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Uvod

Alloxan, 2,4,5,6-tetraoxypyrimidin (obr. 1), je derivat
pyrimidinu, u néhoz byl v roce 1943 poprvé popsan diabe-
togenni Gi¢inek'. Alloxan se velmi rychle a selektivné aku-
muluje v beta-bunkach slinivky bfi$ni, kde zpisobuje je-
jich nekrozu a tim zastavuje sekreci inzulinu. Jeho afinita
k beta-bunkam je dana jeho strukturni podobnosti
s glukosou. Jedna se o glukosovy analog, jehoz cytotoxic-
ky ucinek je spojen s jeho hydrofilitou, schopnosti vytvaret
reaktivni formy kysliku a reagovat s thiolovou skupinou
riznych enzymi piitomnych v beta-bunikach, zejména pak
s nejvice citlivym enzymem glukokinasou®’. Alloxan tak
zptsobuje stav odpovidajici diabetu mellitu 1. typu u lidi*
a je vyuzivan k vyvolani experimentalniho diabetu u labo-
ratornich zvifat, jako jsou kralici, potkani, mysi, kocky
a psi~®. Davka potiebna k vyvolani diabetu zavisi na druhu
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Obr. 1. Strukturni vzorec alloxanu
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zvitete, zpiisobu podani a nutricnim stavu’. »Alloxanovy
diabetes* vykazuje typické znamky diabetu jako u lidi:
hyperglykemii, vyrazny ubytek hmotnosti, glykosurii,
polydipsii, polyurii, ketonurii a acidézu®.  Naopak
v mnoha studiich bylo prokazano, Ze alloxan je netoxicky
pro lidsky pankreas v dasledku nizkého zastoupeni
GLUT?2 transportéru glukosy v lidskych beta-buiikach’ .

Z chemického hlediska je alloxan molekulou
s pomémn¢ jednoduchou strukturou. Obsahuje Ctyfi silné
akceptory protont a dva silné donory protonti, diky nimz
mize prechazet na rizné tautomerni formy, o nichZz se
predpoklada, Ze jsou zodpovédné za jeho biologickou akti-
vitu'?. Alloxan je nestabilni ve vodném prostiedi o pH
vyssim nez 3,5, kdy se spontanné rozklada na kyselinu all-
oxanovou. Richardson a Cannan (cit."*) pomoci potencio-
metrickych metod zjistili polo¢as rozpadu alloxanu okolo
1 min pfi pH 7,4 a teploté 30 °C. Tato nestabilita stoji za
moznymi problémy pii vyvoji metod pro jeho stanoveni.

Jedna z prvnich analytickych praci se tykala stanoveni
alloxanu pomoci fluorimetrie v plazmé psi i lidské, stejné
tak jako v moci pii jeho koncentraci pod 20 pg/100 ml
(cit."). V roce 1994 Mrozikiewicz a spol."” publikovali
predbéznou studii dokumentujici zvySené hladiny alloxanu
v krvi u n€kterych détskych pacientl s diabetem I. typu, na
zakladé Cehoz usuzovali, Ze muZe existovat souvislost
mezi zvySenou hladinou alloxanu v organismu a mechanis-
mem rozvoje inzulin-dependentniho diabetu také u ¢love-
ka. Ve své praci spektrofotometricky stanovili koncentrace
alloxanu v krvi u zdravych jedincii kolem 2,20 ug ml',
coz je vSeobecné povazovano za hodnotu nedostatecnou
pro indukci morfologickych zmén pankreatu u ¢lovéka.
Oproti tomu u détskych pacientii s diabetem I. typu byly
v nékterych piipadech koncentrace alloxanu v krvi az na
tirovni 30-40 pg ml™', coz dle autorii odpovida koncentraci
alloxanu v krvi u zvitat s experimentaln¢ vyvolanym dia-
betem, a mohlo by byt moznou pfi¢inou morfologickych
zmén pankreatu také u ¢loveka.

Piestoze se jednalo o mimotadné zajimavé vysledky
s dalekosahlym potencialnim vyznamem pro studium etio-
logie diabetu, studie zabyvajici se stanovenim alloxanu
pomoci modernich analytickych metod se objevuji az
v poslednich letech. Murthy a spol.'® vroce 2019 pouzili
diferen¢ni pulzni voltametrii pro stanoveni alloxanu za
pouziti elektrody modifikované uhlikovymi nanotrubicka-
mi. Papousek a spol.'” vyvinuli GC-MS metodu pro stano-
veni alloxanu a jeho rozkladnych produktt. Jako nejzaji-
mavejsi se nicméné jevi prace z roku 2017, ve které Giac-
cone a spol."® popisuji vyvoj HPLC-MS metody pro stano-
veni alloxanu v mouce za pouziti derivatizace pomoci
1,2-fenylendiaminu. V této praci se podafilo prokazat
alloxan ve 24 % analyzovanych vzorkid bélené mouky, coz
je vsouladu s hypotézou, ze alloxan vznika pfi béleni
mouky a dostava se tak prostfednictvim potravy do lidské-
ho organismu. Vznik alloxanu je pfipisovan G¢inkim oxi-
daénich ¢inidel, jako jsou oxidy dusiku, chlor nebo oxid
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chloriity na xanthofyly pfitomné v mouce'*2°.

Jak jiz bylo popsano, alloxan je velmi polarni mole-
kula, proto mize byt jeho stanoveni pomoci klasickych
chromatografickych technik pomérné obtizné. Navic se
vtomto pfipadé mize projevovat i jeho hydrolyza na
alloxanovou kyselinu. Proto bylo naSim cilem vyvinout
metodu na stanoveni alloxanu pomoci kapilarni elektro-
forézy, ktera je idealnim feSenim pravé pro analyzu velmi
polarnich latek. Navic kvili nutnosti stanovovat alloxan
v redlnych vzorcich bylo vyuzito spojeni kapildrni elektro-
forézy s tandemovou hmotnostni spektrometrii (CE-MS).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Slozky zéakladniho elektrolytu (octova kyselina, mra-
venci kyselina, kyselina boritd a amoniak), slozky promy-
vacich roztokll (methanol, hydroxid sodny), deionizovana
voda a standardy (alloxan, mocova kyselina) byly zakou-
peny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) v cistote
p-a. vyjma methanolu a vody, které byly v Cistoté¢ LC-MS.

Aparatura

Meéfeni bylo provadéno na pfistroji pro kapilarni elek-
troforézu Agilent 7100 s hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6460 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némec-
ko) s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem a ionizaci
pomoci elektrospreje. V pfipadé piimého nastiiku do
hmotnostniho spektrometru byla vyuzita stiikackova mi-
kropumpa New Era Pump System (Farmingdale, NY,
USA) pro dopravu vzorku do elektrospreje. Pritok byl
nastaven na hodnotu 3 plmin™'. Software MassHunter,
verze B.06.00, byl pouzit pro ovladani pfistroje i sbér sig-
nalu.

Pro méfeni byla pouzita nepokryta kiemenna kapilara
s vnitinim pramérem 50 pm a celkovou délkou 90 cm.
Kazdy den byla kapilara kondicionovana promytim 0,1 M
NaOH (10 min) a deionizovanou vodou (10 min). Pted
kazdym méfenim byla kapildra promyvana deionizovanou
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Obr. 2. MS spektra alloxanu (vlevo) a moc¢ové kyseliny (vpravo)
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vodou (2 min) a zékladnim elektrolytem (3 min). Kapilara
byla termostatovana na teplotu 25 °C. Zakladni elektrolyty
byly pfipraveny rozpusténim vypocteného mnoZzstvi kyse-
liny v deionizované vod¢ a pH roztoku bylo upraveno
titraci amoniakem. Vzorek byl davkovan 5s tlakem
100 mbar.

Analyza mouky

Na analyzu mouky bylo vybrdno celkem pét druhi
mouky. Mouka z Vérovan a Babic¢ina volba, obé polo-
hrubé, byly zakoupeny v lokalnim supermarketu. Dale
byly testovany tfi druhy bélené mouky, Pilsbury Best,
Gold Medal a Spartan, které byly zakoupeny
v bézném supermarketu v USA. K navazenému vzorku
mouky (1 g) byl pfidan interni standard (mocova kyselina,
1 mg), pfipadné alloxan (v piipadé metody standardniho
pridavku). Vzorky  mouky  byly  extrahovany
v deionizované vod¢ (10ml) po dobu 10 min
v ultrazvukové 1azni, pfipadné kyselym vyluhem pomoci
0,001 M HCI. Po dekantaci byl supernatant odebran, pre-
filtrovan pies stiikackovy filtr (0,45 um PTFE, Membrane
Solutions, zakoupeno od firmy Labicom, Olomouc, CR)
a davkovan ptimo do CE-MS.

Vysledky a diskuse

Jak vyplyva ze struktury, alloxan ma kysely charak-
ter, a proto se bude v zasaditém prostiedi chovat jako ani-
on. Pro pilotni charakterizaci migrace alloxanu byl vybran
50 mM borat o pH od 8,0 do 9,0 za pouziti spektrofotome-
trické detekce pii 200 nm. Ve vSech prostredich bylo mozné
alloxan detegovat s efektivni mobilitou —31-10° m*V's™".
V dalsi ¢asti jiz byla pozornost vénovana vyvoji metody na
stanoveni alloxanu pomoci spojeni kapilarni elektroforézy
s tandemovou hmotnostni spektrometrii za pouziti ionizace
elektrosprejem. Jako interni standard byla vybrana mocova
kyselina diky své strukturni podobnosti.

Nejprve byla studovana hmotnostni spektra (MS
spektra) alloxanu a mocové kyseliny, kdy bylo pouzito
piimého davkovani kazdé z latek o koncentraci 1-107*
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mol I do hmotnostniho spektrometru pomoci linearni
pumpy (pritok 10 pl min™"). Byly optimalizovany podmin-
ky ionizace, aby bylo dosaZeno co nejvyssi odezvy detek-
toru. Jako optimdlni podminky byly zvoleny: sprejovaci
napéti —4kV, tlak nebulizatniho plynu 15 psi
(103 421 Pa), pritok nebulizaéniho plynu 10 1 min™, tep-
lota nebuliza¢niho plynu 200 °C, napéti na fragmentoru
135V (pro mocovou kyselinu), 80 V (pro alloxan). V MS
spektru mocové kyseliny je patrny molekulovy ion [M-H]
o m/z 167 (obr. 2). Naopak v MS spektru alloxanu (obr. 2)
je kromé molekulového iontu [M-H] o m/z 141 patrny
jesté ion o m/z 159 a 115, coZ odpovida alloxanové kyseli-
né (,,adukt alloxanu s vodou*) [M-H+H,0] a jeji dekarbo-
xylované formé [M-H+H,0-CO,]” (Am/z 44 ptedstavuje
logickou ztratu CO,).

Detekce alloxanové kyseliny je pomérné prekvapiva,
piestoze hydrolyza alloxanu je v literatufe popsana jako
relativné rychly proces. Nicméné zaroven je v literatuie
popsano, Ze alloxanova kyselina na rozdil od alloxanu
nevyvolava ,.experimentalni diabetes*. Diky témto skutec-
nostem byl proveden experiment, kdy byl smichan alloxan
s vodou a do 20 sekund byla sledovan MS spektra a jejich
vyvoj v ¢ase. Jiz na prvnich MS spektrech bylo patrné
zastoupeni jak iontu alloxanu o m/z 141, tak ionta alloxa-
nové kyseliny o m/z 159 a 115. Nemén¢ zajimavé bylo, ze
toto zastoupeni se nezmeénilo ani za 48 hodin stani vzorku.
Ionty o danych m/z byly detegovany i v piipadé, Ze byl
pevny alloxan (tetrahydrat) rozpustén v methanolu nebo
ethanolu. Tato skutecnost nds vedla k hypotéze, ze bud’ je
rovnovaha mezi alloxanem a alloxanovou kyselinou (dle
nekterych autorti hydrolyza) natolik rychla, Ze ji neni moz-
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né postichnout touto metodou, nebo se jedna o proces, ke
kterému dochazi pfimo v iontovém zdroji. Tyto hypotézy
jsou nyni ovéfovany. Nicméné ziskané informace jsou
dostatecné pro navrh piechodii pro monitorovani reakci
(SRM) v tandemové hmotnostni spektrometrii. Pro stano-
veni mocové kyseliny byl zvolen pfechod m/z 167 — m/z
124 dle literatury?'. Pro alloxan byl zvolen piechod m/z
159 — m/z 115, ktery poskytuje nejvyssi intenzity.

Dale byly optimalizovany podminky CE-MS analyzy.
Nejprve bylo optimalizovano slozeni pufru a jeho pH
i s ohledem na nutnost pouziti t€kavych pufri v pfipadé
spojeni CE-MS. Byly testovany pufry 50 mM acetat amon-
ny, 50 mM formidt amonny a 50 mM borat amonny,
vSechny v rozmezi pH 8,0-10,0. Hmotnostni spektrometr
byl nastaven stejné jako v piipadé piimého davkovani
analytu (viz vyse). Jako pomocna kapalina byla vyuzita
smés vody a methanolu 1:1 (v/v) o pritoku 10 pl min".
V ptipad¢ boratového pufru byla pozorovana mensi Ucin-
nost ionizace diky pfitomnosti net€kavého boratu. Jako
optimalni pufr byl vybran 50 mM acetat amonny o pH 9,5,
ktery poskytoval rychlou analyzu s nejvyssi odezvou all-
oxanu. Dale byl studovan vliv sloZzeni pomocné kapaliny
a jeji prutok. Byly testovany smési voda — methanol 10:1,
1:1 a 1:10 (v/v) a jako nejlepsi byla vybrana smés 1:1 (v/v),
protoze poskytovala nejvyssi odezvu. Nejvyssi signal alloxa-
nu byl pozorovéan pii prittoku této kapaliny 10 pl min™'. PHi
téchto podminkach byly optimalizovany podminky MS,
zejména sprejovaci napéti (optimum —4 kV), teplota nebuli-
zacniho plynu (optimum 200 °C) a napéti na fragmentoru
(optimum 135V pro mocovou kyselinu a 80 V pro alloxan).
Takto optimalizovana metoda pak byla pouzita pro analy-
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Obr. 3. CE-MS analyza alloxanu a mocové kyseliny; a) Separace pii monitorovani celkového iontového proudu (,, TIC), b) Separace
pfi monitorovani pfechodu m/z 167 — m/z 124 (,,SRM") odpovidajici mocové kyseling, c¢) Separace pfi monitorovani piechodu m/z 159

— m/z 115 odpovidajici alloxanu
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zu CE-MS alloxanu v mdédu monitorovani reakci (viz
obr. 3).

Z obr. 3 je patrné, ze vyvinutda metoda umoziuje sta-
novovat alloxan pfimo bez nutnosti derivatizace do cca
8 min. Tato metoda byla pak vyuZita pro analyzu vzorki
mouky. Mez detekce alloxanu byla uréena 9,6 pg g™ mou-
ky. V Zadném z vyluhi mouky nebyl touto metodou alloxan
detegovan.

Zavér

Byla vyvinuta rychld metoda na stanoveni alloxanu
pomoci CE-MS bez nutnosti derivatizace. Touto metodou
bylo analyzovano 5 vzorkii mouky véetné bélené mouky.
V zadném z téchto vzorkl nebyl alloxan detegovan.
Nicméné vyvinuta metoda je obecné vyuzitelna jak pro
kontrolu kvality potravin, tak pro analyzu biologickych
vzorku.

Tato prace vznikla za podpory projektu FN Ostrava
(MZ CR — RVO — FNOs/2015).
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We have developed a fast and efficient method for the
determination of alloxan in flour samples by capillary
electrophoresis with tandem mass spectrometry without
derivatization step. Mass spectra of alloxan were studied in
detail providing characteristic signals at m/z 159, 141 and
115. The separation lasted 8 min under the optimum con-
ditions using 50 mM ammonium acetate pH 9.5 as the
background electrolyte and uric acid as the internal stand-
ard. Five flour samples including bleached flour from the
USA were analyzed and alloxan was not detected in any of
these samples.
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