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13. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI
STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI V OBORU ANALYTICKA CHEMIE
,,O CENU FIRMY MERCK 2010%

V ttery 2. tnora 2010 uspéSné probéhl v prostorach
ptirodovédecké fakulty Jihodeské Univerzity v Ceskych
Budgjovicich jiz 13. ro¢nik soutéZe mladych analytickych
chemikt ,,0 cenu firmy Merck®. Tuto soutéz letos vyborné
zorganizovali kolegové z Ptirodovédecké fakulty Jihoces-
ké univerzity ve spolupraci s Odbornou skupinou analytic-
ké chemie Ceské spole¢nosti chemické za tradiéni a Gi¢inné
podpory firmy Merck spol. s r.o. Vyznam této akce pod-
trhlo 1ijeji slavnostni zahdjeni dé€kanem piirodovédecké
fakulty JihoCeské univerzity panem profesorem Liborem
Grubhofferem. VSech 18 ucastnikil z deseti pfednich ana-
lytickych pracovist v Ceské republice ptikladnym zptiso-
bem prezentovalo své vysledky, které jednoznacné prispi-
vaji nejen k vychov€ nastupujici generace analytickych
chemikd, ale i k ispésnému rozvoji této discipliny v naSem
staté. Kvalita prezentaci bezesporu snesla i narocné svéto-
vé meétitko a vSichni soutézici dustojné reprezentovali
vysilajici pracovisté. Autor tohoto prispévku by rad vSem
soutézicim bez ohledu na jejich konecné umisténi podeko-
val za dobie odvedenou praci.

1. misto ziskal Be. Stépan Eichler z Ustavu analytic-
ké chemie VSCHT Praha za praci Speciacni analyza sele-
nu v moci spojenim HPLC A ICP/MS, 2. misto ziskala
Bc. Oksana Yosypchuk z Katedry analytické chemie PfF
UK v Praze za praci Elektrochemicka detekce karcinogen-
nich derivatii pyrenu a jejich metabolitii a 3. misto ziskal
Bc. Martin Svidrnoch z Katedry analytické chemie PiF
UP v Olomouci za préaci Identifikace biologicky aktivnich
latek v krevni stopé na pevném povrchu hmotnostni spekt-
rometril.

Vzhledem k mimofadné kvalit¢ vSech soutéznich
praci se porota navic rozhodla udélit tfi mimofadné ceny
poroty a to Be. Katefiné Diakové z Katedry biologie eko-
systémil PiF JU v Ceskych Budg&jovicich za praci Analytic-
ka chemie v hodnoceni alternativnich systémii pro cisténi
odpadnich vod, Be. Janu P¥echovi z Ustavu organické
technologie VSCHT v Praze za praci In-situ NMR studie
mechanismu asymetrické hydrogenace substituovanych
dihydroisochinolinii na Ru-katalyzdtorech Noyoriho typu
a Be. Katefiné Jezkové z Katedry analytické chemie
FCHT Univerzity Pardubice za praci Analyza kyseliny
L-askorbové v napojich s vyuzitim techniky MEPS.

Navzdory povéram se poradové Cislo 13 nijak nepro-
jevilo a soutéz byla zorganizovana naprosto dokonale
a probéhla ve vynikajici atmosféfe. Za to patii dik celému
tymu kolegli zJihoCeské univerzity, jmenovit¢ prof.
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Foto: Vitézové soutéze ,, O cenu firmy Merck 2010, Zleva Mgr.
Rudolf Vodicka naméstek primdtora Statutirniho mésta Ceské
Budejovice, RNDr. Renata Svajdovd, Ph.D., Be. §tépdn Eichler
z VSCHT Praha (I. misto), Bc. Oxana Yosypchuk z PiF UK
v Praze (2. misto), Bc. Martin Svidrnoch z PFF UP v Olomouci
(3. misto), prof- RNDr. Libor Grubhoffer,CSc., dékan PrF JU
v Ceskych Budéjovicich a predseda poroty

RNDr. Liboru Grubhofferovi, CSc., Mgr. Janu Stérbovi,
doc. RNDr. Frantisku Véachovi, PhD., doc. RNDr. Sarce
Klementova, CSc. a RNDr. Janu Simovi, PhD. Vyvrchole-
ni v podobé ocenéni vitézti prob&hlo ve fascinujicich pro-
storach ceskobudé&jovické radnice, s jejiz historii i pivaby
byli vSichni tcastnici detailné seznameni. Zde nelze nez
zavidét jihoceskym kolegim jejich nadhernou spolupraci
s vedenim mésta, kterd m4 k mistni univerzité piikladny
vztah, ktery ji vétSina ostatnich vysokych kol v nasem
staté mize jen zavidét. Vyhlaseni vysledki bylo nasledo-
vano piijemnym posezenim v tradi¢ni bud€jovické restau-
raci Masné kramy s jeji neopakovatelnou atmosférou. Dik
vSech ucastnikll patfi pochopitelné i firm¢ Merck a jejim
zastupcim pritomnym na soutézi, jmenovité Ing. Lence
Ungrmanové, Bc., Ing. Marcele Kubaskové a RNDr. Re-
naté Svajdové, PhD., ktera také zasedla v odborné porote.
Na zavér nezbyva nez sdélit, ze 14. rocnik této souté-
Ze se uskute¢ni na Pfirodovédecké fakult¢ Univerzity Jana
Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem v tunoru 2011
a t&sit se, Ze bude stejné Gsp&Sny a piijemny jako ro¢nik
leto$ni.
Jiri Barek
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ANALYZA NUKLEOTIDU V KREVNICH SKVRNACH

ANNA BARESOVA, DAVID FRIEDECKY
a TOMAS ADAM

Laborator  dédicnych metabolickych poruch, Oddéleni
klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc, I.P.
Pavlova 6, 775 20 Olomouc

anba@post.cz

Uvod

Nukleotidy patii mezi biologicky vyznamné nizkomo-
lekularni latky, poruchy jejich metabolismu mohou zptso-
bit vazné zdravotni postizeni pacienta. Nékteré dédicné
poruchy metabolismu nukleotidd je mozné rozpoznat je-
jich analyzou v krevnich skvrnach.

V piedkladané praci je popsana metoda stanoveni
nukleotidii v krevnich skvrnach kapilarni elektroforézou.

detektoru (Jasco, Tokio, Japonsko) a zdroje vysokého na-
péti (Spellman, New York, USA). Ke zpracovani dat byl
pouzit software Clarity (DataApex).

Separacni pufr se skladal z SOmM kyseliny citronové
a 0,8SmM CTAB (cetyltrimethylammonium bromid), pH
bylo upraveno na 4,3 kyselinou y-aminomaselnou.

Vzorky byly pfipraveny z nesrazlivé krve. 40 ul krve
bylo naneseno na krouzek vyznaceny na krevnim papirku,
po zaschnuti byl krouZek vystfizen a extrahovan 200 pl
vody (2 min, sonikovano). Extrakty (pfip. vzorky Cerstvé
krve) byly deproteinovany 1M kyselinou trichloroctovou
(TCA), centrifugovany (1 min, 7800 g) a nadbyte¢na TCA
byla extrahovéana diethyletherem. Takto pfipravené vzorky
byly skladovany pii —20 °C.

Pii simulaci metabolickych poruch byly erytrocyty
inkubovany 4 h pti 37 °C v DMEM (Eaglovo médium

o , 1 Tabulka I
Jde o novou aplikaci metody analyzy nukleotidi Relativni smérodatné odchviky ploch
v erytrocytech'. Popisovana metoda stanoveni nukleotidii YIYP
v krevnich skvrnach byla aplikovana na vzorky simulujici - ;
nékteré dédi€né metabolické poruchy, pro jejichz scree- RSD v sérii [%] RSD mezi dny [%]
ning by ji bylo mozné vyuzit. GTP 13,19 GTP 12,63
ATP 4,83 ATP 3,09
Experimentalni ¢4st GDP 6,25 GDP 5,28
UDP-glc 43,18 UDP-glc 39,74
Pouzité chemikalie byly analytické Cistoty. Chemika- ADP 5.67 ADP 4.20
lie byly zakoupeny od Sigma (St. Louis, USA), mimo die- ’ ’
thylether, ktery pochazel od Lach-Ner (Neratovice, CR). NADP 9,22 NADP 7,52
Vzorky byly analyzovény na kapildmi elektroforéze AMP 7,58 AMP 4,87
skladajici se z kiemenné kapilary (75 um, 90 / 97 cm), UV NAD 7,21 NAD 7,28
[mV]
5 |
ATP
4

IMP GMP

12 14

16 18 .
Time [min.]

Obr. 1. Elektroferogramy vzorku ¢erstvé krve (zelena) a krevni skvrny (modra)
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modifikované podle Dulbecca) s nukleosidy (5-amino-
imidazol-4-karboxamidribosid AICAR, 2’-deoxyadenosin
dAR, inosin HR, 2’-deoxyinosin dHR, 2’-deoxyguanosin
dGR).

Hydrostatické davkovani vzorku bylo provadéno ma-
nualné. Separace probihala pfi napéti 24 kV, pfi laborator-
ni teploté. Analyty byly detegovany fotometricky pfi
255nm. Na zacatku dne byla kapildra proplachovana
0,1M-NaOH, 0,1M-HCI, 0,IM-SDS (dodecylsulfat sodny)
a separanim pufrem, mezi méfenimi pouze pufrem.

Cena Merck 2010

Vysledky a diskuse

V krevnich skvrnach dochazi oproti cCerstvé krvi
ke snizeni obsahu nukleosidtrifosfati a zySeni nukleosid-
monofosfati. Celkové jsou profily méfenych nukleotidi
srovnatelné (obr. 1).

Nukleotidy v krevni skvrné jsou relativné stalé. Nedo-
chéazi k vyznamné zméné beéhem 5 dni pfi laboratorni tep-
loté, srovnatelny profil bylo mozno ziskat po 27 mésicich
pii —50 °C.

Linearita, limit detekce a navratnost byly stanoveny
pro UTP a IMP. Metoda je linedrni v rozsahu 25 az

ATP

10 12

14

Time

16

Obr. 2. Inkubace s dAR (modra). Po inkubaci je patrna pfitomnost deoxyATP a pravdépodobné deoxyAMP; Cerna linie — kontrola

[mV]

ADP

14

Time

18
[min.]

16

Obr. 3. Inkubace s HR (modra). Oproti kontrole (¢erna) doslo k vyraznému zvyseni obsahu IMP a ITP, patrny je i IDP
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1000 pmol I (R* = 0,997 pro UTP a 0,992 pro IMP).
Limit detekce je 1,2umoll™". Navratnost byla
43,8+ 4,5 % pro UTP a 34,1 + 3,9 % pro IMP. Vys§i né-
vratnosti (89,8 + 10,5 % celkovych adeninovych nukleoti-
di) bylo dosazeno pii extrakci 400 pl vody (15 s vortex,
45 s sonikovano).

Relativni smérodatné odchylky migracnich cast jsou
pod 3 % mezi vzorky, do 2 % v sérii a pod 5 % mezi riz-
nymi dny. Relativni odchylky ploch pikd jsou uvedeny
v tab. L.

Pti inkubaci byly nukleosidy transportovany do Cer-
venych krvinek a konvertovany na prislusné nukleotidy.
Ziskané elektroferogramy simulovaly obsah nukleotidi pfi
deficitu adenosin deaminasy (inkubace sdAR, obr. 2),
purin-nukleosid fosforylasy (dHR, dGR), AICAR transfor-
mylasy — IMP cyklohydrolasy (AICAR) nebo ITPasy (HR,
obr. 3).

s5
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Zavér

Popsana metoda je vhodna pro analyzu nukleotidl
v krevnich skvrnach. Separace sledovanych nukleotidil je
dostatecné ptesna a citliva, doba méfeni nepiesahuje
20 min.

Pro maly objem odebrané krve, snadny transport
auchovani a relativni stabilitu analyti pfedstavuji krevni
skvrny vyhodny zptsob odbéru vzorku, metodu by proto
bylo mozné vyuzit pfi screeningu dédicnych metabolic-
kych poruch.

LITERATURA
1. Friedecky D., Tomkova J., Maier V., Janostdkova A.,

Prochazka M., Adam T.: Electrophoresis 28, 373
(2007).
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POLAROGRAFICKE A VOLTAMETRICKE STANOVENI GENOTOXICKEHO
4-NITROINDANU NA RTUTOVE KAPAJICI A STRIBRNE PEVNE AMALGAMOVE

ELEKTRODE

VENDULA BURDOVA, 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
burdova.vendula@seznam.cz

Uvod

4-Nitroindan (CAS Name: 1H-indene, 2,3-dihydro-4-
-nitro-, CAS registry number: 34701-14-9, viz obr. 1) patii
do skupiny nitrovanych polycyklickych aromatickych
uhlovodikti (NPAH). Jeho prekurzorem je indan — jedna ze
slozek benzinu'. NPAH mohou vznikat p¥imo pfi spalova-
cich procesech, napt. v benzinovych ¢i dieslovych moto-
rech, nebo v zemské atmosfére reakci svych matefskych
polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH) s OH ¢i
NO, radikaly®. Mono- a dinitro PAH vykazuji nékolikana-
sobné vétsi mutagenitu ¢i karcinogenitu nez jejich matecné
PAH, takZe jejich sledovani je v popfedi moderni environ-
mentalni analytické chemie®. Do popiedi se tak dostavaji
finanéné nendkladné citlivé elektroanalytické metody
vhodné pro velkoplo$né monitorovani, pii nichz se vyuzi-
va snadné elektrochemické redukce nitroskupiny na aro-
matickém jadie NPAH>*. Mimofadné vyznamna je skute¢-
nost, ze predstavuji nezéavislou alternativu k prevladajicim
spektrometrickym a chromatografickym metodam®’. Urgi-
tou nevyhodu modernich polarografickych a voltametric-
kych metod, kterou je pon¢kud mensi selektivita, lze
uspesné kompenzovat jejich kombinaci s predbéznou sepa-
raci pomoci kapalinové extrakce & extrakce tuhou fazi**.
Pies obrovsky pokrok ve vyvoji novych typu elektrod a
elektrodovych materialt zistava faktem, ze klasické rtuto-
vé elektrody i 80 let po jejich zavedeni do analytické che-
mie patii stale k nejspolehlivéjsim a nejcitlivéj$im senzo-
rum. Klasicka kapajici rtutova elektroda (DME) ma proti
jinym elektrodam vyhodu naprosto ¢istého, atomarné hlad-
kého a stale periodicky obnovovaného povrchu. Navic je
konstrukéné mimotadné jednoducha spolehliva. Dvé hlav-
ni nevyhody DME, tj. relativné velkd spotfeba rtuti béhem
vlastni analyzy a obtizné pouziti DME pfi analyzach

NO,

Obr. 1. Strukturni vzorec 4-nitroindanu
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v polnich podminkéch, byly vyfeSeny zavedenim pevnych
elektrod na béazi dentalniho amalgamu®. Varianta, kdy les-
tény povrch pevné amalgamové elektrody je modifikovany
rtutovym meniskem (m-AgSAE; viz obr. 2), se jiz dfive
osvédcila pfi voltametrickém stanoveni stopovych mnoz-
stvi riznych ekotoxickych a genotoxickych latek?. Navic
vzhledem k obavam z toxicity rtuti a jejich vypart’ pred-
stavuje m-AgSAE vhodnou nahradu za rtutové elektrody —
stiibrny amalgam je netoxicky a jeho elektrochemické
vlastnosti se téméf nelisi od vlastnosti rtuti.

Cilem této prace bylo nalezeni optiméalnich podminek
pro stanoveni mikromoléarnich a submikromolarnich kon-
centraci 4-nitroindanu pomoci DC tast polarografie
(DCTP) a diferen¢ni pulsni polarografie (DPP) na DME
a pomoci DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulsni volta-
nosti. Nové vypracované polarografické a voltametrické
metody byly porovnany s UV-VIS spektrofotometrickym
stanovenim 4-nitroindanu.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 4-nitroindanu (99%, Sigma-Aldrich,
Praha, CR) o koncentraci 1-10~ mol I byl pfipraven roz-
pusténim 0,0163 g latky ve 100 ml methanolu (p.a., Lache-
ma, Brno, CR). Roztoky o niz§ich koncentracich byly pfi-
pravovany presnym fedénim zasobniho roztoku methano-
lem. Zasobni roztok byl uchovan ve tmé¢ a chladu v ledni-
ci. Brittonovy-Robinsonovy (BR) pufry o potiebném pH
byly piipraveny smisenim 0,2 mol I NaOH s roztokem
obsahujicim kyselinu boritou, fosfore¢nou a octovou, kaz-
dou o koncentraci 0,04 mol I (viechny tyto chemikalie
gistoty p.a., Lachema, Brno, CR). Daldi chemikalie
(kyselina chlorovodikova a chlorid draselny, vse Cistota
p.a.) byly zakoupeny od firmy Lachema, Brno, CR. Pou-
zitd deionizovana voda byla produkovana systémem
Milli-Qpy,s (Millipore, Billerica, USA).

kontakt

sklenéna kapilara

stiibrny amalgam
meniskus

Obr. 2. Rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna
amalgamova elektroda m-AgSAE (A), detail menisku (B)
a schéma elektrody (C)
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Aparatura

Pti polarografickych a voltametrickych méfenich byl
pouzit pocitatem fizeny systém Eco-Tribo Polarograf se
softwarem PolarPro 5.1 (v§e Polaro-Sensors, Praha, CR).
Méfeni byla provadéna v trielektrodovém zapojeni. Pra-
covni elektrodou byla kapajici rtutova elektroda ¢i stiibrna
pevna amalgamova elektroda modifikovand rtutovym
meniskem (EcoTrend Plus, Praha, CR) o priméru amalga-
mového disku 0,52 mm. Jako referentni slouzila elektroda
argentchloridova typu RAE 113 (1 mol1™ KCI) a jako
pomocné byla pouzita platinova dratkové elektroda typu
PPE (ob& Monokrystaly, Turnov, CR).

Pii DCTP a DPP na DME byla pouzivéna polariza¢ni
rychlost 4 mVs™, elektronicky fizena doba kapky
1 savyska rezervoaru 64 cm (doba kapky pfi zvolené
vysce rezervoaru byla 3,3 s a prutokova rychlost rtuti byla
2,6mgs'; méfeno pii  vlozeném nulovém napéti
v 0,1 mol I KCI). Pti DC a DP voltametrii na m-AgSAE
byla pouzivana polarizaéni rychlost 20 mV s™', pulsy
o $ifce 100 ms a modulac¢ni amplituda —50 mV byly pouzi-
ty v pulsni technice. Spektrofotometrickd méteni byla pro-
vadéna na pfistroji Agilent 8453 fizeném pocitatem pomo-
ci ovladaciho programu UV-Visible ChemStation 9.01
(vSe Agilent Technolgies, Santa Clara, USA) v kiemen-
nych kyvetaich mérné tloustky (/) 1,0cm (Hellma,
Miillheim, Némecko). Hodnoty pH byly méfeny digital-
nim pH-metrem Jenway 4330 s kombinovanou sklenénou
elektrodou typu 924 005 (vSe Jenway, Chelmsford, Velka
Britanie).

Pracovni postupy

P1i polarografickych a voltametrickych méfenich bylo
do 10ml odmérné baiiky odpipetovano potfebné mnozstvi
roztoku 4-nitroindanu v methanolu, pfidan methanol do
celkového objemu 5 ml a roztok byl doplnén po znacku
BR pufrem o prislusném pH (prostiedi o hodnotach pH 2,0
a 13,0 byla realizovdna nahrazenim BR pufru roztoky
0,01 mol I'' HCI, resp. 0,1 mol I"' NaOH). Takto piiprave-
ny roztok byl po promichani pfeveden do polarografické
nadobky, zbaven kysliku pétiminutovym probublavanim
dusikem (&istota 4.0, Linde, Praha, CR) a byl zaznamenéan
prislusny polarogram ¢i voltamogram. VsSechny kiivky
byly méteny tiikrat a poté statisticky vyhodnoceny. Vsech-
na méfeni probihala za laboratorni teploty. K provadéni
potiebnych vypoctl a tvorbé graft bylo pouZzito programt
OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
USA) a Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA). Konfiden¢ni pasy byly sestrojeny na
hlading vyznamnosti 0,05 (cit.®). Mez stanovitelnosti (Lo)
byla pocitana jako desetinasobek smérodatné odchylky
(pro pocet méfeni n = 10) stanoveni sledované latky
libra¢ni p¥imky’.

V rdmci méteni byly s m-AgSAE provadény tii ope-
race, kterymi byl obnovovan jeji povrch'’:

1) Amalgamace — byla provadéna jednou tydné, nebo
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kdyz se vyskytly komplikace s reprodukovatelnosti ¢i citli-
vosti méfeni. Ponofenim dolni ¢asti elektrody do lahvicky
s kapalnou rtuti a intenzivnim michanim lahvi¢kou po
dobu asi 15s se obnovil na povrchu elektrody rtutovy
meniskus.

2) Elektrochemicka aktivace — byla provadéna vzdy
na zacatku pracovniho dne, po prestavce v méfenich, ktera
byla del$i nez 1 h, a po amalgamaci. Provadéla se v rozto-
ku 0,2 mol I KCl, ktery nebyl probublan dusikem, pii
vlozeném potencidlu —2200 mV po dobu 300s. V jejim
pribéhu dochazi k odstranéni oxidl a adsorbovanych latek
z povrchu elektrody, ¢imz se zlepSuje citlivost a opakova-
telnost naslednych méfeni.

3) Regenerace — byla provadéna v analyzovaném
roztoku pfed kazdym méfenim a spocivala ve skokovém
stfidani kladnéjsich E) ., a zaporngjSich E, ., potenciall
danych pouzitym zakladnim elektrolytem a stanovovanou
latkou, v intervalu 0,05 s po dobu 25 s. (Optimalni hodno-
tu E| reg @ Ereg j€ pro kazdou latku nutno najit experimen-
talng).

Vysledky a diskuse

Vliv pH na elektrochemické chovani 4-nitroindanu
(c=1-10"* mol I'") pii DCTP i DPP na DME byl sledovéan
v prostfedi BR pufr — methanol (1:1).

Pro sledovani polarografického chovani 4-nitroindanu
v silné kyselém a zasaditém prostfedi byly dale pouzity
zakladni elektrolyty 0,01 mol 1" HCI (pH 2,0) — metha-
nol (1:1) a 0,1 mol 1" NaOH (pH 13,0) — methanol
(1:1). 4-Nitroindan poskytuje v celé oblasti pH jednu
dobfe vyvinutou polarografickou vinu a v kyselém pro-
stiedi (pH BR pufru 2,0 az 5,0) jesté druhou polarografic-
kou vlnu s negativnéj$im pulvlnovym potencidlem. To je
v souladu s polarografickym chovanim pozorovanym
u podobnych mononitroderivati PAH, jejichz elektroche-
micka redukce na DME probiha v kyselém prostiedi rov-
n&z ve dvou krocich''. Palvlnovy potencial viech vin se
srostoucim pH posouva k zaporng€jsim hodnotam,
v alkalickych prostiedich (BR pufr pH 10,0 az 13,0 —
methanol (1:1)) jiz ptlvlnovy potencidl prvni viny na pH
nezavisi. DP polarografické chovani 4-nitroindanu je pak
zcela v souladu s polarografickym chovanim pfi DCTP na
DME. Zaznamenané DP polarografické kfivky ukazuje
obr. 3A. Jako optimélni prostiedi pro DCT i DP polarogra-
fické stanoveni 4-nitroindanu bylo zvoleno prostiedi BR
pufr pH 12,0 — methanol (1:1). DP polarogramy
1,0 umol 1" jsou pro ilustraci zobrazeny na obr. 3B. Vy-
poctené parametry kalibracnich ptimek pro DCTP a DPP
stanoveni 4-nitroindanu na DME jsou uvedeny v tab. L.

Voltametrické chovani 4-nitroindanu pii DCV a DPV
na m-AgSAE je podobné jeho chovani pfi DPP na DME .
Poloha pikti opét zavisi na pH (viz obr. 4A). Prostfedi BR
pufr pH 5,0 — methanol (1:1) bylo zvoleno jako optimalni
pro DCV stanoveni a BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1)
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Obr. 3 (A) DP polarogramy 4-nitroindanu (¢ = 1-10*mol I'') na DME v prostfedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru 2,0 (1),
4,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4), 10,0 (5) a 12,0 (6); Cervena kiivka znaci vybrané optimalni pH pro DPP stanoveni 4-nitroindanu. (B) DP polaro-
gramy 4-nitroindanu na DME v prostiedi BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1); c¢(4-nitroindan): 0 (1), 0,2 (2), 0,4 (3), 0,6 (4), 0,8 (5)

a 1,0 (6) pmol I"'. Vlozena odpovidajici kalibraéni piimka

Tabulka I
Parametry kalibra¢nich piimek stanoveni 4-nitroindanu
Technika Koncentrace Smérnice’ Usek® Korelaéni Ly
[optimalni prostiedi] [umol 1] [mA mol 1] [nA] koeficient ~ [mol I"']
DCTP na DME 20-100 -6,5+0,6 22 +39 —0,9988 —
[BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1)] 2-10 43+04 12+24 ~0,9990 71077
DPP na DME 20-100 -6,5+0,6 5+39 —-0,9988 —
[BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1)] 2-10 45+0,7 29+44 ~0,9968 J—
0,21 -3,0+0,5 -0,3+0,3 -0,9964 1107
DCV na m-AgSAE 20— 100 -2,7+0,2 6+13 —0,9993 —
[BR pufr pH 5,0 — methanol (1:1)] 2-10 24402 03+13 ~0,9991 J—
0,1 -1 -1,7+0,2 -0,8+0,1 -0,9970 1107
DPV na m-AgSAE 20-100 -2,7+0,5 15+£31 —-0,9957 —
[BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1)] 2-10 23+0,1 0,6+0,8 ~0,9996 J—
0,1 -1 -1,2+0,2 0,0+0,1 -0,9912 1107
UV-VIS spektrofotometrie 20-100 7,5+0,5° ~11 +30¢ 0,9995 —
methanol 2-10 6,7 +4,3¢ 4+29° 0,9425 4107

* Intervalové hodnoty representuji horni a dolni mez intervalu spolehlivosti, ® mez stanovitelnosti (10c; o = 0,05), © rozmér

smérnice je mAU mol ' 1, ¢ rozmér useku je mAU

jako optimalni pro DPV stanoveni 4-nitroindanu na m-
AgSAE.

S pouzitim regeneracniho kroku mezi jednotlivymi
meéfenimi v optimalnim prostfedi ¢inila opakovatelnost
vyjadrena relativni smérodatnou odchylkou (n = 20) vy-
hodnocené vysky voltametrického piku 4-nitroindanu (c =

1-10*mol I'") 1,0 % pro DCV (E| ;g = 200 mV a Ej 1 =
—1100 mV) i DPV (£ s = -300 mV a £, ;, = —1300 mV)
na m-AgSAE. Rozsah méfenych koncentraci 4-nitroindanu
byl pro ob& voltametrické techniky 0,1 az 100 umol I"".
DP voltamogramy v koncentraénim fadu 107° mol I"! jsou
pro ilustraci zobrazeny na obr. 4B a parametry piislusnych
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Obr. 4. (A) DP voltamogramy 4-nitroindanu (¢ = 1:10™ mol I'') na m-AgSAE v prostitedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru
2,0 (1), 4,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4), 9,0 (5), 10,0 (6) a 12,0 (7); Cervena kiivka znaci vybrané optimalni pH pro DPV stanoveni 4-nitroindanu. (B) DP
voltamogramy 4-nitroindanu na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1); E;; =-300mV, Ej;,=-1300 mV;
¢ (4-nitroindan): 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) umol I"". VloZena odpovidajici kalibra¢ni piimka

kalibracnich pfimek jsou uvedeny v tab. L.

Pro porovnani bylo vypracovano i UV-VIS spektrofo-
tometrické stanoveni 4-nitroindanu v methanolu pii vlnové
délce absorpéniho maxima 267 nm (mérna tloustka kyvety
! = 1,0 cm) v koncentracnim rozmezi 2 az 100 pmol l’l,
parametry ziskanych koncentracnich zavislosti jsou rovnéz
shrnuty v tab. L.

Zavér

Bylo prostudovéno elektrochemické chovani 4-nitro-
indanu a za nalezenych optimalnich podminek bylo prove-
deno jeho stanoveni pomoci DC tast polarografie (v kon-
centraénim rozmezi 2:10° az 1-10* mol I'") a diferenéni
pulsni polarografie (2:107 az 1-10* molI'") na klasické
rtut'ové kapajici elektrodé a pomoci DC voltametrie a dife-
rencni pulsni voltametrie (obé v koncentracnim rozmezi
1:107 az 110 mol I'") na rtufovym meniskem modifiko-
vané stiibrné pevné amalgamové elektrod¢é. DosaZené
meze stavitelnosti se u vSech stanoveni pohybuji v fadu
10 "mol I'" a jsou srovnatelné nebo nizsi nezZ mez stanovi-
telnosti dosazené pomoci UV-VIS spektrofotometrie pfi
vlnové délce 267 nm.

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekty
LC 06035, MSM 0021620857 a RP 14/63).
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Uvod

Cisténi odpadnich vod, a tedy prevence kontaminace
pud a vodnich toku splasky, je jednou z povinnosti moder-
ni civilizace vii¢i zivotnimu prostiedi i vici spole¢nosti
samé. Odpadni vody jsou v Ceské republice z velké &asti
svadény do centrdlni kanalizace, kterd zpravidla Usti do
velkych, energeticky naro¢nych mechanicko-biologickych
gistiren odpadnich vod (COV). Tyto &istici systémy vyuzi-
vajici aktivovaného kalu navic potiebuji stalou zatéz, tj.
kontinudlni pfisun organického zneciSténi. Z vySe uvede-
ného je zifejmé, Ze nejsou vhodné k ¢isténi odpadnich vod
z izolovanych ¢i sezénnich zatizeni.

V soucasné dobé jsou vsak jiz dostupné ekonomické,
vysoce ucinné a ekologicky Setrné technologie, které tento
problém fesi. Naptiklad v Dansku jsou takové alternativni
systémy malych méfitek nutnosti v disledku fidkého osid-
leni zemé a ptisnych legislativnich limitd pro latky obsaze-
né ve vypousténé piedisténé vods'.

Tato studie vyuziva metod moderni analytické chemie
k hodnoceni ucinnosti odstraiiovani znecist'ujicich latek ve
&tyfech typech malych COV. Ve spolupraci s danskym
védeckym kolektivem byly sledovany bézné parametry
zneCisténi jako obsah nutrientl, nerozpusténé latky a fyzi-
kalné-chemické charakteristiky. Zvlastni pozornost byla
vénovana oxidacnim staviim siry. Sirany patii mezi akcep-
tory elektrontll v anaerobni respiraci mikroorganismi podi-
lejicich se na odstranovani nutriett, pii némz jsou reduko-
vany na elementarni siru az sulfidy. Proto pomér oxidac-
nich forem siry mize slouzit jako anorganicky indikator
oxida¢né redukénich podminek v jednotlivych systémech.
Ziskané poznatky pfispé&ji k lepSimu porozuméni procestim
uvnitt systému.

Experimentalni ¢ast

Popis systémi a experimentalni uspotadani

Predmétem studie bylo 13 malych systémil pro ¢iSténi
odpadni vody z jednotlivych domacnosti nebo malych
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vesnic nachazejicich se v blizkosti danského mésta Arhus.
Ty byly vybrany jako zastupci &tyt typti malych COV
bézné uzivanych pro decentralizované ciSténi odpadnich
vod v Dénsku:

tfi umélé moktady s horizontdlnim podpovrchovym
tokem (horizontal flow constructed wetlands HFCW),
(obr. 1a),

Ctyfi umélé mokiady s vertikdlnim tokem (vertical
flow constructed wetlands VFCW), (obr. 1b),

tfi biologické piskové filtry (biological sandfilters
BSF), (obr. Ic),

tfi biofiltry (biofilters BF) vyuzivajici jako substrat
lehky expandovany jil, (obr. 1d,e).

Vzorky byly odebirany na ptitoku a odtoku kazdého
systému tfikrat v zimnim obdobi (listopad — prosinec
2008) a trikrat v letnim obdobi (Cervenec — srpen 2009).
Béhem odbéru byly v kazdém vzorku méfeny pH, teplota,
vodivost, redoxni potencial a rozpustény kyslik. Vzorky
byly ptepravovany a uchovavany za nepiistupu vzduchu.

Analytické metody

Sulfidy byly stanoveny spektrofotometrickou meto-
dou zaloZenou na jejich reakci s okyselenym roztokem 4-
amino-N,N-dimethylanilinu (N, N-dimethylbenzen-1,4-di-
aminu), kde za piitomnosti Fe’" vznikd methylenova
modi*?. Sirany byly stanoveny turbidimetrickou metodou
vychazejici z reakce siranti s ionty Ba*, kde vznika bily
zékal (BaSO,)**. Metody byly optimalizovany a Fadng
zvalidovéany (tabulka I). Pro vSechna spektrofotometrickd

Tabulka I
Charakteristiky analytickych metod pro stanoveni oxidac-
nich forem siry

Charakteristika s> SO.>
LOD*, mg 1™ 0,04 2,18
LOQ", mg 1™ 0,13 7,26
LDR®, mg 1™ LOQ-4,0 LOQ - 200
Korela¢ni koeficient 0,9998 0,9947
Citlivost, 1/mg) 0,342 0,009
g:relllg;)r\;aielor/zost kalibra¢niho 0.90 3.08
\?Zfz)a;llq(cl):’/ao;)elnost realného 5.34 3.87
Spravnost, % 101,37 96,78

*LOD — mez detekce, b LOQ — mez stanovitelnosti,
“LDR - linearni dynamicky rozsah
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stanoveni byl pouzit PharmaSpec UV-1700 spektrofoto-
metr (Shimadzu, Japan).

V nefiltrovanych vzorcich byla déle titracné stanove-
na chemicka spotieba kysliku (CHSK¢,), suma organickeé-
ho a amoniakalniho dusiku (TKN) Kjeldahlovou metodou
a celkovy fosfor (TP) spektrofotometrickou metodou
s molybdenanem amonnym, vinanem antimonylodrasel-
nym a kyselinou askorbovou®. Nerozpusténé latky (NL)
byly stanoveny gravimetricky. Ve filtrovanych vzorcich
byla analyzovéana suma dusi¢nanti a dusitanti (NO; /NO;"),
amoniakalni dusik (NH, -N) a fosfore¢nany (PO4>) (cit.")
za pouziti pfistroje QuickChem FIA 8000 Series (Lachat
Instruments, USA). Néekteré kovy (Ca, Na, Fe, Zn, Cd, Ni,
Cr, Cu) a celkova sira byly stanoveny plazmovou emisni
spektrometrii (ICP-OES, Plasma II Emission Spectrome-
ter, Perkin Elmer, USA). Ziskand data byla statisticky
zpracovana v programech Statistica 8 a Canoco for Win-
dows 4.5.

Vysledky a diskuse

Vysledky analyz oxidacnich stavli siry spolu

s parametry méfenymi in-situ ukézaly, Ze béhem procesu
¢iSténi je dosazeno kyZeného efektu prokysliceni ¢iSténé
vody. Odpadni voda na pritoku ma ve vétsing pripadi silné
anaerobni vlastnosti, zatimco preciSténd voda na odtoku
neobsahuje signifikantni mnozstvi redukovanych forem
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latek, které mohou v Zivotnim prostfedi puisobit $kodlive’®
(stanovené koncentrace NH,"-N a sulfidii se pro uprave-
nou vodu vétSinou pohybovaly pod mezi detekce). Pro
pfipad skupiny umélych mokiadi s horizontdlnim tokem
jsou tyto vysledky v souladu se zavéry, vyplyvajicimi
z nekolikaletého monitorovani umélého mokiadu pfi jiho-
Ceské obci Slavosovice, kde byla prokazana schopnost
aerace intersticidlni vody ve $térkovém lozi na zakladé
analyz riznych anorganickych indikatorti redoxnich pod-
minek®”’.

Nezavisle na konstrukénim uspofadani monitorova-
nych systémi, kazdy z nich spolehlivé odstrafiuje neroz-
pusténé latky (NL), organické znecisténi (CHSK) a amoni-
akalni dusik (NH,"-N). Vechny spliiuji legislativné stano-
vené limity pro odtékajici preéisténou vodu ve vsech po-
vinnych parametrech. Nejvys$si schopnost odstraiiovani tii
zobrazenych parametri prokazuji umé¢lé mokiady
s vertikalnim tokem. V tomto systému protéka voda nesa-
turovanym Stérkovym lozem ve vertikdlnim sméru
(obr. 1b). Dochazi v ném tedy, v porovnani s ostatnimi
typy, k nejlepSimu okyslicovani, a proto je zde proces
nitrifikace (transformace NH," na NO,”, NO5") nejinten-
zivngj§i'. Naopak v saturovaném $térkovém lozi umélého
moktadu s horizontalnim tokem (obr. la) je schopnost
prokyslicovani omezena na kofenovou zénu rostlin'
a rozhrani vody a vzduchu, takze nitrifikace zde neni tak
intenzivni. Nejvice zatiZené jsou systémy skupiny biofil-
trl, nebot jsou vyuzivany pro jednotlivé doméacnosti

Obr. 1. Schémata &tyF sledovanych typi systémi k isténi odpadni vody; a) HFCW, b) VFCW, ¢) BSF, d) BF Natusan®, ¢) BF Filtra-
lite-P®; 1 — pfitok, 2 — septik, 3 — studna s &erpadlem, 4 — dom s rozpra§ovacem a substratem z expandovaného jilu, 5 — filtratni loZe, 6 —
davkovac piimési, 7 — aeracni trubice, 8 — Stérkové loze s rakosem, 9 — recirkulace, 10 — odtok
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a pritékajici odpadni voda neni zfedéna. I presto prokazuji
vysokou U¢innost odstrailovani sledovanych zne€iStujicich
latek.

Zavér

Moderni analytickd chemie disponujici vysoce citli-
vymi a selektivnimi instrumentalnimi metodami je progre-
sivni interdisciplindrni védni obor, ktery nam umoziuje
ziskat velice cenné informace o vlastnostech mokiadnich
systémt vyuzivanych k upravé kvality odpadnich vod
1 o procesech v nich probihajicich. Vyrazné tak napomaha
nejenom k charakterizovani zminénych ekosystému, ale
rovnéz k efektivni a systematické péci o zivotni prostiedi.

Experimentalni c¢innost byla financné podporena pro-
gramem Erasmus, nadaci Nadani Josefa, Marie a Zdernky
Hiavkovych a rozvojovym projekt MSMT na podporu mo-
bility studentii. Uvedené studie byly téz sponzoroviny
z vyzkumného zdameéru MSM 6007665801. Podékovani
patii i mému Skoliteli Janovi Simovi a celému oddéleni
Plant Biology, Arhus University, DK, specidlné jeho ve-
doucimu Hansovi Brixovi a Carlosovi A. Ariasovi.
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SPECIACNI ANALYZA SELENU V MOCI SPOJENIM HPLC A ICP/MS

STEPAN EICHLER a OTO MESTEK

Ustav analytické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha 6
stepan.eichler@email.cz

Uvod

Selen je nepostradatelny prvek pro lidsky organismus.

Vaze se do selenoproteintl, z nichZ nejznamé;jsi je glutathi-
onperoxidasa (GPx)', ktera chrani buiiky proti oxida¢nimu
poskozeni. Je tedy dilezity pii prevenci nadorovych
a kardiovaskularnich onemocnéni a pfedchazeni porucham
§titné 71azy a reprodukéni funkce. Pro populaci CR jsou
doporucené davky 55 pg/den pro dospélého ¢lovéka. Into-
xikace nastava jiz pri pfijmu 1000 pg/den a davka vyssi
ne 5mgkg’ je jiz smrtelnd®. Nadbyteéné mnozstvi
pfijmu selenu je z organismu vylu¢ovano moc¢i. Dle studii
jsou v moci obsazeny tyto formy selenu: seleniCitan (Se
(IV)), selenan (Se(IV)), methylselenol, methylselenicitan,
trimethylselenium (TMSe"), selenomethionin (SeMet),
selenoglutathion, selenocystin (Se-Cys,), selenomocovina
(SeUr), selenoethionin (SeEt), selenocystein (SeCys), me-
thylselenomethionin, selenocystamin (SeCya), selenoade-
nosyl-methionin a selenocukry 1, 2 a 3 (cit.”).
Mezi hlavni cile studie patfila separace a identifikace
speciii selenu obsazenych ve vzorcich moci. Dalsi oblasti
vyzkumu bylo ovéfeni stanoveni celkového obsahu selenu
pro rtizné porovnavaci prvky. Poslednim bodem je sledo-
vani zmén specii selenu zastoupenych v mo¢i po poziti
potravinovych doplikd bohatych na selen u zdravych je-
dinc a u kriticky nemocnych pacientl (sepse, staidium
akutniho selhani organi), kterym je selen podavan konti-
nualné spole¢né s umélou vyzivou.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zakladni roztoky

Zakladni roztok selenu (ZR) o koncentraci 2 mg 1™ Se
byl ptipraven fedénim roztoku o koncentraci 1,000 + 0,002
g 1" Se (Merck). Roztok porovnavacich prvka (IS) o kon-
centraci 2,5mg 1™ Ge, In a Rh byl piipraven z roztoki
obsahujicich 1,000+ 0,002 g1 danych prvkia (Merck).
Byla piipravena mobilni faze' s obsahem: 2,5 mmol 1™
butansulfonat sodny (Sigma-Aldrich), 4 mmol "' kyselina
malonova (Merck), 8 mmol I"* hydroxid tetramethyl amo-
nia (Sigma-Aldrich, USA) a 0,05% methanol (Merck)
v demineralizované vodé (Milli-Q, Millipore, USA). Pro
identifikaci specii v moci byly pouzity tyto slouceniny
selenu: seleniCitan sodny, selenan sodny, selenomethionin,
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selenocystin a selenomocovina, vSe Sigma-Aldrich.
K okyselovani roztokd byla pouzita kyselina dusicna
(Suprapur, Merck). VSechny roztoky byly pfipraveny
z redestilované a demineralizované vody (Milli-Q, Milli-
pore, USA).

Roztoky pro stanoveni

Roztoky pro ovéfeni linearity byly pfipraveny fedé-
nim roztoku ZR. Do 50ml odmérnych ban¢k s 5 ml rozto-
ku syntetické moci, 1 ml kyseliny dusi¢né a 1 ml roztoku
IS byly ptipraveny roztoky o koncentraci 20, 40, 60, 80
a 100 ng ml™" Se. Roztoky pro uréeni meze detekce byly
pfipraveny do 50ml odmérnych ban€k s postupnym pii-
davkem 3-7 ml roztoku syntetické moci, 1 ml kyseliny
dusi¢né, 1 ml roztoku IS banky a doplnény demineralizo-
vanou vodou. Pro ovéfeni spravnosti byly do 50 ml odmér-
nych ban¢k pfipraveny fedénim roztoku ZR dva kalibra¢ni
roztoky o koncentraci 0 a 20 ng ml™' Se. Oba roztoky byly
okyseleny 1 ml kyseliny dusi¢né a obsahovaly ptidavek
1 ml roztoku IS. Analyza redlnych vzorkli moci probihala
po jejim nafedéni. Pipetovalo se 1 nebo 2 ml mo¢i do 25ml
odmérné banky, roztoky byly okyseleny 0,5 ml kyseliny
dusi¢né a obsahovaly pridavek 0,5 ml roztoku IS. Byl pou-
zit vzorek realné moci, ktery byl rozdélen na dva podily.
Prvni byl analyzovan neupraveny, druhy po pfidavku roz-
toku ZR odpovidajicimu celkovému zvySeni koncentrace
080ngml™".

Vzorky

Vzorky moci pro specia¢ni analyzu byly pfed analy-
zou prefiltrovany (Nylon syringe filter 0,45 pm, Chrom-
servis, Praha, CR). Vzorky mo¢i obohacené speciemi sele-
nu byly pfipraveny tak, ze z jednotlivych specii selenu
byly nejprve v demineralizované vodé ptipraveny zakladni
roztoky o koncentraci odpovidajici cca 20 mgl™ Se.
Z téchto zakladnich roztokd byly nasledné pfipraveny
roztoky o koncentraci cca 20 ng ml™'. Mo& pochézejici od
darce po konzumaci potravinového dopliku bohatého na
selen (100 pg Se v jedné tableté, Nature’s Bounty, USA)
byla odebirdna 12 h po poziti a okamZit€ pfefiltrovana.
Mo¢ od pacientt v kritickém stavu, kterym je selen poda-
van kontinudlné¢ (max 120 ng selenu/den), byla rovnéz
upravena jako v pfedchozim ptipadé. Vzorky moci byly
skladovany v chladnicce pfi —35 °C.

Instrumentace

VSechna méfeni metodou hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP/MS) byla provadéna
na spektrometru Elan DRC-e (Perkin Elmer, Concord,
Kanada)  vybaveném  koncentrickym  zmlZovacem
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s cyklonickou mlznou komorou a reak¢ni/kolizni celou
(DRC) pro eliminaci interferenci. Pro stanoveni selenu byl
monitorovan nejvice zastoupeny izotop *’Se, ktery posky-
tuje silné interference sdimerem argonu vznikajici
v proudu plazmatu. Analyza selenovych specii probihala
na aparatufe vysoce ucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), ktera se skladala z vysokotlaké pumpy (Series
200, Perkin Elmer, USA), davkovace Rheodyne 9125 vy-
baveného 50ul nastfikovou smyckou z materialu PEEK,
stejné jako kapilary spojujici jednotlivé Casti aparatury,
a kolony RP-C18e (Lichrocart 250 x 4,6 mm).

Vysledky a diskuse
Optimalizace parametri DRC

Nejvice zastoupeny izotop selenu *’Se tvoii znacné
interference s dimerem argonu. Proto byla k potlaceni
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Obr. 1. Graf zavislosti citlivosti stanoveni na priatoku metha-
nu a parametru Rpq
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Obr. 2. Graf zavislosti parametru BEC na priitoku methanu
a parametru Rpq
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téchto interferenci provedena optimalizace DRC pomoci
zmény prutoku methanu v rozsahu 0,3-1,3 ml min™'
a nastavenim parametru Rpq v rozmezi 0,1-1. Optimali-
zacnim kritériem byla citlivost a odstup signdlu od pozadi
tzv. koncentrace ekvivalentni pozadi (BEC). Z grafu zavis-
losti pritoku methanu a parametru Rpq na citlivosti
(obr. 1) a BEC (obr. 2) byla vybrana optimalni hodnota
pritoku 0,7 ml min~' a Rpq 0,4.

Vybér vhodného porovnavaciho prvku

Vybér vhodného porovnavaciho prvku byl provadén
na zéklad¢ stanoveni meze detekce a ovéfeni linearity
aspravnosti.  Stanovené  detekéni limity  selenu
s porovnavacim prvkem “Ge, '“In, '“Rh byly 0,462;
0,709 a 0,693 ng ml™'. Na zakladé vyhodnoceni linearity
Mandelovym testem’ byla ovéfena linearni kalibrace pro
viechny tii porovnavaci prvky "*Ge, '“Rh, "“In. Pro ové-
feni spravnosti byla pouzita metoda standardniho pfidavku
s dvojim zplsobem fedéni (1 a 2 ml moci do 25ml odmér-
né banky) a dvéma pratoky argonu zmlzovacem (0,63
a 0,7 lmin"). Pro vyhodnoceni spravnosti byl pouZit test
shodnosti vysledkt®, pficemz nejlepsich vysledkd bylo
dosazeno pii pouziti *Ge a "*Ge pii fedéni 2 ml do 25 ml
a pritoku argonu zmlZovatem 0,7 | min™".

Identifikace separovanych specii v realnych
vzorcich moci

Pro speciacni analyzu byly analyzovany vzorky ode-
brané redlné moci obohacené 20 ng ml™' péti speciemi
selenu (Se(VI), Se(IV), SeMet, SeUr, SeCys;). Jak je patr-
né (obr. 3), specie Se(VI), SeMet, SeUr se podatilo na
kolon¢ spolehlivé oddélit. Pouze SeCys, a Se(IV) se nepo-
dafilo separovat. Vzhledem k pravdépodobnému obsahu

30000 | 6 ‘vh
20000
c
5 .
o
o
10000
2
--}‘t-._.— -k N
0
0 5 10 15 20
t [min]

Obr. 3. Separace jednotlivych specii selenu v mo¢i; 1 — Cista
moc; 2 — Mo¢+Se(IV) tr=2,57 min; 3 — Mo¢+Se(VI) tr=2,98 min;
4 — Moc+SeCys; tr=3,02 min; 5 — Moc¢+SeMet tr=7,52 min; 6 —
Mo¢+SeUr tr=4,02 min
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jedné ¢i obou téchto forem selenu v moci bude tieba opti-
malizovat proces separace, zejména sloZenim mobilni faze
a volbou gradientové eluce.

Analyza specii selenu v mo¢i u jedinct
se zvySenym piijmem selenu

Speciacni analyza selenu byla provadéna v moci zdra-
vych jedinct po poziti potravinového dopliiku s obsahem
selenu (100 pg selenu/den) a u kriticky nemocnych pacien-
tt, kterym je selen podavan kontinudlné v umélé vyzivé
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Obr. 4. Vzorek modi zdravého jedince po poziti tablety potra-
vinového doplitkku s obsahem selenu; 1 — mo¢ pied pozitim
tablety; 2 — moc zfed. 1:3, 12 h po poziti tablety — 100 pg selenu
na 1 tabletu
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Obr. 5. Vzorek modi kriticky nemocnych pacienti, kterym je
selen pridavan do umélé vyzivy; 1,2 — pacient bez zatizeni;
3.4,5,6 — pacient se zatizenim 32—120 pg selenu na den
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Obr. 6. Vzorek moci zdravého jedince po poZiti tablety; 1 —
moc¢ pfed pozitim; 2 — moc 3 h po poziti; 3 — mo¢ 9 h po poziti; 4
—mo¢ 12 h po poziti; 5 — mo¢ 15 h po poziti

(max 120 pg selenu/den). Z obr. 4 je patrné, ze ve vzorku
¢isté moci zdravého jedince je majoritné zastoupena pouze
specie  Se(IV), priCemz poziti jedné tablety vede
k prudkému nartstu obsahu Se(VI) a mirného nartstu za-
tim neznamé specie (Ul) sretencnim casem 18,3 min.
V moci pacienti (obr. 5) s pfiblizné stejnym dennim pii-
jmem selenu dochazi k malé zméné a pouze v malé mife
vzniku novych zatim blize neidentifikovanych specii. Or-
ganismus téchto pacientll ziejme veskery pfijaty selen
zaclenil do svého metabolismu, zatimco organismus zdra-
vého jedince nepotiebny selen okamzit¢ vyloucil. Z obr. 6
je rovnéz patrné, ze prudky nardst selenanu u zdravého
jedince se projevuje jiz v moci odebrané 3 h po poziti
tablety, zatimco prudky nartist neznamé specie (U1) mtze-
me pozorovat aZ ve vzorku moci odebraném 9 h po poziti.

Zaveér

Speciacni analyza selenu je velmi dulezita pro objas-
néni jeho metabolické funkce v organismu. Ve vzorcich
moci zdravych jedincti odebrané po poziti potravinového
dopliiku s obsahem selenu byl prokazan velky nartst sele-
nanu, ktery se v nezatizenych vzorcich moci viibec nevy-
skytoval. Rovnéz doSlo ke vzniku novych specii, které
bude tfeba s pouzitim vhodného standardu v budoucnu
identifikovat. U moc¢i pacientil, kterym je podavana stejna
denni davka, nedo$lo k zadné radikalni zméné v obsahu
a speciaci selenu v moci a tedy se lze domnivat, ze orga-
nismus téchto nemocnych pacientii veskery piijaty selen
zaClenil do svého metabolismu. V budoucnu bude tedy
tteba vyvinout a optimalizovat podminky separace i pro
dalsi specie, jejichz pfitomnost je v moc€i ocekdvana.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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ANALYZA KYSELINY L-ASKORBOVE V NAPOJIiCH S VYUZITIM TECHNIKY MEPS

KATERINA JEZKOVA, PETRA PAVLIKOVA,
PETR DOBIAS, MARTIN ADAM a KAREL
VENTURA

Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technolo-
gicka, Univerzita Pardubice, Studentska 573, 532 10 Par-
dubice

katchi.bodlina@seznam.cz

Uvod

Kyselina askorbova patii mezi pfirodni antioxidanty.
Tyto latky chrani bunky pted G¢inky volnych radikald, tj.
aktivnich forem kysliku, které v organismu vznikaji napft.
pusobenim vyfukovych plynd, koufeni, UV zafeni atd.
Pfevaha volnych radikali zpasobuje tzv. oxidaéni stres'”.
Kyselina askorbova se ucastni biosyntézy mukopolysacha-
ridd, prostaglandind, absorpce iontovych forem Zzeleza,
jeho transportu, stimuluje transport sodnych a chlorido-
vych iontl, uplatiiuje se v metabolismu cholesterolu
a v fadé dalsich reakci’.

Mikroextrakce tuhou fazi v mikrostfikacce — MEPS
(MicroExtraction by Packed Sorbent) je moderni mikroex-
trakéni technikou izolace zkoumaného analytu z matrice.
Zvolena tuha faze je umisténa do bloku v injekcni jehle,
ktera je vsunuta do injekeni stiikacky. Pres tento blok je
nasavan vzorek a sledované analyty jsou sorbovany a pie-
vedeny. Po promyti jsou zachycené analyty eluovany orga-
nickym rozpoustédlem na chromatografickou kolonu. ME-
PS je vysledkem snahy o miniaturizaci extrakce tuhou fazi
(Solid Phase Extraction — SPE). Oproti SPE ovSem pracuje
s mnohem niz§imi objemy vzorkl (az do 10 pl) i rozpous-
tédel a lze ji pln¢ automatizovat. Dale mize byt bez ja-
kychkoliv modifikaci spojena on-line s LC nebo GC. Mezi
dalsi vyhody MEPS patii rychlost, nizka cena, presnost,
citlivost a selektivita*®.

Antioxidac¢ni kapacita je mira, jakou jsou antioxidanty
schopné eliminovat volné radikaly. Metody méfeni antio-
xidacni kapacity délime na chemické a fyzikalni. Mezi
chemické metody patii metody zaloZené na eliminaci syn-
tetickych radikala DPPH (2,2-difenyl-pikrylhydrazyl)
nebo ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfo-
nat)), ptipadné na eliminaci kyslikovych radikali (ORAC
— oxygen radical absorbance capacity), dale pak metody
vyuzivajici redukci zelezitych komplexti (FRAP — ferric
reduction antioxidant power). Inhibice radikalu DPPH (/)
se da vyjadrit v procentech vztahem (7), kde A, 0dpovi-
da absorbanci ziskané pfi slepém pokusu a Asgmpe absor-
banci analyzované slougeniny .
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Experimentalni ¢ast

Analyzovano bylo 10 vzorkt nealkoholickych napojt
od ceskych, slovenskych a rakouskych vyrobct zakoupe-
nych v maloobchodni siti. Z rozpoustédel a Cinidel byly
pouzity nasledujici: ethanol (pro UV), methanol (pro
HPLC), kyselina L-askorbova p.a., kyselina octova p.a.,
volny radikal DPPH (v8e Sigma-Aldrich, Praha, CR)
aredestilovana voda (Univerzita Pardubice).

K nalezeni vhodné vinové délky pro detekci kyseliny
askorbové a pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byl pouZzit
HELIOS Gamma UV-VIS spektrometr (Thermo Fisher
Scientific, Inc.,Waltham, MA USA). K izolaci kyseliny
askorbové z matrice byla pouzita mikroextrakce tuhou fazi
v mikrostiikacce MEPS s kapacitou 100 pl a sada BIN
(barrel insert and needle assembly) jehel s naplnémi (vSe
Chromservis s.r.o, Praha, Ceska republika).

Pro analyzu extraktd byl pouzit kapalinovy chromato-
graf GBC LC 1445, vybaven pumpou LC 1150, degasse-
rem ERC-3415, autosamplerem LC 1650 a UV detektorem
LC 1210 (vS8e GBC, Regents Park, Australie). K separaci
byla pouzita kolona LiChrospher® 100 RP-18e (250 x 3
mm i.d., 5 um) a predkolonka LiChrospher® 100 RP-18e
(5 um), vse Merck (Darmstadt, Némecko).

Po zjist€ni vhodnych podminek pro MEPS (jehla
BIN, extrakéni rozpoustédlo, objem rozpoustédla) byly
vzorky nealkoholickych napojii extrahovany pres silikage-
lovou jehlu (BIN) a eluovany 10% methanolem. Vzorek
nealkoholického népoje o objemu 100 pl byl nataZen do
mikrostiikacky MEPS se silikagelovou jehlou a nasledné
vypustén do odpadu. Poté bylo pfes jehlu natazeno 60 pl
10% methanolu. Ziskany extrakt byl analyzovan pomoci
HPLC-UV.

Pro vlastni analyzu byl na kolonu davkovan objem
20 pl standardu, resp. extraktu. Byly pouZzity dvé mobilni
faze: redestilovana voda okyselena kyselinou octovou,
pH 2,94 (MF A) a methanol (MF B). Bylo pracovano
s isokratickou eluci s 80% MF A po dobu 20 min. Pritok
mobilni faze kolonou byl 1 ml min™". Pro detekci kyseliny
L-askorbové byla pouzita vinova délka 258 nm. Kazdy
extrakt byl proméfen 3x. Kvalitativni vyhodnoceni bylo
provedeno porovnanim retenc¢nich cast se standardem.
Nasledovalo vyhodnoceni kvantitativni, ke kterému byla
pouzita metoda kalibraéni ktivky.

P1i stanoveni antioxida¢ni kapacity byla nejprve zme-
fena absorbance Cerstvé pripraveného roztoku DPPH
(o koncentraci 0,025 g17"). Nasledné bylo k 5 ml roztoku
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DPPH piidano 200 ul 10x zfedéného nealkoholického
napoje a po 5 min stani na temném misteé byla opé&t zmeéte-
na absorbance. M¢éteni probihalo pfi vinové délce 517 nm.
Antioxidacni kapacita byla vyhodnocena v % dle vztahu
(1) jako mnozstvi inhibovaného radikalu DPPH.

Vysledky a diskuse

Byly zjiStovany vhodné podminky pro mikroextrakci
MEPS: jehla BIN (C2, C8, C18, Silikagel a M 1), extrak¢ni
rozpoustédlo (5%, 10%, 20% a 100% methanol, 5%, 10%,
20% a 96% ethanol, destilovand voda a 2,5% kyselina
octovd) a objem extrakéniho rozpoustédla (10—-100 pl).
Jako vhodné byly nalezeny tyto hodnoty: silikagelova
jehla (BIN) a 60 pl 10% methanolu.

Pro moznost kvantitativniho vyhodnoceni byla pro-
meéfena kalibracéni fada (obr. 1), a to vrozsahu 2,08 az
66,6 mg kyseliny L-askorbové v 25ml odmérnych ban-
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kach, pti aplikaci metody MEPS s pouzitim eluce 60 pl
10% methanolu. Z grafu je patrné, ze metoda poskytuje
linearni odezvu v celém sledovaném koncentra¢nim rozsa-
hu. Kfivka protina osu x v bodé¢ 2,49 mg/25 ml, coz lze
povazovat za experimentalné zjisténou hodnotu detekéniho
limitu. Kalibra¢ni fada ve stejném rozsahu koncentraci
byla prométena také s piidavkem 2,5 g/25 ml cukru, avSak
nebyla pozorovana zddna zména v odezve.

Na obr. 2 jsou hodnoty ziskané pfi aplikaci optimali-
zované MEPS na 10 redlnych vzorkd. Pouze u vzorkl
¢islo 7, 8, 9 a 10 stanovena hodnota obsahu kyseliny L-
askorbové odpovidala hodnotdm udavanym vyrobcem
nealkoholického napoje.

Pro zjisténi antioxidacni kapacity vzorkl byla pouzita
metoda vyuzivajici redukci volného radikalu DPPH. Tato
metoda je jednoduchd na provedeni a Casové nenaro¢na.
K vypoctu antioxidacéni kapacity byl pouzit vztah (7). Zis-
kané hodnoty antioxidac¢nich kapacit nealkoholickych
napoju jsou graficky znazornéné na obr. 3.
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Obr. 1. Kalibra¢ni Fada kyseliny L-askorbové pro optimalizovanou metodu MEPS
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Obr. 2. Stanoveny obsah kyseliny L-askorbové ve 100 ml nealkoholického napoje
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Obr. 3. Antioxida¢ni kapacita analyzovanych nealkoholickych napoji

Zjisténa antioxidacni kapacita nekoresponduje pouze
s obsahem kyseliny L-askorbové, ale s celkovym obsahem
vSech antioxidanti ve vzorku. U vzorku ¢islo 7, 8, 9 a 10,
kde je hlavnim antioxidantem kyselina L-askorbova, souvi-
si vyssi antioxidacni kapacita s obsahem pravé této kyseli-
ny. Naopak u vzorkd &islo 1 a 2 souvisi ptredevsim
s obsahem polyfenoli.

Zavér

Na zavér experimentu lze konstatovat, Ze byly naleze-
ny vhodné podminky pro aplikaci mikroextrakce tuhou
fazi v mikrostiikacce na stanoveni kyseliny L-askorbové
v nealkoholickych napojich. Tato nova metoda se jevi jako
vhodna pro izolaci latek s antioxidacnim charakterem.
Déle byly stanoveny antioxidacni kapacity studovanych
vzorkl. Nejvyssi hodnoty inhibice volného radikalu po-
skytuji ~ vzorky c¢ajového  puvodu, coz  souvisi
i s pritomnosti polyfenolickych latek.
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S INDUKCNE VAZANYM PLAZMATEM

ANTONIN KANA a OTO MESTEK

Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inzenyrskd,
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka
5, 166 28 Praha 6-Dejvice

kanaa@vscht.cz

Uvod

Fosfor je jednim z hlavnich prvka vyskytujicich se
v organismech. Je soucasti skeletu, nukleovych kyselin,
energetickych fosfatd (ATP,...), fosfolipidd a mnoha dal-
Sich dulezitych latek. Vyznamné se tak podili na metabo-
lismu'. Ztoho plyne potieba kvantitativniho stanoveni
fosforu, at’ uz z diivodu nutnosti studia metabolickych d&ja
nebo monitorovani jeho vyskytu napf. v potravinach ¢i
zivotnim prostiedi.

Vhodnou metodou pro prvkovou analyzu je hmot-
nostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS). Piima aplikace na stanoveni fosforu je vsak
komplikovana pfitomnosti spektralnich interferenci polya-
tomickych iontd>. Tyto ionty maji témé&f stejny pomér
hmotnosti a ndboje (m/z) jako analyt, takZe u ICP-MS
s nizkym rozliSenim dochazi k prekryvu signald téchto
iontll a analytu. Polyatomické ionty odvozené od atomii
uhliku, kysliku, vodiku, dusiku a dalSich prvki pochazeji
prevazné z matrice vzorku®. V piipadé fosforu méfeného
na linii *'P* se jedné piedevsim o ionty ’N'°0", “N'*0'H"
a '2C'H5'°0". Z dalsich potencialnich interferentti 1ze uvést
seskupeni BNBNIH, 2CBO'HY, BC®0" nebo *°Si'H*
(cit.”®). Situace je navic ztizena tim, ze je fosfor monoizo-
topicky prvek, a tak k jeho stanoveni nelze zvolit jiny izo-
top™°. Proto byla testovana také moznost stanoveni fosforu
ve formé oxidu *'P'°O", kterou ve své praci uvadi Bandura
a spol.?, vyuzivajici reakce fosforu s kyslikem v dynamic-
ké reakéni cele (DRC). Jeho prace popisuje moz-
nost vyrazné redukce interferenci a ukazuje dobré vy-
sledky v dosazenych deteké&nich limitech®. Ani seskupeni
*'P1SO" vsak neni zcela bez interferenci. Vice ¢ méné
zavaznych interferenci je zde celd fada: '*C*°Cl,
HNTSOOHY, BC0%0") *Sil%0'H", 28'°N" a mnoho
dalgich®”’.

Pribéh reakce kysliku s fosforem v DRC lze ovlivnit
parametr a (RPa), parametr ¢ (RPq) a prutok reakcniho
plynu. RPa a RPq jsou parametry Uzce souvisejici s inten-
zitou elektrického pole na ty¢ich kvadrupolu uvniti DRC.
Zménou téchto parametri l1ze docilit destabilizace prekur-
zoru interferujicich iontl a Castecné tak zabranit jejich
vzniku®.

Cilem prace bylo tedy optimalizovat metodiku stano-
veni fosforu. K dosaZeni tohoto cile bylo nutné kvantifiko-
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vat interference na liniich m/z = 31 a m/z = 47, najit opti-
mélni podminky tvorby iontu *'P'®0O* a nakonec stanovit
parametry ziskané metody jako jsou linearita a mez detek-
ce. Spravnost metody byla ovéfena analyzou certifikova-
ného referencniho materidlu a vzorku fazoli, ve kterych
byl obsah fosforu stanoven spektrofotometricky.

Experimentalni ¢ast

Vzorky pro kvantifikaci interferenci a optimalizaci
DRC obsahujici fosfor, dusik, uhlik a chlor byly pfipravo-
vany fedénim roztokt 99,999% NH,H,PO, (1,000 + 0,002
g I, Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR), 65% HNO;, HCI
1:10 (obé Suprapur, Merck, Darmstadt, SRN) a CH;0H
(Uvasol, Merck, Darmstadt, SRN). K fedéni byla pouziva-
na demineralizovana voda Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA). Zasobni roztok wvnitiniho standardu obsahoval
2mgl" Ge, Rh a Imgl" In v0,5mol "' HNO; a byl
pfipraven fedénim roztokti obsahujicich dané kovy
o koncentraci 1,000 + 0,005 g1™' (Analytika, spol. s.r.o.,
Praha, CR). V DRC byl jako reakéni plyn pouzit kyslik
gistoty 5.0 (Siad, Braiany u Mostu, CR).

Pro ovéfeni spravnosti stanoveni byl pouzit vzorek
fazoli s obsahem fosforu 4,77 + 0,47 mg g”'. Dany obsah
fosforu v nich byl stanoven spektrofotometricky metodou
molybdenové modii'?. Dale byl analyzovén certifikovany
referencni material suSeného mléka BCR 063R (IRMM,
Geel, Belgie) s obsahem fosforu 11,10+ 0,13 mg g™

Méfeni byla realizovdna na hmotnostnim spektromet-
ru sindukéné vazanym plazmatem PerkinElmer Sciex
Elan DRC-e (Concord, Kanada) vybavenym dynamickou
reak¢ni celou s Axial field technologii. Vzorek je zavadén
koncentrickym zmlzovacem s cyklonickou mlznou komo-
rou. Hmotnostnim analyzatorem je zde kvadrupdl.

Parametry DRC byly optimalizovany v nasledujicich
rozsazich: RPq 0,1-0,9; RPa 0,01-0,10 a prutok reak¢éniho
plynu kysliku 0,3-1,5 ml min™".

Kvantitativni stanoveni fosforu bylo realizovano na
linii m/z = 31 odpovidajici iontu *'P* a m/z = 47 odpovida-
jici iontu *'P'°O". Vnitini standardy byl mé&feny na liniich
m/z = 72 (Ge), m/z=103 (Rh) a m/z = 115 (In). Veskera
kvantitativni méfeni byla realizovana metodou vnitiniho
standardu.

Vysledky a diskuse

Kvantifikace interferenci polyatomickych ionti

Pozadi vytvarené interferujicimi ionty bylo méfeno
pfi m/z =31 a m/z =47 ve standardnim rezimu bez aplika-
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ce DRC. Kurceni plvodu inteferenci byl méfen zvlast
roztok obsahujici HNO; a zvla§t' roztok obsahujici HCI
s CH;0H. Methanol simuluje zbytkovy uhlik po rozkladu
vzorku.

U roztoku s obsahem HCl a CH;0H byla naméie-
na nizka troven fale$né pozitivni koncentrace *'P*. Z toho
Ize usoudit, ze interference zpusobené ionty obsahujici
uhlik jsou zanedbatelné. Naproti tomu falesné pozitivni
signal *'P'°O" je u daného roztoku o tfi fady vyssi
a vyrazné zavisly na koncentraci HCl. To znamena, ze
interference iontt kombinujicich uhlik s chlorem jsou vy-
znamné.

Me¢étenim roztoku HNO; byla zjisténa velmi podobna
arovei interferenci pro *'P* i *'P'°O". Polyatomické ionty
obsahujici dusik tedy vznikaji v pfiblizné stejném mnoz-
stvi, které vSak u’'P” vyrazn&ji zavisi na koncentraci
HNO:;.

Optimalizace DRC

Cilem optimalizace reakéni cely bylo nalézt takovou
kombinaci hodnot parametrt, pii které by bylo dosazeno
maximalniho signalu fosforu ve formé iontu *'P'°O"
a zaroven co nejnizsiho falesné pozitivniho signalu interfe-
rentll. FaleSné pozitivni signal byl stejné jako v piipade
kvantifikace méfen pro roztok obsahujici dusik a roztok
obsahujici chlor s uhlikem zv14st. Velikost faleSné pozitiv-
niho signalu byla charakterizovana koncentraci ekvivalent-
ni pozadi (BEC).

Maximum signalu fosforu bylo dosazeno pfi pritoku
kysliku 0,4 ml min™', RPg = 0,4 a RPa = 0. Pii téchto para-
metrech je v8ak pozorovana rovnéz zvysena BEC. Ta je
zpusobena tim, ze ve stejné oblasti lezi také maximum
intenzity signalu interferentd. Uroveii BEC dosahuje hod-
not srovnatelnych s hodnotami ziskanych pti kvantifikaci
interferenci bez pouziti DRC.

Jelikoz se nepodafilo vyznamné sniZit intenzitu inter-
ferenci oproti méfeni bez pouziti reakéni cely, bylo jako
vhodnéjsi zvoleno méfeni bez tohoto prvku. V dalSich
méfenich tak nebyla DRC vyuzita.

Linearita a mez detekce

Linearita kalibraéni zavislosti byla testovana
v koncentraénim rozsahu 0-2mgl™"' P pro analyt *'P*
a v rozsahu 0-50 mg I"' P pro *'P'®O" za pouziti Mandelo-
va F-testu'’. Souc¢asné byla testovana vhodnost tii riiznych
vnitinich standardd (IS): Rh, Ge, In. Linearni zavislost
byla u *'P" zjisténa pouze pro IS Ge, a to v celém rozsahu
0-2 mg I"". Pro *'P'°0" byla zjisténa linearita jen pro IS In,
aviak v rozsahu koncentraci fosforu 0-30 mg 1.

Mez detekce byla také stanovena za pouziti vnitinich
standardd Rh, Ge a In, a to jako prumér koncentrace plus
trojnasobek smérodatné odchylky. Mez detekce se na roz-
dil od linearity v ramci riznych vnitinich standard témet
nelisi. Pro *'P* byla stanovena na 33 pg 1™ a pro *'P'°0"
na 29 pg I\, Takto nizka mez detekce se jevi jako zcela
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dostacujici, protoze v béznych biologickych materialech se
koncentrace fosforu pohybuje v desitkdch az tisicich
mg kg™ resp. mg 1! (cit.""). Lze tak analyzovat i pom&rné
hodné zfedéné roztoky. To je praktické zejména z hlediska
eliminace nespektralnich interferenci'”.

Spravnost stanoveni

Analyzou certifikovaného referenéniho materialu
suSen¢ho mléka BCR 063R a vzorku fazoli byla ovéfena
spravnost stanoveni fosforu metodou ICP-MS. Obsah fos-
foru ve vzorcich byl stanoven za pouziti jiz uvedenych
vnitinich standardt na liniich m/z = 31 a m/z = 47.

Vyhodnoceni spravnosti stanoveni obsahu P ve vzor-
ku bylo provedeno testem vytéznosti. Ten ukazal, Ze sta-
noveni ve formé iontu *'P" poskytuje vysledky, které
nejsou statisticky vyznamné odlisné od certifikované hod-
noty. Naopak stanoveni formy *'P'°0" dava vysledky vys-
8i, které jsou jiz vyznamné odlisné od certifikované hodno-
ty.

Zavér

Optimalizaci nastaveni reakcni cely nebylo dosazeno
vyznamného sniZeni intenzity interferenci u iontu *'P'°0".
Pozadi se pohybuje na témér stejné urovni, jako pfi méfeni
bez pouziti reakéni cely. Nebylo dosazeno ani zvySeni
citlivosti méfeni. Z tohoto diivodu bylo za vhodnéjsi zvo-
leno stanoveni bez DRC. Z forem iontt byl pak vybran
3Ip*, ktery trpi méné zdvaznymi interferencemi neZ
3p%O". Pro méfeni *'P* bez DRC byla stanovena linearita
kalibragni zavislosti v koncentraénim rozsahu 0-2 mg 1™
pro vnitini standard "’Ge a mez detekce 33 pg 1. Analy-
zou certifikovaného referen¢niho materidlu suseného mlé-
ka a vzorku fazoli analyzované¢ho kontrolni metodou byla
potvrzena spravnost stanoveni.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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Uvod

Aromatické nitroslouceniny ptedstavuji z enviromen-
talniho hlediska dutlezité polutanty. Proto jsou Casto pred-
métem elektrochemickych analyz, nebot’ nitroskupina je
snadno redukovatelna. Nicméné pro nalezeni, pochopeni
a spravné vyuZiti vhodného analytického postupu je dobré
znat mechanismus pfislusné analytické reakce a okolnosti
(struktura, substituce, prostiedi), které jej ovliviiuji. Z toho
pak mohou vyplyvat i informace o pfipadnych strukturnich
omezenich, interferujicich reakcich apod.

Pro detailni elektroanalytické studium mechanismu
redukce organickych latek obecné je vyhodné pracovat
v bezvodém prostiedi, protoze umoznuje sledovat signaly
nékterych radikadlovych meziproduktli, které jsou v ném
stabilizovany. Obecné se predpokladd, Zze mechanismus
elektrochemické redukce nitrosloucenin v bezvodém pro-
stiedi je jiz davno znam, ale neni to tak zcela pravda. Pre-
hledné& prace srovnavajici chovani riznych aromatickych
latek neni v literatufe k dispozici. Ve specializovanych
monografiich se uvadi vzdy pouze nejcastéjsi redukeni
mechanismus zahrnujici jednoelektronovou reverzibilni

1

OO PP O

COCl

COOH

10a 10b 10c 11

Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych nitroslouc¢enin

NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO,
i i i ; H,C~ i \CH3i i i H,C~ i “CH
CH, F CH, O-CH, NH,  OH
2 3 4 5

redukci na radikalovy anion, ktera je nasledovéna tfielek-
tronovou redukci za vzniku ptislusného hydroxylaminové-
ho derivétu. U téchto latek se neprojevuje (nebo neni uva-
zovana) interakce nitroskupiny s dal$im substituentem ¢i
s dalsim reakénim centrem. Elektrochemickd studie
18 aromatickych nitrolatek riizné substituovanych v para-
poloze ukézala, Ze se zde jednd o nékolik typl reakci
v zavislosti na pfitomnosti dalsich substituenti, a umoznila
jejich konzistentni porovnani. Praveé tato analyza rtiznych
mechanismti elektrochemické redukce riznych typt aro-
matickych nitrosloucenin je predmétem mého piispévku.

Experimentalni ¢ast

Série aromatickych nitrosloucenin (vzorce latek — viz
obr. 1) substituovanych v p-poloze byla podrobena elek-
trochemickym méfenim, které zahrnovaly DC-polarografii
a cyklickou voltametrii na visici rtutové kapkové elektro-
dé. Stejné experimenty byly provedeny i s nékoli-
ka analogickymi derivaty, které obsahovaly kromé substi-
tuentu v p-poloze jest¢ jednu nebo vice dalSich skupin
v jinych polohéch, a v pfipadé kyseliny nitrobenzoové pro
kontrolu jesté s m- a o-izomerem.

DC-polarografie i cyklicka voltametrie byla provede-
na v tfielektrodovém zapojeni (rtut'ova kapkova pracovni
elektroda, nasycend kalomelova referentni elektroda
a platinova pomocna elektroda). K métfeni byl pouzit po-
tenciostat (POLAROGRAFIC ANALYZER PA 3) a vy-
stup byl zaznamendvan analogovym zapisovatem (XY
RECORDER 4103, vse Laboratorni pfistroje Praha).

OCH,COOH OCH,COOH

6 7 8 9

CH,CI CN NO
12 13 14 15 16
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Tabulka I
Elektrochemicka data zkoumanych nitrolatek
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Cislo Substituenty v polohach vzhledem Pilvinové potencialy Poméry proudd
latky k nitroskupiné [V]
o- m- p- E; E, E; E, Es
1 H -1,12 -2,10 E;:Es 1:3
2 CH; -1,18 -2,23 E;:Es 1:3
3 F -1,09 -2,24 EyEs 1:3
4 OCH; -1,16 -2,24 E;:Es 1:3
5 2xCHj OCH; -1,16 -2,13 EsEs 1:3
6 NH, -1,38 -2,35 Ey:Es 1:5
7 OH -1,73  -2,02 EsEy V2ifa
8 OCH,COOH -1,06 -1,33 -2,57 *
9 2xCHj; OCH,COOH -1,03 -1,23 -1,87 -2,36 *
10a COOH -0,81 -1,17 -2,18 EyEsEs 0,8:1:2
10b COOH -0,87 -1,24 -2,42 EyE;:Es 0,8:1:2
10c  COOH -0,81 1,48 -2,34 E;E;:Es 0,8:1:2
11 cocl -0,64 -0,78 -1,10 2,10 E;EyE;Es 1:0,8:1:2
12 CH,C1 -0,80 -1,14 -2,26 EyE;:Es 0,8:1:2
13 CN -0,77 -1,51 Es3:Es 1:3
14 CHO -0,79 -1,33 EsE 1:1
15 NO, -0,55 0,94 EzE 1:1
16 4-nitropyridin-1-oxid -0,74 -1,56 E;:Es 1.3

* ¢ast kiivky u siln€ negativnich potenciall byla obtizné vyhodnotitelna

Jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody N,N-di-
methylformamid (vycistény azeotropickou destilaci s na-
slednou vakuovou frakcionaci). Zakladni elektrolyt byl
0,1M tetrabutylamonium hexafluorofosfat (Fluka, rekrys-
talizovany z ethanolu).

Naméftend experimentalni data (plvinové potencialy
E) a poméry proudd (vysek) vin u jednotlivych derivatd
jsou shrnuty v tab. I.

Vysledky a diskuse

Pro toto studium byla zvolena série p-substituovanych
nitrobenzenil a 4-nitropyridin oxidu. U vsech latek byla
potvrzena linedrni zvislost proudu na koncentraci, jedna
se tedy vzdy o déje tizené difuzi.

Déle se ukazalo, ze Cast ze studovanych sloucenin
(latky 1, 2, 3, 4, 5, 13 a 16; v nize uvedeném schématu (1),
(2) jsou pfislusné p-substituenty oznaceny X) se skutecné
redukuje podle piedpokladaného mechanismu', tedy ve
dvou krocich. Prvni d& (1) zahrnuje reverzibilni vznik
radikalového aniontu, ktery je nasledné dale (2) redukovan
(ireverzibiln€) za vzniku konecného produktu, kterym je
prislusny N-substituovany hydroxylamin. Protony potieb-
né pro tuto redukci jsou ziskany vytrzenim z molekul roz-
poustédla (ve schématu SolvH).

U dalSich substituentii byly vSak shledany odchylky
od tohoto mechanismu, proto byly detailné¢ studovany.
Protoze se jedné o 1,4-disubstituované monocyklické aro-
maty, je mozné pro posouzeni mechanismu elektrochemic-
ké redukce vyuzit Hammetovu funkci, kterd koreluje vliv

+ e~

-
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p-substituované nitrobenzeny
-2,8

22,6 1
2.4
2.2
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Obr. 2. Korelace ptlvlnového potencialu E jako vlivu substi-
tuentu v p-poloze; charakterizovaného konstantou o,

substituentu v piislusné poloze vici sledovanému redoxni-
mu centru na redukéni potencidl. Latky, které se redukuji
stejnym mechanismem, vykazuji linearni zavislost name-

H,N

ONO; “+ 5e—-+ 6 SoIvH—>H2N4<j>7NH2 + 2H,0 + 6 Solv™
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fenych pulvlnovych potencialti (tab. I) na Hammetovych
konstantach o,,. Z grafu na obr. 2 je vSak patrné, Ze u slou-
¢enin 7, 10, 11, 12, 14, 15 neni uvedeny predpoklad spl-
nén. Vyplyva z toho tedy, Ze jejich redukce probiha jinymi
mechanismy:

a) 4-nitroanilin se v prvnim reverzibilnim kroku redukuje
za vzniku radikalového aniontu (1), ktery se dale redukuje
5 elektrony za vzniku aminu (3)

b) 4-nitrobenzaldehyd a 1,4-dinitrobenzen poskytuji
v prvnim reverzibilnim jednoelektronovém kroku (1) radi-
kalovy anion, ktery se redukuje dal$im elektronem
(opét reverzibiln€) na dianion (4), ktery je vyrazné m-
stabilizovan.

¢) 4-nitrofenol se redukuje reverzibilné ve dvou krocich,
pri¢emz vyska kazdé viny odpovida poloviéni koncentraci.
Ztejmé tedy dochazi k dimerizaci latky za vzniku mezipro-
duktu s chinoidni strukturou, ktery je nasledné redukovan.
Neni vSak dosud jasné, zda je skute¢ny mechanismus
,head to head” (5b) nebo ,head to tail (5a) (na tomto
problému se dale pracuje).

e~ . e~ .
Y N02 P—— NO2 i ——— Y4<j>—NO2 (4)
(Y =NO,, CHO)
Ol,,— HO_ :O
| O HO
|
N o- 1
0" TOH- o
e— O HO
- ﬁo e [ 517 G =)o
NS OH-—0
e—
e lT
== 12—
0" “oH- o~ OH o
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d) 4-nitrobenzoova kyselina se redukuje ve tfech krocich.
Prvni d&j je autoprotonacéni reakce 2, pii které 4 dalsi mole-
kuly kyseliny 4-nitrobenzoové disociaci poskytnou 4 pro-
tony potfebné pro redukci jedné jeji molekuly na prislusny
derivat hydroxylaminu. Vlna je proto ireverzibilni a vyska
viny odpovida vymeéné 0,8 elektronu (6). V druhém rever-
zibilnim kroku (7) dochazi ke vzniku radikalového aniontu
odvozeného od benzoatového aniontu, ktery je
v zavérecném kroku (8) dale redukovan. Analogické cho-
vani bylo potvrzeno i u m- a o-izomert.. Obdobny mecha-
nismus byl pozorovéan i u 4-nitrobenzylchloridu, ktery pfi
autoprotonacnim dé¢ji hraje roli C-kyseliny, a u 4-nitro-
benzoylchloridu, ktery vykazuje jednoelektronovou irever-
zibilni vIlnu (reduktivni hydrolyza na kyselinu 4-nitro-
benzoovou) a dale 3 vlny odpovidajici kyseliné
4-nitrobenzoové. Obecné 1ze shrnout, ze s autoprotonaci je
potieba pocitat u vSech derivati, které obsahuji v molekule
,.Kyselé® atomy vodiku.

Zavér

U redukce aromatickych nitrosloucenin hraje velmi
dilezitou roli intramolekularni interakce nitroskupiny se
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substituentem pies aromatické (benzenové nebo pyridino-
vé) jadro. Toto ovlivnéni elektronové struktury molekuly
mize mit za nasledek zménu mechanismu. V predkladané
praci se podafilo ukdzat na Ctyfi odliSné mechanismy
a vzajemné je porovnat. I kdyz jde o studii v bezvodém
prostiedi, je pravdépodobné, Ze odlisné elektronické vlast-
nosti nékterych molekul se mohou projevit i pfi analytic-
kych stanovenich ve vodnych prostredich, a je tedy tieba
s nimi pocitat.

Detailni znalost mechanismu elektrochemického re-
dox chovéni aromatick}'/ch mononitroslouéenin navic

centry. Tuto situaci lze ilustrovat naptiklad pfi studiu re-
dox vlastnosti mono-, di-, tri a tetranitrokalix-[4]-arentl.
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Uvod

Fenolické latky patii do Siroké skupiny antioxidantt.
Antioxidant je latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu kysli-
kovych radikalti. Zamérné se proto pfidavaji do potravin,
kde svym antioxida¢nim puisobenim prodluzuji jejich sta-
lost. Hlavni vyznam fenolickych latek spociva v tom, Ze
pusobi jako prevence proti koronarnim chorobam, snizuji
riziko rakovinovych onemocnéni a piisobi proti virim'~.

Fenolické latky jsou pfirodni antioxidanty a mizeme
je proto najit v pfirodé. Nachazi se v riznych ¢astech rost-
lin, napft. kofeny, listy, plody. Podle struktury rozdélujeme
fenolické latky do nékolika skupin®. Prvni skupinu tvofi
flavanoly odvozené od heterocyklického flavanu (obr. 1).
Dalsi skupinu tvoii aromatické hydroxykyseliny, kam patfi
derivaty kyseliny skoficové (obr. 2) a kyseliny benzoové*
(obr. 3).

Obr. 1. Struktura flavanu

COOH

Ry

R7 Ry

Ry

k. kavova: RZ = R3 =OH

k. o-kumarova: R;=OH

k. m-kumarova: R, = OH

k. p-kumarova: R;=OH

k. ferulova: R, = OCH3;, R; = OH

Obr. 2. Kyselina skoFicova a jeji derivaty

NG
Ry
R; Ry
Rg
k. gallova: R, =R;=R;=0H
k. gentisova: R;=R;=OH
k. vanilova: R, =0OCH;, R; =OH

k. syringova: R, =R, =OCHj;, R; = OH

Obr. 3. Kyselina benzoova a jeji derivaty

Pro stanoveni fenolickych latek se v poslednich letech
zaCalo vyuzivat vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s coulometrickym detektorem. Coulometricka
detekce s elektrodovym polem je velmi citlivy zplsob
detekce, ve které je vyuzita série 4—16 prutocnych coulo-
metrickych cel, ve kterych dochazi k elektrochemické
pfemeéné analytu. Na kazdou celu je vlozen jiny, ale kon-
stantni potencial a kazda latka se oxiduje (nebo redukuje)
pfi jiném potencialu, ten je pak nazyvan tzv. dominantnim
potencidlem’.

CoulArray detektor, pouzivany v této praci, je coulo-
metricky multielektrodovy detektor, ktery byl zkonstruo-
van pro pouziti v HPLC a ktery se pouziva pro detekci
elektroaktivnich latek. UmoZiuje charakterizaci latek na
zékladé poméru odezvy signalu velkého po&tu kanald’.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Standardy, chemikélie a vzorky

Standardy fenolickych latek: kyselina gallova, kyseli-
na protokatechuova, protokatechaldehyd, kyselina 4-
hydroxyfenyloctova, kyselina vanilovd, kyselina kavova,
ethylvanilin a vanilin byly ziskany od firmy Fluka (Buchs,
Switzerland). Kyselina ferulova, gentisova a syringova
byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR).
Ostatni pouzivané chemikalie byly: octan amonny (Fluka,
Buchs, Switzerland), kyselina mravenc¢i (Lachema, Brno,
CR), acetonitril (Merck, Darmstadt, Némecko). Redestilo-
vanéa voda byla pfipravena na pfistroji Ultraclear na Uni-
verzité Pardubice.

V aplikacni Casti této prace bylo analyzovano
14 vzorki medoviny. Mezi vzorky byly jak medoviny
pfirodni (vzorky 5, 7 a 9), tak i s ptfidavkem ovocnych
stav, kofeni i bylin, napi. medovina mandlova (vzorky 4
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Tabulka I
Meze detekce a stanovitelnosti standardnich latek
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Fenolické latky

Mez detekee [pug I7']

Mez stanovitelnosti [ug ']

Kyselina gallova
Kyselina protokatechuova
Kyselina gentisova
Protokatechaldehyd
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova
Kyselina vanilova
Kyselina kavova
Kyselina syringova
Vanilin

Kyselina ferulova
Ethylvanilin

Kyselina kumarova

5.4 18,0
6,5 21,6
2,8 9,3
4,8 16,1
42 13,9
53 17,6
44 14,8
4.4 14,8
2.2 73
53 17,6
1,9 6,5
4,0 133

a 10), ofechova (vzorky 2, 6 a 11), visiova (vzorek 14),
sherry (vzorek 1), hotka (vzorek 3), bylinnd (vzorky 12
a 13) nebo Cernorybizova (vzorek 8). Tyto vzorky byly
dodany ceskymi a moravskymi vcelafi. Medoviny byly
zaviené uchovavany v lednicce, po otevieni byly ihned
analyzovany.

RP-HPLC analyza

Mgéfeni bylo provadéno na kapalinovém chromatogra-
fu selektrochemickym CoulArray detektorem, ktery se
skladal z nasledujicich soucasti:

CoulArray detektor s 8 elektrochemickymi celami,
chromatografické pumpy,

termostat pro kolonu, smé&Sovaé, tlumi¢ pulzi a Sesti-
cestny davkovaci ventil,

vse od ESA, Chelmsford, MA, USA.

odplyiiovaé Vacuum Degasser DG 3014, ECOM, CR.
Podminky vlastniho méfeni byly nésledujici. Byla
pripravena dvouslozkova mobilni faze. Mobilni faze A
(MF A), kterou ptedstavoval 5 mM vodny roztok octanu
amonného, byla pfipravena rozpusténim ptislusné navazky
octanu amonného v 1 dm™ redestilované vody. Pozadova-
né pH ~ 3 bylo dosazeno pridavkem nékolika kapek kon-
centrované kyseliny mravenci. Mobilni fize B (MF B)
byla pfipravena smichanim 80 % acetonitrilu a 20 % MF
A. Takto pfipravené mobilni faze byly vzdy filtrovany pies
membranovy filtr s velikosti port 0,45 pm.

Pii optimalizaci separace jednotlivych fenolickych
latek byly pouzivany pracovni roztoky o koncentraci
5mgl, které byly piipraveny ze zasobnich roztokii
o koncentraci 100 mg I"". K separaci byla pouzita kolona
Gemini 3u C18 110A (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm,
Phenomenex, USA). Pritok mobilni faze kolonou byl na-
staven na 0,4 mlmin~', byla pouzita gradientova eluce,
davkovany objem vzorku byl 10 pl a teplota kolony 35 °C.
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Latky byly detegovany pifi potencialech 200-900 mV
s krokem po 100 mV.

Ptiprava vzorkd k analyze zahrnovala fedéni medovin
vpoméru 1:5 az 1:30 a filtraci pfes filtr s velikosti port
0,45 pm.

Vysledky a diskuse

Cilem studie bylo vyvinti metody pro analyzu fenolic-
kych latek a jeji nasledna aplikace na realné vzorky medo-
vin. SloZeni mobilnich f4zi, optimalni pH mobilni fize
a velikost pritoku bylo prevzato z literatury’. Daldim uko-
lem bylo tedy optimalizovat eluci. Nejprve byla vyzkouse-
na izokraticka eluce, pfi niz ale nedoslo k rozdéleni latek.
Proto bylo nutné optimalizovat gradient mobilni faze. Bylo
vyzkou$eno nékolik gradientovych programi, jako opti-
malni vysel: 0—10 min (2 % MF A), 20-30 min (10 % MF
A), 30-35 min (20 % MF A), 35-40 min (40 % MF A)
a po 40 min (100 % MF A). Pfi zvoleném gradientu byly
rozdéleny vsechny standardni latky. Byly odecteny jejich
reten¢ni ¢asy a nasledné byly pfipraveny kalibracni zévis-
losti standardnich latek v rozsahu, ktery byl ocekavan ve
vzorcich. Pro standardni latky byly také vyhodnoceny
meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ). Tyto hodno-
ty jsou uvedeny v tab. 1.

Optimalizované podminky byly aplikovany na analy-
zu realnych vzorkli medovin. Porovndnim reten¢nich Cast
standardi s ¢asy vzorkd medovin bylo v medovinach iden-
tifikovano celkem 12 fenolickych latek. Dale byl na zakla-
d¢ kalibracnich zavislosti zjistén jejich obsah.

Na obr. 4 a 5 jsou zobrazeny ukazkové chromatogra-
my pfirodni a ¢ernorybizové medoviny.

Na prvni pohled je patrny rozdil mezi témito dvéma
ukazkovymi chromatogramy, pfirodni medovina neobsa-
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Tabulka II

Obsah fenolickych sloucenin v medovinach

Fenolické latky [mg 17'] vzorek 1 | vzorek 2 |vzorek3 |vzorek4 |vzorek5 |vzorek 6 |vzorek 7
Kyselina gallova 0,805 0,100 0,099 0,084 0,096
Kyselina protokatechuova 0,344 0,020 0,146 0,054 0,058 0,053 0,013
Kyselina gentisova 0,039 0,026 0,022 0,023 0,017 0,014
Protokatechaldehyd 0,029 0,048 <LOQ 0,027 <LOQ 0,022 0,023
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova 0,057 0,060 0,088 0,054 0,041 <LOQ <LOQ
Kyselina vanilova 0,152 <LOQ 0,071 0,114 0,051 <LOQ 0,076
Kyselina kavova 0,087 0,081 0,060 <LOQ 0,028 <LOQ 0,029
Kyselina syringova 0,038 0,088 0,057 <LOQ 0,035 0,030 0,029
Vanilin 4,126 0,312 2,214 40,403 1,195 2,378 65,856
Kyselina ferulova 0,224 0,059 0,079 0,085 0,090 0,121 0,111
Ethylvanilin 0,075 0,063 0,084 0,028 0,039 0,065 0,034
Kyselina kumarova 2,335 0,097 0,073 0,057 0,112 0,107 0,175
Fenolické latky [mg 17'] vzorek 8 |vzorek 9 |vzorek 10 | vzorek 11 | vzorek 12 | vzorek 13 | vzorek 14
Kyselina gallova 3,367 0,092 0,570 0,472
Kyselina protokatechuova 1,525 0,129 0,033 0,079 0,084 0,242 0,600
Kyselina gentisova 0,191 0,024 0,022 0,109 0,054 0,015
Protokatechaldehyd 0,272 0,062 0,042 0,030 0,064 0,027 0,238
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova 1,867 <LOQ 0,025 0,042 0,615 0,248 0,494
Kyselina vanilova 0,724 <LOQ 0,071 0,376 0,222 0,369
Kyselina kavova 2,998 0,031 0,427 1,339 0,797 1,317
Kyselina syringova 2,443 0,089 0,072 0,040 0,066 0,271
Vanilin 1,297 0,270 0,324 5,171 1,167 1,548 0,868
Kyselina ferulova 1,701 0,154 0,108 0,071 2,556 1,919 2,418
Ethylvanilin 0,332 0,036 0,054 0,985 0,091 1,496
Kyselina kumarova 0,273 0,083 0,022 0,028 0,059 0,110 0,109

latka nebyla ve vzorku nalezena

<LOQ

latka ve vzorku pfitomna, ale jeji obsah byl pod mezi stanovitelnosti

protokatechuova
gentisova

odezva detektoru (4A)

900 v\
800 Y
700 &

(500 |
(400
=

0002001

—ferulova

—
?
)?4444 aniloy
‘ﬁkavova
(\% v

kumarova
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Obr. 4. Ukazkovy chromatogram piirodni medoviny
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protokatechuova
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Obr. 5. Ukazkovy chromatogram ¢ernorybizové medoviny

huje tolik latek ani v takovém mnozstvi jako medovina
Cernorybizova, tedy s pridavkem ovocné §tavy.

Zavér

V této préci byl pouzit kapalinovy chromatograf vy-
baveny CoulArray detektorem. Bylo prakticky ovéreno, Ze
technika kapalinové chromatografie s coulometrickou
detekei je selektivni a velmi citliva. Meze detekce analyzo-
vanych latek se pohybovaly fadové v jednotkich, maxi-
mélng desitkach pg1™'. Optimalizovana metoda, kterou
bylo separovano 12 latek béhem 40 min, byla pouZzita pro
stanoveni obsahu téchto latek ve vzorcich medovin. Bylo
zjisténo, ze latky s ptidavkem ovocné stavy ¢i bylinnych
extraktli zpravidla obsahuji vétsi mnozstvi fenolickych latek
nez medoviny ptirodni, tedy bez jakéhokoliv ptidavku.
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Tato prace byla realizovana za podpory projektu
MSM 0021627502.
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STANOVENI HLADINY TYROSINKINASOVYCH INHIBITORU METODOU
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Uvod

Diky novym poznatkiim v biologii a patofyziologii
nekterych onemocnéni byla v posledni dobé€ vyvinuta fada
1€k plisobicich pfimo na molekularni Grovni vice-méné
selektivné v cilovych buiikach. K témto 1ékim se fadi také
inhibitory tyrosinkinas (TKI), které zpusobily prilom
v 1é¢bé nekterych nadorovych onemocnéni, jako naptiklad
imatinib (Glivec) v 1é¢bé gastrointestinalniho stromalniho
tumoru (GIST). Imatinib spolecné s dasatinibem (Sprycel)

HO\/\

N
CHy

H C //O
7 N\

Imatinib
A Oy
O

F
Nilotinib

Obr. 1. Strukturni vzorce TKI
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a nilotinibem (Tasigna) zaznamenal rovnez velky tGspéch
v 1é¢bé chronické myeloidni leukemie (CML) a lapatinib
(Tykerb) v 1écbeé karcinomu prsu (obr. 1). Ukazuje se, Ze
1écebna odpovéd na TKI miize souviset s jejich dosazeny-
mi plasmatickymi hladinami.

Prace byla zaméfena na stanoveni TKI v krevni
plasmé pacientli s CML a karcinonem prsu na terapii ima-
tinibem, nilotinibem, dasatinibem a lapatinibem technikou
vysoce U¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Chronicka myeloidni leukemie

CML je klonalni myeloproliferativni onemocnéni
vznikajici transformaci hemopoetické kmenové bunky.
Toto onemocnéni tvoti 1/4 vSech leukemii dospélého vé-
ku. Fuzi genu BCR na 22. chromosomu s genem 4ABL na
9. chromosomu vznika tzv. chromosom Philadelphia (Ph)
obsahujici onkogen BCR/ABLI, ktery exprimuje protein
p210 — konstitutivné aktivni tyrosinkinasu aktivujici fadu
signalnich transduk¢nich drah, které podporuji mnozeni
(interferon alfa, alogenni transplantace krvetvornych bu-
n€k) nezaznamenaly takovy uspéch jako v poslednich le-
tech nové vyvinuté selektivni TKI cilen¢ inhibujici prolife-
raci nadorového klonu. K témto novym piipravkim fadi-
me derivaty 2-fenylaminopyrimidinu imatinib, dasatinib
a nilotinib™*,

Imatinib (IM) a nilotinib jsou u¢inné inhibitory tyro-
sinkinasy Ber/Abl. IM dale interferuje s recep-torem pro

@
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stem cell factor (c-kit) a receptorem pro ristovy faktor
odvozeny z desticek (PDGF platelet-derived growth fac-
tor), proto se vyuziva i v 1é¢bé GIST, systémové mastocy-
tosy, hypereozinofilniho syndromu a chronické eozinofilni
leukemie™®®’. Dasatinib je navic u¢inny inhibitor kinas
rodiny Src, které mohou pfispivat k proliferaci a preZivani
myeloidni fady bunék exprimujicich BCR/ABLI (cit.™).

Karcinom prsu

Karcinom prsu je jednim z nejcastéjSich zhoubnych
onemocnéni postihujici Zenskou ¢ast populace. Jeho inci-
dence neustale stoupa, ovsem diky novym diagnostickym
a terapeutickym moznostem dochazi ve vyspélych zemich
véetné CR k poklesu tmrti zptisobenych timto onemocné-
nim. Pro cilenou molekularni biologickou 1écbu je nutné
znat strukturu molekuly proteinu, jehoz inhibici dochazi
k naruSeni zékladnich signalnich drah vedoucich k maligni
transformaci bunky. Tento typ 1écby jiz neni pouze pied-
métem vyzkumu, ale je jiz s ispéchem pouzivan v klinické
praxi. Zakladnimi néstroji terapie jsou monoklonalni proti-
latky a nizkomolekularni tyrosinkinasové inhibitory, jako
napf. lapatinib'.

Lapatinib je selektivni dudlni inhibitor tyrosinkinas
ErbB-1 (EGFR; je zodpovédny za regulaci normdlniho
bunééného ristu, jeho porucha vede k neregulovatelné
proliferaci a potencidlni malignizaci procesu) a ErbB-2
(HER2; onkogen zarucujici predispozici ke karcinomu, je
pomalu aktivovatelny a ma dlouhodoby vliv na prolifera-
ci). Radi se mezi cytostatika G&inna v 16&b& mozkovych
metastdz diky tomu, Ze prochazi hematoencefalitickou
bariérou'*’.

Mechanismus U¢inku TKI spo¢iva v reverzibilni vaz-
bé na intracelularni cytoplasmatické ATP-vazebné misto
tyrosinkinasové Abl domény a zablokovani fosforylace
tyrosinu bilkovin, které patii k substratim onkoproteint,
¢imz dochazi ke znemoznéni pienosu signalt vedoucich
k maligni transformaci a proliferaci bungk'~".

Experimentalni ¢ast

Pacientim s CML (n 682, Hemato-onkologické
oddéleni FN Olomouc) byla odebrana nesrazliva krev do
zkumavek s EDTA v pruméru 24 + 6 hodin po uZziti po-
sledni davky léku. Krev byla poté zcentrifugovana a ziska-
na plasma byla zamrazena na —20 °C.

Imatinib, deuterovany imatinib, desmethylovany
imatinib (Novartis; Curych, Svycarsko), dasatinib, nilo-
tinib a lapatinib (LC Laboratories; Woburn, MA, USA)
byly rozpustén v methanolu na vyslednou koncentraci
10 mol I'". Tyto standardni roztoky byly pouZity pro
pfipravu vsSech ostatnich standardii. VsSechny reagencie
mély analyticky stupeil Cistoty a byly ziskany od firmy
Sigma (St. Louis, MO, USA).

Plasma (20 pl) byla deproteinovdna methanolem
(180 pl) s pridavkem interniho standardu — deuterovaného

s32

Cena Merck 2010

494.2

Imatinib |

Exact Mass: 493.26 N
C,H,N*
Mw=58.06

N
CpHNO
Mw=394.15

394.2

58.2 247.0
J e ddaud L ol Ll " 1 o " 4
100 200 300 400
m/z, Da
D8-Imatinib, 502=>394 /\
Dasatinib, 489=>402 17NN A

Lapatinib, 562=>366 I |
De-Imatinib, 480=>394 ] {F |
Nilotinib, 531=>290 ]

Imatinib, 494=>394

0.0

0.4 0.8 12 1.6

Time, min

Obr. 2. Fragmentace IM, separace standardii jednotlivych
TKI

imatinibu (D8IMA). Poté byl vzorek 3 min tfepan na vor-
texu a nasledné 5 min centrifugovan pii 14 000 RPM. Su-
pernatant byl analyzovan technikou UHPLC-MS/MS.

Analyzy byly provadény na pfistroji UHPLC (Dionex
Ultima 3000 RS). Studované analyty byly separovany na
koloné s reverzni fazi Acquity BEH C18 1,7 pm (2,1 x 50
mm; Waters). Mobilni faze se skladala z formiatu amonné-
ho o koncentraci 4 mmol I"" a pH 3,2 (A) a acetonitrilu
(B). V ¢ase 0—1 min bylo slozeni mobilni faze 17 % B; 1
az 2 min byl aplikovan gradient 17-50 % B; 2,0-2,1 obsa-
hovala mobilni faze 50 % B a v 2,1-2,2 min byly nastave-
ny inicidlni podminky. Na kolon¢ termostatované na 40 °C
byla nastavena pritokova rychlost 0,5 ml min™". Pro detek-
ci a kvantifikaci byl pouZzit tandemovy hmotnostni spektro-
metr (API 4000, Applied Biosystems) s ionizaci elektro-
sprejem. Podminky sbéru dat jsou shrnuty v tab. 1. Za opti-
malnich podminek byly separovany standardy TKI
s celkovou dobou analyzy 2,2 min (obr. 2).

Vysledky

Metoda byla aplikovana na vzorky pacienti s CML
a karcinomem prsu na terapii imatinibem (obr. 3), nilotini-
bem, dasatinibem a lapatinibem. Analyty byly kvantifiko-
vany pomoci interniho standardu D8IM. Dale byla prace
zaméfena na stanoveni korelace mezi plasmatickou hladi-
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Tabulka I
Optimalizace MS/MS
Analyt MRM Cas méfeni DP CE CXP CAD: 6,00 psi

prechod [m/z] [ms] [V] [V] [V] CUR: 20,00 psi

GS1: 50,00 psi

M 494394 50,00 116,00 37,00 26,00 IGSS2¢ 226000 (y()Siv
DSIM 502—394 50,00 116,00 37,00 26,00 TEM: 500,00 °C
desIM 480394 5,00 126,00 37,00 28,00 EP 10,00V
NIL 531290 50,00 101,00 41,00 20,00 Typ skenu: MRM
LAP 582366 50,00 111,00 47,00 24,00 folaﬂt'c}i o I%OZ;)“V?
DAS 489402 100,00 86,00 45,00 28,00 ontovy zdroj: Turbo Spray

nou imatinibu a molekularni odpovédi. Bylo zpracovano
600 vzorkii od 120 pacienti, jimz byla krev odebirana
vpriméru 24+6 hodin od posledni podané davky
400 mg. Data byla zlogaritmovana za ucelem dosazeni
normalniho rozdéleni a poté byla porovnana pomoci dvou

x10'| A) x10°| B) x10°| €)

4
©
»
=)

Abundance

Abundance
Abundance

0.4

S IM £ IM

< 'D8IM \ ~'D8IM
~desM N\ ~desiM |\
0 0 0
1.4 16 1.8 14 16 1.8 1.4 16 1.8
Time, min Time, min Time, min

Obr. 3. Analyzy realnych vzorki pacienti s CML na terapii
IM; pacient s nizkou (A), stiedni (B) a vysokou hladinou (C)

24 26 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6

Obr. 4. Krabicové grafy logaritmi koncentraci imatinibu
v plasmé u pacientii s optimalni (A) a suboptimalni moleku-
larni odpovédi (B)

nezavislych vybéra (QC Expert, P = 0,05). Skupina paci-
entit s dobrou odpovédi na 1é¢bu vykazovala statisticky
vyznamné vys§i hladiny IM v plasmé; praimérné hodnoty
byly 1010 ng ml™" pro optimalni a 785 ng ml™" pro subop-
timalni odpovéd’ (obr. 4).

Zaveér

Tato prace byla zaméfena na vyvoj nové metody pro
stanoveni TKI v krevni plasmé pacientii trpicich chronic-
kou myeloidni leukemii a rakovinou prsu, a to technikou
ultrat¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tande-
movou hmotnostni spektrometrii.

Metoda se v souCasné dob¢ dostava do rutinni praxe
v laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni
klinické biochemie, FN Olomouc. Vysledky plasmatic-
kych hladin pomahaji pti individudlnim rozhodovani
0 zmén¢ davkovani 1écby predevsim u pacientl se subopti-
malni odpovédi a nizkou hladinou IM nebo na druhé strané
u pacientll s vysokou hladinou IM pfi uplné molekularni
odpovédi. Provadéni stanoveni hladin TKI ma velmi dile-
zitou roli v posouzeni compliance nemocnych.

Dalsi vyzkum bude sméfovan do oblasti stanoveni
imatinibu v leukocytech pacienti s CML. Predpoklada se,
ze stanoveni hladiny intracelularniho IM a v kombinaci se
stanovenim plasmatické hladiny pfi soucasném vySetfeni
aktivity transportnich systémt umozni 1épe predpovédét
vznik rezistence na IM a bude mit lepsi prakticky dopad na
rozhodovani o 1é€b& u nemocnych s CML 1é¢enych IM.

Nové vyvinuta metoda pro stanoveni TKI v krevni
plasmé metodou UHPLC-MS/MS je vysoce ucinna a ¢aso-
vé nenaro€na.

Autori dékuji za financni podporu projektiim IGA
MZCR NS9627, MSM 6198959205 a A/CZ0046/2/0011.

Zkratky
ABL Abelson tyrosin kinase gen
BCR breakpoint cluster region
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CAD kolizni plyn

CE kolizni energie

CML chronicka myeloidni leukemie

CUR ,curtain gas®

CXP vystupni potencial kolizni cely

D&IM deuterovany imatinib

DAS dasatinib

desIM desmethylovany imatinib

DP deklasterizacni pitencial

Dwell Cas prechodu

EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor

EP vstupni potencial

GIST gastrointestinalni stromalni tumor

GS1 zmlZovaci plyn

GS2 susici plyn

HER2 lidsky epidermalni receptor

M imatinib

IS napéti na vstupni kapilafe

LAP lapatinib

MRM multiple reaction monitoring

NIL nilotinib

PDGF destickovy rustovy faktor

Src rodina nereceptorovych (celularnich)
tyrosinkinas podilejici se na rustu bunky

TEM teplota zmlZujiciho plynu

TKI tyrosinkinasové inhibitory
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K. Micova®, D. Friedecky®, A. Polynkova®, E. Fa-
ber®, and T. Adam® (“ Laboratory for inherited metabolic
disorders, University Hospital and Palacky University
Olomouc; * Hemato-oncological clinic, University Hospi-
tal, Olomouc): Determination of Tyrosine Kinase In-
hibitors in Human Plasma by UHPLC-MS/MS

The aim of this study was to develop new rapid and
sensitive UHPLC method with tandem mass spectrometry
detection for determination and quantification of plasma
concentration of tyrosine kinase inhibitiors nilotinib, la-
patinib, imatinib and its main metabolite (CGP74588).
Pacients' plasma (20 pl) was deproteinated by 180 ul of
methanol with addition of internal standard (deuterated
imatinib), sample was shaken, centrifugated 5 min at
14000 RPM and supernatant was analysed. Chroma-
tographic separation of drugs and internal standard was
achieved on a reverse phase analytical column Acquity
BEH C18 1.7 um (2,1 x 50 mm; Waters). Mobile phase
consisted of acetonitrile (B) and 4mM ammonium for-
miate; pH 3,2 (A). The total run time of the analysis was
2,2 min at a flow rate 0,5mlmin"'. A triple quadrupole
detector (API 4000, Applied Biosystems) with electros-
pray ionization in positive mode was used for detection.
Mass spectrometer was operated in multiple-reaction
monitoring (MRM) mode (m/z transitions for IM
494—394, CGP 74588 480—394, D8-IM 502—394, NIL
531—290, and for LAP 582—366). We demonstrated the
suitability of this assay for TKIs using to quantify their
concentrations in plasma of patients with chronic myeloid
leukemia on imatinib and nilotinib therapy and for patients
with breast cancer on lapatinib therapy.
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INDUKCE ZMEN KONFORMACE POLYPEPTIDU: STUDIE METODOU
VIBRACNIHO CIRKULARNIHO DICHROISMU

PAVLINA NOVOTNA® a MARIE URBANOVA”

“ Ustav analytické chemie, * Ustav fyziky a méFici techniky,
Fakulta chemicko-inZenyrska, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Pavlina.Novotna@vscht.cz

Uvod

Konformacéni zmény v roztocich polypeptidi predsta-
vuji komplexni problém. Napiiklad ve zfedénych roztocich
lze u mnoha polypeptidi pozorovat zménu z a-helikalni
konformace na konformaci ,,random coil®, kterd je dnes
spiSe oznaCovana jako konformace podobna konformaci
polyprolin IT (PPII)'. Zména struktury mtize byt vyvolana
zménou slozeni rozpoustédla nebo teplotnimi zménami
amuze byt detekovana sledovanim rtznych fyzikalnich
vlastnosti. V této praci byla zvolena metoda vibra¢niho
cirkularniho dichroismu (VCD), jejiZz vyhodou je velkd
citlivost na sekundarni strukturu polypeptidi’.

Konformace a-helix je jednim z moZnych struktur-
nich motivii v molekulach proteinl. Vznik o-helix z méné
uspofadanych struktur je Casto soucasti procesu sbalovani
proteinti. Naopak konformace PPII Casto vystupuje jako
pfechodnd konformace pfi procesu opacném, tj. rozbalova-
ni proteintl. Tyto vlastnosti proteind byly v minulosti casto
modelovany na molekuldch synteticky ptipravovanych
polypeptidd. Pro tuto préci byl jako modelovy systém zvo-
len poly-y-benzyl-L-glutamat (PBLG), nebot' se jedna
o velmi dobfe charakterizovany systém vykazujici konfor-
existuje v konformaci a-helix v nékolika organickych
rozpoustédlech, mezi nimi v trichlormethanu (CHCI;)

avbenzenu, a v konformaci PPII v trifluoroctové (TFA)
a v dichloroctové kyseling.

V pfedklddané praci byly studovany konformaéni
zmény PBLG ve dvou ternarnich systémech. V prvnim
z nich, kterym je v navaznosti na piedchozi praci’® PBLG
ve smésném rozpoustédle TFA/CHCI;, byla poprvé studo-
véna teplotni zdvislost VCD spekter pro roztoky s vybra-
nym obsahem TFA s cilem pfispét k objasnéni vlivu TFA
na zménu konformace polypeptidu. Ve druhém studova-
ném systému, kterym je PBLG ve smésném rozpoustédle
benzen-d6 s TFA, byla poprvé provedena studie zavislosti
VCD spekter na obsahu TFA v systému a pro vybrané
roztoky poté byla studovadna zavislost VCD spekter na
teploté. Vysledky poskytly informace o vlivu sledovanych
podminek na strukturu PBLG.

7 wr

Experimentalni ¢ast

V pfedklddané praci byl pouZit poly-y-benzyl-L-
glutamat (obr. la) sprimérnou molarni hmotnosti
69 000 g mol™' (Sigma). K piipravé roztokii byla pouzita
rozpoustédla: trichlormethan (Lachner), trifluoroctova
kyselina (Penta) a benzen-d6 (Isosar, 99,5% D).

VCD a absorpéni spektra v infragervené (IC) oblasti
1800-1400 cm™' byla naméiena na spektrometru s FT IFS-
66/S (Bruker, Némecko) s rozlisenim 8 cm™', IC spektra
v oblasti 4000-1000 cm™" pak na spektrometru s FT Ten-
sor 27 (Bruker, Némecko) s rozlisenim 2 cm™. Spektra
jsou pruméry ze 6 blokid o 3686 scanech. Byly pouzity
skladané kyvety typu A145 s okny z CaF, a s teflonovou
distanéni folii o tloustce 50 um, pro teplotni zavislost IC
spekter is 12 um folii. Teplotni zavislosti byly méteny
v kyveté typu P/N2050 (Specac, UK). Teplota byla nasta-
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Obr. 1. Strukturni vzorec PBLG (a), teplotni zavislost VCD spekter PBLG v rozpoustédle

a 35 0bj.% (c) TFA
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vovana termostatem Heated Jacket Controller 3000 series
(Specac, UK).

Byly pfipraveny roztoky PBLG v CHCI; a v benzenu-
d6 a ve smésnych rozpoustédlech CHCI;/TFA a benzen-
d6/TFA o hmotnostni koncentraci PBLG p = 30g1™
a o objemovém zlomku TFA 0,05;0,1;0,15a0,20 pro
CHCI3/TFA a 0,05; 0,15; 0,30; 0,35 a 0,40 pro benzen-d6/
TFA.

Vysledky a diskuse

PBLG byl studovan ve dvou terndrnich systémech
s TFA a za predpokladu existence pouze monomerni
a dimerni formy TFA muze byt jeji rovnovaha v CHCl;
resp. v benzenu-d6 popsana:

2M «—— D (1)

kde M znaci monomerni a D zna¢i dimerni formu TFA.
Vzhledem k tomu, ze v tomto systému je cyklickd forma
dimeru TFA nejpravdépodobngjsi’, lze piedpokladat, Ze
pouze monomerni forma kyseliny interaguje s PBLG
a navrhnout nasledujici model interakci’:

H +nM <—— HM ,
HM , + mM <—— PM

)
()

kde H znac¢i koncentraci polypeptidu v a-helikalni konfor-
maci a P vkonformaci PPIl. HM, je koncentrace o-
helikalniho polypeptidu, na ktery je vadzdna TFA, a PM,,,
je koncentrace polypeptidu v konformaci PPII, na ktery je
vazéna TFA.

V predkladané praci jsme ovétovali tento model jak
pfi studiu zavislosti struktury PBLG na slozeni rozpouste-
dla benzen-d6/TFA, tak pri studiu zavislosti struktury
PBLG na teplot¢ v tomto smésném rozpoustédle a ve
smésném rozpoustédle CHCI;/TFA.

Byla studovana VCD a IC absorpéni spektra PBLG
v benzenu-d6 bez TFA a s 5, 15, 30, 35 a 40 obj.% TFA.
Ze struktury PBLG (obr. la) vyplyvaji dvé moznosti in-
terakce TFA s C=0O skupinami: s C=0O skupinami esteri
v postrannich fetézcich a s C=O skupinami peptidické
vazby v hlavnim fetézci. Prvni z interakci nebyla pozoro-
vana, nebot’ pasy pro ni charakteristické lezi v oblasti vy-
soké absorbance TFA®. V absorpénich spektrech viak byla
pozorovana interakce TFA s C=0 skupinami v hlavnim
reté¢zci PBLG.

Pro roztoky o obsahu TFA 0-30 obj.% (obr. 1b) byl
ve VCD spektrech v oblasti amidu I pozorovéan pozitivni
couplet typicky pro a-helikalni konformaci®>. Pro obsah
TFA nad 30 obj.% (obr. 1c) se pozitivni couplet zménil na
negativni. To lze vysvétlit zménou konformace PBLG z a-
helikalni na strukturu PPIL, pro niz je dany pribéh VCD
typicky'.

Pozorované zmény ve VCD i v absorp¢nich spektrech
1ze aplikovat na model interakce monomerni TFA s PBLG

m+n
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navrzeny vyse. Rovnovaha (2) smérem doprava byla pozo-
rovéna pfi niz§ich pfidavcich TFA. Rovnovéha (3) smérem
doprava byla pozorovana mezi obsahy 30 a 35 obj.% TFA
v benzenu-d6, kdy dochazelo ke zméné konformace.

Podobnéa konformacni zména v zavislosti na obsahu
TFA byla nami ve VCD spektrech pozorovéna jiz diive ™
pro systém TFA/CHCI; a ke zméné konformace dochéazelo
v rozmezi obsahu TFA 10-15 obj.%. V pfipadé systému
TFA/benzen-d6 tedy doslo ke zméné pii vysSim obsahu
TFA. Primérni vliv na zmény mé bezesporu TFA, avSak
sekundarni vliv ma i pouzité majoritni helikogenni roz-
poustédlo, které zjevné ovlivituje mnozstvi TFA nutné pro
konformaéni zménu. Predpokladame, ze CHCI;, ktery je
polarnéjsi nez benzen-d6, snaze umoznuje zménu konfor-
mace. Konformace PPII je totiz mnohem vice ,,oteviena®
nez o-helikalni a je tedy obklopena vice molekulami roz-
poustédla, a proto je vzhledem k polarnim ¢astem molekul
PBLG jeji realizace vyhodnéjsi v polarnéjsim rozpouste-
dle.

Byla studovana teplotni zavislost VCD spekter PBLG
v obou ternarnich systémech. Pro kazdy systém byl zvolen
roztok, v némz byl PBLG pozorovan v a-helikalni konfor-
maci, a poté roztok, v némz byl pozorovan v konformaci
PPIIL. Pro syst¢tm CHCI3/TFA to byly roztoky o obsahu
TFA 10 a 15 0bj.%, pro systém benzen-d6/TFA roztoky
s 30 (obr. 1b) a 35 0bj.% (obr. 1c) TFA. U obou systémil
byly pozorovany podobné zmény v zavislosti na teploté.
Obr. 1b ukazuje, ze u roztokl s niz§im obsahem TFA (o-
helikalni konformace) nedochazelo se zvySovanim teploty
k zadnym zménam, ale pfi sniZovani teploty dochazelo ke
zmén¢ na konformaci PPII a to mezi 20-25 °C pro oba
systémy. Naopak obr. 1¢ ukazuje, Ze u roztokli s vychozi
konformaci PPII dochazelo ke zméndm se zvySujici se
teplotou, kdy se konformace zménila na a-helikalni a to
u 40-45 °C pro prvni systém a u 50—60 °C pro druhy sys-
tém. Nejvyznamnéj$im spoleénym jevem pro pozorované
konformac¢ni zmeény tedy je, Ze struktura PPII povaZovana
za méné uspofadanou se stabilizuje pii nizsi teploté nez
intramolekuldrnimi  vodikovymi miistky stabilizovana
struktura o-helix.

Velmi nizkd koncentrace [H'] iontti prokazana kon-
duktometricky’ i nami nam&fenymi IC spektry dokazuje,
ze konformace PBLG souvisi s rovnovahou mezi riznym
asociovanymi formami TFA a ne vyznamné s jeji disocia-
ci. V procesech (7), (2) a (3) vystupuje monomerni forma
kyseliny a dochazi tedy k jejich vzdjemnému ovlivnéni.
Pro posouzeni rovnovahy (/) a jejiho vlivu na rovnovahy
(2) a (3) vzavislosti na teploté byla naméfena teplotni
zavislost IC spekter pro rozpoustédlo TFA/CHCI; a pro
ternarni systém PBLG/TFA/CHCI;. Méteni bylo provede-
no pro roztoky o obsahu 10 a 15 obj.% TFA v teplotnim
rozsahu 15-45 °C. Experiment poskytl stejné vysledky pro
oba obsahy TFA. Intenzita signalli pro dimerni formu TFA
s rostouci teplotou klesala a naopak intenzita signali pro
monomerni formu TFA rostla. S teplotou je tedy rovnova-
ha (/) posunutd doleva. Z vyhodnocenych dat vyplyva,
ze pritomnost PBLG nema vliv na zmény v rovnovaze (7).
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Navrzeny model interakci TFA s PBLG tedy neaproximuje
pln¢ popisovany systém. Konformac¢ni zmény PBLG
v zavislosti na teploté nejsou zpusobeny interakci TFA
s PBLG.

Analyzujeme-li nas systém, je tfeba uvazovat rizné
termodynamické parametry s nim spojené, zejména kon-
formacni zménu PBLG spojenou s rozrusenim intramole-
kularnich vodikovych mustkt a vazbu TFA na nehelikalni
tseky PBLG'. Dle teorie Zimma a Bragga'' lze jako
konstantu K oznalit konstantu charakterizujici formaci
a-helikalni konformace a jeji hodnota byla stanovena na
2:10* pro polypeptidy v nevodnych rozpoustédlech''.
Zastoupeni o-helikalni konformace mizeme oznacit jako %
a pro jeho teplotni zavislost poté plati'":

4)
| on | AH
- 0,5
a(lj 4.R-K
T

kde AH je entalpie ptechodu PPII < o-helix, ktera je za-
sadni pro vysvétleni problému, nebot’ jeji hodnota kladna
pro PBLG v systému smésného rozpoustédla slozeného
z helikogenni slozky (CHCIl;, benzen-d6) a TFA, ktera
naopak o-helix rozrusuje'’. To je diivod pro inverzni pre-
chod, pfi némz je a-helikalni konformace stabilngjsi za
vyssich teplot nez PPII.

Zavér

V pfedklddané praci bylo ukazdno, ze konformace
PBLG je zavisla na obsahu TFA v rozpoustédle i na zvole-
né teplote.

Bylo prokazano, ze vliv teploty na strukturu PBLG
v roztoku smésného rozpoustédla TFA/CHCl; a TFA/
benzen-d6 je vyznamny a ze méné usporadana konformace
PPII je stabilnéjsi za nizich teplot nez vice usporadand o.-
helix. Pozorované déje nejsou ovlivnény rovnovahou mo-
nomerni<>dimerni TFA. Zasadni vliv na ptekvapivé zmé-
ny konformace maji termodynamické parametry PBLG
v roztocich uzitych smésnych rozpoustédel.
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Pti pozorovani vlivu obsahu TFA na strukturu PBLG
v roztoku smésného rozpoustédla TFA/benzen-d6 se pro-
kazalo, ze TFA interaguje s PBLG a Ze tato interakce ma
vliv na zménu sekundarni konformace, kterd zde probiha
z vice uspofddané na méné uspotradanou s rostoucim
mnozstvim kyseliny. Tato konformaéni zména se tedy
svou podstatou vyznamné 1isi od té probihajici v zavislosti
na teploté. Ukazalo se také, ze pouzité helikogenni roz-
poustédlo ma vyznamny vliv. V méné polarnim systému s
benzenem-d6 dochézelo ke konforma¢ni zméné PBLG pfi
vys$§im obsahu TFA nez v systému s polarngjsim CHCIs.

Poprvé bylo vyuzito podrobnych strukturnich infor-
maci ziskanych z VCD ke kompletni analyze konformac-
nich zmén v systémech PBLG/TFA/CHCl; a PBLG/TFA/
benzen-d6 v zavislosti na teploté a v ptipad¢é druhého sys-
tému i v zévislosti na obsahu TFA.
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Uvod

Studiu procestt odehravajicich se v mozku byla
v posledni dobé vénovana zna¢na pozornost, nicmén¢ ne-
znalost podstaty fady biochemickych dé&ji celé studium
znaéné komplikuje. Sledovani koncentrace neurotransmi-
terli a jejich metabolitli by mohlo pfispét k objasnéni celé

katecholamin — dopamin (DA) — se podili na regulaci nala-
dy, uceni, spanku, pozornosti, odmény, vzniku deprese,
Parkinsonovy choroby a schizofrenie. Dopamin je povazo-
van za hlavni neuroptenaseC pii vzniku adikce, ktera se
projevuje zvySenim koncentra¢ni hladiny dopaminu a jeho
metabolitll v mozkovém centru Nucleus Accumbens (NA).
DA je metabolizovan enzymem catechol-O-methyl-
transferasou (COMT) anebo enzymem monoaminoxidasou
(MAO) na kyselinu homovanilovou (HVA), 3-methoxy-
tyramin (3-MT) a 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu
(DOPAC). Koncentraéni hladiny DA a jeho metaboliti
presné vystihuji chovani dopaminergniho systému a po-
skytuji tak informace o enzymatické aktivit¢ v mozku.

Vzorky mikrodialyzatu, jejichz slozeni koresponduje
se sloZzenim extracelularniho prostfedi konkrétniho mozko-
vého centra, umoziuji monitorovani koncentra¢nich profi-
u latek in vivo v pribéhu riznych biochemickych dé&ju.
Pro stanoveni DA a jeho metabolitt v mikrodialyzatech se
pouziva fada analytickych technik'~’, napf. spojeni chro-
matografie s flourescenéni (FL), chemiluminescencni
(CL), ultrafialovou (UV) a elektrochemickou (EC) detekeci.
Kapalinova chromatografie spojena s elektrochemickym
detektorem se v oblasti neurovéd stala velice popularni.
Ackoliv tato technika byla uspésné aplikovana v fad¢ pra-
ci, vyznacuje se nc¢kolika nedostatky, a to zejména dlou-
hym casem analyz a identifikaci sledovanych latek jen na
zaklad¢ porovnédni retenCnich Cast se standardy. Jednou
z moznosti jak zvysit selektivitu a senzitivitu analyzy, je
pouziti kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii (HPLC-MS/MS).

V soucasné dobé se na ilegalnim trhu s drogami vy-
skytuje mnoho novych syntetickych latek, jejichZ mecha-
nismus ucinku na dopaminergni systém nebyl zcela objas-
nén. Znalost mechanismu pisobeni drog je velice dilezity
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pro charakterizaci jejich toxicity a adiktivity, ale i pro vy-
bér vhodného antidota pfi intoxikaci organismu. Velice
popularni drogou se stala latka oznacovana jako 2C-B (=
4-bromo-2,5-dimethoxyfenylethylamin), ktera se prodava
jako nadhrazka extidze (3,4-methylendioxymetamfetamin,
MDMA), ovsem ma zcela odlisné vlastnosti, které vsak
jesté nebyly disledn€ prozkoumdény. Jinym piikladem je
metamfetamin (MA), ktery miizeme zatadit mezi ,,stalice®
na trhu s drogami, a jehoz ovlivnéni dopaminergniho sys-
tému bylo prokazano. Otazkou u MA a dalSich navyko-
vych latek vSak zlstava ovlivnéni dopaminergni neuro-
transmise pfi prenatalni expozici.

Predkladana prace se zabyva vyvojem nové, vysoce
ucinné a selektivni metody pro in vivo monitorovani DA
a jeho metabolitt (HVA, 3-MT a DOPAC) ve vzorcich
mikrodialyzati odebranych z mozkového centra Nucleus
Accumbens (NA) potkand po aplikaci MA a 2C-B. Vyvi-
nutd metoda se sklada ze separacni ¢asti (lyofilizace), ktera
je urcena k zakoncentrovani DA a jeho metabolitll, a sa-
motné HPLC-MS analyzy.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Odbér mikrodialyzatu

Odbér mikrodialyzatu byl provadén pomoci implanto-
vané kanyly MAB 4.15 IC [Agn Tho's AB, Svédsko]
2 mm nad NA. Do kanyly byla zavedena mikrodialyza¢ni
sonda MAB 4.15.2.Cu [Agn Tho's AB, Svédsko], ktera
byla promyvana artificialni cerebrospindlni tekutinou —
ACSF (147 mM NaCl, 1,3 mM CaCl,, 0,9 mM MgCl,
a 4,0 mM KCl ve vodé (pH 6,5-7,0)) o pritoku 2 pl min™.
Vzorek byl vzdy odebiran po dobu 20 min do pfiprave-
nych plastovych mikrozkumavek obsahujici 15 ul 0,1 M
HCI a 10 pg vnitiniho standardu (deuterovany standard —
DA.HCIl-d,). Pted aplikaci drogy byly vzdy nejprve ode-
brany 3 vzorky (pro stanoveni zékladni hladiny DA a jeho
metabolitl). Po aplikaci drogy byly zmény hladin analytd
monitorovany po dobu 180 min.

Zakoncentrovani vzorku

Zakoncentrovani vzorku probihalo s vyuzitim mrazo-
vého suseni (lyofilizace) na pristroji Labconco Free Zone
po dobu 12 h. Kondenzacni spirla lyofilizatoru byla chla-
zena na teplotu —47 °C a tlak se v zafizeni po hoding usta-
lil na 9 kPa. Vzorek béhem lyofilizace byl udrzovan pii
absenci svétla. Vzorek po lyofilizaci byl rozpustén v 10 pl
methanolu a analyzovan metodou LC-ESI-MS/MS.
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Tabulka I
Monitorovaci reakce analyti a kolizni energie

Analyt CID kolize Kolizni energie
[mz —  m/z] [eV]

DA.HC1 137 — 91 -17,5

DA.HCl-d4 141 — 123 -17,5

HVA 181 — 122 17,0

3-MT.HCl 168 — 151 -11,5

DOPAC 167 — 122 8,5

LC/MS analyza

Pro vlastni analyzu bylo pouzito spojeni vysokotcin-
né kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektromet-
rem (Varian 1200 L, USA). Chromatografické déleni latek
bylo realizovano na koloné Gemini (C18, 110 A, 5 um,
15 x 2 mm) s pfedkolonkou Gemini (Phenomenex, USA)
a s mobilni fazi o slozeni methanol (A) a vodny roztok
kyseliny octové (pH 2) (B) pii gradientovém usporadani
(0:00—-4:59 min 95% B; 5:00-14:59 70% B; 15:00—15:59
70% B; 16:00-19:59 95% B; od 20:00 95% B) o prutoku
150 pl min™". Nastiikovany objem vzorku na kolonu byl
5 ul

Tabulka IT

Cena Merck 2010

Trojity kvadrupol, kterym byl vybaven hmotnostni
spektrometr, umozZnil pouziti vysoce citlivého a selektivni-
ho ,,Selective Reaction Monitoring modu (SRM). Jeho
principem je izolace specifického iontu analytu na prvnim
kvadrupdlu, ktery je nasledné podroben kolizné-
indukované disociaci (CID) na druhém kvadrupolu
a charakteristicky produktovy ion je pak detegovan na
kvadrupdlu tfetim. Podminky na hmotnostnim spektromet-
ru byly optimalizovany z hlediska dosazeni maximalni
citlivosti stanoveni na nésledujici hodnoty: napéti na kapi-
lafe 65V (ESI") a =70 V (ESI"), tlak kolizniho plynu
(argon) vyuzivaného pro kolizné-indukovanou disociaci
(CID) 0,2 Pa. Kolizni energie jako vysledek série optimali-
zacnich experimentl jsou uvedeny v nasledujici tabulce I
pro kazdy jednotlivy analyt.

Vysledky a diskuse

Dopamin a jeho metabolity jsou znamy jako malo
stabilni latky”, proto bylo nezbytné zjistit jejich chovani
pri laboratorni teploté (25 °C) v matrici ACSF a v pouzité
mobilni fazi, tj. za podminek jejich zpracovéni. Stabilita
latek byla stanovena NMR analyzou, ktera byla realizova-
na na piistroji Bruker AVANCE III 600 MHz
(600,23 MHz for 'H, Bruker). V pribéhu stabilitni studie
(doba jednoho experimentu 2 dny) nebyla pozorovéana

Valida¢ni parametry pro DA.HCI a jeho metabolity — HVA, 3-MT.HCI a DOPAC

Substance Presnost Spravnost Vytéznost LOD LOQ
RSD [%] RE [%] (%] [pg/40 ul]  [pg/40 pl]

Lyofilizace - LC-ESI-MS/MS

DA.HCI 11,4 -11,8 88,2 0,07 0,08

HVA 10,1 -11,7 88,5 0,08 0,09

3-MT.HCl 13,9 —-14,1 86,1 0,09 0,11

DOPAC 11,9 -11,4 88,6 0,08 0,09
SPE - LC-ESI-MS/MS

DA.HC1 13,6 -18,3 80,6 0,10 0,12

HVA 13,5 -20,6 79,2 0,16 0,17

3-MT.HC1 15,3 -16,8 82,5 0,11 0,13

DOPAC 14,6 -21,3 77,7 0,18 0,19
Stripovani dusikem - LC-ESI-MS/MS

DA.HCI 17,6 -134 85,3 0,08 0,09

HVA 15,5 —-13,0 87,8 0,09 0,10

3-MT.HCl 18,3 -16,9 83,7 0,11 0,13

DOPAC 19,4 -12,4 88,0 0,09 0,10
LC-ECD

DA.HC1 10,2 -7,3 94,7 8,9 10,4

HVA 12,6 —6,2 95,8 13,9 18,2

3-MT.HCl 9,3 -5,5 96,0 12,8 16,3

DOPAC 9,9 —6,6 95,1 13,2 17,7
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Obr. 1. Koncentraéni zavislost DA (A), HVA (B), 3-MT (C) a DOPAC (D) pi‘ed a po aplikaci MA; @ MA prenatalné exponovana

skupina, o kontrolni skupina

degradace HVA a DOPAC. Pro DA a 3-MT byla stanove-
na rychlost poklesu koncentrace 0,10-0,15 % za hodinu.
DA a 3-MT lze stabilizovat jejich pfevedenim na pfislusné
hydrochloridy, které se po pfidani kyseliny chlorovodiko-
vé tvofi okamzité. Z tohoto divodu byl roztok ACSF
s analyty v prub¢hu experimentalni studie jiman do mikro-
zkumavky obsahujici 15 pl 0,1% kyseliny chlorovodikové.
Analyza mikrodialyzatu klade zna¢né naroky na pou-
zité analytické metody hned z né€kolika divodu: 7) velice
nizké4 koncentrace (femto- ¢i pikogramy na mililitr) analy-
ti v ACSF roztoku; 2) maly objem analyzovanych vzork
(40 ul) a 3) pritomnost velkého mnozstvi soli v ACSF.
Z té&chto divodu byly pfed samotnou HPLC/MS analyzou
sledované latky separovany a zakoncentrovany. Jako kon-
centra¢ni metody byly testovany lyofilizace, SPE (extrakce
na pevné fazi) svyuzitim SPE PerfectPure CI18 tip
(Eppendorf, Némecko) a stripovani dusikem. Vyvinuté
metody skladajici se z koncentracniho kroku a nasledné
HPLC/MS analyzy byly porovnény s kapalinovou chroma-
tografii  spojenou s elektrochemickym  detektorem
(HPLC ESA 582 pump a ESA CoulArray 5600A multi-
electrode array detector se Ctyifmi pracovnimi elektroda-
mi). Ziskana valida¢ni data vSech analytickych metod byla
statisticky vyhodnocena a jsou uvedena v tab. II.
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Vyvinuta analytickd metoda skladajici se z koncen-
tracni metody — lyofilizace a HPLC-MS/MS analyzy byla
pouzita pro experimentalni studii pti sledovani zmén kon-
centraci DA, HVA, 3-MT a DOPAC v mozku ve vzorcich
mikrodialyzatu po akutni aplikaci MA a 2C-B. Vzorky
byly ziskavany z Nucleus Accumbens u prenatalné expono-
vanych potkant danou navykovou latkou (5 mg kg™, s.c.).
Vzorky byly sbirany 180 min po akutnim podani MA,
nebo 2C-B (1 mgkg™, s.c.). Typicky priibsh zavislosti
koncentrace DA a jeho metabolitli na ¢ase po podani MA
je znazornén na obr. 1. Vyss§i bazalni koncentrace DA,
HVA, 3-MT a DOPAC byly nalezeny jak pro MA, tak
ipro 2C-B u prenatalné exponované skupiny potkant.
Hladiny DA, HVA, 3-MT a DOPAC se ménily ve stejném
casovém okamziku v souladu s mechanismem u¢inkd da-
nych navykovych latek.

Zavér

Predkladana prace se zabyva vyvojem analytické
metody pro in vivo stanoveni koncentrace DA a jeho meta-
bolith v mozku. Navrzend metoda se sklada
z mikrodialyza¢niho odbéru vzorku z Nucleus Accumbens
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a analytické metody, kterd kombinuje lyofilizaéni zakon-
centrovani vzorku s hmotnostné spektrometrickym stano-
venim neurotransmiterit po akutnim podani navykové lat-
ky (metamfetaminu a 2C-B). NavrZen4 metoda byla opti-
malizovana ve snaze postihnout co nejveétsi mnozstvi para-
metrd jak na strané odbéru vzorku a zachazeni s nim, tak
na strané jeho zpracovani a nasledného analytického stano-
veni. Vyvinutd metoda byla nésledn¢ testovana na animal-
ni studii, jejimz tkolem bylo objasnit mechanismus tG¢inku
a adikei latky 2C-B a MA pfi prenatalni expozici jedinct
po akutni aplikaci drogy. Realizovana studie umoznila
vyslovit domnénku, Ze aplikace drog ze skupiny budivych
amini v prib&hu prenatilniho vyvoje vede k ovlivnéni
dopaminergniho sytému v mozku potomkd a to jak vyssi-
mi bazalnimi koncentracemi dopaminu, tak jeho vys$imi
fyziologickymi koncentracemi v Nucleus Accumbens, coz
by mohlo byt interpretovano jako vysSi predispozice
k vytvareni adikce na navykové latky uvedeného typu.

Autoii by chtéli podékovat Grantové agentuie Ceské
republiky (GA CR P303/10/0580) a Ministerstvu Skolstvi,
mladeze a télovychovy (MSMT 223 100001) za financni
podporu.
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Uvod

Rozdilny uc¢inek optickych antipoddl na biologicky
systtm je divodem zijmu o asymetrické syntézy
v poslednich desetiletich v mnoha odvétvich, zvlasté pak
v oblasti 1é¢iv, vonnych latek a dalSich biologicky aktiv-
nich latek. Od této doby se enantioselektivni katalyza
prudce rozviji a stava se v dnesni dobé€ Siroce pouzivanou
a pomérné snadnou cestou pripravy opticky aktivnich latek
z achiralnich prekurzorii a to jak v laboratornim, tak
v primyslovém méfitku'. Primarné byla pozornost sou-
sttedéna predevSim na asymetrickou hydrogenaci C=C
dvojné vazby, v posledni dob¢ se vSak do poptedi zajmu

TsN

R
A

NH—

stale vice dostava i asymetricka hydrogenace C=N a C=0
dvojné vazby. Pro asymetrickou hydrogenaci C=N a C=0
dvojné vazby na opticky aktivnich katalytickych systé-
mech jsou pouzivany dva zakladni postupy: hydrogenace
plynnym vodikem a transfer hydrogenace. Pro asymetric-
kou hydrogenaci plynnym vodikem jsou uzivany jako
katalyzatory predevSim organometalické komplexy rhodia
a ruthenia s difosfinovymi ligandy’'*. Metoda transfer
hydrogenace vyuziva jako zdroj vodiku jednoduché orga-
nické slouceniny (napf. propan-2-ol, kyselina mravenci)
areakce je katalyzovana komplexy ruthenia, rhodia nebo
iridia s B-diaminovymi nebo B-aminoalkoholovymi chiral-
nimi ligandy'*"®. Do této skupiny spada i katalyzator Noy-
oriho typu'’, za jehoZ objev byla udélena Nobelova cena
a ktery je pfedmétem studia piedkladané prace.
Asymetricka transfer hydrogenace C=N dvojné vazby
v dihydroisochinolinovém substratu na katalytickém kom-
plexu Ru (II) Cl [(18S,2S)-N-p-toluensulfonyl-1,2-di-
fenylethylendiamin (n°-p-cymen)] (Noyoriho katalyzator)
za pouziti donoru vodiku, kyselina mravendi : triethylamin
je predmétem predkladané prace. Na obr. 1 je zachycen
Noyorim navrzeny mechanismus, kde triethylamin obsaZze-
ny v reakéni smési plni pouze funkci akceptoru chlorovo-
diku pfi aktivaci katalyzatoru do formy hydridu katalytic-
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OH
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Obr. 1. Pitvodné navrzeny mechanismus funkce Noyoriho katalyzatoru'®
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kého komplexu, ktery je nasledné zodpovédny za ptenos
vodiku na substrat. V pfedkladané praci realizované expe-
rimenty s riiznymi bazemi liSicimi se svou bazicitou vSak
vedly k nalezeni korelanich vztahl mezi strukturnimi
vlastnostmi pouzité baze na strané jedné a reakcni rychlos-
ti, ale i enantioselektivity na stran€ druhé. Tato skutecnost
iniciovala nas zajem o dal$i studium mechanismu asymet-
rické hydrogenace na Noyoriho katalyzatoru.
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Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie: Noyoriho katalyzator, kyselina
mravenci, triethylamin (TEA), diisopropylethylamin
(DIPEA), 1,4-diazabicyklo[2,2,2]oktan (DABCO), pyri-
din, pyrrol, imidazol, morfolin, piperidin, DMSO-dg,
CD;CN a CDCl; (Sigma-Aldrich, USA). Modelovy sub-
strat (4R)-1,4-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin [1] a '>N-
piperidin byly synteticky pfipraveny a byla stanovena je-
jich ¢istota (GC/MS, 99,0 %).

In-situ kinetické experimenty byly méfeny na NMR
systétmu Varian ""YInova-400 MHz v rozpoustédlech
CD;CN, DMSO-d; a CDCl; pii teploté 303 K. Zbytkovy
signal rozpoustédla byl pouzit jako wvnitini standard
(CDsCN: 8y 1,931 ppm, &¢ 1,265 ppm, DMSO-ds: Oy
2,500 ppm, 8¢ 39,60 ppm, CDCl;: 6y 7,265 ppm, d¢
77,00 ppm). '"H NMR a "*C NMR spektra byla méfena
standardnim softwarem (Varian Inc., U.S.A.). Experimen-
ty se znadenym '*N-piperidinem byly méfeny na NMR
systému Bruker AVANCE III 600 MHz (600,23 MHz pro
'H-NMR, 150,93 MHz pro "*C-NMR, 60,82 MHz pro
SN-NMR, Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Némec-
ko). Pro méfeni koordinace baze byl pouzit heteronuklear-
ni korelagni experiment 'H-""N HMBC.

Hmotnostné spektrometrické experimenty byly prove-
deny na pfistroji APEX-Ultra FTMS vybaveném 9,4 T
supravodivym magnetem, s vyuzitim elektrosprejové (ESI)
pozitivni ionizace s pritokem néstiiku 1 ml min™ a teplo-
tou susiciho plynu (dusik) 200 °C.
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CHs CH,
HCOOH/TEA/DMSO-d,
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CH, CHs

Obr. 2. Modelova reakce pro studium mechanismu Noyoriho
katalyzatoru

Vysledky a diskuse

Asymetricka transfer hydrogenace na Noyoriho kata-
lyzatoru probihé se smési kyselina mravenci — baze jakoz-
to donorem vodiku. Pfitomnost organické baze (TEA,
DIPEA, DABCO, piperidin) je pro priibéh reakce nezbyt-
na. Predpoklada se, ze baze hraje roli akceptoru HCI pti
aktivaci katalyzatoru' a o jejim vlivu na rychlost a selekti-
vitu reakce nebyly dosud publikovany zadné informace.
NaSe pozornost byla zaméfena na studium vlivu pouZité
baze na pribéh hydrogenacni reakce. Na modelové reakci
(obr.2) jsme testovali hydrogenaci v pritomnosti fady
riznych bazi (uvedeny v tab.I), které byly voleny
s ohledem na rliznou sterickou naro¢nost a bazicitu. Kine-
tické experimenty byly provadény v NMR kyveté.

Vysledky kinetickych experimentli jsou shrnuty
v tab. I. Pouziti riznych bazi vedlo ke znaénym zménam
v reak¢nich rychlostech, ale i hodnotach enantioselektivit
vyjadienych parametrem de (diastercomerni piebytek).
V piipad¢ terciarnich alifatickych aminti mizeme pozoro-
vat korelaci mezi bazicitou aminu a selektivitou reakce.
Selektivita reakce je také pravdépodobné ovlivnéna steric-
kou narocnosti pouzité baze, coz je dobfe vidét na tadé
DIPEA — TEA — DABCO. Nizsi sterickd naro¢nost baze
vede k vyssi selektivité.

Tyto vysledky jasné dokazuji, Ze baze v mechanismu
asymetrické transfer hydrogenace hraje podstatn¢ diilezi-
t&jsi roli, nez jen roli akceptoru HCI, protoze pouzita baze
neovlivituje jen reakeni rychlost, ale také enantioselektivi-

] 704.2807
704.2807
7030891 (f08 2819
] 601, 1448 702.2808
701 2824
031459
] 600 1459 8031459 o7 ks
538.1464 LO07.2853
— 698.284
E 504 1491
595. 1482 ‘F4444447 051617
—
‘n‘ “1 o ol : | H A‘ sk
610 660 710 m/z

Obr. 3. FT-MS spektrum Noyoriho katalyzatoru za podminek hydrogenace se smésni HCOOH/TEA
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Tabulka I
Vysledky kinetickych experimenti s riiznymi bazemi
Druh baze Baze pKa, Krel, vzhledem k TEA de [%]
Triethylamin L)N/\ 11,0 1,0000 55,5
Acyklické
Diisopropylethylamin ))‘IJ\ 11,4 0,2442 46,1
H
N
Morpholin E j 83 02144 65,6
(o}
H
N
Piperidin O 11,0 0,2059 65,1
Cyklické
N
Pyrrolidin ‘ ) 11,3 0,0594 71,5
DABCO ﬁl‘)l 8,7 0,2335 63,8
N
N
Pyrrol <\ /7 0,4 0,1423 65,5
H N
eteroaro- .
matické Imidazol &Z 7,0 0,0042 0
N\
Pyridin | P 52 0,0064 69,3
tu. To by mohlo byt vysvétleno jako disledek koordinace Teoreticky monoizotopicky ion této struktury m/z

baze na strukturu Ru hydridu, ktery je aktivni ¢astici pii
hydrogenaci.

K dikazu této domnénky jsme se rozhodli prokazat
vznik rutheniového katalytického komplexu
s koordinovanou bazi. Byla pouzita EST-FT-MS méfeni
vznikajicich za podminek transfer hydrogenace. Ziskana
ESI™-MS spektra reakéni bez substratu (HCOOH:TEA 5:2
(10 ul) a Noyoriho katalyzator (5,1 mg) v acetonitrilu
(550 pl) s pridavkem vody (40 ul)) prokazala pFitomnost
pouze 2 iontovych klastri (obr. 3). Intenzivngjsi klastr
obsahuje monoizotopicky ion sm/z 698,2841. Analyza
toho klastru poskytla sumarni vzorec Cs;;Hs,N;O,RuS.
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698,2851 velmi dobfe odpovidd naméfenym m/z (chyba:
1,4 ppm). Sumarni vzorec Ru hydridu je C;;H36N,O,RuS.
Rozdil sumarnich vzorcl (molarnich hmotnosti) odpovida
castici C¢H ¢N. Reakéni smés obsahovala jako bazi TEA
(C6H,5N), iontovy klastr tedy miize byt interpretovan jako
Ru hydrid s koordinovanym TEA. Druhy, mén¢ intenzivni
klastr obsahuje monoizotopickou hmotu m/z 595,1482, coz
odpovida sumarnimu vzorci C3;;H3sN,O,RuS (teoreticky
m/z 595,1490; chyba: 1,3 ppm). To mlze byt vysvétleno
eliminaci TEA.

Popsané méfeni s TEA bylo zopakovéano i s dal§imi
bazemi — DIPEA a DABCO, abychom potvrdili koordinaci
baze s Ru hydridem za podminek transfer hydrogenace.
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Obr. 4. "H-""N. HMBC spektrum reakéni smési s 'SN-pipe-
ridinem

MS spektra téchto smési opét obsahovala dvojici klastrt.
Prvni znich byl ve vSech pfipadech shodny
s monoizotopickou hmotou o hodnoté m/z = 595,14,
nicméné hodnota m/z druhého klastru se meénila vzdy
v zavislosti na molarni hmotnosti pouzité baze. Lze tedy
ocekavat, Ze tyto iontové klastry pfedstavuji komplexy Ru
hydridu s pouzitou bazi. Tato ofekavani jsou podpotena
vynikajici shodou mezi ocekavanymi a naméfenymi hmo-
tami monoizotopickych iontd komplexd Ru hydridu
s riiznymi bazemi. Tim bylo dale potvrzeno, ze i dalsi baze
jsou schopny koordinace k Ru za podminek transfer hyd-
rogenace.

Za stejnych podminek jako FT-MS méteni byl prove-
den i 'H-""N HMBC experiment s 'N-znagenym piperidi-
nem. Molarni pomér baze : katalyzéator byl zvolen 10:1.
Byla pozorovéana dvojice signalii N (obr. 4) odpovidajici
korelaci N-H v poloze C4. Majoritni signal odpovidal
volnému piperidinu (6 = 45,2) a minoritni (6 = 63,0) kore-
spondoval piperidinu koordinovanému na Ru.

Zavér

Byla studovédna asymetrickd transfer hydrogenaéni
reakce na Noyoriho katalyzatoru a to z hlediska vlivu
struktury pouZzité baze ve smési s kyselinou mravenci jako
zdrojem vodiku na selektivitu a rychlost reakce. Bylo zjis-
téno, Ze struktura pouzité baze ma zasadni vliv nejen na
rychlost reakce, ale pfedevsim na jeji selektivitu, coz uka-
zuje, ze mechanismus reakce je odliSny od puvodniho
navrzeného prof. Noyorim'®. FT-MS méfeni a experimenty
s N znaCenym piperidinem prokazaly, Ze dochazi
v pribéhu reakce ke koordinaci katalytické baze na aktivni
Castici Ru hydrid. Tato Castice hraje roli nejen vodikového
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donoru pri hydrogenaci, ale svou strukturou determinuje
i koordinaci hydrogenované latky, coz se projevi zcela
zasadn¢ parametrem enantioselektivity. Tento zavér pred-
stavuje zcela zdsadni zménu v obecné piijimaném mecha-
nismu asymetrické transfer hydrogenace na rutheniovych
katalyzatorech Noyoriho typu.

Autoii by chtéli podékovat Grantové agentuie Ceské
republiky (GA CR 104-09-1497) a Ministerstvu Skolstvi,
mladeze a télovychovy (MSMT 223 100001) za financni
podporu.
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VYUZITI THIOLOVOU VRSTVOU MODIFIKOVANE VISICI RTUTOVE
KAPKOVE ELEKTRODY VE VOLTAMETRICKE ANALYZE GENOTOXICKYCH

ENVIROMENTALNICH POLUTANTU

ViT PRCHAL, 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
prchal@natur.cuni.cz

Uvod

Nitroderivaty polycyklickych uhlovodikti (NPAH) patii
k intenzivné sledovanym polutantim Zzivotniho prostiedi,
nebot’ bylo prokdzéano, Ze expozice témto latkdm zvySuje
riziko vyskytu nadorovych onemocnéni'. Velmi snadni
redukovatelnost nitroskupiny vdzané na aromatickém jadie
umoziuje jednoduché stanoveni NPAH elektrochemicky-
mi metodami*™*. Cilem této prace bylo voltametrické sta-
noveni vybranych NPAH a nitrofenolti na visici rtutové
kapkové elektrodé (HMDE) a studium zlepSeni jejich de-
tekce pomoci chemické modifikace povrchu této elektro-
dy. Zkoumané latky byly: 1-nitrobenzen (1-NB), I-nitro-
naftalen (1-NN), 2-nitrofluoren (2-NF), 9-nitroanthracen
(9-NA), 2-nitrofenol (2-NFe) a 4-nitrofenol (4-NFe); jako
modelovy zastupce nitroderivatd alifatickych uhlovodiki
byl pro srovnani zvolen nitromethan. Pii pouziti diferen¢ni
pulsni voltametrie (DPV) na HMDE je analytickd odezva
vySe uvedenych latek velice podobna (dochazi k ptekryvu
piki), tudiz tyto latky nelze spolehlivé stanovit vedle sebe.
Chemickou modifikaci povrchu HMDE 1-oktanthiolem’
1ze doséhnout zmény analytické odezvy (potlaceni/posun
piku) aromatickych amint na zlaté elektrodé. Cilem této
prace proto bylo ovéfit moznost analogické chemické
modifikace HMDE pomoci samoskladné vrstvy 1-oktan-
thiolu a jeji ptipadny vliv na polohu a vysku piku vyse
uvedenych zkoumanych latek a piipadné vyuziti tohoto
vlivu k elektrochemické detekci téchto latek ve smési.

Experimentalni ¢ast

Byly pouZity nasledujici chemikdlie: 1-nitrobenzen
(99,5%), 1-nitronaftalen (99%), 2-nitrofluoren (98%),
9-nitroanthracen (99,9%), 4-nitrofenol (99,5%) (vSechny
Sigma-Aldrich, Praha, CR), 2-nitrofenol (99%; Riedel-de-
Haén, Seelze, SRN) a nitromethan (99%; P. P. H. Polskie
odczyniki chemiczne, Gliwice, Polsko). Z téchto latek
byly ptipraveny zasobni roztoky v methanolu o koncentra-
ci 1-107 mol I''. Zasobni roztoky 1-oktanthiolu (98,5%;
Sigma-Aldrich, Praha, CR) (1-102 mol "', 1-10* mol I"!
a1-10° mol 1) v tetrahydrofuranu (98%; Sigma-Aldrich,
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Praha, CR) byly piipraveny rozpusténim presné odmétené-
ho objemu tohoto modifikéatoru.

Pro DPV byl pouzit elektrodovy stojan s pracovni
vicetcelovou rtutovou elektrodou Metrohm 633 VA Stand
(Metrohm, Zofingen, Svycarsko). Pracovni elektroda
(HMDE) byla vZdy zapojena v klasickém tfielektrodovém
zapojeni s argentchloridovou elektrodou s nasycenym roz-
tokem KCl jako referentni elektrodou a pliskovou platino-
vou pomocnou elektrodou. Elektrodovy stojan byl fizeny
digitdlnim potenciostatem AUTOLAB PGSTAT 10
aovladany pomoci software GPES (General Purpose
Electrochemical Software) verze 4.9 (vSe EcoChemie,
Utrecht, Nizozemi). Povrch rtutové kapky HMDE byl
0,52 mm®. Byl pouzivan nasledujici potencialovy program
pro DPV: vyska pulsu —25 mV, §iika pulsu 50 ms, rychlost
nardstu potencialu 10 mV s

Pii DPV na HMDE bylo postupovano nasledovné: do
10ml odmérné banky bylo odpipetovano potiebné mnoz-
stvi roztoku dané latky v methanolu, pfidan methanol do
celkového objemu 5 ml a roztok byl doplnén po znacku
Brtittonovym-Robinsonovym (BR) pufrem o piislusném
pH. Obsah banky byl dikladné promichan protfepanim
apoté kvantitativné preveden do voltametrické nadobky
a probublan dusikem 5 min, jednalo-li se o prvni méfeni,
kazdé dalsi probublani stejného vzorku bylo zkraceno na
30 s. Po probublani byla automaticky vytvofena nova rtu-
tova kapka a zaznamenan DP voltamogram. VSechna mé-
feni probihala za laboratorni teploty.

Pti modifikaci HMDE uspotfadanou vrstvou 1-oktan-
thiolu bylo postupovano zptsobem, jakym bylo postupo-
vano v piipadé modifikace zlaté elekrody’: mikronadobka
upnutd v modifikacnim stojanu byla doplnéna po okraj
roztokem modifika¢niho ¢inidla, do té byl ponofen konec
kapilary rtutové elektrody. V roztoku 1-oktanthiolu byla
vytvofena nova rtut'ova kapka a modifikator byl aplikovan
po dobu pfesné 5 min v nemichaném roztoku. Konec
kapilary byl opatrné vyjmut zroztoku (aby nedoslo
k poruseni ¢i odtrzeni kapky), elektroda byla oplachnuta
ponofenim do deionizované vody a ponoifena do analyzo-
vaného roztoku.

Vysledky a diskuse

Studovani voltametrického chovéni probihalo nejdfi-
ve na nemodifikované HMDE, a to u vSech studovanych
latek v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 12,0. Na obr. 1 je zob-
razena zavislost potencialu pikid sledovanych latek na pH,
na obr. 2 jsou pak zobrazeny voltamogramy vsech latek
o koncentraci 1-10* mol I'' v prostiedi BR pufr pH 2,0 —
methanol (1:1). Z obou obrazkl je patrné, ze stanoveni
studovanych latek vedle sebe pomoci DPV na HMDE neni
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az na vyjimky mozné a spolehlivé.

Pti modifikaci HMDE 1-oktanthiolem o nejvyssi
koncentraci (1:10%mol 1") se predpokladalo, Ze piistup
analytu k povrchu elektrody bude pfi vysoké koncentraci
modifikatoru (cpeq) nejvice ztizen. Elektrochemicka ode-
zva pfitomnych latek byla v prvnim skenu vSak zcela po-
tlacena. Pfi potencialu —550 mV dochazelo, vzhledem
k velmi vysokému stupni modifikace, k desorpci navaza-
ného 1-oktanthiolu projevujici se rapidnim nartistem prou-
du prochézejicim roztokem® (v druhém bezprostiednim
skenu jsou pak jiz pozorovatelné odezvy latek). Pravdépo-
dobné vsak nedojde k uplnému rozpadnuti povrchové ak-
tivni vrstvy, ta je pouze naruSena.

Pii stfedni koncentraci modifikatoru (1-10*mol 1)
1ze na DP voltamogramech (viz obr. 3) zkoumanych latek
métenych na modifikované HMDE pozorovat posun po-
tencialu piku nékterych zkoumanych latek k negativnéjsim
potencidliim. Ke snizeni proudu piku (/,) také nedoslo
v mife vyuzitelné pro praktické stanoveni latek vedle sebe
(relativné velky pokles proudu piku Ize pozorovat u 2-NF
a 9-NA). Pii této koncentraci modifikatoru byl pro srovna-
ni také pouzit nitromethan. U nitromethanu pfi této kon-
centraci modifikatoru opét nedoslo k vyrazné zméné prou-
du piku, ale doslo k posunu potencialu (£;) piku o 150 mV
smérem k pozitivngj§im potencidlim. V tab. I je uvedeno
srovnani hodnot E), a I, na nemodifikované a modifikované
HMDE.

Pfi modifikaci I-oktanthiolem o koncentraci 1-10°°
mol 1" nebylo o¢ekdvanym projevem modifikace pouze
snizeni vysky piku ¢i posun potencialu piku, ale také moz-
nost zvyseni proudu piku zptisobena akumulaci analytu ve
vzniklé samoskladné vrstvé 1-oktanthiolu. Voltametricka
odezva studovanych latek je vSak pti pouZiti modifikované
HMDE niz§i nez na nemodifikované HMDE
a k akumulaci tudiz nedochdzi; akumulace se nepotvrdila
ani pro nitromethan. V tab. II je opét uvedeno srovnani
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Obr. 1. Zavislost potencidlu piku (E,) vSech zkoumanych litek
(c =1-107* mol I'") na hodnoté pH pouZitého BR pufru; méfe-
no metodou DPV na nemodifikované HMDE (S = 0,52 mm?)
v prostfedi BR pufr — methanol (1:1)
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Obr. 2. DP voltamogramy zkoumanych litek (c = 1-10* mol 1)
na nemodifikované HMDE (S = 0,52 mm?) v prostfedi BR pufr
pH 2,0 — methanol (1:1). Studované latky: 1-NB (1), 1-NN (2), 2-
NF (3), 9-NA (4), 2-NFe (5) a 4-NFe (6)
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Obr. 3. DP voltamogramy zkoumanych latek (¢ = 1-10* mol 1™")
na modifikované HMDE (S = 0,52 mm? c¢meq = 1-107* mol I')
v prostfedi BR pufr pH 2,0 — methanol (1:1). Studované latky:
1-NB (1), 1-NN (2), 2-NF (3), 9-NA (4), 2-NFe (5) a 4-NFe (6)

hodnot E, a I, studovanych latek pro nemodifikovanou
a modifikovanou HMDE.

Zavér

Bylo prostudovéno elektrochemické chovani 1-nitro-
benzenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitrofluorenu, 9-nitro-
anthracenu, 2-nitrofenolu a 4-nitrofenolu pomoci diferenc-
ni pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodg.
Bylo zjiSténo, Ze vSech pét studovanych latek nelze ve
smési stanovit vedle sebe z diivodu piekryvu pikt. Piipad-
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Tabulka I
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Potencialy piku (E,) a proudy piku (/,) stanovovanych latek (c = 1:10* mol ') pfi DPV na nemodifikované a modifikova-

1é (Cmoa = 110 mol I'")y HMDE

Analyt Nemodifikovand HMDE Modifikovana HMDE Posun (X — Xin04)

E, [mV] I, [nA] E, [mV] I, [nA] AE, [mV] Al [nA]
1-NB -387 -120 -362 —-141 -25 +21
I-NN —-165 213 -276 -169 +111 —44
2-NF —222 -354 —187 -233 -35 -121
9-NA -254 =272 -273 -210 +19 —62
2-NFe -206 -199 -323 —-182 +117 -17
4-NFe —344 -173 —484 —-140 +140 =33

Tabulka II

Potencialy piku (E,) a proudy piku (/,) stanovovanych latek (c = 110 * mol ') pfi DPV na nemodifikované a modifikova-

1é (Cmoa = 1107 mol I'")y HMDE

Analyt Nemodifikovana HMDE Modifikovana HMDE Posun (X — Xno4)
E, [mV] 1, [nA] E, [mV] I, [nA] AE, [mV] Al [nA]

1-NB -387 -120 —468 —111 +81 -9
1-NN —165 -213 —254 -197 +89 -16
2-NF —222 -354 -237 —284 +15 =70
9-NA -254 -272 -267 -255 +13 -17
2-NFe -206 -199 —402 -134 +196 —65
4-NFe —344 -173 -592 -96 +248 =77

né stanoveni by bylo mozné pouze v ptipadé¢ 4-nitrofenolu,
ktery ma pik v negativnéjSich potencidlech nez zbylé slou-
Ceniny, a jedné ze zbylych latek.

Byla vyzkouSena modifikace HMDE 1-oktanthiolem
a jeji vliv na elektrochemickou odezvu studovanych latek.
Predpoklad, ze se odezva nékterych latek potlaci ¢i se po-
tencial piku posune, aby bylo mozno stanovit zkoumané
latky vedle sebe, nebyl zcela splnén. Alifaticky nitro-
methan se ve srovnani s aromatickymi nitroderivaty choval
podobné.

V ramci dal$iho vyzkumu bude zkoumano, jak pomo-
ci modifikace povrchu elektrody dosahnout rozdéleni elek-
trochemickych odezev studovanych latek, a tedy i1 vypra-
covani elektrochemické metody jejich stanoveni ve smési.
Nabizi se vice moznosti, od pouziti tuhé elektrody (napf.
zlaté ¢i bismutové — tuhé elektrody jsou z hlediska mani-
pulace jednodussi na modifikovani jejich povrchu a lze na
nich pti modifikaci dosdhnout velmi dobré opakovatelnos-
ti) po pouziti jinych modifikatorti (jina délka uhlovodiko-

naftalenthiol).
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Tato prdce byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a teélovychovy Ceské republiky (projekty
LC 06035, MSM 0021620857 a RP 14/63).
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KOMPARACE 2D ELEKTROFORETICKYCH PRISTUPU PRO SLEDOVANI
PROTEOMICKEHO PROFILOVANI ROSTLIN

JAN SKALAK, MARTIN CERNY, IVA
MITOSINKOVA a BRETISLAV BRZOBOHATY

Ustav molekuldrni biologie a radiobiologie, Mendelova
univerzita v Brné, Zemédeélska 1, 613 00 Brno
skalakjan7@gmail.com

Uvod

Zatimco v minulosti se v molekularni biologii zivych
organismu prikladal nejvyssi vyznam genomickym studiim
a analyzam profilovani mRNA pomoci DNA ¢ipt, dnes
ziskava na stale vétsim vyznamu analyza proteomu. Prote-
omické analyza je schopna reflektovat zmény v okamzité
odpovédi organismu na stimulus, které nemusi byt viibec
z4vislé na regulaci genové exprese. Pfikladem mohou byt
post-translacni regulace enzymd, které hraji klicovou roli
v mnoha aktivacnich drahach buriky, ale i celych organis-
md. Velkou nevyhodou ale zistava omezené mnozstvi
proteind, které jsme schopni sledovat. Naptiklad u mode-
lové rostliny Arabidopsis thaliana, jejiz genom obsahuje
pfiblizné 26 000 geni, bylo doposud v proteomickych
pracich nalezeno a identifikovano pouze kolem 5000 pro-
teinll, coz je méné jak 10 % ptedpokladanych moznych
proteindl v tomto organismu'. Pomoci b&zné proteomické
analyzy neni v8ak dosaZeni ani tohoto Cislo pfili§ redlné.
Bézna dvojrozmérna gelova elektroforéza (2D GE) je
schopna sledovat pfiblizn€ 1200 proteind, které je mozné
identifikovat hmotnostni spektrometrii. Proto je velmi
dilezité pfi planovani 2D GE experimentt zvolit takové
podminky, které poskytnou co nejlepsi rozdéleni proteint,
ale nebudou na ukor jejich detekovatelnosti. Jednou moz-
nosti je prepufrifikace ¢i obohacovani vzorku. To vsak
nebyva bezztratové a v mnoha pfipadech muze casova
naro¢nost vést i k ztraté méné stabilnich post-translac¢nich
modifikaci, ¢i rozpadu nékterych proteind. Druha cesta je
modifikace parametrti samotné 2D GE. Volba rozsahu pl
a hustota gelu v druhém rozméru dramaticky ovlivni kvali-
tu vysledného 2D GE obrazu proteomu’.

Kvalitu ziskaného 2D GE rozdéleni je mozné posuzo-
vat subjektivné, ale pro objektivni porovnani je tfeba na-
1ézt vhodné parametry, které je mozné statisticky sledovat.
Cilem nasi prace bylo nalezeni téchto parametr a zhodno-
ceni nejvhodnéjsich podminek pro 2D GE analyzu celko-
vého proteomu tabdku.

Experimentalni ¢ast
Izolace proteinu

Celkovy protein byl izolovan klasickou extrakci po-
moci acetonu a kyseliny trichloroctové. 400 mg listt taba-
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ku poskytlo zhruba 1800 ng solubilniho proteinu. Koncen-
trace proteinu byla ovéfena méfenim absorbance pii 205 a
280 nm a stanovenim proteinu metodou M. Bradfordové’
(Sigma).

2D gelova elektroforéza

Proteiny byly separovany na zakladé postupu popsa-
ného Lochmanovou a spol.*(2008). Kratce popsany po-
stup: Vzorky byly naneseny na strip v mnozstvi 500 pg
(18 cm strip), nebo 150 pg (7 cm strip) a podrobeny isoe-
lektrické fokusaci na IPG stripech s linearnim pH gradi-
entem (4-7), ¢i nelinearnim pH gradientem (3—10) na
PROTEAN IEF Cell unit (Bio-Rad). Proteiny na stripech
byly redukovany DTT, alkylovany jodacetamidem
(Sigma) a separovany pomoci SDS-PAGE na PROTEAN
Plus Dodeca Cell a Mini-PROTEAN 3 Dodeca Cell (Bio-
Rad). Pouzité gely byly o koncentraci akrylamidu 11 %, ¢i
s linedrnim gradientem koncentrace 4-20 %. Proteinové
spoty byly obarveny koloidni Bio-Safe Coomassie G-250
(Bio-Rad). Obarvené gely byly skenovany na Bio-Rad GS-
800 Calibrated Densitometer (120—42 pum) a Li-Cor Odys-
sey (169—84 um).

Vyhodnoceni

Vyhodnoceni 2D mapy bylo provedeno softwarem
Decodon Delta 2D (http://www.decodon.com), stfedni
Seda hodnota byla spocitana pomoci Photolmpact X3
(http://www.corel.com) metodou dle L. Millera’.

Vysledky a diskuse

Na zakladé dat z 6 velkych proteomickych analyz
jsme vybrali skupinu parametrd, které je mozné ziskat
bézné¢ dostupnym softwarem pro analyzu 2D gell
a z programil pro praci s grafikou (tabulka I).

a) Kvantitativni hodnoceni

pocet detekovanych spotli — rozd€lovaci vlastnosti
ziskané mapy proteomu,

celkovy objem vSech detekovanych spotti — hodnoti
mnozstvi rozdéleného proteinu,

hrani¢ni relativni objem rozdéleného spotu — hranice
relativniho objemu, za kterou se jiz mohou vyskytovat
smésné spoty.

b) Kvalitativni hodnoceni

pocet spott s relativnim objemem mensim nez 0,05 %
— hodnoti kvalitu ziskané mapy proteomu — hodnota
byla stanovena porovnanim 6 nezavislych experimen-
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Obr. 1. Ukazka rozdéleni proteomu tabaku; a) rozdéleni v pl 4-7 (7 cm, ~150 pg proteinu): N 500 spotti; V 3500; Voumin 204; Voumix
1,0; Voymax 22 3 A 237; A 0,9. b) rozdéleni v pl 4-7 (18 cm, ~500 pg proteinu): N 1146 spotli; V 12200; Voymin 700; Voymix 0,4; Voymax 43; A

200; A 0,5

Tabulka I
Parametry vhodné pro porovnavani 2D map proteomu

Parametr  Nazev

N Pocet detekovanych spotl

A% Celkovy objem vsech detekovanych spotl

Vomin Pocet spoti s relativnim objemem mensim
nez 0,05%

Voimix Hrani¢ni relativni objem rozdéleného spotu

Voimax Pocet spotu s relativnim objemem vét$im nez
Vomix

A Stiedni $ed4 hodnota

A Podil stfedni Sedé hodnoty a poctu kvalitnich

spotl

th a odpovida hranici pro jasn¢ definovany spot
o objemu 0,05 % z celkového objemu vSech detekova-
nych spotii. Takovyto spot 1ze jesté s vysokou pravdé-
podobnosti identifikovat hmotnostni spektrometrii.
Cim je poet spotii s relativnim objemem < 0,05 %
vys$si, tim je celkova kvalita spotl nizsi,

pocet spott s relativnim objemem vEtSim nezZ Vo, —
hodnoti kvalitu ziskané mapy proteomu — pfili§ velké
spoty mohou byt smiSené a velky pocet takovychto
spotl tedy indikuje ztratu rozliSeni proteomické mapy,
stfedni Sed4 hodnota — porovnani kvality obrazu neza-
tizené chybou zpracovanim pomoci programu na 2D
analyzu,
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podil stfedni Sedé hodnoty a poctu kvalitnich spotil
s relativnim objemem mezi Vo,mina Vomix — ukazatel
kvality rozdéleni gelu v prvnim rozméru elektroforézy
pro stejna mnoZstvi proteinu. Cim je toto &islo mensi,
tim je rozdéleni lepsi.

Provedli jsme rozdéleni proteomu tabaku riznymi
zpusoby (obr. 1) a pomoci vybranych parametri porovnali
podminky pro separaci. Z naSeho zpracovani vyplyva, ze
pfi sledovéani proteomu tabaku je vhodnéjsi pouzit velké
gely, coz je oCekavatelny vysledek, jelikoz tyto gely roz-
deluji 3x vice proteinu (obr. 1). Gely o rozhrani pl 3—10
pokryvaji véts$i mnozstvi proteinu tabaku nez pl 4-7, ale
ukézalo se, ze ztrata rozliSeni v kyselé oblasti je vySsi, nez
ziskané rozliSeni v zésadité oblasti.

Zavér

Zpracovali jsme mnozstvi dat z analyzy obrazu 2D
gell a vybrali parametry, které 1ze pouzit pfi hledani nej-
vhodnéjsich podminek pro déleni proteomu. Pomoci téchto
kritérii jsme poté porovnali 4 rizné rozdéleni proteomu
tabaku a pro dalsi molekularné-biologické experimenty
vybrali rozdéleni pI 4-7 na 18 cm stripech.

Tento vyzkum byl financné podporovan granty
LC06034 a IM06030 (MLSTMT CR), IAA600040701 (GA AV
CR) a 206/09/2062 (GA CR).
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IDENTIFIKACE BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK V KREVNI STOPE
NA PEVNEM POVRCHU HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

MARTIN SVIDRNOCH?, LUCIE HARTMANOVA®,
VACLAV RANC?, VLADIMIR HAVLICEK™
a KAREL LEMR™"

“ Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzita Palackého v Olomouci, ti. 17. listopadu 12, 771 46
Olomouc, " Mikrobiologicky tistav Akademie véd CR, Vi-
deriska 1083, 142 20 Praha 4

martin.svidrnoch@volny.cz

Uvod

Vyzkum v oblasti chemickych véd a forenzniho zkou-
mani je velmi rozsahly, neustile jsou vyvijeny nové
a efektivnéjsi postupy s vyuzitim modernich instrumental-
nich metod jak identifikovat a stanovovat jednotlivé analy-
ty v rozmanitém spektru vzorkd a matric.

Jednou ze zakladnich metod ve forenzni analyze je
i hmotnostni spektrometrie (MS)'. Pro uvedené uéely je
zapotietiebi pouzit takovou metodu, kterd poskytne rychlé
a ekonomicky dostupné analyzy s co nejnizSimi detekéni-
mi limity. Chceme-li provadét rychlou analyzu in situ, lze
s vyhodou pouzit nékterou z desorp¢nich ionizacnich tech-
nik. lonizace desorpci elektrosprejem (DESI) eliminuje
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upravu vzorku a zjednoduSuje samotnou analyzu.

Ugelem této prace je poskytnout metodu rychlého
screeningu pro prukaz intoxikace biologicky aktivni latkou
v krevni stop€ s vyuzitim DESI/MS.

Experimentalni ¢ast

Veskera meéteni byla provedena na hmotnostnim
spektrometru s iontovou pasti (LCQ, Thermo Finnigan,
San Jose, USA), kde jako iontovy zdroj slouzila modifiko-
vana sprejovaci Cast desorpniho nano-elektrospreje
s kovem pokrytou sprejovaci kapilarou (PicoTip emitter
GlassTip, ID =2 £+ 1 um; New Objectiv, Woburn, USA)Z.
Kapildra byla predem naplnéna sprejovaci kapalinou
sestavajici ze smesi acetonitrilu a vody v poméru 9:1 (v/v),
modifikované kyselinou mravenci (30 pl/2 ml smési)
a nasledné na ni bylo vloZeno sprejovaci napéti v rozsahu
+1,5 az +3,5 kV. Jako modelové latky byly pouzity kofein,
efedrin (Sigma Aldrich, Praha) a nikotin (Merck, Praha).
Uvedené modelové latky byly predem zméteny bez pii-
tomnosti matrice a byla ziskdna hmotnostni (MS) a frag-
mentaéni (MS/MS) spektra, ktera slouzila k identifikaci
zkoumanych latek v krevni matrici. Poté byly postupné
naneseny na vzorkovaci povrch samotna krevni matrice
a krev obsahujici zndmou koncentraci uvedenych latek.
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Obr. 1. Hmotnostni spektrum plné krve s obsahem kofeinu 10 mg I' (M, 195), nanesené na filtr ze skelnych mikrovlaken
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Obr. 2. Fragmentaéni MS/MS spektrum pIné krve s obsahem Kkofeinu 10 mg I'' (M, 195). Spektrum se shoduje s MS/MS spektry

ziskanymi métenim Cistych standarda

Jako desorpEniho povrchu bylo vyuZito filtril ze skelnych
mikrovlaken (typ Z7, stiedni velikost pord 2,5 pm, Merci,
Praha), které vykazuji lepsi ioniza¢ni efekt ve srovnani se
standardng pouzivanymi zdrsnénymi skly’. Sprejovaci
médium je rozpraSovano elektrosprejem na zkoumany
povrech, kde dochéazi k ionizaci a desorpci iontii analytu
vlivem interakei s ionty vzniklymi v elektrospreji.

Vysledky a diskuse

Z naméfenych dat je patrné, Ze ionizace a desoprce
zavisi jak na struktufe samotného analytu, tak rovnéz na
slozeni sprejovaci kapaliny. I kdyZ se detekéni limity pro
jednotlivé latky lisily (desoprce probihala nejlépe
v piipad¢ kofeinu a nikotinu), v analyzovanych vzorcich
krve byly detegovatelné vSechny uvedené latky na koncen-
tra¢ni hlading odpovidajici 10 mg 1™ pIné krve. Pitomnost
vSech zkoumanych latek byla potvrzena fragmenta¢nimi
spektry a jejich srovnadnim s pfedem namétenymi MS/MS
spektry Cistych standardi.
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Zavér

Pouzita metoda je i pres své relativné vysoké detekeni
limity (napf. oproti LC/MS a GC/MS) vhodna pro rychly
screening akutni i letdlni intoxikace vybranymi latkami.
Dalsi postupy vedouci ke snizeni detek¢nich limitt budou
pfedmétem dalSiho studia.

Autori prace dékuji za financni podporu Ministerstvu
Skolstvi, mladeze a telovychovy CR (MSM6198959216).
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Uvod

Acidobazické a komplexotvorné rovnovahy slozek
nukleovych kyselin jsou studovany pro pochopeni procesl
v zivych organismech, které probihaji ve vodném prostiedi
a velmi Casto i na nabitém fdzovém rozhrani. Protonizace/
deprotonizace (zména pH) a tvorba komplexti nukleovych
kyselin s ionty kovli ma vyznam jednak pro odhaleni sa-
motného procesu komplexace iontd kovli s bazemi nukleo-
vych kyselin a tim i ovlivnéni zmény pfi pfenosu energie,
naboje a funk¢nich skupin, tak pro vyzkum tautomerizace
téchto bazi v pritomnosti iontd kovu, které v jeho disledku
mohou vést k chybnému parovani v genetickém kodu'.
Cilem ptedkladaného piispévku bylo studium vyse jmeno-
vanych rovnovah, stanoveni protoniza¢nich konstant pyri-
midinovych bazi (cytosin, uracil, thymin) a konstant stabi-
lity jejich komplext s ionty Cu(Il), Zn(II), Cd(Il) pomoci
acidobazickych potenciometrickych titraci.

HHa 1} ]
N e M
5 3 L : A
|ﬁ 1% : 1/2& 4 1;&
H il H 0 H 1]
H H H
cytosin (C) uracil (U) thymin (T)

Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych ligandi
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Cytosin (p.a.) a thymin (p.a.) byly ziskany od firmy
Lachema (Brno, CR), kdezto uracil (> 98%) byl zakoupen
od firmy Merck (Darmstadt, SRN).
Aparatura

Potenciometrické titrace byly provadény na titratoru

Titrando 835 (Metrohm, Svycarsko) s vestavénou 10ml
byretou a pfipojenou kombinovanou sklenénou elektrodou
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LL Electrode plus. Elektroda byla kalibrovana
v koncentracnim rezimu titraci 0,02M roztoku HCI (I =
0,IM NaCl) 0,IM odmérmym roztokem NaOH. Titrace
byly provadény v atmosféie inertniho plynu (Ar pro od-
stranéni CO,) pii teplote 25,0 = 0,1 °C.

Potenciometricka titrace

Pro stanoveni protoniza¢nich konstant byly roztoky
bazi po okyseleni pfidavkem ekvivalentniho mnozstvi
odmérného roztoku HCI titrovany odmérnym roztokem
0,1M NaOH z kyselé oblasti do alkalické (3,0 < pH < 5,4
pro C, 2,6 < pH < 11,5 pro T a U). Stanoveni konstant
stability bazi s pfislusnymi ionty kova (Cu(Il), Zn(II), Cd
(II)) bylo provadéno za analogickych podminek. V ptipadé
C byly titrace provadény jak v piebytku iontu kovu, tak
v prebytku ligandu (az do 10nasobku). Pro zjisténi moz-
nosti tvorby polynuklearnich komplext v pfipadé U a T
byly titrace provadény jak pfi riznych pomérech ligand:M
(II) (5:1, 7:1, 10:1), tak pfti riznych koncentracich ligandu
a kovu (¢ = 2, 1 a 0,5mM). lontova sila vSech roztoki
byla upravena piidavkem chloridu sodného na hodnotu / =
0,1M.

Vypoclty

Experimentalni data byla ptedbézné zpracovana MS
Excel a stanoveni rovnovaznych konstant pak vyhodnoce-
no programem OPIUM?ze viech spojenych experimental-
nich dat.

Vysledky a diskuse
Stanoveni hodnoty pK,

Titraéni kiivky pro jednotlivé baze byly normalizova-
ny (viz obr. 2) a z nich pak vypocteny hodnoty disociac-
nich konstant pro H,L" (C), resp. HL (T, U) species (viz
obr. 1 a tab. I). Protonizace pro C a deprotonizace pro T
a U probih4 na dusikovém atomu N3.

Stanoveni konstant stability f

Studium interakei iontti kovi s pyrimidinovymi baze-
mi se provadi analogickym zpisobem jako v ptedchozim
ptipadé. Tvorbou komplexi dochazi ke zvySeni sily pfi-
slusnych  konjugovanych kyselin. Je to patrné
z normalizovanych titracnich kiivek (viz obr. 3), ze kterych
Ize vypocitat konstanty stability (viz tab. II). Pfedbézna
analyza titranich kiivek (viz obr. 3) ukazuje na moznost
tvorby polynuklearnich komplext. Pro vypocet bylo testo-
vano n€kolik chemickych modeld obsahujici chemické
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log[H*]
'y, ©
"&

-og[H"]

S o7
A AU

0,0 -0,2 0,4 -0,6 -0,8 -1,0

Obr. 2. Normalizované z-pH titraéni kiivky studovanych bazi;
cL =1 mM, z jako stupeni ztitrovani je definovan
¢, —[H]+[on"]
Z=—

CL

Tabulka I
Stanovené hodnoty disociacnich konstant (¢ = 25 °C, [ =
0,1 M)
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=T
®T:Cu10:1
¢T:Cu7:1
AT:Cub:1

-0,5 -1,0 -1,5
z
Obr. 3. Ukazka normalizovanych titra¢nich k¥ivek pro rizné

koncentraéni poméry T:Cu(ll); ¢, = 1 mM, ¢y, 100 = 0,1 mM,
M, 7:1 = 0,14 mM, CM, 51 = 0,2 mM

Tabulka IT
Prehled konstant stability vypoctenych programem OPI-
UM pro studované systémy

Ligand pK. * Lit.

C 4,606 (6) tato prace
4,57 (7) 3

T 9,773 (4) tato prace
9,71 (5) 3

U 9,265 (2) tato prace
9,28 (2) 3

* (Cisla v zavorkiach odpovidaji smérodatné odchylce
u posledniho desetinného mista ptislusné hodnoty,
napf. 4,606 (6) ... 4,606 + 0,006

species H,M,L, o riznych stechiometrickych pomérech
(p:q:r) a jako nejlepsi model byl vybran ten, ktery posky-
toval nejlepsi proloZzeni experimentalnich dat (napt. podle

v

Zavér

V préci byly studovany protonizace bazi pyrimidino-
vého typu (C, T, U) a tvorba jejich komplext s ionty Cu
(II), Zn(II) a Cd(II). Na zaklad¢ stability komplext klesaji-
ci viadé Cu(Ill) > Zn(Il) > Cd(II), ktera je ve shod¢ s
Irwing-Williamsovou fadou, bylo zjiSténo, ze plati zavis-
lost log B = f(pK,), tzn. stabilnéjsi komplexy se tvofi
s ligandy o vyssi bazicité. Pro komplexy U a T byla zjiste-
na moznost tvorby polynuklearnich komplext, jejichz
koncentrace nemusi byt zanedbatelnd za experimentalnich
podminek in vivo a miZe tak ovliviiovat pfenos genetické
informace. Dosazenych vysledkd lze vyuzit pro mozné
analytické stanoveni bazi ve smési pomoci separacnich

Ligand Ton kovu Species LogB*
H,M,L,

C Cu(ID) 0:1:1 1,78 (6)

Zn(1D) 0:1:1 1,0 (4)

Cddn 0:1:1 0,73 (7)

T Cu(ID) 0:1:1 5,43 (9)

-1:1:1 —3,44 (6)

0:2:2 15,0 (2)

Zn(1) 0:1:1 3,4(2)

-1:1:1 -4.91 (4)

Cddn 1:1:1 14,2 (2)

-2:1:1 -8,0 (5)

U Cu(ID) 0:1:1 5,23 (5)

-1:1:1 -2,53(3)

—1:2:2 6,6 (1)

Zn(1D) ~1:1:1 5,15(3)

1:1:1 12,5 (1)

Cddn -1:1:1 -7,0 (1)

-1:2:2 20,5 (2)

“Cisla v zavorkach odpovidaji smérodatné odchylce
u posledniho desetinného mista piislusné hodnoty,
napf. 4,606 (6) ... 4,606 £ 0,006

(napt. HPLC) nebo elektroanalytickych voltmetrickych
metod.

Tento vyzkum byl financné podporovan projekty
MSMT CR (ME09065, LC06035) a INCHEMBIOL -
MSM0021622412).
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VOLTAMETRICKE STANOVENI DINITRONAFTALENU NA STRIBRNE TUHE

AMALGAMOVE PASTOVE ELEKTRODE

JANA TVRDIKOVA, ALES DANHEL
a JIRi BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, 128 43 Praha 2
tvrdikova22@seznam.cz

Uvod

Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
(NPAH) jsou vyznamnou skupinou genotoxickych polu-
tantd. Vznikaji zejména pii spalovacich procesech ve sta-
cionarnich zdrojich, dieslovych a benzinovych motorech
nebo fotochemickou reakci PAH s oxidy dusiku (NO,)".
Do této skupiny patii také stanovované latky 1,3-di-
nitronaftalen (1,3-DNN), 1,5-dinitronaftalen (1,5-DNN)
a 1,8-dinitronaftalen (1,8-DNN)%. Vzijemna poloha nit-
roskupin ovliviiuje nejenom jejich fyzikdlni vlastnosti
(napf. rozpustnost, teplotu tani), ale také jejich genotoxici-
tu a elektrochemické chovani. Schopnost od¢erpavat elek-
trony z konjungované¢ho systému zvysSuje elektronovou
hustotu na téchto skupindch (tzv. zdporny mezomerni
efekt), a jsou tak snadno elektrochemicky redukovatelné.
Vyssi elektronova hustota na nitroskupiné ma mimo jiné,
ve srovnani s nepolarnim naftalenem, za nasledek vyssi
polaritu 1,8-DNN a 1,3-DNN. Nejméné polarni je diky
symetrické poloze nitroskupin 1,5-DNN, coz zpusobuje
jeho nizsi rozpustnost v polarnich rozpoustédlech a s tim
souvisejici omezeni pfi jeho stanoveni. Pozice nitroskupin
DNN ma také vliv na jejich mutagenitu a organovou speci-
ficitu, coz dokazuje vys$i mutagenni aktivita 1,5-izomeru
v porovnani s méng aktivnim 1,8-izomerem>*. Studované
DNN lIze stanovit metodami spektrometrickymi, separacni-
mi & elektrochemickymi, viz napi.>®.

Rtut’ je zfejm& doposud nejvyhodnéjsi elektrodovy
material pro voltametrické a polarografické stanoveni za-
lozené na katodické redukci’. Prace sertuti je viak
s ohledem na jeji toxicitu omezena legislativou Evropské
unie®, a proto je rtut’ nahrazovana jinymi netoxickymi ma-
terialy.

Stiibrny amalgam je vhodnym netoxickym elektrodo-
vym materidlem pro konstrukci novych typu elektrod
a pfedstavuje moZznou nahradu toxické rtuti. Pevné amal-
gamové elektrody maji dobrou mechanickou stabilitu,
jednoduchou manipulovatelnost a také potencidlové okno
srovnatelné s visici rtutovou kapkovou elektrodou
(HMDE)’. Hlavni nevyhodou stiibrnych pevnych amalga-
movych elektrod (AgSAE) je predevsim jejich Casta pasi-
vace zplsobena znecisténim elektrodového povrchu sloz-
kami analyzovaného roztoku ¢i produkty elektrodové reak-
ce. Tento problém je feSen pravidelnym mechanickym
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1] mosazna vlozka
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elektrody

prostor na pastu

Obr. 1. Schéma stiibrné tuhé amalgamové pastové elektrody
(AgSA-PE)

a elektrochemickym ¢isténim elektrodového povrchu'.

Nové vyvinutd stiibrnd tuha amalgamova pastova
elektroda (AgSA-PE, viz obr. 1) poskytuje novou moznost
stanoveni elektrochemicky redukovatelnych sloucenin
modernimi voltametrickymi metodami. Hlavni vyhodou je
snadné obnoveni jejiho elektrodového povrchu (otfenim
amalgamové pasty), jako je tomu v piipadé uhlikovych
pastovych elektrod, a predpokladd se moznost modifikace
amalgamové pasty pfimésemi (napi. cyklodextriny). Po-
tencidlové okno AgSA-PE je sice uz8i neZ potenciilové
okno AgSAE ¢i HMDE, je vsak stale dostatecné Siroké pro
katodickou redukci mnoha elektroaktivnich latek. AgSA-
PE dale poskytuje dobrou reprodukovatelnost signalu
a limity detekce srovnatelné s jinymi pevnymi elektroda-
mi. Jiz diive bylo nalezeno optimalni slozeni pfipravenych
past ze stiibrného pevného amalgamového prasku (Hg/Ag
= 50:50; 60:40; 70:30 (w/w)) a pouzitych pastovacich ka-
palin (parafinovy, mineréalni, silikonovy olej a trikresylfos-
fat)'!, ze kterych pravé stiibrny amalgam Hg/Ag = 60:40
(w/w) smisen s parafinovym olejem (20:1 (w/w)) vykazo-
val optimalni vlastnosti.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztoky studovanych DNN o koncentraci
1-107° mol I"! byly piipraveny rozpuiténim 0,02183 g stu-
dovaného DNN (Sigma-Aldrich) ve 100 ml methanolu.
Roztoky o niZSich koncentracich byly pfipravovany pfes-
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nym fedénim zasobniho roztoku uvedenym rozpouste-
dlem. VSechny roztoky byly uchovany ve sklenénych na-
dobach. UV/VIS spektrofotometrii bylo zjisténo, Ze tyto
zasobni roztoky jsou stalé po dobu 4 mésicu (1,3-DNN),
6 mésicu (1,5-DNN) a 8 mésicii (1,8-DNN).

Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd, octova ky-
selina (99,8%), kyselina fosfore¢na (85%), hydroxid sodny
a methanol (MeOH, 99,8%) — byly Cistoty p.a. (Lach-Ner
s.r.o., Neratovice, CR).

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky
o pfisluném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol 1™
NaOH s roztokem obsahujici smés kyseliny borité, fosfo-
reéné a octové, kazdé o koncentraci 0,04 mol 1I"!. Pro pri-
pravu BR pufru byla pouzivana deionizovana voda (Milli-
Q plus systém, Millipore, USA).

Na piipravu amalgamovych past byl pouzit amalga-
movy prasek pfipraveny smisenim kovové rtuti (99,999%,
Polarografie, Praha) a praskového stfibra (2-3,5 um;
>99,9%; Sigma-Aldrich) vpoméru 60:40 (w/w)
v zubarském amalgamatoru (Dentomat compact, Degussa,
Brazilie) a rozetfeny v achatové misce na jemy prasek.
Ten byl pak smisen s prafinovym olejem (Paraffinum
liquidum, CSL) v poméru 20:1 (w/w).

Kyslik byl z roztoku odstranén probublanim dusikem
Cistoty 4.0 (Linde, Praha).

Aparatura

Byla pouzita aparatura Eco-Tribo Polarograph se
softwarem PolarPro verze 5.1 (Polaro-Sensors, Praha)
v tiielektrodovém zapojeni s referentni argentchloridovou
elektrodou (3M KCl, Ag | AgCl. Jako pomocna elektroda
byla pouZita platinova dratkova elektroda (obé Monokrys-
taly, Turnov). Stfibrna tuhd amalgamova pastova elektroda
(AgSA-PE) s pastou obsahujici stfibrny amalgamovy pra-
Sek a parafinovy olej byla pouzita jako pracovni elektroda
(vnitini pramér 1,70 mm). Software pracoval v operacnim
systému Windows XP (Microsoft Corporation, USA).

Ptesné hodnoty pH tlumivych roztokd byly méfeny
digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Chelms-
ford, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektro-
dou. pH-metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry
za laboratorni teploty. Takto zméfené formalni hodnoty
pH ve smiseném prostiedi vodny roztok zakladniho elekt-
rolytu-methanol (1:1) jsou dale oznadovany pH"

Pracovni postupy

Pfi voltametrickych méfenich bylo do 10 ml odmér-
nych ban¢k odméfeno potfebné mnozstvi zdsobniho rozto-
ku DNN, ptidan MeOH do celkového objemu 5 ml a dopl-
néno BR pufrem po rysku. Analyzovany roztok byl zbaven
kysliku probublavanim dusikem, ktery byl pfed vstupem
do polarografické nadobky veden promyvackou plynti obsa-
hujici smés MeOH-voda o stejném poméru jako analyzova-
ny roztok (t.j. 1:1). VSechna méfeni byla provadéna za labo-
ratorni teploty. Pfi DPV byla pouzita rychlost polariza-
ce 20mVs’, vyska pulsu =50 mV a §itka pulsu 100 ms.
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Vysky pikt 1,3-DNN a 1,5-DNN byly vyhodnocova-
ny od spojnice minim pfed prvnim a za druhym pikem.
Vyska pikd 1,8-DNN byla stanovena od nalezené spojnice
minim pfed a za méfenym pikem.

Mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypocitana podle
ITUPAC pomoci vztahu LOQ = 10c/a, kde ¢ je smérodatna
odchylka jedenacti po sobé jdoucich méfeni pii koncentra-
ci 2 pmol l’l, a a je smérnice kalibracni zavislosti v roz-
mezi 2-10 pmol ",

Vysledky a diskuse
Vliv pH na DPV studovanych latek na AgSA-PE

Nejprve byl proméfen vliv pH na DP voltamogramy
studovanych latek na AgSA-PE (pro ilustraci viz obr. 2).
Bylo zjisténo, ze 1,3-DNN poskytuje v celé oblasti pH dva
piky, kde prvni pik odpovida Etytelektronové redukei jed-
né nitroskupiny na hydroxylaminoskupinu a druhy pik
odpovida analogické redukci druhé nitroskupiny. Se zvy-
Sujicim se pH nedochézi k vyraznému posunu potencialo-
vého okna knegativnéj§im potencialim, ale pouze
k posunu signalu 1,3-DNN k negativnéj§im potencialdm.
V ptipadé€ 1,5-DNN je situace analogické na rozdil od 1,8-
DNN, ktery poskytuje v celé oblasti pH pouze jeden pik,
protoze dochdzi pravdépodobné k redukci obou nitrosku-
pin na hydroxylaminoskupiny soucasn¢.

Jako optimalni bylo zvoleno prosttedi BR
pufr : MeOH (1:1) o pH pufru 6,0 (pH'6,9) pro 1,3-DNN,
pH pufru 12,0 (pH'12,3) pro 1,5-DNN a pH pufru 8,0
(pH'8,7) pro 1,8-DNN. Volba byla proveden z hlediska
vySky a snadné vyhodnotitelnosti pikii a jejich konstant-
nosti pii opakovanych méfenich.
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Obr. 2. DP voltamogramy 1,8-DNN (¢ = 1-10™ molI'") na
AgSA-PE v prostiedi BR pufr-MeOH (1:1) o pr: 1) 2,7; (2)
4,6;(3) 6,9; (4) 8,7;(5) 10,5, (6) 12,3
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Stabilita signalu

Byla zmétena série osmnacti naslednych méfeni stu-
dovanych DNN (¢ = 1-107* mol1™") ve vy3e uvedeném
optimalnim prostiedi na AgSA-PE bez jeji elektrochemic-
ké regenerace (ta — na rozdil od m-AgSAE ¢i p-AgSAE —
nema vliv na stabilitu signalu) a bez otirani amalgamové
pasty (pro ilustraci viz obr. 3).

V piipadé osmnacti naslednych meéfeni bez otirani
amalgamové pasty byla u vSech latek a vSech pozorova-
nych pikt prokézana stabilita signalu s RSD do 5 %. Pti
otirdni amalgamové pasty mezi sériemi péti naslednych
méfeni (viz obr. 4) je stabilita signalu obou pikii s RSD

-3500

I[nA]

-2500

-1500

-500

-500 -700

E [mV]
Obr. 3. DP voltamogramy pro osmnict naslednych méfeni

1,5-DNN (¢ = 1-10*mol I'") na AgSA-PE ve smési MeOH-BR
pufr o pH 12,0 (1:1); znazornéna je kazda treti kiivka
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Obr. 4. DP voltamogramy sedmi serii pri otirani amalgamové
pasty po péti naslednych métenich 1,3-DNN (¢ = 1.10~ mol I'")
na AgSA-PE ve smési MeOH-BR pufr o pH 6,0 (1:1); znazor-
néna je vzdy prvni (teckovand Cara) a posledni (plna ¢ara) kiivka
dané série
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Obr. 5. DP voltamogramy 1,8-DNN na AgSA-PE v prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 8,0 (1:1); ¢(1,8-DNN) [umol ™: 1o
(zékladni elektrolyt); (2) 2; (3) 4; (4) 6; (5) 8; (6) 10

v rozmezi 20-30 %. K vétsimu rozdilu hodnot mezi jed-
notlivymi sériemi meéfeni pifi otirdni pasty dochazi
v disledku odlisné distribuce elektroaktivnich Eastic na
noveé ziskaném povrchu elektrodového materialu (pasty).
Tento jev je zfejmé zplsoben malou jednotnosti velikosti
¢astic amalgamového prasku. Na feSeni problému nejed-
notnosti velikosti Castic se stale pracuje. Méfeni je tedy
lepsi provadét na jednom povrchu elektrody a nedoporucu-
je se zahrnovat prvni méfeni na novém povrchu pasty,
které vétsSinou byva odlehlé.

Kalibraéni zavislosti

V prosttedi MeOH-BR pufr o zvoleném optimalnim
pH (1:1) byly naméfeny DP voltamogramy bez otirani
amalgamové pasty v zavislosti na koncentraci studovanych
latek (pro ilustraci viz obr. 5). Parametry kalibracnich pii-
mek jsou shrnuty v tab. L

Tato prace byla financné podporovana Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekt LC 06035, MSM
0021620857 a RP 14/63).
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Tabulka I
Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni studovanych DNN pomoci DPV na AgSA-PE v prostiedi BR pufr-MeOH
(1:1)
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ELEKTROCHEMICKA DETEKCE KARCINOGENNICH DERIVATU PYRENU
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Uvod

Pfimym disledkem soucasného bouflivého rozvoje
automobilismu je narist zdravotnich rizik spojenych
s expozici naSi populace Skodlivym latkdm obsazenych
v automobilovych emisich. Vyznamnou roli v tomto sméru
hraji polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a nitro-
vané polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH)' patiici
k rozsifenym chemickym karcinogentim®. Proto je velice
dillezité tyto latky v Zivotnim a pracovnim prostiedi vhod-
nymi postupy monitorovat. PAH a NPAH mohou do téla
vstupovat po pfimém kontaktu s kizi ¢i zazivacim traktem.
Proto je dulezity vybér vhodnych zastupct téchto polutan-
ti, pfipadné jejich metabolitl, jako vhodnych biomarkert
pro sledovani expozice témto nebezpeénym latkam. Jeden
z nejpouzivanéjSich markerti expozice PAH je 1-hydroxy-
pyren (1-HP). Poprvé byl identifikovan v mocCi prasete
v roce 1983 jako hlavni produkt metabolismu pyrenu’. Pro
sledovani expozice NPAH se jako biomarkery uplatiuji
1-nitropyren a jeho metabolit 1-aminopyren (1-AP).

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené latky obsahuji
snadno oxidovatelné hydroxy- a aminoskupiny na aroma-
tickém jadte, nabizi se pro jejich mimotradné citlivé a se-
lektivni stanoveni v télnich tekutinach vysokoucinna kapa-
linova chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-
ED). Tato technika je levngjsi nezli metody vyuzivajici
hmotnostné-spektrometrické detekce a zaroven dostate¢né
citlivda, takze by mohla byt obecné pouzitelna
k monitorovani expozice PAH a NPAH.

Velmi dulezitou roli v elektrochemické detekci hraje
vybér pracovni elektrody. Pro dany projekt byla zvolena
borem dopovana diamantova filmova elektroda. Diamant
se vyznacuje mimofadnou mechanickou i chemickou sta-
bilitou, nizkym Sumem a odolnosti vuci pasivaci, coz
umoznuje vyuziti téchto elektrod v pritokovych systé-
mech®.

Cilem této prace je na zaklad¢ studia elektrochemic-
kého chovani 1-HP a 1-AP nalézt optimalni podminky pro
jejich stanoveni diferenc¢ni pulsni voltametrii ve vodné-
methanolickém prostfedi na borem dopované diamantové
filmové elektrodé a rovnéz jejich stanoveni v moci meto-
dou HPLC-ED po ptedbézné separaci a prekoncentraci
pomoci extrakce na tuhou fazi.
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Experimentalni ¢ast
Studované latky

Zasobni roztok 1-HP (Cistota p.a., 98%, Sigma-
Aldrich, Praha, CR) (¢ = 1107 mol dm™) byl pfipraven
rozpusténim 0,02183 g 1-HP v methanolu (Cistota p. a.,
99,8%, Penta, CR) za pomoci ultrazvuku a doplnénim na
celkovy objem 100 ml. Zasobni roztok 1-AP (Cistota p. a.,
99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR) (¢ = 110 mol dm ) byl
pripraven rozpusténim 0,02171 g 1-AP v methanolu
a doplnénim na celkovy objem 100 ml. Roztoky o nizsi
koncentraci byly pfipravovany presnym fedénim zasob-
nich roztokl. VSechny roztoky studovanych latek byly
skladovany ve sklenénych nadobach ve tmé za laboratorni
teploty.

Dalsi pouzité chemikalie

Kyselina borita (Cistota p.a., Lachema, Brno), kyseli-
na orthofosfore¢na (Cistota p. a., 85%, Lach-Ner, CR),
octova kyselina (&istota p.a., 99,8%, Lach-Ner, CR), hyd-
roxid sodny (&istota p. a., Lach-Ner, CR), deionizovana
voda (Milli-Q plus systém, Millipore, USA). Britton-
Robinsondv pufr (dale BR pufr) o pH 2—12 byl pfipraven
obvyklym zplsobem, tj. smisenim kyselé slozky
(obsahujici kyselinu boritou, octovou kyselinu a kyselinu
fosfore¢nou o koncentraci 0,04 mol dm™) a slozky zasadi-
té¢ obsahujici 0,20 mol dm~ NaOH. Fosfore¢nanovy pufr
opH 3-5 byl pfipraven smisenim kyseliny fosforecné
o koncentraci 0,05 moldm™ s vypoétenym mnoZstvim
hydroxidu sodného o koncentraci 1,0 mol dm .

Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadéna pomoci pocita-
¢ového Eco-Tribo Polarografu PC-ETP (Polaro-Sensors,
Praha) v programu PolarPro verze 5. Jednotliva méfeni
byla provadéna ve tiielektrodovém zapojeni. Referentni
elektroda: argentchloridova (3 mol dm > KCI, Monokrysta-
ly, Turnov, CR), pomocna elektroda: platinovy plisek
(Monokrystaly, Turnov, CR) a pracovni elektroda: borem
dopované diamantova filmova elektroda (Windsor Scienti-
fic Ltd, Velka Britanie, pramér aktivni c¢asti 3 mm). Pro
méfeni pH slouzil digitdlni pH-metr Jenway 4330
(Jenway, Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklené-
nou elektrodou.

Dale byl pouzit vysokouéinny kapalinovy chromato-
graf s elektrochemickou detekci v usporadani: gradientova
pumpa L-2130 (Merck), davkova¢ Front-Loading Sample
Injector Model 7725(i) 20 ul (Rheodyne), kolona Lichro-
CART 125-4 100 RP-18, Cat. 50825, 5 um, 119x4 mm
(Merck), Amperometric Detector LC-4C (BAS), predko-
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lonka LiChroCARTR PAH 4-4 (Merck). Byl pouzivan
tiielektrodovy systém (viz vyse) v tzv. ,,wall-jet* uspora-
dani. Méfeni byla provadéna za laboratorni teploty, kolona
byla termostatovana na 40 °C. Pouzivané mobilni faze
byly odvzdusnovany ultrazvukem PSO 200A Ultrasonic
Compact Cleaner (Powersonic) po dobu 10 min. Extrakce
na tuhé fazi se provadéla na kolonce LiChrolut® RP-18
(Merck).

Pracovni postupy

Pii diferen¢ni pulsni voltametrii (DPV) byly pouzi-
ty nasledujici parametry: polarizagni rychlost 20 mV s,
pulsy o Sifce 80 ms, modulacni amplituda +50 mV. Pro
eliminaci problému s pasivaci byl oxidacni scan provadén
v pfipadé¢ 1-AP od +230 do +680 mV a od +150 do
+500 mV v piipadé¢ 1-HP. Po ukonceni méteni byla pra-
covni elektroda uchovavana v deionizované vod¢.

Pti zdznamu DP voltamogramii bylo postupovano
nasledovné: do odmérné bariky na 10 ml bylo odméfeno
dané mnozstvi roztoku 1-HP nebo 1-AP v methanolu, pfi-
dan methanol do celkového objemu 7 ml a roztok byl do-
plnén po znacku BR pufrem o daném pH. Vzdu$ny kyslik
byl z roztoku odstranovan pétiminutovym probublanim
dusikem. M¢feni byla provadéna pii laboratorni teploté.
Vyska pikti obou sledovanych latek pii DPV byla vyhod-
nocovana od spojnice minim pfed a za pikem.

Mez detekce (LOD) byla pocitana podle smérnice
IUPAC pomoci trojndsobku smérodatné odchylky stano-
ni zavislosti a mez stanovitelnosti (LOQ) pomoci desetina-
sobku této smérodatné odchylky. Pii stanoveni 1-AP a 1-HP
metodou HPLC-ED byla LOD (resp. LOQ) urcovéna jako
koncentrace latky, ktera poskytuje pik trikrat (resp. deset-
krat) vyssi nez je absolutni hodnota Sumu.

Extrakce 1-AP a 1-HP z mo¢i

K 10 ml moc¢i neexponovaného pracovnika bylo pfi-
dano vypoctené mnozstvi 1-AP nebo 1-HP v methanolu.
K takto pfipravenému modelovému vzorku moci bylo
pridano 10,0 ml fosfore¢nanového pufru o pH 5 a vznikly
roztok byl prolit SPE kolonkou, kterd byla pfedem aktivo-
vana promytim 5 ml MeOH a 10 ml deionizované vody.
Kolonka byla nasledné promyta 10 ml vody a zachycené
latky byly vymyty 10 ml MeOH. Eluat byl odpafen pod
proudem dusiku, odparek rozpustétn v 1,0 ml MeOH
a zanalyzovan pomoci HPLC-ED. Porovnanim vysek piki
danych latek o ¢ = 4-10°mol dm™ v methanolu s jejich
odezvami po ptredbézné prekoncentraci ze vzorku moci
obsahujicim 4-10” mol dm™ 1-AP nebo 1-HP bylo zjisté-
no, ze vytéznost pouzité extrakce je 87 % pro 1-HP a 75 %
pro 1-AP.

s62

Cena Merck 2010

Vysledky a diskuse

Stanoveni 1-HP a 1-AP ve vodné-methanolickém
prostfedi diferen¢ni pulsni voltametrii

Nejdiive byl sledovan vliv pH na chovani 1-AP a 1-HP
v prostiedi methanol — BR pufr o pH 2 az 12 (7:3) meto-
dou diferen¢ni pulsni voltametrie. Za optimalni bylo pro
1-AP  zvoleno prostfedi methanol — BR pufr o pH 3,0
(vysledné pH vodné-methanolického roztoku 4,5) a o
pH 5,0 pro 1-HP (vysledné pH vodné-methanolického
roztoku 6,3), kde byly ziskany nejvyssi a nejsnaze vyhod-
notitelné piky.

U obou latek dochazelo k pasivaci elektrody po dru-
hém oxida¢nim kroku, kterému odpovidd druhy pik. Pro
odstranéni pasivace byl scan provadén v ptipadé¢ 1-AP
pouze v rozmezi od +230 do +680 mV a v piipad¢ 1-HP
od +150 do +500 mV. Pti dodrzeni téchto potencialovych
rozmezi se pasivace elektrody podstatné snizila, obzvlast’
u 1-AP, kdy se pfi potencialu vyssim nez +680 mV tvotil
polymerni produkt tvorici elektrochemicky neodstranitelny
povlak na elektrodg.

Koncentra¢ni zavislost 1-AP a 1-HP byla proméfena
ve vyse uvedeném prostiedi vrozmezi 1-107 az 1-107
mol dm ™. Parametry kalibraénich piimek jsou uvedeny
v tabulce 1. Vybrané DP voltamogramy 1-AP jsou pro
ilustraci uvedeny na obr. la. Vzhledem k blizkym hodno-
tam potenciald pikt nelze provést stanoveni téchto latek
vedle sebe.

Stanoveni 1-HP a 1-AP ve vodné-methanolickém
prostiedi pomoci HPLC-ED

Pti hledani optimalnich podminek pro stanoveni 1-AP
a 1-HP metodou HPLC-ED se zkoumaly nasledujici para-
metry: vliv slozeni mobilni faze na elucni Casy a vysku
pikt latek, potencial oxidace obou latek a nejvhodnéjsi
pritokova rychlost mobilni faze.

Béhem optimalizace sloZeni mobilni faze byl smichan
odpovidajici objem methanolu (60-85 %) s vodnym rozto-
kem 0,05M fosforecnanového pufru o pH v rozmezi 3,0 az
5,0. Jako optimalni byla zvolena mobilni faze se slozenim
MeOH:0,05M fosforecnanovy pufr o pH 5,0 (80:20) pro
obé¢ latky, pfi které hodnoty elucnich ¢asi byly do 4 minut.

Nejvhodngjsi potencial oxidace pfi riznych hodno-
tach pratokové rychlosti (proméfeno v rozmezi 0,6 az
1,4 ml min™") mobilni fize 1-AP a 1-HP byl odedten z
pfislusnych hydrodynamickych voltamogramii. Potencial
elektrody byl postupné zvySovan od +400 do +1200 mV.
Pii niz§im potencialu obé latky uz neposkytovaly zZadnou
odezvu a pii hodnoté¢ vyssi nez +1200 mV zakladni linie
byla velmi nestabilni. Potencial detekcni elektrody, pii
kterém obé¢ latky poskytuji nejlepsi odezvu, byl +1000 mV
pii pritokové rychlosti 1,0 mlmin' pro 1-AP
a 0,8 ml min™' pro 1-HP. Pii t&chto podminkéach byla pro-
meéfena koncentracni zavislost 1-AP a 1-HP v methanolu
(viz tab. I).



Chem. Listy 104, s61—s64 (2010) Cena Merck 2010
Tabulka I
Parametry kalibrac¢nich ptimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP ve vodné-methanolickém prostfedi pomoci DPV a HPLC-ED
na BDDE
Latka c Smérnice R LOD LOQ
[mol dm™] [nA mol™ dm?] [mol dm™] [mol dm™]
DPV?
1-AP 11107 - 1-107° 1,18:107 0,9969 6-107° 2-1077
1-HP 2:107-8107° 1,38:107 0,9934 11077 31077
HPLC-ED°
1-AP 11107 - 1-10°7° 5,42-10° 0,9990 5107 2-1077
1-HP 11107 -1-107 2,09-10° 0,9992 9-10° 3107

* Potencial piku pfi koncentraci 1-10° mol dm™ +443 mV (1-AP) a +310 mV (1-HP), podminky a prostedi viz text; ° re-
tencni ¢as 2,76 min (1-AP) a 3,93 (1-HP), mobilni faze a potencial pracovni elektrody viz text
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Obr. 1. (a) Voltamogramy 1-AP. Koncentrace v méfeném rozto-
ku 1-107 (1), 2:107° (2), 4107 (3), 6:107° (4), 8107 (5), 1-107°
(6) mol dm™. Méfeno metodou DPV na BDDE v prostiedi Me-
OH-BR puftr (7:3), pH BR pufru 3,0. (b) Chromatogramy 1-AP
v moéi. Koncentrace vmoéi 2:107° (1), 4107 (2), 6107 (3),
810° (4) a 1107 (5) moldm™. Piky neodpovidaji MF:
MeOH:0,05M fosfore¢nanovy pufr pH 5,0 (80:20), E = 1000 mV,
pritokovéa rychlost 1 ml min™'. Méfeno metodou HPLC-ED na
BDDE

s63

Pfi porovnani stanoveni 1-AP a 1-HP ve vodné-
methanolickém prostfedi metodou DPV a HPLC-ED vy-
sledky ukazuji, Ze citlivéj§i metodou je DPV, ale HPLC-
ED je pochopitelné selektivnéjsi. Souvisi to pravdépodob-
né s tim, ze pfi méfeni v pritokovém systému jsou mensi
problémy s pasivaci vzhledem k odplavovani produkti
elektrodové reakce od povrchu elektrody. Meze stanovitel-
nosti jsou téméf totozné.

Stanoveni 1-HP a 1-AP v moc¢i pomoci HPLC-ED

Na zéklad¢ zjisténych optimalnich parametrd pro
stanoveni obou latek v methanolu byla prométena koncen-
tracni zdvislost pro 1-AP a pro 1-HP v koncentra¢nim
rozmezi 1:10®* — 1:10° mol dm™ v modelovém vzorku
moci po pfedbézné separaci a prekoncentraci extrakci na
tuhé fazi. Parametry kalibracnich zavislosti jsou uvedené
v tab. II, vybrané chromatogramy na obr. 1b.

Zavér

Na zéklad€ provedeného vyzkumu elektrochemického
chovani 1-AP a 1-HP na borem dopované diamantové
filmové elektrodé¢ metodami DPV a HPLC-ED byly nale-
zeny optimalni podminky pro jejich stanoveni ve vodné-
methanolickém prostfedi a v mo¢i. Zavérem lze konstato-
vat, ze v pripadé monitorovani profesiondlni expozice
polycyklickym aromatickym uhlovodikim by citlivost
elektrochemického detektoru méla byt zcela postacujici
pro provedeni presné a rychlé analyzy.
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Tabulka IT
Parametry kalibrac¢nich ptimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP v moci po extrakci na tuhé fazi. Méteno metodou HPLC-ED

Latka Retencni Cas c Smeérnice R LOD LOQ
[min] [mol dm™] [nA mol™" dm’] [mol dm] [mol dm™]

1-AP 2,70 1110 - 1-107° 3,35:107 0,9996 1-10°8 3107

1-HP 3,95 1110 - 1-107° 1,92:107 0,9996 1-1078 3107

Tato prace byla financné podporovana Ministerstvem LITERATURA
Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekt LC 06035, MSM
0021620857 a RP 14/63). 1. Barek J., Bencko V., Cvacka J., Suta M.: Chem. Listy
92,794 (1998).
2. Barek J., Cvacka J., Moreira J. C., Zima J.: Chem.
Listy 90, 805 (1996).
3. Keimig S. D., Kirby K. W., Morgan D. P., Keiser J.
E., Hubert T. D.: Xenobiotica /3,415 (1983).
4. Peckova K., Musilova J., Barek J.: Crit. Rev. Anal.
Chem. 39,148 (2009).
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