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23. rocnik celostatni soutéze o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka
chemie ,,0 cenu Karla Stulika 2020¢

I v letosnim roce Odborna skupina analytické chemie
Ceské spoleénosti chemické vénuje mimotadnou pozor-
nost vychové mladé generace analytickych chemiki. Di-
kazem toho je Gsp&Sny prubéh jiz 23. roc¢niku celostatni
soutéze o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru
analyticka chemie a jiz 6. rocnik, ktery nese jméno profe-
sora Karla Stulika. V leto$nim roce tato sout&z probéhla ve
dnech 12. a 13. tinora 2020 pod zastitou dékana Pfirodové-
decké fakulty Univerzity Karlovy prof. RNDr. Jitiho Zi-
my, CSc. a ve spolupraci s Ustavem fyzikalni chemie
J. Heyrovského AV CR, v.v.i. Poprvé v historii se tato
sout¢z konala na pidé¢ Pfirodovédecké fakulty v Praze
v ramci oslav 100. vyro¢i zalozeni samostatné Ptirodové-
decké fakulty Univerzity Karlovy a diky vynikajici praci
organiza¢niho vyboru pracujiciho ve slozeni doc. RNDr.
Vlastimil Vyskoc¢il, Ph.D., RNDr. Jana Sobotnikova,
Ph.D., RNDr. Jan Fischer, Ph.D., RNDr. Hana Dejmkova,
Ph.D., Marie Datkova (vSichni z katedry analytické che-
mie PiF UK v Praze) a Ing. Radmila Rapkova (Chemické
listy) prob¢hla i letos tato soutéz v piijemné a tviréi atmo-
sféte.

Soutéze se v roce 2020 zucastnilo celkem 14 studentt
z péti Ceskych vysokych Skol uvedenych na www stran-
kach soutéze http://web.natur.cuni.cz/~vyskocil/cks2020/.
Jak byva zvykem, porota reprezentovala prakticky vSech-
ny zucastnéné skoly a pracovala ve slozeni prof. RNDr.
Jiti Barek, CSc. (Univerzita Karlova, Praha), prof. Ing.
René Kizek, DrSc., MBA (Veterinarni a farmaceuticka
univerzita, Brno), doc. Ing. Zdenka Kolska, Ph.D.
(Univerzita J. E. Purkyng, Usti nad Labem), prof. RNDr.
Pfemysl Lubal, Ph.D. (Masarykova univerzita, Brno), prof.
Ing. Oto Mestek, CSc. (Vysoka Skola chemicko-
technologicka, Praha), doc. Ing. David Milde, Ph.D.
(Univerzita Palackého, Olomouc), Ing. Radmila Rapkova
(Chemické listy) a prof. Ing. Vaclav Svoréik, DrSc.
(Vysoka skola chemicko-technologické, Praha). A vzhle-
dem k vysoké urovni ptedvedenych soutéznich praci vi-
bec neméla lehkou préaci.

1. misto ziskala Jitka Machalova (Katedra analytic-
ké chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy) za
soutézni praci ,Stresové testovani stability canagli-
flozinu®.

2. misto ziskala Véra Kantorova (Ustav analytické
chemie, VSCHT Praha) za soutézni praci ,,Vyuziti metody
sp-ICP-MS pro monitoring stfibrnych nanocastic v kosme-
tickych piipravcich®.

3. misto ziskala Tereza Navratilova (Ustav analytic-
ké chemie, VSCHT Praha) za soutézni praci ,,Vyuziti
INADEQUATE a ADEQUATE spekter NMR ke stanove-
ni uhlikové kostry molekul®.

Zvla$tni cenu firmy Metrohm CR za nejlepsi praci
v oblasti elektroanalytickych metod ziskal Pavel Dvo-
rak (Katedra analytické chemie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy) za soutézni praci ,,Stanoveni for-

maldehydu v dfevénych vyrobcich pomoci mikroextrakce
z difundujiciho plynu s naslednou elektrochemickou de-
tekci na sitotiskovych uhlikovych elektrodach®.

Zvlastni cenu poroty ziskali:

Jaroslava Jarolimkova (Ustecké materidlové cen-
trum a katedra fyziky, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita
J. E. Purkyné v Usti nad Labem) za soutéZni praci
,»Charakterizace povrchovych vlastnosti vybranych polyes-
terd pied a po povrchové modifikaci®,

Petr Musialek (Ustav huméanni farmakologie a toxi-
kologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutic-
ka univerzita Brno) za soutézni praci ,,Kolorimetrické sta-
noveni antioxidantli pomoci pseudoperoxidazové aktivity
zlatych nanocastic*,

Michael Rucka (Katedra analytické chemie, Pfirodo-
veédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci) za
soutézni praci ,,Analyza uméleckych d¢l laserovou ablaci
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem®.

Rad bych na tomto misté podékoval vSem soutézicim
za vynikajici soutézni prace a jejich ptikladnou prezentaci
bez ohledu na jejich umisténi a také jejich skolitelim
a matetfskym pracovistim, bez nichz by tyto soutézni prace
nevznikly. Mij dik pochopitelné patii i vSem ¢leniim poro-
ty za obétavou a neziStnou praci ku prospéchu mladych
analytickych chemiki.

Povazuji za svou milou povinnost podékovat také Ing.
Radmile Répkové, technické redaktorce ¢asopisu Chemic-
ké listy, a doc. RNDr. Vlastimilu Vyskocilovi, Ph.D. za
piipravu zvlastniho elektronického ¢isla Casopisu Czech
Chemical  Society = Symposium  Series  (http:/
www.ccsss.cz/) vénovaného leto§nimu rocniku této souté-
7e. A jisté bude cel4 analytickd komunita v Ceské republi-
ce souhlasit s mym vielym podékovanim vSem partnerim
a sponzorum soutéze, jejichz loga si dovolujeme otisknout,
za jejich podporu, bez které by tato soutéz nikdy nepro-
béhla.

Foto: Ocenéni soutésici ,,0 cenu Karla Stulika 2020% a zdstupci
Ceské spolecnosti chemické. Zleva: Ing. R. Rapkovi (Chemické
listy), Pavel Dvorak, Véra Kantorova, Tereza Navratilova, Jitka
Machalova, Jifi Barek (predseda vyboru Odborné skupiny analy-
tické chemie), Jaroslava Jarolimkova, Michael Rucka, Petr Mu-
salek


http://web.natur.cuni.cz/~vyskoci1/cks2020/

A na z4vér bych rdd oznamil, Ze — pokud tomu neza-
brani viry ¢i jind vy$8i moc — prob&hne v pfiStim roce tato
soutéZ opét v unoru a s nejvétsi pravdépodobnosti opét
v Praze.

Jiri Barek
Predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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STUDIUM STRUKTURY METHAMFETAMINU V ROZTOKU METODAMI

MOLEKULOVE SPEKTROSKOPIE

KRISTYNA DOBSIKOVA?, DITA SPALOVSKA®?,
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“ Ustav analytické chemie, * Laborator forenzni analyzy
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Kli¢ova slova: methamfetamin, cirkularni dichroismus,
ab initio vypocty, molekulova spektroskopie

Uvod

Methamfetamin je povazovan za nejrozsifenéjsi syn-
teticky stimulant na svété a v mnohych zemich se stal dru-
hou nejuzivanéjsi drogou hned po marihuané. Dosud byl
methamfetamin nejvice uzivan v Evropé, podle posledni
studie Evropského monitorovaciho centra pro drogy a dro-
govou zavislost (EMCDDA) se vSak zacina §ifit i do dal-
§ich zemi'.

Methamfetamin zadrzeny v Evropé se vyrabi prede-
véim v Ceské republice a v piihrani&i. V roce 2017 bylo
v Evropé odhaleno celkem 298 nelegalnich laboratofi,
z nichZ se 264 nachazelo pravé v Ceské republice'. Vitsi-
nou se jedna o malé laboratote, které drogu vyrabéji prede-
v§im pro domdci trh, ale v poslednich letech se objevuji
i rozsahla zafizeni provozovand zloCineckymi skupinami,
které vyrabgji methamfetamin pro ostatni evropské zemé.
V roce 2017 nahlasily ¢lenské staty Evropské unie 9000
zachytt, které ptredstavovaly celkem 0,7 t zachyceného
methamfetaminu. Nejvétsi mnozstvi byla zachycena ve
Francii (122 kg), v Némecku (114 kg) a Ceské republice
(93 kg)*.

Vzhledem ke stile nardstajicimu mnozstvi riiznych
syntetickych drog je nutna rychla a spolehlivad analyza.
Infracervena (IR) a Ramanova spektroskopie patii mezi
analytické metody, které maji velkou diskriminacni silu,
proto se vyuziva jejich komplementarity ve forenznich
laboratofich pro analyzu zabavenych drog™*. Pro zlepseni
a zrychleni identifikace syntetickych drog jsou
v laboratofich (napf. Cayman Chemical Company, USA,
Tennessee Bureau of Investigation, USA a Thermo Fisher
Scientific, USA) zavedeny knihovny referencnich spekter,
které jsou neustale aktualizovany’. K identifikaci syntetic-
kych drog jsou v soucasnosti vyuzivany piedev§im nukle-
arni magnetickd rezonance, plynova chromatografie C¢i
vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci®™®.

Chiralni latky 1ze studovat pomoci metod chiroptické
spektroskopie, napf. vibra¢nim cirkularnim dichroismem
(VCD) a elektronovym cirkularnim dichroismem (ECD),
které jsou citlivejsi k trojrozmérné struktufe latek nez me-
tody konvenc¢ni nepolarizované spektroskopie.

K detailngj$imu studiu struktury latek je mozné vyuzit
i metody vibraéni ¢i chiroptické spektroskopie
v kombinaci s kvantové chemickymi vypocty. To umoziu-
je nejen detailngjsi interpretaci experimentalnich spekter,
ale i detailni popis struktury a konformacniho usporadani
molekuly. V pfipadé wvyuziti chiroptickych metod
s podporou kvantové chemickych vypocth I1ze také spoleh-
livé urgit absolutni konfiguraci studovanych molekul’.

Experimentalni ¢ast

Standardy enantiomerti hydrochloridu methamfetami-
nu byly ptipraveny v Laboratofi forenzni analyzy biologicky
aktivnich latek (BAFA, VSCHT Praha) s &istotou > 98 %.
Jednotlivé vzorky methamfetaminu (oznaceny pismeny
A-J) pochazi z realnych zachytl a byly ziskany na zakladé
spoluprace s Kriminalistickym ustavem Ceské republiky.

Pro spektroskopii ECD byly roztoky obou enantiome-
ri hydrochloridu methamfetaminu pfipraveny rozpusténim
v demineralizované vodé (VSCHT Praha), vysledna kon-
centrace byla 1,0 g I"". Spektra ECD byla naméfena na
spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) v kiemenné kyveté
s optickou drahou 1 cm. Spektra VCD a IR absorp¢ni
spektra  byla méfena na spektrometru IFS-66/S
s Fourierovou transformaci (Bruker, Némecko), ktery je
vybaveny VCD/IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Né-
mecko). Pripraveny vzorek, rozpustény v deuterované
vodé (D,0, 99,9 % D) o vysledné koncentraci 400,0 g 17!,
byl umistén do kyvety BioCell s CaF, okny (BioTools,
Inc., USA) s optickou drdhou 27,3 pum a méfen
s rozlienim 8 cm™'. Mozné konformace hydrochloridu
(R)-methamfetaminu byly urCeny systematickou zménou
vybranych dihedralnich thli a ziskané konformery byly
optimalizovany metodami zaloZenymi na teorii funkciona-
Iu hustoty (density functional theory, DFT) na tGrovni
B3PWO91/aug-cc-pVDZ. Porovnani experimentalnich a
simulovanych spekter bylo provedeno v programu
CDSpecTech’, ktery kvantifikuje shodu pomoci indexu
podobnosti. Solvatacni efekt vody jako rozpoustédla byl
zahrnut pomoci modelu polarizovatelného kontinua. Rela-
tivni rovnovazné zastoupeni jednotlivych konformert bylo
odhadnuto na zaklad¢ Boltzmannova rozdéleni pomoci
Gibbsovy volné energie pii teploté 298 K a diky nému
bylo vypocteno spektrum vazeného primeéru konformerd.
DFT vypocty byly realizovany pomoci sady Gaussian 09
a prob&hly na pocitaovych clustrech virtualni organizace
Metacentrum.
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Vysledky a diskuse

Pro studium struktury pomoci ab initio vypocti byl
vybran hydrochlorid (R)-methamfetaminu. Mozné geome-
trie této molekuly byly uréeny otac¢enim tfech dihedralnich
uhld oy, ay a a3 s krokem 120° (obr. 1).

Bylo ziskano celkem 27 startovnich geometrii, které
byly dale optimalizovany metodou DFT na tGrovni teorie
B3LYP/6-31G(d). Konformaéni analyza odhalila celkem
Sest stabilnich konformerd, které byly nasledné reoptimali-
zovany na vySs$i urovni teorie B3PW91/aug-cc-pVDZ
v piipadé spektroskopie VCD a IR (obr. 2). Na zakladé
Boltzmannova rozdéleni vyuzivajictho Gibbsovu volnou
energii bylo odhadnuto relativni rovnovazné zastoupeni
jednotlivych konformera (tab. I) a diky nému vypocteno
spektrum vazeného priméru konformert.

Dihedralni thel o, udava orientaci alifatického fetéz-
ce viuci aromatickému jadru a ma hodnotu kolem 100°
(konformery II, III, V), nebo dosahuje hodnoty —100°
(konformery I, VI) a v pfipad¢ konformeru IV hodnoty
—75°. V ptipad¢ dihedralniho thlu o, pozorujeme tii moz-
né orientace, a to kolem 60° (konformery I a VI), —60°
(konformery IIT a V) a hodnotu kolem 170° (konformery 11
a IV). Dihedralni thel o3 uréuje orientaci aminoskupiny
a dosahuje hodnot kolem —170° (konformery I, II, III),
—70° (konformery V a VI) a v pfipad¢ konformeru IV
dosahuje dihedralni thel hodnoty 63°.

Zrcadlova symetrie experimentalnich spekter VCD
(obr. 3, vlevo dole) potvrzuje, ze se jedna o vzajemné
enantiomery hydrochloridu methamfetaminu. Absolutni

Obr. 1. Vzorec hydrochloridu methamfetaminu s vyznaceny-
mi dihedralnimi dhly o4, 0, a a3

Tabulka I

Cena Karla Stulika 2020

konfigurace byla uréena na zaklad¢ porovnani experimen-
talnich spekter se spektry simulovanymi na trovni
B3PWO91/aug-cc-pVDZ. Standard methamfetaminu (dodan
jako methamfetamin 1) byl uren jako (R)-enantiomer
(obr. 3, Cervené experimentalni spektrum vlevo dole).
Standard methamfetaminu 2 byl urcen jako (S)-enantiomer
(obr. 3, modré experimentalni spektrum vlevo dole).

V experimentalnim i simulovaném spektru VCD hyd-
rochloridu (R)-methamfetaminu bylo pozorovano ve spek-
trélni oblasti 1800—1250 cm ' celkem deset pasii (obr. 3,
vlevo). Vysokou citlivost spektroskopie VCD k trojroz-
mérné struktuie molekuly dokazuje odlisnost past a celko-
vy pribeh v simulovanych spektrech jednotlivych konfor-
meri. Nejvice se od ostatnich spekter odliSuji spektra kon-
formerd III a V, jejichZ struktury se navzajem lisi pouze
polohou aminoskupiny. Zbylé konformery jsou si podobné
nejen polohou pasd, ale i jejich relativnimi intenzitami. Pfi
pouziti skalovaciho faktoru 0,993 bylo dosazeno indexu
podobnosti 0,46, coZ je podle Covingtona a Polavarapu'®
podobnost zcela dostacujici k urceni absolutni konfigurace
molekuly.

Jednotlivé konformery v IR spektru (obr. 3, vpravo
nahofe) maji s vyjimkou konformeru V velmi podobny
pribéh. Ten ma podobné geometrické uspotradani jako
konformer III a 1isi se polohou aminoskupiny, ktera je

Obr. 2. Struktury Sesti stabilnich konformerd (R)-metham-
fetaminu simulovanych na urovni B3PW91/aug-cc-pVDZ

Stabilni konformery hydrochloridu (R)-methamfetaminu, hodnoty jejich dihedralnich hll a4, o, a as, jejich relativni Gibb-
sovy volné energie a relativni rovnovazné zastoupeni pro laboratorni teplotu 20 °C. Vypocet byl proveden na trovni

B3-W91/aug-cc-pVDZ

Konformer Dihedralni thel [°] AG [k] mol_]] Relativni
o 0 0 zastoupeni [%]
I -105 60 -166 0 64
1I 107 171 -172 0,8 17
i 91 -63 -176 1,2 8
v =75 166 63 1,3 7
v 91 -63 =70 1,7 3
VI -127 77 —66 2,3 1
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Obr. 3. Simulovana spektra VCD (vlevo) a simulovana IR spektra (vpravo) (na trovni B3PW91/aug-cc-pVDZ) Sesti stabilnich
konformeri hydrochloridu (R)-methamfetaminu (nahofte), jejich vaZzeny pramér (uprostied) a experimentalni spektra hydrochlo-
ridu methamfetaminu, véetné odpovidajiciho spektra VCD Sumu (dole). Spektra jsou zobrazena ve spektralni oblasti 1800-1250

cm’!

uréena dihedralnim dhlem a3;. Kvili svému relativnimu
nizkému zastoupeni (3 %) v§ak nema tento konformer velky
vliv na pribéh spektra vazeného priméru konformert.

V  experimentdlnim IR spektru hydrochloridu
(R)-methamfetaminu je ve spektralni oblasti 1800-1250
cm ' patrnych celkem sedm vyznamnych absorpénich pa-
st.. Stejny pocet absorpcnich past byl spravné predikovan
i ve spektru vazen¢ho priméru konformert (obr. 3, vpra-
vo) simulovaném na rovni teorie B3PW91/aug-cc-pVDZ.
Byl pouzit skalovaci faktor 0,993 pro spolehlivéjsi inter-
pretaci naméfenych spekter (tab. II), index podobnosti
simulovanych a experimentalnich spekter pak doséahl pte-
svéd¢ivé hodnoty 0,82.

V ramci této prace byla naméfena spektra ECD hydro-
chloridu methamfetaminu (obr. 4, vlevo). Zrcadlova syme-
trie 1 v tomto ptipadé potvrzuje, Ze se jedna o vzajemné
enantiomery. Pribéh  spektra  hydrochloridu  (R)-
soustiedila pouze na uré¢ovani enantiomerni Cistoty vzork
methamfetaminu'’.

V ptipad¢ spektra s pozitivnimi pasy se jedna o (R)-
enantiomer hydrochloridu methamfetaminu a v pfipadé
spektra s negativnimi pasy se jedna o (S)-enantiomer hyd-
rochloridu methamfetaminu (obr. 4, vlevo). MiZeme pozo-
rovat pasy pii 247, 254, 260 a 266 nm, které odrazi kombi-
nace elektronovych pfechodiin — ¢*, 1 — n* an — 7*.
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Tabulka IT
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Polohy maxim past simulovaného a experimentalniho spektra a ptifazené vibraéni mody IR absorpénich past hydrochlori-
du (R)-methamfetaminu. IR spektrum bylo simulovéano na {irovni teorie B3PW91/aug-cc-pVDZ

Experimentalni spektrum
fem ']
1654
1639
1515
1493
1474
1443
1415
1388
1370

Cislo pasu

O 0 3 &N L AW N~

Simulované spektrum Vibra¢ni mod

[em™']
1642 § (N-H)
1628 v (C=C), Ar
1504 § (C-H)
1483 § (C-H)
1464 § (C-H), v (C=C)
1433 § (C-H), v (C-C)
1405 § (C-H), -CH;,
1378 § (C-H), v (C-C), Ar
1360 8(C-H), v (C-C), Ar

6 — deformacni vibrace, v — valenéni vibrace

V UV absorpcnich spektrech (obr. 4, vpravo) pozoru-
jeme pasy s podobnym pribéhem a polohou maxim. Spek-
tra jednotlivych konformerti se od sebe vyrazné nelisi in-
tenzitou ani polohou, coz znaci, ze UV spektroskopie je
méné citlivd ke zméné trojrozmérné struktury molekuly
nez spektroskopie ECD.

Pti analyze realnych vzorkd byla naméfena spektra
ECD vzorki methamfetaminu (obr. 5) porovnana s ECD
spektry standardd hydrochloridu methamfetaminu (obr. 3).
Bylo wureno, ze se v pfipadé vsech vzorkd jedna
0 (R)-enantiomer. Ve spektrech vzorkd D a G pozorujeme
niz§i intenzitu signald, coz je pravdépodobné zplisobeno
nizkou Cistotou téchto vzorkl. Z experimentalnich spekter
je patrné, ze realné vzorky neobsahuji Zadnou dalsi opticky

0,04 4

— (R)}-methamfetamin
—— (S)}methamfetamin
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aktivni pfimés.

Naméfena UV absorpéni spektra redlnych vzorki
(obr. 6) maji velmi podobny prib¢h a polohu maxim jako
jiz naméfeny standard hydrochloridu (R)-methamfetaminu.
Navzajem se li$i svou intenzitou. Nejvétsi intenzitu pash
pozorujeme ve spektru vzorku D a nejniz$i intenzitu
u vzorku G. Niz8i intenzita miZe poukazovat na nizsi Cis-
toty vzork, ale i na jejich odlisnou barvu. V ptipadé vzor-
ku D se jednalo o nazloutlé krystalky. U vzorku D navic
pozorujeme pas u 270 nm, ktery je nejspiSe zpusoben pii-
tomnosti necistoty, kterd vSak dosud nebyla urcena.

Na zaklad¢ porovnani IR absorp¢nich spekter jednot-
livych vzorkt (obr. 7) lze fici, ze vétSina z namétenych
vzorkll je methamfetamin v relativné vysoké Cistoté. Vy-

— (R)-methamfetamin
200 - — (S)-methamfetamin
150
100
50 -
0 : : 7

260 280

vinova délka [nm)]

Obr. 4. Experimentalni spektra ECD (vlevo) a experimentalni UV spektra (vpravo) enantiomer hydrochloridu methamfetaminu.

Spektra jsou zobrazena ve spektralni oblasti 230-300 nm
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Obr. 5. Spektra ECD realnych vzorka methamfetaminu zobrazena v oblasti 240—300 nm

jimku tvofi zejména vzorky B a G, u kterych se vyskytuji
pasy odrazejici vibrace skupin uréité pfimési. V IR spektru
vzorku B se navic vyskytuje pas 1286 cm ™. V IR spektru
vzorku G se vyskytuje stejny pas jako ve vzorku B, tj.
1286 cm ™', a navic pozorujeme $iroky pas 1648 cm™'. Lat-
ky, které jsou v pfipadé¢ téchto vzorkd pfidany
k methamfetaminu, se vSak zatim nepodatilo identifikovat.

Muize jit o latky vznikajici béhem syntézy nebo o pridané
adulteranty.

Nameétena spektra VCD realnych vzorku (obr. 8) jsou
vyobrazena ve spektralni oblasti 1500—1250 ¢cm ', nebot
v oblasti 1800—1500 cm ' se neobjevuji zadné vyznamné
pasy. V zobrazeném spektralnim rozsahu je pozorovan
shodny pribéh i pocet pasi jako v piipadé spektra VCD

el mol'1cm'1]

T IOTMmMOoOO >

240 260

280 300

vinova délka [nm]

Obr. 6. UV absorp¢ni spektra realnych vzorki methamfetaminu zobrazena ve spektralni oblasti 230-300 nm
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Obr. 7. IR absorpéni spektra realnych vzorki methamfetaminu zobrazena ve spektralni oblasti 1800—1250 em ™. Spektra jsou pro
vetsi nazornost offsetovana
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Obr. 8. Spektra VCD redlnych vzorki methamfetaminu zobrazena ve spektralni oblasti 1800—1250 cm™'. Spektra jsou pro vétsi
nazornost offsetovana

hydrochloridu (R)-methamfetaminu (obr. 3). Nejniz$i in- ZAavér

tenzity vyznamnych pasti miizeme pozorovat ve spektru

vzorku G, coz je pravdépodobné zplisobeno nizsi Cistotou Synteticka stimulaéni droga methamfetamin je vyré-
latky. Mén¢ Cisty je nejspise i vzorek C, ktery vykazuje béna piedevsim pro evropsky trh, kde jsou ro¢né odhalo-
méné intenzivni signdly, ale v porovnani se vzorkem G vany stovky varen. Z Ceské republiky je dal distribuovana
jsou vSak jeho pasy intenzivnéjsi. do dalgich zemi, a zadrzena mnozstvi této latky tak v rdmci
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Evropy stale rapidné nardstaji. Vzhledem k velkému rozsi-
feni a vyvoji syntetickych drog je nutna rychla a spolehliva
analyza, kterou nabizeji metody molekulové spektrosko-
pie. Nastrojem molekulové spektroskopie jsou i metody
chiroptické, které jsou citlivé k trojrozmérné struktufe
molekul.

V ramci konformacni analyzy molekuly methamfeta-
minu bylo systematickym otac¢enim tii dihedralnich uhli
s krokem 120° nalezeno celkem 27 startovnich geometrii,
které byly optimalizovany na trovni B3PWO91/aug-cc-
pVDZ. Takto bylo nalezeno celkem Sest stabilnich konfor-
mert. Na zéklad¢é Boltzmannova rozdéleni bylo odhadnuto
jejich relativni rovnovazné zastoupeni: 64 % (konformer
D, 17 % (konformer II), 8 % (konformer III), 7 %
(konformer IV), 3 % (konformer V) a 1 % (konformer VI).
Na stejné urovni teorie byla nasledné simulovana spektra
VCD a IR jednotlivych konformerti, z kterych pak bylo
vypocteno spektrum vazeného primeéru. Toto spektrum
bylo dale porovnano se spektrem experimentalnim a diky
jejich dobré shod¢ byla urcena absolutni konfigurace
a detailng interpretovano experimentalni IR spektrum.

Pokud je nam znamo, tato prace je prvni systematicka
strukturni  studie  hydrochloridu  methamfetaminu
v roztoku, kterd kombinuje metody vibracni spektroskopie
s chiroptickymi.

Tato prace byla realizovana za financni podpory Mi-
nisterstva vnitra CR (MV0/VI20172020056), ¢dstecné také
Operacniho programu Praha — Konkurenceschopnost
(CZ.2.16/3.1.00/24503 a CZ.2.16/3.1.00/21537), Narodni-
ho programu udrZitelnosti (NPU MSMT — LOI1601;
43760/2015) a Specifického vysokoSkolského vyzkumu
(MSMT ¢& 21-SVV/2020, & A2_FCHI 2020_016).
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STUDIUM VLIVU EXPERIMENTALNICH PODMINEK NA SERS-AKTIVITU
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Klicova slova: povrchem zesilena Ramanova spektrosko-
pie, médéné nanocastice, stabilita nanocastic,
4-aminobenzenthiol

Uvod

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova roz-
ptylu (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS) je
technika, pomoci které 1ze provadét kvalitativni analyzu
rozli¢nych chemickych, ale i biologickych individui, a to
diky zesileni odezvy stanovované latky. K tomuto zesileni
dochézi vlivem interakce analytu s kovovymi plasmonic-
kymi nosiéi'. Jeji uplatnéni se nachazi napf. pii zkoumani
mezimolekularnich interakci, nanoobjektii, medicinalné
vyznamnych latek nebo pfi sledovani vyskytu zadoucich
inezddoucich latek v lidském organismu®. Vzhledem
k rozdilnym podminkdm pfi sledovani SERS signélu
v jednotlivych aplikacich je tfeba provadét u nové ptipra-
vovanych kovovych substratt jejich charakteristiku, jejimz
cilem je posoudit SERS-aktivitu nosi¢e v zavislosti na
experimentalnich podminkach a konkrétnim analytu. Pro
urcité aplikace se jako vhodny nosi¢ jevi médény povrch,
ktery je, narozdil od Cast&ji uzivanych stfibrnych a zlatych
povrchil, mnohem reaktivnéjsi a levnéjsi, na druhou stranu
optické vlastnosti médénych nanocastic (CuNP) jsou po-
mémé nestalé’.

Cilem této prace bylo u piipravenych koloidnich sys-

NH,

SH

Obr. 1. Strukturni vzorec 4-aminobenzenthiolu
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témt CulNP se 4-aminobenzenthiolem (4-ABT), jehoz struk-
tura je uvedena na obr. 1, posoudit SERS-aktivitu v zavislosti
na koncentraci 4-ABT (1-10* az 1-107 mol dm>) a stafi
systému. Za ucelem charakterizace Cistych nanocastic byly
potizeny jejich TEM snimky, pro ur¢eni maxim plasmono-
vé rezonance koloidnich systémt byla méfena jejich UV/
Vis spektra.

r wr

Experimentalni ¢ast

Pro ptipravu CuNP byl nejprve piipraven zasobni
roztok CuCl, (¢ = 2- 1072 mol dm73). 2,5 ml tohoto roztoku
bylo za soucasné¢ho probublavani dusikem pfidano do
30 ml roztoku citratu sodného (¢ = 3,2:107 mol dm™).
Nasledné bylo pfipraveno 15ml roztoku NaBH,
(¢ =210 mol dm>), ke kterému byl ptiddn 1 ml roztoku
NaOH (¢ = 0,25 mol dm ). Tento vznikly redukéni roztok
byl pfidan do reakcni smési, stale za probublavani dusi-
kem. Vznikly koloidni systém byl 10 min michan pfi labo-
ratorni teploté a nasledné uchovavan po dobu ¢ty ho-
din pfi 0 °C. Nésledn¢ byly ptidavkem riznych mnozstvi
4-ABT pftipraveny modifikované koloidni systémy o vy-
slednych koncentracich analytu 1-10* az 1-10"" mol dm>.

Ramanova spektra byla méfena pomoci disperzniho
Ramanova spektrometru Advantage NIR (DeltaNu, USA)
s excitaéni vlnovou délkou 785 nm. Zdrojem zafeni byl
diodovy laser o maximalnim vykonu 80 mW, pfistroj méfi
ve spektrdlnim rozsahu 100 az 2000 cm™' s rozli$enim
lepsim nez 8 cm™'. Spektra byla méfena od doby pridavku
analytu kazdé ¢tyfi minuty po dobu osmi hodin nebo do
ztraty signalu analytu (degradace soustavy) s dobou expo-
zice 60 s pfi maximalnim vykonu laseru (80 mW).

UV/Vis spektra byla métena pomoci UV/Vis spektro-
metru CARY 50 (Varian, USA). Piistroj méfi v rozsahu
vinovych délek 190 az 1100 nm, zdrojem zafeni byla xe-
nonova vybojka pracujici v pulznim rezimu. RozliSeni
pfistroje bylo nastaveno na 1,5 nm, maximalni skenovaci
rychlost 360 nm min'. Spektra byla méfena v Smm kie-
menné kyveté ve spektralnim rozsahu 400 az 800 nm bez
fedéni studovanych koloidu.

Pro pofizeni TEM snimkl nanocastic pied aplikaci
analytu byl pouzit mikroskop JEM-1010 (JEOL, Japon-
sko), ktery pracuje s urychlovacim napétim 80 kV. Nano-
Castice byly deponovany na uhlikem pokrytou médénou
miizku, nacez byl filtranim papirem odstranén ptrebyte¢ny
roztok.

Vysledky a diskuse

Z potizenych TEM snimkut c¢tyfi hodiny starych Cis-
tych nanocastic je patrné, ze systém pred aplikaci analytu
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obsahoval sférické nanocastice, jejichz velikost se pohybo-
vala v priméru mezi 6 az 12 nm. Ze snimku uvedeném na
obr. 2 je zjevné, ze Castice jsou obklopeny citratem sod-
nym, ktery plni funkeci stabilizatoru, a Ze do jisté miry do-
chazi ke tvorbé agregati.

UV/Vis spektra jednotlivych systémil byla méfena za
ucelem zjisténi vyskytu maxima plasmonové rezonance
(MPR) ve viditelné oblasti. Na obr. 3 je patrné, Ze v§echny
Ctyfi druhy systémd maji ve viditelné oblasti zafeni své
MPR. Konkrétni hodnoty pro jednotlivé systémy jsou
600 nm pro koncentrace 4-ABT 1-10™* a 1-10~ mol dm*
a563nm pro systémy s koncentraci analytu 1-10°°
a1-107 mol dm”. Vzhledem k excitaéni vlnové délce,
pouzité pro méfeni SERS-spekter (785 nm), predurcuje
vy$$i hodnota MPR prvni dva jmenované systémy k vyssi
SERS-aktivité'. Siroky pas MPR u systému s koncentraci
analytu 1-107° mol dm ™ s nejvétsi pravdépodobnosti svéd-
¢i o Siroké distribuci velikosti ¢astic v tomto systému, coz
je mozny divod pro pozorovani nejvyssi SERS-aktivity
pravé u tohoto systému'.

Cena Karla Stulika 2020

Namétena SERS spektra byla nejprve porovnana
s literaturou za ucelem potvrzeni signalu 4-ABT a identifi-
kace jednotlivych vibraci (tab. I). Na obr. 4, kde jsou uve-
dena SERS spektra CuNP/4-ABT, je patrné, ze nejvice
SERS-aktivni je systtm o koncentraci 4-ABT
1-107° mol dm3, aktivita dale klesa v fad& koncentrace
analytu 1-107, 1-10® a 1-107 mol dm*. Kromé relativné
velkého rozdilu mezi MPR poslednich dvou jmenovanych
systému a vinovou délkou pouzitého excitacniho zafeni 1ze
niz§i SERS-aktivitu téchto systémi s nejvetsi pravdeépo-
dobnosti odlivodnit men$im mnozstvim molekul analytu
schopnych vazat se napovrch CuNP. Dle literatury se
4-ABT vaze na médéné nanocastice pies thiolovou skupi-
nu (obr. 5, cit.?).

Ve vsech systémech byly nejintenzivnéjsi pasy rovin-
nych vibraci 1077 cm™' a 1588 cm™'. V prabéhu méfeni
byly u vSech ¢ty druhd systému pozorovany tyto pasy,
jejichz plocha byla nasledné normalizovana k nejvyssi
dosazené hodnoté. Zavislost takto normalizované velikosti
plochy na Case je zobrazena na obr. 6, pficemz prubch

Tabulka I
Piehled charakteristickych pasti 4-ABT

Ramantiv posun [cm ']  Pifazeni vibraci

Lit.} experimentalni
396 396 v (C=S) + 6 (C—C)a,
636 635 8 (C—C)ar + v (C=S) + 6 (C—H)ar
817 811 v (C—C)ar + 7 (C—H) + v (C-N)
1007 1003 v (C-H)
1079 1077 v (C=S)
1176 1176 d (C-H)
1488 1483 8 (C—C)ar + 6 (C-H) + v (C-N)
1594 1588 v (C=C)ar
Obr. 2. TEM snimek ¢istych CuNP v dobé ¢tyf hodin od pii-
pravy systému
100|4-ABT 10" mol-dm®  199|4-ABT 10° mol-dm®  100|4-ABT 10° mol-dm?®  100|4-ABT 107 mol-dm?
0,50 600 0,50 0,90 0,50
0,80 _ 080 0,80 0.80
0,70 070 0.70 0,70
E 0,60 g 0,60 600 g 0,50 % os0
£ o030 % oso0 £ oso0 563 'g 0,50 563
< 0,40 < 0,40 = 0,40 2 0,40
030 0,30 0,30 0,30
0,20 0,20 0,20 0,20
0,10 0,10 010 0,10
0,00 0,00 0,00 0,00
400 600 B0 60O 00 A0 600 800 ano 800

Vinova délka [nm] Vinovd délka [nm]

600
Vinovi délka Inml Vinovd délka [nm]

Obr. 3. UV/Vis spektra jednotlivych systémit CuNP o riizné koncentraci 4-ABT (1-10™* a% 1-10” mol dm™). Na jednotlivych spek-

trech jsou ¢isly vyzna¢ena maxima plasmonové rezonance
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4-ABT 10 mol-dm™
4-ABT 10°* mol-dm?
4-ABT 10°* mol-dm™
4-ABT 107 mol-dm™

1588 1483

Ramanova intenzita
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Obr. 4. Porovnani SERS spekter jednotlivych systémi CuNP o riizné koncentraci 4-ABT (1-10* az 1-10” mol dm>). Zobrazena
jsou spektra v dobé své maximalni intenzity. Spektra byla méfena s excitaéni vlnovou délkou 785 nm a jsou zobrazena v ,,offset scale*
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Obr. 5. Grafické znazornéni interakce molekul 4-ABT a po-
vrchu médéné nanocastice (CuNP)
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téchto zavislosti byl pro oba sledované pasy stejny. Posou-
zeni pribéhu u ostatnich vibraci nebylo mozné z divodu
jejich nizkych intenzit.

V systémech o koncentraci analytu 1-10°a 1-10 °mol dm *
doslo zpocatku k postupnému nardstu intenzity, ktery je
pravdépodobné zpisoben postupnym uspofadanim adsor-
bovanych molekul analytu na povrchu nanocastic. Po do-
sazeni ustalené hodnoty odezvy doslo v urcitych casech (tab. II)
kipné (1:10°mol dm™) nebo &aste¢né (1:10° mol dm™)
degradaci systému. ,,Skokova“ zména v SERS signalu
u druhého jmenovaného systému by mohla byt zpisobena
postupnou sedimentaci vétsich, a tedy i pouzité excitacni
vinové délce 1épe odpovidajicich Castic. Nejméné stabilni
byl systtm o koncentraci analytu 1-10*mol dm™,
u kterého nejspiSe vlivem vysoké koncentrace analytu
dochézelo k rychlé degradaci. Nejméné konzistentni hod-
noty vykazoval systém 110”7 mol dm>, u kterého do do-

* 4-ABT 10 mol-dm*
4-ABT 10° mol-dm?

508 , o ® 4-ABT 10 mol-dm
£07 | 0 03#:~MM 4-ABT 107 mol-dm?
<0 .:..‘ . ®e% e,
2 o P e
8 05 ~. ® oo (Y Y ® *
o 04 * ® *
5 o .
£03 %o .
=] [ L L
=02 * ‘ .. ~‘
01 [4 = .. o *
0% A, Y h K+ 58
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
t [min]

Obr. 6. Zavislost normalizované plochy na stafi jednotlivych systémit CuNP/4-ABT. Uvedené hodnoty plochy byly ziskany normali-
zaci aktualni hodnoty plochy pasu valenéni vibrace C—S (1077 cm™") vztazenim k nejvyssi hodnoté této plochy u zkoumaného systému.

Legenda znaci koncentraci 4-ABT v konkrétnim systému

14



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. /8, 1-36 (2020)

Tabulka IT
Doby dosazeni maximalni odezvy a doby SERS-aktivity
jednotlivych systému

Caapry [moldm™]  1-107* 1-10° 1-10° 1-107
fimax [min] ® 0 192 204 288
taeg [min] ° 68 409 260 400

*tmax — doba dosazeni maximalni odezvy analytu, btdcg -
doba, kterd ub&hne do degradace systému

by degradace nedoSlo k ustdleni hodnoty odezvy. Doby
stability systémi znazoriiuje tab. II.

Zavér

Cilem této prace bylo posoudit vliv koncentrace
a stari systémut na SERS-aktivitu médénych nanocastic. Ze
ziskanych vysledkt bylo zjisténo, Ze nejvyssi odezvu vy-
kazuji systémy o koncentraci 1-10~° mol dm > 4-ABT, a to
diky Siroké distribuci velikosti ¢astic v méfeném systému.
SERS-aktivita byla pozorovana u systémi vSech koncentraci,
ackoliv u systémi s koncentraci analytu 1:10~" mol dm™
byla odezva systému jiz relativné nizka. Vlivem dalsi opti-
malizace ptipravy nanocastic a aplikace pouzitého analytu
by v8ak méla byt mozna spolehliva detekce 4-ABT az do
koncentrace analytu 1-10”7 mol dm>.

U vSech sledovanych systémt byly nejintenzivnéjsi
rovinné vibrace pii 1077 a 1588 cm™, na jejichz plochéch
byla pozorovana mira odezvy jednotlivych systému v Case.
Bylo zjiSténo, Ze v systémech o koncentracich analytu
1:107, 1:10° a 110~ moldm™ je mozno SERS signal
pozorovat po relativné dlouhou dobu, kdezto systémy
o koncentraci analytu 1-10* mol dm ™ jsou pomémné ne-
stabilni. V dobé maximalni optické odezvy analytu bylo
u nekterych systémil mozné spolehlivé pozorovat také jeho
dalsi charakteristické vibrace. Vzhledem ke skutecnosti, ze se
analyt vaze na médény substrat pres thiolovou skupinu, nabi-
zi se moznost vyuzit takto pfipravené nanocastice i pro méte-
ni dalSich latek obsahujicich tuto funkéni skupinu.
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ment of Analytical Chemistry, University of Chemistry and
Technology in Prague, Prague): Study of the Influence
of Experimental Conditions on SERS-Activity of Cop-
per Nanoparticles

Spectroscopy of Surface-Enhanced Raman Scattering
(SERS) is a technique which can be used for qualitative
analysis of different types of chemical or biological sub-
stances. Raman signal is enhanced due to the interaction
between the adsorbed analyte and plasmonic metal sub-
strate. This technique is applied in investigation of inter-
molecular interactions, nanoobjects, medicinally important
substances or in the monitoring of metabolites in the hu-
man organism. Because of different experimental condi-
tions of various application fields, it is important to devel-
op new plasmonic substrates and characterize them. It was
found out that there are fields where it is appropriate to use
copper nanoparticles (CuNPs) instead of gold or silver,
which are mostly better enhancers, but they are not as re-
active as copper. On the other hand, CuNPs do not exhibit
such great stability and their optical properties are quite
time-dependent.

The goal of this study was to prepare and characterize
colloid systems containing CuNPs and different concentra-
tions (from 1-10™* to 1-1077 mol dm™) of model analyte,
4-aminobenzenthiol  (4-ABT), and to test its
SERS-activity. For characterization, transmission electron
microscopy (TEM) and UV/Vis spectroscopy were used.

Keywords: surface-enhanced Raman spectroscopy, copper
nanoparticles, stability of nanoparticles,
4-aminobenzenethiol
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Uvod

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (Surface-
Enhanced Raman Scattering, SERS) umoznuje G¢inné zna-
sobeni optické odezvy analytli, jez jsou adsorbovany na
povrchu plasmonickych kovill. Nejcastéjsimi typy analyth
pro SERS spektroskopii jsou latky vykazujici velkou afini-
tu k povrchu uslechtilého kovu, nebot’ se na n¢ snadno
adsorbuji diky tomu, Ze ve své struktufe obsahuji hetero-
atomy. VétSinou se jedna o ptirodni latky, jako jsou alka-
loidy obsahujici napt. dusik, jenz disponuje volnym elek-
tronovym parem.

Berberin (obr. 1) je benzylisochinolinovy pfirodni
alkaloid zluté barvy, ktery se nachazi v rostlinach rodu
dristalovitych (Berberis vulgaris, Berberis aristana). Nej-

‘‘‘‘ se vyskytuje vkmenové kife, kofenech
a oddencich rostlin. Veliky potencial tohoto alkaloidu se
nachazi v moznostech jeho vyuZziti v moderni mediciné
predevsim diky jeho antipyretickym, antiflogistickym
a antimikrobialnim u¢inkdm. Nedavné studie prokazaly, ze
berberin je viceucelovy 1€k s ptiznivymi ucinky na Sirokou
Skalu chronickych onemocnéni, mezi které patfi metabo-
lické poruchy, obezita a dalsi'. Bylo také prokazano, ze ma
velmi specifické ucinky na rakovinné bunky raznych typu.
V neposledni fadé zvySuje mitochondridlni funkci bunék
a zabranuje oxidativnimu stresu, ktery je hlavni pfi¢inou
procesu starnuti’.

Tato prace je zaméfena na zkoumani vlivu excitacni
vlnové délky (532, 780, 1064 nm) a plasmonického kovu
pouzitého pro pfipravu substratu (Au, Ag, Cu plasmonické
vrstvy) na spektralni odezvu analytu berberinu (Brbr)
s vyuzitim SERS spektroskopie. K pfipraveé substratii byla
pouzita bezproudova depozice galvanickym vylu¢ovanim
na hlinikovou podlozku, jez umoziuje snadnou a rychlou
pfipravu SERS-aktivnich vzorkd. Cilem téchto méfeni
bylo urcit vhodny plasmonicky substrat a excitacni vlno-
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Obr. 1. Strukturni vzorec berberinu. Pievzato z cit.?

vou délku pro nasledujici experimenty zaméfené na po-
stupné snizovani koncentrace Brbr a nalezeni jeho limitu
detekce.

r wr

Experimentalni ¢ast

Pro pfipravu zesilujicich substrati byla pouzita hlini-
kova desticka (5x5 mm), na které byla vyzkousena galva-
nickd depozice plasmonickych kovli ze 3 rliznych ldzni
aroztokti soli. Do pfislusnych roztoki plasmonickych
kovli byly desticky ponofeny na dobu 10 min. Néasledné
byly deponované desticky umistény do methanolového
roztoku berberinu o molarni koncentraci 1-10* mol 1" na
dobu 18 hodin, poté byly vyndany a osuseny v proudu
dusiku.

Roztoky jednotlivych soli vznikly rozpusténim pii-
slusného mnozstvi soli (0,03397 g AgNO; a 0,01076 g
CuCl,) ve 2 ml ultracisté vody. Roztoky byly pfipravovany
vzdy Cerstvé. Komplexni zlatici, stfibfici a médici 14zné
byly ptipravovany dle jiz diive publikovanych studii*’.

Pro méfeni SERS spekter s excitacni vinovou délkou
z viditelné oblasti byl vyuzit disperzni spektrometr DXR
SmartRaman (Thermo Scientific, USA; 532 a 780 nm).
FT-Ramantv spektrometr EQUINOX 55/S (Bruker Optik,
Neémecko) byl vyuzit pro méfeni SERS spekter s excitacni
vinovou délkou 1064 nm. Tabulka I udava nastaveni pou-
zitych pfistroju.

Namétena data byla zpracovana v programu OMNIC
9. Z namétenych 6 bodl na kazdém substratu byla vytvo-
fena prumérnd spektra a vzajemné porovnana.

Vysledky a diskuse

Namétend SERS spektra byla pii interpretaci porov-
nana s dfive publikovanymi, namé&fenymi a predikovanymi
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Tabulka I
Nastaveni pouzitych pfistroji
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Excitacni vlnova délka [nm] Rozliseni [em '] Vykon laseru [mW] Expozice/pocet skenil
532 5 5 10x30 s

780 5 60 10x30 s

1064 4 300 1064 skenu

hodnotami charakteristickych past berberinu®. Déle byla
porovnana SERS spektra s nezesilenym spektrem Cisté
latky. Pfifazeni jednotlivych pasti k charakteristickym
vibracim je uvedeno v tab. IL

Vliv excita¢ni vlnové délky

SERS spektra Brbr adsorbovaného na Au a Ag substratu
(Au lazen a roztok soli AgNO;)

Obr. 2 zobrazuje porovnani SERS spekter pfi riznych
excitacnich vinovych délkach a Ramanovo spektrum Cisté
latky. Z obrazku je patrné, ze vybrané a oznacené pasy
v SERS spektrech jsou intenzivnéjsi nez ve spektru Cisté
latky. Avsak u SERS spekter ziskanych na Au substratu,
ktera byla méfena s excitatni vlnovou délkou 780 nm,
au SERS spekter ze stiibrného substratu (pfiprava
v roztoku AgNO;) méfenych s excitacni vinovou délkou
532 nm nejsou vibraéni pasy tak viditelné z divodu zvyse-
SERS spektrum Brbr z Ag substratu je také zatizeno po-
mérn¢ intenzivnim Sumem na Urovni zékladni linie.
U SERS spekter je vidét nepatrny posun maxima past cca
o 5cm™ oproti &isté latce, coZ znadi interakci analytu se

Tabulka IT
Charakteristické vibrace berberinu (1064 nm)

substratem. Pomoci tzv. povrchovych vybérovych pravidel
pro SERS spektroskopii lze odhadnout, Ze nejvice zesilené
vibra¢ni pasy (1571, 1399, 773, 756 a 734 cm’l) odpovidaji
kolmému usporadéani Brbr viici povrchu plasmonického kovu.

Vhodnégjsi excitacni vinovou délkou pro substrat pii-
praveny v Au lazni je 1064 nm. Hlavnim diivodem je sku-
teCnost, Ze energie zafeni z blizké infracervené oblasti
nesta¢i na excitaci molekuly do vyssi elektronové hladiny,
ale zaroven staci na vybuzeni efektivni povrchové plasmo-
nové rezonance na zlatém povrchu (v NIR oblasti se na-
chazi maximum), coz vede k potlaceni fluorescence,
a v dusledku toho jsou pasy od sebe 1épe oddé€lené, nesply-
vaji a nepiekryvaji se. Nejvhodnéjsi excitaéni vinovou
délkou pro substraty deponované v roztoku AgNO; je
z pohledu poméru signalu k Sumu vinova délka 780 nm.

Vliv plasmonického substratu

SERS spektra Brbr — excitacni vinova délka 780 nm

Obr. 3 zobrazuje SERS spektra analytu pfipraveného
na zlatém a stfibrném substratu méfena pii excitacni vlno-
vé délce 780 nm. U SERS spekter si 1ze vSimnout, Ze opro-
ti Cisté latce jsou zesilené pasy posunuty k niz§im hodno-

Ramantiv posun [cm ']

Ptifazeni vibraci *

experiment cit.?
539 533 asym oop CN, deformace kruhu, C4-H, a C5-H; rock
734 729 oop kruhu
756 754 kruh A, dioxolanovy kruh, breath
773 770 ip, asym dioxolanu — OCH,0O
839 836 ip CO, C13-H, C1-H ip, C6-H,, wag, C5-H, rock
893 888 dioxaolanovy kruh, C11-H, C12-H oop
1049 1044 C11-H, C12-H, C13-H oop
1345 1342 ip C4-H,, C5-H, wag oop
1399 1398 ip kruht
1451 1445 ip kruhd
1571 1569 ip kruhu, sym OCH;
1629 1620 ip kruhu, dioxolanové CH, scissor

*ip — rovinna (in-plane), oop — mimorovinna (out-of-plane), wag — v&jitova (wagging), breath — dychaci (breathing), rock —
kyvava (rocking), scissor — niizkova vibrace (scissoring), asym — asymetricka, sym — symetricka
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SERS Brbr ﬁgND3 T80 nm
SERS Brbr Aulazen 780 nm
SERS Brbr Aulazen 1064 nm
Brbr 1064 nm
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Obr. 2. SERS spektra berberinu (1-10~ mol I') na substratech p¥ipravenych v Au lizni a roztoku AgNO; p¥i excitaénich vinovych
délkach 532 nm, 780 nm a 1064 nm porovnina s Ramanovym spektrem berberinu v pevném stavu pFi excita¢ni vinové délce

1064 nm. Spektra jsou zobrazena v ,,offset scale* rezimu

tam vino&td (cca 5 cm™). Spatna odezva analytu na zla-
tych substratech mize byt zplsobena tim, Ze se analyt
vaze na povrch substratu jinym zptisobem nez u ostatnich
kovt, jelikoZ riizné funkéni skupiny molekul maji odlisnou
afinitu k riznym kovim. Nejintenzivnéji je zesilena Cast
spektralni oblasti okolo 734 cm™', kde se projevuji mimo-
rovinné vibrace aromatického kruhu.

SERS spektra Brbr — excitacni vinova délka 1064 nm

Na obr. 4 jsou zobrazena SERS spektra berberinu
adsorbovaného na substratech pfipravenych v Au lazni
aroztoku AgNO; méfend pii excitatni vinové délce

SERS Brbr AgNO3 780nm
SERS Brbr Aulazen 780nm

Brbr 780 nm

Ramanova intenzita

1064 nm. VsSechny vyznaCené charakteristické pasy
v SERS spektrech jsou zesileny. Avsak je patrné, ze SERS
spektra na zlatych substratech vykazuji horsi rozliSeni
nékterych pasi (napi. 893, 539 cm™'). Nejvice zesilené
pasy oproti Cisté latce se objevuji v okoli vlnocta 1399,
750 a 530 cm™ a odpovidaji vibracim aromatického kruhu.

Zavér
Cilem této prace bylo nalezeni vhodné kombinace

plasmonického substratu a excitacni vinové délky pro sta-
noveni berberinu (o zakladni koncentraci 1-10™* mol I'")

1600 1400 1200

1000 800 500

Ramanuv posun (cm™)

Obr. 3. SERS spektra berberinu (1:10 mol I') na substratech p¥ipravenych v roztoku AgNO; a Au lazni pii excitaéni vinové
délce 780 nm v porovnani s Ramanovym spektrem berberinu v pevném stavu pii excita¢ni vinové délce 780 nm. Spektra jsou zob-

razena v ,,offset scale” rezimu
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Obr. 4. SERS spektra berberinu (1-10™* mol I'!) na substratech p¥ipravenych v roztoku AgNO; a Au lazni p¥i excitaéni vinové
délce 1064 nm v porovnani s Ramanovym spektrem berberinu v pevném stavu p¥i excita¢ni vinové délce 1064 nm. Spektra jsou

zobrazena v ,,offset scale’ rezimu

pomoci SERS spektroskopie. Bylo zjisténo, Ze optimalnim
substratem z hlediska celkové intenzity charakteristickych
past byl substrat pfipraveny v roztoku AgNO;. Naopak
nejhor$im substratem z hlediska intenzity past byl roztok
CuCl,, u kterého nebylo mozné pozorovat zadné pasy vyj-
ma charakteristického pasu pro Cu povrch. Pii porovnava-
ni vlivu excitani vinové délky bylo zjisténo, ze vlnova
délka ma mensi vliv na celkovy pribéh ziskanych SERS
spekter nez volba kovu. Nicméné patrny rozdil byl u vino-
vé délky 780 nm, kde se pfi méfeni objevuje zvysené po-
zadi zpasobené fluorescenci analytu. Nejvice zesileny jsou
v SERS spektrech pasy mimorovinnych vibraci aromatic-
kého kruhu, kterym se Brbr orientuje k povrchu.
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A. Korytikova®, M. Svecova®, O. Volochanskyi®,
and V. Prokopec® (“ Department of Analytical Chemistry,
b Department of Physical Chemistry, University of Chemis-
try and Technology in Prague, Prague): SERS Spectra of
Berberine: The Influence of Excitation Wavelength
and Plasmonic Substrate

The study is focused on testing the influence of exci-
tation wavelength (532 nm, 780 nm, and 1064 nm) and
plasmonic metals (Au, Ag, Cu) on the spectral response of
the analyte berberine using SERS spectroscopy. Berberine
has great potential which can be appreciated by modern
medicine mainly due to its antipyretic, antiphlogistic, and
antimicrobial effects. Recent studies have shown that ber-
berine is a multipurpose drug with beneficial effects on
a wide range of chronic diseases such as metabolic disor-
ders, obesity, etc. The substrate was prepared by electro-
less deposition on the aluminium surface, which allows
easy and fast preparation of SERS-active samples. The aim
of these measurements was to find an appropriate plas-
monic substrate and excitation wavelength for subsequent
experiments aimed at finding the detection limit of berber-
ine.

Keywords: berberine, Raman spectroscopy, SERS, Ag and
Au substrates



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. /8, 1-36 (2020)

Cena Karla Stulika 2020

STRESOVE TESTOVANI STABILITY CANAGLIFLOZINU

JITKA MACHALOVA a ToMAS KRIZEK

Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Katedra ana-
Iytické chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2
machalovaj@natur.cuni.cz

Klicova slova: canagliflozin, chemicka oxidace, degrada-
ce, stresové studie, HPLC, testovani stability

Uvod

Stresové testovani 1é¢iv je nedilnou soucasti procesu
jejich vyvoje. Stresové testovani je hlavnim nastrojem,
ktery slouzi k objasnéni vnitini stability 1éCivé latky
a k identifikovani produktl z degrada¢nich drah'. Dilezi-
tou soucasti testovani je mimo studia U€inkd teploty, vlh-
kosti a fotolyzy také studium oxidativniho stresu®. Takové-
to testovani je vSak ¢asové narocné, a proto je snaha ho
nahradit rychlejSim elektrochemickym testovanim. Tato
prace je soucasti vétsiho projektu, ktery usiluje o dosazeni
zkraceni doby experimentu pomoci elektrochemické oxi-
dace pii stresovém testovani 1éCiv.

Canagliflozin stimuluje mocovou exkreci glukosy
potla¢enim reabsorpce glukosy z proximalniho tubulu
v ledvinach. Pouziva se k fizeni hladiny glukosy v krvi
u pacientd s diabetem typu 2 (cit.’).

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat analytické
metody HPLC tak, aby canagliflozin mohl byt stanoven
pomoci UV i MS detektoru a vyvinuta metoda pak mohla
byt pouzita pro studium stability této slouceniny a identifi-
kaci hlavnich degradacnich produkti vzniklych vystave-
nim canagliflozinu oxidativnimu stresu.

Experimentalni ¢ast

Pro HPLC s UV detekei byl pouzit ptistroj HPLC,
1200 Series, Agilent Technologies, Némecko, pro HPLC
s MS/MS detekei byl pouzit ptistroj UHPLC 1290, Infinity
6460, QqQ, Agilent Technologies, Némecko. Vodnou
slozkou mobilni faze byl mravencanovy pufr — 10mM
kyselina mraven¢i zneutralizovand hydroxidem amonnym
na hodnotu pH 3,5. Organickou slozku tvofil acetonitril
(ACN). Byla pouzita gradientova eluce (¢as, min/obsah
org. slozky, %): 0/30, 1/30, 10/40, 12/80, 13/80, 14/30,
20/30. Méfeni byla provadéna na koloné Agilent Poroshell
120 SB-Aq (2,1 x 100 mm, 2,7 pm), davkovany objem
vzorku byl 1 pl, pritok mobilni faze 0,4 ml min', teplota
kolony 30 °C. Detekce byla provadéna na detektoru
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s diodovym polem (vlnova délka 292 nm), pro identifikaci
hlavnich degradacnich produkti byl pouzit MS detektor.
Jako iontovy zdroj slouzil elektrosprej (teplota dusiku
300 °C, prutok dusiku 8 1 min~', tlak zmlZovage
275 790 Pa, napéti na vstupni kapilafe 4000 V). Pro frag-
mentaci prekurzorovych iontll byly pouzity hodnoty koliz-
nich energii 5, 8, 10, 15,20,30a35 V.

Stresové testovani canagliflozinu bylo provadéno
v degradacni komote pfi teplot¢ 50 °C po dobu 1, 2
a 3 dnt. Testovani bylo provadéno v nasledujicich rozto-
cich o koncentraci canagliflozinu 0,5 mg ml™'. Kon-
trolni vzorek A: ACN:H,0, 50:50 %, v/v; kontrolni
vzorek B: ACN:H,0, 30:70 %, v/v; kontrolni vzorek
C: MetOH:H,0, 50:50 %, v/v; vzorek D: MetOH:H,O,
50:50, %, viv + 3% H,O,, vzoreck E: ACN:H,O,
50:50 %, v/v + 3% H,0,; vzorek F: ACN:H,0, 30:70 %, v/v
+ 3% H,0,; vzorek G: ACN:H,O, 30:70 %, v/v + 0,1M
H,SO4 + 3% H,0,; vzorek H: ACN:H,O, 30:70 %, v/v+
0,IM NaOH + 3% H,0,; vzorek I: ACN:H,0, 30:70 %, v/v
+ 0,1M H,SO4; vzorek J: ACN:H,O0, 30:70 %, v/v + 0,1M
NaOH. Nasledné¢ byl testovan vzorek s excipienty:
ACN:H,0, 30:70 %, v/v + 3% H,0,, vzorek v pfitomnosti
0,1M HCI + 3% H,0, a vzorek v 0,1M HCI. Zaroven byl
testovan vliv chemické oxidace pfi laboratorni teploté po
dobu 4-7 dnd — vzorek canagliflozinu o koncentraci
0,5 mg ml" v nasledujicich roztocich: ACN:H,O,
50:50 %, v/v + 3% H,0,; ACN:H,0, 30:70 %, v/v + 3%
H,0,a MetOH:H,0, 50:50 % v/v + 3% H,0,.

Vysledky a diskuse

Po optimalizaci chromatografickych podminek méfe-
ni byla provedena validace metody. Opakovatelnost byla
vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka 7 méfeni
v procentech. Pro koncentraci 0,3 mgml™' byla opakova-
telnost reten¢niho ¢asu 0,17 % a plochy piku 0,75 %. Pro
koncentraci 510~ mg ml™' byla opakovatelnost retenéniho
casu 0,18 % a plochy piku 1,58 %. Metoda méla mez de-
tekce 8,9-10” mg ml™ (2,0-107 mol "), mez kvantifikace
3,0-.107* mg ml™ (6,8-107 mol 1), koeficient determinace
0,9997 alinearni dynamicky rozsah 3,0-10°-0,5 mg mlI™.
Testovanim robustnosti bylo zji§téno, ze mirné zmény
teploty, obsahu acetonitrilu v mobilni fazi a pH mobilni
faze nemaji vyznamny vliv na plochu piku canagliflozi-
nu, jeho symetrii ani rozliSeni pikd necistot od piku
canagliflozinu.

Vyvinuta metoda byla pouzita ke stresovému testova-
ni canagliflozinu. Na obr. 1 lze vidét nartst obsahu degra-
daénich produkti v ¢ase pii teploté 50 °C. V kontrolnich
vzorcich (vzorky A, B, C) ani v pfitomnosti kyselého
(vzorek I) ¢i zésaditého prostiedi (vzorek J) k vyrazné
degradaci nedochazelo. V pfitomnosti H,O, v neutralnim
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Obr. 1. Nariist obsahu degradacnich produktia v Case
pFirizném sloZeni vzorku. A: ACN: H,O, 50:50 % v/v; B:
ACN:H,0, 30:70 %, v/v; C: MetOH:H,0, 50:50 %, v/v; D:
MetOH:H,0, 50:50 %, v/v + 3% H,0,; E: ACN:H,0, 50:50 %,
viv + 3% H,0,; F: ACN:H,0, 30:70 %, v/v + 3% H,0,; G:
ACN:H,0O, 30:70 %, v/v + 0,IM H,SO4 + 3% H,0,; H:
ACN:H,O0, 30:70 %, v/v + 0,1M NaOH + 3% H,0,; I. ACN:H,0,
30:70 %, v/v + 0,1M H,SOy; J: ACN:H,0, 30:70 %, v/v + 0,1M
NaOH

prostiedi (vzorky D, E, F) dochazelo k degradaci v rozsahu
0,1 az 53,2 %. Pritomnost kyseliny sirové oxidaci potlacila
(vzorek G). V ptitomnosti 0,1M NaOH a H,O, (vzorek H)
dochéazelo ke vzniku degrada¢nich produktl jiz po piipra-
v¢é vzorku a jejich obsah se v prib&hu testu vyznamné
neménil. Na obr. 1 lIze vidét, ze vys§i obsah vody
v rozpoustédle vzorku vedl k vy$§imu obsahu degradac-
nich produktli (vzorky D, E, F). V pfitomnosti methanolu
dochézelo k mensi degradaci vzorku nez ve vzorku s ace-
tonitrilem. Ve vzorku s excipienty, které se piidavaji do
tablety Invokana béhem vyroby, dochazelo ke vzniku vét-
$iho mnozstvi degradacnich produktl nez ve vzorku se
stejnym slozenim rozpoustédla, ale bez excipientl. Béhem
testovani oxidativniho stresu pii laboratorni teploté byla
pozorovana vyrazn¢ pomalejsi degradace, a to v rozsahu
0,2—-1,5 %, pricemz vétsi mnozstvi degradacnich produktil
vznikalo ve vzorku s vy$§im obsahem vody a v methanolu
vznikalo mens$i mnozstvi degradacnich produkti nez
v acetonitrilu, stejné¢ jako v piipadé degradace pii 50 °C.
Vzorek s 0,1M HCI a 3% H,0, byl pivodné pouzit pro
testovani vlivu kyselého prostfedi na rychlost degradace,
dochazelo vSak k vyraznému nartstu obsahu degradacnich
produktl jiz po 1 dnu (obsah degradacnich produkti byl
99,2 %). V tomto ptipadé doslo vlivem pulsobeni kyseliny
chlorovodikové a peroxidu vodiku ve vzorku ke chloraci
molekuly canagliflozinu, a tudiz ke vzniku nezadouciho
nerealného oxida¢niho produktu. Chlorace molekuly byla
potvrzena analyzou na hmotnostnim spektrometru. Pro
zjisténi oxidacnich degradacnich produktt v kyselém pro-
sttedi byla proto pouzita 0,1M H,SO, (vysledky jsou
popsany vyse a na obr. 1).
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Pro identifikaci degradacnich produkt byl pouzit MS
detektor. Na obr. 2 Ize vidét chromatogram vzorku o kon-
centraci 0,5 mgml™' v rozpoustédle vzorku: ACN:H,O,
30:70 %, v/v + 3% H,0,, pii ponechani v degradacni ko-
mofe pfi teplot€ 50°C po dobu 24 hodin.
V chromatogramu jsou patrné dva hlavni degradacni pro-
dukty, které byly separovany vyvinutou analytickou meto-
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Obr. 2. Chromatogram vzorku API (canagliflozinu) o koncen-
traci 0,5 mg mI”' v rozpoustédle vzorku: ACN:H,0, 30:70 %,
viv + 3% H,0,, pFi ponechani v degrada¢ni komofre pri teplo-
té 50 °C po dobu 24 hodin. V chromatogramu jsou patrné dva
degradacni produkty, které byly separovany vyvinutou analytic-
kou metodou
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Obr. 3. Hmotnostni spektrum (pozitivni méd) piku P1
zobr. 2. Na obrazku lze vidét molekulové adukty s draselnym
a amonnym iontem, které se nachazely v mobilni fazi. Hodnoty
m/z jsou posunuty o hmotu 32 oproti referencnimu vzorku
canagliflozinu. Tato hmota odpovida 2 atomim kysliku, které se
navazaly na molekulu canagliflozinu béhem oxidativniho stresu
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Obr. 4. Chromatogram vzorku API (canagliflozinu) o koncen-
traci 0,5 mg ml™' v rozpoustédle vzorku: ACN:H,0, 30:70 %,
vlv + 0,1M HCI + 3% H,0,, pii ponechani v degrada¢ni ko-
moie pri teploté 50 °C po dobu 24 hodin. V chromatogramu je
patrny jeden degrada¢ni produkt s vysokou hodnotou absorbance.
Ucinna latka se v kyselém prostiedi a v piitommosti H,0, zcela
rozlozila nebo se pfemeénila na treti degradacni produkt

dou. Na ziklad¢ hmotnostnich spekter bylo zjiSténo, Ze
degradacni produkty P1 a P2 vznikly navazanim dvou
atomi kysliku béhem oxidace na riizna mista molekuly
canagliflozinu (obr. 3). Dale byl pomoci hmotnostniho
spektrometru analyzovan vzorek canagliflozinu o koncen-
traci 0,5 mg ml™" v rozpoustddle vzorku ACN:H,0, 30:70
%, v/iv + 0,IM HCI + 3% H,0,. Na chromatogramu
(obr. 4) Ize vidét pik degradacniho produktu, ktery vznikl
v tomto rozpoustédle vzorku pii ponechani v degradacni
komote pfi teplot¢ 50 °C po dobu 24 hodin. Na ziklad¢
vyhodnoceni hmotnostnich spekter (obr. 5) bylo zjisténo,
ze na molekulu canagliflozinu byl béhem oxidaénich pod-
minek navazan atom chloru, a doSlo tak ke vzniku neza-
douciho nerealného oxidac¢niho produktu.

Zavér

V této praci byla vyvinuta metoda pro stanoveni
canagliflozinu a jeho degrada¢nich produkti pomoci
HPLC s UV a MS detektorem. Béhem validace metody
byla zjisténa opakovatelnost, kalibracni zavislost, meze
detekce a kvantifikace, linearita méteni a linearni dyna-
micky rozsah a robustnost metody. Vyvinutd metoda byla
pouzita ke studiu oxidativniho stresu canagliflozinu. Na
zakladé vysledki bylo zjisténo, Ze na rychlost degradace
ma vliv obsah vody v rozpoustédle vzorku a kyselost pro-
stiedi. Vzniklé degradacni produkty byly dale zkoumany
pomoci MS. Vlivem oxidativniho stresu doslo k navazani
dvou atomt kysliku na molekulu canagliflozinu.
V piitomnosti kyseliny chlorovodikové byla molekula
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Obr. 5. Hmotnostni spektrum (pozitivni mod) piku P3
z obr. 4. V hmotnostnim spektru lze vidét molekulové adukty
s draselnym a amonnym iontem, které byly pfitomny v mobilni
fazi. Jednotlivé hodnoty m/z jsou posunuty o hodnotu 35 oproti
referenénimu vzorku canagliflozinu. Hmota 35 odpovida atomu
chloru, ktery se navazal na strukturu canagliflozinu béhem oxida-
tivniho stresu, a tim doSlo ke vzniku nerealného degrada¢niho
produktu. Ze spektra je patrné, Zze pomér intenzity signald o m/z
496 a 498 a signalt o m/z 517 a 519 odpovida piirodnimu zastou-
peni izotopti chloru **Cl a *’Cl, ktery je 3:1

canagliflozinu obohacena o atom chloru, a doslo tak ke
vzniku nerealného oxidac¢niho produktu.
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J. Machalova and T. K¥izek (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
Prague): Stress Stability Testing of Canagliflozin

In this work, a method for determination of canagli-
flozin and its degradation products by HPLC with UV and
MS detector was developed. During the method validation,
repeatability, calibration dependence, limits of detection
and quantification, linearity of measurement, linear dy-
namic range and robustness of the method were assessed.
The developed method was used to study the oxidative
stress of canagliflozin and to investigate its degradation
products. Based on the results, it was found that the rate of
degradation is affected by the water content in the sample
solvent and pH. The main degradation products were stud-
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ied by MS. Due to oxidative stress, two oxygen atoms
were bound to the molecule of canagliflozin. In the pres-
ence of hydrochloric acid, a chlorine atom was bound to
the molecule of canagliflozin and formed thus an unrealis-
tic oxidation product.

Keywords: canagliflozin, chemical oxidation, degradation,
stress study, HPLC, stability testing
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Uvod

Zlaté nanocastice (AuNP) Ize pfipravit redukci kyseli-
ny tetrachlorzlatité (HAuCly) na zlato (Au®)ptsobenim
fady sloucenin'. K zabranéni agregace nanodastic jsou
vyuzivana rizna stabiliza¢ni Cinidla (kyselina merkapto-
sukcinova, propionova, citronova, citronan a fada dalsich).
Pribéh chemické syntézy AuNP je zndzornén na obr. 1.
Z tady studii je znamo, Ze velikost AuNP se obvykle pohy-
buje od 10 do 40 nm (cit.?), maji sféricky tvar® a jsou ba-
revné*. UV/Vis spektrum AuNP (o velikosti 5 nm) posky-
tuje absorpéni maximum okolo 520 nm (cit.%). S rostoucim
primérem AuNP je pozorovan &erveny posun spektra®.
AuNP vykazuji aktivitu podobnou enzymim’®. Nano&asti-
ce se od vétsich Castic ze stejnych materiald mohou lisit
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Vy$§i pocet nanocastic
ma vetsi aktivni povrch, coz ovlivituje rychlost chemic-
kych reakei’. Diky témto vlastnostem byva v analytickych
aplikacich dosazeno vyrazné lepsich limitd detekce'. Na-
nocastice lze modifikovat biomolekulami, jako jsou
DNA', enzymy'? a protilatky'®. Takové upravy umoziiuji
jejich vyuziti v biologii a medicing". Rostlinami inspiro-
vana nova léciva jsou vyzvou pro moderni biotechnologie
a nanomedicinu'’. Zelend syntéza predstavuje velmi zaji-
mavou alternativu vyuziti redoxniho potencialu rostlinné-
ho extraktu a je spojena se vznikem unikatnich struktur.
Zcela nedavno Lee a spol. syntetizovali zlaty nanokompo-
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zit (z bananové slupky). Ziskané AuNP byly ve tvaru den-
drimeru a vykazovaly celou fadu unikétnich vlastnosti'.
Pfipravené nanokompozity Au-dendrimeru mély lepsi
biokompatibilitu nez nékteré klasické nano&astice zlata'®.

Peroxidase podobna aktivita (pseudoperoxidasova)
byla pozorovana u fady nanomateriala®. Na rozdil od enzy-
mil jsou anorganické Castice odolngjsi vici vysokym
1 nizkym teplotdm, Sirokému spektru hodnot pH a nepodlé-
haji denaturaci'’. Principem peroxidasové aktivity je
schopnost katalyzovat rozklad peroxidu vodiku za vzniku
hydroxylovych radikalti *OH a nasledné vody:

H,0, + NAD(P)H — H,0 + NAD(P)" (1)

Reakce (/) je Siroce vyuZzivana v chemii, biochemii
a molekularni biologii pro detekci mnoha analyta®. B&zné
se ke sledovani peroxidasové aktivity pouzivd peroxid
vodiku a vhodny barevny substrat, ktery vlivem oxidace
zméni barvu. Do této skupiny lze zatadit fadu pouzivanych
slou¢enin OPD  (o-fenylendiamin), DAB (diazo-
aminobenzen) nebo ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenz-
thiazolin-6-sulfonova kyselina)] a TMB (3,3',5,5'-tetra-
methylbenzidin)'®. Pribéh reakce s TMB je mozné sledo-
vat i vizualné:

TMB,eq + H,0, — TMB, + H,O 2)

V nékolika publikovanych pracich bylo vyuzito Gold-
Mag nanokompozitu s ABTS (cit.'?), Au/Cu nanodratkd
s TMB (cit.”®), BSA AuNP s TMB (cit.”'), Au@Pt na-
nodratky”>, DNA AuNP (cit.”*) a TiO, AuNP (cit.*")
s pseudoperoxidasovou aktivitou pro stanoveni kyseliny
askorbové (AA). Cilem této prace bylo pfipravit AuNP
s vyraznou pseudoperoxidasovou aktivitou a vyuzit této
aktivity pro detekci AA a antioxidacnich vlastnosti rostlin-
nych extraktl.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pro pfipravu nanocéstic byl pouzit trihydrat kyseliny
tetrachlorzlatit¢ (HAuCly); dihydrat citronanu sodného
(Na;CA); askorbova kyselina (AA); kienova peroxidasa
(HRP); dihydrat octanu sodného; citronova kyselina; octo-
va kyselina; 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB); dime-
thylsulfoxid (DMSO); 2,6-dichlorfenolindofenol (DCF),
chlorid sodny; 2-merkaptosukcinova kyselina (MSA);
dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného, dihydrogenfosfo-
re¢nan sodny, hydroxid sodny, sacharosa. Vsechny pouzité
chemikalie byly zakoupeny od spole¢nosti (Merck, N¢-
mecko).
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Obr. 1. Schéma pripravy a aplikace AuNP. (Aa) Ptiprava AuNP za zvySené teploty: 50 ml vodného roztoku kyseliny tetrachlorzlatité

(1 mmol dm™) bylo pod zpétnym chladi¢em piivedeno k varu za michani (200 rpm), poté byl pfidan roztok citronanu sodného. (Ab)
Roztok byl refluxovan po dobu 30 min a po zchladnuti na 25 °C pfeveden na Petriho misku a vysuSen. (B) Pfedpokladany mechanismus
oxidace TMB v ptitomnosti AuNP a vyuziti v testech antioxida¢nich vlastnosti (nahofe). Zjednodusené schéma syntézy zlatych ¢astic

(AuNP) (dole)

Piistroje

K navazovani byly pouzity analytické vdhy BXX 31
(Boeco, Némecko). Spektrofotometrie: UV/Vis na pfistroji
UV-3100PC (VWR, USA) v plastovych kyvetach s optic-
kou drahou 1 cm. Infinite F50 (Tecan, Svycarsko) byl
pouzit pro méfeni absorbance v polystyrenové mikrotitrac-
ni desti¢ce od firmy Gama Group a.s. (CR). Termalni syn-
téza byla uskute¢néna v topném hnizdé EMA/CE, Electro-
thermal (Velka Britanie). Pouzivané laboratorni sklo bylo
zakoupeno od firmy VWR (USA). K vysouseni vzorki
byla pouzita susarna Dry-line 115 (VWR, USA). Pii puri-
fikaci byla vyuZita centrifuga Rotofix 32 (Hettich, Némec-
ko) a magneticka michacka VMS-C4 Advanced (VWR,
USA). Castice byly dispergovany za pomoci ultrazvukové
lazn¢ USC600TH (VWR, USA). pH bylo méfeno pH me-
trem Orion Star A111 (Thermo Fisher Scientific, USA).
K promyvéni mikrotitra¢nich desticek byla pouZzita promy-
vacka HydroFlex (Tecan, Svycarsko). Ultragistd voda byla
pfipravena pomoci vyrobniku ELGA PURELAB flex
(ELGA, Velka Britanie). Pti charakterizaci ¢astic byl vyu-
zit zetasizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments,
Velka Britanie).

Syntéza AuNP

Pro syntézu nanoéastic byl pfipraven 1 mmol dm™
roztok kyseliny tetrachlorzlatité rozpus$ténim
HAuCly-3H,0 v ultracisté vodé a jako redukéni a stabili-
zaéni ¢inidlo byl pouzit 0,09mol dm™ roztok citronanu
sodného. Roztok kyseliny tetrachlorzlatité byl pfeveden do
varné bariky a za stdlého michani (200 rpm a 100 °C) pfi-
veden k varu pod zpétnym chladicem v topném hnizdé
EMA/CE (Electrothermal). Po dosazeni varu byl pfidan
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Na;CA. Do 2 min po ptidani Na;CA se Zluté zbarveni
roztoku zménilo na fialové. Roztok byl pod zpétnym chla-
di¢em 20 min a po vychladnuti byl vysuSen na Petriho
misce v susarné pii 60 °C po dobu 24 h. Vysusené Castice
byly pfevedeny do mikrozkumavky a zvazeny.

Charakterizace AuNP

Bylo zméfeno Vis spektrum nepurifikované a ethano-
lem purifikované disperze AuNP (300-750 nm). Byl zmé-
fen { potencial a pomoci dynamického rozptylu svétla byla
stanovena velikost Castic. Suspenze nanocastic byla centri-
fugovana 20 min pfi 4000 g v sacharosovém gradientu (80,
70, 60, 50, 40, 30, 20 %). Poté byly jednotlivé vrstvy ode-
brany a analyzovana intenzita jejich zbarveni.

Pseudoperoxidasova aktivita

Pro méfeni pseudoperoxidasové aktivity byl pfipraven
pracovni roztok 0,4moldm™ acetitového pufru (pH 4),
TMB (5moldm™) a 30% H,0,. Roztok TMB
(5 mmol dm™>) byl pfipraven rozpu§ténim v DMSO.
Z vysuSenych AuNP byla v ultracist¢é vodé pfipravena
disperze o koncentraci 1 mg ml™' za pomoci ultrazvukové
lazné (30 min, 5 mW). Do jedné jamky mikrotitracni des-
ticky bylo pipetovano 10 pl roztoku AuNP a 200 pl pra-
covniho roztoku. Pseudoperoxidasova aktivita nanocastic
byla porovnavana s HRP (1 U). Absorbance byla méfena
po jedné minuté pii vinové délce 620 nm po dobu 30 min
(n = 3). Do jamky mikrotitra¢ni desticky bylo napipetova-
no 30 pl roztoku AuNP (1 mgml™), 20 ul roztoku AA
a 250 pl pracovniho roztoku pro méteni pseudoperoxida-
sové aktivity.
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Testovani vzorka

Pro analyzu byl vybran 1écivy piipravek Celaskon
tablety 250 mg od vyrobce Sanofi-Aaventis (Praha) a rost-
linné extrakty (Salvia officinalis, Thymus serpyllum), které
byly ptipraveny podle postupu Sehnala a spol.”’. Do mi-
krotitra¢ni desticky bylo pipetovano 30 pl roztoku AuNP
(1 mg mI™), 20 ul vzorku a 250 pl pracovniho roztoku pro
méfeni pseudoperoxidasové aktivity (n = 3). Jako srovna-
vaci metoda k fotometrickému stanoveni AA byla zvolena
titrace 2,6-dichlorfenolindofenolem (DCF). Byl pfipraven
odmémy roztok DCF (1 mmol dm™). Do titratni baiky
bylo pfevedeno 5 ml roztoku kyseliny octové (2%) a 5 ml
roztoku AA. Byla provedena titrace roztokem DCF
a vizualn¢€ odectena spotieba.

Kontrola dat a statisticka analyza

Vsechna experimentalni data byla evidovana a ukla-
déna do laboratorniho informacniho systému Qinslab
(Prevention Medicals s.r.o., Ceska republika). Dostupna
experimentalni data byla zpracovana a vyhodnocena mate-
maticky a statisticky pfimo v databazi Qinslab. Vylouceni
extrémnich hodnot u souborti dat bylo provedeno Grubb-
sovym testem. Experimentalni prace byla vzdy provedena
minimalné ve tfech nezavislych experimentech (n=23).
Ziskana data prezentovana v této praci jsou uvedena jako
primérné hodnoty. Pro hodnoceni rozdili byla vypoctena
pravdépodobnost P. Hodnoty LOD (limit detekce) a LOQ
(limit kvantifikace) a dalsi statistické parametry byly sta-
noveny na hladin€ vyznamnosti 95 %.

Vysledky a diskuse

Je zndmo, Ze povrch AuNP je ovlivnén pfitomnosti
funkcénich skupin z reaktantli. Na povrchu se utvari elek-
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trickd dvojvrstva, kterd vyraznym zpusobem ovliviluje
fyzikéalné-chemické vlastnosti AuNP a tedy i dispergova-
telnost ve vodném prostiedi. Proto jsou intenzivné hledany
vovany z HAuCl, (1 mmol dm™) a Na;CA (0,09 mol dm™)
pfi riiznych podminkach (obr. 1). Pfi 20 °C pfipravené AuNP
byly po vysuseni prakticky ve vodé nedispergovatelné.
AuNP pripravené pii 100 °C byly ve vod¢ dispergovatelné
dobte. Pro zvyseni dispergovatelnosti ve vodé byly AuNP
piipravené pii 20 °C modifikovany Na,MSA (0,01 mol dm™
pfipraveny neutralizaci MSA hydroxidem sodnym) po
dobu 24 h pii 300 rpm.

Po vysuseni byly AuNP (4,.x kolem 520 nm) ve vodé
dobte dispergovatelné. Pro purifikaci AuNP byly testova-
ny dvé metody (vysrazeni NaCl a ethanolem). Pfi vysolo-
véni roztokem NaCl (1 mmol dm™) byly AuNP v poméru
1:1 michany 2 h pii 200 rpm a nasledné centrifugovany
(4000 g, 20 min). Supernatant byl odebran a AuNP byly
vysuSeny v su$arn€ (24 h pti 60 °C). Pramérny vytézek
AuNP ¢&inil 0,30 mg ml™' roztoku. Dal3i metodou purifika-
ce bylo srazeni ethanolem (90 %) (pomér 1:1), kdy byl
pouzit stejny postup a byly ziskany vytézky AuNP
0,45 mgml™" roztoku. Dispergovatelnost takto piiprave-
nych ¢astic byla vyssi. Pseudoperoxidasova aktivita AuNP
byla srovnavana s aktivitou enzymu HRP (r 0,9929,
5:2 %, LOD 10, LOQ 32 mU mlI™) (obr. 2). Byla testovana
pseudoperoxidasova aktivita nepurifikovanych cCastic
(AuNPM) (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,025; 0,013;
0,008; 0,004 a 0,002 mgml™") (r = 0,99312, s, 20,07 %,
LOD 0,15, LOQ 0,49 mg ml™") a purifikovanych &astic
(AuNPX) (2000, 1000, 500, 250, 125, 60, 25, 13, 8,4 a2
pgml™") (r= 09979, s, 11,74 %, LOD 0,13, LOQ
0,42 mg mI™). Test byl proveden po 10 a 30 min. Ziskané
vysledky ukazaly, ze zavislosti jsou linearni (» = 0,99),
rozdil mezi Casy nebyl statisticky vyznamny (P = 0,26)
(obr. 3). Méfeni pseudoperoxidasové aktivity AuNP po
10 min poskytovalo reprodukovatelné vysledky. Z dat bylo

¥ =0.0198 + 1.9216x -0.44152
= 099574
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o
o
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: uE o 02
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04 08

w =0.0057 +0.9475 -0,22857

r=0.99299
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Obr. 2. Hodnoceni peroxidasové aktivity za vyuZiti oxidace TMB. Zména barevné reakce TMB v zavislosti na koncentraci HRP (2; 1;
0,5; 0,25; 0,125; 0,006; 0,003 U ml’l). Zména zbarveni TMB (5§ mmol dm’3) byla odectena pii 620 nm v 10 min (A), ve 30 min (B).
ZmenSené obrazky ukazuji linearni useky zavislosti. Krabicovy graf integralti absorpénich signaltt AuNPs v 10 a 30 min (C). Chybové
usecky jsou zobrazeny jako konfiden¢ni intervaly (CI), analyza byla provedena minimalné s po¢tem opakovani » = 3. Kontroly: pozitivni

TMB,, (5 mmol dm™), negativni reakéni pufr
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zjisténo, e AuNP (0,5 mg ml™) vykazovaly aktivitu jako
0,6 U ml™' HRP. Nami navrzena metoda byla vyuZita pro
detekci AA. Typicka zavislost AA (0, 1, 2,4, 8, 16, 32, 64,
125 pgml™) po 10 min byla linearni (» = 0,99785, s, 9,1
%, LOD 13 pg ml™', LOO 43 ug ml™") (obr. 4). Jako srov-
navaci metoda pro detekci AA byla zvolena titrace DCF
(korelace mezi metodami byla hodnocena Youden regresni
analyzou, rozdil parovych hodnot byl nevyznamny (t-test
P =0,295; »=0,9979; y = 10,572 — 13,43x) (obr. 5). Zis-
kané vysledky stanoveni AA byly uspokojivé. Navrzena
metoda byla déale ovéfena na sérii ndhodnych vzorki AA
(n = 40). Vysledné koncentrace (0,1-1 mg ml™") byly ode-
¢teny z kalibracni kiivky, s, byla do 5 %. Metoda byla
vyuzita pro ur€eni koncentrace AA v 1é¢ivém piipravku.
Koncentrace AA byla stanovena (0,100 £ 0,003 mg)
s dobrou shodou k mnozstvi deklarovanému vyrobcem (do
5 %). Nasledné byla metoda vyuzita pro hodnoceni antio-
xidacnich  vlastnosti ~ vybranych  IéCivych  rostlin
(matetidouska a Salvej). U matetidousky (Thymus ser-
pyllum) byla ziskana typicka kineticka ktivka (0—30 min)
TMB vyjadtena rovnici: y = 0,1001 + 0,0077x, » = 0,9988,
An=0,31, k=87 mAU min", a u $alv&je (Salvia officina-
lis) vyjadfena rovnici: y = 0,1088 + 0,0049x, » = 0,9997,
An=0,24, k= 8,4 mAU min"".
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Zavér

Chemickou syntézou byly pfipraveny AuNP za tce-
lem hodnoceni jejich pseudoperoxidasové aktivity. Pseu-
doperoxidasova aktivita byla potvrzena a aplikovana pro
analytické stanoveni AA. Kromé toho byla metoda vyuzita
pro detekci AA v lécivém pripravku. Metoda byla testova-
na pfi sledovéani antioxida¢ni aktivity u vodnych extraktl
z matetidousky (Thymus) a Salvéje (Salvia).

Experimentalni prace byla podporena projektem
CALTCI18002 a projektem Liga proti rakoviné Praha
(LPR _273/2019). Specialni podékovani patii RNDr. Jose-
fovi Ruzickovi za vyvoj laboratorniho informacniho systé-
mu (Qinslab) a Anné Novotné z Centra lécivych rostlin
MU za poskytnuti rostlinného materialu.
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Obr. 3. Pseudoperoxidasova aktivita u AuNPsM a AuNPsX. Zmény pseudoperoxidasové aktivity AuNPsX (pfesrazenych 90% EtOH
a vysusSenych pii 60 °C, 24 h). Zavislost aktivity AuNPsX (2000, 1000, 500, 250, 125, 60, 25, 13,8,4 a2 pg ml’l) na oxidaci TMB (0,45
mmol dm™) v 10 min (A) a 30 min (B). Krabicovy graf integrali absorpénich signilit AuNPsX v 10 a 30 min (Ca), regresni analyza
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Obr. 4. Vyvoj metody pro detekci AA s AuNPX. Porovnani integralu absorbanci nepurifikovanych ¢astic (AuNPM) a ethanolem purifi-
kovanych ¢astic (AuNPX) po 10 min v pfitomnosti TMB (A). Krabicovy graf integralt absorbance v 10 a 30 min pro detekci AA (B)
Zména signalu TMB v pritomnosti AA (0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 62, 125 pg ml’l) po 10min reakci (ve vlozeném obrazku je ukazana linearni
Cast zavislosti). (C), po 30min reakci (D). Chybové usecky jsou zobrazeny jako konfiden¢ni intervaly (ClI), analyza byla provedena pro
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P. Musalek™™, M. V3etitkova™", Z. Téthova®*,
M. Staiikova™, D. Uhlifova™, D. Bana3§"*,
K. Sehnal™™*?, and R. Kizek™"*" (“ Department of Hu-
man Pharmacology and Toxicology, University of Veteri-
nary and Pharmaceutical Sciences Brno,
Brno,” Department of Research and Development, Preven-
tion Medicals, Studénka-Butovice, * CONEM Metallomics
Nanomedicine Research Group, Brno, °Department of
Viticulture and Enology, Faculty of Horticulture, Mendel
University in Brno, Brno, ¢ Department of Biochemistry,
Masaryk University, Brno): Colorimetric Determination
of Antioxidants by Pseudoperoxidase Activity of Gold
Nanoparticles

It is generally known that nanomaterials show
a whole spectrum of interesting physical and chemical
properties. It was found out that gold nanoparticles
(AuNPs) have an ability to catalyse decomposition of hy-
drogen peroxide to form water and oxygen molecules. This
type of catalytic reaction can be practically used in bioana-
Iytical methods, where enzymes can be replaced with na-
noparticles. AuNPs were synthetised in a chemical way. If
AuNPs are present in the reaction mixture, the hydrogen
peroxide is decomposed and simultaneously tetra-
methylbenzidine (TMB) is oxidized. Typical dependence
of the concentration of TMB,, on the concentration of
AuNPs is linear (» = 0.9979, RSD 11.7 %, LOD 0.1, LOQ
0.4 mg ml™"). This method was used for the determanitation
of ascorbic acid (AA). The dependence of signal TMB on
concentration of AA was linear (» = 0.9979, RSD 9.1 %,
LOD 13 pgml™, LOQ 43 pg ml™). This method was also
used for the determination of AA in medicinal products.
The concentration of AA (0.100 £+ 0.003 mg) was calculat-
ed in good compliance with the amount declared by the
producer (maximum difference to 5 %). Subsequently, this
methodology was used for the determination of antioxidant
abilities of sage and thyme plants. The kinetic curve for
TMB in time 0-30 minutes for the plant extract from the
thyme (Thymus serpyllum) is expressed by the equation y
= 0.1001 + 0.0077x, r = 0.9988, 4, = 0.31, k =8.7
mAU min" and for the plant extract from the sage (Salvia
officinalis) the equation is y = 0.1088 + 0.0049x, r =
0.9997, A, = 0.24, k =8.4 mAU min'. The paper shows
that AuNPs can be used for pseudoenzymatic determina-
tion of ascorbic acid and as a new method for evaluation of
the antioxidant activity of biological extracts.

Keywords: gold nanoparticles, ascorbic acid, phenolic
compounds, biophysical characterization, pseudoenzymat-
ic activity
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VYUZITi INADEQUATE A ADEQUATE SPEKTER NMR KE STANOVENI

UHLIKOVE KOSTRY MOLEKUL

TEREZA NAVRATILOVA a BOHUMIL
DOLENSKY
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INADEQUATE, ADEQUATE

Uvod

Jednoznacéna identifikace uhlikové kostry je kliCovym
krokem strukturni analyzy organickych molekul'. K jejimu
urceni lze vyuZzit spektroskopii NMR, kde uhlikovou kost-
ru charakterizuji chemické posuny (J) "°C jader a interaké-
ni konstanty proton-uhlik ("Jcy) a uhlik-uhlik ("Jec) pres
jednu & vice vazeb (n > 1). Interakéni konstanty 'Jec jsou
velmi silnym nastrojem analyzy uhlikové kostry molekul,
jelikoz umoziuji pfimé studium vazeb '*C-"*C. Experi-
menty NMR, pomoci nichZz lze tyto interakce studovat,
jsou v8ak obecné mélo citlivé, jelikoz pfirozené zastoupeni
molekul obsahujicich dva "*C isotopy” (tzv. "*C, isotopolog
latky") ve vzorku je pouze ~0,01 % (tj. cca jedna molekula
z 10 000)%.

Mezi experimenty umozitujici studium “C-'*C inter-
akci patii INADEQUATE a ADEQUATE. Experiment
INADEQUATE (z angl. Incredible Natural Abundance
Double Quantum Transfer Experiment) pro detekci vyuZzi-
vé jader C. Jeho zékladem je tzv. dvoukvantova (DQ)
filtrace umozitujici potlateni dominantnich signala °C,
isotopologu a zvyraznéni signali '*C, isotopologu latky?.
Ve spektru 1D INADEQUATE se signaly '>C, isotopologu
latky zobrazuji jako antifazové dublety kvili "Jcc interakei
piislusnych *C jader. 2D INADEQUATE poskytuje dvou-
rozmérné spektrum krospikd ve formé antifdzovych duble-
t, které ma na svislé ose (f1) sumu chemickych posunt
interagujicich °C jader (tzv. DQ osa) a na horizontalni ose
(f2) chemické posuny jader z °C NMR spektra®. Experi-
ment ADEQUATE (z angl. Adequate Double Quantum
Transfer Experiment) koreluje dva interagujici uhliky "*C
s protonem piimo vazanym na jeden z téchto uhlikd. Jadra
BC jsou pak detegovany prostiednictvim jader 'H, coz
tadové zvyduje citlivost detekce’. 2D DQ ADEQUATE
poskytuje dvourozmérné spektrum s DQ osou na ose fl
a ch}emick}'/mi posuny jader z '"H NMR spektra na ose f2
(cit.”).

Cilem této prace bylo pfipravit latku ethyl-2-(2-(di-
-(1H-pyrrol-2-yl)methyl)-fenoxy)acetat, provést TUplné
ptifazeni jejich 'H, C a "N signali NMR a s pomoci

INADEQUATE a ADEQUATE spekter NMR charakteri-
zovat uhlikovou kostru této molekuly.

r wr

Experimentalni ¢ast

NMR meéfeni probihala na pfistroji JEOL INM-ECZR
(Jeol Resonance) s pracovni frekvenci 500 MHz (11,75 T)
a multinuklearni sondou 5 mm FG/RO Autotune Probe,
ovladanym softwarem Delta (verze 5.1.2). Spektra byla
zpracovdna v programu MestReNova (verze 14.1.0).
V 'H a *C NMR byl pro referenci pouzit zbytkovy signél
rozpoustédla. Vzorky byly méfeny pii teplote 27,0 °C.

Studovana latka, tj. ethyl-2-(2-(di(1H-pyrrol-2-yl)-
-methyl)fenoxy)acetat (dale jen DP), byla pfipravena
dvoukrokovou syntézou, kterou shrnuje schéma 1. Vycho-
zi latky pro syntézu, tj. 2-hydroxybenzaldehyd (< 98 %),
ethyl-bromacetat (< 98 %) a 1H-pyrrol (< 98 %), byly
zakoupeny od firmy Merck a pouzity bez dalSich tprav.

Prvnim krokem byla pfiprava ethyl-2-(2-formyl-
fenoxy)acetatu  kondenzaci  2-hydroxybenzaldehydu
(7,21 g, 59 mmol) a ethyl-bromacetatu (10,00 g, 60 mmol)
v acetonu (60 ml) s pridavkem K,CO; (12,31 g). Reakéni
smés byla michana pfi laboratorni teplot¢ po dobu 24 h
a nasledné odpafena na rotacni vakuové odparce. Odparek
byl zpracovan extrakci mezi CH,Cl, a H,O. K organické
frakei bylo pfidano susidlo (bezvody Na,SO,). Suspenze
byla filtrovana pfes vatu a roztok byl odpafen na rotacni
vakuové odparce. Celkem bylo ziskano 12,00 g (58 mmol)
produktu ve formé Zluté viskodzni kapaliny, coz Cini vyté-
zek reakce 98 %. TLC analyza (toluen:ethyl-acetat
v poméru 5:2 (v/v)) potvrdila vznik jediného majoritniho
produktu. Vzorek pro NMR analyzu byl pfipraven odpare-
nim 1 ml roztoku surového produktu, naslednym rozpusté-
nim v 600 pl CDCl; a prevedenim do NMR kyvety. Pro-
dukt byl identifikovan a pIné charakterizovan pomoci na-
métenych spekter NMR.

O _H Oo._H
o

K. SO
OH Br\)LO/\ 2%

aceton

1. 1H-pyrrol, TFA
O__-COOEt PY
2. TEA

Schéma 1. P¥iprava DP. Cislovani uhlikové kostry DP v textu
odpovida schématu
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Druhym krokem byla reakce -ethyl-2-(2-formyl-
fenoxy)acetatu (5,01 g, 24 mmol) a 1H-pyrrolu (8,4 ml,
120 mmol). Po 5 min michani byla k roztoku pfi laborator-
ni teplot¢ po kapkach pfiddna kyselina trifluoroctova
(TFA; 0,18 ml). Za dalSich 20 min byla reakce ukoncena
pfidavkem triethylaminu (TEA; 0,5 ml) a odpafenim roz-
toku na rotacni vakuové odparce. Celkem bylo ziskano
9,26 g surového produktu hnédé barvy. TLC analyza
(petrolether:ethyl-acetat v poméru 3:1 (v/v) + 2 % TEA)
indikovala vznik dvou majoritnich produkti reakce.
Z &asti surového produktu (m = 3,42 g) byla provedena
sloupcovd chromatografie (mobilni fidze stejnd jako
u TLC). Frakce DP byla odpafena na vakuové odparce.
Bylo izolovano 1,26 g DP (3,88 mmol) ve formé Zluté
viskozni kapaliny, coz €ini celkovy vytézek reakce 37 %.

Molekula DP byla charakterizovana NMR spektro-
skopii. Pro NMR analyzu uhlikové kostry byly pfipraveny
3 vzorky. Vzorek ¢. 1 0 p = 62 g 1" (40 mg DP, 650 pl
DMSO-d,) byl vyuzit pro tplné piitazeni 'H, °C a N
NMR signald molekuly pomoci spekter 'H a 3C NMR,
'"H-'H COSY, LR COSY a NOESY, 'H-*C HSQC
a HMBC, 'H-"N HMBC, 1D NOE, TOCSY, 1D a 2D
INADEQUATE a ADEQUATE. Pro méfeni 1épe rozlise-
nych INADEQUATE spekter byl pfipraven vzorek ¢. 2
o ppp = 217 g I"' (108 mg DP, 500 pl DMSO-dy). Kvili
prekryvu signalt H8 a H10 v DMSO-ds byl piipraven
vzorek & 3 v benzenu-ds o p = 25 g I (15 mg DP,
600 pl C¢Hg-dp).

Vysledky a diskuse
Uplné ptifazeni 'H, '*C a >N NMR signalat DP

Vzorek &. 1 (p = 62 g 1'"): 'H NMR (500,16 MHz,
DMSO-dy) d: 10,45 (2H, t, J = 1,65 Hz, NH), 7,17 (1H,
ddd, J = 8,25; 7,32; 1,77 Hz, H9), 7,09 (1H, ddd, J = 7,82;
1,77; 0,43 Hz, H7), 6,94 — 6,89 (2H, m, H8, H10), 6,60
(2H, td, J = 2,65; 1,65 Hz, H1), 5,90 (2H, dt, J = 3,40;
2,65 Hz, H2), 5,84 (1H, d, J = 0,75 Hz, H5), 5,64 (2H, dtt,
J =3,40; 1,65; 0,75 Hz, H3), 4,72 (2H, s, H12), 4,20 (2H,

Tabulka I
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q,J=17,12 Hz, H14), 1,24 (3H, t, J = 7,12 Hz, H15) ppm.
BC NMR (125,77 MHz, DMSO-d;) &: 168,99 (Cl3);
154,73 (Cl11); 132,70 (C4); 132,38 (C6); 129,20 (C7);
127,29 (C9); 121,18 (C8); 116,66 (Cl); 112,63 (C10);
106,67 (C2); 106,18 (C3); 65,71 (C12); 60,67 (Cl4);
36,28 (C5); 14,02 (C15) ppm. "N NMR (50,68 MHz,
DMSO-d;) 0: 151,70 ppm. Parametry vzorku ¢. 2 se od
vzorku ¢. 1 nepatrné lisily. V ptipadé méfeni DP
v deuterovaném benzenu se podatilo odlisit signaly vodiki
H8 a H10.

Experimenty INADEQUATE

Parametry méfeni a vysledky ziskané pomoci INA-
DEQUATE spekter shrnuje tab. I. Experimenty byly opti-
malizovany nastavenim Jcc konstant.

Pomoci 1D spekter vzorku €. 2 se podafilo odecist
hodnoty 'Jec téch pard uhlikd, které maji pouze jeden sou-
sedni atom uhliku (viz obr. 1, zelen¢ C14-C15, modie
C12-C13). Interakce parti sousedicich se dvéma uhliky
nebylo mozné z 1D spektra jednoznacné urcit. K jejich
uréeni byla vyuzita 2D spektra, z nichZ se podatilo odecist
hodnoty viech interakénich konstant 'Jec s vyjimkou inter-
akce uhlik 3-2, ktera nebyla uréena z duvodu blizkého
chemického posunu uhlikti v DQ ose (viz obr. 1).

Ackoliv INADEQUTE spektra poskytuji ptimé infor-
mace o 'Joc interakcich, tato spektra se podafilo
v dostate¢ném rozliSeni naméfit pouze u nejkoncentrova-
n¢jstho vzorku. Za ucelem ziskdni obdobnych vysledkil
pfi nizsich koncentracich a kratSich dobach méfeni byla
métena spektra ADEQUATE.

Experimenty ADEQUATE

Parametry méfeni a vysledky =ziskané pomoci
ADEQUATE spekter shrnuje tab. II. Pomoci spekter vzor-
ku €. 2 se podatilo ptifadit signaly C8 a C10, jejichz pii-
sluiné protony byly v '"H NMR prekryty. U vzorku &. 3 se
podatilo dosahnout rozliseni signali C6-C5 a C5-C4 (viz
tab. II, Cerveny ram) s velmi podobnymi chemickymi posuny
v DQ ose, které byly pii méfeni v DMSO-d, prekryty.

Interakéni konstanty 'Jec [Hz] odeétené z 1D a 2D INADEQUATE spekter

Experiment/¢islo Interakce C-C pfes jednu vazbu
vzorkw/ Je¢ [Hz]/ -« N O 4 _

: 3/ D ! ® 5 ¥ - v ¥ 9@ a7
pocet sken s = 2 o 0w o~ 4 O s T o
doba méfeni [h min] - - =
1D/1/40/4960/14 55 39 63 - - - - - - - - - - 64
1D/2/65/12384/13 44 38 64 - - - - - - - - - - 65
2D/1/50/13824/19 54 38 - - 55 56 56 - - 46% 52% 71 * 65
2D/2/05/16320/29 52 39 64 67 57 56 56 - - 43% 51% - * 66
2D/2/65/9792/17 43 39 65 66 57 56 56 61 70 45% 52*% 70 ¥ 65

* prekryv pikil (6-5 a 5-4; 3-2), modie oznacena spektra viz obr. 1.
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Obr. 1. Nalevo: *C NMR (dole) a 1D INADEQUATE (naho¥e) spektra vzorku &. 2 v oblasti uhliki C15-C12.
Napravo: 2D INADEQUATE spektrum s prifazenim naméienych signala

56,6

Obr. 2. Molekula DP s pfifazenim naméfenych interakénich
konstant 'Jcc [Hz]. Interakci C2-C3 se nepodafilo odecist, jeli-
koz uhliky C2-C3 tvoti silny AB systém, tj. rozdil chemickych
posunt téchto uhlikd je srovnatelny s velikosti jejich interak¢ni
konstanty 'Jec(C2-C3)

Tabulka II

74dné z naméfenych spekter neposkytovalo veskeré
ocekavané interakce (viz tab. II). Spektra proto byla opti-
malizovana pomoci "Jec konstant. Pfi  nastaveni
Jcc= 65 Hz se podafilo naméfit vSechny interakce pies
jednu vazbu s vyjimkou interakce C2-C3 (H2, H3), zatim-
co spektrum méfené pii Joc= 12 Hz poskytovalo chybéjici
interakce (viz obr. 3, Cerveny ram), navic pak i interakce
uhlikd pres dvé vazby (viz obr. 3).

Vyhody experimentu ADEQUATE spocivaji prede-
v§im v potiebé mensich mnozstvi vzorku a kratSich Casi
pro analyzy. Zatimco ADEQUATE spektra byla
s dostate¢nym rozliSenim nameéfena v fadu hodin jiz pfi
40mg mnozstvi DP, experiment INADEQUATE vyZzado-
val desitky hodin méfeni a i pfi vyssi koncentraci DP dosa-
hoval pouze nizké citlivosti.

Souhrn interakei *C-">C-"H pozorovanych ve spektrech ADEQUATE

Interakce C-C pies jednu vazbu (prisluiny proton)

Experiment: ¢. vzorkw/ 'Uec [Hz]/

=

Jex [Hz]/ pocet skeniy/ SIS Z9%% e 0w o g g -
doba méfeni [h min] Lol R B 2 AR AL
1/146/40/16384/15 40 ® o 0 - 0 0 0 0 0 0 @ F*F o_ _ 0O
1/146/65/16384/15 34 ® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 FF @ O 0 e
1/175/09/16512/16_34 e C ®C C - - @ - - - FF o0 000
2/175/09/2352/1 27 e e 00 00 - - - - @&FF OO0 00 e
2/175/12/2352/2 21 ® 060 - 00 00 00 0 FF _ 9 00 @
2/175/65/2352/2_36 ®© 00 0 00 00 0 0 0 fFF @ _ 00 @
2/175/65/512/0_31 ® 06 0 0 00 00 00 0 FF @ _ O 0@
3/175/40/7680/7_21 e e . - - . .. .. [ee- e - -

Pik: @ vysoké intenzity, o nizké intenzity, - nepfitomen, * pekryv (6-5 a 5-4)
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Obr. 3. Porovnani 2D DQ ADEQUATE spekter vzorku ¢. 2 méienych p¥i Joc= 65 Hz a Jcc= 12 Hz (viz tab. II zeleng). Krouzkova-

ny jsou interakce ovlivnéné nastavenim Jec

Zavér

U pripraveného ethyl-2-(2-(di(1H-pyrrol-2-yl)methyl)
fenoxy)acetatu bylo provedeno uplné piifazeni 'H, “C
a '°N signalit NMR. S vyuZitim optimalizovanych experi-
mentll INADEQUATE a ADEQUATE byly uréeny vsech-
ny interakéni konstanty 'Jec této molekuly s vyjimkou
interakce C2-C3, jelikoz tyto uhliky tvoii silny AB systém.

Autori dekuji projektu FRINGE (No. 828922) za fi-
nancni podporu vyzkumu.
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T. Navratilova and B. Dolensky (Department of
Analytical Chemistry, University of Chemistry and Tech-
nology, Prague): Usage of INADEQUATE and ADE-
QUATE NMR Spectra for Determining the Carbon
Skeleton

A key step in determining the structure of the mole-
cules is an identification of their carbon skeleton. In this
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work, the possibility of NMR experiments studying *C,
isotopological substance usage for carbon skeleton evalua-
tion is examined. In general, these experiments show very
low sensitivity, because the natural distribution of the *C,
isotopologue in the sample is only about 0.01 %. A gener-
ally known experiment suitable for studying '*C-"C inter-
actions is INADEQUATE, which uses *C nuclei for the
detection. Despite the high sensitivity of contemporary
NMR spectroscopes, this experiment requires tens of milli-
grams of the sample for measuring, which is a problem in
case of limited sample quantities. To study '*C-"3C interac-
tions at milligram amounts of the sample, one can use
ADEQUATE experiment that uses 'H nuclei for detection.
The aim of this work was to present the advantages and
disadvantages of using both the INADEQUATE and ADE-
QUATE experiments in the study of a molecule ethyl-2-(2-
-(di(1H-pyrrol-2-yl)methyl)phenoxy)acetate, which was
prepared as an intermediate in the development of solvato-
chromic compound. For this substance, all 'H, 1*C and °N
NMR signals were first fully assigned. Subsequently, the
carbon skeleton of this molecule was studied by 1D and
2D INADEQUATE, and 2D DQ 1,1- and
1,n-ADEQUATE spectra of NMR. Using the optimized
INADEQUATE and ADEQUATE experiments, all 'Jec
coupling constants were determined, except of 1JCC(CZ-
C3) coupling constant, because these carbons form
a strong AB system.

Keywords: carbon skeleton, *C-">C NMR spectroscopy,
INADEQUATE, ADEQUATE
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