech byla zkouméana i meto-
da ICP, u které byly vzorky rozpoustény v kyselinach. Pfi
upravach vzorkd rozpusténim dochazi velmi ¢asto ke kon-
taminacim a néasledné k nepfesnym vysledkim.

Povystielové zplodiny jsou kovové i nekovové Casti-
ce, které jsou Casto mikroskopickych az submikroskopic-
kych rozméra®. Tyto &astice vznikaji hofenim zapalkové
sloze, prachové napln&'” a pii priichodu stiely hlavni. Ob-
sahuji zbytky nespaleného stielného prachu, nabojnice”.

Charakteristickd morfologie ¢astic povystielovych
zplodin je dana tvorbou zplodin vznikajicich rychlym
ochlazenim oblaku (obsahujici prvky Pb, Ba a Sb). Tento
oblak vznika hofenim zapalné smési’. Nejéast&ji pozorova-
telnou morfologii jsou kulovité astice'.

Ve slozeni povystielovych zplodin mize byt identifi-
kovana cela fada prvki: Pb, Ba, Sn, Sb, Hg, Ca, Si, Cl, K,
Al, Ti, S. Uvedené prvky pochazi ze zapalkovych slozi.
Dale se v povystfelovych zplodinach mohou stanovit prv-
ky: Cu, Ni, Zn, Fe, Pb, které pochazeji z dalsich kompo-
nent naboje ¢i zbrané. Neni vyloucena identifikace dalSich
chemickych prvkt, které budou charakterizovat urcity
Zbrafiovy systém'.

Castice jednozna¢né dokazujici zapalkové zplodiny
(tedy zplodiny pochézejici ze zapalkové sloze) maji kulo-
vity (zaobleny) tvar. Obsahuji, v zavislosti na vyrobci, razi
a provedeni zapalky, nékterou z kombinaci chemickych
prvki. Tyto kombinace jsou pevné dané':

— Pb, Sb, Ba,

— Pb, Sb, Sn, Ba,

— Pb, Sn, Ba, Ca, Si,

— Hg, Sb, Sn, Cl, K (Pb, Sn),
— Ti, Zn (Gd).

Dale je mozné urcit Castice, které jsou charakteristic-
ké pro zépalkové zplodiny, ale nejsou schopny jednoznac-
né identifikace. Coz znamend, e mohou pochazet
izjiného zdroje nez ze zépalkové sloze. Tyto Castice se
vykazuji taktéz kulovitym tvarem. Castice opét obsahuji
nekterou z nasledné¢ uvedenych kombinaci chemickych
prvka':

— Pb, Sb, Sn nebo Pb, Sb, nebo Pb, Sn nebo Pb, Ba,
— Ba, Sn nebo Ba, Sb,
— Hg, Sb nebo Hg, Sn.

Cilem této prace je aplikace metody LA-ICP-MS pro
analyzu povystfelovych zplodin, jejiz vyhodou je, Ze vzo-
rek zlstava v pivodnim (pevném) stavu a nemusi byt po-
droben riznym Gpravam.

Experimentalni ¢ast

Analyza povystfelovych zplodin byla provddéna me-
todou LA-ICP-MS. Laserova ablace byla provadéna ko-
merénim laserovym ablaénim systémem UP 213 (New
Wave, USA). Typ laseru — Nd:YAG emitujici zareni
o vlnové délce 213 nm. Trvani laserového pulzu je 4,2 ns.
Pii méfeni byl vzorek umistén do pohyblivé ablacni cely
Supercell, jejiz objem je 33 cm’. Nosnym plynem do ICP-
MS bylo helium. ICP-MS spektrometr Agilent 7500
(Agilent, Japonsko) skvadrupdlovym analyzatorem byl
spojen s laserovym abla¢nim systémem pomoci transport-
nich hadicek (vyrobené z polyuretanu). Plazmovym ply-
nem byl argon. V tab. I jsou uvedeny pracovni parametry
ICP-MS.

Pro méfeni byly vybrany Ctyfi rizné druhy nabojnic:
22 LR; S&B 7, 65 Br; S&B 9x19 a S&B 9 mm Luger.

Tabulka I

Pracovni parametry ICP-MS

Parametr Hodnota
Vnéjsi plazmovy plyn (Ar) 151 min™
Stfedni plazmovy plyn (Ar) 1 1min
Nosny plyn (He) 1 1 min™
Pomocny plyn (Ar) 0,6 1 min™*
Vzdalenost civky od vstupu do MS 8 mm
Pfikon generatoru 1500 W
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Tabulka II

Parametry optimalizace LA

Parametr Hodnota
Hustota zafivého vykonu 7Jem™
Frekvence laserovych pulzi 10 Hz
Primér laserového paprsku 40 um

U v8ech zminénych ndbojnic byl plast’ vyroben z mosazi.
Z uvedenych nabojnic  byly mechanicky sejmuty
povystelové zplodiny, které byly nasledné zachyceny na
oboustrannou lepici pasku, umisténou na podloznim
skli¢ku. Takto nachystany vzorek byl pfipraven na
analyzu.

Pro méfeni byl vyuzit abla¢ni mod — ablace do bodu.
Optimalizované parametry pro laserovou ablaci jsou uve-
deny v tab. II.

Vysledky a diskuse

Vzorky byly pfipravovany stejnym zptisobem a za
stejnych podminek. Vzdy se jednalo o mechanické odstra-
néni povystielovych zplodin z vnitini strany vystfelené
nabojnice. Takto pfipravené povysticlové zplodiny byly
sejmuty na oboustrannou lepici pasku na podloZnim skli¢-
ku. Vzorek byl nasledné vlozen do abla¢ni cely, ve které
probihalo méteni.

Intenzita byla méfena u téchto izotou: 2TAL 2Si, s,
PR, BCa, 4TTi, 2Cr, SMn, *Fe, Fe, ©Cu, *Zn, **Sr, *Zr.,
1070 Mg, 1185y 121gh, 137B,, 20ph, 207pp, 295ppy [ntenzi-
ty jednotlivych méfenych izotopt jsou vyjadieny v poméru

Tabulka IIT
Poméry signalti izotopu charakteristickych a stopovych prvki

Cena Merck 2012

s izotopem ***Pb (napi. 2’Al / ***Pb). Vysledky jsou uvadg-
né jako poméry nameéfenych intenzit.

Hodnoty vypoctené pro vzorek znabojnice 22 LR
jsou uvedeny v tab. III. Z téchto hodnot bylo usouzeno, ze
se jedna o povystielovou zplodinu. Dvacet Castic bylo
vybrano k méfeni. Castice byly vybrany nahodné pomoci
kamerového systému. Tento kamerovy systém je umistén
v ablacni cele.

Je patrné, Ze vzorek znabojnice obsahuje jednu
z charakteristickych kombinaci, kterd neni identifikujici
pro zapalkovou slozi. I pfesto tato kombinace dokazuje, Ze
se jedna o povystielovou zplodinu. Jedna se o kombinaci
Pb a Ba.

Hodnoty poméra signall izotopli naméfené pro vzo-
rek z nabojnice 9 mm Luger jsou uvedeny v tab. IV. Opét
jsou uvedeny hodnoty, podle kterych bylo usouzeno, Ze se
jedna o povystielovou zplodinu. Pro métfeni bylo vybrano
opét dvacet nahodnych ¢astic.

Z vysledku je ziejmé, Ze vzorek z nabojnice 9 mm
Luger obsahuje pevné danou prvkovou kombinaci zapal-
kové sloze: Pb, Sb, Sn, Ba. Z toho vyplyva, ze se jedna
o povystfelovou zplodinu s jednoznacné identifikovanou
zapalkovou sloZzi.

Hodnoty izotopovych pomért odpovidajici povystie-
lovym zplodindm pro vzorek z nabojnice 9x19 jsou uvede-
ny v tab. V.

Z tabulky je patrné, ze namétené vysledky charakte-
ristickych prvki vzorku z nabojnice 9%x19 predstavuji jed-
nu pevné danych prvkovych kombinaci zapalkové sloze:
Pb, Sb, Ba. Z téchto vysledki je patrné, Ze se opét jedna
o povystfelovou zplodinu s jednozna¢né identifikovanou
zapalkovou sloZi.

Hodnoty poméru signalii izotopli pro povystielové
zplodiny z nabojnice 7,65 Br jsou uvedeny v tab. VI.

CHARAKTERISTICKE PRVKY STOPOVE PRVKY
izotopy izotopy
18g 121y 137, 207py, N 6Re 8Cy 88
poméry intenzit poméry intenzit *
118/208 121/208 137/208 207/208 27/208 56/208 63/208 88/208

*10° *10° *10° *10°

- - 0,05 0,44 4,55 3,00 41,3 1,66
- - 0,54 0,43 15 7,23 2,08 7,31
- - 0,10 0,45 16,5 18,1 3,58 5,66
- - 0,44 0,42 0,44 2,85 3,17 7,68
- - 0,72 0,38 55,4 18,6 2,39 23,4
- - 0,73 0,39 9,64 5,56 16,1 8,80

** 10" — vypoctena hodnota byla vynasobena uvedenou hodnotou
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Tabulka IV
Poméry signalti izotopt charakteristickych a stopovych prvki
CHARAKTERISTICKE PRVKY STOPOVE PRVKY
izotopy izotopy
T8g 2igy W 207p} 34g SSMn S6Fe SCu 6671 8gy
pomeéry intenzit poméry intenzit *
118/208 121/208 137/208  207/208  34/208  55/208 56/208  63/208 66/208 88/208
*10* *10* *10° *10° *10* *10*
0,29 0,66 0,90 0,54 11,2 15,7 1,70 6,18 5,41 3,94
0,42 0,57 0,77 0,37 8,44 9,78 0,98 0,88 4,96 3,26
0,29 0,61 0,88 0,38 11,3 10,8 1,31 0,74 3,30 5,78
0,52 0,31 0,27 0,45 2,38 2,67 0,45 2,72 11 1,37
0,25 0,44 0,76 0,40 5,32 5,50 0,67 0,14 1,34 1,73
0,22 0,36 0,48 0,23 4,13 4,98 0,60 0,14 1,20 1,71
0,16 0,422 0,31 0,39 3,32 2,90 0,51 0,19 1,04 1,61
#* 10" — vypoctena hodnota byla vynasobena uvedenou hodnotou
Tabulka V
Pomeéry signald izotopti charakteristickych a stopovych prvkil
CHARAKTERISTICKE PRVKY STOPOVE PRVKY
izotopy izotopy
IISSn IZISb 137Ba 207Pb 34S 56Fe 63Cu 66Zn SSSr

poméry intenzit

poméry intenzit *

118/208 121/208 137/208  207/208  34/208 56/208 63/208 66/208 88/208

*10* *10* *10° *10* *10*
- 0,36 0,23 0,38 2,86 7,03 1,92 3,26 3,70
- 0,24 0,11 0,40 15,8 10,5 6,22 2,57 1,50
- 0,35 0,21 0,36 6,96 5,39 6,16 2,95 0,89
- 0,42 0,18 0,34 8,68 13,0 0,91 8,28 2,30
- 0,27 0,12 0,32 3,64 5,42 18,5 41 3,38
- 0,39 0,15 0,40 5,72 6,93 2,23 1,31 1,19
- 0,31 0,19 0,37 7,49 10,9 3,17 4,92 3,73
- 0,47 0,18 0,37 18,9 28,7 3,00 7,73 8,14

#* 10" — vypoctena hodnota byla vynasobena uvedenou hodnotou

Z uvedenych  hodnot  charakteristickych — prvkd
v tabulce bylo usouzeno, Ze naméfené vysledky vzorku
z nabojnice 7,65 Br predstavuji jednu pevné danych prvko-
vych kombinaci zépalkové sloze: Pb, Sb, Sn, Ba. Pomoci
této kombinace je patrné, ze se opét jedna o povystielovou
zplodinu s jednoznacné identifikovanou zapalkovou sloZzi.
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Zaveér

Na zakladé¢ dosazenych vysledkd u analyzovanych
vzorkll metodou LA-ICP-MS jsme schopni urcit, zda jsou
stanovované Castice povystielové zplodiny ¢i nikoliv. Po-
moci pevnych kombinaci chemickych prvkl je mozné
identifikovat, jestli se jedna o zapalkové zplodiny pocha-
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Tabulka VI
Poméry signalti izotopu charakteristickych a stopovych prvki
CHARAKTERISTICKE PRVKY STOPOVE PRVKY
izotopy izotopy
T8g n2igy (L 207pp, 2741 2g; SoFe Gy 667, 885y
poméry intenzit poméry intenzit *
118/208 121/208 137/208 207/208  27/208  29/208 56/208  63/208 66/208 88/208
*10° *10° *10° 107 107 *10*
0,17 10,1 4,83 0,51 1,39 1,52 2,96 2,29 2,42 4,88
0,15 13,8 5,65 0,38 3,10 5,19 1,98 4,52 2,07 6,97
0,07 9,31 7,24 0,47 8,30 2,56 37,8 11,2 3,57 7,50
0,09 6,98 2,36 0,40 9,46 2,14 1,78 1,01 0,21 0,54
0,32 2,19 17,1 0,50 1,12 1,38 1,66 0,04 0,02 9,54
0,01 5,32 7,94 0,46 1,65 7,77 1,35 1,88 0,83 5,41
0,02 2,01 4,59 0,30 1,36 1,51 3,16 18,2 431 14,2
** 10" — vypoctena hodnota byla vynasobena uvedenou hodnotou
Tabulka VII
Prehled vzorki a jejich prvkové slozeni
VZOREK CHARAKTERISTICKE PRVKY STOPOVE PRVKY
22 LR Pb, Ba Al, Fe, Cu, Sr
9 mm Luger S&B Pb, Sb, Sn, Ba S, Mn, Fe, Cu, Zn, Sr
9x19 S&B Pb, Sb, Ba S, Fe, Cu, Zn, Sr
7, 65 Br S&B Pb, Sb, Sn, Ba Al, Si, Fe, Cu, Zn, Sr

zejici ze zapalkové sloze nebo jestli se jedna pouze o po-
vystielovou zplodinu.

Metodou LA-ICP-MS je moZné stanovit kromé cha-
rakteristickych prvkta i prvky stopové, coz nam pomuze
k ur€eni konkrétniho druhu nabojnice, ze které povystrelo-
vé zplodiny pochazeji. Druh nabojnice miZeme urcit na
zaklad¢ rozdilnych prvkovych sloZeni povystielovych
zplodin (tab. VII). Stopové prvky (Cu, Zn a Fe) patii mezi
prvky obsazené v plasti nabojnice a mohou kontaminovat
povystielové zplodiny, proto musi byt jako stopové prvky
brany s rezervou.

Cilem této prace byla aplikace metody LA-ICP-MS
pro forenzni analyzu povystielovych zplodin. Tento cil byl
splnén. Metoda je tak citliva, ze dokaze naméfit i stopové

v

nabojnice povystielové zplodiny pochazi.
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Tato prace je nadale rozvijena a metoda LA-ICP-MS
je vyuzivana pro analyzu povystielovych zplodin odebra-
nych z rukou stfelce. Tyto odbéry se provadi na specialni
ter¢iky s uhlikovou adhezni vrstvou. Paralelné s novymi
méfenimi je rozvijeno statistické zpracovani vysledkd.
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Uvod

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova roz-
ptylu (Surface Enhanced Raman Scattering Spectroscopy —
SERS Spectroscopy) a povrchem zesilena infracervena
absorpcni spektroskopie (Surface Enhanced Infrared Ab-
sorption Spectroscopy — SEIRA Spectroscopy) jsou meto-
dami povrchem zesilené vibratni spektroskopie'. Nejvatsi
vyhodou téchto metod je, ze pravé diky povrchovému
zesileni spektralni odezvy lze detegovat i velmi malé kon-
centrace analytu, pfipadné nékolika analytil. Intenzita sig-
nald v zesilenych spektrech je oproti nezesilenym spek-
trim o nékolik fadu vyssi, v pfipadé SEIRA se jedna
o zesileni cca stonasobné az tisicindsobné, zatimco v pii-
padé SERS je bézné zesileni o vice nez Sest radl, v tzv.
,,hot spot“ i o vice nez deset fada.

Aby mohlo dochézet k uvedenym jevlim, musi byt
molekuly adsorbovany na povrchu nékterych kovil
s vhodnou nanostrukturni morfologii. K tomuto ucelu se
pouzivaji predevsim tzv. mincovni kovy, konkrétn¢ zlato,
stfibro ¢i méd’.

Efekt povrchového zesileni je dle souc¢asnych poznat-
ki vysledkem kombinace elektromagnetického a chemic-
kého mechanismu. Elektromagneticky mechanismus je
zaloZen na interakci zafeni s lokalizovanymi povrchovymi
plasmony v nanostrukturnich motivech na povrchu kovu.
Plasmony mutizeme chéapat jako kvantované hromadné os-
cilace valen¢nich elektronti. Chemicky mechanismus zesi-
leni spocivda v ovlivnéni polarizovatelnosti (dulezita
pro piipad Ramanova rozptylu), resp. dipolového momen-
tu (klicovy pro infracervenou spektroskopii) adsorbované
molekuly v disledku jeji interakce s kovovym substratem.

Cilem ptedkladané prace bylo otestovani moznosti
vyuziti technik SERS a SEIRA pro analyzu homeopatické-
ho ptipravku Chamomilla vulgaris. Vyrobcem udané slo-
zeni je nasledujici: G¢inna latka — Chamomilla recutita
(hefmanek 1ékafsky, synonymni ¢esky nazev hefmanek
pravy); pomocné latky — sacharosa a monohydrat laktosy.

r wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pro pifedupravu platinovych tercikti byly pouzity na-
sledujici chemikalie: oxid hlinity, p.a. (Sigma Aldrich),
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uhli¢itan vapenaty, p.a. (Penta), peroxid vodiku (30%),
p.a. (Lach-Ner), kyselina sirova (97%), p.a. (Penta).
K piipravé zlatem pokovenych tercikli byly vyuzity: pero-
xodisiran amonny, p.a. (Lach-Ner), platinové terciky
(Safina), dikyanozlatnan draselny, p.a. (Safina), citronova
kyselina, monohydrat, p.a. (Merck), citrat sodny, dihydrat,
p-a. (Merck), hydroxid sodny (Lach-Ner), redestilovana
voda. K extrakci homeopatického piipravku a hefmanko-
vého Caje slouzil methanol, p.a. (Penta). Vzorkem homeo-
patického ptipravku byl preparat Chamomilla vulgaris
9CH od vyrobce Boiron CZ, s.r.o. Hefmankovy ¢aj byl od
vyrobce Megafyt-R s.r.o0.

Piiprava nanostrukturovanych substrati

Jako podkladovy material, na némz byl vytvaren na-
nostrukturovany kovovy (konkrétné zlaty) povrch, byly
pouzity masivni platinové teriky o priméru cca 10 mm
atlouStce cca 2 mm. Terciky byly nejprve mechanicky
brouseny brusnym papirem a poté vylestény oxidem hlini-
tym a uhli¢itanem vépenatym. Po pielesténi byly asi na
30 min ponofeny do roztoku peroxidu vodiku a kyseliny
sirové v poméru 1:3 (V/V) z davodu odstranéni necistot
z pfedchoziho pouZzivani. Poté byly terc¢iky dikladné
oplachnuty destilovanou vodou.

Elektrochemické pokovovani ter¢ikd bylo provadéno
katodickou redukci podle diive pouzivaného postupu’.
Jako zdroj napéti byl pouZivén stabilizovany zdroj BS 525
Tesla a proud prochézejici obvodem byl méfen digitalnim
multimetrem Davo 2. Platinovy tercik byl zapojen jako
katoda, jako anoda slouzila zlata spirala. Ob¢ elektrody
byly ponoteny do elektrochemické 1azné (pfipravené roz-
pusténim dikyanozlatnanu draselného) a bylo na né po-
stupné vkladano napéti. Na katod¢ (Pt terciku) dochazelo
k vylucovani zlata ve form¢ nanostrukturované vrstvy
diive charakterizované mikroskopickymi technikami’. Po
ukonceni pokovovani byly teréiky vyvafeny v nasyceném
roztoku perexodisiranu amonného po dobu 4-5 hodin. Na
nékteré terCiky byly poté aplikovany oxidacné-redukéni
cykly pro lepsi morfologii povrchu a vy$s§i hodnotu povr-
chového zesileni®. Oxidaén&-redukéni cykly byly provads-
ny vuzaviené elektrochemické cele s tfielektrodovym
zapojenim. Na pracovni elektrodé (pozlaceny tercik) se
postupné¢ ménil potencial od jedné mezni hodnoty
(610 mV) k druhé (340 mV) a zase zpét (tento dopiedny
a zpétny sken tvofi jeden oxidacné-redukéni cyklus).

Depozice vzorkl

Pro depozici latek z homeopatického piipravku (resp.
z hefmankového c¢aje) bylo v kazdém jednotlivém pokusu
extrahovano methanolem zvlast' 0,5 g hefmankového Caje
a paraleln€ 0,5 g homeopatického piipravku.
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Pripravené pozlacené terciky byly pfedem vlozeny do
vialek a teprve poté byl pridan extrakt tak, aby se moleku-
ly extrahované latky sorbovaly pfedevs§im na vrchni stranu
ter¢iku. Terciky byly takto ponechany bez tfepani a bez
ptistupu svétla cca 20 hodin, poté byly opatrné vyndany
pinzetou a methanol se nechal volné odparit. Timto zpiso-
bem zGstaly na povrchu teréiku sorbované latky extrahova-
né z prislusného vychoziho materialu.

Nejprve bylo provadéno nekolik typu referenénich,
resp. pomocnych méfeni. Proméfovany byly oba methano-
lické extrakty, a to infradervenou (IC) a UV-viditelnou
(UV-vis) absorpcni spektrometrii. Samotné tablety homeo-
patického piipravku byly analyzovény bud’ v podobé& ce-
Iych kuliéek Ramanovou spektrometrii (Raman), nebo
byly pted méfenim rozdrceny (IC a Raman).

Zesilena Ramanova spektra na tercicich s deponova-
nymi vzorky byla méfena pii rlznych excitanich vlno-
vych délkach (633, 785 a 1064 nm). Infracervena spektra
byla zaznamendvana v reflexnim médu s vyuzitim nastav-
ce pro difusni reflexi.

Vysledky a diskuse

Pfi zpracovani zesilenych infracervenych spekter
ziskanych pomoci difusné reflexni techniky byla od sebe
vzdy odectena spektra namétenda zhorni strany terciku
(strana s deponovanym vzorkem) a ze spodni strany terci-
ku (strana s minimalni depozici vzorku). Takto byla ziska-
na diferencni spektra, od nichz bylo odecteno korekéni
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——Hefmankowy ¢aj
Chamomilla wlgaris 9CH

Absorbance
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Obr. 1. UV spektra methanolickych extrakti z ¢aje a homeo-
patického pripravku

spektrum (korekce vodni pary a vzdusného CO,, ptipadné
byla upravena zakladni linie).

Methanolické  extrakty  z hefmankového  Caje
i z homeopatického ptipravku byly méfeny pomoci UV-vis
absorpcni spektrometrie. Ze spektra (obr. 1) je patrné, ze
homeopaticky preparat Chamomilla vulgaris obsahuje
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(modre) a zesileného spektra (SEIRA) extraktu homeopatika na pozlaceném ter¢iku (¢ervené)
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kromé sacharosy i jiné latky vykazujici absorpéni pas
v oblasti okolo 400 nm. Nicméné extrakt z hefmankového
Caje poskytuje vyznamné intenzivngj$i  spektrum
s intenzivnim pasem okolo 350 nm a né¢kolika zfetelnymi
raménky okolo 400, 440 a 470 nm.

Byla srovnavéna infracervend spektra drti z tablet
homeopatika (obr. 2 — zelené spektrum) a samotné sacha-
rosy (obr. 2 — fialové spektrum), aby se zjistilo, ve kterych
pasech spektra se tablety homeopatického piipravku lisi od
obycejného cukru. Ackoli se na prvni pohled zdaji spektra
témer stejna, po jejich odecteni (obr. 2 — modré spektrum)
je patrny rozdil. Diferen¢ni spektrum bylo dale porovnava-
no se zesilenym infra¢ervenym spektrem extraktu Chamo-
milly vulgaris (obr. 2 — Cervené spektrum) deponovaném
na pozlaceném terciku (pfedtim upraveném pomoci ORC).

V diferen¢nim spektru tablety a sacharosy pozoruje-
me pasy nenalezejici sacharose, a to predevsim pasy okolo
1030 cm ™ a 970 cm™', jejichz analogy posunuté o cca 15
az 20 cm™ k vy$§im vlnodtim (tj. pfi 1046 a 991 cm™)
objevuji i v SEIRA spektru terciku s deponovanym extraktem
z homeopatika. Tyto pasy pfislusi valencnim vibracim C-O
vazeb zatim neidentifikovanych slozek homeopatického
ptipravku. SEIRA spektum bylo naméfeno s minimalni
urovni Sumu. I tak je ale problémem obtizna identifikace
latek z tohoto spektra, protoze vSechny zde pozorované
pasy jsou Siroké pravdépodobné kvuli neusporadanému
systému molekul na povrchu ter¢iku. Navic v dusledku
adsorpce latek na povrch kovu obecné dochazi v SEIRA
spektrech k uréitému posunu pasi oproti béznym IC spek-
trim. Pfesto se ale miizeme domnivat, Ze i pasy sacharosy
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v

spektru (napiiklad pasy okolo 1279, 1239 a 1208 cm™).

Analogické srovnani bylo provedeno i v pfipadé sady
Ramanovych spekter (obr. 3). 1vtomto piipadé je spek-
trum samotné tablety na prvni pohled téméf shodné se
spektrem sacharosy. V diferenénim spektru je opét vidét
maly rozdil, pfedev§im v pfipadé past v oblasti 1140
a 1086 cm'. Téméf shodné pasy se objevuji i v SERS
spektru extraktu homeopatika na teréiku (1139 a 1079 cm ™),
které tedy poukazuji na skutecnost, Ze v extraktu je obsa-
zena jina latka, resp. jiné latky nez sacharosa. Intenzivni
pas sacharosy v oblasti 1462 cm™', za né&jz je zodpovédna
deformacni vibrace CH, skupin, se jiz prakticky neobjevu-
je (nad urovni Sumu) v SERS spektru ptipravku Chamo-
milla vulgaris. Naproti tomu se ve spektru depozitu na
ter¢iku objevuji pasy (1576, 1357 a 993 cm™'), které se
neshoduji s pasy ve spektrech sacharosy a tablety. Mize-
me proto usuzovat, ze do methanolického extraktu pfesly
predevSim ostatni organické latky obsazené v homeo-
patickém pripravku.

Aby bylo mozné porovnat pasy SERS spektra extrak-
tu homeopatika (obr. 4 — Cervené spektrum), které se ne-
shoduji se sacharosou, s pasy SERS spektra extraktu het-
mankového caje (obr.4 — fialové spektrum), byla tato
spektra od sebe odectena (obr. 4 — modré spektrum). Pfi
vzajemném porovnani spekter se ukazuje, ze SERS spek-
trum extraktu z tablety homeopatika je pomérné slabé, ale
jak je patrné z obr. 4, opravdu obsahuje nekteré pasy pozo-
rované v extraktu zhefmanku (pfedevSim pasy 1576
2993 cm ). Ve spektru extraktu hefmankového &aje jsou
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vsak vidét dalsi pasy, které jsou zretelné v diferenénim
spektru. Jsou to hlavné pasy okolo 1610, 1483, 1310
a 1203 cm ', odpovidajici fenolickym latkam obsazenym
v hefmanku* (tyto vsak nejsou nad trovni $umu patrné ve
spektru extraktu z homeopatika).

Zavér

Z uvedenych SERS a SEIRA spekter a i dalSich refe-
renénich méfeni je patrné, ze kromé ,,cukru“ obsahuje
homeopaticky piipravek i dalsi latky. Jejich identifikace se
zatim nepodatila, k tomu bude tieba analyzovat dalsi refe-
renéni systémy a provést podrobngjsi interpretaci spekter
s vyuzitim dal$ich literarnich zdrojt. Zaroven je ziejmé, ze
homeopaticky ptipravek neobsahuje fenolické latky, které
byly prokazany v hefmankovém ¢aji.
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Moznosti vyuziti technik povrchem zesilené vibracni
spektroskopie pfti analyze ptipravku Chamomilla Vulgaris
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