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20. rocnik celostatni soutéze o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka
chemie ,,0 cenu Karla Stulika 2017¢ uspésné
probéhl na Ustavu chemie a biochemie
Piirodovédecké fakulty Jihoceské Univerzity
ve dnech 8. a 9. inora 2017

Jubilejni 20. ro¢nik této soutéze, ktera od roku 2015
nese jméno profesora Stulika, byl jisté distojnym ucténim
pamatky tohoto vyznamného analytického chemika, vyso-
kosSkolského pedagoga a zejména vynikajiciho cloveka.
Diky bezchybné préci organizaéniho vyboru z PiF JCU ve
slozeni RNDr. Jan Stérba, Ph.D., prof. RNDr. Libor Grub-
hoffer, CSc., RNDr. Pavlina Véchtova, Bc. Pavlina Koco-
va, Mgr. Zuzana Vavruskova, Bc. Hana Maskova, Rado-
mir Vokurka a Katefina Vancurova, jemuz nepochybné
patii srdecny dik vSech ucastnikti soutéze, vse probéhlo v
pfijemné a pratelské atmosféfe vySe uvedeného jihoCeské-
ho pracovisté. Soutéze se letos zcastnilo celkem
21 studenti z 8 ¢eskych vysokych skol uvedenych na
strankach soutéze (http://www.prf.jcu.cz/uchbch/
konference-a-workshopy/o-cenu-karla-stulika2017.html).

Vysoka uroven piihlasenych studentskych praci
a jejich profesiondln€ dokonalé prezentace si zaslouZi po-
dékovani vsem soutézicim bez ohledu na jejich konecné
umisténi, ale i jejich matefskym pracoviStim, kterd beze-
sporu vyraznym zpusobem prispéla k vysoké kvalité souté-
ze. Porota reprezentujici prakticky vSechna zucastnéna
pracoviste, ve slozeni doc. Ing. Martin Adam, Ph.D., prof.
RNDr. Jiti Barek, CSc., prof. RNDr. Libor Grubhoffer,
CSc., doc. Ing. Zdenka Kolska, Ph.D., doc. RNDr. Pfemysl
Lubal, Ph.D., doc. Ing. David Milde, PhD., Ing. Radmila
Rapkové, doc. Ing. Renata SeleSovska, Ph.D., prof. Ing.
Viéclav Svoréik, DrSc. a doc. Ing. Kamil Zaruba, PhD., tak
nem¢éla jednoduchy ukol.

Na prvnich trech pfickach se umistili:

1. misto: Be. Adam Pruska (Ustav chemie, Masarykova
univerzita) za praci s nazvem Studium fundamentalnich
parametril nanaSeni matrice pro zobrazovaci MALDI MS
biologickych ~ vzorkdi s vysokym  rozliSenim.
2. misto: Bc. Barbora Borainova (Piirodovédecka fakulta,
RCPTM, Univerzita Palackého v Olomouci) za praci
s nazvem Toxikologicka a forenzni analyza "new desig-
ner" benzodiazepint kapilarni elektroforézou s hmotnostni
spektrometrii.

3. misto: Be. Du$an Palacka (Ustav analytickej chémie,
Fakulta chemickej a potravinarskej technologie) za praci
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snazvem Simple and rapid method utilizing dispersive
liquid-liquid microextraction for alcohol-content samples
analysis.

Vzhledem k mimotadné kvalité prezentovanych praci
se porota rozhodla udélit ZvlaStni cenu poroty nasleduji-
cim soutéZicim:

Patriku Faganovi (Ustav analytické chemie, VSCHT) za
praci Studium struktury heroinu v roztoku spektroskopic-
kymi metodami.

Karlu Hofej$imu (Ustav chemie a biochemie, Piirodové-
decka fakulta, Jihoceska univerzita) za praci Vyvoj, opti-
malizace a validace analytické metody na stanoveni neuro-
toxinu B-N-methylamino-L-alaninu ve vodé pomoci LC/
MS.

Kateriné Krcéové (Katedra analytické chemie, Ptirodove-
decka fakulta Univerzity Palackého) za praci Uhlikové
mikroelektrody modifikované slitinou médi a niklu ke
stanoveni glukosy.

Markété Kuéerové (Ustav environmentalniho a chemic-
kého inzenyrstvi, Fakulta chemicko-technologickd, Uni-
verzita Pardubice) za praci Voltametrické stanoveni dan-
trolenu s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody.
Be. Evé Martinkové (Katedra analytické chemie, Pfirodo-
védeckd fakulta UK) za préci Studie interakce protaminu
s heparinem a jeji vyuzitelnosti v kapilarni elektroforéze.

Ze srdce blahopfeji viem ocenénym k mimoifaddnym
odvedenym vykonim. Na misté je vSak i vielé¢ podékovani
vSem soutézicim za jejich kvalitni prace a nadstandardni
vykony pfi jejich prezentaci. Za to si zaslouzi obdiv a tictu
rozsahlé Ceské analytické komunity. Rad bych zde podé-
koval i Ing. Radmile Rapkové, vykonné redaktorce &asopi-
su Chemické listy, a RNDr. Vlastimilu Vysko¢ilovi, PhD.
za peclivou ptipravu zvlastniho elektronického Cisla caso-
pisu Czech Chemical Society Symposium Series (http://
www.ccsss.cz/) vénovaného této soutézi.

A na zavér s potéSenim oznamuji nasi odborné veftej-
nosti, Zze nelehkého ukolu zorganizovat dalsi kolo soutéze
o Cenu Karla Stulika ve dnech 7. a 8. unora 2018 se ujal
tym kolegi z Ustavu analytické chemie Fakulty chemicko-
inzenyrské VSCHT v Praze pod vedenim doc. Ing. Kamila
Zaruby, PhD.

Jiri Barek
predseda odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Katedra ana-
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Uvod

Klinicka chémia vyuziva ako diagnostické markery
pre rdznorodé metabolické' a neurologické’ poruchy, vra-
tane tumorov drene nadobli¢iek, neuroblastomy’
a feochromocytomy*, kone&né metabolity katecholaminov,
kyselinu vanilmandl'ova (VMA) a kyselina homovanilovt
(HVA). Pomer ich koncentracii’ vo fyziologickych tekuti-
nach moéze byt taktiez vyuzity k diagnostike jednotlivych
ochoreni. Ide o elektroaktivne, Struktirou vel'mi obdobné,
fenolické karboxylové kyseliny (obr. 1), ktorych kvantifi-
kaciu je mozné previest elektroanalytickymi technikami
vyuzivajic pracovné elektrédy na baze uhliku, ako je py-
rolyticky grafit’, skleny uhlik®, kompozitné grafitové’ &i
screen-printed uhlikové elektrody®. Depozicia vhodného
kovovéhu filmu’, elektropolymerizacia'®'' & adsorpcia'?
organickych latok st pouzit¢ modifikicie elektrodovych
povrchov sluziace k zvyseniu selektivity a citlivosti stano-
venia VMA a HVA, za rovnakym ucelom boli pripravené
aj senzory zalozené na elektrode zo skleného uhliku po-
kryté vrstvou molekularne vtladeného polyméru®'?.

Elektrody zo sklené¢ho uhliku (glassy carbon, GC) st
najbeznejSie pouzivané uhlikové elektrody vd’aka ich vy-
bornym mechanickym a elektrickym vlastnostiam, pomer-
ne Sirokému rozsahu potencialoveho okna, chemicky inert-
nej povahe, nepriepustnosti pre plyny a kompatibilite so
vietkymi beznymi rozpuitadlami'®. Vysoka chemicka
a mechanicka stabilita, dokonca i v korozivnych prostre-
diach, inertny povrch prejavujuci sa nizkou adsorpciou,
relativna necitlivost k vyvoju kyslika, extrémne Siroké
potencidlové okno a nizke prudy pozadia st povazované
za vlastnosti, ktoré odliSuji boérom dopované diamantové
(BDD) elektrody od konvencnych elektrod, akou je aj GC
elektroda''®. Vyhodou BDD elektrody je i moznost’ elek-
trochemickej aktivacie in-situ v anodickom rezime pri
kladnych potencialoch, kedy dochadza k rozkladu vody za
vzniku *OH radikélov, ¢i v katodickom rezime pri zapor-
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nych potencialoch iniciujucich vyvoj vodiku'®'’. Mozna je
i mechanicka aktivacia BDD povrchu lestenim'®'®.

Ciel'om tejto prace bolo preskimat’ elektrochemické
spravanie oxidovatelnych latok VMA a HVA na BDD
a GC elektrodach, a vyuzit’ ich pre vyvoj voltametrickych
metdd pre stanovenie uvedenych markerov.

Experimentalna cast’

Vsetky chemikalie boli kvality p.a.: kyselina vanil-
mandlova, kyselina homovanilova (obe Sigma-Aldrich,
USA), chlorid draselny, trihydrat hexakyanozeleznatanu
draselného, kyselina octova (99 %), kyselina mravcia
(98 %) (vsetko Lachema, CR), hydroxid sodny, kyselina
trihydrogénfosforecna (85 %), metanol (vSetko Penta, CR),
amoniakalny roztok (25 %), kyselina borita (obe Lach-
Ner, CR), diamantovy sprej (velkost' Gastic 3 um a 1 pm,
Kemet International, UK), oxid hlinity (velkost' castic
0,3 um, Elektrochemické detektory, Turnov, CR; velkost
Castic 0,05 um, BDH Chemicals, UK).

Deionizovand voda (Millipore Mili plus Q systém,
USA), ktorej odpor nebol mensi nez 18,2 MQ, bola pouzi-
ta k priprave vSetkych vodnych roztokov.

Pre extrakciu na tuhej faze boli pouzité kolonky
Chromabond HR-XA (60 mg, 3 ml, Macherey-Nagel, Ne-
mecko) a nasledujuci postup'®. Kolonky boli aktivované
pomocou 3 ml CH;0H a 3 ml deionizovanej vody. Nasle-
dovala aplikacia prefiltrovaného mocu, nariedeného 5%
NH4OH k zaisteniu ionizovanej podoby analytov, o obje-
me 15 ml. Po premyvani 2 x 2 ml 5% NH4OH doslo
k suseniu kolonky za zvyseného tlaku po dobu 1 min, elu-
cia analytov bola prevedena 2 x 1 ml 10% HCOOH
v CH3;0H a nasledovalo opédt’ 1 min suSenie kolonky. Za-
chyteny eluat bol doplneny do 5 ml 0,1 mol 1"! fosfatovym
pufrom o pH 3,0.

Pre voltametrické merania boli pouzité pristroje Eco-
Tribo Polarograf ovladany programom PolarPro 5.1 (Eco-
Trend Plus, CR) a IviumStat riadeny softwarom IviumSoft
verzia 2.024 (Ivium Technologies, Holandsko).

Bolo vyuZivané Standardné trojelektrodové usporiada-
nie s referencnou argentchloridovou elektrodou
(Ag | AgCl | 3 mol I"' KCI), pomocnou platinovou elektro-
dou, (obe Elektrochemické detektory, CR), a ako pracovné
elektrody boli pouzit¢ BDD elektroda o priemere
3 mm, ploche 7, mm’ a s uroviiou dopovania bérom
~0,1 % (Windsor Scientific, UK), ktord bola anodicky
aktivovana, pokial' nie je uvedené inak, a GC elektroda
s priemerom 1 mm a plochou 0,785 mm’ (Bio-Logic
Science Instruments, Franctizsko).

Merania pH hodn6t boli prevddzané na digitdlnom
pH-metri s kombinovanou sklenenou elektrodou (Jenway,
UK).
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Vysledky a diskusia

Elektrochemicka charakterizacia GC a BDD elektrody
bola prevedena vyuzitim cyklickej voltametrie a k stavu
povrchu senzitivneho redoxného &inidla [Fe(CN)s]* "+ Pri
pouziti rychlosti scanu v =100 mV s st hodnoty rozdielu
potencialu anodického a katodického piku AE;, 125 mV pre
GC a 86 mV pre novu, eSte ziadnym spoésobom neaktivo-
vanii BDD elektrodu, ktorej povrch je hydrogenovany'e.
Voltametrickd odozva BDD elektrody sa vSak vyrazne
meni s Gpravou jej povrchu, najcastejSie sa vyuziva kon-
verzia na oxidovany povrch, o je mozné dosiahnut’ ano-
dickou polarizacou povrchu'®. Anodicka aktivacia BDD
elektrody (0,1 mol "' H,SO,, potencial aktivacie E, =
+2,4 V, 20 min) mala dramaticky efekt na redoxné sprava-
nie [Fe(CN)()]H“*, hodnota AE, sa vyrazne zvySila na
340 mV, ¢o je pravdepodobne nasledkom odpudzovania
medzi negativnymi nabojmi kyslikovych funkénych skupin
a pouzitého redoxného paru. Dalsou moznostou aktivacie
je leStenie na alumine, ktoré viedlo k opdtovnému znizeniu
hodnoty AE,na 116 mV.

Elektrooxidacia oboch Studovanych latok spdsobuje
pasivaciu GC i BDD elektrody. V priebehu dvojelektrono-
vého oxidaného procesu vznikd najprv fenoxyradikal
a nasledne karbokation na aromatickom kruhu, ktory je
napadany molekulou vody vystupujiicou ako nukleofil.
V doésledku toho dochadza k strate metoxy skupiny za
vzniku odpovedajucich o-chinénov™. V priebehu reakcie
modze dochadzat k stabilizacii radikdlu reakciou
s ,,yodi¢ovskou* zliceninou za vzniku diméru ¢i polyméru,
ktoré sa moézu prirodzene adsorbovat’ a spdsobovat’ pasiva-
ciu elektrod. Boli skimané rozne spdsoby zamedzenia
tohto neziaduceho deja. V pripade GC elektrody sa ako
jediny vhodny sposob zaistenia reprodukovatel’nosti signa-
lov preukazalo mechanické leStenie povrchu na postupne
mensich Casticiach diamantového spreju (3 um a 1 um)
a aluminy (0,05 pm). BDD elektrédu medzi naslednymi
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scanmi je mozné Cistit’ mechanicky leStenim na alumine,
i s vyuzitim katodickej (£, = —2,4 V) a anodickej (£, =
+2,4 V) elektrochemickej aktivacie in-situ, pricom najrep-
rodukovatel'nejsie a najvicsie vysky signalov boli dosiah-
nuté pri pouziti anodickej aktivacie po dobu 30 sekund za
su¢asného mieSania roztoku. Vyrazné rozdiely, nielen
v poklese velkosti priadov pikov, ale i v posu-
ne potencidlov oxida¢nych pikov HVA a VMA smerom
k pozitivnej$im hodnotam, boli zistené pri pouziti mecha-
nickej aktivacie, v porovnani s anodickym spdsobom
(obr. 1).

Brittonov-Robinsonov pufor v rozsahu pH 2,0-12,0
bol pouzity k preSetreniu vplyvu pH na namerané diferenc-
né pulzné (DP) voltamogramy latok. Oxidacia Studova-
nych metabolitov na BDD elektrode prebieha pri vyrazne
vyssich potencialoch, v pripade HVA +805 az +1010 mV,
u VMA +870 az +1120 mV, nez na GC elektrode, kde su
tieto hodnoty pre HVA v rozmedzi +210 az +630 mV,
au VMA +530 az +800 mV. S narastom pH sa v DP volta-
mogramoch HVA nameranych na BDD elektrode postupne
objavuju aj d’alsie piky. Na GC elektrode v celom skima-
nom rozsahu pH poskytuje HVA len jeden pik, ¢o je
v zhode so spravanim danej kyseliny aj na kompozitnych
uhlikovych filmoch’. Naopak, pri oxidacii VMA na GC
elektrode sa v rozmedzi pH 2,0-4,0 objavuju piky dva,
posunom k vy$8§im hodnotdm pH sa pocet zniZuje na jeden
pik, na uhlikovom kompozitnom filme VMA poskytuje
dva piky az do pH 11,0 (cit.”). Na BDD elektrode sa oxida-
cia VMA prejavuje jednym pikom, len v rozmedzi pH 10,0
az 12,0 sa v DP voltamogramoch zaznamenali nepatrné,
tazko kvantifikovatelné druhé piky. Z tohto vyplyva, Ze
elektrochemické spravanie oboch latok vyrazne zavisi na
type elektrodového materialu i na pH hodnotach zakladné-
ho elektrolytu, ¢o pravdepodobne suvisi s odliSnym me-
chanizmom oxidacie v zavislosti na pK, hodnotach?' diso-
cidcie karboxylovej skupiny (4,35 pre HVA a 3,44 pre
VMA) a hydroxylovej skupiny na aromatickom skelete
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Obr. 1. DP voltamogramy (A) HVA a (B) VMA (obe o ¢ = 0,1 mmol 1Y v 0,1 mol I'! fosfatovom pufri o pH 3,0 namerané na roz-
nych elektréodach na baze uhlika: (plnou ¢iarou) GC elektroda, (Ciarkovane) anodicky aktivovana BDD a (bodkociarkovane) mechanic-

ky lestenim na alumine aktivovana BDD elektroda
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(10,34 v pripade HVA a 9,93 pre VMA). Kyslé prostredie
o pH 2,0 a 3,0, kedy je potlacena disociacia oboch kyslych
funkénych skupin, je v pripade BDD i GC elektrody pre
ich stanovenie najvhodnejSie, pretoze poskytujii vyrazné
a dobre spracovatelné analytické signily (obr. 1). Ako
zakladny elektrolyt pre ich analyzu bol preto zvoleny 0,1
mol I”! fosfatovy pufor o pH 3,0.

Zavislosti vysky pradu piku HVA a VMA na rychlo-
sti polarizacie pre obe elektrody preukédzali, Zze anodicka
oxidacia HVA na BDD a GC elektrode a VMA na BDD
elektrode st deje kontrolované diftiziou. Na GC elektrode
je oxidacia VMA riadena adsorpciou.

Technika DPV bola pouzita k zmeraniu kalibra¢nych
zavislosti oboch skiimanych latok na GC a BDD elektrode.
Linearita v rozsahu koncentracii 2 az 100 pmol 1! pre
HVA a 6 az 100 umol I pre VMA, a limity stanovenia
0 hodnotach 3,0 umol 1" pre HVA a 5,0 umol 1™ pre VMA
boli namerané na GC elektrode. BDD elektroda poskytuje
linearnu zavislost' v rozsahu koncentracii 2 az 100 pmol 1"
pre obe latky, a prislusné limity kvantifikacie pre HVA
1,9 umol 1", a pre VMA 1,4 pmol 17, ktoré st nizsie
v porovnani s GC elektrodou. Zistené hodnoty limitov
detekcie a kvantifikacie na danych druhoch elektrod su
vSak postacujlice pre odhalenie a stanovenie oboch marke-
rov v moc¢i, kde sa ich fyziologicka koncentracia spravidla
pohybuje v rozmedzi 8,2-41,0 pumol I"' v pripade HVA
a 11,6-28,7 umol I"' u VMA®,

TaktieZ bola overena moZnost’ suc¢asnej detekcie HVA
a VMA v zmesi DPV metddou, kedy anodicky aktivovana
BDD elektroda je schopné v prostredi o pH 3,0 odlisit
odozvy jednotlivych kyselin, avSak dochadza k Ciastocné-
mu prekrytiu ich signdlov. Pre redlne vzorky mocu vSak
tato metdda nepriniesla uspokojivé vysledky. Na GC elek-
tréde v totoznom prostredi nie je mozné odliSit’ pik HVA
a prvy oxidacny pik VMA.

Preto bol optimalizovany proces extrakcie na tuhej
faze s pouzitim kolonky na baze silného anionového meni-
¢a pre HVA a VMA z deionizovanej vody, kde bola do-
siahnutd vytaznost’ viac nez 90 % pre obe latky. Pri apli-
kacii tohto postupu na vzorky mocu doslo sice
k vyznamnému zniZeniu vysky Sirokého piku o vyse 70 %
v oblasti potencidlov, kde sa oxiduje HVA a VMA,
v porovnani s neextrahovanou vzorkou mocu, no i napriek
tomu sa nepodarilo odlisit’ signaly jednotlivych kyselin
v tejto komplexnejsej biologickej matrici.

Zaver

V ramci tejto prace prebehlo vzdjomné porovnanie
pouzitych uhlikovych elektrodovych povrchov (GC elek-
troda, anodicky aktivovand BDD a mechanicky lestenim
aktivovand BDD elektroda) k preskiimaniu elektrochemic-
kého spravania dvoch vyznamnych klinickych markerov
VMA a HVA a optimalizicia podmienok ich stanovenia
pomocou voltametrickych technik. Najlepsie vysledky
poskytla anodicky aktivovana BDD elektroda, ktora bola
aplikovana aj na realne vzorky mocu priamo i po predcha-
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dzajucej extrakcii na tuhej faze, ani jeden pristup vSak
neviedol k metode umoznujicej spolahlivé sticasné stano-
venie oboch analytov. Dalsi vyskum je preto nutné smero-
vat' na obmedzenie vplyvu matrice, volbou iného typu
extrakénych koloniek €i separdciou v chromatografickych
systémoch. Zvysenie citlivosti a selektivity je mozné pred-
pokladat’ i vd’aka modifikécii elektrodového povrchu.

SB dakuje Grantovej agenture Univerzity Karlovej
(projekt GAUK 270316) a KS-P dakuje Grantovej agentii-
re Ceskej republiky (projekt GACR P206/15/02815S) za
financnu podporu tejto prdace. Projekt vznikol v ramci
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S. Baluchova and K. Schwarzova-Peckova (Charles
University, Faculty of Science, Department of Analytical
Chemistry, UNESCO Laboratory of Environmental Elec-
trochemistry): Vanillylmandelic and Homovanillic Acid:
Electroanalysis at Carbon-Based Electrodes

The electrooxidation of two important diagnostic
markers vanillylmandelic and homovanillic acid at boron-
doped diamond (BDD) electrode and glassy carbon (GC)
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electrode using voltammetric techniques was investigated.
Their behavior in aqueous media depends significantly on
pH and used electrode material; the highest and best devel-
oped voltammetric signals at both electrodes were obtained
in an acidic medium when studied organic acids occur in
their non-ionized form. Calibration dependences are linear
for both compounds at both electrodes in phosphate buffer
pH 3.0 in the concentration range from 2 to 100 pmol 1.
Using differential pulse voltammetry limits of detection for
homovanillic acid 0.6 pmol 1'at BDD electrode and
0.9 umol 1™ at GC electrode, and for vanillylmandelic acid
0.4 umol 1" and 1.5 pmol 1" at BDD and GC electrode,
respectively, were achieved. The possibility of their simul-
taneous determination was also verified and anodically
oxidized boron-doped diamoned electrode was used for
measurements in real urine samples directly and after solid
phase extraction.

Keywords: boron-doped diamond electrode, glassy carbon
electrode, homovanillic acid, vanillylmandelic acid, volt-
ammetry
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TOXIKOLOGICKA A FOR};NZM ANALYZA "NEW DESIGNER" ,
BENZODIAZEPINU KAPILARNI ELEKTROFOREZOU S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII

BARBORA BORANOVA, MARTIN SVIDRNOCH ~ Uvod
a VITEZSLAV MAIER

Substance, které jsou souhrnné oznacovany jako “new
designer drugs” (nové syntetické drogy), jsou svou struk-

lych technologii a materidalii, Pfirodovédecka fakulta, turou i ¢inkem podobné znamym nelegalnim drogam.

Univerzita Palackého v Olomouci, 17. listopadu 12, Nové syntetické drogy vSak na rozdil od kontrolovanych
771 46 Olomouc drog, nejsou uvedeny v seznamu omamnych a psychotrop-

nich latek. Mezi nové syntetické drogy, které jsou rozsite-
ny po celém svété, patfi zejména syntetické kathinony,
fenylethylaminy, opiaty a syntetické kanabinoidy'”
V roce 2014 ptibyly do této skupiny novych syntetickych

Katedra analytické chemie, Regionalni centrum pokroci-

boranova.barbora@email.cz

Klicova slova: new designer benzodiazepiny, kapilarni drog také nové syntetické benzodiazepiny™’.
elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, toxikologicka Syntetické benzodiazepiny jsou strukturnd velmi po-
analyza, forenzni analyza dobné benzodiazepintim, které jsou vyuzivany jako léCiva,

a také jsou naduzivany a zneuzivany jako navykové latky.
Ackoli maji nové syntetické benzodiazepiny podobnou
strukturu i fyziologické ucinky jako benzodiazepiny kla-
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Obr. 1. Chemické struktury studovanych syntetickych benzodiazepini
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sické, nejsou vyuzivany k terapeutickym ugelim®. Naopak
jsou na nelegalni drogové scéné distribuovany jako nové
drogy nebo nahrazky bézn¢ zneuzivanych drog.

Analyza novych syntetickych drog predstavuje obtiz-
ny ukol pro toxikologické a forenzni laboratofe zejména
proto, Ze tyto laboratofe vyuzivaji zavedené rutinni postu-
py zaméfené na prikaz intoxikaci latkami, které jiz jsou
uvedeny na seznamu nelegalnich latek. V tadé pripada tak
mize dojit k faleSn¢ negativnim zavértim, kdy neni proka-
zana zadnd nelegalni latka ¢i  jeji  metabolit
v analyzovanych t¢lnich tekutinach.

Doposud publikované prace popisuji zejména charak-
terizaci jednotlivych novych syntetickych benzodiazepind
(ptipadné jejich metabolitl) pomoci nékolika analytickych
metod bez zaméfeni na screening vSech syntetickych ben-
zodiazepin v télnich tekutinach (zejména v krvi a v moci)
719 Pouze jedina prace se zabyva simultanni toxikologic-
kou analyzou jedenacti syntetickych benzodiazepind
v mogi'.

Alternativou k dnes jiz zavedenym chromatografic-
kym metoddm v toxikologické a forenzni analyze miZze
byt vyuziti kapilarnich elektromigrac¢nich metod ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii'. Pisp&vek popi-
suje vyvoj metody separace vybranych novych syntetic-
kych benzodiazepinti (chemické struktury jsou zobrazeny
na obr. 1) s pomoci kapilarni elektroforézy s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (CE-ESI-MS/MS). Vyvinuta
metoda byla validovéana a aplikovana na analyzu syntetic-
kych benzodiazepinii v séru.

Experimentalni ¢ast

Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektro-
metrii bylo realizovano s vyuzitim kapilarni elektroforézy
(Agilent 7100, Waldbronn, Némecko) a hmotnostnim
spektrometrem Agilent (Agilent 6460 Triple Quad,
Singapur) s ionizaci elektrosprejem. Pomocna sprejovaci
kapalina o slozeni methanol:voda:kyselina mravenci (50 :
49,8 : 0,2, vA/v) a pritoku 6 pl min”' byla dodavana
pomoci pumpy Agilent (Agilent 1260 LC pump,
Singapur). Separace byly provadény v kiemennych
kapilarach délky 70 cm a vnitfnim priméru 50 pum
(MicroSolv Technologies, New Jersey, USA), které byly v
laboratofi  modifikovdny  vicendsobnym  iontovym
pokrytim (SMIL — successe multiple ionic-polymer layer)

. Separacni elektrolyt mél sloZzeni 20 mM octan
amonny Vv acetonitrilu s piidavkem 100 mM
trifluorooctové  kyseliny. Davkovani vzorku bylo
provedeno tlakem 50 mbar po dobu 5 s. Separacni napéti
bylo —20 kV. Parametry ionizace elektrosprejem byly
nasledujici: sprejovaci napéti + 4,0 kV, prutok a tlak
pomocného sprejovaciho plynu (N;) byl 10 dm® min™'
a 6 psi. Teplota nebulizacniho plynu byla nastavena na
250 °C. Data byla ziskdna s vyuzZitim MRM (multiple
reaction mode).

Standardy syntetickych benzodiazepini byly zakou-
peny od firmy Chiron AS (Trondheim, Norsko). Deutero-
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vané  benzodiazepiny  (diazepam-d5,  etizolam-d3,
phenazepam-d4) pouzité jako interni standardy (IS) byly
zakoupeny ve firmé Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Ostatni chemikalie (rozpoustédla, slozky pracovniho
elektrolytu, pomocné sprejovaci kapaliny a chemikélie
potiebné pro pokryti kapilar) byly rovnéz zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich v ¢istot€ p.a nebo vyssi.

Biologicky material

Plné krev byla centrifugovéna pii 5000 ot./min a zis-
kané sérum bylo obohaceno ptidavkem syntetickych ben-
zodiazepint a IS. Extrakce analytll ze séra byla provedena
nasledovné: ke 100 pl séra bylo pfidano 900 ul 50 mM
Tris/Cl pufru o pH 9,0 a 1000 pl 1-chlorbutanu. Celd smés
byla v plastové mikrozkumavce promichana. Rozdé€leni
organické vrstvy a vodné vrstvy bylo podpofeno centrifu-
gaci pti 12 000 ot./min. Centrifugované vzorky byly uloze-
ny po dobu 10 min do mraziciho boxu na — 80 °C, kde
doslo ke zmrznuti vodné vrstvy. Vrchni organicka vrstva
byla odebrana a odpatena pod proudem dusiku pfi labora-
torni teploté. Odparek byl rekonstituovan ve 100 pl aceto-
nitrilu a davkovan do kapilary.

Vysledky a diskuse

Syntetické benzodiazepiny se ve vodném prostiedi
chovaji jako velmi slabé kyseliny, dosazeni separace
s dostate¢nym rozliSenim ve vodnych elektrolytech je bez
pouziti aditiv, které negativné ovliviiuji ti€innosti ionizace
elektrosprejem, nemozné. Studovany tedy byly moZnosti
separace syntetickych benzodiazepinii v nevodnych elek-
trolytech. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosazeno s vyuZzitim
20 mM octanu amonného v acetonitrilu s pfidavkem
100 mM trifluorooctové kyseliny. V tomto prostfedi ben-
zodiazepiny migruji jako kationty. K dosazeni pozadova-
ného rozliSeni benzodiazepinil byla separace uskute¢néna
v kapilate, jejiz vnitini povrch nese kladny naboj (vysledek
SMIL pokryti) a elektroosmoticky tok smétuje od katody
k anodé. Na strané ESI-MS/MS detekce byl studovan vliv
sprejovaciho napéti, teploty, prutoku a tlaku pomocného
sprejovaciho plynu. Dale byl studovan vliv slozeni pomoc-
né sprejovaci kapaliny a jejiho pritoku na velikost odezvy
jednotlivych separovanych syntetickych benzodiazepind.
Cilem bylo dosazeni co nejvyssi citlivosti. Pro identifikaci
a kvantifikaci byla také optimalizovana kolizni energie
a nalezeny vhodné prechody pro identifikaci a kvantifikaci
separovanych syntetickych benzodiazepint. Pro kvantifi-
kaci byly pouzity deuterované IS. Rekonstruovany MRM
elektroferogram CE-ESI-MS/MS separace standardni smé-
si za optimalnich podminek (shrnuty v popisku obrazku) je
zobrazen na obr. 2A.

Vyvinuta metoda byla dale pouzita pro Gcely separa-
ce, identifikace a kvantifikace syntetickych benzodiazepi-
nu v séru pro objektivni diagnostiku intoxikace studovany-
mi benzodiazepiny. Syntetické benzodiazepiny (obdobné
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Obr. 2. Rekonstruované MRM chromatogramy CE-ESI-MS/MS separace syntetickych benzodiazepinii; A: separace standardd 50
ng ml™', B: separace extraktu séra obohaceného syntetickymi benzodiazepiny 10 ng ml™' a extraktu slepého vzorku séra. Podminky: sepa-
racni elektrolyt 20 mM octan amonny v ACN s ptidavkem 100 mM trifluorooctova kyselina, U = —20 kV, davkovani 50 mbar/5 s, Ugg; =
+4,0 kV, T = 250 °C, pritok nebulizaéniho plynu 10 dm® min™', tlak nebulizatniho plynu 6 psi, pomocna sprejovaci kapalina MeOH/
voda/HCOOH (50:49,8:0,2, v/v/v), pritok sprejovaci kapaliny 6 pl min™'. 1 — diclazepam, 2 —phenazepam, 3 — flubromazolam, 4 — etizo-
lam, 5 — flubromazepam, 6 — nimetazepam, 7 — pyrazolam, 8 — deschloroetizolam, 9 — bentazepam

jako klasické benzodiazepiny) vykazuji silnou vazbu na
proteiny krevniho séra, takZe pro jejich extrakci ze séra
byla vyuzita L-L extrakce do 1-chlorbutanu. Rekonstruo-
vany MRM elektroferogram CE-ESI-MS/MS separace
extraktu séra a negativniho séra za optimalnich podminek
je zobrazen na obr. 2B.

Vyvinuta metoda CE-ESI-MS/MS separace, identifi-
kace a kvantifikace byla validovana dle pozadavkl klade-
nych na toxikologickou a forenzni analyzu'’ z hlediska
pfesnosti, spravnosti, linearity kalibracnich zavislosti, vy-
téznosti, limith kvantifikace a detekce a matri¢nich efekta.
Vybrané vysledky ptehledné shrnuje tabulka I.

Zavér

Vyvoj novych analyticko-toxikologickych metod pro
nové syntetické drogy je nezbytny k jejich prukazu a za-
chytu pfi intoxikaci, nebot’ tyto latky pronikaji na evrop-
skou drogovou scénu. V tomto kontextu byla vyvinuta
nova selektivni metoda pro separaci, identifikaci a kvanti-
fikaci syntetickych drog v séru s pomoci CE-ESI-MS/MS
a jednoduché ptipravy vzorku. Limity detekci jsou srovna-
telné s LC-ESI-MS analyzou a prezentovani metoda mutize
tedy slouzit jako ucinna alternativa pro toxikologickou
a forenzni analyzu syntetickych benzodiazepinli. Navic

Tabulka I

Vybrané valida¢ni parametry metody stanoveni syntetickych benzodiazepinii (n = 6)
Synteticky Fragmentaéni Kolizni Linearni Koeficient Limit Vytéznost
benzodiazepin prechod energie  dynamicky rozsah  determinace detekce [%]

[eV] [ng ml™'] R*[-] [ng ml™']

Nimetazepam 296,0 ->250,1 25 5-600 0,9994 1,5 85,2
Bentazepam 297,0 -> 166,2 30 5-600 0,9999 1,5 87,9
Deschloroetizolam 309,0 ->255,1 25 5-600 0,9996 1,5 87,3
Diclazepam 318,9 ->227,0 30 5-600 0,9966 1,5 87,8
Flubromazepam 332,9 ->226,0 30 10 - 600 0,9975 3,0 76,2
Etizolam 343,0 ->313,9 20 5-600 0,9992 1,5 84,3
Phenazepam 350,9 ->206,1 35 10 — 600 0,9999 3,0 84,9
Pyrazolam 353,9 ->167,0 35 50 - 600 0,9985 15,0 75,6
Flubromazolam 370,9 ->343,0 30 10 — 600 0,9993 1,5 77,7
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metoda CE-ESI-MS/MS vykazuje lepsi rozliSeni pouze za
cenu mirného prodlouzeni analyzy oproti LC-MS metodé¢.

Tato prace byla realizovana za podpory grantu
¢ LO1035 Ministerstva Skolstvi, mladeze a sportu Ceskeé

republiky.
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sic Analysis of "New Designer" Benzodiazepines using
Capillary Electrophoresis-Mass Spectrometry

A new method of separation, identification and quan-
tification of nine designer benzodiazepines was developed
using nonaqueous capillary electrophoresis hyphenated
with tandem mass spectrometry. Separation was done in
20 mM ammonium acetate electrolyte with addition of
100 mM trifluoroacetic acid at negative voltage polarity
employing successive multiple ionic-polymer coated capil-
lary with reversal electroosmotic flow. The developed
method was validated for toxicological and forensic analy-
sis of designer benzodiazepines in human serum after
a simple liquid-liquid extraction. The method was com-
pared with LC-MS method namely in terms of sensitivity.
The obtained LODs of designer benzodiazepines for
CE-ESI-MS/MS method were in the range from 1.5 ng mL"'
to 15 ng mL™" which are comparable with LC-MS method.
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TESTOVANIE POLYMEROV S ODTLACKOM MOLEKULY KUMARINOV
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Kracové slova: polyméry s odtlackami molekul na
povrchu magnetického nosica, kumariny, selektivna
extrakcia

Uvod

Pri aprave vzorky a HPLC separécii zloziek sa vyuZzi-
vaju materialy, vd’aka ktorym mozno dosiahntit vysoku
selektivitu predseparanej Upravy zlozitych vzoriek
a separacie latok. Sorbenty na zaklade polymérov s odtlac-
kami molekul (MIP, molecularly imprinted polymer) st
schopné selektivne viazat' cielovy analyt zo zmesi. Na
pripravu sa vyuzivaju rozne polymerizacné sposoby
s cielom ziskat’ MIP s definovanymi vlastnostami Castic.
Optimalizécia postupu pripravy, testovanie zlozenia poly-
meriza¢nej zmesi a hodnotenie vlastnosti MIP je mnoho-
krat ¢asovo narocné. Vol'ba sposobu pripravy zavisi od ich
zamy§laného vyuzitia. Pre pripravu SPE sorbentov sa pou-
ziva blokova polymerizacia, kym suspenznou alebo viac-
krokovou napuciavacou polymerizéciou sa pripravuji sor-
benty pre stacionarne fazy v HPLC'.

Polymerizicia na povrchu vhodného nosica je inova-
tivny spdsob pripravy MIP. Nosi¢om mdze byt napr. akti-
vovany silikagél, magnetické nanocastice, chitozan, oxid
hlinity a iné”. Vyhodou takto pripravenych sorbentov,
v porovnani s blokovou polymerizéciou, je rychlejsia kine-
tika sorpcie, vyrazne vysSia selektivita, vacsi pocet dostup-
nych interakénych miest a rovnomerna zrnitost’ Castic.

Magnetické polyméry s odtlaCkami molekal (MMIP,
magnetic molecularly imprinted polymer) st pripravované
na povrchu magnetickych nanocastic (napr. Fe;O4). Pouzi-
tie MMIP spdja vyhody selektivnej extrakcie latok
a jednoduchého oddelenia sorbentu od roztoku pomocou
externého magnetického pola. Vyznacuju sa tieZ vysokou
stabilitou a odolnostou voci Sirokému rozmedziu pH
a r0znym rozpusStadldm. Vd’aka svojim vlastnostiam maji
vel’ku perspektivu vo vyuziti najmi ako selektivne sorben-
ty pri analyze zlozitych vzoriek (vzorky zivotného prostre-
dia, potravin, telovych tekutin a iné)**.
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Praca bola zamerana na pripravu MIP na povrchu
magnetickych Fe;O0,4 nanocastic a sledovanie vplyvu druhu
templatu pre molekulové odtlacanie na sorpcné vlastnosti,
kinetiku sorpcie a selektivitu pripravenych sorbentov. Pou-
ziteI'nost MMIP bola testovana pre extrakciu kumarinov
zo zaparu levandule.

Experimentalna cast’

Chemikalie na pripravu a testovanie vlastnosti poly-
mérnych sorbentov, chloroform, etanol (Cistota pre
HPLC), acetdn, kyselina octova, 2,2 -azobisizobutyronitril
(AIBN), kyselina metakrylova (MAA), etylénglykol dime-
takrylat (EGDMA) (Cistota p. a.) boli zaobstarané
od Merck (Nemecko). Kyselina olejovda, FeCl;- 6 H,O
(Cistota > 99 %), FeCl, - 4 H,O (Cistota > 98 %), NaOH
(Cistota p.a.) boli zaobstarané od CentralChem (SR). Poly-
vinylpyrolidon (PVP) (pre syntézu) bol zaobstarany od
Alfa Aesar (SR) a dusik (99,9 %) od Messer (SR). Aceto-
nitril na pripravu mobilnej fazy (pre gradientovu HPLC)
pre HPLC separacie bol zaobstarany z VWR (SR). V pra-
ci bola pouzitd deionizovana voda Milli-Q (Millipore,
USA). Referencné latky kumarinov (7-hydroxykumarin,
kumarin, 7-metoxykumarin, 7-hydroxy-4-metylkumarin,
4-hydroxykumarin; > 99 %) boli zaobstarané¢ od Sigma-
Aldrich (Nemecko).

Vzorka susenej lieCivej rastliny (levandula) bola zis-
kané z obchodnej siete a bola uchovavana v laboratérnych
podmienkach.

Priprava zéparu zrastlinnej vzorky: K 1,0 g suSenej
levandule sa pridalo 8 ml vody (75 °C) a zmes sa miesala
na laboratdrnej mieSacke po€as 60 min pri teplote 22 °C.
Po centrifugacii (4000 rpm, 10 min) sa supernatant oddelil,
prefiltroval cez 0,45 um nylonovy striekackovy filter. Vy-
taznost bola stanovena metddou Standardného pridavku na
troch koncentra¢nych hladinach (8, 160, 400 pg kumari-
nu/ g vzorky).

Postup pripravy magnetickych polymérov s odtlacka-
mi molekul zahrioval tri kroky, I) priprava Fe;O, magne-
tickych nanocastic’; IT) modifikéacia ich povrchu pomocou
kyseliny olejovej; a III) polymerizacia MIP pre templaty
kumarin a 7-hydroxykumarin na povrchu nosi¢a nekova-
lentnym spdsobom. Fe;O04 (1 g) sa miesal s kyselinou ole-
jovou (1 ml) 10 min v inertnej atmosfére dusika (zmes A).
MAA (8 mmol) a templat (7-hydroxykumarin alebo kuma-
rin) (1 mmol) sa rozpustili v chloroforme (20 ml) (zmes
B). Zmesi A a B sa zmiesali, pridal sa EGDMA (20 mmol)
a vyslednd zmes sa mieSala 30 min v inertnej atmosfére
dusika (zmes C). PVP (0,4 g) sa rozpustil v etanole
(100 ml), roztok sa zahrial na 60 °C a zmiesal so zmesou C
a AIBN (0,1 g). Polymerizacia sa uskuto¢nila pri teplote
60 °C pocas 24 h v inertnom prostredi dusika. MMIP bol
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oddeleny od roztoku pomocou magnetu a premyty deioni-
zovanou vodou (5 x 500 ml). Templat bol odstraneny
z polyméru extrakciou pouZitim zmesi metanol/kyselina
octova (9/1, v/v; 100 ml).

Magneticky polymér bez odtlacku molekuly (MNIP)
sa pripravil rovnakym spdsobom ako polymér s odtlackom
molekuly, ale bez pridania templatu do polymerizacne;j
zmesi.

Pre hodnotenie sorpcnej kapacity, selektivity
a kinetiky sorpcie sa k 0,05 g MMIP alebo MNIP pridal
roztok latky (7-hydroxykumarin, kumarin, 7-metoxy-
kumarin, 7-hydroxy-4-metylkumarin, 4-hydroxykumarin)
a zmes sa miesala 10, 15, 20, 30, 60 min, 6 h, a 20 h pri
teplote 22 °C. Koncentracia latky v roztoku bola 10 pg ml™
(roztok pripraveny v metanol/voda 1/1, v/v). Pre MMIP-7-
-hydroxykumarin sa pouzilo 1,25 ml roztoku latky a pre
MMIP-kumarin 3 ml roztoku latky. MnoZstvo nesorbova-
nej latky sa stanovilo metdédou HPLC.

Na HPLC separaciu kumarinov sa pouZila stacionarna
faza LiChrosper 100 RP18 (4 x 250 mm L.D., 5 um). Mo-
bilnou fazou bola zmes 0,3 % kyselina octovéa/acetonitril
(9/1, v/v) (A) a 100 % acetonitril (B) s gradientovou elu-
ciou: 0-22,5 min linearny gradient B 0-36 %. Prietok mo-
bilnej fazy bol 1 ml min™", davkovany objem 20 pl a teplo-
ta kolony 22 °C. Na detekciu kumarinov sa pouzil detektor
s diédovym pol'om. Chromatogramy boli snimané pri vl-
novej dizke 280 nm (cit.®).

Vysledky a diskusia

Polymérne sorbenty pre templaty kumarin a 7-hydro-
xykumarin boli pripravené viackrokovym postupom. Zlo-
zenie polymerizacnej zmesi (MAA ako funkény monomér,
chloroform ako porogém, EGDMA a AIBN ako siet'ovacie
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¢inidlo a inicidtor polymerizacie) sa zvolilo na zéklade
vysledkov v predoslej praci®.

Pripravené polyméry na povrchu magnetického Fe;O4
nosi¢a pre kumarin a 7-hydroxykumarin sa hodnotili na
zdklade Specifickej sorpcnej kapacity, selektivity
a kinetiky sorpcie. Specifickd sorpéna kapacita priprave-
nych polymérov sa zistovala vsaddzkovym spdsobom
a zodpovedala mnozstvu latky sorbovanej polymérom
(uvadzané na 1 g sorbentu). Sorpéna kapacita MMIP-7-
hydroxykumarin bola vysS§ia ako sorp¢na kapacita MNIP
v celom testovanom koncentra¢nom rozsahu (0,5-100
pg ml™). Hodnota $pecifickej sorpénej kapacity (rozdiel
sorpcnej kapacity MMIP a MNIP) bola 79,7 pug 7-hydroxy-
kumarinu na 1 g polyméru. Pre MMIP-kumarin sa pozoro-
val opacny efekt. MNIP vykazoval vyssiu afinitu pre mole-
kuly templatu ako MMIP, ¢o naznacilo dominantny vplyv
nespecifickych interakcii.

Sledovanie kinetiky poskytlo informacie o procese
sorpciec na MMIP. Uginnost sorpcie bola preetrovand
v ¢asovom intervale od 5 min do 20 h. V pripade MMIP-7-
-hydroxykumarin sa adsorbované mnozstvo zvySovalo
pocas prvych 15 min a rovnovaha sa dosiahla po 30 min
pre templat aj testované Struktirne analdgy (kumarin,
7-metoxykumarin, 7-hydroxy-4-metylkumarin, 4-hydroxy-
kumarin). U MMIP-kumarinu sa dosiahla rovnovaha po
60 min.

Hodnotenim selektivity (obr. 1) sa zistilo, Ze priprave-
ny polymér pre templat 7-hydroxykumarin bol vysoko
selektivny pre jeho templat (a = 2.,4; selektivitny koeficient
o — mnozstvo latky sorbované na MMIP / mnozstvo latky
sorbované na MNIP) abol selektivny aj pre Studované
analogy (kumarin, 7-metoxykumarin, 7-hydroxy-4-metyl-
kumarin, 4-hydroxykumarin). Naopak, MMIP-kumarin
mal nizku selektivitu pre Studované latky vratane templatu
(a<1).

uplewnyAxeIpAy-¢
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Obr. 1. Selektivitné koeficienty (o) derivatov kumarinu zistené pre MMIP-7-hydroxykumarin (ll) a MMIP-kumarin (CJ)
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Chromatografické charakteristiky (retencny &as f, rozliSovaci faktor Ryj, symetria piku S) pre HPLC separaciu kumarinov

Kumariny t; [min] R; S

7-Hydroxykumarin 13,64 13,6 0,98
7-Hydroxy-4-Metylkumarin 16,72 1,9 0,99
4-Hydroxykumarin 17,16 8,4 0,94
Kumarin 20,80 10,6 0,97
7-Metoxykumarin 22,94 0,98

n=3,RSD <3 %, = 2,2 min

Jednym z ciel'ov prace bolo testovat’ vhodnost’ pouzi-
tia MMIP na selektivnu extrakciu kumarinov zo zaparu
reélnej vzorky. V prvom kroku sa preSetril vplyv mnozstva
MMIP-7-hydroxykumarin (0,1 g, 0,3 g, 0,5 g a 0,7 g)
a Casu desorpcie na ucinnost’ extrakcie. Vytaznost' extra-
kcie sa zvySovala s narastajuicim mnozstvom MMIP
a uspokojivé vysledky (vytaznost’ > 70 %) boli ziskané pre
0,5 g sorbentu. Dalsie zvyovanie mnoZstva polyméru
nemalo vyznamny vplyv na vytaznost. Desorpcia 7-
hydroxykumarinu z MMIP bola testovana v ¢asovom inter-
vale od 10 do 60 min. Zistilo sa, Ze 30 min je dostatocny
¢as na desorpciu latok.

Navrhovany extrakény postup bol nasledovny: MMIP-
7-hydroxykumarin (0,5 g) sa premyl s 3 ml zmesi metanol/
kyselina octova (9/1, v/v) a nasledne 5 ml vody. Superna-
tant bol oddeleny od polyméru pouzitim externého magne-
tu. K MMIP sa pridalo 1,25 ml roztoku vzorky a zmes sa
miesala 30 min pri teplote 22 °C. MMIP sa oddelil od roz-
toku pomocou magnetu, premyl s 2ml vody po dobu
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2 min a vysu$il vdkuom. Na eluciu analytov z MMIP sa
pouzilo 1,25 ml zmesi metanol/kyselina octova (9/1, v/v)
s dobou desorpcie 30 min. Eluent sa oddelil od MMIP
pomocou magnetu a analyzoval HPLC metédou. HPLC-
DAD metéda s MMIP-7-hydroxykumarin extrakciou sa
pouzila na separaciu (tabul’ka I) a stanovenie kumarinov a
bola hodnotend z hladiska linearity, citlivosti, presnosti a
vytaznosti. V testovanej vzorke sa, na zaklade porovnania
retencnych faktorov a UV spektier (obr. 2) zloziek vzorky
a referenénych latok, zistila pritomnost’ kumarinu. Mnoz-
stvo kumarinu bolo 0,13 + 0,01 mg g'. Matricova kalib-
raéna zavislost’ bola linearna (r* = 0,9954) v rozsahu kon-
centracii od 0,5 ugml™” do 100 pgml™"'. Medza detekcie
(signal / um = 3) kumarinu bola 1,04 pg g a medza sta-
novitelnosti (signal / um = 10) bola 3,44 pg g'. Vnitrod-
fovd a medzidiiova presnost’ boli menej ako 6 % a 8 %.
Vytaznost MMIP extrakcie zistovana v koncentracnom
rozsahu 8400 pg g ' kumarinu bola v rozsahu 79-81 %.
HPLC chromatografické zdznamy zaparu vzorky levandule

B
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Obr. 2. Chromatografické zaiznamy HPLC separicie ziaparu levandule (A) a extraktu po magnetickej MIP-7-hydroxykumarin
extrakcii (B). Stacionarna faza: LiChrosper 100 RP18 (4 x 250 mm [.D., 5 um), mobilna faza: 0,3 % kyselina octova/acetonitril (9/1, v/v)
(A) a 100 % acetonitril (B) s gradientovou elticiou (0-22,5 min 0-36 % B), prietok: 1 ml min™, ddvkovany objem: 20 pl, teplota kolony:

22 °C, detekcia: UV (280 nm)

62



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 15,49-100 (2017)

bez pouZitia a s pouzitim MMIP extrakcie (obr. 2) doku-
mentuju vhodnost' zvoleného extrakéného postupu pre
magneticki MIP extrakciu kumarinu.

Zaver

MIP boli pripravené na povrchu Fe;O4 magnetickych
nanocastic pre templaty zo skupiny kumarinov a testované
z hl'adiska sorpénej kapacity, selektivity a kinetiky sorpcie.
MMIP-7-hydroxykumarin vykazoval lepSie sorpcné vlast-
nosti ako MMIP-kumarin. PreSetrenim selektivity sa zisti-
lo, ze MMIP-7-hydroxykumarin bol skupinovo-selektivny
pre testovani skupinu latok. Maximélna sorpcia molekil
templatu a Strukturnych analégov sa dosiahla do 30 min
sorpcie. MMIP-7-hydroxykumarin sa vyuZil ako selektiv-
ny sorbent pre MIP extrakciu kumarinu zo zaparu vzorky
levandule. Vysledky prvotnej Stidie poukazali, ze MMIP
extrakcia je rychly, pohodlny, efektivny a selektivny spo-
sob upravy vzoriek, prip. aj skoncentrovania latok, pred
HPLC analyzou.
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va (Institute of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical
and Food Technology, Slovak University of Technology in
Bratislava, Bratislava, Slovak Republic): Evaluation of
Molecularly Imprinted Polymers for Coumarins Pre-
pared on The Magnetic Nanoparticles Support

Molecularly imprinted polymers for templates couma-
rin and 7-hydroxycoumarin were synthesized by using
surface molecular imprinting technique on Fe;O4 nanopar-
ticles. Sorption capacity, sorption kinetics and selectivity
of prepared sorbents were evaluated. Sorbent prepared for
7-hydroxycoumarin was applied for magnetic extraction of
coumarins from lavender sample. Coumarin was deter-
mined by HPLC. Precision, recovery, LOD, LOQ, and
linear working range of the method were determined.

Keywords: magnetic molecularly imprinted polymers,
coumarins, selective extraction
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STUDIUM STRUKTURY HEROINU V ROZTOKU SPEKTROSKOPICKYMI

METODAMI
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Kli¢ova slova: heroin, cirkularni dichroismus, ab initio
vypocty, konformacni analyza

Uvod

Heroin je krystalicka latka nahotklé chuti, témét bez
zapachu. Jedna se o polosynteticky alkaloid pattici do sku-
piny derivati morfinu. Velmi Casto byva oznacovan jako
3,6-diacetylmorfin'. Zakladem pro jeho syntézu je morfin,
ktery se ziskava izolaci ze zaschlé mlécné $tavy (opia)
vyméSované nezralymi narusenymi plody nékterych druhti
makd, napt. Papaver somniferum Linné*. Nejvyznamngjsi
cast celosvétové produkce opia je lokalizovana na tzemi
jihozapadni Asie (Afghanistin, Pékistin a Indie)’. Pro
zjisténi struktury molekul v pevné fazi, véetné téch ptirod-
niho charakteru, se nejcastéji vyuziva rentgenostrukturni
(X-Ray) analyza® Tato metoda ma viak nékolik uskali.
Jednim z nich je, Ze pfevedeni analyzované latky do krys-
talu byva velmi Casto Casové i experimentalné¢ narocné
a ne viechny latky je mozné do krystalické formy prevést’.
V pripad¢ biologicky aktivnich latek, mezi které patii také
heroin, byva struktura ziskana krystalografickou analyzou
odli$na od struktury, kterou latka zaujima v roztoku, tedy
napt. ve svém fyziologickém prostiedi’. Jelikoz heroin
patii mezi chiralni molekuly, 1ze pro jeho strukturni a kon-
formacni analyzu vyuzit metod chiroptické spektroskopie.
Ty jsou zaloZeny na specifické interakci chiralnich mole-
kul s kruhové polarizovanym zafenim®. Je-li tato interakce
sledovana v infraervené (IR) oblasti spektra, kde se proje-
vuji vibracni pfechody molekul, je metoda nazyvana vib-
racni cirkularni dichroismus (VCD). V ultrafialové a vidi-
telné oblasti jsou sledovany elektronové pfechody molekul
a metoda je oznaCovana jako elektronovy cirkularni di-
chroismus (ECD)®. Cilem této prace byla detailni konfor-
macni analyza molekuly heroinu v roztoku spojena s kvan-
tové chemickymi vypocty a simulacemi spekter ECD
a VCD doplnénych o konvenc¢ni IR spektra, coz umoznilo
popis struktury a konformerti molekuly heroinu na trovni
atomarniho rozliseni.
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Experimentalni ¢ast

Standard heroinu ve formé volné baze o farmaceutic-
ké cistoté (>99 %) byl syntetizovan z farmaceuticky Cisté-
ho morfinu v laboratoti BAFA VSCHT Praha. Pro analyzu
probihalo jeho rozpousténi v plné deuterovaném chlorofor-
mu (CPCI3) tak, aby vysledna koncentrace v roztoku byla
20g1.

V této praci byl pro méfeni VCD a IR absorpcnich
spekter pouzit spektrometr s Fourierovou transformaci
IFS-66/S (Bruker, Némecko), ktery byl vybaven VCD/
IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Némecko)’. M&feni
vzorkil bylo provadéno s rozlisenim 4 cm™ ve skladané
kyveté typu A145 (Bruker, Némecko) s okny z KBr
a s distan¢ni teflonovou folii tloustky 100 pm. K méfeni
ECD byl pouzit spektrometr J-815 (Jasco, Japonsko).
Vzorky byly méfeny ve kiemenné kyveté (Starna, Velka
Britanie) s optickou drahou 10 pm.

Pro prvotni optimalizaci geometrie molekuly heroinu
bylo vyuzito metody molekulové mechaniky (MMFF94).
Nalezené startovni geometrie byly nasledné optimalizova-
ny na HF/6-31 urovni se zahrnutim vlivu rozpoustédla
(CDCls) prostiednictvim modelu polarizovatelného konti-
nua. Na zakladé vysledkt byly urCeny energeticky nejvy-
hodnéjsi konformery a jejich struktury byly dale reoptima-
lizovany za pomoci DFT metody. Nasledn¢ byla stejnou
metodou simulovana pfislusna spektra VCD, ECD a IR,
ktera jsou zde prezentovéana bez vyuziti Skalovaciho fakto-
ru. Vypocty byly provadény sadou programii Gaussian 09
za pomoci virtudlni organizace Metacentrum na pocitaco-
vych clusterech v Brn¢ a v Jihlavé a také na superpocitaci
Altix (VSCHT Praha).

Vysledky a diskuse

Jako zakladni vychozi model struktury heroinu byla
pouZita geometrie ziskana z krystalografickych studii®. Za
pomoci molekulové mechaniky (MMFF94) byly nalezeny
vychozi energeticky nejvyhodnéjsi konformery, které byly
nasledné reoptimalizovany na HF/6-31G urovni pomoci
baliku programti Gaussian 09. Pfi téchto vypoctech byl jiz
zohlednén vliv rozpoustédla (CDCl;) a to za pouZziti mode-
Iu  polarizovatelného  kontinua.  Byly  nalezeny
3 energeticky nejvyhodngjsi konformery, na které byla
nasledné aplikovana metoda DFT. Pro zavére¢nou optima-
lizaci geometrie byl zvolen funkcional B3LYP a baze roz-
Sifend o soubor polarizanich a difuznich funkeci
6-311++G**. Geometrie tfi energeticky nejvyhodnéjsich
konformerl jsou znazornény na obr. 1 a jejich specifikace
(relativni energie, odhad relativniho zastoupeni na zakladé
Maxwellova-Boltzmannova rozdé¢leni a velikosti vyznam-
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Relativni energie, relativni zastoupeni jednotlivych konformert a hodnoty vyznamnych dihedralnich uhli pro tfi konforme-

ry molekuly heroinu

Konformer AE AG Relativni Torzni uhel [°]
[kJ mol™!] [kJ mol™] zastoupeni [%] o o 03 o
0 0 77 2 79 =71 178
9,2 3,0 22 80 —-120 179
3 13,3 11,7 1 3 80 85 -174
vazané na alifatické casti molekuly (obr. 1). Na zakladé
kon.formerl konformer?
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Obr. 1. Nalezené energeticky nejvyhodnéjsi konformery mole-
kuly heroinu v CDCl; (B3LYP/6-311++G**). Pferusovanou
¢arou jsou znazornény vodikové interakce

nych dihedralnich uhli) jsou shrnuty v tab. I.

Ze ziskanych vysledkl plyne, ze skeletalni ¢ast mole-
kuly heroinu tvofena cykly je dle pfedpokladti znacné ri-
gidni. Acetylova skupina lokalizovana na benzenovém
kruhu je v jednotlivych konformerech témét vzdy oriento-
vana stejnym zplisobem (v tab. I porovnani dihedralnich
uhld a; a o), coz mize byt zpisobeno slabou vodikovou
interakci znazornénou na obr. 1, kde vzdalenost vodikové-
ho a kyslikového atomu u vsech tii konformeri je ~2,4 A.
Hlavnim rozdilem, kterym se jednotlivé konformery lisi,
jsou dihedralni thly druhé acetylové skupiny (o; a o4),
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Gibbsovych volnych energii AG bylo vypocteno rovnovaz-
né procentudlni zastoupeni konformerd (tab. I). Bylo zjis-
téno, ze pfi teploté 273 K je v roztoku nejvice zastoupen
konformer 1 (77 %). K jeho stabilit¢ pravdépodobné také
pfispivaji slabé vodikové interakce (obr. 1).

Pro vSechny 3 nalezené konformery byla nasledné
simulovana spektra VCD a ECD, spolu s IR spektry pro
snaz$i ptifazeni jednotlivych past vibranim modiam. Pa-
rametry pro simulaci byly zvoleny stejné jako pii zavérec-
né optimalizaci geometrie. Ze spekter jednotlivych konfor-
merl byl na zakladé odhadu jejich relativniho zastoupeni
(tab. I) vypocitan vazeny pramér, ktery predstavuje vysled-
né teoretické spektrum (obr. 2 a 3).

Pro vizualizaci IR spekter a spekter VCD byla dle
zvyklosti vyuzita Lorentzova funkce, pro spektra ECD pak
funkce Gaussova. Vysledna primérna spektra vykazuji
velmi dobrou shodu se spektry experimentalnimi (obr. 2
a 3), na jejimz zakladé bylo mozno identifikovat vétSinu
vibra¢nich modu.

Zavér

Pomoci DFT vypocti na urovni B3LYP/6-311++G**
byly nalezeny tii energeticky nejvyhodnéjsi konformery
molekuly heroinu, u kterych bylo na zékladé Maxwellova-
Bolztmannova rozdéleni zjisténo jejich zastoupeni: konfor-
mer 1-77 %, konformer 2-22 % a konformer 3—1 %. Bylo
zjisténo, Ze ¢ast molekuly tvofena cykly je znacné rigidni.
Taktéz tomu bylo v pfipad¢ acetylové skupiny pfipojené
k aromatickému jadru. Zna¢nym rozdilem mezi jednotlivy-
mi konformery je vSak orientace acetylové skupiny vazané
k alifatické casti molekuly. Konformer 1 je energeticky
nejvyhodnéjsi pravdépodobné diky slabym interakcim pies
vodikovou vazbu. Porovnani simulovanych spekter
se spektry experimentalnimi vykazuje velmi dobrou shodu
a lze tvrdit, ze s vysokou pravdépodobnosti doslo
k nalezeni vSech konformert, které se mohou v roztoku za
dané teploty vyskytovat. Pokud je ndm znamo, jedna se
o prvni studii, kterd se systematicky zabyva studiem kon-
formacnich vlastnosti molekuly heroinu v roztoku pomoci
citlivych metod chiroptické spektroskopie. Diky DFT si-
mulacim bylo téZ moZné detailn€ interpretovat experimen-
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Obr. 2. Porovnani experimentalniho (A) a primérného simulovaného (B) IR spektra a experimentalniho (C) a primérného simu-

lovaného (D) spektra VCD molekuly heroinu
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Obr. 3. Porovnani experimentalniho (nahote) a priimérného simulovaného (dole) spektra ECD molekuly heroinu

talni spektra a popsat strukturu molekuly heroinu v roztoku
na atomarni Grovni, coZ mize byt velmi dilezité pro nasle-
dujici studie zaméfené na vazebné moZnosti, transport
a distribuci této latky v organismu.

Tato prace byla realizovana za ucelové podpory pro-
Jektu Ministerstva vnitra CR (VI20172020056), cdstecné
také ,,Operacniho programu Praha — Konkurenceschop-
nost” (CZ.2.16/3.1.00/24503 a CZ.2.16/3.1.00/21537),
., Narodniho programu udrzitelnosti I — NPU I (LO1601 —
¢.: MSMT-43760/2015 a LOI2IS - ¢: MSMT-
34807/2013) a Specifického vysokoskolského vyzkumu
MSMT ¢ 20-SVV/2017  (Al_FCHI 2017 003
a A2 FCHI 2017 _026). Autori dekuji centru CERIT-SC
za pristup k vypocetnim a ulozZnych zarizenim, poskytova-
nych v ramci programu ,,Projekty Velky vyzkum, vyvoj
a inovace infrastruktur” (Cerit Scientific ~ Cloud
LM2015085).
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Three most preferred conformations of a heroin mole-
cule were found via the DFT calculations on
B3LYP/6-311++G** level. Based on the Maxwell-
Boltzmann distribution, the following probability of the con-
formers were found: conformer 1-77 %, conformer 2-22 %
and conformer 3—1 %. A space orientation of the acetyl
group makes a significant difference between these con-
formers. Because a good agreement between the DFT sim-
ulations and experiment was found, it was possible to de-
scribe the structure of heroin in solution on the atomic
level which may be very important for another studies
focused on bonding, transport and distribution of this sub-
stance in the organism.

Keywords: heroin, circular dichroism, ab initio calculation,
conformational analysis
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NEUROTOXINU B-N-METHYLAMINO-L-ALANINU VE VODE POMOCI LC/MS
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Kli¢ova slova: B-N-methylamino-L-alanin, kapalinova
chromatografie, validace, optimalizace, hmotnostni spek-
trometrie, neurodegenerativni onemocnéni

Uvod

B-N-Methylamino-L-alanin (BMAA) je neurotoxicka
aminokyselina neproteinogenniho ptvodu produkovana
nékolika skupinami fototrofnich organismii (sinice, rozsiv-
ky a obrnénky), jez jsou béznou soucasti globalniho eko-
systému'™. V piirodé se vyskytuje ve dvou formach a to
ve formé volné a vazané na proteiny™*.

Z chemického hlediska se jednd o vysoce polarni
aminokyselinu, kterd by se pravdépodobné neméla bioaku-
mulovat v tukovych tkanich, coz vSak nebylo dosud pred-
métem vyzkumu*®. Strukturni vzorec této latky je uveden
na obr. 1.

Pocatky zkoumani neurotoxinu BMAA jsou spojeny
s extrémnim vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni,
zejména amyotrofické lateralni sklerozy (ALS) u domoro-
dych obyvatel Chamorro na ostrové Guam, kterd jsou az
do soucasné doby stale nevylécitelnd. Prizkumy védci ze
Spojenych stath roku 1954 odhadly incidenci ALS na os-
trové Guam 50x az 100x vyssi nez kdekoliv jinde na své-
t¢’. Samotny neurotoxin byl poprvé objeven a izolovan
roku 1967 ze semen cykasu Cycas micronesica’ .

Testy in vivo a in vitro prokazaly, Ze jiz v malych
koncentracich (desitky pmol 1™") vykazuje BMAA toxické
ucinky na motorické neurony, a to i ve smisenych misnich
kulturach®. Kromé toho byla prokazana jeho schopnost

I OH

INH;

Obr. 1. Strukturni vzorec BMAA
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bioakumulace napfi¢ potravnim fetézcem, pficemz zjisténé
koncentrace se pohybovaly v rozmezi n€kolika stovek az
tisict pg g ' (cit.>").

Vyzkum BMAA vsak stale neni jednotvarny, nebot
jsou zjistovany rozporuplné vysledky, jez jsou ziskavany
za pomoci riznych analytickych postupti a ptreduprav
vzorki’.

r wr

Experimentalni ¢ast

K pripravé zasobnich roztokd byl pouzit standard
B-N-methylamino-L-alanin hydrochlorid (BMAA, cistota
> 97 %, Sigma-Aldrich) a vnitini standard DL-2,4-di-
aminomaselna-3,3,4,4-d, kyselina dihydrochlorid
(D4-DAB, cistota ~ 98 %, Sigma-Aldrich). Jako mobilni
faze byla pouzita deionizovand voda a acetonitril, ob¢
slozky obohacené 0,1 % HCOOH (¢istota = 98 %).

Zasobni roztoky byly pfipraveny v mobilni fazi
a uchovavany v mrazaku pii teplot¢ —78 °C. Pracovni
a kalibracni roztoky byly pfipraveny vzdy cerstvé, a to
fedénim ptislusnych zasobnich roztokti do pozadovanych
koncentraci dle potfeb. Obohacené vzorky byly pfipraveny
pro koncentraéni urovné 0,1 pg 1" a 1,0 pg 1. Jejich pii-
prava byla provedena tak, aby bylo dosazeno stejného
slozeni vzorku jako pouzité mobilni faze voda-acetonitril
(40/60, v/v). Spikované vzorky byly pfipraveny v celko-
vém objemu 5 ml, zahrnujici i pfidavek standardu a vnitf-
niho standardu, pfi¢emz kazdy spikovany vzorek byl nasat
do injeke¢ni stiikacky a nésledné filtrovan na filtru Titan3
42213NP (PTFE membrana). Prvnich cca 4000 pl filtratu
bylo odpusténo do odpadu a zbylych cca 1000 pl filtratu
bylo nadavkovano do vialky o objemu 1,8 ml a vialka byla
uzaviena. Pro kontrolu &istoty pfipravy vzorkl a pfistroje
byla provedena také analyza slepého vzorku.

Realné vzorky ziskané z tfebomské sbirky autotrof-
nich organismi (CCALA) byly pfipraveny obdobnym
zpusobem jako spikované vzorky s tim rozdilem, Ze zde
byla pfiddna mobilni faze misto pracovniho roztoku stan-
dardu.

Chromatograficka separace byla provedena na kapali-
novém chromatografu Ultimate 3000 (Thermo). Pouzita
byla chromatografickd kolona ZIC-HILIC (150 mm;
2,1 mm; 3,5 pum; Merck) a predkolonka ZIC-HILIC
(20 mm; 2,1 mm; 5,0 um; Merck).

Detekce analytu BMAA, jeho vnitiniho standardu
D4-DAB a prislusnych fragmentt byla provedena na hmot-
nostnim spektrometru VelosPro (Thermo). Jako kolizni
plyn bylo pouzito helium o Cistot€ 99,99 % obj. (Linde).
Jako ,,sheath gas™ a ,,auxiliary gas* byl pouzit dusik o Cis-
toté¢ > 99,5 % obj. generovany systémem Genius 1022
(Thermo). K vyhodnoceni vysledkti a kvantifikaci byly
pouzity programy Chromeleon, Tune plus, Xcalibur
a EffiValidation 3.0.
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Vysledky a diskuse
Testovaci analyza

Za ucelem identifikace sloucenin byla provedena tes-
tovaci analyza smésné¢ho pracovniho roztoku standardu
a vnitiniho standardu o koncentraci 1 mg 1"'. Piky byly
identifikovany a byly jim pfifazeny hodnoty retencnich
Casl. Vychozi podminky separace byly prevzaty
z publikace®.

Vzhledem k pfili§ dlouhé dobé analyzy a velké hod-
not¢ rozliSeni byla provedena zékladni optimalizace chro-
matografické separace a poté hmotnostni detekce.

Optimalizace chromatografické separace

V prvni fazi byla provedena optimalizace separace
chromatografu, jejimZ cilem bylo zvolit takové sloZeni
a prutok mobilni faze, které umozni dostate¢né rozdéleni
separovanych analytl v co nejpfijatelnéjSim case. Mira
kvality separace byla posuzovana objektivné na zakladé
hodnot rozliSeni a asymetrie piku. Shrnuti vysledkd opti-
malizace slozeni a pritoku mobilni faze je uvedeno
v tabulce L.

Dale byl také optimalizovan objem néstiiku vzorku.
Objem néstiiku vzorku byl testovan v celém rozsahu au-
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tosampleru vybaveného mikrostiikackou Hamilton (1 az
100 pl) s cilem dosahnout co mozna nejvyssiho objemu
nastiiku za Gcelem ziskdni co nejniz8i instrumentalni meze
detekce pri sou¢asném dodrzeni dostate¢né symetrie piku.
Hodnoticim kritériem byl faktor asymetrie piku, ktery se
v uvedeném rozsahu pohyboval v rozmezi 1,07-1,38 (pro
BMAA) a 1,07-1,26 (pro Ds+DAB). Bylo zjisténo, ze
v celém testovaném rozsahu autosampleru vyhovuje faktor
asymetrie piku pozadovanému kritériu pfijatelnosti (faktor
asymetrie piku v rozmezi 0,8—1,5).

Optimalizace hmotnostni detekce

Pro detekci a kvantifikaci standardu (BMAA) a jeho
fragmentti byl zvolen piechod 119 — 102 (m/z) a ptechod
119 — 88 (m/z) k jeho ovéteni. Pro detekei a kvantifikaci
vnitiniho standardu (D4-DAB) a jeho fragmentli byl zvolen
pfechod 123 — 105 (m/z). Na obr. 2 a 3 jsou zobrazena
hmotnostni spektra s pfislusSnymi MRM ptechody.

Nasledn¢ byla provedena optimalizace podminek
elektrospreje (teplota transferové trubice, teplota kapilary,
pritok plynu), iontové optiky (S-¢ocky, F-Cocky) a kolizni
energie. Cilem této optimalizace bylo dosahnout co nej-
vyssi plochy piku standardu pfi dostatecné stabilité ionto-
vého zdroje. Pritok plynu byl testovan jako pomér S/A
(sheath gas/auxiliary gas). Napéti na kapilate bylo zvoleno
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Tabulka I
Vysledky optimalizace slozeni a priitoku mobilni fize

Parametr Mobilni faze: voda/acetonitril (s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenci)
50/50 (v/v) 40/60 (v/v)

Prittok mobilni faze [ml min™] 0,2 0,4 0,2 0,4

Doba analyzy [min] 9,5 5,5 18 9

Rsrvs[1] 4,9 2,4 7,2 6,8

Ar [1] BMAA 1,3 1,9 1,1 1,1
D,-DAB 1,2 1,5 L1 1,2

Tabulka IT

Souhrn optimalizace hmotnostni detekce vetné podrobnosti o pfislusnych skenech

Optimalizovany parametr Testované hodnoty Zvolena hodnota
Teplota transferové trubice 250 °C —300 °C — 350 °C 250 °C
Teplota kapilary 250 °C —300 °C -350 °C 250 °C
Pomeér pritoku plynu (S/A) 30/10 — 45/15 - 60/20 — 35/10 30/10 Arb.
Potencial na F-Cockach rozmezi -30 az 4V -85V
Potencial na S-Cockach rozmezi 0 az 70 V 65V
Napéti na kapilare - 3,0kV
BMAA: kolizni energie 22 % D4-DAB: kolizni energie 22 %
typ skenu full MS/MS typ skenu full MS/MS
(50-150 m/z) (50-150 m/z)
doba plnéni pasti 100 ms doba plnéni pasti 100 ms
pocet mikroskenti 1 pocet mikroskenti 1
3,0 kV dle publikace®. Kolizni energie byla optimalizovana vytéznost), rozsah, instrumentdlni mez detekce a instru-
jako normalizovana v rozmezi 0-100 %, a to pro vSechny mentalni mez stanovitelnosti (vyjadrené jako pomér signa-
tf1 vySe zminéné prechody. Souhrn optimaliza¢nich podmi- lu k Sumu). Kompletni souhrn vysledkt validace je shrnut
nek hmotnostni detekce vcetné testovanych hodnot a typt v tab. 1L
skentl je uveden v tab. II. V ramci validace metody bylo zjisténo, ze vSechny
uvedené parametry spliuji ptislusna kritéria ptijatelnosti.
Validace Na zéklad¢ vysledki validace bylo potvrzeno, ze vyvinuta
analytickd metoda poskytuje vysledky s dostatecnou
Po provedené optimalizaci metody byla provedena spravnosti a piesnosti v rozsahu koncentraci 0,1-100 pg 1"
1

jeji zékladni validace. Ugelem validace bylo prokazat
vhodnost vyvinuté metody pro zamyslenou kvantitativni

analyzu neurotoxinu BMAA ve vodg. Testovani redlnych vzorkl
Vyvinuta analytickd metoda byla validovana na mo-

delu kalibraéni kiivky v rozsahu 0,1 pg I"! az 100 pg I\ Vzhledem k zamyslenému pouziti metody pro kvanti-
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze pfimka jako kalibra¢ni model tativni stanoveni neurotoxinu BMAA v reédlnych vzorcich
v uvedeném rozmezi koncentraci nevyhovovala z divodu bylo zcela nezbytné provést i hodnoceni spravnosti, pies-
nepiijatelnych hodnot QC koeficientu, spravnosti a pres- nosti, meze detekce metody a meze kvantifikace metody,
nosti, bylo vyuzito modelu segmentované linearni regrese. které zahrnuje vliv matrice vzorku a postupu piipravy
Zakladnimi hodnocenymi valida¢nimi parametry byly li- vzorku k analyze. Za timto ucelem byly pfipraveny tzv.
nearita (korelacni koeficient a QC koeficient), pfesnost spikované vzorky.

(vyjadrena jako opakovatelnost), spravnost (vyjadfena jako
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Tabulka IIT
Souhrn vysledkt validace metody
Koncentra¢ni  Korelaéni ~ Korelacni ~ QC koef. QC koef. Experimentalné zjisténé hodnoty
aroven koef. koef. [%] [%]
[ng 1] kritérium kritérium spravnost  kritérium  piesnost  kritérium
prijatelnosti ptijatelnosti [%] [%] [%] [%]
0,10 92 52
0,20 96 2,8
0,50 0,9986 >0,9950 3,14 <5,00 100 40-120 5,8 <30
0,75 99 0,4
1,0 99 3,6
1,0 112 1,9
2,0 102 3.4
5,0 0,9984 >0,9950 4,24 <5,00 94 60-115 L5 <21
7,5 98 32
10 101 0,4
10 106 0,3
20 100 1,2
50 0,9993 >0,9950 2,63 <5,00 98 80-110 2,8 <15
75 101 2,7
100 100 1,4
Instrumentalni mez detekce (IDL) 10 ng I"* Podminka: S/N >3
Instrumentalni mez stanovitelnosti (IQL) 30ng 1™ Podminka: S/N > 10
Analyzou spikovanych vzorkt bylo zjisténo, ze sprav- Zaver

nost metody se pohybuje v rozmezi 76—116 % a ptesnost
metody v rozmezi 1,4-1,5 %, ptficemz ve vSech ptipadech
byla splnéna kritéria pfijatelnosti (viz kapitola validace).
Mez detekce metody, resp. mez stanovitelnosti metody
byla 82 ng "', resp. 270 ng I"".

Byla prokazana vhodnost metody pro zamyslené pou-
ziti, tudiz byla provedena analyza realnych vzorku. Pro
testovani metody na redlném vzorku vody byly pouzity
vzorky vodného zivného média, v némz byly kultivovany
sinice z tfebonské sbirky autotrofnich organismi. Analyza
realnych vzorki byla provedena bezprostredné po predani,
a to vzdy ve tfech nezéavislych opakovéanich. Seznam vzor-
kt véetné charakterizace a stanovené koncentrace je uve-
den v tab. IV.

Bylo zjisténo, Ze vzorky BG 8, BG 989 a K4 obsahuji
stopovd mnozstvi BMAA. Konkrétni hodnoty vSak nemoh-
ly byt uvedeny, nebot vysledky se pohybovaly v oblasti
mezi MDL a MQL. Koncentrace BMAA v ostatnich vzor-
cich se pohybovaly pod mezi detekce metody.
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V rdmci tohoto projektu byla vyvinuta vhodnd analy-
ticka metoda LC/MS pro kvantitativni analyzu neurotoxinu
B-N-methylamino-L-alaninu ve vod¢, vcetn€ provedeni
zakladni optimalizace a validace. Bylo zjisténo, Ze vyvinu-
td analytickd metoda poskytuje vysledky s dostate¢nou
presnosti a spravnosti v rozsahu koncentraci 0,1-100 pg I™".
Instrumentalni mez detekce byla 10 ng 1" a instrumentalni
mez stanovitelnosti 30 ng 1.

Vyvinutd metoda byla aplikovdna na realné vzorky
vodnych zivnych médii z tiebornské sbirky autotrofnich
organismu a bylo provedeno testovani spikovanych vzor-
kt. Mez detekce metody, resp. mez stanovitelnosti metody
byla 82 ng "', resp. 270 ng I"".

Analyzou bylo zjisténo, ze 3 z 6 testovanych vzorkd
obsahovaly stopova mnozstvi BMAA a koncentrace ve zby-
Iych 3 vzorcich se pohybovaly pod mezi detekce metody.

Dalsi projekt bude zaméfen na vyuziti této metody
pro stanoveni neurotoxinu BMAA v sinicich a jinych
planktonnich organismech spolu s vyvinutim, optimalizaci
a validaci prislusné extrakéni techniky.
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Seznam a zjisténé koncentrace realnych vzorkti vodného zivného média (BG a Z oznacuji typy kultiva¢nich médii)

Vzorek Kmen/Zdroj Sinice (rod + druh) Koncentrace [pug I

BG 8 CCALA 008 Aphanizomenon gracile <MQL

BG 114 CCALA 989 Cylindrospermum pelludicum <MDL

BG 989 CCALA 989 Nodularis sphaerocarpa <MQL

BG 943 CCALA 943 Nostoc linckia <MDL

Z 796 CCALA 796 Microcystis aeruginosa <MDL

K4 rybnik Svét (Ttebon) - <MQL
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versity of South Bohemia in Ceské Budéjovice,
" Department of Botany, Faculty of Science, University of
South Bohemia in Ceské Budéjovice,): Development, Op-
timization and Validation of an Analytical Method for
Determination of the Neurotoxin B-N-methylamino-L-
-alanine in Water Using LC/MS

This work deals with the development, optimization
and validation of an analytical method for determination of
the neurotoxin B-N-methylamino-L-alanine in water using
LC/MS. Firstly, the development and optimization of the
analytical method was performed. For the optimization of
the analytical method following parameters were selected:
temperature of HESI and MS capillary, gases flow rate,
voltage on S-lens, F-lens and capillary, collision energy. In
addition, mobile phase composition, flow rate of mobile
phase and injection volume of sample were optimized too.
Then, the analytical method was successfully validated.
Finally, the method was applied to the analysis of real
samples of surface water.

Keywords: B-N-methylamino-L-alanine, neurodegenerative
disease, liquid chromatography, validation, optimization,
mass spectrometry
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Uvod

V této praci je feSena problematika vyzkumu moleku-
lového slozeni lidského pachu a instrumentace vyuzitelné
pro tento ucel. Cilem je porovnani citlivosti plamenoveé
ioniza¢niho detektoru (FID) ahmotnostniho detektoru
(MS). Oba detektory jsou pouzivany k detekci latek obsa-
zenych v lidském pachu po jejich rozdéleni metodou ply-
nové chromatografie'.

Podstata MS spociva ve vytvoreni iontll z organic-
kych nebo anorganickych latek vhodnou metodou, jejich
nésledné separace na zdkladé¢ poméru hmotnosti a ndboje
nabité &astice (m/z) a nakonec jejich detekce®. Vyhodou
MS je jeho schopnost ziskani informace o struktufe latky,
coz umoznuje potvrzeni identity cilového analytu nebo
identifikaci neznamé sloudeniny'. Princip FID spo¢iva
v méfeni zmeény elektrické vodivosti vodikového plamene
zplisobené  pfitomnosti eluované organické latky*.
K prednostem FID patii jeho vysoka citlivost vici témét
vSem organickym latkdm, dobré linearita a velky linedrni
dynamicky rozsah’.

Za nejvyznamnéjsi zdroj lidského pachu je povazova-
na kuze, z niz se uvoliuji t€kavé organické slouceniny,
které urCuji pach konkrétniho ¢loveka®®.  Mezi faktory
ovliviiyjici pach osoby muzeme zatadit rozdilnost pohlavi
a veku, etnickou piislusnost, pfijimanou potravu, prodéla-
né nemoci, pouzivané 1éky, aj.®. Doposud bylo v pacho-
vych vzorcich osob detegovano vice jak 900 latek, identifi-
kovano viak pouze 305 latek"**!°. Podle typu se jednd
o uhlovodiky, chlorované uhlovodiky, aldehydy, ketony,
alkoholy, ethery, kyseliny, estery, amidy, aminy a jiné
latky.
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Experimentalni ¢ast
Metody a vybaveni

K pfipravé roztokt byly pouzity standardy aldehydu,
ketond, esterd, kyselin a n-alkanti o ¢istoté 99,5 % a hexan
(Cistota > 99 % pro GC), vSe od Sigma-Aldrich.

Roztoky byly meéfeny na plynovém chromatografu
Thermo TRACE 1310 Gas Chromatograph, ktery je vyba-
ven hmotnostnim detektorem TSQ QUANTUM XLS UL-
TRA a také plamenové ioniza¢nim detektorem (FID). Na-
méfené chromatogramy se vyhodnocovaly softwarem
Xcalibur a jednotlivé latky byly identifikovany pomoci
reten¢nich indexd a na zdkladé shody hmotnostnich spek-
ter se spektry uvedenymi v knihovné spekter NIST.
Pro separaci latek byla pouzita kapilarni kolona SLB™.-
5 ms o délce 30 m s vnitinim primérem 0,25 mm a filmem
0,25 pm, nosnym plynem bylo helium.

GC-MS

Davkovani roztokl do pfistroje bylo provadéno tech-
nikou horké jehly, kdy do sklenéné davkovaci stiikacky
Hamilton byly natazeny 2 pl roztoku a k nim bylo nabrano
0,5 pl vzduchu. Takto pfipravena stiikacka byla zavedena
do davkovace vyhratého na 250 °C a 5 s temperovana na
jeho teplotu. Po uplynuti této doby byl vzorek pieveden
do nésttikového prostoru. Vzorek byl na kolonu davkovan
za konstantniho tlaku 100 kPa v modu splitless.

Teplota kolony na poc¢atku méfeni byla 50 °C po dobu
2 min. Poté zacala postupné narustat rychlosti 5 °C/min na
teplotu 150 °C. Tato teplota byla drzena po dobu 5 min.
Pak doslo opét k nardstu teploty na 220 °C rychlosti 8 °C/
min a tato teplota byla drZzena 5 min. Posledni nartist teplo-
ty byl na 320 °C, opét rychlosti 8 °C/min. Tato teplota
byla udrZovadna 16,75 min. Celkov4 doba analyzy byla
70 min.

Interface, spojujici kolonu s detektorem, mél teplotu
280 °C, iontovy zdroj byl vyhiivan na teplotu 220 °C.
Vldkno bylo Zhaveno na 70 eV. Rychlost skenovani byla
3333, skenovano bylo v rozsahu hmot od m/z = 25 do m/z
=600.

GC-FID

Davkovani roztokli do pfistroje bylo provadéno po-
moci teplotné programovatelného davkovace (PTV), ktery
byl naprogramovan na konstantni teplotu a splitless mod
(CT splitless). Sklenénou strikackou Hamilton byly davko-
vany 2 pl roztoku technikou horké jehly. Liner davkovace
byl vyhfivan na 250 °C. Vzorek byl na kolonu davkovan
za konstantniho tlaku 100 kPa.

Teplotni program na kolon¢ byl téméf totozny
s teplotnim programem kolony spojené s hmotnostnim
detektorem. LiSil se pouze posledni izotermicky krok, kdy
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teplota 320 °C byla udrZovana 36,75 min. Celkova doba
analyzy tak byla 90 min.

Detektor byl vyhfivan na teplotu 300 °C. Hodnoty
pritokd piivadénych plynti byly nastaveny na 350 ml min”'
pro vzduch, 35 ml min ™' pro vodik.

Modelova smés

Byly pfipraveny zasobni smési 56 standardli o kon-
centraci 2 mgml™" kazdé slozky (smés ketond, kyselin,
butyl esterti kyselin, skvalen) a o koncentraci 1 mgml™
(smés aldehydii a smés n-alkant). Jejich smisenim byl
pfipraven pracovni roztok zdkladni modelové smési
o koncentraci 100 pg kazdé slozky v 1 ml hexanu.

Dals$im fedénim pracovniho roztoku zékladni modelo-
vé smési byla pripravena kalibra¢ni fada, ktera zahrnovala
celkem Sest roztokl o koncentraci 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0
a 50,0 pg kazdé slozky v 1 ml hexanu.

Vysledky a diskuse
Optimalizace metody pro MS detekci

Na zékladé predchozich experimentd'' byl jako po¢a-
teCni gradient pouzit linedrni gradient s narGistem teploty
ze 60 na 300 °C rychlosti 10 °C/min. Konec¢na teplota byla
drzena po dobu 5,5 min. Celkovd doba analyzy byla
33,5 min. Separace vSech slozek modelové smési ale neby-
la dostatecnd a dochazelo k jejich koeluci. Nejvétsi pro-
blémy byly v 11. a 16. minuté, a dale za 20. minutou, kde
dochézelo ke koeluci n€kolika latek.

Vzhledem ke Spatnému rozd€leni sledovanych latek
a jejich koeluci byl teplotni program upraven. Byly zave-
deny tfi teplotni rampy a Ctyfi izotermické kroky. Pocatec-
ni teplota na koloné byla snizena na 50 °C. Toto snizeni
teploty mélo pomoci 1épe oddélit nejvice tékavé latky od
piku rozpoustédla. Snizeni strmosti teplotni rampy a zave-

Tabulka I
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deni dvou izotermickych kroki (cca 22.-27. min, 36.—41.
min) pomohlo ke zlepSeni rozliseni sledovanych latek.
Zvyseni konecné teploty na 320 °C umoziovalo eluci po-
slednich, nejméné tékavych mn-alkand. Tato teplota byla
udrzovéana 16,75 min. Celkovd doba analyzy tak byla
70 min.

Optimalizace metody pro FID detektor

Metoda optimalizovana pro spojeni GC-MS byla na-
sledné aplikovana i na spojeni plynového chromatografu
s plamenové ionizaénim detektorem. Tedy metoda, ktera
sestavala ze tii teplotnich ramp a Ctyfi izotermickych kro-
k. Celkova doba analyzy byla 70 min.

Ve spojeni s plamenové ionizacnim detektorem a pfi
celkové dobé¢ analyzy 70 min vSak byl poslednim eluova-
nym pikem oktatriakontan (Cs;sH7g). Modelova smés vsak
obsahovala n-alkany az do tetrakontanu (C4Hg,). Doba
analyzy tedy nebyla dostate¢nd pro eluci vSech slozek se-
parované smési. Vzhledem k teplotni stabilité¢ kolony, kte-
rd je udana vyrobcem (maximalni teplota 360 °C), bylo
zvoleno jako vhodnégjsi prodlouzeni posledniho izotermic-
kého kroku namisto zvysSeni konecné teploty. Prodlouzeni
posledniho izotermického kroku o 20 min pak umoznilo
eluci vSech n-alkani az po tetrakontan. Celkova doba ana-
lyzy byla prodlouZena na 90 min.

Vyhodnoceni meze detekce a meze stanovitelnosti

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ)
byly vypocteny zrovnic piimek na zakladé velikosti
sumu'’. Mez detekce byla vypoéitina z trojnasobku Sumu
a mez stanovitelnosti z jeho desetindsobku. Hodnota Sumu
byla vzdy odecitana v okoli piku. Koncentrace odpovidaji-
ci LOD a LOQ pro devét vybranych latek jsou uvedeny
v tabulce 1.

Ze ziskanych hodnot je vidét, ze u vétSiny latek po-
skytuje technika GC-MS nizsi mez detekce a mez stanovi-

Odhad meze detekce (LOD) a stavitelnosti (LOQ) pro vybrané latky modelové smési, vypocteno z hodnoty Sumu (LOD —
z trojnasobku $umu, LOQ — z 10-ti nasobku Sumu) a kalibraéni zavislosti y = kx + ¢ (cit.'?)

Latka Hmotnostni detektor Plamenové ioniza¢ni detektor
LOD [pgml']  LOQ[ugml']  LOD[ugml']  LOQ[ugml’]
Kyselina dekanova 1,569 + 0,049 5,178 £ 0,162 1,523 +£ 0,042 5,026 £ 0,139
Butyl kaprylat 0,528 £0,013 1,742 £ 0,043 0,891 £0,023 2,940+ 0,076
2-Dodekanon 0,203 £ 0,006 0,670 + 0,020 2,271 £0,067 7,494 + 0,221
Tetradekan 0,045 £ 0,001 0,149 + 0,003 0,866 £0,026 2,868 = 0,086
Dodekanal 1,112 £0,034 3,670+ 0,112 0,126 +£ 0,004 0,416 +0,013
6,10-Dimethyl-5,9-undekadien-2-on 0,370 £ 0,010 1,221 £ 0,033 2,331 +£0,069 7,692 + 0,228
(E)-6,10-Dimethyl-5,9-undekadien-2-on 0,245 £ 0,008 0,806 + 0,026 2,311 £0,069 7,626 + 0,228
Kyselina undekanova 2,997 + 0,089 9,890 + 0,294 1,899 + 0,055 6,267 £ 0,182
Butyl ester kys. nonanové 0,121 £0,004 0,399 £0,013 1,840 = 0,053 6,072 £ 0,175
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Relatve Abundan:e

Obr. 1. Chromatogram modelové smési o koncentraci 25 pg mI™' jednotlivé slozky, méfeni na plynovém chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim detektorem. Osa x — ¢as (min), osa y — relativni intenzita (a.u.)

telnosti nez technika GC-FID. NaSlo se vSak 13 latek
z modelové smési, které maji niz8§i hodnoty LOD a LOQ v
ptipadé GC-FID. Konkrétné se jedna o nonan, 2-oktanon,
dekan, undekanal, kyselinu dekanovou, kyselinu undeka-
novou, kyselinu dodekanovou, tetradekanal, hexatriakon-
tan, heptatriakontan, oktatriakontan, nonatriakontan
a tetrakontan. Obecné nelze fici, pro které skupiny latek je
plamenové detektor citlivéjsi, nebot’ uvedené latky maji
ruznou polaritu i t€kavost.

Citlivost plamenov¢ ioniza¢niho detektoru by mohla
byt dale zlepSena optimalizaci sloZeni plamene a tim i tep-
loty plamene. Citlivost hmotnostniho detektoru by se moh-
la zvysit vyhodnocovanim ploch pikd pouze pti vybranych
hmotach (tzv. ,,base peak® — nejintenzivnéjsi pas spektra),
coz by soucasné umoznilo snizit vliv ptipadnych necistot.

Zavér

Byla vytvofena a optimalizovana metoda pro separaci
modelové smési 56 latek pfitomnych ve vzorcich lidského
pachu plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem
aplamenové  hmotnostnim  detektorem.  Vzhledem
k rozdilim v konstrukci detektord, bylo slozité dosahnout
na obou detektorech stejného prutoku nosného plynu. To
se projevilo hlavné¢ u plamenové ionizaéniho detektoru,
kde bylo nutné, pfi zachovani stejného teplotniho progra-
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mu, prodlouzit dobu analyzy. Prodlouzeni posledniho tep-
lotntho kroku pak umoznilo eluci vSech n-alkanti az po
tetrakontan.

Optimalizované podminky separace byly pouzity pro
promé&feni fady kalibra¢nich roztokti modelové smési. Po
vyhodnoceni chromatogramii byly vytvofeny kalibracni
zavislosti ploch pikl na koncentraci. Dale byly vypocitany
meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé latky.
Ze ziskanych vysledki je vidét, ze hmotnostni detektor
vykazuje pro vétSinu latek vyssi citlivost nez plamenoveé
ioniza¢ni detektor.

Tato prace byla realizovdna za podpory projektu Mi-
nisterstva vnitra CR VF20142015036.
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flame ionization detector (FID) and mass spectrometer
(MS) in connection with gas chromatography (GC). Both
detectors were used for detection of compounds presented
in human body scent. Human body scent is a very complex
mixture of polar and nonpolar, volatile and less volatile
organic compounds. Nowadays, only the main components
from thousands presented were successfully described. The
human scent contains alkanes, aldehydes, ketones, amines,
alcohols, amides, fatty acids and their esters whereas con-
centrations of these compounds alternate by many orders
of magnitudes. Based on the previous experiments,
a standard mixture of compounds presented in human body
scent was prepared. This standard mixture was used for
preparation of solutions with concentration in the range
0.5-50 pg mL™" of each compound in hexane. Calibration
curves ware created on the base of peak area and LOD and
LOQ were calculated based on the signal of noise. Each
molecule shows different behavior on individual detector,
nevertheless mass detector has lower LOD for almost 80 %
of compounds and flame ionization detector has better
linear range for the most compounds.

Keywords: human odour, gas chromatography, mass spec-
trometry, flame ionization detector, volatile organic com-
pounds
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Uvod

Sorbenty na bazi makroporézni perlové celulosy se
(na rozdil od pfirodnich materidld obdobného sloZeni)
vyznacuji nejen dobfe definovanou strukturou, zrnitosti
a porozitou, ale i dostateCnou mechanickou stabilitou, diky
¢emuZz nachdzeji rozmanité vyuziti v preparativni
i analytické chemii, v biotechnologii, farmacii a dalSich
odvétvich. K nejznaméjsim sorbentiim tohoto typu, zejmé-
na v Ceské republice, patii sorbenty fady Iontosorb, jejichz
zakladem je viskozova perlova celulosa vyrabéna postu-
pem vyvinutym v Ustavu makromolekularni chemie
AV CR firmou Perloza, sorbenty Intosorb pak vyrabi stej-
nojmenna firma navazujici na tradici vyroby ionexti v Usti
nad Labem.

Celulosova matrice sorbentli Iontosorb umoziluje
snadné chemické modifikace a derivatizace. Diky tomu
jsou tyto sorbenty dostupné v riznych formach liSicich
se hydrofobicitou ¢i hydrofilicitou (typicky se pouzivaji
vysoce hydrofilni sorbenty), kapacitou i selektivitou. Za-
vedenim riuznych chelatacnich skupin byla pfipravena rfada
sorbentl se zvySenou selektivitou vi¢i iontlim kovi, které
jsou vyuzivany v analytické chemii napf. pro odstranéni
rudivych vlivii médi pfi stanoveni niklu ve vlasech', pii
frakcionaci hliniku® nebo pro akumulaci rtuti pii jeji speci-
aci technikou difuzniho gradientu®.

Pomérné Siroké vyuziti nejen v analytické chemii
maji chelatacni sorbenty obsahujici hydroxamovou funk¢-
ni skupinu, které byly v posledni dobé pouzity k izolaci
uranu®, nebo separaci smési Zr, Y a Sr (cit.”), oviem lze je
pouzit i k separaci béZnych divalentnich kationtd tézkych
kovi®’. Ve zmin&nych pripadech byl sorbent tvofen matri-
ci na bazi polyakrylamidu® nebo jeho kopolymeru s divi-
nylbenzenem’,  pfipadné modifikovaného  zeolitu®,
v nedavné dobé byla popsana i separace tézkych kovil
pomoci sorbentu na bazi pfirodni celulosy (tapioka)
s vazanou hydroxamovou skupinou®. Sorbent na bazi per-
lové celulosy s vazanou hydroxamovou skupinou vyvinula
i firma Iontosorb, modifikaci karboxylové skupiny zabu-
dované na celulosové matrici s vysSim zesiténim nez je
obvyklé pro klasické slabé& kyselé katexy. Tato karboxylo-
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va skupina byla hydroxylaminem pfevedena na hydroxa-
movou. Mnozstvi hydroxamovych skupin na celulose je
tedy dano obsahem karboxylovych skupin v celulosové
matrici’.

Cilem této prace bylo studium sorpcnich vlastnosti
noveé vyvinutého sorbentu Iontosorb HX, zejména sorp¢ni
kapacity pro vybrané kationty tézkych kovi a vlivu pH na
sorpéni ucinnost.

Experimentalni ¢ast
Sorbent Iontosorb HX

Sorbent byl pfipraven firmou Iontosorb. Jako zakladni
matrice byl pouzit Iontosorb CM 100 (sorbent
s karboxylovou funkéni skupinou). Reakce, provadéna
ve sklenéném kotliku PLZ 100, probihala zprvu pii 65 °C
po dobu 5 hodin a nasledné pii 25 °C po dobu 68 hodin.
Doslo k navazani hydroxylaminu na celulosu a k vytvoreni
hydroxamové funké&ni skupiny’.

Experimentalnim postupem byly zjistény obsahy susi-
ny (4,4 %) a vody (95,6 %). Na jejich zékladé byla vypoci-
tana porozita sorbentu (97 %). Spolecné s porozitou byla
zjistna i hodnota B.V. (bed volume), ktera &ini 36,9 ml g
susiny.

Chemikalie

Dusicnan olovnaty, Cistota p.a., dodavatel Penta, Pra-
ha; dusi¢nan kademnaty, Cistota p.a., dodavatel Penta, Pra-
ha; dusi¢nan médnaty, Cistota p.a., dodavatel Sigma-
Aldrich, Francie; Chelaton III, ¢istota p.a., dodavatel
Penta, Praha; kyselina chlorovodikova, Cistota 35 %, doda-
vatel Penta, Praha; kyselina dusi¢nd, hydroxid draselny,
hexamethylentetramin, Cistota 99,7 %, dodavatel
Lach:Ner; hydroxid sodny; amonny pufr; octan sodny,
Cistota p.a., dodavatel Lachema, Brno; destilovana voda

Pracovni postup

Kolona se sorbentem byla promyvana roztokem du-
siGnand kovil o koncentraci 0,05 mol dm, ktery byl pod
kolonou odebiran po 20ml frakcich, jejichz pH bylo méfe-
no z divodu zjisténi, zda je sorbent zcela nasycen. pH
bodu nasyceni odpovida pH 0,05 mol dm™ roztoku dusié-
nanu kovu pfed sorpci. Pfebyte¢ny roztok byl z kolony
vymyt destilovanou vodou. Pro eluci kovu ze sorbentu se
nasledné aplikovalo 75 ml 7% HCI. Roztok byl zachyco-
van do 250ml odmérné banky. Prebyteény roztok byl
z kolony opét vymyt destilovanou vodou, kterou se doplni-
la odmérna batika. Z banky bylo pipetou odebrano 50 ml
roztoku do titra¢ni banky.
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Obsah kovti byl stanovovan chelatometricky. K uvol-
nénému kadmiu se do titraéni banky ptidalo 30 ml
1 mol dm > NaOH a 4,5 ml amonného pufru a jako indiké-
tor slouzila eriochromova cernn T. V piipadé olova se pfi-
daval hexamethylentetramin a jako indikator xylenova
oranz. K meédi se aplikovaly octan sodny a TAR
(thiazolylazo-resorcinol). Vzniklé roztoky byly titrovany
0,05 mol dm™ roztokem Chelatonu III. pH bylo upravova-
no roztoky 0,1 a 5 mol dm™ roztoku HNO; a 0,01 a 0,1
mol dm* roztokem KOH.

Sorbent byl regenerovan 50 ml 0,5 mol dm™ NaOH,
jehoz zbytky byly vymyty destilovanou vodou.

Vysledky a diskuse

Postupem uvedenym v experimentalni ¢asti byly zme-
feny sorpcni kapacity sorbentu Iontosorb HX pro vybrané
kationty (Cu®", Pb®", ...). Vysledky jsou vedeny v tab. I.

Pro kationty Cu®", Cu®" a Pb”>" byly zméieny zavislos-
ti sorbovaného mnozstvi na pH (viz obr. 1).
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Protonace aktivniho centra S:

S+H < SH 2)

S vyuZitim bilan¢nich rovnic a pfislusnych rovnovaz-
nych konstant I1ze po zobecnéni na slozitéjsi stechiometrie

rovnovaznych reakci odvodit zobecnénou Langmuirovu-
Freundlichovu izotermu ve tvaru:

— qmaxKMch
q= p » 3)
1+K,ct, +K, [H]

kde g je sorbované mnozstvi a ¢, je maximalni kapacita
sorbentu (oboji v mmol g ). Pokud dale pro jednoduchost

Tabulka I
Kapacita sorbentu pro kovy Cu®’, Pb**, Co**, Ni*', Mg*",
Cd™, Ca™, Zn™

Z experimentalnich zavislosti je ziejmé, Ze Kov Prﬁtr)n ér kap ac/ity SD
s poklesem pH pod urcitou hodnotu klesa sorpéni G¢innost sorbentu (mg/g)
sorbentu, coz lze vysvétlit jako diisledek kompetice s ionty Cu2+ 45,5 0,25
H". Zjednoduseng lze rovnovahy na povrchu sorbentu po- Pb2+ 143,8 0,83
psat nasledujicimi rovnicemi. Co2+ 40.9 0.58
Sorpce kationtu kovu M na aktivnim centru sorbentu S ) ’ ’
(néboje pro jednoduchost vynechany, uvazovana nejjedno- Ni2+ 40,0 0,58
dussi stechiometrie 1 : 1): Mg2+ 16,2 0
S+ M < SM (1) Cd2+ 70,1 0,82
Ca2+ 26,1 0,80
Zn2+ 40,9 0,26
_ 0751
2
©
IS
€ &
o =2l
0.50 e Ym— a
0,25
0,00 L
1 5

pH

Obr. 1. Zavislost sorbovaného mnoistvi kationtii Cu*, Cu®* a Pb?* na pH. Kiivky byly vypoéteny pomoci zobecndné Langmuirovy-

Freundlichovy rovnice
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uvazujeme koncentraci kationtu kovu za konstantni, vyho-
vuje uvedena rovnice velmi dobfe experimentalnim datiim,
jak lze vidét z obr. 1.

Zavér

Nov¢ vyvinuty chelataéni sorbent Iontosorb HX vyka-
zuje dobrou sorpcni ucinnost vici divalentnim kationtim
kovi. Sorpéni schopnost je srovnatelna se sorbenty na bazi
styren-DVB'” se sorpéni kapacitou pro olovo 106,4 mg g
a primyslové vyrabénym sorbentem Diaion™ CR20 od
spolecnosti Mitsubishi chemical, na bazi polyamidd, jehoz
sorpéni kapacita pro méd’ ¢ini min. 25,4 mg ml™" (cit.').
Nedosahuje vsak sorpéni schopnosti polymerti na bazi
glycidylmethylmethakrylatu, kde sorpéni kapacita pro méd’
dosahuje hodnot 124,02 mg g (cit.'?). Jeho pramyslové
vyuziti komplikuje zna¢nd zména objemu bé¢hem sorpce
a regenerace.

Dékuji panu Oldrichu Tokarovi za poskytnuti sorben-
tu a informaci o ném, pani Ing. Vére Pilarové za mentoro-
vani v laboratorich a panu Bc. Jirimu Jirotkovi za poskyt-
nuti tidajit z méreni sorbentu.
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D. Lacha and P. Jano§$ (College of Enviroment, Uni-
versity of J. E. Purkyné in Usti nad Labem): Sorption
of Selected Cations of Metals by Chelating Sorbent
IONTOSORB

In this work we specified sorption capacity of
macroporous pearl cellulose based sorbent with hydroxam-
ic functional group, produced by company lontosorb, for
metals Cu®’, Pb*, Co*", Ni*, Mg*", Cd*, Ca*", Zn*" and
how sorption capacity will change in different pH of solu-
tion. Concentration of metal ions was determined by che-
latometry method. The results show lower sorption capaci-
ty of sorbent in lower ph of solution and it’s grown with
higher level of pH.

Keywords: chelating sorbent, iontosorb, sorption of metal,
cellulose, pearl cellulose, heavy metal
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ANALYZA NANOCASTIC METODOU HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

S INDUKCNE VAZANYM PLAZMATEM

MARTIN LOULA, ANTONIN KANA a OTO
MESTEK

Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inzenyrskd,
Vysokd Skola chemicko-technologickd v Praze, Technicka
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Klic¢ova slova: hmotnostni spektrometrie s induk¢éné
vazanym plazmatem, nanocastice

Uvod

Nanocastice (NP) jsou fenoménem dnesni doby. Jsou
vyuzivany v mnoha oblastech primyslu, ale mizeme se
s nimi setkat i v naSem kazdodennim zivoté, jsou béznou
soucasti napiiklad textilu a kosmetickych p¥ipravka'?.
Nadéjnou metodou pro analyzu, stanoveni a charakterizaci
anorganickych nanocastic je hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) v modu analyzy
jednotlivych castic (sp-ICP-MS). Méfeni spociva v pouziti
velmi rychlého vzorkovani signalu; moderni spektrometry
umoziuji frekvenci snimani signalu az 10°Hz, tedy inte-
gracni Casy az 10 ps. Pokud je analyzovany roztok NP
dostatecné ziedény, vstupuji do plazmatu NP oddélené
a oproti klasické analyze roztoku iontfl, kdy je detegovan
kontinualni signal, tak v ptipadé sp-ICP-MS ziskavame
signal v podobé diskrétnich pikii. Plocha téchto pikt je
umérna velikosti NP, zatimco jejich frekvence je imérna
giselné koncentraci NP v analyzovaném roztoku’. Sitka
jednoho piku je bézné€ 500 ps, nejnovejsi spektrometry tak
umoziuji proméfeni profilu piku na vice mistech, diky
¢emuz je snazsi odlisit signal nanocastic od pozadi zpiso-
beného ionty v roztoku®.

Klicovym parametrem pro méfeni je transportni ¢in-
nost, kterd je definovana jako pomér hmotnosti vzorku
dopraveného do plazmatu a celkové nasaté hmotnosti
vzorku. Znalost transportni u¢innosti je nezbytnd pro vy-
pocet Ciselné koncentrace NP ve vzorku a pokud je pfistroj
misto standardu NP kalibrovan pomoci standardu obsahu-
jiciho rozpusténou formu sledovaného prvku, je nezbytna
také pro urceni velikosti nanocastic. Podle dostupnych
poznatkd je transportni G¢innost totozna pro rozpusténé
formy analytd i pro NP rtiznych velikosti, u vyrazné vét-
Sich &astic viak postupné klesa’.

Cilem této prace je optimalizace parametrti vnaseciho
systému vzhledem k maximalizaci transportni ucinnosti a
intenzity signalu a studium dalSich faktort, které je ovliv-
fuji. Rovnéz budou nastinény problémy spojené se stabili-
tou stiibrnych NP.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie a instrumentace

Experimenty byly provadény se standardy stfibrnych
NP o priméru 10, 20, 40, 60 a 100 nm (Sigma-Aldrich,
Némecko), kazdy o koncentraci 20 mg I Ag. Standardy
byly fedény demineralizovanou vodou Milli-Q (Millipore,
USA), pro studium stability také pufrem na bazi citronanu
sodného. Pufr byl pfipraven rozpusténim citronanu sodné-
ho (p.a., Penta, CR) v demineralizované vodé a upravou
jeho pH na hodnotu 9,15 ptidavkem hydroxidu sodného
(Suprapur, Merck, SRN). Uréeni pH bylo provedeno na
pH metru pHO3 (Labio, CR).

Veskera méfeni byla provedena na hmotnostnim
spektrometru s indukéné vazanym plazmatem NexION
350d (Perkin Elmer, Kanada), integracni Cas pii vSech
méfenich byl 0,1 ms a celkova doba méfeni 120 s, v§echna
méfeni byla opakovana ttikrat, v pfipadé vyrazné vzajem-
né se lisicich vysledki az pétkrat.

Maximalizace transportni uc¢innosti

V této Casti prace bylo studovano ovlivnéni transport-
ni Gcinnosti a intenzity signalu pfikonem do plazmatu,
pritokem argonu zmlzovacem, pritokem vzorku, velikosti
NP a jejich ¢iselnou koncentraci. Parametry byly optimali-
zovany ve vysSe uvedeném potadi, po nalezeni optimalni
hodnoty jiz probihala dal§i méfeni za vyuZiti této hodnoty.
Analyzovan byl roztok 60 nm NP v demineralizované
vodg o &iselné koncentraci 1,68-10° ml™, pfi studiu vlivu
velikosti a ¢iselné koncentrace pak oddélené roztoky 10,
20, 40, 60 a 100 nm NP v demineralizované vodé
o &iselnych koncentracich v rozmezi 10* az 10° ml™.

Studium stability Ag NP

Ptipraveny byly tii roztoky 60 nm Ag NP o Ciselné
koncentraci 1,68-105 ml’l, a to v pufru na bazi citronanu
sodného o koncentraci 1 mmol "', v pufru na bézi citrona-
nu sodného o koncentraci 10 mmol 1" a v deminera-
lizované vod¢. Poté byly po dobu 7 hodin roztoky stiidaveé
analyzovany.

Vysledky a diskuse

V souladu s teorii’ se na zikladé namétenych dat (viz
obr. 1) jevi transportni ti¢innost nezavisla na ptikonu do
plazmatu. Pfi pfikonu vy$8im nez 1100 W klesa intenzita
signalu, jako optimalni proto byl zvolen piikon 1100 W.

Pritok argonu zmlZzovaem vyrazné ovliviiuje trans-
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Obr. 1. Zavislost transportni ucinnosti (A) a nejcetnéjsi intenzity signalu jedné NP (B) na pfikonu do plazmatu

portni U¢innost (viz obr. 2). Pfi pritoku menSim nez
0,75 1 min"' je usp&$né zmlovana jen velmi mala &ast
vzorku a pocet detegovanych NP je velmi maly. Z4vislost
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Obr. 5. Zavislost méfené transportni uc¢innosti na ¢iselné koncentraci Ag NP o priméru 40 nm, 60 nm a 100 nm

malém pratoku vzorku je vSak i pfes vysokou transportni
ucinnost celkovy pocet detegovanych NP pomérné nizky
(viz obr. 3). Jako kompromis mezi transportni ucinnosti,
celkovym poctem detegovanych Castic a spotfebou vzorku
tak byl za optimalni zvolen priitok 0,321 ml min ™.

Jak jiz bylo zminéno, transportni U¢innost ma byt
nezavisla na velikosti NP (cit.%). To je v ostrém kontrastu
s naméfenymi daty (viz obr. 4). Moznou pfic¢inou poklesu
transportni u¢innosti pro 10 a 20 nm NP je Spatné odliSeni
jejich signald od pozadi v disledku nizké intenzity. Mnoho
té&chto NP je tak softwarem oznaCeno za pozadi, ¢imz
zdanlivé klesa transportni u¢innost. Pfi pokusu vysvétlit
pokles i pro 60 nm NP byla nalezena nepfesnost
v pouzivanych standardech: kontrolni analyzy celkové
koncentrace stfibra nalezly hodnoty zna¢né odlisné od
deklarovanych hodnot. Pro vSechny pouzivané standardy
byla proto provedena nasledna korekce vSech dat na sku-
te¢né koncentrace. Ani to vSak nedokaze vysvétlit odlisné
chovani 60 nm nanocastic, snaha o vysvétleni tak bude
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predmétem dalsiho vyzkumu.

Intenzita signalu je teoreticky pfimo umérnd hmotnos-
ti NP (cit.”), tieti odmocnina intenzity je tedy ptimo Gmér-
na priméru NP. Ziskan4 data (viz obr. 4) této zavislosti
krom¢ 10 nm NP velmi dobfe odpovidaji. Odchylka
u 10 nm NP opét souvisi s nizkou intenzitou jejich signalu
— tyto NP pravdépodobné lezi pod mezi detekce.

S rostouci Ciselnou koncentraci NP postupné klesa
zdénliva transportni G€innost az téméf k nulové hodnoté
(viz obr. 5). Termin ,,zdanliva“ byl pouzit, protoze vy-
znamny pokles skutecné transportni U€innosti s rostouci
¢iselnou koncentraci neodpovidd teorii. Ve skutecnosti
s rostouci ¢iselnou koncentraci roste rovnéz pravdépodob-
nost zméfeni vice nanocastic zaroven, mozna je rovnéz
zvySend mira aglomerace nanocastic do veétsich celku.
V disledku toho klesa pocet detegovanych udalosti a na-
rlsta intenzita méfenych signalt, vysledkem je nadhodno-
cend velikost NP a podhodnocena transportni uc¢innost.
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V pribéhu téchto experimenti se ukazalo, ze
v demineralizované vodé dochézi k rozpousténi Ag NP,
proto byl jako mozné stabilizacni Cinidlo testovan pufr na
bazi citronanu sodného. Jak je vidét na obr. 6, tento pufr
rozpousténi Ag NP zpomalil, ale zcela nezastavil. Za sle-
dovanou dobu se nejéetnéjsi intenzita signalu NP
v demineralizované vod¢ snizila na 44 %, v pufru
o koncentraci 1 mmol "' na 57 % a v pufru o koncentraci
10 mmol 1" na 60 % piivodni hodnoty. Stabilita stéibrnych
nanocastic tak sice byla zvySena, je vSak stale daleko od
idedlniho stavu. S rostouci koncentraci pufru vsak
v disledku nespektralnich interferenci sodiku klesa inten-
zita signalu stfibra, pufr je tak ve vyssSich koncentracich,
které by mohly NP lépe stabilizovat, pro analyzu pomoci
ICP-MS nepouzitelny.

Zavér

Prvni pokusy prokazaly pouzitelnost metody sp-ICP-
MS pro stanoveni a charakterizaci NP, zaroven vsak pou-
kazaly na fadu problému, které je pfed analyzou realnych
vzorkll potieba vyfeSit. Pfedmétem dalsi prace tak bude
ureni meze detekce a meze stanovitelnosti, vysvétleni
odlisného chovani NP o priméru 60 nm a hledani vhodné-
ho stabiliza¢niho ¢inidla pro zamezeni rozpousténi Ag NP.

Tato prace byla podporena grantem Grantové agen-
tury Ceské republiky 17-00291S a Ndarodnim programem
udrzitelnosti (NPU 1 LO1613) MSMT-43760/2015.
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M. Loula, A. Kaiia, and O. Mestek (Department of
Analytical Chemistry, University of Chemistry and Tech-
nology, Prague): Analysis of Nanoparticles by Inducti-
vely Coupled Plasma Mass Spectrometry

Nanoparticles have become part of our everyday
lives. Promising method for analysis, determination and
characterization of inorganic nanoparticles is inductively
coupled plasma mass spectrometry in single particle mode
(sp-ICP-MS). This paper describes effects of ICP power,
introduction system parameters, nanoparticle size and
number concentration on nanoparticle transport efficiency
and signal intensity in sp-ICP-MS. In the last part of this
paper problems with stability of silver nanoparticles in
deionized water are described and possible stabilizer is
studied.

Keywords: inductively coupled plasma mass spectrometry,
nanoparticles
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Uvod

Kvantové bodky predstavuju polovodi¢ové nanokrys-
taly s velkostou 2—100 nm a priemerom 2—-20 nm (10-50
atbmov). Maju jedinecné fyzikalne a chemické vlastnosti,
medzi ktoré patria Specifické optické a elektrické vlastnos-
ti. Délezitou vlastnostou je ich schopnost’ fluorescencie,
ktorej vinova dizka emitovaného Ziarenia je imerna velko-
sti kvantovych bodiek'. Nanolastice nachadzaju Goraz
vicsie uplatnenie v oblasti biomediciny (diagnostické ci-
nidl4), v kozmetickych vyrobkoch, potravinarskom prie-
mysle, inZinierskych vyrobach a inde’. Charakterizuje ich
pritomnost’ malého po¢tu volnych elektrénov, ktoré moézu
interagovat’ s kyslikom a inymi molekulami. V aer6bnom
prostredi nanocastice iniciované Ziarenim prenasaju ener-
giu na molekulovy kyslik za vzniku singletového kyslika,
ktory nasledne produkuje reaktivne formy (ROS) ako su-
peroxidovy anion, hydroxylovy radikal a peroxid vodika.

Odpoved’ biomolekul na zvySent pritomnost’ tychto
reaktivnych foriem sa povazuje za jeden z kl'icovych me-
chanizmov prejavu ich toxicity’. Medzi najviac ohrozené
latky patri molekula DNA, ktora podlieha nevratnym oxi-
daénym zmenam v jej Struktire. Na hodnotenie miery po-
Skodenia DNA sa vyuZzivaji viaceré metdody ako kométové
skusky, gélova elektroforéza na agar6zovom géli, plynova
alebo kvapalinova chromatografia v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou (GC-MS, LC-MS)**. Jednou z efektivnych
technik testovania toxicity kvantovych bodiek je detekcia
pomocou biosenzora s biozlozkou na baze DNA, ktory
predstavuje vhodny a pomerne lacny nastroj na skiimanie
DNA imobilizovanej na elektrode®. Tato $tadia skuma
ucinok kvantovych bodiek CdS roznej velkosti a intenzity
fluorescencie na integritu dvojvlaknovej DNA zo spermii
lososa pri vystaveni UV-C Ziareniu.
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Experimentalna cast’

Zasobny roztok dvojvlaknovej DNA zo spermii loso-
sa (Sigma-Aldrich, Nemecko) s koncentraciou 0,1 a 0,2
mg ml™" sa pripravil v 0,1 mol dm™ fosfatovom tlmivom
roztoku (PB) obsahujucom 10 mmol dm > KCl s hodnotou
pH 7,4 a uskladiioval sa pri 4 °C. Experiment sa vykonal
pomocou elektrochemického biosenzora na baze DNA
imobilizovanej na elektrode zo sklovitého uhlika. Povrch
elektrody sa najskor vy€istil mechanicky pouZitim 0,3 pm
pasty oxidu hlinitého a nasledne elektrochemicky apliko-
vanim potencidlu +1,6 Vna 300 s v PB (pH 7,4) a skenu
cyklickej voltampérometrie (CV) v potencidlovom rozsahu
—0,8 V az 1,0 V v PB roztoku 1 mmol dm™ [Fe(CN)¢]> ™.
Povrch elektrody sa modifikoval vrstvou dsDNA pomocou
potenciadlom stimulovanej depozicie DNA pri 0,5 V.

Povrch biosenzora sa na ¢as réznych Casovych inter-
valov vystavil UV-C Ziareniu vinovej dizky 254 nm vo
vzdialenosti 15 cm od zdroja ziarenia a nasledne oplachol
ultracistou vodou. Zaznamenal sa CV redoxného indikato-
ra 1 mmol dm™ [Fe(CN)¢]*’* v PB v rozsahu —0,15 V az
40,55 V pri rychlosti skenu 0,1 mV s a potencialovom
kroku 2 mV a nasledne v prostredi PB signaly zvyskov baz
DNA pomocou Stvorcovovinovej voltampérometrie
(SWV) s amplitadou pulzu 40 mV, frekvenciou 100 Hz,
rychlostou skenu 1,5 V s a potencialového kroku 15 mV.

Testoval sa ucinok kvantovych bodiek CdS rdznej
velkosti (typ 80-1 s priemernou velkostou 4,0 nm, 100-1
s velkostou 5,5 nm a 120-1 s velkost'ou 10,5 nm) a rozne;j
intenzity fluorescencie nanesenim 10 pl 2 mmol dm™ za-
sobného roztoku kvantovych bodiek CdS na povrch bio-
senzora a vystavenim UV-C ziareniu pocas zvoleného
¢asového intervalu. Ako analyticky signal sa pouZil prad
CV piku redoxného indikaéného systému s [Fe(CN)s]* "+
a prud SWV piku zvySkov guaninu a adeninu.

Pre verifikaciu vysledkov sa pouzili skusky technikou
,biosenzing*, pri ktorej sa zmieSalo 15 pl zédsobného roz-
toku DNA s koncentraciou 0,2 mg ml™ a 15 pl PB bez a s
pritomnostou kvantovych bodiek CdS (3 ul CdS v 12 pl
PB). Takto pripravena zmes sa vystavila UV-C ziareniu na
urcity Casovy interval. Nasledne sa odobral objem 10 pl,
ktory sa aplikoval na vopred vycisteny povrch elektrody.
Miera poskodenia DNA sa testovala za rovnakych podmie-
nok ako v pripade skusky s biosenzorom.

Vysledky a diskusia

Pritomnost’ DNA imobilizovanej na elektrode a jej
postupna degradacia sa sledovala odozvou redoxného indi-
katora [Fe(CN)s]>™*. Kym adsorpcia DNA na povrch
elektrody vedie k poklesu hodnoty maximélneho pradu
anodického piku negativne nabitych Ccastic indikatora,
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vplyvom UV-C Ziarenia na biosenzor so zvySovanim Casu
expozicie hodnota maximalneho pradu anodického piku
stupa, ¢o naznacCuje hlboku degradiaciu DNA a postupné
uvolnovanie fragmentov DNA z povrchu elektrody. Den-
né svetlo malo len zanedbatelny vplyv na signdly DNA
biosenzora bez aj s pritomnost'ou kvantovych bodiek CdS,
ateda na Struktiru DNA. Samotné kvantové bodky teda
vyraznejsie neovplyviiuji DNA. Na druhej strane UV-C
ziarenie malo isty deStrukény Uc€inok na DNA uz bez pri-
tomnosti kvantovych bodiek CdS.

Nasledne sa DNA biosenzor vystavil UV-C Zziareniu
na uréity Casovy interval v pritomnosti jednotlivych typov
nanocastic CdS. ZvySovanim casu expozicie dochadza
k zvySovaniu hodnoty maximalneho pridu anodického CV
piku indikatora a rovnako SWV zaznamy indikuju pokles
signalov baz pri dlhsom Case ozarovania o znamena, Ze
dochéadza k hlbokej degradacii DNA a postupnému uvol-
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fovaniu jednotlivych fragmentov zpovrchu elektrody
(obr. 1).

Pre porovnanie citlivosti DNA voci takto vyvolanej
Struktirnej zmene sa pouzila aj metdda biosenzing, ktora
spocivala v UV-C ozarovani zmesi DNA a QDs CdS
v roztoku, naslednej imobilizacii ostavajucich zvyskov
DNA na povrchu elektrédy a vykonani elektrochemickych
merani rovnako ako vpripade DNA biosenzora.
Z nameranych CV udajov pre obe techniky, biosenzor
a biosenzing, sa zostrojili stipcové diagramy predstavujuce
podiel zachovanej DNA bez a v pritomnosti jednotlivych
kvantovych bodiek CdS (obr. 2). Je zrejmé, Ze tento podiel
zachovanej DNA klesa vyraznejSie v pritomnosti kvanto-
vych bodiek ako bez nich, teda poskodenie DNA induko-
vané vplyvom UV-C ziarenia je vyrazne vicsie. Najvacsi
ucinok na degradaciu DNA maji kvantové bodky
s najvysSou intenzitou fluorescencie, typ CdS 80-1. Stipco-

—-—GCE
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< —+— 20SUV-C
— 30 L
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Obr. 1. Cyklicky voltampérogram v 1.10~ mol dm™ [Fe(CN)]*"™ pred a po UV-C oZiareni potas 20 s, 60 s, 120 s a 240 s (a) a SW
voltampérogram dusikatych baz guaninu a adeninu pred a po UV-C oZiareni pocas 60 s, 180 s a 300 s ziskanych pre DNA/GCE
biosenzor v 0,1 mol dm™ PB (b), bez pritomnosti kvantovych bodiek
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Obr. 2. Porovnanie podielu zachovanej DNA na ziklade CV merani signalu indikatora 1 mmol dm™ [Fe(CN)¢]*™ v PB po vysta-
veni DNA UV-C Ziareniu bez a v pritomnosti jednotlivych typov kvantovych bodiek CdS pre biosenzor (a) a pre biosenzing (b)
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Obr. 3. Porovnanie SWYV signalov zvySkov baz guaninu (G) a adeninu (A) po oZiareni UV-C DNA v pritomnosti jednotlivych ty-
pov kvantovych bodiek CdS pre biosenzor (a) a pre biosenzing (b)

vé diagramy pre SWV prady zvyskov bdz guaninu
a adeninu (obr. 3) rovnako potvrdili najvyraznejsi pokles
DNA v pritomnosti kvantovych bodiek typu CdS 80-1.

Na verifikaciu vysledkov ziskanych pomocou elektro-
chemickych biosenzorov sa vykonala gélova elektroforéza
na agardézovom géli. Ziskané vysledky poukazujii na vy-
razné¢ poSkodenie dsDNA vplyvom UV-C Ziarenia
v pritomnosti kvantovych bodiek CdS, ¢o sa prejavuje
postupnym znizovanim intenzity jednotlivych bandov
DNA. V pritomnosti kvantovych bodiek typu 80-1 docha-
dza k degradacii DNA uz po 60 s UV-C ziarenia, no najvy-
raznej$i vplyv sa prejavi po 40 min, kedy intenzita bandu
je takmer nulova.

Zaver

Slne¢né Zziarenie zapriCifiuje poskodenie DNA
a nepriamo iniciuje mechanizmy, ktoré vyvolaju oxidacné
zmeny Vv jej Strukture. Tato praca potvrdila ucinni moz-
nost’ sledovania takého poskodenia a vplyvu kvantovych
bodiek na UV-C indukované poSkodenie DNA, a to pouzi-
tim elektrochemickych merani s biosenzorom. Experiment
sa vykonal pouzitim elektrochemického biosenzora na
baze dsDNA, na povrchu ktorého sa situovala vrstva jed-
notlivych typov kvantovych bodiek CdS. Miera poskode-
nia DNA sa analyzovala vyuZitim elektrochemickych me-
tod: cyklickej voltampérometrie (CV) a square-wave volt-
ampérometrie (SWV).

Testoval sa vplyv kvantovych bodiek CdS s réznou
velkostou ardznou hodnotou intenzity fluorescencie pri
vystaveni do UV-C Ziarenia vinovej dizky 254 nm. Na
zédklade vykonanych experimentov sa potvrdilo, Ze na de-
gradaciu DNA vplyva pritomnost’ kvantovych bodiek
a posobenie UV-C Ziarenia vlnovej dizky blizkej absorpé-
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nému maximu molekuly DNA. Prispevok kvantovych
bodiek na poskodenie DNA zavisi od ich velkosti, koncen-
tracie, intenzity fluorescencie a ¢asu expozicie UV-C Zia-
renia. Zistilo sa, ze so zvySujucou sa hodnotou intenzity
fluorescencie kvantovych bodiek CdS, sa zvySuje Struktar-
ne poSkodenie DNA, teda nanocastice CdS typu 80-1
s najmenSim priemerom vykazujice najvysSie hodnoty
fluorescencie sa podiel'aju na degradacii DNA v najvicsej
miere. Vysledky vedu k zaveru, Ze pouzitie elektrochemic-
kého biosenzora predstavuje vhodni metddu na skumanie
Strukturalnych zmien DNA a s nim suavisiacich vlastnosti
nanocastic.

Tento prispevok vznikol s podporou Agentiiry na pod-
poru vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-0797-
11 a agentury VEGA 1/0489/16.
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and Food Technology, Slovak University of Technology in
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the CdS Quantum Dot Influence on the Degradation of
the DNA Exposed to UV Irradiation Using DNA Bio-
sensor

Nanotechnology represents an ensemble of materials
and methods considering in nano dimensions. One of these
materials are the quantum dots CdS which have various
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specific chemical and physical properties. Despite their
many possitives they indicate a potential risk of toxicity
caused by the oxidation DNA degradation under the UV
irradiation. As the criterion of the DNA degradation ana-
lytical signals of a biosensor containing the DNA biocom-
ponent were used. Biosensors represent an appropriate and
relatively cheap toxicity testing tools for the nanoworld.

Keywords: CdS quantum dots, DNA degradation, UV
radiation, biosensor, voltammetry
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Uvod

Konvenéné metddy upravy vzorky su spravidla zdiha-
vé, ¢asovo naro¢né a pouzivaju vel'ké mnozstva organic-
kych rozpustadiel. Uvedenie miniaturizovanych metod
upravy vzorky, ktoré pouzivaju podstatne menSie objemy
organickych rozpustadiel, Ciastoéne odstranuje spominané
nevyhody'. V roku 2006 bola publikovana disperzna mik-
roextrakcia kvpalina-kvapalina (DLLME), ktora sa vyvi-
nula modifikdciou miniaturizovanej extrakcie kvapalina-
kvapalina (LLE). Pri tejto technike sa relativne malé
mnozstvo  extrakéného rozpuStadla nemieSateI'ného
s vodou zmiesa s rozpustadlom, ktoré je s vodou miesatel-
né. Tato zmes sa rychlo vstrekne do skiimanej vodnej
vzorky, nasledkom ¢oho sa vytvoria mikrokvapky, do kto-
rych sa extrahuju cielové analyty’. DLLME sa aplikovala
v kombinacii s QUEChERs (Quick, Easy, Cheap, Effecti-
ve, Rugged, and Safe) na stanovenie rezidui pesticidov
v pomarandoch’ avo vzorkach svysokym obsahom
tukov*.

Cielom prace je vyvoj avalidacia metddy
s podrobnym skumanim matricovych vplyvov pri analyze
rezidui pesticidov v slivovici s obsahom etanolu 40 %. Na
analyzu sa pouzila DLLME ako technika na extrakciu
vzoriek surCitym obsahom alkoholu v kombinacii
s rychlou plynovou chromatografiou (GC) a hmotnostnou
spektrometriou (MS).

Experimentalna cast’

Plynovy chromatograf 6890N s automatickym davko-
vacom 7683B a injektorom s programovanou teplotou
vyparovania (PTV) pracoval v ,,solvent vent mode. Kapi-
larna koléna s rozmermi 15 m x 0,15 mm L.D. (vnutorny
priemer) x 0,15 um hrubkou filmu stacionarnej fazy
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CP-Sil8CB (5% difenyl a 95% dimetylsiloxan).
GC separacia prebehla za podmienok s programovatel'nou
teplotou. Ako nosny plyn sa pouzilo hélium.

Plynovy chromatograf bol spojeny s kvadrupdlovym
hmotnostnym  detektorom s elektronovou ionizaciou.
Hmotnostny spektrometer pracoval v dvoch mddoch: ,,full
scan“ (FS) a ,,selected ion monitoring™ (SIM). V SIM mo6-
de boli vybrané najmenej tri Specifické iony pre kazdy
pesticid a néasledne boli rozdelené do skupin. Retencné
Casy a snimané fragmentac¢né i0ny st uvedené v tab. 1.

Na pripravu roztokov sa pouzili rozpustadla etanol,
tetrachloretan a voda. Vnutorné Standardy a Standardy
pesticidov mali minimalnu Cistotu 96 %. Jednotlivé zasob-
né roztoky pesticidov boli pripravené v etanole alebo tolu-
éne (difenyl, hexachlérbenzén, p,p-DDT) a zasobny zmes-
ny roztok pesticidov v etanole a nasledne bol pouzity na
fortifikdciu vzoriek. Pripravené modelové a fortifikované
realne vzorky boli extrahované DLLME. Ako extrakéné
rozpustadlo sa pouzil tetrachloretan.

Vysledky a diskusia

Metdda analyzy rezidui pesticidov DLLME GC-MS
sa validovala, zistili sa parametre: presnost, spravnost,
linearita, medze detekcie (LOD), medze stanovenia (LOQ)

Spravnost’ metddy vyjadrend vytaznost'ou sa uréovala
z analyzy modelovych vzoriek fortifikovanych pred extra-
kciou a fortifikovanych extraktov vzoriek bez obsahu pes-
ticidov, realnych vzoriek fortifikovanych pred extrakciou
a matricou znacenych Standardov na koncentranych hla-
dinach 50, 100, 250 pg 1. Pre kazdu koncentraént hladi-
nu sa pripravila modelova vzorka s obsahom etanolu 35,
40, 45, 52 %. Uspokojivé hodnoty vytaznosti (v rozmedzi
70-120 %) sa ziskali pre viac ako 22 pesticidov. Metdda
nebola validovana pre hexachlorbenzén, pretoze jeho vy-
taznosti sa pohybovali v rozmedzi 1645 %.

Kalibracia sa vykonala analyzou redlnych vzoriek
fortifikovanych kazdym pesticidom na koncentra¢nych
hladinach v rozmedzi 0,05-500 pg 1", Linearnou regresiou
sa ziskali koeficienty determinacie (R?) v rozmedzi 0,9914
az 0,999, okrem bifentrinu (R”= 0,9883). LCL sa pohybo-
vali v rozmedzi 0,1-10 pg I™".

Opakovatel'nost’ sa zistovala analyzou
6 fortifikovanych redlnych vzoriek a je vyjadrena relativ-
nymi smerodajnymi odchylkami (RSD). Hodnoty RSD
pesticidov sa zistili v rozmedzi 3—18 %. Podl'a dokumentu
SANTE by sa uspokojivé hodnoty RSD mali pohybovat’
pod 20 % (cit.’).

LOD a LOQ sa vypocitali s vyuZitim pomeru signl-
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Zoznam pesticidov s retenénym ¢asom a fragmenta¢nymi ionmi; (hrubovyznacené — kvantifikacné i6ny)

Cislo Pesticid Retencny ¢as [min] [6ny [m/z]

1 Difenyl 3,77 154 153 152
2 o-fenylfenol 4,35 170 169 141
3 Difenylamin 4,82 169 168 167
4 Trifluralin 4,88 306 264 307
5 Hexachlorobenzén 5,21 284 286 282
6 Diazinon 5,45 179 304 276
7 Lindan 5,47 181 183 109
8 Pirimikarb 5,70 166 72 238
9 Dimetachlor 5,88 134 179 210
10 Acetochlor 5,89 146 162 223
11 Chlorpyrifos-metyl 5,93 286 288 125
12 Vinclozolin 5,95 212 187 124
13 Alachlor 5,98 160 188 237
14 Paration-metyl 5,99 262 125 109
15 Heptachlor (I.S.) 6,08 272 100 274
16 Pirimifos-metyl 6,14 290 276 305
17 Fenitrotion 6,20 277 125 260
18 Malation 6,24 173 127 93
19 Chlorpyrifos 6,32 197 314 316
20 Procymidon 6,82 283 285 287
21 Bromofos-etyl 6,88 359 357 303
22 Flusilazol 7,27 233 315 206
23 Myklobutanil 7,27 179 245 288
24 Cyprokonazol 7,39 222 224 139
25 0,p-DDT 7,62 235 237 105
26 p.p-DDT 7,92 235 237 105
27 Tebukonazol 8,08 250 125 127
28 Trifenylfosfat (I.S.) 8,08 326 325 215
29 Bifentrin 8,24 181 165 166
30 Mirex 8,87 272 274 270
31 Fenarimol 8,87 139 107 219
32 Prochloraz 8,89 308 310 266

dinach. Pre véacSinu pesticidov sa LOD pohybovali
v rozmedzi 0,02-2,83 g I''a hodnoty LOQ 0,06 az
9,43 pg I"'. Najniz§ia hodnota LOD a LOQ sa ziskala pre
trifluralin, najvysSie hodnoty vykazoval fenitrotion.

Na vyhodnotenie matricovych vplyvov sa vypocital
matricovy faktor (MF) pre kazdy pesticid na zaklade ana-
lyzy modelovej vzorky arealnej vzorky fortifikovanej
pesticidmi na koncentra¢nej hladine 250 pg I''. Minimélne
matricové vplyvy sa pozorovali pre 20 pesticidov s hodno-
tou matricového faktora od —20 % do 20 %. Negativny
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vplyv matrice sa pozoroval pre difenyl, p,p-DDT a fenari-
mol v MF od —37,3 do —53,4 %. Pozitivny matricovy efekt
s MF od 29,2 do 215,4 % sa pozoroval pre 9 pesticidov.
Pre ilustraciu su pozitivne a negativne vplyvy matrice zob-
razené na obr. 1 a 2.

Validovand metdda sa pouzila na analyzu rezidui pes-
ticidov v realnej vzorke, kde sa pesticidy nad medzou sta-
novenia nepozorovali.
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Odozva, Odozva,
U

30000 30000

24000 24000

18000 13000

12000
12000

8000
8000

Cas,
min

CES. T T T T T T T T
min .4 29 430 440 4,50 4.60

4,20 430 4.40 450 4,60
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vana vzorka
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D. Palacka, A. Suranova, S. Zichova, and
S. Hrouzkova (The Slovak University of Technology, Fa-
culty of Food and Chemical Technology, Bratislava): Sim-
ple and Rapid Method Utilizing Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction for Ethanol Content Samples
Analysis

Nowadays, a trend in pesticide residues analysis is
utilization of minimized sample preparation methods,
which use significantly smaller volume of organic solvent.
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The dispersive liquid—liquid microextraction (DLLME), as
a modification of the miniaturised liquid-liquid extraction
(LLE), was successfully applied for determination of pesti-
cide residues in alcohol content samples. The development
and validation of the method including detailed matrix
effects evaluation of the analysis of pesticides residues in
the Slovak alcoholic beverage plum brandy with content of
ethanol 40 % was performed. The method was validated,
providing satisfactory linearity, recovery and precision.
Furthermore, it was resulted, that matrix has strong influ-
ence to the quantification of pesticides and it can be lim-
ited by the use of matrix-matched standards. The devel-
oped methodology was applied to the analysis of real sam-
ples for testing the applicability of the method.

Keywords: dispersive liquid-liquid microextraction, gas
chromatography, matrix effects, validation
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Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou aro-
matické uhlovodiky tvofené dvéma a vice kondenzovany-
mi aromatickymi jadry'. Vyskytuji se v atmosféfe, vods
i ptd&®. Vznikaji pfi nedokonalém spalovani a pyrolyze
fosilnich paliv’. Polycyklické aromatické uhlovodiky patii
mezi perzistentni organické latky, maji schopnost bioaku-
mulace a mohou se vazat na pevné &astice®. Maji karcino-
genni a mutagenni uginky*, a proto je jejich vyzku-
mu a monitoringu v Zivotnim prostfedi vénovana stale
velka pozornost. Americka agentura na ochranu zivotniho
prostiedi (US EPA) sestavila pro Géely monitoringu se-
znam 16 prioritnich PAU®, ktery obsahuje: naftalen, ace-
naftylen, acenaften, fluoren, fenanthren, anthracen, flu-
oranthen, pyren, benzo[a]anthracen, chrysen, benzo[b]
fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren, dibenzo
[a,h]anthracen, benzo[g,h,i]perylen, indeno[1,2,3-c,d]
pyren’. Rozpustnost téchto PAU ve vodé se pohybuje od
32 mg 1" (naftalen) do 0,00026 mg 1" (benzo[gh,i]
perylen)’.

Cilem této prace byl vyvoj a optimalizace metody na
stanoveni PAU vysokouc¢innou kapalinovou chromatogra-
fii se spektrofotometrickou detekci s diodovym polem
(HPLC-PDA), provedeni validace metody a jeji pouZiti
pro testovani sorpce PAU z vody vyuzivajici extrakci na
magnetické pevné fazi (MSPE — Magnetic solid phase
extraction)®.

Experimentalni ¢ast

Analyzy byly provadény na kapalinovém chromato-
grafu Thermo Scientific UltiMate 3000 (USA) s detekci
s diodovym polem. Na ovladani chromatografu a zpraco-
vani chromatogrami byl pouzit program Chromeleon
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7.2.1.5537, validace metody byla provedena v programech
EffiValidation 3.0 a Microsoft Excel 2013. Byly pouzity
dvé mobilni fdze — mobilni fize A, kterd byla slozena
z vody a acetonitrilu v poméru 1:1 (v/v) a mobilni faze B,
kterou tvoril pouze acetonitril. Chromatograficka separace
byla provedena na chromatografické koloné¢ Waters PAH
C18 o rozmérech 250 x 3,0 mm a velikosti ¢astic napln¢
5 um. Objemy kapalnych latek byly odméfovany automa-
tickou pipetou BIOHIT PROLINE o objemu 1000 pl od
firmy Sartorius (N&mecko) a sklenénymi stiikackami
o objemech 5; 10; 25; 50; 100; 250 a 500 pl od firmy Ha-
milton (USA). Deionizovana voda byla pfipravovéna pfi-
strojem Smart2Pure 6 UV/UF od firmy Thermo Scientific
(USA). Extrakce byla provadéna na horizontélni tfepacce
ORBIT 1000 od firmy Labnet (USA). Jako magneticky
adsorbent byly pouzity mikrocastice magnetického chi-
tosanu (pfipraven mikrovinnou syntézou’) s kovalentnd
navézanym reaktivnim barvivem Ostazinovy tyrkys V-G
(cit.'). Extrakce cilovych analytii probihala obdobn& jak
bylo popsano diive''; po adsorpci byl magneticky material
fixovan pomoci silného NdFeB magnetu VMM7-N42
s remanenci 1,3 T od firmy MAGSY (Ceska republika).

Béhem prace byly pouzity nasledujici chemikalie:
standard PAU MIX-9 od firmy Dr. Ehrenstorfer
(Némecko) o koncentraci 100 mg I obsahujici
16 prioritnich PAU podle US EPA, dale byl pouzit 9,10-di-
fenylanthracen od firmy Sigma-Aldrich (Némecko), aceto-
nitril a methanol gradient grade pro kapalinovou chroma-
tografii od firmy Merck (Némecko) a 28-30% vodny
roztok hydroxidu amonného od téze firmy.

Vysledky a diskuse

Béhem optimalizace metody byly hledany takové
podminky analyzy, které wumozni separaci PAU
s dostateénym rozliSenim v co nejkratSim Case a s co nej-
nizsi mezi detekce. Pro prvé analyzy, které byly provedeny
za ucelem identifikace pikt sloucenin standardu a vnitini-
ho standardu, byl pouZit vzorek obsahujici 16 PAU podle
US EPA a vnitini standard, kterym byl 9,10-di-
fenylanthracen. Podminky separace byly nastaveny podle
doporuceni vyrobce kolony: teplota 30 °C, pritok mobilni
faze 0,5 ml min™’, objem nastfiku 10 pl, vlnova délka
spektrofotometrické detekce 254 nm. Po provedeni prvych
analyz byla v retencnim ¢ase 23 min zji§téna ¢astena ko-
eluce vnitiniho standardu s chrysenem. Byla proto navrze-
na zména teploty z plivodnich 30 °C na 25 °C a poté na
35 °C. Piti teploté 25 °C dochazelo ke koeluci vnitiniho
standardu s benzo[a]anthracenem, ale pii 35 °C jiz vnitini
standard nekoeluoval s Zadnou slou€eninou. Za ucelem
zkraceni doby analyzy byla optimalizovana rychlost prito-
ku mobilni faze s ohledem na rozliSeni kritického paru
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benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren. Byly testova-
ny hodnoty 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0 ml min'. V ramci
optimalizace tohoto parametru bylo hodnoceno, zda nedo-
chazi ke zhorSeni rozliseni pikl, které musi mit minimalni
hodnotu 1,50. Ani pfi nejvyssim testovaném pritoku mo-
bilni faze (1 ml min"') viak nedoslo k poklesu rozliseni
kritického péaru pod tuto hodnotu. Dal§im optimalizova-
nym parametrem byl objem néstfiku vzorku. Zde byly
testovany hodnoty 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90
a 100 pl. Bylo zjistovano, zda nedochazi ke zhorseni fak-
toru symetrie piku slouceniny (pyren) vykazujici nejhorsi
hodnotu tohoto parametru. I pfi hodnoté 100 pl se vsSak
hodnota faktoru symetrie pyrenu nachazela v piijatelném
rozmezi 0,8—1,5, konkrétn¢ bylo dosazeno hodnoty 1,23.
Jako optimalni byla z diivodu robustnosti zvolena hodnota
90 pl, protoze 100 ul je limitni objem autosampleru. Na
zavér byl za ucelem zkraceni doby analyzy pfi dostatec-
ném rozliSeni kritického paru benzo[g,h,i]perylen/indeno-
[1,2,3-c,d]pyren testovan vliv doby kondicionace kolony.
Z testovanych hodnot 2,5; 4,5 a 25 min byla zvolena jako
optimalni doba kondicionace 4,5 min. Na zavér byla opti-
malizovana vinova délka detekce jednotlivych sloucenin.
Pro kazdy ze 17 analyti byla vybrana specificka vlnova
délka podle jeho absorpéniho maxima. Vzhledem
k moznostem PDA detektoru, ktery umoziuje simultanni
zaznam pouze 8 vinovych délek, byly zvoleny kompromis-
ni hodnoty vinovych délek, které jsou spolecné pro nékolik
analytd.

Po optimalizaci metody byla provedena jeji validace.
Pro validaci byly pouZzity kalibracni roztoky o koncentra-
cich 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 a 500 pg !, Kazda
koncentra¢ni Uroven byla analyzovéna ve tfech nezévis-
Iych opakovanich. Validacnimi parametry byly linearita,
rozsah, piesnost, spravnost, mez detekce a mez stanovitel-
nosti. Linearita byla hodnocena pomoci korelacniho koefi-
cientu a QC koeficientu, pfesnost byla vyjadiena jako opa-
kovatelnost a meziopera¢ni piesnost pomoci relativni smé-
rodatné odchylky na koncentracnich urovnich 2,5; 25
a 250 pg 1!, spravnost byla vyjadiena jako vyt&Znost na
stejnych koncentracnich urovnich jako pfesnost. Mez de-

Tabulka I
Prehled valida¢nich parametri a jejich hodnot
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tekce byla vyhodnocena jako trojndsobek poméru vysky
piku k Sumu, mez stanovitelnosti jako desetinasobek po-
méru vySky piku k Sumu. Bylo zjiSténo, Ze optimalni kon-
centraéni rozsah &ini 2,5-250 pug 1. V ptipadé koncentrag-
ni Grovné 1 pg I'' bylo piekroceno kritérium piijatelnosti
spravnosti u acenaftylenu, fluorenu, fenanthrenu, benzo[b]-
fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[g,h,i]perylenu
a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu. Odezva na koncentracni urovni
500 pg I'' pak negativng ovlivitovala spravnost na nejniz-
sich koncentraénich trovnich. V rozsahu  2,5-250 pg I
vsak vSechny analyty vyhovovaly kritériim pfijatelnosti
podle Guidelines for Standard Method Performance
Requirements”.

Optimalizovana a validovana metoda byla pouzita na
hodnoceni extrakce PAU z vody pomoci extrakce na mag-
netické pevné fazi, vyuzivajici magneticky chitosan
s kovalentn¢ navazanym ftalocyaninem meédi (Ostazinovy
tyrkys V-G) jako adsorbent. Uvnitf porézni polymerni
struktury chitosanovych mikrocastic jsou uzavieny nano-
a mikroéastice magnetickych oxidt Zeleza’. Ze zasobni
lahve byly odpipetovany 2 ml suspenze magnetického
sorbentu a 2 ml destilované vody do vialky o objemu 4 ml
a tato smés byla ponechdna usadit do druhého dne. Poté
byl pomér sorbent:supernatant upraven na hodnotu 1:3.
Dale bylo do ¢tyt srdcovitych ban€k se zabrusem nadavko-
véano 100 ml vody, 500 pl vnitfniho standardu o koncentra-
¢i 50 mg 1", 250 pl standardu PAU o koncentraci 100 mg 1™
a 200 pl suspenze magnetického sorbentu. Extrakce byla
provedena za stalého michani po dobu 480 min a poté byl
sorbent odseparovan pomoci silného permanentniho mag-
netu. Sorpce analytii na magneticky sorbent byla vyhodno-
cena jako procentudlni vyjadieni plochy piku ve 480. mi-
nuté oproti plose piku v 0. minuté (t€sn¢ pred piidavkem
magnetického sorbentu). Vysledky jsou uvedeny v tab. II.
Analyzou slepého vzorku bylo prokazano, ze magneticky
sorbent je ve vodném prostfedi dostatecn¢ stabilni a Ze
v pribéhu praci nedoslo k jakékoli kontaminaci.

Z tab. II vyplyva, ze uplné sorbovan byl pouze vnitini
standard (9,10-difenylanthracen). Naopak naftalen, acenaf-
tylen, acenaften a fluoren nebyly sorbovany témer vibec.

Valida¢ni parametr Hodnocena veli¢ina

Kritérium pfijatelnosti Rozsah vyslednych hodnot

Linearita Korelaéni koeficient >0,99000 0,99998-1,00000
QC koeficient <5,00 % 0,40-0,93 %

Piesnost RSD 2,5ugl’ <30 % 0,33-7,3 %

25 ug I <21 % 0,06-1,2 %

250 ug 1! <15% 0,20-0,44 %
Spravnost Vytéznost 2,5ugl’ 40-120 % 85-118 %

25 ugl! 60-115 % 99-102 %

250 ug 1! 80-110 % 101-102 %
Mez detekce 3 x (S/N) 0,22-0,82 pg 1
Mez stanovitelnosti 10 x (S/N) 0,68-2,5 ug 1"
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Tabulka II
Pokles plochy piku po 480 minutové extrakci
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Analyt Plocha piku ve 480. minut¢ | Analyt Plocha piku ve 480. minuté
[% ptivodni plochy] [% ptivodni plochy]
Naftalen 97 Chrysen 89
Acenaftylen 95 Vnitini standard 0
Acenaften 96 Benzo[b]fluoranthen 46
Fluoren 95 Benzo[k]fluoranthen 83
Fenanthren 87 Benzo[a]pyren 71
Anthracen 61 Dibenzo[a,h]anthracen 91
Fluoranthen 59 Benzo[g,h,i]perylen 87
Pyren 48 Indeno[1,2,3-c,d]pyren 63
Benzo[a]anthracen 68 - -

Tato skutecnost vSak byla ocekavana, nebot’ barvivo zalo-
zené na ftalocyaninu médi sorbuje slouceniny se tfemi
a vice aromatickymi jadry'®. Testovany magneticky sor-
bent mé tedy shodné sorpéni vlastnosti jako barvivo sa-
motné, coz prokazuje vhodnost podminek procesu jeho
ptipravy. Kvtli velice rozdilné sorpci jednotlivych analytt
a uplné sorpci vnitfniho standardu vsak nelze tento magne-
ticky sorbent za téchto podminek pouzit pro kvantitativni
stanoveni vSech 16 testovanych PAU ani nelze pouzit pou-
ze 1 spole¢ny vnitini standard. Sorbent by mohl byt pouzit
pouze pro stanoveni vybranych PAU, které vykazuji dosta-
tenou sorpci, coz vSak vyzaduje provedeni dukladné opti-
malizace extrakéniho postupu, zejména mnozstvi vzorku,
mnozstvi sorbentu, volbu vhodného/vhodnych vnittnich
standardii a hodnoceni vlivu matrice. Dal$i oblasti pouziti
by mohly byt nalezeny napf. v oblasti dekontaminace vod
obsahujicich PAU se tfemi a vice jadry.
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This paper deals with the determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons in water using HPLC-PDA. Firstly
the development and optimization of the analytical method
was performed. The following parameters were chosen for
optimization: column temperature, wavelength of ultravio-
let detection, mobile phase flow rate and injection volume.
Then the method was successfully validated and applied to
the evaluation of the sorption of polycyclic aromatic hy-
drocarbons from water using Magnetic solid phase extrac-
tion; magnetic chitosan microparticles with immobilized
reactive copper phthalocyanine dye were used as a mag-
netic adsorbent.
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Uvod

Podle udaji svétové zdravotnické organizace uziva
v celosvétovém méfitku nahradni mléénou vyzivu vice nez
60 % déti a to jiz ve druhém mésici Zivota'. Hlavnim da-
vodem této skuteCnosti je ztrata matetské¢ho mléka ihned
po porodu nejcastéji ze stresu, ktery je vétSinou po porodu
zpusoben. Kojenci konzumuji vyrazné vyS§i mnozstvi
stravy na jednotku télesné hmotnosti nez dospéli lidé, pro-
to nahradni kojeneckd vyziva musi spliovat pozadavky
nejen na dovolené mnozstvi toxickych prvkl a kontami-
nanttl, ale i nutriénich prvkl. Za vyuziti atomové absorp¢-
ni spektrometric (AAS) a hmotnostni spektrometrie
s ionizaci v indukéné€ vazaném plazmatu (ICP-MS) bylo ve
21 vzorcich komercné dostupné nahradni mlééné kojenec-
ké vyzivy kvantifikovano 22 prvka (Hg, Mg, Fe, Na, Ca,
K, Zn, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb, Sb, La, Ba,
Cd a Li). Analyzovany byly vzorky ze vSech 4 kategorii
(0 — mlécna vyziva pro nedonosené déti, 1 — pocatecni
mlé¢nd vyziva, 2 — pokraCovaci mlé¢na vyziva, 3 — mlécna
vyziva batolat), do nichz je uméla vyziva do jednoho roku
ditéte klasifikovana'. Za vyuziti vybranych nastroji jedno-
rozm&mé a vicerozmérné statistické analyzy dat’™” bylo
cilem urcit statistické charakteristiky analyzovanych vybé-
ru dat a klasifikovat jednotlivé vzorky na zakladé podob-
nosti z hlediska dosazenych hodnot analytickych koncen-
traci.

Experimentalni ¢ast

Stanoveni Na, K, Ca, Mg, Zn, Fe bylo provedeno
pomoci atomového absorp¢niho spektrometru GBC Avan-
ta P (GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Australie). Rtut’
byla stanovena na spektrometru AMA 254 (Altec, Ceské
republika). Pro analyzu ostatnich prvkd byl pouzit TOF-
ICP-MS spektrometr Optimass 8000 (GBC Scienti-
fic Equipment Pty Ltd., Australie)’. Pro potieby stanoveni
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Hg byly vzorky analyzovany pfimo, v ostatnich pfipadech
byly vzorky pfed analyzou mineralizovany v mikrovinném
zafizeni Speedwave™MWS-3" (Berghof, Némecko)’.
Parametry nastaveni pro kazdou z vySe uvedenych metod
apodrobny postup piipravy vzorku jsou uvedeny
v literatute', podobn& jako hodnoty dosaZenych analytic-
kych charakteristik, dokumentujicich detek¢éni schopnost
zvolenych metod pro stanoveni vybranych elementt, ¢i
spravnost, pro jejiz potvrzeni bylo pouzito certifikovanych
referennich materiald mléka: NCS ZC73015 Milk
Powder (China National Analysis Center for Iron and Ste-
el) a BCR 150 — Spiked Skim Milk Powder — Trace ele-
ments (Institute for Reference Materials and Measure-
ments, Belgie). Analyzovdno bylo 21 komer¢né dostup-
nych vzorktl ndhradni mlécné kojenecké vyzivy producen-
ti: Hipp (Chorvatsko, Némecko), Nutricia (CR, Némec-
ko), Dr. Max Pharma (Francie), Nestlé (CR, Némecko,
Francie, Spanélsko), Hero (Velkd Britanie), Rossmann
(Némecko), DM Drogerie Markt (Némecko). Nameétena
data byla vyhodnocena pomoci statistického programu
QC-Expert™ 2.9 (TriloByte Statistical software, s.r.o.,
CR) a Statistica 12 (StatSoft, Inc., USA).

Vysledky a diskuse

Stanoveni vybranych prvki ve vzorcich kojenecké
stravy

Pro zajisténi nevychylenych a spravnych odhadu kla-
sickych vybérovych parametrii je zapotiebi, aby data spl-
novala pozadované vlastnosti, mezi které patfi normalita,
nezavislost a homogenita™. Jelikoz bylo pomoci dostup-
nych néstrojii exploratorni analyzy dat™’ zjidténo, Ze se
rozdéleni nékterych ze studovanych vybéri systematicky
odlisuji od rozdé€leni normalniho, provedena byla matema-
ticka transformace dat™, ktera vede ke stabilizaci rozptylu
a zesymetri¢téni rozdéleni. Ackoli robustni odhady do
znacné miry eliminuji problémy spojené s piitomnosti
odlehlych bodi a asymetrii v datech, nemusi byt tento
postup vzdy korektni, jelikoz robustnost spociva v pfibli-
zeni se k pfijatému modelu méfeni bez ohledu na jeho
platnost™. Piipadnou asymetrii v datech neni vhodné eli-
minovat odstranénim odlehlych bodd, jelikoz jednotliva
data pfedstavuji cenné informace, jejichz ztrata by
v kone¢ném diisledku mohla vést ke zcela chybné interpre-
taci vysledkil. Statistické charakteristiky stanoveni vybra-
nych elementt ve vzorcich kojenecké vyzivy vypoctené
programem QC-Expert shrnuje tab. I. V tabulce jsou rov-
néz uvedeny udaje tykajici se poctu odlehlych bodd nale-
zenych v kazdém z vybéra, které indikuji vzorky se statis-
ticky vyznamnym rozdilem v koncentraci daného analytu
ve srovnani s ostatnimi vzorky. VSechny analyzované
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Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn (mg kg’l), Hg, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As,
Se, Pb, Sb, La, Ba, Cd, Li (ug kg") ve vzorcich ndhradni mlé¢né kojenecké stravy (n = 21)

Pocet  Mi- Ma- Pramér Spodni Horni  Primér® Spodni Horni Rozptyl Sméro- Median Sikmost Spida- p (test
OB nimum Ximum mez IS mezIS mez IS* mez IS* datna tost norma-
odchyl- lity)°
ka
Hg 1 0,35 4,33 1,48 0,92 2,03 1,00 0,71 1,44 1,47 1,21 1,12 0,97 2,87 0,132
Mg 0 309,1  607,3 447 413,6  480,3 4456 412,6 479,2 5372 733 451 0,09 2,67 0,946
Fe 0 15,4 70,6 42,7 36,9 48,5 42,4 36,7 48,3 161,7 12,7 40,9 0,13 2,89 0,923
Na 3 141,4 2498 1408 1184 1631 1410 1186 1633 241667 491,6 1398 0,06 4,55 0,962
Ca 1 2199 8641 4853 4235 5470 4736 4167 5356  1,84E+ 1357 4788 0,73 4,37 0,253
06
K 3 700 5977 4465 3993 4937 4645 4250 4968 1,O8E+ 1037 4578 2,31 9,61 0,004
06
Zn 1 9,42 53,6 38,4 333 43,5 39,9 34,8 44,4 1257 11,2 38,02 0,69 3,44 0,284
Mo 1 59,1 4623 1643 122,77 206 139,6 114,77 173,4 8368,5 91,5 130,6 1,72 6,34 0,018
Co 0 14,9 33 22,9 20,6 25,3 22,5 20,2 24,9 27,2 5,21 23,4 0,18 1,78 0,866
Cu 2 853,2 5422 2983 2550 3415 2977 2546 3411  9,03E+ 950,5 3116 0,06 4,22 0,961
05
Cs 0 42 223 10,4 8,0 12,8 8,90 7,24 11,1 28 53 8.4 0,82 2,58 0,200
Sr 0 1054 4095 2187 1819 2554 2001 1726 2351  6,52E+ 807,2 1869 0,8 2,66 0,213
05
Rb 0 269,6 6237 2263 1585 2940 2043 1459 2722 222E+ 1489 1987 0,72 3,48 0,261
06
U 0 1,02 13,23 5,56 3,74 7,38 4,38 3,16 6,04 15,96 4,0 4,61 0,77 2,31 0,229
As 2 2,11 3996 12,76 7,62 17,89 9,26 6,92 12,6 127,1 11,27 9,19 1,99 6,34 0,009
Se 0 15,85 176,44 1122 94,6 129,7 116,1 983 1322 1490 38,6 118,8 -0,53 3,07 0,435
Pb 0 19,76 49,4 33,83 29,2 38,44 329 28,6 37,7 102,4 10,12 3494 0,132 1,5 0,917
Sb 0 9,21 21,9 12,54 10,94 14,15 11,2 10,4 12,4 12,36 3,52 11,18 1,07 3,35 0,100
La 2 2,5 22,7 6,59 4,32 8,87 4,86 3,87 6,33 24,92 4,99 5,65 1,91 6,44 0,011
Ba 1 119,5 1029 3732 273,6 4729 312,8 248,8 399,1 47919 2189 3114 1,33 4,78 0,048
Cd 1 2,99 10,4 7,81 591 9,71 6,91 5,66 8,51 17,4 4,17 8,13 2,14 9,05 0,007
Li 0 0,81 39 15,61 10,86 20,4 14,06 9,91 18,88 108,7 10,43 12,76 048 2,35 0,490

 Odhad parametru ziskany po exponencionalni transformaci dat; ® Kombinovany test normality: Jestlize je p v&tsi nez 0,05,
rozdéleni lze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05 data nevykazuji normalni rozloZzeni. OB odlehly

bod; IS interval spolehlivosti

vzorky kojenecké vyzivy spliovaly hodnoty obsahu vybra-
nych prvkil deklarovanych vyrobcem. Zadny z prvki ne-
presahl hodnoty stanovené evropskou legislativou'.

Stanoveni vybranych prvkl ve vzorcich kojenecké
stravy

Pro potieby klasifikacni analyzy vzorkid byla pouzita
metoda hlavnich komponent, faktorova analyza a metoda
shlukovani' . Data byla pted vlastni analyzou standardizo-

vana. Standardizaci jsou odstranény veskeré ptipadné vlivy
rozméru sledovanych znaki jednotlivych objektd. Zdrojo-
va matice dat obsahovala 22 sloupct (znakd) a 21 radka
(objektil). V daném experimentalnim usporadani byly vy-
sledky statistické analyzy zatizeny do znacné miry Su-
mem'. Bylo nejprve nutné identifikovat tzv. diskriminujici
znaky, tj. proménné, které vykazuji nejvyssi variabilitu
a pro klasifikaci pfispivaji nejvyssi vahou. Za vyuziti na-
stroju faktorové analyzy bylo ureno, Ze pro tento ucel
jsou vhodné zejména nasledujici proménné: Mg, Na, Ca,
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Obr. 1. Dendrogram podobnosti vzorki nahradni mlé¢né kojenecké vyzivy

K, Zn, Mo, Co, Cs a Sb a La. Po redukci proménnych bylo
s pouzitim 3 faktorti objasnéno vice nez 80 % variability
v datech. Podrobné vysledky analyzy jsou uvedeny
v literatute'.

Pro klasifikaci objekti bylo dale pouzito metody hie-
rarchického shlukovéni. Pro vlastni shlukovéni byla pouzi-
ta Wardova metoda®*. Dendrogram podobnosti objekti je
uveden na obr. 1. Z obrazku je zfejmé, ze odlisné vlastnos-
ti od skupiny analyzovanych vzorkti vykazovaly zejména
vzorky cislo 20, 21, 8 a 1. Vzorky ¢islo 20 a 1 (5. a 7.
shluk) jsou vzorky kasi. Pro vzorek ¢islo 20 byly nalezeny
vyrazné vy$$i koncentrace As a naopak vyznamné niz$i
koncentrace Zn, Na ¢i K. Vzorek &islo 1 rovnéZ vykazoval
vyznamné niz§i koncentraci K (3100 mg kg ') oproti ostat-
nim testovanym vzorkéim (median 4578 mg kg ).

Podobné jako u vzorku ¢islo 20, byla i ve vzorku ¢islo
1 nalezena vyrazn& vy$$i koncentrace As (47 pgkg™)
oproti hodnoté¢ medidnu testované skupiny vzorkd
(9,19 pgkg™). V prvnim shluku byly obsazeny vzorky,
které spadaji do 3. kategorie kojenecké vyzivy. Ctvrty
shluk obsahoval vzorky ¢. 21, 14, 13, 9, a 7, které patii do
kategorie 1. Objekty ve 3.a 6. shluku, obsahuji vzorky
spadajici do 1. i 2. kategorie nahradni mlé¢né vyzivy.

Zavér
Z vysledka statistické analyzy souboru dat koncentra-

ci vybranych elementi v ndhradni mlééné kojenecké vyzi-
ve¢ vyplyva, Ze z analyzovanych prvku jsou pro klasifikaci

vzorkll nejvyznamnéjsi Mg, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cs, La
a Sb. Pro analyzu 21 vzorkl spadajicich do vsech ¢tyt ko-
mer¢né dostupnych kategorii, za vyuziti téchto diskriminu-
jicich proménnych, bylo spouZzitim faktorové analyzy
vysvétleno vice nez 80 % variability v datech. Ackoli
vzorky mlécné vyZzivy pro nedonoSené déti (kategorie 0)
byly od ostatnich vzorkd vyznamné odliSeny, u ostatnich
kategorii tento trend nebyl jiz tak vyrazny. Z hlediska ob-
sahu analyzovanych prvki tak nelze jednoznac¢né prokazat
rozdily mezi danymi kategoriemi. Tyto jsou pak spiSe indi-
vidualni, tedy zavislé na konkrétnim vyrobku. Jelikoz je
v soucCasné dobé¢ prakticky nemozné v ramci zemi EU urcit
ptvod vyrobku ¢i suroviny pro jeho vyrobu, neni mozné
z vysledkll analyzy usuzovat na mozné souvislosti mezi
obsahem vybranych analytd a zemi ptivodu. Obsah prvki
je navic ziejmé dodate¢né upravovan vyrobci v souladu
s pozadavky vyzivy kojence.

Prace byla realizovana diky financni podpore projek-
tu SGSFChT 2016001 Univerzity Pardubice a projektu
SVOC-FChT 2016/2017 Univerzity Pardubice.
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samples according to the type of milk. For this purpose the
concentrations of 22 elements (Hg, Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn,
Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb, Sb, La, Ba, Cd and
Li) in 21 infant formula samples were determined by AAS
and ICP-MS. The correctness of the determination was
verified on the basis of an analysis of two certified refer-
ence materials (NCS ZC73015 Milk Powder and BCR 150
— Spiked Skim Milk Powder — Trace elements). After the
factorial analysis, the dimension space was reduced from
22 variables to three factors, accounting for ~ 80 % of the
total variance. The representation of the dendrogram or
scores makes it possible to separate samples from category
0, however for other categories this effect is less pro-
nounced.

Keywords: elemental analysis, infant formula, statistical
data analysis, AAS, ICP-MS
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