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27. rocnik celostatni soutéze o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru
analytické chemie ,,O cenu Karla Stulika 2024

Jiz 27. ro¢nik soutéZe o nejlepsi studentskou védec-
kou praci v oboru analytickd chemie O cenu Karla Stuli-
ka 2024 spésné probehl 31. ledna 2024 na Katedfe analy-
tické chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze na Albertové pod zastitou dékana PiF UK prof.
RNDr. Jitiho Zimy, CSc. Povazuji za svou milou povin-
nost nejprve podékovat kolegim z katedry (jmenovité
prof. RNDr. V. Vyskocilovi, Ph.D., doc. RNDr. K. Nesmé-
rakovi, Ph.D., RNDr. J. Sobotnikové, Ph.D., RNDr.
J. Fischerovi, Ph.D. a pani Marii Datkové a pani Jan& Po-
vysilové) za dokonalou organizaci soutéze a vytvoreni
tradi¢ni pratelské a tviréi atmosféry, kterou si tato soutéz
urcité zaslouzi. I letos se sesla fada kvalitnich ptispévkil
(celkem 13 soutéznich praci z nejriznéjsich oblasti moder-
nich analytickych metod reprezentujicich kvalitni pedago-
gickou a védecko-vyzkumnou praci v oblasti analytické
chemie na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze,
Univerzité Karloveé, Masarykoveé univerzité v Brné a Uni-
verzité Palackého v Olomouci). Nas dik patii pochopitelné
i t€émto univerzitam za kvalitni vychovu studentl analytic-
ké chemie a podporu jejich ucasti na nasi soutézi. Nakonec
praveé vychova kvalitnich absolventd analytické chemie by
méla byt hlavnim cilem pfislusnych kateder analytické
chemie a kol i v dob¢ rostouciho ekonomického tlaku na
upfednostinovani védecké prace pred pedagogickou. Dle
nepsanych pravidel odborna porota reprezentovala vsech-
ny zucastnéné vysoké Skoly, takze letos pracovala ve slo-
zeni prof. RNDr. Jifi Barek, CSc. (pfedseda), doc. RNDr.
Petr Bartak, Ph.D., doc. Ing. Katarina Hrobotiova, PhD.,
prof. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D., RNDr. Lukas Richtera,
Ph.D., Ing. Radmila Rapkova a prof. RNDr. David Sykora,
Ph.D. VSem jejim €lentim rovnéZ patii mé pod€kovani za
obétavou praci. Mij nejvétsi dik vSak patii soutéZicim
studentim reprezentujicim v tom nejlepS§im slova smyslu
,rising stars in analytical chemistry®, za ptikladnou praci
ve prospéch Ceské analytické chemie. Je to jisté piijemné
zjiSténi, Ze u nas vyrlstaji mladi talentovani analyticti
chemici schopni produkovat excelentni védecké vysledky.

1. misto ziskala

Bc. Dominika Bezdekova (Ustav
chemie PfF MU Brno) za préci
MALDI-2 MS zobrazovanie izo-
meérov lipidov lisiacich sa polohou
dvojitej vizby v  biologickych
. vzorkach tkaniv.

59

2. misto ziskal

Mykyta Starovoit (Katedra ana-
lytické chemie FaF UK v Hradci
Kralové) za praci Vysokoteplotni
LC-MS metoda pro bottom-up
proteomické analyzy se sniZenym
vyskytem artefaktii.

3. misto ziskali )

L@ Bc. Jakub Harvalik (Ustav ana-
Iytické chemie VSCHT Praha) za
praci Reduktivni elektrochemické
Stépeni sulfonimidi jako primad
, cesta k sulfonamidiim.

| Bc. Aryna Paulenka (Ustav che-
' mie PfF MU Brno) za praci Vyuzi-
ti  monolitického enzymatického
reaktoru v dvourozmeérné chroma-

tografii.

Be. Katefina PraZikova (Ustav
analytické chemie VSCHT Pra-
ha) za praci Lipidomicka analyza
makrofagit pomoci LC-MS.

Zvlastni cenu poroty pro studenty bakalai'ského studia
ziskali

| Marek Bene§ (Ustav analytické
| chemie VSCHT Praha) za praci
- Studium degradace nové psycho-
& aktivni latky pomoci elektroche-
0 mickych a spektroskopickych
= metod.




Tereza PolaSkova (Katedra
analytické chemie PfF UP Olo-
mouc) za praci Stanoveni prvko-
vych necistot v bylinnych pri-
pravcich.

Zvladtni cenu firmy Metrohm CR za nejlepsi praci
v oblasti elektroanalytické chemie ziskala

Bc. Johanka Jarosova (Katedra
analytické chemie PfF UK Pra-
ha) za praci Pevnd bismutova
kapkova elektroda — novy nd-
stroj pro voltametrické stanove-
ni elektrochemicky redukovatel-
nych organickych sloucenin.

Zvlastni cenu firmy Nicolet CZ za nejlepsi praci
v oblasti molekularni spektroskopie ziskal

Matyas Garnol (Ustav fyzikal-
ni chemie VSCHT Praha) za
praci SERS studie chloramfeni-
kolu adsorbovaném na stiibr-
ném povrchu.

Jsem rad, Ze stejné jako loni jsou v poli vitézi dustoj-
né zastoupeny studentky nasich skol, coz odrazi evidentné
rostouci vyznam Zen v oblasti moderni analytické chemie.

A na zavér velké podékovani Ing. Radmile Rapkové,
technické redaktorce casopisu Chemické listy, a prof.
RNDr. Vlastimilu Vyskocilovi, Ph.D., vedoucimu redak-

60

Foto: Ocenént letosni soutéze O cenu Karla Stulika 2024. Zleva:
Mykyta Starovoit, Dominika Bezdekova, Aryna Paulenka, Kateri-
na Prazakova a Jakub Harvalik

toru naseho Casopisu, za ptipravu zvlastniho elektronické-
ho dcisla casopisu Czech Chemical Society Symposium
Series (http://www.ccsss.cz/) vénovaného letosnimu rocni-
ku této soutéZe. A pochopitelné podékovani vSem partne-
rim asponzorum soutéze, jejichz loga jsou uvedena
v zéhlavi tohoto ¢lanku, za jejich podporu, bez které by
tato bezesporu zajimava a pro analytickou chemii nesmir-
n¢ uziteéna soutéZ nemohla prob&hnout.

A na zavér bych rad oznamil, ze v pfistim roce pro-
béhne tato soutéz ve stiedu 29. ledna 2025 opét na Katedre
analytické chemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Kar-
lovy v Praze na Albertové v souvislosti s oslavami
100. vyroci zaloZeni této nas$i nejstarSi katedry analytické
chemie na naSem uzemi.

Jiri Barek
predseda vyboru Odborné skupiny analytické chemie
Ceske spolecnosti chemické
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PEVNA BISMUTOVA KAPKOVA ELEKTRODA - NOVY NASTROJ
PRO VOLTAMETRICKE STANOVEN{ ELEKTROCHEMICKY
REDUKOVATELNYCH ORGANICKYCH SLOUCENIN

JOHANKA JAROSOVA a VLASTIMIL VYSKOCIL

UNESCO laborator elektrochemie Zivotniho prostredi,
Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta, Univer-
zita Karlova, Hlavova 8, 128 43 Praha 2, Ceskd republika
Jjohanka.jarosova@natur.cuni.cz

Klicova slova: metronidazol, antibiotika, analyza léCiv,
elektrochemie, diferen¢ni pulzni voltametrie, pevna bismu-
tova kapkova elektroda

https://doi.org/10.54779/ccsss20240061

Uvod

Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE, z angl.
solid bismuth drop electrode) je nova pracovni elektroda
komeréné dodavana na Cesky trh spolecnosti Metrohm od
roku 2020. Dle vyrobce lze tuto elektrodu pouzit pro sta-
noveni nizkych koncentraci tézkych kovi v jezerech, fe-
kéach, podzemnich vodach a pfedev§im v kontaminované
pitné vod¢. Lze stanovovat nizké koncentrace od jednotek
ug 1™, nékdy je vsak mozné stanovit koncentraci jiz od
jednotek ng 1™, Elektroda je vhodna pro stopovou analyzu
iontl tézkych kovu, jako jsou Cd, Pb, Ni, Co i Fe, proto
dokaze v téchto stanovenich zcela nahradit visici rtutovou
kapkovou elektrodu'.

Metronidazol, neboli 2-(2-methyl-5-nitro-1-imidazo-
lylethanol, je bily, popfipadé nazloutly krystalicky prasek
omezené rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v acetonu,
ethanolu, dichlormethanu a v etheru. Jedna se o antibioti-
kum, vyvinuté v roce 1960, pouzivané pro 1é¢bu onemoc-
néni zplsobenych gram-pozitivnimi a gram-negativnimi
anaerobnimi bakteriemi (piedevsim Bacteroides firagilis)*®.

Metronidazol byl v tomto vyzkumu zvolen jako mo-
delové 1écivo reprezentujici elektrochemicky redukovatel-
né biologicky aktivni latky. Cilem této prace bylo ovéfeni
vyuzitelnosti nového typu komeréné dodavané bismutové
pracovni elektrody (SBiDE) pii voltametrickém stanoveni
modelové organické latky, pfi¢emz dle dostupnych infor-
maci se jedna o zcela prvni ve svété publikovanou praci na
toto téma. Noveé vyvinuta diferenéné pulzné voltametricka
metoda byla rovnéz uspésné aplikovana pfi stanoveni me-
tronidazolu v riznych 1ékovych formach.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie a vzorky

Zasobni roztok metronidazolu (p.a., Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Némecko) o koncentraci 1-10* mol 1" byl
pfipraven v deionizované vod¢. Zakladnim elektrolytem
byl Brittoniv-Robinsoniiv (BR) pufr pfipraveny smicha-
nim zasadité slozky (NaOH o koncentraci 0,2 mol I"* (p.a.,
Penta, Praha, CR)) s kyselou slozkou (85% H;PO,, H;BO;
(p-a., Lach:Ner, Neratovice, CR) a 99,8% CH;COOH (p.a.,
Penta, Praha, CR)) o koncentraci vSech kyselin
0,04 mol 1",

Léciva, infuzni roztok Efloran 500 mg/100 ml
(KRKA, Slovinsko), tableta Entizol 250 mg (Polpharma,
Polsko), vaginalni tableta Entizol 500 mg (Polpharma,
Polsko) a infuzni roztok Noridem 500 mg/100 ml
(Noridem Enterprises Limited, Kypr), byla pouzita pro
voltametrické a srovnavaci spektrofotometrické stanoveni
obsahu metronidazolu v lékovych formach.

Aparatura

Voltametricka méfeni byla provadéna pomoci analy-
zatoru Eco-Tribo Polarograf ovladaného programem Polar
Pro verze 5.1 (Eco-Trend Plus, Praha, CR). Pro méfeni
bylo pouzito tfielektrodové zapojeni. Jako pracovni elek-
troda byla pouzita SBiDE (typ 6.0346.000, Metrohm,
Herisau, Svycarsko), jako referentni elektroda byla pou-
zita argentchloridova elektroda (typ 10-20+polaro
Ag 10 10-2014-3, 3mol "' KCl, Elektrochemické Detekto-
ry, Turnov, CR) a jako pomocna elektroda byla pouzita
platinova dratkova elektroda (ETP CZ P01306, Elektro-
chemické Detektory, Turnov, CR).

Byla pouzita technika diferenéni pulzni voltametrie
(DPV) s parametry: Sitka pulzu 100 ms (proud vzorkovan
poslednich 20 ms), perioda pulzu 150 ms a vyska pulzu
—50 mV. Ve voltametrické nadobce byly analyzované
vzorky o celkovém objemu 20 ml.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Agilent 8453 v programu UV-Visible ChemStation
verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Meéteno bylo v kiemennych kyvetach o mérné
tloust’ce 1,0 cm proti vodnému roztoku BR pufru o daném
pH. Absorbance pfipravenych roztokii byla méfena
v rozmezi vlnovych délek 200-1100 nm.

Pomoci digitalniho pH metru Jenway 3510 (Jenway,
Felsted, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elek-
trodou byly pfipraveny vodné roztoky BR pufru o rizném
pH.
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Vysledky a diskuse

Prvnim krokem bylo nalezeni vhodného pocatku po-
tencialového okna (Ej,) tak, aby naméteny pik analytu byl
co nejlépe vyvinuty, vyhodnotitelny a voltamogramy za-
(obr. la). SBIDE je velmi citlivd na pouZiti potencialll, pfi
kterych dochézi k tvorbé oxidii bismutu anebo rozpousténi
bismutu samotného. Pokud byla bismutova elektroda po-
nechana v pufru po dobu 5 s a vice pfi potencialu otevie-
ného obvodu nebo na vzduchu, bismut zafal oxidovat
a vzniklé oxidy byly nasledné pi#i prvnim voltametrickém
meéfeni redukovany za vzniku signalt s velkou vyskou
(obr. 1b).

Dalsim krokem pii vyvoji DPV metody bylo nalezeni
vhodného zakladniho elektrolytu. Chovani metroni-
dazolu bylo zkoumano ve vodném prosttedi BR pufru

——410mv
-420 mV a

0,0 L L L
-420 -440 -460

EmV]

-480

Obr. 1. (a) Stanoveni pocatku potencialového okna vodného roztoku BR pufru o pH 12 na SBiDE technikou DPV. (b)
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opH 2,0-12,0. Zobr.2a je patrné, Zze metronidazol ve
vodném roztoku BR pufru v rozmezi pH 3,0-12,0 posky-
tuje jeden dobie vyvinuty pik, ktery odpovida ctyrelektro-
nové ireverzibilni redukci nitroskupiny na odpovidajici
hydroxylamin®. Jako optimalni prostfedi pro daldi mé&feni
byl vybran vodny roztok BR pufru o pH 12, pro dobie
vyvinuty pik a nejvyssi proudovou odezvu analytu.

Dale bylo zjistovano, zda je zapotiebi zakomponovat
elektrochemickou regeneraci pii opakovanych DPV stano-
venich metronidazolu na SBiDE, aby nedochézelo k pasivaci
pracovni elektrody a stanoveni vykazovala dobrou opakova-
telnost. Regeneracni po‘[enciaily7 Ey,,=—-490 mV a Ey, , =
—1500 mV byly vkladany po dobu 30 s pfed kazdym méte-
nim (kazdy z nich stfidavé vzdy po dobu 100 ms v celkem
150 cyklech). Aplikované regeneracni potencialy mirné
zvysily proudovou odezvu metronidazolu, avSak zhorSily
opakovatelnost (dochédzelo k postupnému nartstu vysky

-35 T T T T

I

-1400

-600 -800 -1000 -1200

EmV]

Priklad

prvniho (1) a druhého (2) méfeni ve vodném roztoku BR pufru o pH 12 na SBiDE technikou DPV p¥i E;, = —440 mV
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Obr. 2. (a) DP voltamogramy metronidazolu (c = 1:10~ mol 1”") zaznamenané na SBiDE ve vodnych roztocich BR pufru o pH 2—
12. (b) Zavislost proudové odezvy metronidazolu (¢ = 1-1 0 mol I'!) na poradovém cisle méreni (V) (n = 20), méfeno na SBiDE ve
vodném roztoku BR pufru o pH 12 technikou DPV bez pouZiti regenerac¢nich potencialii (1) a s regeneracnimi potencialy E;, =

~490 mV, Eg, .= ~1500 mV (2)
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Obr. 3. (a) DP voltamogramy metronidazolu (c = 1-1000 pmol I'") zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru o pH 12. Cerna
barva zna¢i zékladni elektrolyt. (b) Kalibra&ni zavislost vy$ky piku na koncentraci metronidazolu (¢ = 1-1000 pmol I"); chybové
usecky pro n = 5; rovnice regrese: I, [nA] = —9,47¢ [umol l’l] —0,585; 7% =0,9993

Tabulka I
Parametry kalibra¢nich pfimek metronidazolu pro techniku DPV na SBiDE v prostfedi vodného roztoku BR pufru o pH 12
¢ [pmol 1] Smérnice [mA 1 mol '] Usek [nA] e
1-10 -10,2 -2,62 0,9963
10-100 -9,43 10,2 0,9723
100-600 9,30 —84,8 0,9976

piku), proto byla nasledujici méteni technikou DPV prova-
déna bez vkladani téchto regeneracnich potenciali
(obr. 2b).

Kalibracni zavislosti metronidazolu byly méteny
v koncentraénim rozmezi 1-107° — 1107 mol I"". Kalibra-
ce byla proméfena kromé optimalniho prostfedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12 také v prosttedich o pH 3 a 7.
Jevilo se jako zajimavé zjistit, jaky pribéh bude mit kon-
centracni zavislost metronidazolu v prosttedich odpovida-
jicich kyselému a neutrdlnimu charakteru, avSak pro stano-
veni metronidazolu je kyselé i neutralni prostfedi nevyho-
vujici. Kalibraéni zavislost v prostfedi BR pufru o pH
12 je linearni v koncentracnim rozsahu metronidazolu
1:110° — 6:10™* mol I"". Mez stanovitelnosti (Lg; 10a/k)
ginila 1,410 moll' a mez detekce (Lp; 3o7k) tedy

Tabulka IT

4,110 "mol I"'. Na obr. 3a jsou znazorndny voltamogramy
metronidazolu (¢ = 1-10°° — 1-10° mol I'") v prostfedi BR
pufru o pH 12. Na obr. 3b je zobrazena odpovidajici kali-
bracni zavislost velikosti piku metronidazolu na jeho kon-
centraci (¢ = 1-107° — 1-107 mol 1"). V tabulce T jsou
uvedeny parametry jednotlivych kalibracnich pfimek.
Voltametrické stanoveni mnozstvi metronidazolu
v 1é¢ivech bylo provadéno metodou pridavku standardu za
diive ziskanych optimalnich podminek v infuznim roztoku
Efloran 500 mg/100 ml, v tableté Entizol 250 mg, vaginal-
ni tableté Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml. Pro méfeni metodou DPV byly pfipraveny
20ml roztoky BR pufru o pH 12, které obsahovaly 200 pl
zasobniho roztoku 1é¢iva bez piidavku a s piidavkem 50 pl
zasobniho roztoku standardu (¢ = 1107 mol1™"), jehoz

Parametry linedrnich koncentra¢nich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci

DPV na SBiDE v prostiedi vodného roztoku BR pufru o pH 12

Lécivo Cstandard metronidazolu Smérnice [mA 1 molfl] Usek [nA] ”
[pmol 1]

Infuzni roztok Efloran 0-400 =731 -132 0,9961

Tableta Entizol 250 mg 0-600 —7,08 =775 0,9982

Tableta Entizol 500 mg 0-600 —4,80 —466 0,9944

Infuzni roztok Noridem 0-600 —7,42 —580 0,9991
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Tabulka III

Cena Karla Stulika 2024

Parametry linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
UV-Vis spektrometrie zaznamenané v kiemennych kyvetich o mé&mé tloustce 1,0 cm v prostiedi vodného roztoku BR

pufru o pH 12 v rozsahu vlnovych délek 200-1100 nm

Lécivo Cstandard metronidazolu Smérnice [I mol '] Usek P
[pmol 1]

Infuzni roztok Efloran 0-60 7,96-10° 0,256 0,9999

Tableta Entizol 250 mg 0-80 7,76:10° 0,167 0,9957

Tableta Entizol 500 mg 0-80 7,60-10° 0,131 0,9940

Infuzni roztok Noridem 0-80 7,94:10° 0,167 0,9995

Tabulka IV

Hodnoty spocteného mnozstvi metronidazolu v 1é¢ivech vztazené k deklarovanému mnozstvi metronidazolu na obalech
1é¢iv ziskané pomoci nové vyvinuté metody (Wyolametic) @ sStovnavaci analytické metody (Wspekirometric). Pomér vySe uvede-
nych hodnot Wygiametric / Wspektrometric Pak udava skutecnou vytéznost metody DPV na SBiDE vii¢i analytické srovnavaci me-

todé

Lécivo Wyoltametrie [ 70]

Wspektrometrie [%] Wyoltametrie / Wspektrometrie [%]

Infuzni roztok Efloran 180
Tableta Entizol 250 mg 127
Tableta Entizol 500 mg 134
Infuzni roztok Noridem 78

161 112
131 97
119 113
106 74

objem se v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 50 pl. Sta-
noveni metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probiha-
lo v koncentraénim rozmezi pfidaného standardu 5-107 —
4:10* mol 1", Stanoveni metronidazolu v tabletich a in-
fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentraénim roz-
mezi pfidaného standardu 5-10°° 6:10*mol 1.
V tabulce II jsou uvedeny parametry linearnich koncen-
traénich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu
v jednotlivych Iécivech.

Jako srovnavaci metoda k voltametrickému stanoveni
metronidazolu v l1é¢ivech metodou piidavku standardu za
diive ziskanych optimalnich podminek byla pouzita
UV-Vis absorpcni spektrometrie. Pro méfeni metodou
pfidavku standardu byly pfipraveny 10ml roztoky BR puf-
ru o pH 12, které obsahovaly 200 pl zasobniho roztoku
léciva bez piidavku a s pfidavkem 100 pl zasobniho rozto-
ku standardu (¢ = 1107 moll™"), jehoZz objem se
v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 100 pl. Stanoveni
metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v koncentraénim rozmezi pfidaného standardu 1-10° —
6:10~° mol I”'. Stanoveni metronidazolu v tabletach a in-
fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentra¢nim roz-
mezi ptidaného standardu 1-107° 8:10° mol 1.
V tabulce III jsou uvedeny parametry linedrnich koncen-
traénich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu
v jednotlivych 1éCivech. V tabulce IV jsou porovnané vy-
sledky ziskané pomoci DPV na SBiDE a UV-Vis spektro-
metrie.
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Zavér

V této praci byla studovana nova komer¢né dostupna
pracovni elektroda — pevna kapkova bismutova elektroda
(SBiDE) — a jeji vyuziti pro voltametrické stanoveni 1é¢iva
metronidazolu technikou diferenéni pulzni voltametrie
(DPV). Za optimalnich podminek bylo v prostiedi BR
pufru o pH 12,0 dosazeno Lp = 4,1:10 "mol 1" a Lg =
1,410 *mol 1",

Nové vyvinutda DPV metoda byla vyuzita za dfive
ziskanych optimalnich podminek pro stanoveni léciva
metronidazolu v 1ékovych forméach — v infuznim roztoku
Efloran 500 mg/100 ml, tableté Entizol 250 mg, vaginalni
tablet¢ Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml.

Zvolena voltametrickd metoda byla porovnana se
srovnavaci analytickou metodou (UV-Vis absorpéni spek-
trometrie), pficemz stanoveni probihala v prostiedi vodné-
ho roztoku BR pufru o pH 12. U infuzniho roztoku Efloran
500 mg/100 ml, tablety Entizol 250 mg a tablety Entizol
500 mg jsou hodnoty stanoveného mnozstvi lé¢iva metro-
nidazolu (uvadéné jako hodnoty vyté€znosti v procentech)
za danych optimalnich podminek pfi pouziti DPV na
SBiDE a UV-Vis spektrometrie srovnatelné. U infuzniho
roztoku Noridem bylo voltametrickou metodou stanoveno
78 % metronidazolu a spektrofotometrickou metodou bylo
stanoveno 106 % metronidazolu. Z toho vyplyva, ze DPV
na SBIDE je vhodnd pro stanoveni metronidazolu
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v nasledujicich 1ékovych formach: infuzni roztok Efloran
500 mg/100 ml, tableta Entizol 250 mg a vaginalni tableta
Entizol 500 mg.
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J. JaroSova and V. Vyskoc&il (UNESCO Laboratory
of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague, Czech Republic): Solid Bismuth
Drop Electrode — A New Tool for Voltammetric
Determination of Electrochemically Reducible Organic
Compounds

Solid bismuth drop electrode (SBiDE) is a new
working electrode commercially available on the Czech
market from 2020 by the company Metrohm. The aim of
this work was to verify the applicability of the SBiDE in
the voltammetric determination of a model organic
substance. According to the available information, this is
the very first published work on this topic. Metronidazole
(an antibiotic used to treat diseases caused by both Gram-
positive and Gram-negative anaerobic bacteria) was
chosen in this study as a model drug representing
electrochemically reducible biologically active
compounds. Under optimum conditions (Britton-Robinson
buffer of pH 12.0 used as the supporting electrolyte and no
electrochemical regeneration of the working electrode
surface), a linear calibration dependence of metronidazole
was recorded in the concentration range from 1 to 600
umol L', with the limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of 0.41 pumol L™ and 1.4 pmol L™,
respectively. The newly developed differential pulse
voltammetric (DPV) method has also been successfully
applied in the determination of metronidazole in various
dosage forms.

Keywords: metronidazole, antibiotics, drug analysis,
electrochemistry, differential pulse voltammetry, solid
bismuth drop electrode
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LIPIDOMICKA ANALYZA MAKROFAGU METODOU LC-MS
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Uvod

V soucasnosti je v populaci pozorovana zvysujici se
incidence kardiovaskularnich chorob. Vyznamnym fakto-
rem prispivajicim k jejich rozvoji je obezita a s ni spojené
prozanétlivé procesy probihajici v tukové tkani. Téch se
vyznamné ucastni makrofagy, buiiky nespecifického imu-
nitniho systému, které se dale déli na prozanétlivé a proti-
zanétlivé'. Pro lepsi pochopeni probihajicich d&ja je po-
ttebné zabyvat se analyzou lipidomu makrofagl z téchto
dvou zminénych skupin. Pfedkladana prace byla zaméfena
na optimalizaci vybranych parametri LC-MS metody pro
analyzu 71 lipidd z 16 lipidovych tfid. Dal§im cilem prace
byla detailni charakterizace reten¢nich zavislosti pro jed-
notlivé tfidy lipidti za optimalizovanych chromatografic-
kych podminek. LC-MS metoda byla nasledné aplikovana
pro analyzu lipidomu redlnych vzorkti makrofagi izolova-
nych z tukové tkané¢ ledvin darct pfi transplantaci.

Experimentalni ¢ast

Pro optimalizaci LC-MS metody byl vyuzit smésny
roztok standardu lipidd pfipraveny ze smési lipidi Ultima-
teSPLASH™ ONE, cholesterolu a 16:0 kardiolipinu (vie
Avanti Polar Lipids, USA). Seznam tfid lipidi obsazenych
ve smési veetné poctu zastupcl z jednotlivych tiid uvadi
tab. I. Analyza probihala na hmotnostnim spektrometru
Orbitrap 1Q-X Tribrid (Thermo Scientific, USA) spojeném
s chromatografickym systémem tvofenym autosamplerem
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TriPlus RSH Smart 850, kvartérnim ¢erpadlem a kompart-
mentem na kolony z fady Vanquish (v§e Thermo Scienti-
fic, USA). Optimalizace vychazela zjiz publikované
LC-MS metody®. Mobilni fize se skladala ze dvou slozek.
Slozkou A byla smés acetonitrilu a ultracisté vody (60:40
(VIV)). Slozkou B byla smés propan-2-olu a acetonitrilu
(90:10 (V/V)). Obé¢ slozky obsahovaly pridavek mravenca-
nu amonného (koncentrace 10 mmol I™") a mravenéi kyse-
liny (0,1 obj.%). Vychozi nastaveni pribéhu gradientové
eluce bylo nasledujici: 0 min (30 % B), 2 min (43 % B),
2,1 min (55 % B), 12 min (65 % B), 18 min (85 % B), 20
min (100 % B), 20-25 min (100 % B), 25,1 min (30 % B)
a 25,1-30 min (30 % B). Nasttikovano bylo 5 ul vzorku
pro méfeni v pozitivnim modu a 10 pl vzorku pro meéfeni
v negativnim modu elektrosprejové ionizace. Parametry
elektrospreje uvadi tab. II. Skenovani probihalo v rozsahu
m/z 250 az 1600. Hmotnostni spektra byla méfena
s rozliSenim 120 000.

Optimalizace se postupné soustiedila na vybér vhod-
né stacionarni faze (testovani ¢tyt kolon), nastaveni prito-
ku mobilni fize (varianty 180 plmin™ a 300 pl min™"),
desolvacni teploty elektrospreje (varianty 300 °C, 350 °C,

Tabulka I
Seznam lipidovych tfid obsazenych ve smésném vzorku

Ttida lipida Zkratka Pocet
lipida
Triacylglyceroly TG 9
Cholesterol a cholesterylestery Chol 6
Ceramidy Cer 5
Diacylglyceroly DG 5
Fosfatidylethanolaminy PE 5
Fosfatidylglyceroly PG 5
Fosfatidylcholiny PC 5
Fosfatidylinositoly PI 5
Fosfatidylseriny PS 5
Sfingomyeliny SM 5
Lysofosfatidylethanolaminy LPE 3
Lysofosfatidylglyceroly LPG 3
Lysofosfatidylcholiny LPC 3
Lysofosfatidylinositoly LPI 3
Lysofosfatidylseriny LPS 3
Kardiolipiny CL 1
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Tabulka IT

Vybrané vychozi parametry iontového zdroje
Parametr Hodnota
Napéti (pozitivni mod) 3500 vV
Napéti (negativni mod) 2800 V
Susici plyn 40 Arb
Pomocny plyn 1 3 Arb
Pomocny plyn 2 2 Arb
Teplota kapilary 320 °C
Desolvacni teplota 300 °C

400 °C), pocatecniho bodu gradientové eluce (pocatek na
30% B a 0% B) a teploty kolony (45 °C, 55°C).
K vyhodnoceni byly vyuzity programy Xcalibur™
(Thermo Scientific, USA) a MZmine 3 (cit.?). Volba opti-
malniho nastaveni parametrt metody probéhla na zakladé
vypoctu a maximalizace pikovych kapacit pro jednotlivé
tfidy, resp. zhodnoceni intenzity signalu v ptipadé vybéru
desolvacni teploty. Diiraz byl kladen rovnéz na tvar pikd,
ktery byl zasadni pro spravny odecet parametrt, jako je
retencni Cas a Siitka piku v polovin€ jeho vysky.

Za vyslednych optimalizovanych podminek byla zmé-
fena smés standardi lipidl a pro kazdou tfidu byly detailné
zmapovany retencni zavislosti. Nasledné byly provedeny
pilotni experimenty se vzorky makrofagti od péti darct.
Makrofagy od kazdého jedince byly rozdéleny na proza-
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nétlivé (pfitomnost charakteristickych znakli CD14+,
CD16-) pomoci priutokové cytometrie. Izolované
aroztfidéné vzorky makrofagh dodal kolektiv pracovisté
Centra experimentdlni mediciny na Institutu klinické
a experimentalni mediciny (IKEM). Tyto vzorky byly po-
drobeny extrakci (postup adaptovan dle cit.})
a analyzovany za optimalizovanych podminek LC-MS
metody. Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program Lipid-
Search™ (Thermo Scientific, USA). Statistickd analyza
byla provedena pomoci MetaboAnalyst”.

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem optimalizace byl vybér vhodné kolo-
ny. Testovany byly ¢tyfi kolony uréené pro chromatografii
na reverznich fazich: Acquity UPLC BEH C18 1,7 um,
2,1 mm x 50 mm (Waters, USA), Acquity UPLC BEH
C18 1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm (Waters, USA), Accura
Triart C18, 1,9 pm, 2,1 mm % 50 mm (YMC, Japonsko)
a Accura Triart C18 ExRS, 1,9 ym, 2,1 mm x 50 mm
(YMC, Japonsko). Jako nejvhodnéjsi byla experimentalné
identifikovana kolona Acquity UPLC BEH C18 o délce
100 mm. Ze vSech testovanych kolon umoznila dosazeni
nejvyssi pikové kapacity pro 9 z 16 lipidovych tiid a zaro-
vel poskytla u vSech lipidovych tfid piky pfijatelného
tvaru. Zvyseni pritoku mobilni faze na 300 pl min™ uka-
zalo vyrazny vliv na navySeni pikové kapacity u 15 tiid

1005 «~—PEl— ES|+
aoé +~—PCj—
" o lsm
£ 60 « > TG —»
£ —rc— can —
&
ESI-
“PIf+
R L
2%  <«1ps—
T ] <«ILPG
g4 «CL>
i
. 2 4 6 8 10 12 16 18 20 22 24 26 28 30
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Obr. 1. LC-MS chromatogram pro méreni v pozitivnim (ESI+) a v negativnim (ESI-) médu ionizace v€etné vyznaceni reten¢nich

oken lipidovych tFid; zkratky viz tab. I
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z16 (praimémé o 51 % oproti vychozimu nastaveni
180 pl min™"). Optimalni nastaveni desolvaéni teploty bylo
vyhodnoceno na zéklad€ porovnéni intenzit signali. Pro
osm lipidovych tfid bylo nejvysSich intenzit dosaZeno pfi
teploté 350 °C. Ukézalo se, ze snizeni pocatecniho zastou-
peni slozky B v mobilni fazi na 0 % zvysilo pikové kapaci-
ty pro 11 lipidovych tfid. Nejvyrazné;jsi narast byl pozoro-
van u tfid LPC (zvySeni o 42,8 %) a LPE (zvySeni
047,9 %). Poslednim optimalizovanym parametrem byla
teplota kolony. U 13 lipidovych tfid bylo s teplotou kolony
55 °C dosazeno vyssich pikovych kapacit. Primérné na-
rostla pikovéa kapacita o 24,5 %. Obr. 1 ukazuje LC-MS
chromatogram zakladniho piku za optimalizovanych pod-
minek v pozitivnim a v negativnim médu ionizace. Vyzna-
¢ena jsou retencni okna jednotlivych tiid lipidd.

Za optimalizovanych podminek byly zjistény retencni
zavislosti jednotlivych tfid lipidd, tj. zavislosti retencniho
¢asu na parametru ECN (equivalent carbon number), ktery
lze vypocitat jako ECN = HCN — 2n, kde HCN odpovida
poctu atomti uhliku ve vSech acylovych fetézcich daného
lipidu a n odpovida poctu dvojnych vazeb v téchto fetéz-
cich®. Zavislosti bylo mozné vhodn& prolozit linearnim
modelem (dosaZeno R* > 0,99).

Rovnéz byly provedeny prvni analyzy realnych vzor-
kG makrofagl. Po zpracovani namétenych dat v programu
LipidSearch™ bylo pro dalsi vyhodnoceni vyuZito
39 lipidd z osmi raznych tiid (Cer, DG, PC, PE, SM, TG,
PI, PS). Obr. 2 zobrazuje graf komponentniho skore ziska-
ny metodou hlavnich komponent. Pomoci prvnich dvou
hlavnich komponent bylo mozno vysvétlit celkem 81,9 %
rozptylu vstupnich dat. Z grafu je patrné, Ze doslo k rozdé-
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Obr. 2. Diagram komponentniho skére; analyza hlavnich kom-
ponent pro sadu vzorkll makrofagi
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do dvou oddé¢lenych oblasti. Obr. 3 znazornuje vulkanovy
graf. Prahova hodnota zmény (fold change, FC) byla 1,5
a prahova p-hodnota byla nastavena na 0,05. Cervené je
v grafu zvyraznéno pét lipidl, jejichz koncentrace byla
u prozanétlivych makrofagli vyznamné zvySena (alespoil
1,5krat). Jednalo se o dva zastupce z tfidy SM
a fosfolipidy z tfid PE, PS, PC obsahujici ve své struktuie
acylové zbytky stearové kyseliny (18:0) a olejové kyseliny
(18:1).

Zavér

V ptedkladané praci byla provedena optimalizace
LC-MS metody pro analyzu 71 lipida z 16 tfid. Nejlepsich
vysledkti bylo dosazeno pfi separaci na koloné Acquity
UPLC BEH C18 o délce 100 mm pii prutoku mobilni faze
300 pl min™, zastoupeni 100 % slozky A v mobilni fazi na
pocatku analyzy a teploté kolony 55 °C. Desolvacni teplo-
ta elektrospreje byla nastavena na 350 °C. Za optimalizo-
vanych podminek byly zméfeny retencni zavislosti pro
jednotlivé tfidy lipida, které byly v nasledujicich analy-
zach pouzity pro ovéfeni spravné identifikace lipidi. Pro-
béhla pilotni méfeni vzorkli makrofagl izolovanych
z tukové tkan€. Analyza hlavnich komponent poskytla
pohled na shlukovani vzorkd prozéanétlivych a protizanétli-
vych makrofagi. Bylo zjisténo, Ze lipidomicka analyza ma

Vulkanovy graf dale ukazal, ze v pfipadé prozanétlivych
makrofagi byla vyznamné zvySena koncentrace u péti
lipidi. Pro potvrzeni dosazenych zavérti a dalsi rozvoj
metody bude ovSem tieba proméfit vétsi skupinu vzorki
makrofaga.

Podporeno projektem Ndarodniho institutu pro vyzkum
metabolickych ~ a  kardiovaskuldrnich ~ onemocnéni
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5104) — financovano
Evropskou unii — Next Generation EU.
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Obr. 3. Vulkanovy graf; Cervené zvyraznény lipidy s vyznamné
zvysenou koncentraci u prozanétlivych makrofagt, prahova zme-
na 1,5, prahova p-hodnota 0,05
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S. Kauerova®, J. Fronék®, I. K. Lesna®, R. Poledne®, and
D. Sykora® (“ Department of Analytical Chemistry, Univer-
sity of Chemistry and Technology Prague, Prague,
? Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the
Czech Academy of Sciences, Prague, ¢ Institute for Clinical
and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic):
LC-MS Lipidomic Analysis of Macrophages

Currently, an increasing incidence of cardiovascular
diseases is observed in the population. Factors contributing
to their development are obesity and pro-inflammatory
processes occurring in the adipose tissue. Macrophages,
cells of the non-specific immune system, which can be
divided into pro-inflammatory and anti-inflammatory, play
a significant role in these processes. For a better under-
standing of these phenomena, it is necessary to analyze the
lipidome of macrophages of the two mentioned groups.
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The presented work was focused on the optimization of
selected parameters of the LC-MS method for the analysis
of 71 lipids from 16 lipid classes. Best results were
achieved with column Acquity UPLC BEH C18 (1.7 pm,
2.1 mm x 100 mm) operating at the flow rate of
300 uL min"' and temperature of 55°C. The optimal
desolvation temperature was 350 °C and the gradient elu-
tion started at 0 % of solvent B in the mobile phase. Reten-
tion dependencies were characterized for individual lipid
classes. They were successfully fitted with a linear model
(R*>0.99) and subsequently used to confirm the accuracy
of lipid identification. The optimized LC-MS method was
also used to analyze the real samples of macrophages iso-
lated from the adipose tissue of kidney donors. Samples
were provided by Institute for Clinical and Experimental
Medicine. The principal component analysis gave insight
into the division of macrophages according to their type.
The volcano plot showed a significant increase in the con-
centration of five lipids in the case of pro-inflammatory
macrophages.

Keywords: macrophages, lipidomics, liquid chromato-
graphy, mass spectrometry
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