MERCK
I

%
%o,
Doy 5

VEDkckg pac

14. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI
STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI
V OBORU ANALYTICKA CHEMIE

»0O CENU FIRMY MERCK 2011¢

1. unora 2011

Univerzita J. E. Purkyné
Usti nad Labem

Editori sborniku:
Jifi Barek

Zdenka Kolska
Karel Ventura
Vlastimil Vysko¢il



Chem. Listy 7105 s2 (2011)

Cena Merck 2011

14. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI
STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI V OBORU ANALYTICKA CHEMIE
,,O0 CENU FIRMY MERCK 2011¢

V atery 1. unora 2011 uspéSné probehl
v prostorach Katedry chemie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad Labem jiz
14. roc¢nik soutéze mladych analytickych chemiki
,»O cenu firmy Merck 2011 za nejlepsi studentskou
védeckou praci v oboru analytickd chemie. Potadatel-
stvi se letos vynikajicim zptisobem zhostila Ing. Zdernika
Kolska, PhD. z Katedry chemie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity J. E. Purkyn& v Usti nad Labem ve spolupra-
ci s Odbornou skupinou analytické chemie Ceské spo-
le¢nosti chemické za tradi¢ni a u€inné podpory firmy
Merck spol. s. r. 0. 22 ucastnikd z Sesti ceskych vyso-
kych skol velmi distojné reprezentovalo sva pracoviste,
ktera ptikladnym zptisobem pecuji o vychovu nastupu-
jici generace analytickych chemikd a tim rozhodujicim
zpusobem pfispivaji k dal§imu Gspé$nému rozvoji ana-
lytické chemie v Ceské republice. Kvalita prezentaci to
rozhodné potvrdila a autor tohoto pfispévku by rad
vSem soutézicim bez ohledu na jejich kone¢né umisténi
podékoval za vynikajici vysledky i jejich perfektni pre-
zentaci.

1. misto ziskala Annamarie Némethova z Ustavu
organické technologie VSCHT Praha za praci Priprava
polymernich castic pro separaci biomarkerii z télnich
tekutin jako predstupern vyvoje diagnostického prouzku.

2. misto ziskal Be. Marek PapeZ z Ustavu chemie
a analyzy potravin VSCHT Praha za praci Nové orga-
nohalogenované kontaminanty ve vodnim ekosystému.

3. misto ziskala Be. Olga Nykodymova z Katedry
analytické chemie Univerzity Pardubice za praci Moz-
nosti stanoveni 2-ethylhexyl nitratu v nafte.

Vsem ocenénym srde¢né blahopfejeme a vSem
ucastnikim dékujeme za odvedenou praci i krasné pre-
zentace.

Lze konstatovat, ze leto$ni soutéz byla zorganizo-
vana naprosto dokonale a prob¢hla ve vynikajici pratel-
ské, byt védecky narocné, atmosféfe. Za to patii dik jak
Ing. Zdence Kolské, PhD. a doc. RNDr. Jaroslavu Rejn-
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Zleva

Vitézové soutéze ,,O cenu firmy Merck 2011
Ing. Marcela Kubaskova, Bc. Marek Papez, Annamarie Né-
methova, Bc. Olga Nykodymova a Ing. Zdenika Kolskad, PhD.

kovi, CSc., tak i firmé Merck spol. s. r. 0. a jejim za-
stupkynim pfitomnym na soutézi, jmenovité Ing. Lence
Ungrmanové, Ing. Marcele Kubaskové a RNDr. Renaté
Svajdové, PhD. Vyvrcholeni v podob& ocenéni vitézi
probéhlo v krasnych prostorach vyhlidkové restaurace
Vétruse s naslednou slavnostni veceti. Dik vSech ucast-
nikl patii pochopitelné i poroté, ktera méla vzhledem
k vysoké kvalité soutézicich tikol v pravde nelehky.

Na zavér nezbyva nez sdélit, Ze jubilejni 15. rocnik
této soutéze se uskutecni v prostorach firmy Merck spol.
s. 1. 0. v Praze pod odbornym vedenim pracovnikii Ka-
tedry analytické chemie Pfirodovédecké fakulty Uni-
verzity Karlovy v Praze v souvislosti s 20. vyro¢im
piisobeni firmy Merck v Ceské republice. T&sime se, Ze
i jubilejni ro¢nik bude stejné zajimavy a ptijemny jako
ro¢niky predchazejici.

Jiri Barek
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STANOVENI GENOTOXICKEHO 4-NITROINDANU POMOCI POLAROGRAFIC-
KYCH A VOLTAMETRICKYCH METOD NA RTUTOVYCH A STRIBRNYCH
PEVNYCH AMALGAMOVYCH ELEKTRODACH

VENDULA BURDOVA, VLASTIMIL VYSKOCIL
a JIRi BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Hlavova 2030/8, 128 43 Praha 2
Burdova.Vendula@seznam.cz

Uvod

4-Nitroindan (obr. 1; C.A.S. registry number: 34701-
14-9; C.A.S. name: 1H-indene, 2,3-dihydro-4-nitro-) se
fadi mezi potencidlné genotoxicky a karcinogenn¢ nebez-
pecné latky s ne pln€ aromatickou strukturou. Prekurzorem
4-nitroindanu je uhlovodik indan — jedna ze slozek benzi-
nu'?. U indanu byl prokdzan mimy inhibujici vliv na
methanogenezi (anaerobni respiracni metabolickd draha,
vyuzivajici jako alternativni elektronovy akceptor oxid
uhligity) padnich mikroorganismi'™*, toxické piisobeni
a akumulace v tkanich mofskych mlzi*. Od okamziku,
kdy bylo zji§téno, Ze mono- a dinitro-PAH vykazuji n¢ko-
likanasobné vétsi mutagenitu ¢i karcinogenitu nez jejich
matecné polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), sta-
va se analyza téchto nebezpecnych polutantd predmétem
moderni environmentalni analytické chemie®. V elektroa-
nalytickych metodach se vyuziva snadné elektrochemické
redukce nitroskupiny na aromatickém jadie NPAH"*.

Cilem této prace bylo nalezeni optimalnich podminek
pro stanoveni 4-nitroindanu na klasické rtutové kapajici
elektrod¢ (DME) pomoci DC tast polarografie (DCTP)
a diferen¢ni pulsni polarografie (DPP); na visici rtutové
kapkové elektrodé (HMDE) pomoci DC voltametrie
(DCV) a diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV); na rtuto-
vym meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové
elektrodé (m-AgSAE) pomoci metod DCV a DPV. Dal§im
cilem bylo srovnani meze stanovitelnosti nové vypracova-
nych polarografickych a voltametrickych metod s mezi
stanovitelnosti dosaZzenou pii stanoveni 4-nitroindanu UV-
VIS spektrofotometrii. Pro objasnéni elektrochemického
chovéni 4-nitroindanu byla pouzita cyklicka voltametrie
(CV) na HMDE a na m-AgSAE. Cilem prace byla také

NO,

Obr. 1. Strukturni vzorec 4-nitroindanu
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aplikace noveé vyvinutych polarografickych a voltametric-
kych metod pfi stanoveni 4-nitroindanu v modelovych
vzorcich pitné a ficni vody.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 4-nitroindanu (99%, Sigma-Aldrich,
Praha, CR) o koncentraci 1-10° mol 1"' byl pfipraven roz-
pusténim 0,0163 g latky ve 100 ml methanolu (p.a., Lache-
ma, Brno, CR). Roztoky o niz§ich koncentracich byly pfi-
pravovany piesnym fedénim zasobniho roztoku methano-
lem. Zasobni roztok byl uchovan ve tmé a chladu v ledni-
ci. Brittonovy-Robinsonovy pufry (BR pufry) o pfislusném
pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol I"* NaOH s rozto-
kem obsahujicim kyselinu boritou, fosfore¢nou a octovou,
kazdou o koncentraci 0,04 mol I"" (viechny tyto chemika-
lie ¢istoty p.a., Lachema). Dalsi chemikalie (kyselina chlo-
rovodikova a chlorid draselny, vse Cistota p.a.) byly zakou-
peny od firmy Lachema. Pouzitd deionizovana voda byla
produkovéna systémem Milli-Qp,s (Millipore, Billerica,
USA).

Aparatura

Pifi vSech polarografickych a voltametrickych stano-
venich byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se soft-
warem PolarPro verze 5.1 (Polaro-Sensors, Praha). Soft-
ware pracoval v opera¢nim systému Windows XP
(Microsoft Corporation, Redmond, USA).

Jednotliva méfeni byla provadéna ve tiielektrodovém
zapojeni, kdy byla jako referentni pouzita argentochlorido-
vé elektroda (1 mol I"* KCI) typu RAE 113, Monokrystaly,
Turnov. Jako pomocna elektroda byla pouzita platinova
dratkova elektroda.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji HP 8453 Diode Array Spectrophotometer (Hewlett-
Packard, Amstelveen, Nizozemi) s ovladacim programem
UV-Visible ChemStation (verze 9.01) v kiemennych kyve-
tach o mérné tloust’ce 1,0 a 0,1 cm.

Vsechna méteni pH byla provadéna na digitalnim pH-
metru Jenway 3510 (Jenway, Chelmsford, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005). Pii-
stroj byl kalibrovan pomoci standardnich kalibrac¢nich
pufrt.

Pouzité pracovni elektrody
Pro studium polarografického chovani 4-nitroindanu

byla pouzita jako pracovni elektroda DME. Pii praci
s DME za pouZiti technik DCTP a DPP byla pouZita rych-
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lost polarizace 4 mV s, elektronicky fizena doba kapky
1 s a vySka rezervoaru 64 cm.

Pro voltametricka méteni (DCV, DPV) byla pouzita
jako pracovni elektroda HMDE a m-AgSAE (obr. 2). Pfi
DPV byly na elektrodu vkladany pulsy o sifce 100 ms,
modulacni amplitudé —50 mV a rychlost polarizace byla
zvolena pro DPV i DCV 20 mV s '. Pfed pouzitim m-
AgSAE bylo nutné provést tii kroky — amalgamaci, aktiva-
ci a regeneraci elektrody:

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

2) Elektrochemicka aktivace — byla provadéna vzdy
na zacatku pracovniho dne, po ptestavce v métenich, ktera
byla delsi nez 1 h, a po amalgamaci. Provadéla se
v roztoku 0,2 mol 1" KCI, ktery nebyl probublan dusikem
pfi vlozeném potencialu —2200 mV po dobu 300 s. V jejim
pribéhu dochazi k odstranéni oxidl a adsorbovanych latek
z povrchu elektrody, ¢imz se zlepSuje citlivost a opakova-
telnost naslednych méfeni.

3) Regenerace — byla provadéna v analyzovaném
roztoku pfed kaZzdym meéfenim a spocivala ve skokovém
stfidani (150 cyklt) kladn&jSich E| ., a zaporngjsich E; e
regeneracnich potencialli v intervalu 0,05 s po dobu 30 s
(optimélni hodnotu E ., a Es, je pro kazdé prostiedi
nutno najit experimentalne).

Pracovni postupy

Pii proméfovani vlivu pH zikladniho elektrolytu na
polarografické chovani 4-nitroidanu bylo postupovano tak,
ze do 10ml odmérné banky bylo odpipetovdno 5 ml BR
pufru o prislusném pH (prostiedi o hodnoté pH 2,0 bylo
vytvofeno nahrazenim BR pufru roztokem 0,01 mol I
HCI), pfidano malé mnozstvi methanolu (1 az 2 ml, aby se
vytvofilo vodné-methanolické prostfedi branici vysrazeni
4-nitroindanu po pfidani jeho methanolického zasobniho
roztoku do vodného pufru), odpipetovan 1 ml roztoku 4-
nitroindanu a roztok byl nasledné doplnén do 10 ml metha-
nolem. Pfi proméfovani zavislosti polarografickych ode-
zev 4-nitroindanu na koncentraci byly pfipravovany vzor-
ky tak, ze do 10ml odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml
BR pufru o daném pH, pfidano malé mnozstvi methanolu,
odpipetovan piislusny potiebny objem zasobniho roztoku
4-nitroindanu a vznikly roztok byl doplnén do 10 ml
methanolem.

Takto pripravené vzorky byly po promichani pielity
do polarografické nadobky a zbaveny kysliku probublava-
nim dusikem po dobu 5 min. Pied vstupem dusiku do pola-
rografické nadobky byla zafazena promyvacka obsahujici
smés vody a methanolu ve stejném objemovém poméru
jako analyzovany roztok, tj. 1:1. Poté byl proveden za-
znam polarografické kiivky. VSechny kfivky byly promé-
feny trikrat. Pfed kazdym métenim dalsi kiivky byl roztok
probublavan dusikem po dobu 30 sekund. Pti voltametric-
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kych métenich byl postup piipravy roztoktt obdobny, pou-
ze s tim rozdilem, Ze byl optimalizovan pomér vodné
a methanolické slozky na 9:1.

Meéfteni v modelovych vzorcich pitné a ficni vody
bylo provadéno metodou standardniho pridavku (zasobni
roztok 4-nitroindanu o ¢ = 1-10* mol 1""). Méfeny roztok
byl pfipraven z 9 ml fi¢ni nebo pitné vody a 1 ml BR pufru
o piislusném pH. Pro pfipadné potlaceni rusivych elemen-
ti v zakladnim elektrolytu bylo ptidano 100 pl 0,1 mol 1™
chelatonu II1.

Pro prométfovani spektrofotometrickych kiivek byly
pfipravovany roztoky 4-nitroindanu o pfislusné koncentra-
ci tak, ze do 10ml odmérné baiiky bylo odpipetovano po-
ttebné mnozstvi zasobniho roztoku 4-nitroindanu a dopl-
néno do 10 ml methanolem. Takto pfipravené roztoky byly
proméfovany oproti methanolu, a to vzdy tikrat.

Vsechna méfeni byla provadéna za laboratorni teplo-
ty. K provadéni potiebnych vypocti a tvorbé grafti uvede-
nych v této praci bylo pouzito programd OriginPro 7.5
(OriginLab Corporation, Northampton, USA) a Microsoft
Excel 2003 (Microsoft Corporation, Redmond, USA).

Konfidenéni péasy (na hladin€ vyznamnosti 0,05)
(cit.”) u kalibragnich ptimek byly vyhodnoceny a sestroje-
ny programem OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation).
Mez stanovitelnosti (Lg) byla pocitana jako koncentrace
studované latky odpovidajici desetindsobku smérodatné
odchylky (pro pocet méteni » = 10) stanoveni sledované

kalibraéni ptimky'’.

Vysledky a diskuse

Vliv pH na elektrochemické chovani 4-nitroindanu
(¢ =1-10"* mol I'") pii DCTP i DPP na DME byl sledovéan
v prostfedi BR pufru — methanolu (1:1). Pro sledovéni
polarografického chovani 4-nitroindanu v silné kyselém
a z4saditém prostiedi byly déle pouzity zékladni elektroly-
ty 0,01 mol 1" HCI (pH 2,0) — methanol (1:1) a 0,1 mol I"!
NaOH (pH 13,0) — methanol (1:1). 4-Nitroindan poskytuje
v celé oblasti pH jednu dobfe vyvinutou polarografickou
vlnu a v kyselém prostfedi (pH BR pufru 2,4 az 5,0) jeste
druhou polarografickou vlnu s negativnéjsim pulvlnovym
potencialem. To je v souladu s polarografickym chovanim
pozorovanym u podobnych mononitroderivati PAH, je-
jichz elektrochemicka redukce na DME probihd ve dvou
krocich'"'?. Palvlnovy potencial viech vIn se s rostoucim
pH posouvéd k zédpornéjim hodnotdm, v alkalickych pro-
stiedich, BR pufr pH 10,0 az 13,0 — methanol (1:1), jiz
pulvlnovy potencial prvni viny na pH nezavisi. DP polaro-
grafické chovani 4-nitroindanu je pak zcela v souladu
s polarografickym chovanim pti DCTP na DME. Jako
optimalni prostiedi pro DCT i DP polarografické stanoveni
4-nitroindanu bylo zvoleno prostfedi BR pufr pH 12,0 —
bylo 0,2 az 1,0 pmol I"'. Parametry kalibraénich piimek
pro DCTP a DPP stanoveni 4-nitroindanu na DME jsou
uvedeny v tabulce 1.
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sklenéna kapilara

H—— stiibrny amalgam
meniskus

Obr. 2. Rtutovym meniskem modifikovana stéibrna pevna amalgamova elektroda (A), detail menisku (B) a schéma elektrody (C)

Vliv pH na chovani 4-nitroindanu (¢ = 1-10* mol 1"
pii DCV a DPV na HMDE byl sledovéan v prostiedi BR
pufr — methanol (1:1), v pH $kale BR pufru od 2,0 do 13,0
(obr. 3B). Opét se prokazala zavislost potencialu piku na
pH prostredi. Potencial piku se s rostoucim pH posouva k
zaporngj§im hodnotam. Dale byl optimalizovan pomér BR
pufru o pH 8,0 : methanolu, kdy byl roztok 4-nitroindanu
(c = 1-10™ mol I'") promé&fovan v prostiedi o slozeni BR
pufr : methanol 1:1, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1 . Ze zjisténych zavis-
losti hodnot proudu piku na poméru BR pufr : methanol,
byl zvolen jako optimalni pomér 9:1, prostiedi v némz
hodnota proudu piku byla nejvyssi (obr. 3A). Pro srovnani
bylo chovani 4-nitroindanu zkoumano i v siln¢ kyselém
a siln¢ zasaditém prostredi (smés vodné slozky o pH 2,0

1200
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T 80
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450 A0 750
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a 13,0 a methanolu o rizném poméru). Voltametrické kiiv-
ky v téchto prostiedich jsou obdobné jako u prostiedi s BR
pufrem

o pH 8,0. Se snizujicim se obsahem methanolu roste hod-
nota proudu piku, pik se zuzuje a jeho potencial se posou-
va k vy$§im hodnotam. Chovani 4-nitroindanu
v prostfedich o rizném poméru BR pufru a methanolu
bylo zkouméno 1 spektrofotometricky, kdy bcéhem
14 minutového proméfovani nebyl zaznamenan pokles
absorbance. Pro prométeni koncentra¢nich zévislosti bylo
pro metodu DCV na HMDE vybréano jako optimalni pro-
sttedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (9:1); pro metodu
DPV na HMDE prostfedi BR pufr o pH 8,0 — methanol
(9:1). Pro tato optimalni prostfedi byly koncentracni zavis-

-120

Obr. 3. (A) Voltamogramy 4-nitroindanu (¢ = 110~ mol 1') mé&ené technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 8,0 —
methanol 1:1 (5); 6:4 (4); 7:3 (3); 8:2 (2); 9:1 (1). (B) Voltamogramy 4-nitroindanu (c = 110~ mol I'Y) méfené technikou DPV na
HMDE v prosti‘edi BR pufr — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 2,0 (1); 3,0 (2); 4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6); 8,0 (7);

9,0 (8); 10,0 (9); 11,0 (12); 12,0 (11); 13,0 (10)
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Tabulka I
Parametry kalibra¢nich ptimek stanoveni 4-nitroindanu
Technika Koncentrace Smérnice Usek R’ Q'
[optimalni prostiedi] [pumol 17 [mA mol™ 1] [nA] [mol I
DCTP na DME 20-100 6,5 22 0,9988 —
[BR pufr pH 12,0 — metanol (1:1)] 210 43 12 0,9990 7.1077
DPP na DME 20 - 100 6,5 =5 0,9988 —
[BR pufr pH 12,0 — metanol (1:1)] 210 45 29 0,9968 -
02-1 -3,0 -0,3 0,9964 1-107
DCV na HMDE 20 - 100 -10,0 -134,2 0,9883 —
[BR pufr pH 9,0 — methanol (9:1)] 210 ~16,6 9,6 0,9791 -
021 0,1 ~13,2 0,9973 7-10°°
DPV na HMDE 20 - 100 -11,5 —88,7 0,9977 —
[BR pufr pH 8,0 — methanol (9:1)] 210 ~16,4 -1,6 0,9939 -
02-1 -18,4 —0,4 0,9920 1-107
DCV na m-AgSAE 20 - 100 2,7 6 0,9993 —
[BR pufr pH 5,0 — methanol (1:1)] 210 2.4 0,3 0,9991 -
0,1 -1 -1,7 -0,8 0,9970 1-107
DPV na m-AgSAE 20 - 100 2,7 15 0,9957 —
[BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1)] 210 23 0,6 0,9996 -
0,1 -1 -1,2 0,0 0,9912 1-107
UV-VIS spektrofotometrie 20-100 7,5b —-11°¢ 0,9995 —_
[methanol] 2-10 6,7° 4 0,9425 41077
DPP na DME 2-10 7,2 29 0,9988 —
[BR pufr pH 12,0 — pitné voda (1:9)] 02-1 7.6 03 0,9981 1107
DPV na HMDE 2-10 -13,5 0,2 0,9898 —
[BR pufr pH 8,0 — pitna voda (1:9)] 02-1 9,5 0,1 0,9911 7-10°
DPV na m-AgSAE 1-10 -1,9 -0,6 0,9930 1-10°°
[BR pufr pH 9,0 — pitna voda (1:9)]
DPP na DME 2-10 -8,8 1,8 0,9996 —
[BR pufr pH 12,0 —fi¢ni voda (1:9)] 021 7.4 -0,4 0,9965 2.1077
DPV na HMDE 2-10 7,2 2.9 0,9988 —
[BR pufr pH 8,0 —fi¢ni voda (1:9)] 02-1 -11,6 0,4 0,9781 3107
DPV na m-AgSAE 1-10 -1,4 0,3 0,9927 2.10°°

[BR pufr pH 9,0 — fi¢ni voda (1:9)]

 Mez stanovitelnosti (10c; o = 0,05), ® rozmér smérnice je mAU mol ' 1, © rozmér useku je mAU

losti prom&feny v rozmezi 0,1-100 umol 1. Parametry
kalibracnich pfimek pro stanoveni 4-nitroindanu metodami
DCV a DPV na HMDE jsou uvedeny v tabulce I. Vypocte-
né hodnoty Ly jsou niz§i nez iz81 meéfena
(vyhodnotitelnd) koncentrace 4-nitroindanu 2-10 mol 17';
toto jest dano zpusobem vypoctu Lg, ktery je pocitan
z opakovatelnosti méfeni koncentraci. Prakticky je vSak nej-
nizsi stanovitelna koncentrace 4-nitroindanu 2-10"" mol "'
Voltametrické chovani 4-nitroindanu pii DCV a DPV
na m-AgSAE je podobné jeho chovani DPP na DME. Po-
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loha pikd opét zavisi na pH. Prostfedi BR pufr pH 5,0 —
methanol (1:1) bylo zvoleno jako optimalni pro DCV sta-
noveni a BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1) jako optimalni
pro DPV stanoveni 4-nitroindanu na m-AgSAE. S pouZi-
tim regeneracniho kroku mezi jednotlivymi méfenimi na
m-AgSAE v optimélnim prostfedi ¢inila opakovatelnost
vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou (n = 20) vy-
hodnocené vysky voltametrického piku 4-nitroindanu (¢ =
1-10* mol 1) 1,0 % pro DCV (E ;g =200 mV a Ej 1 =
-1100 mV) i DPV (Ejre = —300 mV a Ey, =
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Obr. 4. (A) Voltamogramy 4-nitroindanu (¢ = 1110~ mol I"') mé&Fené technikou CV na HMDE v prostiedi BR pufr pH 3,0 — metha-

nol (1:1); rychlost skenu 50 mV s'. (B) Voltamogramy 4-nitroindanu (¢ = 110 mol I'") méiené technikou CV na HMDE
v prostiedi BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV s™'. Prvni sken (—); druhy sken (---); tieti sken (-+-)

0 03 06 09 17

Obr. 5. (A) Polarogramy 4-nitroindanu méiené technikou DPP na DME v rozmezi koncentraci 210~ — 1107° mol I'' v prostiedi
BR pufr o pH 12,0 — ¥i¢ni voda (1:9). Koncentrace 4-nitroindanu (mol 1): 2:107 (1), 4107 (2), 6:107 (3), 8-107 (4), 1-107°(5); &erna
kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu. Vlozena piislusna kalibra¢ni pifimka. (B) Voltamogramy 4-nitroindanu méfené technikou DPV
na m-AgSAE v rozmezi koncentraci 110 — 110~ mol I'' v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — pitna voda (1:9). Koncentrace 4-
nitroindanu (mol 1): 1-107° (1), 2107 (2), 4-107°(3), 6-107° (4), 8-107°(5),1-107° (6); &erna kivka nalezi zékladnimu elektrolytu. VloZena
prislusna kalibra¢ni piimka
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1300 mV). Rozsah méfenych koncentraci 4-nitroindanu
byl pro ob& voltametrické techniky 0,1 az 100 pmol 1.
Parametry pfislusnych kalibrac¢nich pfimek jsou uvedeny
v tabulce .

Cyklicka voltametrie byla pouzita pro objasnéni elek-
trochemickych reakénich mechanismid  4-nitroindanu
v prostiedich o riznych pH. M¢éfeni bylo provadéno na
elektroddich HMDE a m-AgSAE, pfi riznych rychlostech
skenu. Vliv rtznych rychlosti skenu (10, 20, 50, 100, 200,
500, 1000 mV s') na chovani 4-nitroindanu (¢ = 1-10™*
mol I") pii CV byl sledovan v prostfedi BR pufr — metha-
nol (1:1), kde byl pouzit BR pufr o pH 3,0; 8,0 a 12,0.
Z vyhodnocenych zavislosti proudd piku 4-nitroindanu na
druhé odmocniné z rychlosti polarizace a ze zavislosti na
hodnoté rychlosti polarizace vyplyva, ze rychlost elektro-
dové reakce pfi redukci 4-nitroindanu je fizena pfispévkem
difuze i adsorpce a reakce je ireverzibilni.

Cyklické voltamogramy 4-nitroindanu v kyselém
prostfedi poskytuji dva katodické voltametrické piky (p°*%,
p°'®) (obr. 4A). Prvni katodicky pik (p'*) odpovida 4-
elektronové redukcei nitroskupiny 4-nitroindanu na skupinu
hydroxylaminovou, druhy katodicky pik (p°'®) pak odpovi-
da 2-elektronové redukci hydroxylaminové skupiny na
skupinu aminovou.

V prosttedi, kde byl pouzit BR pufr o pH 8,0
(obr. 4B), poskytuje 4-nitroindan oproti kyselému prostie-
di navic jesté dobie vyvinuty anodicky pik (p*') a dalsi
katodicky pik (p) ve druhém skenu. Zde redukce 4-
nitroindanu neprobiha ve dvou krocich, které by poskyto-
valy dva piky (p°'?, p™'®). V zasaditém prostedi je chovani
4-nitroindanu obdobné jako v prostiedi s BR pufrem
o pH 8. Zde se projevuje posunuti kiivek vlivem vyssiho
pH prostfedi do ziporné€jSich hodnot potencidlu. 4-
Nitroindan poskytuje voltametrické piky ve vSech tfech
prostredich pfi vSech rychlostech polarizace. Chovani 4-
nitroindanu pfi méfeni CV na m-AgSAE je obdobné jako
pfi CV na HMDE. Voltamogramy poskytuji stejné pocty
piktt ve stejnych prostiedich, pouze s tim rozdilem, Ze
proudové odezva je na m-AgSAE niZsi.

Stanoveni 4-nitroindanu v modelovych vzorcich pitné
a ficni vody (potok Boti¢, Praha; prefiltrovana pies filtrac-
ni papir) byla provadéna metodami, které pfi stanoveni
v prostfedich BR pufr — methanolu vykazovaly niz8i meze
stanovitelnosti. Optimalni podminky, zejména pH BR
pufru, byly pouzity i pro vodna prostiedi. Stanovenim 4-
nitroindanu metodou DPP na DME; DPV na HMDE
a DPV na m-AgSAE v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni
vody byly ziskany kalibra¢ni zavislosti v koncentra¢nim
rozmezi (2-100)-107 mol 1", Kalibraéni zavislosti jsou
linearni v celém méfeném rozsahu, parametry kalibrac¢nich
pfimek jsou uvedeny v tabulce 1. Na obr. 5A jsou uvedeny
centraénim fadu (2-10)-10 " mol I'! v #i&ni vod& zazname-
nané technikou DPP na DME a na obr. 5B jsou uvedeny
tadu (1-10)-10°mol I v pitné vod& zaznamenané techni-
kou DPV na m-AgSAE.

Pro porovnani bylo vypracovano i UV-VIS spektrofo-
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tometrické stanoveni 4-nitroindanu v methanolu pfi vinové
délce absorpéniho maxima 267 nm (/! = 1,0 cm)
v koncentraénim rozmezi 2 az 100 pmol "', parametry
ziskanych koncentra¢nich zavislosti jsou rovnéz shrnuty
v tabulce 1.

Zavér

Bylo prostudovano elektrochemické chovani 4-
nitroindanu a za nalezenych optimalnich podminek bylo
provedeno jeho stanoveni pomoci DC tast polarografie
(v koncentraénim rozmezi 2-107° az 1-10™* mol 1) a dife-
renéni pulsni polarografie (v koncentraénim rozmezi 2-107
az 1-107 mol ") na klasické rtutové kapajici elektrods.

Dale bylo stanoveni provedeno DC voltametrii
a diferencni pulsni voltametrii (obé v koncentracnim
rozmezi 1-107 az 1-10* mol I"") na rtutovym meniskem
modifikované stfibrné pevné amalgdmové elektrod€ a na
visici rtutové kapkové elektrodé (obé v koncentracnim
rozmezi 2-1077 az 1-10* mol I'").

Dosazené meze stavitelnosti (Lq) se u vSech stanoveni
pohybuji v #adu 10”7 mol I'" a jsou srovnatelné nebo nizsi
nez mez stanovitelnosti dosazena pomoci UV-VIS spekt-
rofotometrického stanoveni 4-nitroindanu pfi vlnové délce
267 nm proti methanolu. Ly spektrofotometrického stano-
veni &ini 0,4 umol I'".

Metodou cyklické voltametrie na visici rtutové kap-
kové elektrod¢ a na meniskem modifikované stfibrné pev-
né amalgamové elektrodé bylo zjisténo, ze rychlost elek-
trodové reakce pfi redukci 4-nitroindanu je fizena piispév-
kem difuze i adsorpce a reakce je ireverzibilni.

Bylo provedeno pfimé stanoveni 4-nitroindanu za
optimalizovanych podminek ve vzorcich pitné a fi¢ni vody
metodou diferencni pulsni polarografie na klasické rtutové
kapajici elektrodé (Lo = 0,1 a 0,2 pmol 1Y), metodou dife-
ren¢ni pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elek-
trodé (Lo = 0,2 a 0,3 pmol 1"") a metodou diferenéni pulsni
voltametrie na rtutovym meniskem modifikované stiibrné
pevné amalgamové elektrodé (Lo = 1,0 a 0,3 umol 1.
Metody byly pouzity pro koncentraéni rozmezi 1107 az
110 *mol I"".

Tato prdace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekty
LC 06035, MSM 0021620857 a RP 14/63) a projektem
SVV 2011-263204.
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POVRCHEM ZESILENA VIBRACNI SPEKTROMETRIE EXTRAKTU LISTOVI

IBISKU (Hibiscus L.)

ZUZANA CIESLAROVA a PAVEL MATEJKA

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

Zuzana.Cieslarova@yvscht.cz

Uvod

Metody povrchem zesilené vibracni spektrometrie
(SEVS) — spektroskopie povrchem zesileného Ramanova
rozptylu (ang. Surface Enhanced Raman Scattering,
SERS) a povrchem zesilené infracervené absorpce (ang.
Surface Enhanced Infrared Absorption, SEIRA) — umoz-
fuji detekei latek ve vzorku ve velmi malych mnozstvich',
a to diky vyraznému zesileni namétenych spekter. Podstata
zesileni obecné souvisi s excitaci lokalizovanych povrcho-
vych plasmoni, které vznikaji pii interakci elektromagne-
tického zareni s molekulami sorbovanych vzorki na kovo-
vych povrsich (zlato, stiibro, méd’) vhodné morfologie®.

Ramanovou spektrometrii byly jiz dfive studovany
karotenoidy obsazené v listovi rtiznych druht dievin’.
Vyuzitim extrakce jako separacniho kroku lze ziskat vzor-
ky obsahujici rizné zastoupeni pigmenti dle pouzitého
extrakéniho c¢inidla. Vzhledem k extrémné nizké koncent-
raci pigment v extraktu nebylo mozno po odpafeni roz-
poustédla ziskat normalni Ramanova spektra odparku nad
arovni Sumu. Odpafenim rozpoustédla z extraktu na zla-
tych povrsich by mélo byt mozné vyuzit efekt povrchové-
ho zesileni spekter a ziskat tak pozadovana spektra extra-
hovanych latek.

Cilem této prace bylo vyzkouset moznost analyzovat
extrakty listovi povrchem zesilenymi spektroskopickym
technikami. Listy ibiSku byly extrahovany ¢tyfmi riznymi
extrakénimi Cinidly (methanol, aceton, cyklohexan a he-
xan). Vznikly extrakt byl deponovan na zlatem pokovené
ter¢iky tak, aby se vytvoril tenky film odparku extraktu na
povrchu teréiku. Byla méfena Ramanova a infracervena
spektra tenké vrstvy na tercicich. Naméfend spektra byla
porovnana a bylo sledovano, zda dochazi k povrchovému
zesileni.

Predkladana prace se rovnéz zabyva typem sorpce
extrahovanych latek na povrchu. Aby doslo k zesileni vib-
raCnich spekter, je nutné, aby se molekula analytu nacha-
zela v oblasti zesileného elektromagnetického pole, vytvo-
feného rezonanci povrchovych plasmontl. Tato podminka
mize byt zajisténa dvojim zplsobem — chemisorpci nebo
fyzisorpci analytu na kovovém povrchu®. K uréeni zpiiso-
bu sorpce byl extrakt deponovan v opakovanych cyklech
na zlaty povrch a v kazdém cyklu byly naméteny spektral-
ni mapy povrchu.

s10

Experimentalni ¢ast

V této praci byl vyuzit dfive vyvinuty postup piipravy
zlatem pokovenych teréika’, postupy extrakce listovi ibis-
ku 1 podminky méfeni infracervenych a Ramanovych
spekter jsou blize popsany v nasledujicim textu.

Jako podkladové materidly pro piipravu SEVS-
aktivnich substratd slouzily platinové teréiky (Safina)
o priméru 10 mm. Vy&istény a vylestény teréik® byl elek-
trochemicky pokovovan katodickou redukei v elektroche-
mické lazni s obsahem dikyanozlatnanu draselného
(Safina) dle dfive popsaného postupu’. Na elektrody byl
postupné vkladan proud: prvnich 15 min o hodnoté 5 mA,
dalSich 10 min proud 10 mA a poslednich 5 min 15 mA.
Pokoveny terc¢ik byl 5 h vyvafovan v nasyceném roztoku
peroxodisiranu amonného (LachNer) a poté dikladné
oplachnut redestilovanou vodou.

Extrahovany byly vzdy dva Cerstvé utrzené listy ibi§-
ku (Hibiscus rosa-sinensis L., rostliny péstovany na Usta-
vu analytické chemie, VSCHT Praha). Listy byly nastiiha-
ny na malé kousky (cca 10 x 10 mm), vloZeny do achatové
misky a pfelity kapalnym dusikem. Pod parami kapalného
dusiku byly listy rozetfeny na prasek a v této formé preve-
deny pfimo do zvézené odmérné baikky o objemu 10 ml.
Banky s drti byly pod atmosférou dusiku doplnény po
rysku extrakénim cinidlem. Jako extrakéni €inidla byly
pouzity: methanol, cyklohexan, aceton a hexan (pfedem
zbavené kysliku probublanim plynnym dusikem).

Listova drt’ v extrakénim ¢inidle byla vzdy 15 min
sonifikovana (Transsonic 460/H, Elma), nasledné¢ byla
barika s extraktem protfepana a znovu 15 min sonifikova-
na. Extrakt byl od drti oddélen pomoci PVDF
(polyvinyldifluorid) filtru (0,45 pum) pfimo do vialky, do
které byl pfedem vloZzen pozlaceny tercik. Terciky byly
v extraktu ponechany minimalné 16 h v temnu. Poté byl
tercik vyndan z extraktu, aby se volné odpafilo rozpouste-
dlo a vytvofil se na povrchu ter¢iku tenky odparek. Povrch
ter¢iku byl profoukan plynnym dusikem.

Ramanova spektra byla méfena na spektrometru
s Fourierovou  transformaci ~ EQUINOX 55/S
s Ramanovym modulem FRA 106/S (Bruker). Zdrojem
budiciho zareni byl Nd-YAG laser (Coherent, 1064 nm,
280 mW). K mapovani byl vyuzit “mapovaci TLC nasta-
vec” (Bruker) s drzakem terciki (Mechanickd dilna,
VSCHT Praha). Polohu néstavce lze softwarem OPUS
(Bruker) tidit ve sméru osy x a y, snimat tak uspofadanou
sadu spekter a konstruovat spektrdlni mapy. Na kazdém
ter¢iku bylo méfeno vzdy celkem 81 Ramanovych spekter
(rozligeni 4 cm ', pocet skend 512) v 9 x 9 bodech vzdale-
nych 0,5 mm od sebe.

Infracervend spektra byla meéfena na infracerveném
spektrometru s Fourierovou transformaci Nicolet 6700
(Thermo). SEIRA spektra byla méfena diftizné-reflexni
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technikou, ke které byl vyuzit nastavec Smart DRIFT
(Thermo). VSechna spektra byla méfena s rozliSenim
4 cm™' a pottem akumulaci 128 na jednotlivé spektrum.
Pied vlastnim métenim terciku bylo zméfeno pozadi na
referencnim pozlaceném zrcadle a pak nasledovalo méteni
difuzné-reflexnich spekter terciku vzdy po jednom spektru
na obou stranach terciku.

V prvni ¢asti prace, zabyvajici se méfenim extraktl
ibisku v rdznych rozpoustédlech, byla méfena nejdiive
Ramanova spektra (81 spekter na terc¢ik) a po ni nasledo-
valo méfeni infracervenych spekter (2 spektra na tercik).
Ve druhé casti, zabyvajici se studiem typu sorpce depono-
vanych extraktt, byla méfena pouze Ramanova spektra
(vzdy 81 spekter na tercik). Na pozlaceném terciku byla
naméfena 1. série spekter, poté byl terCik ponechan 16 h
v methanolovém extraktu listl, byla zméfena 2. série, ex-
trakt byl odstranovan ponechanim dalSich 16 h v Cistém
methanolu a byla zméfena 3. série spekter. Stejnym zpuso-
bem byl na teréik znovu deponovan Cerstvé pripraveny
extrakt (4. série) a pak byl odstrafiovan (5. série).

Vysledky a diskuse

Povrchem zesilena vibracni spektrometrie extrakti
ibisku v riznych rozpoustédlech

Nameéfena Ramanova spektra (série 81 spekter) byla
zprumérovana a prumérna spektra byla porovnana. Hlav-
nim rysem vSech spekter jsou signdly pfislusejici vibracim
rostlinnych pigmentt (obr. 1). Jak jiz z podstaty vybéru
extrakénich ¢inidel vyplyva, extrakei listovi v riznych
rozpoustédlech doslo k zachyceni riznych pigmentu.
V méné polarnich rozpoustédlech, jako je aceton, a v ne-
polarnim cyklohexanu a hexanu doslo k extrakci nepolar-
nich karotenti (pasy 1528 a 1158 cm')®. Naopak extrakci
polarnim methanolem doslo k extrakci chlorofyli (napf.
pasy 1320 a 743 cm ') a xanthofyld (1535 a 1143 cm ™).
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2 1 -hexan

*ﬂg ——methanol

g 1,5 1

N
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Obr. 1. Primérna Ramanova spektra
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Obr. 2. Primérna infracervena spektra

Nameétend infracervend spektra (vzdy 2 na terciku)
byla od sebe odectena. Porovnanim infracervenych spekter
(obr. 2) miizeme pozorovat zmény v intenzitach nékterych
past u spekter extraktt listovi v riznych rozpoustédlech.
Ve spektrech extraktli v methanolu a acetonu jsou patrné
velmi intenzivni pasy okolo 2909 a 2844 cm™ piitazené
nasycenym alifatickym fetézctim a pas okolo 1728 cm™'
patiici C=0 vibraci esteru karboxylové kyseliny. Ve spekt-
rech extraktli v méné polarnim hexanu a cyklohexanu jsou
mnohem slabsi, pas okolo 1728 cm ! zde zaniké, lze zde
nalézt pasy dvojnych C=C vazeb okolo 1629 cm ™.

Z naméfenych SERS spekter byly vytvoteny spektral-
ni mapy povrcht terc¢ikd z integrovanych hodnot ploch
vybranych intenzivnich pasd. Na obr. 3 a 4 jsou zobrazeny
dvé vysledné odstinové spektralni mapy povrchti se zobra-
zenymi hodnotami ploch nejintenzivnéjsiho pasu. Pro
methanolové extrakty byl vybran pas vibrace chlorofylt —
od 1344 do 1315 cm™" — a pro hexanové extrakty pas karo-
tendi leici mezi 1230 a 1110 cm™'. Porovnanim hodnot
ploch past pro ob¢ extrakéni ¢inidla bylo zjisténo, ze plo-

0.084 0.164 0.256 0.026 0.132 0.019 0.062 0401 0.096
0.273 0.183 0.270 0.165 0.241 0.078 0.273 0.355 0.177
0.193 0.315 0.235 0.205 0.324 0412 0.274 0.146 0.262
0.100 0.226 0.320 0.318 0.181 0.104 0.296 0.323 0.114
0.129 0.275 0.190 0.111 0.013 0.017 0.062 0.245 0.370
0.131 0.135 0.331 0.187 0.230 0.286 0.420 0.206) 0.466
0.392 0.075 0.055 0.324 0.270 0.239 0.169 0.120 0.191
0.365 0.192 0.147] 0.543 0.221 0.146 0.304 0.234 0.196
0.291 0.195 0.465 0.240 0.175 0.201 0.097 0.069 0.093

Obr. 3. Spektralni mapa — extrakt v methanolu
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0.014 0.011 0021 0.027 0.028 0.038 0026 0.026 0.037
0.011 0.012 0.030 0.029 0.036 0.019 0.028 0.034 0.031
0.010 0.015 0.015 0.012 0.042 0.024 0.026 0.028 0.023
0.002 0.016 0.013 0.020 0.019 0.031 0.029 0.035 0.032
0.020 0.020 0.009 0.020 0.020 0.020 0.026 0.028 0.028
0.032 0027 0015 0.015 0.017 0.015 0.016 0.013 0.024
0.043 0.029 0026 0.033 0.020 0.026 0.021 0.013 0.023
-0.001 0.030 0.027 0.029 0.036 0.029 0.020 0.018 0.035
0.010 0.006 0.047 0.042 0.040 0.037 0.027 0.052 0.034
Obr. 4. Spektralni mapa — extrakt v hexanu
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g
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Obr. 5. Analyza hlavnich komponent — graf komponentniho

skore téziSt’ modeli

chy nejintenzivnéjsiho pasu v ptipadé¢ methanolu dosahuji
radové vyssich hodnot, ale jejich rozloZeni po povrchu
ter¢iku je mnohem vice nehomogenni, nez je tomu
v ptipadé depozice extraktu v hexanu.

Fyzisorpce vs. chemisorpce

Dale byl zjistovan zplsob sorpce extrahovanych latek
na zlaty povrch. K tomu bylo zméfeno 5 vyse popsanych
sérii spekter pro methanol jako extrakéni €inidlo. Spektra
byla zpracovana analyzou hlavnich komponent (PCA),

graf skore t€zist' modell je zobrazen na obr. 5. V grafu
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jsou symboly bez vyplné vyznaceny predpokladané ,,Cisté*
zlaté povrchy a plné symboly odpovidaji povrchiim, na
kterych byl deponovan extrakt. Prvni naneseni extraktu
(2. série vuci 1.) vyvola nejvetsi spektralni zménu, odmyti
methanolem pak navrat dat do kvadrantu se zapornymi
hodnotami 1. i 2. hlavni komponenty (PC), avsak je ziej-
mé, ze nedochazi k uplnému ocisténi teréiku. Dalsi nane-
seni extraktu (4. série) znamena posun dat do kvadrantu
s kladnou hodnotou 1. i 2. PC, ale v mens$i mife nez pfi
1. naneseni. Odmyti (5. série) pak znamend navrat
k hodnotam blizkym 3. sérii. Z uvedenych vysledka vyply-
va, ze prevazna Cast slozek extraktu je na zlaty povrch
zachycena pouze fyzisorpci.

Zaveér

V této praci byla vyzkousena moznost méfit SERS
a SEIRA spektra odparkli z extraktd listovi ibisku ve
Ctyfech rdznych rozpoustédlech. V naméfenych SERS
spektrech lze nalézt pasy, které nalezi vibracim rostlinnych
barviv, polarnéjsich chlorofylti a xanthofyli a malo polar-
nich karotenii. V SEIRA spektrech jsou spiSe pasy latek
z kutikularni (voskové) vrstvy.

Z naméfenych sérii SERS spekter extrakti opakované
nanasenych na zlaty povrch bylo prokazano, ze latky
nejsou na zlatych povrsich chemisorbovany.

Autori dékuji za financni podporu Grantové agenture
Ceské republiky, projekt P206/11/0951.
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Uvod

Silice jsou slozité smési organickych sloucenin obsa-
zenych v rostlinach. Vyskytuji se prakticky ve vSech ¢és-
tech (kvéty, plody, listy, stonky, kofeny). Hlavni slozkou
silic jsou terpenové slouceniny (monoterpeny a seskviter-
peny), které ale vétSinou nemaji velky vliv na viini a chut’
silic, protoze nositelem téchto vlastnosti jsou hlavné kysli-
katé slouceniny (alkoholy, aldehydy, ketony, estery atd.)
12 Silice jsou vyznamné piedeviim pro jejich pozitivni
vliv na lidsky organismus. Lidé vyuzivali mnoho druht
bylin a kofeni k 1éCeni riznych nemoci (napf. mata pro
a analgeticky ucinek, meduika proti kasli, pelynék pro
zazivani atd.)’.

Nejcastéji pouzivanymi metodami pro izolaci silic
z rostlin jsou destilace s vodni parou, lisovani ¢i extrakéni
metody. V posledni dobé se vSak stale Castéji pro dany
ucel vyuzivaji mikroextrakéni techniky, mezi které patii
napf. mikroextrakce jednou kapkou (SDME — single-drop
microextraction). SDME je proces zalozZeny na ustavovani
rovnovahy mezi vzorkem a kapkou vhodného se vzorkem
nemisitelného extrakéniho rozpoustédla. Ziskany extrakt
obsahujici zachycené slouceniny je pak piimo nastiiknut
do nastiikového prostoru plynového chromatografu bez
nutnosti zafazeni desorpéniho kroku®.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Pro SDME byla pouzita mikrostiikacka o objemu
10 pl Microliter 701 pro GC (Hamilton-Bonaduz AG,
Bonaduz, Svycarsko) se sesikmenou jehlou.

Pro analyzu extraktl byl pouzit plynovy chromatograf
Hewlett-Packard 5890 (Hewlett-Packard, Avondale, PA,
USA) s plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID). Sepa-
race byla provadéna na kapilarni koloné HP-5 o rozmeérech
30 m x 0,32 mm, 1 pm film 5 % fenyl-methylsiloxan
(J&W Scientific, Folsom, CA, USA).

P1i ptipravé napoje byly navézeny 3,0 g smesi bylin
a nasledné rozdrceny. Vzorek byl prelit pfevarenou vodou
z vodovodu (250 ml) ochlazenou na 90 °C. Po 5 min byl
napoj zfiltrovan a ochlazen na pokojovou teplotu. Pro na-

slednou extrakci metodou DI-SDME (direct immersion,
pfimé vzorkovani) bylo odméfeno 12 ml vzorku do vzor-
kovaci nadobky se septem. Do mikrostfikacky byl natazen
1 ul p-xylenu, jehlou bylo propichnuto septum a hrot byl
zasunut 2,5 cm pod hladinu michaného vzorku. Po vytla-
¢eni kapky rozpoustédla probihala extrakce pfi teploté 30 °©
C po dobu 25 min (cit.?).

Ziskané extrakty byly analyzovany metodou GC-FID.
Jako nosny plyn byl pouzit dusik o prétoku 1,5 ml min™'
(pretlak na vstupu kolony 50 kPa) Nastfik byl realizovan
s délicem toku 1:10 pfi teploté 250 °C, teplota detektoru
byla 250 °C. Teplotni program byl nasledujici: 0—6 min
80 °C, narist 6 °C min~' do 250 °C. Ke zji§téni kvalitativ-
niho a kvantitativniho obsahu silic ve vzorcich bylin bylo
vyuzito standardnich piidavka.

Vysledky a diskuse

Pomoci metody mikroextrakce jednou kapkou ve
spojeni s plynovou chromatografii byly stanoveny silice
v riznych vzorcich bylinnych napojii. Pro dosazeni pfes-
nych a reprodukovatelnych vysledkt byla optimalizovana
extrakéni metoda i teplotni program pro GC. Sledované
silice v bylinnych napojich byly identifikovany pomoci
reten¢nich Casti a standardnich pridavki, které byly prova-
dény na samostatnych bylinach. Na obr. 1 je uveden chro-
matogram smési analyzovanych sloucenin.

Pro metodu DI-SPME byly optimalizovany: extrakéni
rozpoustédlo (p-xylen, n-hexan a petrolether), jeho objem
(0,5, 1 a 1,5 pl), doba extrakce (1-30 min), teplota (10, 20,
25 a 30 °C), a ponor kapky (0,5, 1,5 a 2,5 cm). Na obr. 2 je
znazornéna zavislost ploch pikd silic na extrakénim roz-
poustédle, resp. dobé extrakce.

Pro dalsi experimenty bylo zvoleno 25 min a vhodné
rozpoustédlo p-xylen, jelikoz poskytovalo nejvyssi odezvy
zkoumané silice, coZ je patrné z grafu. Bylo rovnéz zjisté-
no, ze umisténi (ponor) kapky nema na extrakcni t€innost

8,9

Odezva detektoru

Retencni¢as (min)

Obr. 1. Chromatogram standardi silic; 1 — a-pinen; 2 — myr-
cen; 3 — 1,4-cineol; 4 — limonen; 5 — eukalyptol; 6 — kamfor; 7 —
menthon; 8 — borneol; 9 — menthol; 10 — nerol; 11 — thymol; 12 —
karvakrol



Chem. Listy /05, s13—s15 (2011) Cena Merck 2011
Tabulka I
Mez stanovitelnosti a mez detekce metody DI-SDME vztaZend na 1 ml nalevu
Silice LOD [ngml™'] LOQ [ngml™] Silice LOD [ng ml™'] LOQ [ngml™]
o-pinen 5,60 30,46 limonen 10,55 58,38
eukalyptol 8,35 42,62 nerol 10,15 55,13
menthon 8,38 43,81 kamfor 9,70 23,59
1,4-cineol 9,25 48,07 thymol 10,49 24,48
40
Op-xylen En-hexan Epetrolether {,
35 — %
?;30 ‘% {- [
E. 25 T
2 il
520 [
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e il N | t
1 3 5 7 9 12 14 20 25 30

Extrakéni ¢as (min)

Obr. 2. Zavislost ploch piku myrcenu na dob¢ extrakce p¥i DI-SDME; n =3

zasadni vliv. Pro dalsi extrakce byl zvolen ponor 2,5 cm
pod hladinu kapalného vzorku.

Dalsim parametrem byla teplota extrakce (viz obr. 3).
Pro dal$i analyzy byla zvolena teplota 30 °C, pii vyssi
teploté¢ dochazelo k ztraté kapky rozpoustédla v disledku
zvySené misitelnosti obou fazi.

V tab. I jsou uvedeny meze detekce (LOD) a stanovi-
telnosti (LOQ) silic ziskané na zakladé poméru signalu
a Ssumu (S/N), kdy LOD = 3xS/N, zatimco LOQ = 10xS/N.

1200

mmyrcen mmenthon @menthol+borneol @nerol Ogeraniol

-

1000

800

600

400

Plocha piku (mV.s)

200

20 25
Teplota extrakce (°C)

30

Obr. 3. Zavislost plochy pika vybranych silic na teploté ex-

trakce pri DI-SDME; n=3

sl4

Zavér

Bylo analyzovéno 10 vzorkil bylinnych &ajii. Caj byl
pripraven z 3,0 g vzorku byliny, ktery byl ptelit 250 ml
pfevafené vody ochlazené na 90 °C a 5 min louhovén.
U téchto vzorkii bylo moderni extrakéni technikou
(mikroextrakce jednou kapkou — SDME) zjistovano
zastoupeni a obsah vybranych slozek silic. Extrakce
silic probihaly pfi teplot€¢ 30 °C po dobu 25 min do
1 ml p-xylenu zavéseného na hrotu mikrostfikacky.

Bylinné napoje byly extrahovany metodou piimého
vzorkovani. Ziskané extrakty byly analyzovany plynovou
chromatografii s plamenovou ioniza¢ni detekci. Mnozstvi
izolovanych silic se liSilo zastoupenim jednotlivych bylin
ve vzorcich. VEtSi mnozstvi silic bylo zjisténo v byliné€, do
napoje piesla pouze ¢ast tohoto mnozstvi, coz je zpisobe-
no Spatnou rozpustnosti silic ve vod¢. Pokud tomu bylo
naopak, extrakce mohla byt ovlivnéna rdznym chovanim
silic pii teploté 90 °C a odliSnymi charakteristikami vzor-
k.

Projekt byl realizovan diky financni podpore granto-
veho projektu Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy
CR (projekt MSM 0021627502).
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Uvod

Welfare ryb v akvakulturach je v posledni dobé& véno-
vana zna€nd pozornost, nebot’ se zdaleka nejedna pouze
o aspekty spojené s ochranou zvifat, ale tato problematika
je velmi uzce spojena rovnéz s kvalitou produkovanych
ryb'. Stresovymi faktory mohou byt vngjsi a vnitini podné-
ty vyvolavajici u organismu bolest, izkost, nepohodu nebo
jinou nepfiznivou odezvu, kterd zpravidla usti ve fyziolo-
gickou nerovnovahu. Fyziologickd rovnovaha latek, které
se na stresové odezveé organismu podileji, muze byt zhod-
nocena na zakladé komplexniho vySetfeni krevni plazmy
a tkani’.

Klasicky ptistup (bio)analytické chemie spocivajici
ve stanoveni jednotlivych indikatorovych latek je vSak
znaéné pracny, ekonomicky nakladny a casové narocny.
Ackoliv se pro tyto ucely aplikuje fada riznych analytic-
kych metod, zadna z nich neposkytuje uplny obraz meta-
bolomu (profil nizkomolekularnich metabolitit), ktery by
mohl celkové welfare organismu vystizngd dokumentovat’.
Mezi riznymi bioindikatory maji v metabolomu zvlastni
vyznam lipidy, jejichz koncentrace, slozeni a relativni
zastoupeni je zavislé jak na stresovych faktorech, tak na
slozeni a formé krmiva.

V této praci byla pro ziskani obrazu metabolomu zvo-
lena novd metoda hmotnostni spektrometrie pracujici
v otevieném prostoru s vyuzitim iontového zdroje pro
pfimou analyzu v realném Case (Direct Analysis in Real
Time — DART) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
s analyzatorem doby letu iontd (TOFMS). Technika
DART vyuziva plasmou excitované atomy helia a kompo-
nenty atmosféry (H,O, O,) k ionizaci slozek vzorku. Na-
sledné jsou ziskana relativné jednoducha hmotnostni spek-
tra charakterizovana [M+H]" (popt. [M]™) v pozitivnim
modu, nebo [M-H]™ (popf. [M]™") v negativnim modu.
V kombinaci s priletovym analyzatorem s vysokym hmot-
nostnim rozlisenim (TOFMS) je mozna identifikace ioni-
zovanych latek, aniz by tyto byly nejprve separovany.
Jelikoz je béhem analyz ziskano znacné mnozstvi informa-
ci (proménnych) pro velky pocet vzorki (objekti), je vyu-
zivano  matematickych a  statistickych  postupil
(multivaria¢ni analyza) umoZziujicich ziskat maximum
uziteénych informaci z danych dat”.

s16

Experimentalni ¢ast
Analyzovany material

Vzorky byly dodany ve spolupraci s Jihoceskou uni-
verzitou v Ceskych Bud&jovicich. Jednalo se o svalovinu
sladkovodnich ryb, vSezravého kapra obecného Cyprinus
cardo L. a rostlinozravého amura bilého Crtenopharyngo-
don idella.

Byly porovnavany ryby chované v rizném prostiedi
(sadka / rybnik) a rGzné krmené ryby (pfirozena potrava /
rizné upravené tritikale).

Pracovni postup

Uprava vzorkii

Analyzované vzorky se nechaly pozvolna rozmrazit
a nasledn¢ byla odebrdna nezneciSténd ¢éast svaloviny bez
kosti a kize. Do 50ml kyvety bylo pridano k 2 g homoge-
natu svaloviny 10 ml destilované vody a 10 ml cyklohexa-
nu. Smés v kyveté byla zprudka protfepavana 10 s. Nasle-
dovala 60 s extrakce Ultraturraxem (6000 rpm). Vzorek
byl odstfed’ovan po dobu 10 min pfi teploté 5 °C a otac-
kach 11 000 rpm. Oddélené vrstvy — horni organicka
a spodni vodna byly separatné¢ odebrany do vialek a ihned
podrobeny analyze pomoci DART-TOFMS v pozitivnim
a negativnim modu ionizace.

DART-TOFMS analyza

Optimalizované parametry DART-TOFMS systému
pouzité pro analyzu extraktd rybi svaloviny shrnuje tabul-
ka L.

Vysledky a diskuse

Obr. 1 uvadi ukdzku metabolomického profilu ziska-
ny DART-TOFMS analyzou cyklohexanového extraktu
svaloviny kapra v pozitivnim moédu DART ionizace za
pouziti amoniaku jako dopantu, ktery slouzi pro dosazeni
lepsi intenzity triacylglycerolti (TAG) b&hem ionizace.

Obr. 2 uvadi metabolomicky profil ziskany DART-
TOFMS analyzou vodného extraktu svaloviny kapra
v negativnim moédu DART ionizace.

Chemometricka analyza byla provedena nasledujicim
postupem:

(1) Vyber proménnych. Pro chemometrickou analyzu bylo
vybrano 22 iontl (markerti) v piipadé DART(+) ana-
lyzy (cyklohexanovad vrstva) a 28 iontll v piipade
DART(-) analyzy (vodna vrstva).

Transformace promennych. Intenzity danych slouce-
nin byly nasledné transformovany tak, ze markeru
o0 nejvyssi intenzité byla pfifazena hodnota ,,1* a hod-

(i)
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Optimalizované parametry DART-TOFMS metody
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Parametr Positivni méd ionizace Negativni mod ionizace
(analyza cyklohexanové faze) (analyza vodné faze)
DART
Ionizaéni plyn helium helium
Teplota ioniza¢niho plynu 250 °C 250 °C
Prutok ioniza¢niho plynu 3 I/min 3 I/min
Napéti na vybojové jehle -3000 V -3000 V
Napéti na elektrodé 1 +150 V -150V
Napéti na elektrodé 2 +250V =350V
Doba desorpce 30s 5s
Dopant amoniak —
TOFMS
Napéti iontové optiky 900 V 900 V
Napéti detektoru —2400 V +2300 V
Akvizicni rychlost 5 spekter/s 5 spekter/s
Rozsah m/z 80-1000 80-500
100+ 369.35 Relative Intensity
114.07
577.52
22713

504
603.53

575.50
370.35

604.53 846.74
820.73:
606.55
1

( 550.49%
Gl I N
st s LU BA i, bl —

400 600 800

338.34
153.12283'27\1 1\1
0l bbb
T e

200

miz

Obr. 1. Hmotnostni spektrum (DART-TOFMS) metabolomu
rybi svaloviny, positivni mod ionizace s vyuzitim dopantu
(amoniak); analyza cyklohexanové faze extraktu

noty pro ostatni slouceniny byly pak proporéné dopo-
citany.

(iii) Redukce dimenze dat. Pro snizeni dimenze dat byla
pouzita diskriminaéni analyza ¢aste¢nych nejmensich
¢tverci (PLS-DA). Ziskané skryté proménné (LVs)
pak byly pouzity pro klasifikaci vzorkti pomoci linear-
ni diskrimina¢ni analyzy (LDA).

(iv) Vybér optimdlniho poctu LVs. Optimalni pocet LVs
byl ziskan na zakladé linearni diskriminacni analyzy
s odloz-jeden-mimo pfi¢nou validaci (LOOCYV).

(v) Klasifikace vzorkii. Klasifikace vzorku se vyjadii pre-
dikéni schopnost, tj. % vzorkl v testovaci sad€ sprav-
n¢ klasifikovanych za pouziti modelu vytvoreného
z trénovacim kroku (v daném ptipad€ pomoci LOOCV).

(vi) Grafické znazornéni shlukovani. Pro lepsi vizualizaci
byl vytvofen graf s prvnimi dvéma diskrimina¢nimi
funkcemi (LDA) s vyznacenymi skupinami ilustrujici-
mi shlukovani jednotlivych druht ryb (obr. 3).
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Obr. 2. Hmotnostni spektrum (DART-TOFMS) metabolomu
rybi svaloviny, negativni mod ionizace; analyza vodné faze
extraktu

Zaveér

Za Gc¢elem zhodnoceni metabolomickych profild tkani
ryb ve vztahu k vnéj§im faktoriim pfi produkci ryb (kapr,
amur) byla pouZzita metoda vyuzivajici desorpcni ionizacni
techniky pfimé analyzy v redlném Case (Direct Analysis in
Real Time — DART) ve spojeni s hmotnostni spektrometrif
s analyzatorem doby letu iontti (TOFMS).

Pro izolaci nizkomolekularni latek (metabolomu)
svaloviny ryb byla pouzita jednoducha extrak¢éni metoda
umoziujici izolaci Sirokého spektra analytd
(aminokyseliny, dusikaté baze, mastné kyseliny, triacyl-
glyceroly, cholesterol).

Na zékladé provedené chemometrické analyzy bylo
mozné rozli§it dle profilu metabolomu svaloviny
s relativné¢ vysokou klasifikacni Ucinnosti analyzované
ryby ve vztahu k vnéjsim faktorim pfi jejich produkei.
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Obr. 3. Predikéni schopnosti a grafy prvnich dvou diskriminac¢nich funkei (LDA) s vyzna¢enymi skupinami ilustrujicimi shluko-
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Uvod

Lesténa stiibrna pevna amalgamova kompozitni elek-
troda (p-AgSA-CE) je pomérné nedavno vyvinutym typem
senzoru', ktery predstavuje vhodnou néhradu za rtutové
elektrody®. Pouzitelnost p-AgSA-CE byla nové testovana
pro stanoveni ekotoxickych aromatickych sloucenin obsa-
hujicich snadno elektrochemicky redukovatelnou nitrosku-
pinu, konkrétné 5-nitrobenzimidazolu (5-NBIA) a kyseliny
pikrové (2,4,6-trinitrofenolu). Toxikologické studie téchto
latek prokazaly jejich nepfiznivy vliv na Zivé organismy,
v piipadé kyseliny pikrové i na lidské zdravi’.

Cilem prace bylo nalézt optimalni podminky pro sta-
noveni uvedenych analytl v pufrovanych vodnych prostie-
dich pomoci DC voltametrie (DCV) a diferencni pulsni
voltametrie (DPV) na p-AgSA-CE a ovéfit pouzitelnost
takto nové vyvinutych metod pro stanoveni studovanych
ekotoxickych polutantli v modelovych vzorcich pitné
a ficéni vody.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Studovanymi latkami byly S-nitrobenzimidazol (CAS
Number 94-52-0; 98%, Sigma-Aldrich, SRN) a 2,4,6-tri-
nitrofenol (kyselina pikrovd) (CAS Number 88-89-1; p.a.,
Lachema, Brno). Zasobni roztoky 5-NBIA a kyseliny
pikrové v deionizované vod¢ byly piipraveny o koncentra-
¢i 1-107 mol I"". Pro uplné rozpusténi 5-NBIA musela byt
pouzita sonifikace v ultrazvukové 1azni po dobu 30 minut.
Roztoky o nizSich koncentracich se ziskdvaly presnym
nafedénim zasobniho roztoku. Zasobni roztoky byly ucho-
vavéany ve tmé pii laboratorni teploté. Dale byly pouZity
tyto chemikalie: kyselina trihydrogenfosfore¢na (85%,
p.a., Lach-Ner, Neratovice), octova kyselina (99,8%, p.a.,
Lach-Ner), kyselina trihydrogenboritd (p.a., Lachema),
chlorid draselny (p.a., Lach-Ner), hydroxid sodny (p.a.,
Lach-Ner), deionizovana voda (Milli-Q plus system, Mili-
pore, Billerica, USA).

Kysela slozka Brittonova-Robinsonova pufru (B-R
pufru) byla pfipravena obecné¢ pouZivanym postupem
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z kyseliny trihydrogenborité, octové kyseliny a kyseliny
trihydrogenfosforeéné (vSechny ve vysledné koncentraci
0,04 mol 1. Zésadita slozka obsahovala hydroxid sodny
o koncentraci 0,2 mol I"". BR pufry o daném pH se ptipra-
vily smichdnim kyselé a zasadité slozky.

Aparatura

Voltametrickd méteni byla provadéna pomoci pocita-
¢em fizeného pfistroje Eco-Tribo Polarograf ovladaného
programem Polar Pro 5.1 (vSe Polaro-Sensors, Praha),
ktery pracoval v opera¢nim systému Microsoft Windows
XP (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Méfeni pro-
bihala v tfielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou
byla lesténa stfibrna pevnd amalgdmova kompozitni elek-
troda (p-AgSA-CE; primér disku 2,9 mm, povrch disku
6,6 mm?; Ustav fyzikéalni chemie J. Heyrovského, Praha).
Jako referentni elektroda slouzila argentchloridova elektro-
da (3 mol 1" KCI; typ RTP-CZ-00608) a jako pomocna
elektroda se pouzivala platinova dratkova elektroda (obé
Monokrystaly, Turnov).

K méfeni pH pfipravenych pufri slouzil pH-metr
Jenway 4330 (Jenway, Chelmsford, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou nakalibrovany po-
moci standardnich roztokl pufri.

Pracovni postupy

Preduprava pracovni elektrody

Pred pouzitim elektrody k méfeni se provadi 3 kroky:

1. Mechanické cisténi a lesténi se pouziva, pokud
dojde k vyraznému zhorSeni odezvy, napf. zanesenim ak-
tivnich mist na povrchu elektrody, kdykoli béhem méteni.
K mechanickému cisténi se dd vyuzit jemny smirkovy
papir, lesténi se provadi aluminou na sametovém podkla-
du. Pro tento ucel byla pouZzita souprava PK-4 Polishing
kit (BASi, West Lafayette, USA) a alumina s velikosti
¢astic 1,1 pm.

2. Elektrochemicka aktivace elektrody v roztoku KCI.
Pti aktivaci se postupuje tak, ze voltametrickou nadobku
naplnime 10 ml roztoku 0,2 mol I"' KCI. Do n&j ponofime
pracovni elektrodu v tfielektrodovém zapojeni a vlozime
na ni napéti —2200 mV po dobu 5 min bez probublavani
dusikem za stalého michani. Pfi tomto potencialu se
z povrchu elektrody odstraiiuji oxidy a naadsorbované
latky. Takto mlzeme zlepSit opakovatelnost a citlivost
stanoveni. Elektrochemicka aktivace byla provadéna na
pocatku kazdého dne, kdy se s elektrodou méfilo.

3. Regenerace elektrody byla zanesena do procedury
v fidicim programu a provadéna ptred kazdym meéfenim
vzorku. Probihala tak, Ze na elektrodu byly stfidave
v pulsech o délce 0,05 s vkladany regeneracni potencialy
po dobu 30 s (150 cykli). Pro sledovani chovani latky pfi
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ruznych pH bylo nezbytné nalézt regeneracni potencialy
pro kazdou hodnotu pH zvlast'. Pro ziskani regeneracnich
potenciali bylo do voltametrické nadobky odpipetovano
9 ml B-R pufru o daném pH a 1 ml destilované vody, tzv.
zakladni elektrolyt, elektrodova reakce se nechala probihat
az do okamziku, kdy v anodické oblasti proudu zacala
kiivka strm¢ klesat (nad hodnotu +1 pA) a v katodické
oblasti proudu strmé stoupat (nad hodnotu —1 pA). Dvoji-
ce potenciali pocatku téchto nartsti byly zvoleny jako
potencidly regeneracni; pro metody DPV a DCV byly pou-
zity stejné hodnoty. Nalezené hodnoty regeneracnich po-
tenciald jsou zaznamendany v tab. L.

Voltametricka méreni

Pti méfeni odezvy studovanych latek v zavislosti na
meénicim se pH byl do 10ml odmérné banky napipetovan
1 ml vzorku a banka byla doplnéna po rysku pufrem
o daném pH. Takto pripraveny vzorek byl ptelit do volta-
metrické nadobky a probublan 5 min dusikem, aby byl
zbaven rozpusténého kysliku.

Pti prométovani kalibraéni zavislosti byly do 10ml
odmérnych ban¢€k pfipraveny roztoky o danych koncentra-
cich odpipetovanim piislusného mnozstvi zasobniho rozto-
ku stanovované latky a odmérna baiika byla doplnéna po
rysku pufrem o zjiSténém optimalnim pH.

Tato méfeni byla provedena pétkrat pro kazdou hod-
notu pH i pro kaZdou koncentraci vzorku. Méfeni opako-
vatelnosti stanoveni s regenera¢nim krokem mezi méfeni-
mi a bez regenerac¢niho kroku mezi mérenimi byla prove-
dena dvacetkrat.

Pro metodu DPV byly v fidicim programu nastaveny
tyto parametry: vyska pulsu —50 mV, §iika pulsu 100 mV,
rychlost skenu 20 mV s ' a pocet regeneraéni cykli 150.
Rychlost skenu a pocet regeneracnich cykli byly stejné
1 pro metodu DCV.

Tabulka I

Pocéatecni (Erg1) a konetné (E.,,) regeneracni potencidly
zjisténé méfenim zakladniho elektrolytu a pouzité pii DCV
1 DPV méfeni pro dand pH ve vodném roztoku B-R pufru

pH Ereq1 [mV] Eregr [mV]
2,0 200 -950
3,0 50 —1000
4,0 0 —-1050
5,0 0 —-1150
6,0 =50 —1200
7,0 =50 —1300
8,0 —-100 —-1350
9,0 -100 —1450
10,0 —150 —1450
11,0 —-150 —-1500
12,0 -200 —1500
12,9 -250 —1600
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Modelové vzorky vody

Jako modelové vzorky vody byly zvoleny vzorky
pitné vody z vodovodni sit¢ v budové Prirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze a fi¢ni voda z Vltavy
(odebrana v oblasti Vyton¢ v Praze, prefiltrovana pres
sklenénou fritu o porovitosti S4), ke kterym bylo pfiddno
prislusné mnozstvi zasobniho roztoku kyseliny pikrové.
Vzorek pro voltametricka méfeni technikami DPV a DCV
na p-AgSA-CE byl pfipraven z 9 ml pitné nebo ti¢ni vody
obsahujici pfislusné mnoZzstvi kyseliny pikrové, které byly
doplnény do 10 ml roztokem B-R pufru o pH 2,0. Vzorek
byl pfed méfenim probublan dusikem.

Vysledky a diskuse

Pro 5-nitrobenzimidazol bylo pfi pouZiti techniky
DPV na p-AgSA-CE zjisténo, Ze s rostoucim pH se poten-
cidl piku 5-nitrobenzimidazolu posunoval k z&pornéj$im
hodnotam potencialu, jak popisuje tab. II. Pro dal$i méteni
bylo jako vhodné vybrano prostiedi vodného roztoku B-R
pufru o pH 5, pfi kterém latka poskytovala nejlépe vyvinu-
ty pik. Pfi vkladani regenerac¢nich potencialli (Eregi= 0 mV,
Eipp= —1150 mV) na pracovni elektrodu dochazelo ke
zlepSeni opakovatelnosti meéfeni. Hodnota relativni sméro-
datné odchylky (s;) odezvy dvaceti po sobé nasledujicich
stanoveni 5-NBIA poklesla z 3,3 % pfi nevkladani regene-
racnich potenciall na 2,3 % pfi jejich vkladani. Zlepsila se
stabilita odezvy, ale doslo k poklesu odezvy sledované
latky ptiblizné o 10 nA. Regeneracni kroky byly zafazeny
pro vSechna nasledna meéteni. Pro 5-NBIA nebyly promé-
feny kalibraéni kitivky, jelikoz s c¢asem dochazelo
k poklesu velikosti odezvy a ke zhorSeni kvality piki, coz

-400 . :
/ 1

200+ 2 i
<
c

o 1 1

0 -400 -800
E, mV

Obr. 1. Vyvoj odezvy 5-NBIA (¢ = 110 mol I'") v ¢ase. M&feni
ze dne 4.1.2010 (1), méfeni ze dne 11.1.2010 (2), méfeni ze dne
23.2.2010 (3), méfeni ze dne 24.2.2010 (4). Méfeno v roztoku B-
R pufru o pH 5,0 na p-AgSA-CE technikou DPV
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Tabulka II

Chovéni 5-NBIA (c = 1-10*mol I'") pii réizném pH v pros-
tiedi vodného roztoku B-R pufru, méfeno na p-AgSA-CE
technikou DPV. Hodnota 1,9 je hodnota pH samotné kyse-
1é slozky B-R pufru, hodnota 13,2 je hodnota pH samotné
z4sadité slozky B-R pufru

pH Epl [mV] Ipl[nA] Epll [mV] Ipll[nA]
1,9 —420 =20 - -
3,0 -236 -38 -387 -38
4,0 =315 -92 -396 71
5,0 -386 -122 —451 -89
6,0 —453 -133 —484 -122
7,0 —492 94 =572 —-109
8,0 -525 —66 —654 -90
9,0 =570 —66 —678 -93
10,0 —617 —67 —703 -85
11,0 —639 —66 =727 81
12,0 —673 =57 -768 -58
13,2 —677 72 —766 -110

je znazornéno na obr. 1. Plivodni métici schopnosti elek-
trody nebyly obnoveny ani po jinych aktiva¢nich postu-
pech, ani po hrub§im mechanickém ocisténi smirkovym
papirem. Také bylo zjisténo, ze v prubéhu méteni doslo
k ubytku elektrodového materidlu. Témto zjiSténim bude
v budoucnu vénovana hlubsi pozornost, jelikoz obdobné
chovéani stanovované latky na p-AgSA-CE zatim nebylo
popsano®.

Potencial piku kyseliny pikrové se s rostoucim pH
vodného roztoku B-R pufru také zvySoval ve sméru zapor-
nych hodnot. K uvedenému jevu dochazelo pti obou tech-
nik4ch. Nejvyssi odezvy bylo dosaZeno pii pH 2,0 jak pii
DPV, tak pfi DCV na p-AgSA-CE. Toto prostiedi bylo
zvoleno jako optimdlni pro voltametrické stanoveni kyseli-
ny pikrové. Hodnoty potencialu piku v zavislosti na pH
pro ob¢ techniky shrnuje tab. III. Vkladani regeneracnich
potencidlil (Ereqi= 200 mV a Er.pr= —950 mV) na pracovni
elektrodu vedlo ke zlepSeni opakovatelnosti méfeni. Hod-
nota s, odezvy u DPV techniky pro dvacet po sobé nasle-
dujicich méfeni poklesla z 2,2 % pfi nevkladani regenerac-
nich potencialti na 1,0 % pfi jejich vkladani a u DCV tech-
niky z 5,5 % pfi nevkladani regeneracnich potencialii na
2,0 % prti vkladani regeneracnich potencialt. Pfi pouziti
regeneracniho kroku se také zvySila odezva kyseliny
pikrové u DPV ptiblizné o 130 nA a u DCV az o vice nez
200 nA. Regeneracni kroky proto byly predtazeny kazdé-
mu dal$imu méfeni.

Technikou DCV a DPV byly pro kyselinu pikrovou
dosazenych koncentracnich fada jsou uk4zany na obr. 2
pro DPV a obr. 3 pro DCV techniku. Parametry kalibrac-
nich pfimek jsou shrnuty v tab. IV.
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Obr. 2. DP voltamogramy kyseliny pikrové na p-AgSA-CE
v prosiedi B-R pufru o pH 2,0 (Ey= 200 mV, Ep= —
950 mV). Koncentrace kyseliny pikrové: 10 (1); 8 (2); 6 (3); 4
(4); 2 (5) a 1 pmol 1" (6). Odpovidajici kalibrani zavislost je
znazornéna ve vlozeném grafu, konfidencni pasy jsou sestrojeny
na hladiné vyznamnosti 0,05

Tabulka III

Chovani kyseliny pikrové (c=1-10"* mol 1) pfi réizném pH
v prostiedi vodného roztoku B-R pufru, méfeno na p-
AgSA-CE technikou DPV a DCV. Hodnota 12,9 je hodno-
ta pH samotné zasadité slozky B-R pufru

pH DPV DCV
Ep[mV] Ip[nA] Ep[mV] Ip[nA]
2,0 -110 —651 —-189 -908
3,0 -188 —602 -258 -828
4,0 -263 —578 -339 —800
5,0 -332 —483 —414 ~769
6,0 -395 —425 —480 712
7,0 —452 -326 —543 —613
8,0 —491 —188 -579 —506
9,0 551 -184 —657 —464
10,0 —632 -121 -732 -324
11,0 —692 -130 =771 -336
12,0 701 -150 —778 =377
12,9 —638 -209 —789 -306
Pro voltametrické stanoveni kyseliny pikrové

v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody byla pouzita
technika DCV, se kterou bylo dosazeno nizsi meze stano-
vitelnosti pfi vyvoji vlastni metody. Pro proméfeni kalib-
racni zavislosti byl pouzit roztok, ktery obsahoval 9 ml
pitné nebo fi¢ni vody, ve kterém byl ptidavek piislusného
mnozstvi kyseliny pikrové, a 1 ml B-R pufru o pH 2,0. Na
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Tabulka IV
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Shrnuti parametri kalibra¢nich pfimek ziskanych pfi méfeni kyseliny pikrové v B-R pufru pH 2,0, neni-li uvedeno jinak

Technika c Smérnice Usek R Lq
[mol 1] [mA 1 mol ] [nA] [mol ']
DPV 1.10° - 1107 ~11,1 27 -0,999 -
1-10°-1-10"° -12,9 2,6 -0,992 1-10°
DCV 1-10°-1-10" -17,1 —64 -0,999 -
1-10°-1.10° 244 -10 -0,997 -
1107 -1-10° -255 23 -0,954 1-107
DCV* 1-10°-1-10" -15,0 5,4 -0,996 -
6107 —-1.10° -153 -1,1 -0,995 61077
DCV® 1.10° - 1107 -12,1 -1,8 -0,996 -
1-10°-1-10"° -11,5 +0,5 -0,998 2:10°

“Pimé stanoveni kyseliny pikrové v modelovém vzorku pitné vody, ° pfimé stanoveni kyseliny pikrové v modelovém

vzorku fi¢ni vody

]
24}
16}

AN L

0,0 0,204 0,608 1,0

-90 }
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Obr. 3. DC voltamogramy Kkyseliny pikrové na p-AgSA-CE
v prosiedi B-R pufru o pH 2,0 (Ey= 200 mV, Ep= —
950 mV). Koncentrace kyseliny pikrové: 1 (1); 0,8 (2); 0,6 (3);
0,4 (4); 0,2 (5) a 0,1 pmol 1" (6). Odpovidajici kalibraéni zavis-
lost je znazornéna ve vlozeném grafu, konfidencni pasy jsou
sestrojeny na hladiné¢ vyznamnosti 0,05

obr. 4 jsou zaznamenany DC voltamogramy, které¢ predsta-
vuji pfimé stanoveni kyseliny pikrové v fi¢ni vodé
v koncentra¢nim rozmezi 1-10 umol 1", Parametry ziska-
nych kalibracnich k¥ivek jsou shrnuty v tab. IV.

Zavér
Byl proméfen vliv pH na voltametrické chovani 5-

nitrobenzimidazolu (NBIA) a kyseliny pikrové pomoci DC
voltametrie (DCV) a diferencni pulsni voltametrie (DPV)
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na lesténé stiibrné pevné amalgamové kompozitni elektro-
d¢ (p-AgSA-CE). Jako optimalni prostfedi pro stanoveni
5-NBIA byl zvolen Brittontiv-Robinsontv pufr (B-R pufr)
o pH 5,0. Pro 5-NBIA nebyla proméfena kalibracni zavis-
lost, protoze doslo k znehodnoceni odezvy této latky prav-
dépodobné vlivem tvorby komplexu na povrchu elektrody
a obsazenim aktivnich mist. Stanoveni kyseliny pikrové
technikou DCV a DPV na p-AgSA-CE probihalo za nale-
zenych optimalnich podminek ve vodném roztoku B-R
pufru o pH 2,0. Technikou DPV byla kalibra¢ni zavislost
zméfena v rozsahu koncentraci 1-10 °~1-10* mol I"". Mez
stanovitelnosti (Lg) méla hodnotu 1-10° mol I'". Pro tech-
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Obr. 4. DC voltamogramy Kkyseliny pikrové na p-AgSA-CE
v prostfedi ¥iéni voda — B-R pufr o pH 2,0 (9:1) (Erei=
200 mV, E..»=— 950 mV). Koncentrace kyseliny pikrové v fi¢ni
vodé: 0 (1); 1 (2); 2 (3); 4 (4); 6 (5); 8 (6) a 10 (7) umol 1", Od-
povidajici kalibracni zavislost je znazornéna ve vlozeném grafu,
konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05
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niku DCV byla naméfena kalibracni zavislost v rozmezi
1-107-1-10* mol I'' s Lg 1107 mol 1" Vypracovana
DCV metoda patii mezi velmi citlivé metody stanoveni
kyseliny pikrové a je srovnatelnd se spektralnimi a chro-
matografickymi technikami stanoveni®™"'.

Vyvinutd DCV metoda stanoveni kyseliny pikrové
byla uspésné aplikovana na modelové vzorky pitné a fi¢ni
vody. Lo dosazend v pitné vodé ¢inila 6-107 mol 1" a ve
vzorcich fi¢ni vody 2-10° mol I"". Ob& zjisténé hodnoty
dokazuji pouzitelnost p-AgSA-CE jako senzoru pro stano-
veni mikromolarnich a submikromolarnich koncentraci
této latky.

Tato prace vznikla byla financné podporovina MSMT
CR (projekty MSM 0021620857, LC 06035 a RP 14/63)
a projektem SVV 2011-263204.
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SPECIACNI ANALYZA SELENU S VYUZITIM HPLC A ICP/MS PRO VYZKUM
DISTRIBUCE SELENU V BARIERACH JADERNEHO ULOZISTE

STEPAN EICHLER a OTO MESTEK

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

Uvod

Ukladani jaderného odpadu do jadernych tlozist' hlu-
boko pod zemi je problematika, kterd je v soucasné dobé
znaéné diskutovana. Realizaci takového projektu vSak
predchazi slozity vyzkum, ve kterém musi byt ovéteno, Ze
jednotlivé §tépné produkty nebudou z mista wloziste
v dlouhém ¢asovém horizontu fadu tisict let zadnym zpu-
sobem distribuovany. Problematika sledovéani distribuce
radionuklidi se tyka zejména §t&pnych produkti **U, jenz
maji dlouhy polocas rozpadu a nejsou zadrZzovany na inZe-
nyrskych barierach jaderného ulozisté. Mezi takové prvky
patii také isotop selenu ’Se. V piipadé modelovani reten-
ce ruznych chemickych forem radionuklidu je tfeba znat
slozeni a rozpustnost limitujicich sloZek, coZz znamena
zabyvat se speciaci pfislusnych prvku za danych podmi-
nek'. Anorganicky selen miize existovat ve Gtyfech mo-
censtvich jako selenan (Se (VI)), selenicitan (Se (IV)),
elementarni selen (Se(0)) a hydrogen selenid (Se(—II)).
Z hlediska pohyblivosti plati, ze migrace selenu roste
s jeho mocenstvim (Se(-II) < Se(0) < Se(IV) < Se(VI)).
Vsechny dosud publikované prace se zabyvaji pouze rozli-
Senim seleniCitanu, selenanu a pfipadné dalSich organic-
kych specii selenu ve vodach®™. Udaje o stanoveni seleni-
du v odborné literatuie zatim zcela chybi.

Mezi hlavni cile studie patfila optimalizace separac-
nich podminek a identifikace specii neradioaktivniho sele-
nu obsazenych ve vzorcich vod za ucelem sledovani zmé-
ny speciace radioaktivniho selenu béhem priichodu bento-
nitovymi bariérami jaderného ulozisté. Stanoveni bylo
provadéno pomoci HPLC s ICP/MS detekci.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zdkladni roztoky

Roztok porovnavaciho prvku (IS) o koncentraci 60 pg ™'
Rh byl piipraven z roztoku obsahujici 1,000+0,002 g 1!
Rh (Merck). Mobilni faze® pro chromatografii na obracené
fazi obsahovala: 2,5 mmol 1" butansulfonat sodny (Sigma
Aldrich, USA), 4 mmol 1™ kyselinu malonovou (Merck),
8 mmol I"" hydroxid tetramethyl amonia (Sigma Aldrich),
0,05 % methanolu (Merck), doplnéna demineralizovanou
vodou (Milli-Q, Millipore, USA) a vysledné pH bylo upra-
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veno kyselinou chlorovodikovou (Merck) na hodnotu 3,0.
Mobilni faze® pro iontové vyménnou chromatografii obsa-
hovala 5 mmol 1" citrat amonny (Merck), 2 % methanolu
(Merck) a smés byla doplnéna demineralizovanou vodou.
Vysledné pH bylo upraveno kyselinou citronovou (Merck)
na hodnotu 5,0. Ob& mobilni faze obsahovaly 0,1 g 1" azi-
du sodného (Merck) k zabranéni ristu mikroorganismd.
Pro identifikaci specii byly pouzity tyto standardy: seleni-
¢itan sodny, selenan sodny (Sigma Aldrich), selenid sodny
(MP Biomedicals, Francie). Z jednotlivych standardi
byly pfipraveny zakladni roztoky (ZRS) o koncentraci
1000 pg 1. Viechny roztoky byly ptipraveny z redestilo-
vané a demineralizované vody. Roztok HSe (ZRSH) byl
nasledng piipraven také o koncentraci 20 mg I v roztoku
0,01 % (V/V) hydrazinu (Merck) pro zajisténi redukéniho
prostiedi. Roztoky simulujici matrice bentonitové vody
jsou dodavany z Ustavu jaderného vyzkumu v ReZi.

Roztoky pro speciac¢ni analyzu

Roztoky pro speciacni analyzu Se(IV) a Se(VI) byly
pripraveny fedénim roztokd ZRS. Pro vlastni identifikaci
specii byly piipraveny roztoky o koncentraci 10 ug I”' Se
pipetovanim 50 pl ptislusného roztoku ZRS do 5 ml bento-
nitové vody. Pro ovéteni linearity kalibrace bylo pipetova-
no postupné 25-500 ul ZRS kazdé specie a doplnény mo-
delovou bentonitovou vodou rovnéz do objemu 5 ml. Pro
pripravu roztoku na stanoveni meze detekce byl nejdiive
pfipraven zasobni roztok (ZRS2) od kazdé specie o kon-
centraci 100 pg I fedénim ZRS (pipetovano 10 ml do
100ml odmérné banky). Z tohoto roztoku byly nasledné
pfipraveny pipetovanim 25 pl do 5 ml modelové bentoni-
tové vody roztoky. Vysledny ptidavek odpovidal 0,5 pg 1™
Se. Pro speciaéni analyzu HSe byl pfipraven roztok
o koncentraci 200 ug 1" fedénim roztoku ZRSH v 0,01%
hydrazinu pro zajisténi redukéniho prostredi.

Instrumentace

VSechna méfeni metodou ICP/MS byla provadéna na
spektrometru Elan DRC-e (Perkin Elmer, Concord, Kana-
da) vybaveném koncentrickym zmlZovac¢em s cyklonickou
mlznou komorou a reakéni/kolizni celou (DRC) pro elimi-
naci interferenci. Speciace selenovych specii probihala na
aparatuie HPLC. V ptipadé chromatografie na obracené fazi
byla pouzita kolona RP-CO8 (Lichrocart 250 x 4,6 mm,
napln Purospher STAR RP-8¢ 5 um, Merck). V piipadé
aniontové iontovévyménné chromatografie byla pouzita
kolona PRP X100 (250 x 4,6 mm, 5 um, Hamilton).
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Vysledky a diskuse
Optimalizace parametri DRC

Nejvice zastoupeny isotop selenu **Se tvofi znatné
interference s dimerem argonu *’Ar,". Proto byla k potla-
Ceni téchto interferenci provedena optimalizace DRC po-
moci zmény prutoku methanu a parametru Rpq. Optimali-
zacnim kritériem byla citlivost a odstup signalu od pozadi,
tzv. koncentrace ekvivalentni pozadi (BEC). Vysledky
optimalizace jiZ byly popsany v piedchozi studii’, kde pro
pritok methanu byla vybrana hodnota 0,7 ml min™" a pro
parametr Rpq hodnota 0,4.

Separace selenovych specii pomoci RP-HPLC

Pomoci chromatografie s obracenou fazi byly analy-
zovany roztoky s piidavkem 10 mg 1" Se(IV) a Se(VI)
v bentonitové vod&. Separace byla provadéna v rozmezi
pH 5,5 az pH 3,0. SniZzenim pH se podafilo specie Se(IV)
a Se(VI) oddélit (obr. 1), ale retencni Casy jsou stale velmi
blizké, navic dochézi k rozmyvani pika. Dalsi snizeni pH
nebylo provadéno s ohledem na vlastnosti kolony.

Separace selenovych specii pomoci IEC-HPLC

Pro speciaci Se(IV) a Se(VI) byly pfipraveny smésné
roztoky standardi o koncentraci 10 pg ™' v matrici bento-
nitové vody. Prvnim krokem byla optimalizace pH mobilni
faze. Nejdrive byla pouzita hodnota pH 5,0 ziskana z od-
borné studie’. P¥i této hodnoté se specie podatilo spolehli-
ve oddélit, pfi¢emz celkovy ¢as analyzy dosahoval témét
ti s ohledem na oc¢ekavané hodnoty pH vzorkd bentonito-
vych vod. Jak lze pozorovat (obr. 2), zvySenim pH doslo
ke zkraceni doby analyzy pti zachovani dostate¢ného roz-
dilu v retencnich casech jednotlivych specii. Pii této hod-
noté ale dochazelo k ucpavani kolony, a proto byla pro
dalsi separaci vybrana ptedchozi hodnota pH. Stanoveni
dalsi specie HSe™ se ukézalo jako velmi problematické,
ponévadz se velmi snadno oxiduje na elementarni selen,
ktery z aniontové vyménné kolony neni eluovan. Z tohoto
diivodu byl roztok standardu o koncentraci 200 pg 1™ pfi-
praven v 0,1% roztoku hydrazinu pro zajisténi redukéniho
prostiedi. Jak je patrné (obr. 3), toto opatfeni zamezilo
z Casti oxidaci ptidaného selenidu, ovSem vytéznost této
metody odpovida piiblizn€ 2 %, coz je velmi nizka hodno-
ta. Hydrazin byl rovnéZz se stejnym zastoupenim pfidan do
mobilni faze, ale nebylo docileno vyrazngjsiho zlepSeni.
Naopak doslo ke zhorSeni separacni schopnosti kolony.
S ohledem na tento fakt nebyla s touto specii testovana
linearita ani métena mez detekce.

Oveéfteni linearity pro Se(IV) a Se(VI)

Pro ovéfeni linearity byla pfipravena kalibracni fada
roztokd specii Se(IV) a Se(VI) s obsahem 0-100 pg 1™
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Obr. 1. Chromatogram specii selenu v matrici bentonitové
vody; 1 —pH 5,5;2 —pH 4,5; 3 — pH 3,5; 4 — pH 3,0; koncentrace
kazdé specie 10 pg I"* Se, kolona RP C08
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Obr. 2. Chromatogram specii selenu v matrici bentonitové
vody; 1 — pH 5, 2 — pH 7, koncentrace Se v piipad¢ obou specii
10 pug 1™, kolona PRP X100

Se. Méfeni nejdfive probihalo s uZitim vnitfniho standardu
Rh, jehoz roztok byl dopravovan peristaltickym cerpadlem
a T spojkou byl spojen s efluentem vychézejicim z kolony.
Pritok roztoku vnitiniho standardu byl 0,2 ml min™', a aby
byla udrZena optimalni hodnota celkového priitoku zmlzo-
vatem 1 ml min~', musel byt pritok kolonou sniZen na
0,8 ml min™'. Tato zmé&na zptisobila rozmyti pikii a snizeni
separacni schopnosti. Z tohoto divodu byla linearita ove-
fena pro srovnani i bez pisavani roztoku vnitiniho standar-
du za podminek pritoku mobilni faze kolonou 1 ml min™'
(obr. 4). Z namétenych dat byly vytvoreny kalibracni za-
vislosti a linearita se testovala Mandelovym testem®. Pro
ob¢é specie i pro ob€ pouzité techniky vyhodnocovani
(s a bez pouziti vnitiniho standardu) byla linearita proka-
zana. S ohledem na vySe uvedené problémy metody
s pfisavanim vnitinitho standardu byla pro kvantifikaci
zvolena metoda bez vnitiniho standardu.
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Obr. 3. Chromatogram HSe- v matrici bentonitové vody p¥i
pH 5; 1 — bez hydrazinu, 2 — s hydrazinem, koncentrace 200 ug 1™
Se—, kolona PRP X100, pH 5
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Obr. 4. Chromatogram specii Se(IV) a Se(VI) pro riizné kon-
centraéni hladiny; 5-100 ug ml™' s metodou bez IS

Stanoveni meze detekce pro Se(IV) a Se(VI)

Stanoveni meze detekce (LOD) bylo provedeno na
péti roztocich bentonitové vody, do kterych byl pfidan
roztok standardu Se(IV) a Se(VI) odpovidajici zvySeni
koncentrace 0 0,5 pg I Se. Vysledné meze detekce pro Se
(IV) a Se(VI) byly 0,122 0,16 pug 1" Se.
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Zavér

Pro simulaci zmény speciace radioaktivnich prvkl
béhem priichodu inZenyrskymi bariérami jadernych ulo-
zist je tfeba vyvijet analytické metody pro stanoveni jed-
notlivych specii ve stopovém mnoZstvi. Jako vhodny pro-
stiedek pro stanoveni selenovych specii seleniCitanu, sele-
nanu a selenidu se jevi on-line spojeni aniontové vyménné
chromatografie a hmotnostni spektrometrie s indukcné
vazanym plasmatem. Specie seleniCitanu a selenanu se
podatilo spolehlivé rozdélit. Kalibrace vykazovala linearni
trend a bylo rovnéz dosazeno nizkych detekénich limitd.
Selenid vSak vykazoval velkou nestabilitu a velmi rychle
se oxidoval na elementarni selen i v pfipadé analyzy
v redukénim prostiedi. Proto bude tieba v budoucnu vyvi-
nout metodu, pii které by k samovolné oxidaci nedochazelo.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307 a projektu MPO FR-
T11/362.
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VYUZITi DYNAMICKE REAKCNI CELY PRO STANOVENI ZELEZA

METODOU ICP-MS

ANTONIN KANA a OTO MESTEK

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

kanaa@vscht.cz

Uvod

Zelezo se fadi mezi nejrozsitengjsi prvky na Zemi
a jako takové ma rozsahly vyznam, at’ uz v biologii orga-
nismil, nebo ve vyrobé konstrukénich materiald. V lidském
organismu se Zelezo vyskytuje ve slouceninach zajistuji-
cich fyziologické funkce. I pfesto je pro ¢lovéka mikronu-
trientem. Rizikem tak muiZze byt nadmérny piijem, ktery
ma za nasledek fadu onemocnéni'. Obsah Zeleza
v potravindch se pohybuje v jednotkdch az desitkach
mg kg™ (cit.?). Aby bylo mozné obsah Zeleza v potravi-
nach kontrolovat, je nutné mit vhodné analytické nastroje.
Tim mize byt napt. hmotnostni spektrometrie s induk¢éné
vazanym plazmatem (ICP-MS), kterd nabizi moZnost si-
multanniho stanoveni velkého mnozstvi prvki ve vzorku,
Siroky rozsah linearity a nizké detekeni limity.

Stanoveni zeleza metodou ICP-MS je vSak znesnad-
néno pritomnosti spektralnich interferenci polyatomickych
iontl. Ackoli existuji Ctyfi isotopy Zeleza, vice ¢i méné
zavazné interference se vyskytuji na vSech ctyfech liniich.
Nejvice zastoupeny isotop je *°Fe, na jehoz linii m/z = 56
se v8ak zaroven vyskytuji dv€ nejintenzivnéjsi interference
v podob¢ iontd *Ar'°0" a “Ca'®0O" (cit.}). Predmétem
studia se stal také draslik, jehoZ isotop **K by mohl byt
potencialnim zdrojem polyatomickych iontd *K'O"
a *K'®0O'H" rusicich stanoveni Zeleza na linii m/z = 56.
Moznym feSenim, jak redukovat interference, je pouziti
dynamické reakéni cely (DRC). Jde o kvadrupolovy filtr
uzavieny uvniti cely udrzované pod tlakem pratokem re-
akéniho nebo kolizniho plynu. Cela je umisténa mezi ion-
tovou optikou a kvadrupélovym hmotnostnim analyzato-
rem®. V této praci byly zvoleny dva plyny zavadéné do
cely: kolizni plyn helium a reakéni plyn methan.

Cilem experimentl bylo vyvinout metodiku vhodnou
pro analyzu Zzeleza optimalizaci parametrt dynamické
reakeéni cely a pritoku argonu zmlzovacem. U ziskané
metodiky byla stanovena mez detekce a linearita. Sprav-
nost stanoveni byla ovéfena analyzou certifikovaného refe-
rencniho materidlu.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Mg¢éfeni byla realizovana na hmotnostnim spektromet-
ru s indukéné vazanym plazmatem PerkinElmer Sciex
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Elan DRC-e (Concord, Kanada) vybavenym dynamickou
reakéni celou s Axial field technologii. Hmotnostnim ana-
lyzatorem je zde kvadrupol. Kvantitativni méfeni byla
provadéna metodou vnitiniho standardu.

Roztoky pouZité pro veSkeré experimenty byly pfipra-
veny fedénim roztokti 65% HNO; (Suprapur, Merck,
Darmstadt, SRN), 1,000+0,002 g I"' Fe (CMI, Brno, CR),
999+5 mg 1" K a 1001+2 mg I"' Ca (oba CertiPur, Merck,
Darmstadt, SRN). Roztok pro méteni spekter obsahujici
Ti, Cu, V, Co, Cr, Zn, Mn a Ni byl pfipraven ze standardd
o koncentraci uvedenych prvka 1 g I"'. K fedéni byla pou-
zivana demineralizovana voda Milli-Q (Millipore, Bed-
ford, USA). Zasobni roztok vnitiniho standardu obsahoval
2,5 pug I Rh v 0,5 mol I"! HNO; a byl piipraven fedénim
roztoku obsahujiciho Rh o koncentraci 1,000+0,005 g I
(Analytika, Praha, CR). V DRC byl jako reakéni plyn pou-
Zit methan (istota 5.5, Siad, Brafiany u Mostu, CR) a jako
kolizni plyn helium (Cistota 5.0, Siad, Brafiany u Mostu,
CR).

Pro ovéteni spravnosti stanoveni byl analyzovan cer-
tifikovany referen¢ni material ryZové mouky Rice Flour
NIST 1568a (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA) s ob-
sahem Zeleza 7,4+0,9 ug g, vapniku 0,118+0,006 mg g~
a drasliku 1,280+0,008 mg g™'. Certifikovany referenéni
material byl rozlozen pomoci HNO; v mikrovinném mine-
ralizatoru (Uniclever BMI1-Z, Plazmatronika, Polsko)
a pfeveden do roztoku.

Vysledky a diskuse
Hmotnostni spektra

K urceni intenzity interferenci byla zméfena hmot-
nostni spektra zahrnujici linie vSech isotopt Zeleza. Roz-
tok kyseliny dusi¢né byl méfen jako pozadi, protoze HNO;
je pouzivana jako ¢inidlo pii rozkladu realnych vzorku.
Samotnd HNO; vSak neni zdrojem iontl interferujicich
na liniich Zeleza, zejména pak na linii m/z=56. Pfi méfeni
spektra roztoku HNO; se da tedy ocekavat, Ze pozadi je
vytvafeno piedevsim ionty *Ar'°O" na linii m/z=56
a “Ar'"*N" na linii m/z=54 (cit.”). Hmotnostni spektrum
HNOs je ukazano v obr. la. Je na ném patrny velmi inten-
zivni signal iontu *°Ar'®0" i méné intenzivni signal
AN, jestlize se pracuje ve standardnim moédu
bez pouziti DRC. Naopak pii pouziti DRC intenzita signa-
Iu prudce klesa a pozadi se vyrazné redukuje na obou lini-
ich. Intenzita signalu na linii m/z=57 dosahuje velmi niz-
kych trovni v obou rezimech méfeni. Iont “’Ar'*0'H" tedy
neprodukuje zévazné interference. Z tohoto diivodu bylo
testovano i stanoveni Zeleza na linii m/z=57 bez pouZiti
DRC.

Na obr. 1b je zobrazeno spektrum roztoku zeleza. Od
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Obr. 1. Hmotnostni spektra (a) HNO;, (b) Fe, (¢) Ca bez pouziti DRC (¢erna kiivka) a s pouZitim DRC (€ervena krivka). Podmin-

ky DRC: Fye 1 ml min™' He a RPg = 0,7

obou pivodnich spekter bylo ode¢teno pozadi v daném
rezimu méfeni, a byl tak ziskan signal pattici pouze Zelezu.
Spektrum ukazuje, Ze pouzitim DRC dochazi i k redukci
signalu analytu, kterad nastava v disledku kolizi a reakei
analytu v cele s privadénym plynem. Ke sniZeni citlivosti
dochézi pti pouZiti DRC vZzdy a patfi k jedné z méala nevy-
hod. Z hlediska citlivosti byl pro optimalizaci DRC vyuzit
pouze iont *°Fe’, kde ziistava citlivost i piesto dostatedna.
Hmotnostni spektrum roztoku vapniku je na obr. lc.
I zde je od puivodnich spekter odecteno pozadi. To zname-
na, e na linii m/z=56 je piitomen signal iontu *°Ca'®Q".
K ovéteni, zda nedochazi k ptipadnym dalS$im interfe-
rencim, bylo zméfeno hmotnostni spektrum kovi, jejichz
m/z je blizké zelezu. Jedna se o K, Ti, Cu, V, Co, Cr, Zn,
Mn a Ni. Ve spektru byl na linii m/z=56 pozorovan signal,
ktery nepatii zadnému z téchto prvkd. Nejpravdépodobné;j-
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§i variantou je, Ze tyto ionty vytvari draslik v podobé
970" 2 KO 'H

Optimalizace pratoku argonu zmlzovacem

Prutok argonu zmlzovaem bylo tieba optimalizovat
pfi parametrech DRC, kdy je dosazeno maximalniho sig-
nalu analytu a co nejniz§iho signalu pozadi. Z téchto divo-
da byla provedena predbézna optimalizace pritoku helia
Fye celou a parametru RPg. Kromé prutoku argonu zmlzo-
vacem bylo dal§im testovanym parametrem chlazeni mlz-
né komory. Na obr. 2a a 2b je zobrazena zavislost signalu
na pritoku argonu pro chlazenou mlznou komoru
i pro komoru bez chlazeni. Ze zavislosti je patrné, ze pfi
pritocich argonu nad 0,8 1 min™' dochazi ke stabilizaci
signalu a dale jiz neroste. Jako optimalni prutok byla vy-
bréana hodnota 1 1 min', kdy je signal jiz pln& ustaleny.

= 40000
o
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10000
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Obr. 2. Optimalizace priitoku Ar zmlZova¢em (a) s chlazenim mlZzné komory, (b) bez chlazeni mlzné komory; pii prutoku helia Fi

1,8 ml min™" a RPg=0,8
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Tato hodnota byla nastavena pti vSech dalSich métenich,
stejné jako byla pouzivdna mlznd komora bez chlazeni.
Bez chlazeni mlzné komory dosahujeme vysSi intenzity
Pro methan byl prub¢h zavislosti intenzity signalu na pri-
toku argonu zmlZovacem stejny jako pro helium, proto
byly totozné parametry zvoleny i pro tento plyn.

Optimalizace parametri DRC

Cilem optimalizace DRC bylo nalézt takovou kombi-
naci parametrd nastaveni, pfi které je dosazeno maximalni-
ho signalu analytu a minimalniho signalu interferujicich
iontl. Optimaliza¢nim parametrem byla koncentrace ekvi-
valentni pozadi (BEC) a fale$né pozitivni signal interferen-
tu. Zavislosti byly zpracovany formou map. Vysledna
optimalizace byla provedena pfi pritoku argonu zmlzova-
Cem 1 1 min™' v rozsahu pratoku helia 0,5-2,0 ml min™!
s krokem 0,1 ml min™' a RPgq 0,30-0,90 s krokem 0,05.
Pro methan byl rozsah pritoku 0,1-1,0 ml min™' a RPgq
0,1-0,9 se stejnym krokem. Jako nejvhodnéjsi kombinace
byl vybran Fy.=2 ml min”' a RPg=0,75 pro helium
aFep=0,5mlmin'a RPg=0,70 pro methan.

Linearita, mez detekce a spravnost stanoveni

Linearita kalibraéni zavislosti byla testovana
v koncentraénim rozsahu 0-300 ug 1”' Fe pro oba pouzité
plyny. Testovany rozsah koncentraci je dostateCny pro
analyzu vétSiny potravin, aniz by bylo potieba vzorek vy-
razn€é fedit. Linedrni zavislost byla zjiSttna u helia
i methanu v celém rozsahu testovanych koncentraci.

Mez detekce byla stanovena na linii m/z=56 za pouZiti
helia a methanu jako DRC plynt a na linii m/z=57 ve stan-
dardnim rezimu bez pouziti DRC. Pro *°Fe za pouziti helia
byla stanovena na 1,36 pg 1" a za pouziti methanu na
26,2 ng I"!. Na linii *'Fe byla mez detekce stanovena na
0,64 ng 1",

Spravnost stanoveni byla zjiSténa méfenim na linii m/
z=56 pro oba plyny. Obsah Zeleza stanoveny pfi pouZiti
helia byl 7,48+0,32 pg g' a obsah stanoveny pii pouziti
methanu byl 7,35+0,32 pg g~'. Tyto vysledky jsou v dobré
shod¢ s certifikovanou hodnotou. Spravnost stanoveni byla
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prokéazana také métenim na linii m/z=57, kde byl stanove-
ny obsah Zeleza 6,69+0,29 ug g'. Tato hodnota jiz viak
neni v tak dobré shodé s certifikovanou hodnotou. Navic
ma méfeni na linii m/z=57 mnohem nizs$i citlivost neZ mé-
feni na linii m/z=56.

Zavér

Optimalizaci parametrti nastaveni dynamické reakéni
cely se podafilo eliminovat interference na Groven vhod-
nou pro analyzu Zeleza na linii m/z=56. Vhodnymi para-
metry pro helium jsou pritok Fie=2 ml min™ a RPg=0,75
a pro methan pritok Fcy4=0,5 ml min™' a RP¢=0,70. Hod-
nota optimalniho pritoku argonu zmlZovagem je 1 1 min™.
Pfi uvedeném nastaveni byla pro oba plyny zjisténa linea-
rita kalibragni zavislosti v rozsahu 0-300 pg 1" Fe. Mez
detekce byla za pouziti helia stanovena na 1,36 pg 1™ a za
pouziti methanu dokonce na 26,2 ng I". Stanovena byla
také mez detekce na linii m/z=57 ve standardnim rezimu
bez pouziti DRC, a to na 0,64 pg 1™ Fe. Spravnost stano-
veni byla zjiSténa pro oba plyny na linii m/z=56 i pro mé-
feni na linii m/z=57 bez pouZziti DRC. M¢feni na linii m/
z=57 v8ak neni prili§ vhodné z hlediska citlivosti méteni.

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zdméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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Uvod

Kyselina listova je ve vod¢ rozpustny vitamin B-kom-
plexu a poprvé byla izolovana v roce 1941 ze Spenatu.
Nazev jejich soli folatd pochazi z latinského nazvu pro list
— folium, protoze tento vitamin je bohat¢ zastoupen v listo-
vé zelenin€. Aktivni forma kyseliny listové, tetrahydrofo-
lat, je koenzym transferas, které se podileji na syntéze
nukleotidt, proto kyselina listova umozniuje vznik nukleo-
vych kyselin'. Bylo prokazano, Ze se vyznamné uplatiiuje
také pii krvetvorbé a jeji nedostatek zpisobuje megalob-
lastickou anémii, pfi niZ jsou Cervené krvinky zdeformova-
né a jejich schopnost pienaset kyslik je omezend'?. Kromé
toho jeji nedostatek zvySuje riziko onemocnéni cév, srdce,
osteopordzy ¢i rakoviny. Jeji zvySeny pfijem je tfeba
zvlasté v dobé tehotenstvi, kdy snizuje vyskyt vrozenych
vad nervového systému i jinych®. Chemicky se kyselina
listova sklad4d z pteridinového kruhu, p-aminobenzoové
a glutamové kyseliny. Jelikoz obsahuje dvé karboxylové
skupiny, je dvojsytnou kyselinou. Kyselina listova se
vstiebava v zavislosti na pH prevazné v horni ¢asti tenké-
ho stfeva a vstfebavani je zavislé na funkénim stavu zazi-
vaciho traktu, véku, ale i na chemické struktute folatovych
komplext. V béznych davkach je netoxicka. Jediny proka-
zany toxicky efekt se projevuje u lidi nemocnych pernici-
ozni anemii, u kterych zvyseny piijem kyseliny listové
maskuje nékteré projevy této nemoci”. Podezieni na jistou
toxicitu bylo pozorovano ve vztahu kyseliny listové a zin-
ku, kde dochézelo k porucham vstiebavani zinku ve stie-
vech pii zvy§eném piijmu kyseliny listové®. Jako pfi¢ina je
predpokladan vznik komplexu kyseliny listové se zinkem.

Komplexni slouceniny kyseliny listové s nckterymi
pfechodnymi kovy, jako jsou naptiklad Zelezo ¢i méd’,
jsou planarni, symetrické a opticky neaktivni. Bylo proka-
zano, Ze kyselina listovd podporuje, na rozdil od zinku,
jejich vstiebavani®. Provedenou UV-vis a IC spektrosko-
pickou studii Zadny prokazatelny rozdil mezi komplexy
kovil pozorovan nebyl’. Dalsi moznosti tedy zfistava jista
odliSnost v prostorové struktufe tohoto komplexu, kterd
nebyla uvedenymi metodami detegovana. U&innym néstro-
jem studia prostorové struktury chirdlnich molekuldrnich
systémil je spektroskopie cirkularniho dichroismu®. Tato
metoda byla téz s Gspéchem pouZita pii studiu kovovych
komplexii biologicky vyznamnych molekul”®. Proto byla
spektroskopie cirkularniho dichroismu, a to jak elektrono-
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vého (ECD), tak i vibraéniho (VCD), spolu s IC a UV-vis
spektroskopii pouzita k feseni cile této prace, kterym je
analyza prostorové struktury komplexu kyselina listova —
zinek a jeho srovnani s komplexy nékterych dalSich bio-
gennich kovil. V predklddané praci je kyselina listova stu-
dovéana v komplexech se zinkem, a dale s médi a Zelezem
ve vodném roztoku. K urceni stechiometrie komplextli byla
pouzita Jobova metoda, pfima a obracena spektrofotomet-
rickd a ECD titrace. Dale byla zméfena koncentracni za-
vislost celého komplexu a zavislost na pH a ¢asova zavis-
lost spektralnich charakteristik, z které 1ze usuzovat na
samoskladbu daného komplexu.

Experimentalni ¢ast

Kyselina listova (N-[-4[[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo-
6-pteridi-nyl)methyl]amino] benzoyl]-L-glutamové kyseli-
na), (Sigma) byla pouzita ve formé disodné soli (Na,Fol).
Kovové kationty byly pouzity ve svych siranech jako
ZnS0O, . 6 H,0, CuSOy4. 5 H,O a FeSO4. 7 H,O (vSe Pen-
ta). Mcteni bylo provadéno ve vodnych roztocich
a v zavislosti na spektralnim oboru byla pouzita H,O (pro
UV-vis) a D,0 (Isosar), (pro IC). Koncentrace folatu di-
sodného byla pro méfeni v IC oblasti 41072 — 1-10" mol 1!
pii pH 5,3-9,2, pro mé&feni v UV-vis oblasti 5:10° - 1-10*
mol 1" pti pH 7,4-8,5. Koncentrace kovu byla déna poza-
dovanym pomérem kyseliny listové a kovu. Pro méfeni
VCD a absorpcnich spekter v infracervené oblasti 1750 az
1250 cm™' byl pouzit spektrometr s Fourierovou transfor-
maci IFS-66/S (Bruker, Némecko), vybaveny VCD/
IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Némecko) s BaF,
polarizatorem, ZnSe fotoelastickym modulatorem (Hinds
Instruments), MCT detektorem (InfraRed Associates)
a lock-in zesilovaCem SR830 (Stanford Research Sys-
tems).

Meéteni v IC oblasti bylo provadéno ve skladanych
kyvetach typu Al145 (Bruker, Némecko) s okny z CaF,
a teflonovou distanéni folii. Délka optického prostiedi,
tedy tloustka distan¢ni folie, byla 25 um a 50 pm
v zavislosti na koncentraci daného vzorku. Spektra byla

Oy -OH

O H
OH N/-\/\IrOH
N H o}
N x N
Ny :
N Z

HoN™ N7 N

Obr. 1. Strukturni vzorec Kyseliny listové
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naméfena s rozlisenim 8 cm™ ve dvacetiminutovych blo-
cich. Vysledna spektra jsou primérem z 6—12 blokd, kaz-
dy méteny 20 min. U spektralnich méteni byla provedena
korekce na nulovou linii (odecteno spektrum rozpouste-
dla). Spektra ECD byla méfena na spektrofotometru J-810
(Jasco, Japonsko), s rozliSenim 0,5 nm, ¢asovou konstan-
tou 1 s a rychlosti zaznamu 100 nm s'. K mé&feni byly
pouzity kiemenné kyvety o tloustce 0,1 a 1 cm.

Vysledky a diskuse

UV-vis absorptni spektra sodné soli kyseliny listové
ve vode jsou uvedena na obr. 2. Ve spektru jsou Ctyfi Siro-
ké absorpcni pasy kolem 225, 251, 286 a 375 nm. Pasy
u 225 a 251 nm byly identifikovany jako m-n* prechody
v aromatickych kruzich, zatimco ostatni byly pfifazeny m-m*
a n-n* prechodim v skupinach COOH, C=N a C=0. Pii
komplexaci kyseliny listové se zinkem dochazi k vyraz-
nym zménam ve spektru, mizi pas u 251 nm, coz muze
svédcit o vazbé zinku v tésné blizkosti benzenového kru-
hu, a pasy kolem 286 a 375 nm jsou modfe posunuty o 10
a 15 nm. To vypovida o komplexaci kovu pfes karboxylo-
vé skupiny kyseliny listové.

Ke zjisténi stechiometrie komplexu byla vyuZita
spektrofotometricka titrace za podminek zachovani stalé
koncentrace kyseliny listové v prvnim piipad¢ a zachovani
stalé koncentrace kovu v druhém. Kromé toho jsem pouzil
i metodu kontinualnich variaci (Jobova metoda). VSechny
tfi metody ukazuji na vznik komplexu v poméru kov:folat
jako 3:2. Tato data souhlasi s ECD titraci, ktera za stalé
koncentrace folatu sodného ukazuje maximum signalu v
systému s pomérem Fol:Zn = 2:3. ECD titrace je uvedena

C(Fol)=const
9 (Fol)
\ Zn/Fol=3/2
u,\ 0
0.8 | 1
A /
0al \, \\ A
\‘.
0 -
200 250 300 350 400

vinova delka, nm
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x10°
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na obr. 2B.

Dalsi informace o komplexaci kyseliny listové s kovy
byla ziskana s pouzitim spektroskopie VCD. Na obr. 3A
jsou VCD spektra kyseliny listové a jejich komplext
s jednotlivymi zkoumanymi kovy. Je patrné, ze odlisnost
spektra samotné kyseliny a jejiho komplexu s Zelezem a
médi neni, az na drobné zvétseni pasu komplexu se zele-
zem kolem 1400 cm™' a komplexu s m&di okolo 1600 cm™
! prilis velkd. Z toho lze usuzovat, ze Fe nebo Cu
v komplexu s kyselinou listovou pfili§ neméni jeji prosto-
rové usporadani, tedy ani tzv. vnitini chiralitu. Naopak ve
spektru komplexu kyseliny listové se zinkem Ize pozorovat
vyraznou dvojici past s opaénymi znaménky, tzv. couplet,
s maximy kolem 1645(+) a 1595(-) cm ™', a déle zaporny
pés okolo 1420 cm™. Tyto vyrazné pasy svédéi o tom, Ze
komplexace kyseliny listové se zinkem méni jeji prostoro-
vé usporadani a vyrazné zvySuje jeji chiralitu. Realnost
signalu byla potvrzena méfenim pii riznych koncentracich
komplexu.

Obr. 3B ukazuje spektra VCD kyseliny listové se
zinkem (molarni pomér 2/3) pro rizné hodnoty pH. Za
pH<7 vznikal roztok oranzové barvy s gelovou konzistenci
a pislusné VCD spektrum vykazuje odlisné rysy od spekt-
ra pii fyziologickém pH a pH vys§im. Porovnanim
s predchozimi VCD studiemi samoskladnych systémi’ 1ze
usuzovat, ze pti pH<7 vytvareji folaty samoskladné uspo-
faddané systémy charakterizované silnym signalem VCD.
Kromé toho, Ze vznik vétSich asociatii byl pozorovan za
snizeného pH, byl tento jev pozorovéan téz za pH ~ 7
s ¢asovym odstupem nad 8 hodin. Vznikajici asociaty pre-
kvapivé poskytly VCD spektrum opa¢né piivodnimu spek-
tru komplexu Zn-Fol.

Ziskana data jsou prvnim krokem k navrzeni struktury

30 C(Fol)=const

-30 4

-60

1.5/

300
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Obr. 2. (A) UV-vis absorpéni spektra spektrofotometrické titrace za podminek stilé koncentrace Kyseliny listové (c(Fol) = 5107
mol I, pH 7,8). (B) ECD spektra titrace kyseliny listové siranem zine&natym (c(Fol)=5-10"mol I"', pH 7,8)

s31



Chem. Listy 105, s30—s32 (2011)

— Fol

== Fol-Cu
— Fol-Fe
= Fol-Zn

AA
x10°

-2

1500 1400 1300

Vino&et, cm™

1700 1600

Cena Merck 2011
.| B
0-
AA
x10*
—pH 5,3
—pH 7,0
-1 —pH 7,6
—pH 92
1700 1600 1500 1400 1300
Vinocet, cm™

Obr. 3. (A) VCD spektra kyseliny listové a jejich komplexii s médi, Zelezem a zinkem. (c(Fol)=0,04 mol I"', pH 7,6, spacer 0,05 mm).
(B) VCD spektra komplexu kyseliny listové se zinkem za riznych pH uvedenych v obrazku (c(Fol) = 0,04 mol ')

komplexu foliové kyseliny se zinkem. Studium bude dale
rozSifeno vyuZitim NMR a Ramanovy spektroskopie,
spektroskopie elektronového cirkularniho  dichroismu
s fluorescencni detekei a vyuzitim kvantové mechanickych
metod.

Zavér

Spektroskopické studium kompelxti kovu s kyselinou
listovou ukazalo jednoznac¢né, ze komplexy se Zn se vy-
znamné lisi od komplext se Fe a Cu: dochazi k vytvoreni
chirélniho uspofadni se zesilenym spektrem ECD a VCD,
které je charakteristické pro vysoce usporadané struktury.
Je mozné piedpokladat, Ze tento rozdil ve struktuie asocia-
tt hraje dtlezitou roli v procesu inhibice transportu zinku a
kyseliny listové. Pomoci Jobovy metody a ECD a spektro-
fotometrické titrace byla stanovena stechiometrie komple-
xu folat/Zn = 2/3. Bylo ukazano, Ze i za fyziologického pH
(~7,4) dochazi k samoskladbé komplexu folatu, kterd mu-
ze byt divodem odlisného chovani zinku od ostatnich ko-
vl v komplexu s kyselinou listovou v téle.

Tento vyzkum byl financné podporovan Grantovou
agenturou Ceské republiky (projekt P206/11/0836).
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Uvod

Skupina herbicida s karboxylovou funkéni skupinou
(,,kyselé herbicidy*) tvoii skupinu analytl se specifickymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Tato skupina pestici-
du je primyslové vyrabéna jiz desitky let. Prvni z nich
(2,4-D) byl syntetizovan pocatkem Ctyficatych let
20. stoleti a je povazovan za prvni masove pouzivany her-
bicid a i dnes patii mezi nejpouzivanéjsi herbicidy. B€hem
nasledujicich desetileti byly postupné vyvinuty dalsi herbi-
cidy obsahujici karboxylovou skupinu. Jejich levna vyroba
a dobra selektivita G¢inku je pfedurcila k pouziti na plodi-
ny péstované na rozsahlych plochach. V naSich zemépis-
nych Sitkach patii kyselé herbicidy mezi zékladni latky
k regulaci dvoudéloznych plevell pii péstovani predevsim
ozimych obilovin. Charakteristickou vlastnosti kyselych
herbicidua je to, ze jejich karboxylova funkéni skupina je
Casto zapojena do pevnych vazeb se slozkami matrice.
NejcastéjSim typem jsou esterové vazby s hydroxylovou
skupinou sacharidii, dalsim casto se vyskytujicim druhem
vazeb jsou vazby s aminoskupinou aminokyselin v bilko-
vinach a peptidech. Véazané formy jsou u nekterych latek
zahrnuty i do definice rezidua, coz znacné komplikuje
jejich analyzu v ramci multirezidualnich metod'.

Tato prace se zabyvad dvéma dil¢imi ukoly: (i) opti-
malizace stanoveni analytl kapalinovou chromatografii ve
spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (LC-
MS/MS) a (ii) modifikace extrakéni metody QuUEChERS
(akronym ze slov Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe)* tak, aby poskytla spolehlivou kontrolu legisla-
tivnich limitd. Pii modifikaci extrakéni metody byl kladen
diraz ptedev§im na uvolnéni vazanych forem analytd po-
moci alkalické hydrolyzy.

Experimentalni ¢ast

Pfedmétem studie bylo celkem 20 herbicidd
s karboxylovou funkéni skupinou. Ke vSem experimentim
byly pouzity vzorky kukufice, pSenice a Zita v bio kvalité.
Vzorky byly homogenizovany a posléze byla ovéfena ne-
ptitomnost rezidui pesticidu.

Postup extrakce vychazel z hojné€ pouZzivané extrakéni
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metody QuEChERS, ktera byla v prib&hu prace modifiko-
vana*. K realizaci studie byl jako kapalinovy chromato-
graf pouzit Separation Module 2695 ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem Quattro Premier XE
(Waters, USA), podminky stanoveni viz tab. 1. Pro kazdy
analyt byly sledovany dva MS/MS ptechody, ¢imz byly
splnény poZadavky dokumentu SANCO/10684/2009 pro
konfirmaci méfeni. Naméfené vysledky byly dale zpraco-
vany softwarem MassLynx 4.1.

Vysledky a diskuse

V ramci optimalizace stanoveni danych analytt meto-
dou LC-MS/MS byly optimalizovany nasledujici paramet-
ry: (i) prepindni polarit, (ii) mobilni faze a (iif) objem na-
stiiku.

Pfi samostatnych méfenich latek ionizujicich
v pozitivnim a negativnim médu elektrospreje bylo dosa-
zeno lepsi opakovatelnosti v porovnani s jednou analyzou
vSech latek s pfepinanim polarit. Hlavnim divodem pro
separatni méfeni vSak byla rozdilnd volba mobilnich fazi
pro ob¢é skupiny. Zejména na zaklad¢ intenzity odezev
(dal$im kritériem byl tvar chromatografickych pika)
v ruznych mobilnich fazich byl pro latky ionizujici
v negativnim modu elektrospreje jako vodna slozka zvole-
ny 10mM octan amonny ve vodé¢, organickou fazi tvofil
Cisty methanol. Pro latky ionizujici v pozitivnim mddu
elektrospreje se jako nejvhodnéjsi ukazala mobilni faze
v podobé 0,5% kyseliny octové ve vode a 0,1% kyselina
octovd v methanolu. Optimalni objem nastiiku acetonitri-
lového extraktu na kolonu byl 5 pl, pfi vysSich objemech
doslo jiz k rozmyti pikd prvné se eluujicich analytu.
Z hlediska citlivosti stanoveni byla pro latky ionizujici
v ESI- pouzita hodnota napéti na kapilafe 0,5 kV a pro
latky ionizujici v ESI+ 3,5 kV. Na obr. 1 je uvedena ukaz-
ka chromatografickych pikti nékterych analytd po optima-
lizaci uvedenych parametra.

Druha c¢ést prace se zabyvala vyvojem extrakéniho
postupu. Pfi optimalizaci piipravy vzorku se vychazelo z
originalni metody QuEChERS, ktera byla pro stanoveni
téchto latek modifikovana. Pfi analyze suchych matric
metodou QUEChERS je k zlepSeni Gc¢innosti extrakce do-
porudovan piidavek vody®. V této praci byla porovnana
vytéznost extrakce po pfidavku vody nebo kyseliny mra-
venc¢i o koncentraci 1 % nebo 5 % ve vodé. Vzhledem
k charakteru cilovych analytli se ukazalo okyseleni cereal-
nich vzorkt jako nezbytné k dosazeni dobrych pracovnich
charakteristik, zejména vytéznosti. LepSich vysledki bylo
dosazeno pii pouziti 5% kyseliny mravenci ve vode.

Nasledné byl pfed samotnou extrakci zatazen krok
zasadité hydrolyzy, aby bylo mozné stanovit i vazané for-
my studovanych herbicidli. BEéhem optimalizace se vycha-
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Tabulka I
Podminky pro stanoveni HPLC-MS/MS
Parametr Hodnota
HPLC
Kolona Atlantis T3 C18 (100x2,1mm, 3 pm, Waters (USA))
Ionizace ESI- ESI+

Slozeni mobilni faze

Gradient mobilni faze

Objem nastiiku
Teplota kolony

Teplota autosampleru

Typ

Ionizace

Napéti na kapilate
Desolvatacni plyn
Plyn na ,,cone*
Teplota zdroje
Desolvatacni teplota

A: 10 mM octan amonny A:0,5% kyselina octova

B: methanol B: 0,1% kyselina octova v methanolu
0. min 5 % B, priitok 0,3 ml min~'
0.—8. min linearni zména z 5 na 100 % B, prttok 0,3 ml min™!
8.~12. min 100 % B, priitok 0,3 ml min™"
12. min 100 % B, zména skokem na pritok 0,5 ml min”!
15. min 5 % B, zména skokem na priitok 0,4 ml min~'
21. min konec analyzy
Sul
30°C
10°C
Iontovy zdroj
API - typ ESI
ESI- ESI+
0,5kV 3,5kV

N,, pritok 700 1h™!
N, priatok 100 1 h!
120 °C
350 °C

Hmotnostni analyzator

Typ tandemovy kvadrupol

1Q — LM/HM/ion energy 15/15/0,5

Entrance/exit 30/0,3

2Q — LM/HM/ion energy 15/15/0,5

Multiplier 650V

Kolizni plyn argon, pritok: 0,20 ml min™*

zelo z postupu doporuceného evropskymi referen¢nimi
laboratofemi’. Vychazelo se z piidavku 200 pl SM-NaOH
ke 2,5 g vzorku a 7,5 g vody, pfi¢emz vzorek se nechal
30 min odstat, nasledné prob¢&hla neutralizace ekvimolar-
nim mnoZstvim H,SO4 a extrakce QuEChERS. Uginnost
alkalické hydrolyzy byla ovéfena na esterové vazbé v latce
haloxyfop-2-ethoxyethyl. Vytéznost dle vychoziho postu-
pu vSak byla nizkd (tj. 42 %), proto bylo pfistoupeno
ke zméné tfech parametri béhem hydrolyzy: (i) zména
poméru navazek vzorek/voda, (if) mnozstvi pfidaného
NaOH a (iii) doba hydrolyzy. Jako nejzasadnéjsi parametr
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se ukazal pridavek vody k navazce vzorku (viz obr. 2). Po
pridavku vétsiho mnozstvi hydroxidu k ptivodné zkousené
varianté nebylo mozné realizovat naslednou extrakci, pro-
toze béhem hydrolyzy vznikla z matrice ,hrudka®,
se kterou jiz dale neslo pracovat. Byl vyzkousen také delsi
¢as hydrolyzy, ale vysledky byly srovnatelné pro 30 min i
pro hodinu.

Na zaklad¢é vyse popsanych experimentl byl zvolen
postup: navazka 0,5 g vzorku s pfidavkem 9,5 g vody,
pridavek 200 pl SM-NaOH, doba hydrolyzy 30 min. Tento
postup byl poté validovan pro vSechny sledované volné
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Analyty ionizujici v ESI-

std 100
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 9.24 254.9 > 196.8 (2,4,5-T)
g% 0.5 3.86e3
"0 6.716.80 ’
T T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 9.01 233.1 > 160.8 (Dichlorprop)
;% 014 6.84e3
0 T T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 8.96 213 > 140.8 (Mecoprop)
Q 1.25e4
B
O T T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 8.40 219.1 > 160.8 (2,4-D)
? 3.11e3
04— T T T T T T
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 8.40 199 > 140.9 (MCPA)
° 1.03e4
B
O T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 35 MRM of 24 Channels ES-
10 7.96._201.21 > 142.9 (2-naphtoxyoctova kyselina)
. MU 2.94e3
O T
6.00 8.00 10.00 12.00

Cena Merck 2011

Analyty ionizujici v ESI+

std 100
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
1004 362 > 316 (Haloxyfop-acid)
o 5.09e5
&
0 T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
100~ 328.1 > 282 (Fluazifop)
o 8.38e5
°0 11.34
6.00 T 800 1000 | 1200
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
100~ 8.98 312.1 > 267.1 (Imazaquin)
° 3.71e5
=
0 T T T 1
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
100+ 8.77 255 > 208.9 (Fluruxypyr)
° 1.26e5
=i
Od——r— L T T T T
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
100= 7.75 222 > 204 (Quinmerac)
o 6.82e5
&
0+ L AU L T
6.00 8.00 10.00 12.00
2010-11-15 kyseliny 23 MRM of 24 Channels ES+
. 712 262.1 > 217.1 (imazapyr)
100 23085
¥ 10.64 ’
0 T T T A T 1
6 10.00 12.00

.00 8.00

Obr. 1. Zaznam z méieni standardu pesticidii o koncentraci 100 ng mI™!

100
90

Vytéznost volné kyseliny (%)

25g+
759

259+
10 g,

0,5g+
959

0,5g+
159

Navazka vzorku + pridavek vody (g)
Obr. 2. Vliv pFidavku vody a sniZeni navazky vzorku na vytéz-

nost volné kyseliny (haloxyfop) po pridavku haloxyfop-2-
-ethoxyethylu (koncentrace 0,4 mg kg™', n=3)
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kyseliny a pracovni charakteristiky byly v souladu
s kritérii dokumentu SANCO/10684/2009 (vytéznost
v rozmezi 70—120 %, RSD do 20 %).

Zavér

Vysledkem prace je validovana metoda pro stanoveni
jak volnych, tak vazanych forem herbicidd s karboxylovou
funkéni skupinou, pro tento ucel byla pouzita alkalicka
hydrolyza nasledovand extrakci origindlni metodou QuE-
ChERS (vézané formy) anebo pouze originalni metoda
QuEChERS po okyseleni vzorku (volné formy). Jako ana-
lyticka koncovka byla pouzita kapalinova chromatografie
ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem.
Optimalizované metody byly validovany a vysledky byly
v souladu s pozadavky dokumentu SANCO/10684/2009.

Tento vyzkum byl financné podporovan Fondem pro
rozvoj vysokych kol (soucdst projektu 1222/2010).
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MOZNOSTI PRIPRAVY VYBRANYCH KONDENZOVANYCH ANTHOKYANINU
YV MODELOVYCH PODMINKACH A STUDIUM JEJICH VLASTNOSTI

ONDREJ KURKA, RENATA MYJAVCOVA
a PETR BEDNAR

RCPTM, Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fa-
kulta, Univerzita Palackého v Olomouci, 17. listopadu 12,
771 46 Olomouc

ondrejkurka@seznam.cz

Uvod

Anthokyaniny, kterym je vénovana tato prace, patii
mezi sekundérni metabolity rostlin. Jsou to barviva pii-
tomn4 nejcastéji v kvétech a plodech, kterym proplijcuji
barvy od oranzové pies cervenou a fialovou az po modrou.
V posledni dobé roste jejich vyuziti v potravinafstvi jako
nahrada za syntetickd barviva. Jsou také vyznamné svym
efektem na lidské zdravi. Vyznacuji se silnymi antioxida¢ni-
mi ucinky, maji ptiznivy vliv pti prevenci nekterych rakovi-
novych a kardiovaskularnich onemocnéni a cukrovky'.

Anthokyaniny, které jsou fazeny mezi flavonoidy,
maji zékladni (flavyliovou) strukturu, ktera je uvedena na
obr. 1 a ktera je v prirodnich latkach dale substituovana.

Obr. 1. 2-Fenylchromenylium, strukturni zaklad anthokyanint

Hlavnim problémem pii vyuziti anthokyaninil
v potravinafstvi je jejich mala stabilita pii zvySeni pH,
teploty, pfitomnosti oxidovatel apod. Z tohoto diivodu se
zkoumaji ~ moznosti, kterymi by bylo mozné
v potravinai'skych produktech barvu zajisténou ptitomnosti
anthokyanind stabilizovat, a prodlouzit tak dobu, po kterou
si tyto latky uchovavaji své vlastnosti. Jednou z cest, ktera
by mohla zvySovat chemickou stabilitu téchto latek, je
jejich kondenzace s jinymi molekulami za vzniku slozitéj-
Sich barviv.

Cilem této prace je syntetizovat vybrané derivaty
pelargonidinu vznikajici kondenzaci tohoto anthokyanidi-
nu (v Cisté a neglykosylované form¢) s malymi organicky-
mi molekulami a s jinymi flavonoidy (viz obr. 2). Pelargo-
nidin je anthokyanin, vyskytujici se ve vé&tSi mife
v nékterych barevnych plodech, napf. v jahodach® a pro-
duktech z nich vyrabénych. Pozornost je vénovana kon-
denzacim pelargonidinu s acetaldehydem, acetonem
a epikatechinem v piitomnosti acetaldehydu. Reaktivita
téchto latek s jinymi flavonoidy je jiz Castecné popsana
v literatuie®*, kde jsou viak reakce studovany piedeviim
v komplexnich extraktech z rostlinného materialu. Ptipra-
vena barviva identifikujeme s vyuZitim HPLC-MS?
a UPLC-MS?. V soudasné dobé optimalizujeme semipre-
parativni purifikaci ziskanych produkti.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Vzorky byly pfipraveny ve dvou sadach: prvni sada
obsahovala 5 ml destilované vody, okyselené kyselinou
mravenc¢i na pH 3,08, ve které byl rozpustén pelargonidini-
um-chlorid a kondenzac¢ni ¢inidlo tak, aby jejich vysledné
koncentrace byly 1 mmol 1™ resp. 10 mmol 1”'. V ptipadé

e

CH HO o)
S
CH3C(OMR
HO o ‘ — . O
= Z on
# OH O~
OH R
pelargonidin
epikatechin
CH,CHO

Obr. 2. Pelargonidin a jeho kondenza¢ni produkty reakci s malymi molekulami a s epikatechinem
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epikatechinu vzorek obsahoval 5 ml destilované vody,
okyselené kyselinou mravenci na pH 3,08, ve které byl
rozpus$tén pelargonidium-chlorid, epikatechin (oba v kon-
centraci 1 mmol 17') a acetaldehyd (v koncentraci
10 mmol 1.

Druha sada vzorkid obsahovala vzdy 0,1 mg pelargo-
nidium-chloridu v 50% roztoku cykliza¢niho C¢inidla
v methanolu, roztok ¢inidla byl okyselen 0,1% H;PO4 (m/
m, zména zpusobu okyseleni byla provedena na zakladé
Gispésného piistupu zndmého z literatury”). Vzorek zamé-
feny na reaktivitu epikatechinu obsahoval 0,1 mg pelargo-
nidium-chloridu a 0,1 mg epikatechinu v 50% roztoku
acetaldehydu v methanolu opét okyseleném 0,1% (m/m)
H;PO4. Vzorky druhé sady byly pfipraveny vzdy v objemu
1 ml

Pripravené smési byly ponechany za laboratorni tep-
loty v temnu a po danych intervalech byla vzdy ¢ast vzor-
ku odebrana a analyzovana. Chromatografické analyzy
probihaly na kapalinovych chromatografech Cap LC
(Waters, Milford, USA), HPLC (Knauer, Berlin, Némec-
ko) a Acquity UPLC (Waters) s DAD a tandemovou MS
detekcei. Pro identifikaci byl pouzit hmotnostni spektrometr
vybaveny ionizaci elektrosprejem (Z-spray) a hybridnim
analyzatorem typu QqTOF (Q-TOF Premier, Waters).
Déle byla provadéna analyza s vyuZzitim MALDI ionizace
na tomtéz pristroji. Studie je doplnéna i méfenim na pfi-
stroji LCQ s analyzidtorem na principu iontové pasti
(Thermo Electron Corporation, Waltham, USA) vybave-
ném ionizaci elektrosprejem. Frakcionace produkti kon-
denzace s acetonem je provadéna na kapalinovém chroma-
tografu Knauer osazeném semipreparativni pumpou
a s vyuzitim semipreparativni kolony Gemini C-18
(100 x 10 mm i.d.; d,=5 um, Phenomenex, USA).

Vysledky a diskuse

Vzorky ptipravené ve vodném prostiedi byly analyzo-
vany pomoci LC i pfimého zavadéni do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Nalez ptedpokladaného barvi-
va se prokdzal pouze v piipadé kondenzace
s epikatechinem v pfitomnosti acetaldehydu. Tento pro-

3AC-25-03-2010-HCOOH
1004
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dukt I (viz obr. 2) v8ak vznikal pouze ve stopach a identi-
fikace je nejednoznacnd. Prezentovand struktura je tak
navrzena na zakladé porovnani s vysledky ziskanymi pou-
Zitim derivatu malvidinu®. Vzhledem k tomu, Ze reakce
neposkytly ocekavané produkty, byla nasazena druha sada
vzorkd, tentokrat v koncentrovanéj$im kondenzaénim mé-
diu a v prostfedi methanolu, ktery byl pfidan za tGcelem
zvySeni rozpustnosti pelargonidinu.

Zde bylo dosazeno dobrych vytézka v piipadé kon-
denzace s acetonem. Uz po prvnim dnu reakce byl pomoci
MS zjistén molekulovy ion produktu s predpokladanou
strukturou II (viz obr. 3) s intenzitou cca 15 % oproti mo-
lekulovému iontu pelargonidinu. Po tfech dnech se pomér
produkt/substrat zvysil na 1:1, po 6 tydnech uz produkt
dominuje (pomér 20:1 ve prospéch produktu; vSechny
udaje brany podle odezvy pfislusnych iontt v MS). HPLC/
MS analyza potvrzuje, ze pouzitym postupem vznikaji dvé
latky s rozdilnou retenci na reverzni fazi (obr. 3) a témér
shodnou fragmentaci po izolaci iontu a jeho kolizi induko-
vané disociaci v kolizni cele. Jedna se zfejmé o isomery,
oba produkty se lisi jen relativnimi intenzitami fragmento-
vych ionti. Zkombinovanim tandemovych spekter (MS*
MS*) z iontové pasti a méfeni presné a spravné hmoty
z QqTOF bylo navrzeno hypotetické fragmentacni schéma
zadaného produktu (obr. 4). V soucasné dobé probiha
chromatograficka frakcionace slozek reakéni smési. Struk-
tura izolovanych isomerti bude déale studovana nukledrni
magnetickou rezonanci.

U ostatnich vzorki nebyl ani za zménénych podminek
ion piedpokladaného barviva pozorovan, a to ani v pripadé
kondenzace s epikatechinem, kde pfi pouZiti vodného pro-
stiedi ion asponn v malé mife vznikal. Experimenty ukaza-
ly, Ze pfi pouZiti koncentrovaného roztoku acetaldehydu
v methanolu dochazi k rozpadu pelargonidinového skeletu
— pravdépodobné na kyselinu 4-hydroxybenzoovou a flo-
roglucinaldehyd (tomuto nasvédcuji nélezy iontli odpovi-
dajicich hodnot m/z v chromatogramu). Takovyto rozpad
pelargonidinu za odliSnych experimentalnich podminek
byl jiz popsan v literatuie®. V piipads, Ze reakéni smés
obsahovala kromé¢ acetaldehydu i epikatechin, byl ve
hmotnostnim spektru nalezen ion odpovidajici hmot¢ dvou
jednotek epikatechinu spojenych ethylidenovym mustkem.

1. TOF MS ES+
309.1 0.20Da
8.93e3

4741

46.63
5

T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Obr. 3. Chromatogram produktu II a jeho isomeru

T
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HO

Cpl ot
Exact Mase: 283.0445

CISHIU O3l+
Exact Mass: 238,0624

Obr. 4. Produkt kondenzace s acetonem (II) a jeho fragmentaé¢ni schéma

I takovéto struktura byla jiz v literatufe popsana’. Tvorba
heterogenni mistkové slouceniny typu pelargonidin-
acetaldehydovy mustek-epikatechin je v tomto pfipadé
minoritnim procesem.

Zavér

V roztoku pelargonidinu ve smési aceton-methanol
dochdzi pomémné rychle ke vzniku 5-methyl-
pyranopelargonidinu, ktery byl prostudovan LC/ESI-MS?
a MALDI technikami. Vedle o¢ekdvaného produktu vzni-
ka v tomto médiu jesté jeden isomer s identickou hmotou
i fragmenty v tandemovych MS spekterech. Pro isomer
s majoritnim vyskytem byla na zaklad¢ analogie s jinymi
anthokyaniny popisovanymi v literatufe navrzena struktura
a fragmentacni schéma. V soucasné dobé je provadéna
purifikace obou latek s cilem urceni jejich absolutni konfi-
gurace nuklearni magnetickou rezonanci.

Déle se podafilo zjistit, Ze kondenzacni reakce na
elektrofilnim centru molekuly pelargonidinu neprobihaji
ve vodném prostiedi dostate¢né efektivné pro ziskani pro-
duktd v pozadovaném vytézku. V omezené mife dochazi
ke kondenzaci pelargonidinu s epikatechinem pies ethyli-
denovy mdstek, zajistény pritomnosti acetaldehydu
v reakéni smési. V piipadé pouziti koncentrovaného rozto-
ku acetaldehydu v reak¢éni smési dochazi preferenéné ke
Stépeni C-kruhu anthokyaninu a vzniku floroglucinaldehy-
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du a fenolické kyseliny. Tyto informace jsou kli¢ové pro
dalsi optimalizaci syntézy mustkovych anthokyaninovych
barviv.

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou CR

(P206/10/0625).
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Uvod

Denné¢ se setkavame s produkty spotfebniho primys-
Iu, jako jsou automobily, pocitace, odévy a dalsi vyrobky
z polymernich materidli. S pouzivanim takovychto pro-
duktl je spojeno i riziko vzniku pozart. Za ucelem ochra-
ny a snizeni tohoto nebezpeci na minimum jsou uzivany
jiz pfi technologickych vyrobach tzv. zpomalovace
(retardéry) hoteni. V poslednich letech se upira pozornost,
vzhledem k celosvétové produkci, zejména na bromované
zpomalovace hoteni (brominated flame retardants — BFR),
které obsahuji 50 az 80 hm.% bromu'. Vétiina BRF ma
hydrofobni charakter, a tudiz i schopnost akumulovat se
v tukovych tkénich. Toxicita je specifickd pro jednotlivé
skupiny BFR, objevuje se neurotoxicita, vliv na reproduk-
ci’, apod. K nejpouzivangjiim BFR se fadi polybromované
fenoly. Jsou to slou¢eniny malo chemicky reaktivni, avsak
podléhaji pomérné snadno oxidaci. Oxida¢ni pfemény
hraji obecné klicovou roli pfi degradaci a metabolismu
veétSiny organickych slouc¢enin. BRF navic mohou pii ho-
feni v atmosféte kysliku poskytovat produkty toxictéjsi
nez puvodni latky. U polybromovanych fenold byly studo-
vany mechanismy jejich fotooxidace®, oxidace singleto-
vym kyslikem®, moznosti jejich odbourani hydroxylovym
radikdlem produkovanym Fentonovou reakci® i rychlost
jejich chemické oxidace manganistanem draselnym®. Do-
sud vSak nebyla v literatufe popsana jejich elektrochemic-
ka oxidace.

Cilem této prace je sledovat elektrochemickou oxida-
ci 2,4,6-tribromfenolu (TBP) v zavislosti na acidit¢ pro-
stiedi a identifikovat produkty jeho anodické oxidace. TBP
je bézné pouzivan jako meziprodukt pfi vyrobé dalSich
BFR, ale také jako fungicid. Je také produktem fotodegra-
dace tetrabrombisfenolu A, ktery je v souCasnosti celosvé-
tové nejpouzivanéjsim BFR'.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

2,4,6-Tribromfenol (99%, Sigma-Aldrich), methanol
(p-a., Penta, Chrudim), kyselina borit4, kyselina fosforec-

na, kyselina octova, octan ethylnaty (vSe p.a., Lachema,
Brno), hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner, Neratovice).
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Ptistroje

Pro voltmetrickd méfeni byl pouzit Eco-Tribo-
Polarograf (Polaro-Sensors Praha). Elektrolyza byla prova-
déna na potenciostatu OH404 (Radelkis, Budapest, Ma-
d’arsko). Analyza produktt byla realizovana na plynovém
chromatografu HP 6890 s hmotnostnim detektorem Agi-
lent 5973 N (Agilent, Palo Alto, CA, USA) s kolonou ZB-
5ms 30 m x 0,25 mm x 0,25 um a heliem jako nosnym
plynem.

Pracovni postupy

Voltametrickd méfeni byla provedena v tiielektrodo-
vém zapojeni s pracovni elektrodou ze skelného uhliku,
referentni kalomelovou a pomocnou platinovou elektro-
dou. Zakladnim elektrolytem byl Brittoniv-Robinsontv
pufr (pH 2-12) s 50 % (v/v) methanolu. Koncentrace TBP
v méfeném roztoku byla 1 mmol "', Méfeni bylo provede-
no metodou cyklické voltametrie v potencialovém rozsahu
0d 0,2 V do +1,2 V rychlosti polarizace 50 mV s™".

Pii potenciostatické elektrolyze roztoku TBP (¢
1 mmol 1) byla jako pracovni pouzita sitkova platinova
elektroda, jako referentni nasycena kalomelova elektroda,
pomocnou elektrodou byla platinova spirdla v oddéleném
katodovém prostoru. Zakladnim elektrolytem byl Britto-
nuv-Robinsondv pufr o pH 9,5, resp. 6,6 s 50 % (v/v)
methanolu a 0,2 mol I"* NaClO,. Elektrolyza probihala pti
potencidlu £ =+1,0 V po dobu 60 min. Po ukonceni elekt-
rolyzy byly produkty elektrolyzy adsorbované na povrchu
platinové sitkové elektrody rozpustény v ethylacetatu
a tento roztok byl vysuSen proudem dusiku za laboratorni
teploty. Odparek byl rozpustén v 1 ml ethylacetatu a pre-
nesen do vialky pro GC/MS analyzu.

Vysledky a diskuse

Obr. 1 ukazuje cyklické voltamogramy TBP v prostiedi
o rizném pH. Je z nich patrné, ze TBP se oxiduje v celé
sledované oblasti pH 2—12. Po pfepnuti sméru polarizace
pfi +1,2 V jsou na voltamogramech pro kyselé a neutralni
prostiedi zfetelné proudové signaly, které odpovidaji re-
dukei produktti oxidace TBP. Potencidl anodického piku
se s pH rostoucim aZ do neutralni oblasti posouva k niz§im
hodnotam, v alkalickém prostfedi se dale nemeéni (obr. 2).
Prise¢ik dvou linearnich tGsekd zavislosti potencialu piku
na pH odpovidé zdanlivé disociacni konstant¢ TBP (pK =
7,2). Vyska anodického piku je maximalni v siln€ alkalic-
kych roztocich (obr. 2).

Déle byla provedena elektrolyza roztoku TBP pfi
potencidlu +1,0 V v zasaditém a neutralnim prostiedi po
dobu 60 min. V prubéhu elektrolyzy byla pozorovana zmé-
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Obr. 1. Cyklické voltamogramy 2,4,6-tribromfenolu v Britto-
novych-Robinsonovych pufrech o rizném pH
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na zbarveni roztoku a tvorba nazloutlého povlaku na pra-
covni elektrod¢€. Po elektrolyze byl metodou GC-MS ana-
lyzovén jak ethylacetatovy extrakt elektrolyzatu, tak po-
vlak elektrody rozpustény v octanu ethylnatém. Referenc-
nim vzorkem byl ethylacetatovy extrakt roztoku TBP
ve stejném zdkladnim elektrolytu. Na chromatogramu
extraktu elektrolyzatu nebyly kromé piku ptivodniho TBP
pozorovany zadné dal$i vyraznéjsi piky. Chromatogram
povlaku rozpusténého z elektrody (obr. 3) poskytl kromé
piku TBP (¢ = 16,40 min) intenzivni pik v retencnim case
27,55 min a mensi pik v ¢ase 26,38 min. Na zaklad¢ hmot-
nostnich spekter byly navrzeny strukturni vzorce produktt
oxidace TBP (obr. 4).

Zaveér

TBP podléhd anodické oxidaci v Sirokém aciditnim
rozmezi. V alkalickém prostfedi, kde je TBP ve forme¢
aniontu, probiha oxidace snaze, tj. pfi niz§im potencialu.
Fenoxylovy radikal vznikajici pti anodické oxidaci’ podlé-
ha naslednym reakcim, zejména dimeraci spojené se sub-
stituci atomu Br. Nékteré oxidacni produkty jsou reduko-
vatelné na elektrodé ze skelného uhliku. Pfi elektrolyze na
velkoplo$né platinové elektrodé jsou hlavnimi produkty
dimerni slouceniny, které se silné adsorbuji na povrch
elektrody. Strukturni vzorce dvou hlavnich oxidacnich
produktii byly navrzeny na zakladé jejich hmotnostnich
spekter.

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a telovychovy Ceské republiky (projekt

MSM 6198959216) a Univerzitou Palackého (studentsky
projekt PRF 2010 _028).
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Obr. 3. Chromatogram oxidacnich produkti TBP adsorbovanych na Pt-elektrodé
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Uvod

Pro Gispésnou 1éEbu pacienta je nutna spravna a vcas-
na diagnéza onemocnéni. O uspéSnosti 1éCby rozhoduje
chod pacienta k oSetfujicimu 1ékafi a stanoveni rychlé
a spravné diagnozy lékafem. VySetfeni a naslednd 1écba se
fidi zobecnénymi postupy a jen velice malo se piihlizi
k individudlnimu stavu organismu jedince a jeho specific-
kym vlastnostem (v€k, pohlavi, vyska, vaha, strava, Zivot-
mocnéni mit i fatalni nasledky. Nedostatky téchto postupt
pfi vySetfeni a nasledné samotné terapii se snazi fesit tzv.
personalizovana medicina, kterd se neomezuje jen na hle-
dani novych, rychlych a v€asnych postuptt diagnoz, ale
i monitoruje pribéh samotné 1écby, kterou upravuje podle
specifické odpovédi organismu pacienta na danou terapii.
Personalizovand  medicina  vyuzivd  genomickych
a molekularnich analyz télnich tekutin (moc, plasma, kon-
denzat vydechovaného vzduchu, mozkomis$ni mok)
a tkani'. Pro jeji §ir&i rozsifeni do rutinni 1ékatské praxe je
potieba vytipovat specifické latky charakteristické pro
konkrétni onemocnéni — tzv. “biomarkery*’ a vytvofit
vhodnou standardizovanou analytickou metodu pro jejich
detekei a kvantifikaci. V. neddvné dobé& byly pro fadu ne-
moci vytipovany vhodné biomarkery, které vznikaji
v pribéhu daného patologického procesu. Pti kvantifikaci
téchto biomarkerti v krevni plazmé anebo mo¢i jsou ziska-
né informace vétSinou odrazem patologického procesu
odehravajiciho se v ramci celého organismu. Naproti tomu
analyza specifickych télnich tekutin (napf. kondenzét vy-
dechovaného vzduchu, mozkomis$ni mok) pfinési informa-
ci o déjich odehravajicich se na konkrétnim misté (plice,
centralni nervovy systém). V uvedenych télnich tekutinach
se sledované biomarkery vyskytuji ve velice nizkych kon-
centracich (femto-, pikogramy), coz spolu se znacnou
komplexnosti matrice klade vysoké naroky na vyvijené
analytické metody. Pfedkladand prace se zabyva pfipravou
a charakterizaci porovitych polymernich imunocastic
vhodnych k separaci biomarkerti z télnich tekutin a jako
mezikrok k pfiprave tzv. diagnostického prouzku, ktery by
se mél stat vhodnou pomickou pacientll pro orientacni
stanoveni biomarkerti v moci. Diagnosticky prouzek by
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umozhoval v€asné a snadné rozpozndni patologickych
procest odehravajicich se v organismu.

Principem je pfiprava polymernich imunocastic,
v jejichz struktufe jsou imobilizovany vysoce specifické
protilatky proti zvolenym antigenim (biomarkeriim). Zvo-
lené protilatky — primarni imunoglobuliny produkované B-
lymfocyty, jsou ptirozenou soudasti imunitniho systému’.
moku savcil jsou imunoglobuliny G (IgG). Jedna se o gly-
koproteiny slozené ze dvou lehkych a dvou tézkych fetéz-
¢t spojenych disulfidickymi mustky. Retézce protilatek 1ze
rozdélit na dvé podoblasti: variabilni ¢ast a konstantni ¢ast.
Variabilni oblast je zakoncena jedinecnou strukturou ra-
men, do kterych antigen zapada jako kli¢ do zamku*”.
Konstantni oblast 1ze modifikovat, aniz by doslo
k ovlivnéni vazebné schopnosti protilatky vici danému
antigenu, a vyuzit k imobilizaci na rizné nosi¢e®. Této
skutecnosti bylo vyuZito pfi vyvoji polymerniho materialu,
v jehoz struktufe jsou zakotveny uvedené protilatky tak,
aby nedoslo ke ztraté jejich biologické aktivity. Zaroven je
struktura polymeru vytvofena tak, aby pory polymeru spl-
novaly podminky nemoznosti prichodu protilatky
z polymerniho materialu do biologické matrice a zaroven
snadné difuze biomarkeru k zakotvené protilatce
s minimalnim difuznim omezenim.

Vazebna mista antigenu

»
»

Variabilni
oblast ™=

Disulfidové
. miustky

Fab fragment

-t

oblast

Fc fragiment

Sacharidova ]
cast retézce

COOH COOH v

Obr. 1.Schéma protilatky imunoglobulinu

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Polyvinylalkohol (PVA), polyethylenglykol (PEQG),
deionizovana voda, protilatky proti 8-isoprostanu (IgG),
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8-isoprostaglandin Fy,, fosfatovy puftr, boratovy puft, siran
sodny (Aldrich, USA).

Ptiprava polymernich nosict

PEG byl rozpusttn v  deionizované vodé
a za soucasného zahiivani byl postupné pfimichavan PVA.
Smés byla zahfivana na teplotu 95-98 °C na vodni lazni,
dokud nedoslo k vyceteni roztoku. Po vychladnuti smési
na teplotu 35 °C byly do viskozniho gelu vneseny protilat-
ky. Nasledujicim krokem byla samotna pfiprava polymer-
nich Castic. Smés byla nanesena ve tvaru ¢ocek na predem
zvéazenou Petriho misku. Cocky byly vysuseny na defino-
vanou hmotnost a promyty fosfore¢nanovym pufrem. Pro-
mytim ¢astic doslo k jejich rebobtnani a k vymyti PEG ze
struktury, ¢imz bylo docileno poZadované porézni struktu-
ry. Takto pfipravené polymerni imunocastice byly pouzity
k samotné separaci biomarkert z télnich tekutin. Vlastni
imunoseparace pak byla realizovana nasledujicim zpiso-
bem: castice byly pfidany k analyzovanému vzorku (télni
tekutiny — mo¢, krevni plazma, dechovy kondenzat ad.),
kde doSlo k vytvofeni komplexu mezi antigenem
a protilatkou. Castice s vytvofenym komplexem byly sepa-
rovany z Dbiologické matrice kombinaci centrifugace
a dekantace. Separované Castice obsahujici komplex anti-
gen — protilatka byly po promyti vodou vlozeny do roztoku
glycinu (100 mM), ¢imz doslo k rozvolnéni komplexu
a uvolnéni antigenu (sledovany biomarker) do roztoku,
ktery byl pouzit pro HPLC/MS kvalitativni a kvantitativni
analyzu. Polymerni imunocastice byly po regeneraci znovu
pouzity k dalSi separaci bez vyraznéjsi ztraty vazebné ka-
pacity. Pro kvantifikaci bylo vyuzito principu fedéni vzor-
ku isotopicky znaCenym standardem biomarkeru (Stable-
Isotope Dilution Assay).

Vysledky a diskuse

Stézejni ¢ast predkladané prace byla vénovana piipra-
v¢ a optimalizaci parametrl pfipravy polymernich imuno-

PVA/PEG

Obr. 2. Stanoveni optimalniho poméru vychozich surovin
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Castic, pticemz byly monitorovany kroky, které by mohly
zpusobit zejména deaktivaci (denaturaci) protilatky (napf.
teplota potiebna k polymeraci monomerd, pH, pfitomnost
soli ad.).

Prvnim ze zkoumanych parametrii piipravy byl pomér
vychozich latek pro pfipravu polymernich ¢4stic, tj. pomér
deionizované vody, PVA a PEG. Experimentalné¢ bylo
zjisténo, ze optimalni pomér PVA a vody pro pfipravu
polymernich ¢astic je 1:5 (za konstantniho mnozstvi PEG).
Dtvodem ke stanoveni tohoto poméru byl fakt, Ze pii niz-
ké teploté¢ nutné k pridavani protilatek do polymerniho
roztoku a nasledném tuhnuti se vyskytly dva problémy —
(1) v ptitomnosti vétsiho mnozstvi vody ve smési nedo-
chazi ke tvorb¢é gelu a naopak (2) pfi malém mnozstvi
vody roztok tvoii pevnou fazi, kdy je principialné nemoz-
né vneseni protilatky (viz obr. 2).

Dalsim ze zkoumanych parametrd byl vliv pouZzitého
roztoku na rebobtnani polymernich ¢astic po vysuSeni.
Bylo zjisténo, Ze roztok musi mit vhodné pH, aby nedoslo
ke ztraté biologické aktivity protilatek. Rovnéz bylo zjiste-
no, ze pH ma vyrazny vliv na stabilizaci povrchu polymer-
nich ¢ocek a vznikajici morfologii polymeru, kdy jemnym
ladénim hodnoty pH lze ovliviiovat difuzni vlastnosti pfi-
pravené¢ho materialu. Zkoumanymi roztoky byla voda,
roztok siranu sodného, fosforecnanovy a bordtovy pufr.
Jako optimalni se osvédcil roztok siranu sodného.

Polymerni ¢astice byly charakterizovany i fadou in-
strumentalnich technik. Pfi FTIR analyze (v kombinaci
s mikroskopickym nastavcem) bylo potvrzeno, ze z ¢ocek
se v pribéhu rebobtnani vymyva PEG a cela kostra poréz-
ni Castice je tvofena pouze zesitovanym PVA. Metodou
konfokalni mikroskopie a TEM (mikrotfezy polymeru) byl
analyzovan povrch Castic a tim potvrzen poérovity povrch,
stejné jako stanovena zavislost distribuce velikosti port na
podminkdch ptipravy.

Funkcnost ¢ocek byla ovéfena separaci biomarkeri
z komplexnich biologickych matric, pficemz obsahy mar-
kerti byly nasledné stanoveny vyvinutou HPLC/MS analy-
zou. U polymernich imunocéstic byly stanoveny nasleduji-
ci parametry: (/) vazebna kapacita a (2) optimalni cas

B & - :
N i nelze pfipravit
/. m . .
v optimalni pomér
'ﬁ{\c}:\"’p ¥ nelze pfipravit
\'LE'Q“\%
NS
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Obr. 3. Stanoveni optimalniho ¢asu extrakce ¢asticemi

imunoextrakce biomarker z roztoku (viz obr. 3). Jako
optimalni ¢as imunoextrakce byla stanovena doba 60 min.
Po uplynuti této doby dochazi ke snizovani detegovaného
mnoZzstvi 8-isoprostanu, které je zplsobeno jeho teplotni
labilitou za laboratornich podminek.

Vysledky klinické studie potvrdily funkénost Cocek
i na realnych vzorcich. Byly zkoumany 3 skupiny pacien-
td: osoby s diagndzou silikdza, azbestdza a kontrolni sku-
pina zdravych jedinct. Jako paralelni vystup predkladané
prace byl v klinické studii potvrzen zvyseny vyskyt bio-
markeru 8-isoprostanu u  pacientd diagnostikovanych
s vySe uvedenymi onemocnénimi oproti zdravym jedin-
cim.

Zavér

Byly vytvoteny porézni polymerni imunocastice urce-
né k separaci biomarkerti z télnich tekutin. Jejich funk¢-
nost byla potvrzena klinickou studii. Vyhodou téchto poly-
mernich ¢astic je snadné manipulace, jednoducha pfiprava,
vysoka efektivita a biokompatibilita materidlu s télnimi
tekutinami (nedochdzi k degradaci protilatek). Na této
praci se bude dale intenzivné pracovat ve snaze vyvinout
tzv. diagnosticky prouzek, ktery by slouZil jako orienta¢ni
pomicka nejen pro 1ékate, ale i pro laickou vetejnost. Ci-
lem je vytvofit nastroj personalizované mediciny, ktery by
jedinciim s predispozici k uréitym onemocnénim dovolo-
val monitorovat pfitomnost uréitych biomarkeri ve snadno
odebiratelnych télnich tekutinach (moc, sliny ad.), pti¢emz
nakladny analyticky detekéni systém by mél byt nahrazen
kolorimetrickou zmé&nou probéhnutou v polymernim mate-
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ridlu v pripadé pozitivni reakce protilatka-biomarker
(vyvazani barviva z protilatek v disledku vyssi afinity
biomarkeru k protilatce), coz by poskytnulo jasny signal
k navstéve 1ékare.

Na zavér bych chtéla podékovat Ing. Janu Mernovi,
PhD. za laskavé konzultace v oblasti chemie polymeril.
Tato prdace byla financné podporovana Interni grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvi (IGA MZ NS/10298-
3/2009) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
(MSM 604 613 7301).
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Uvod

Motorova nafta ma stejné jako benzin ukazatel kvali-
ty. Tomuto parametru se fika cetanové cislo (CN). Na
cetanovém Cisle zavisi spousta parametriit motoru, jako je
studeny start, emise, hlu¢nost motoru nebo spotieba pali-
va. ProtoZe rostou pozadavky na emisni normy a spotiebu,
je tfeba zvySovat i cetanové ¢islo nafty. Pro budoucnost je
nutné, aby cetanové Cislo nafty bylo minimalné¢ 56. Pro-
cesné toho lze dosdhnou napi. dearomatizaci, jenZe to je
dost obtizné. Proto se uplatiiuje pouzivani aditiv' ™.

Existuji dva zékladni druhy aditiv pro zvySeni cetano-
vého cisla. Jsou to nitraty a peroxidy. Ob¢ skupiny latek
jsou silnymi oxidovadly poskytujicimi volné radikély.
Tyto radikaly nastartuji reakci nafty pii startu, a urychluji
tak vlastni start motoru'.

2-EHN je nejcastéji uzivanym aditivem. Do nafty se
pridava v koncentracich 0,03-0,4 % (v/v) (cit.*). Koncent-
race 2-EHN se v CR stanovuje metodou podle statni nor-
my”. Tato metoda je zaloZend na hydrolyze nitratu silnou
kyselinou. Uvolnéna kyselina dusi¢na se necha reagovat
s 2,4-dimethylfenolem. Reak¢ni produkt se extrahuje
2,2 4-trimethylpentanem a poté hydroxidem sodnym. In-
tenzita zabarveni se méfi pfi 452 nm.

Cilem této prace je nalezeni alternativni metody pro
metodu normovanou, ktera je ¢asoveé velice narocna.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Kyselina sirova (96%) a hydroxid sodny p.a. (Penta,
Chrudim, CR), kyselina octova p.a. a propan-2-ol p.a.
(Lach-Ner, Neratovice, CR), 2-ethylhexylnitrat (97%),
2,4-dimethylfenol  (98% ), o-nitrotoluen a 2,2.4-
trimethylpentan  (spectrophotometric  grade) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko), Cista nafta bez obsahu
nitratd (Paramo, Pardubice, CR).
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Instrumentace a chromatografické podminky
pro HS-GC/MS

Pro praci byl pouzit plynovy chromatograf GC-17A
spojeny s hmotnostnim detektorem QP 5050A (Shimadzu,
Tokio, Japonsko) a autosampler Pal-Combi (CTS Analy-
tics, Zwingen, Svycarsko). Chromatograf byl vybaven
kolonou DB5-MS, délka 30 m, vnitini pramér 0,25 mm,
tloustka filmu 0,25 pm (J&W Scientific, Folsom, CA,
USA). Jako nosny plyn bylo pouzito helium 5.0 (Linde,
Praha, CR) s konstantni linearni rychlosti 30 cm s™'. Na-
stiikovy port byl vyhtivan na 180 °C, interface na 230 °C.
Kolona byla zahtivana podle nésledujiciho teplotniho pro-
gramu: 100 °C (10 min), 25 °C min™" — 280 °C (13 min).

Jako vnitfni standard byl pouzit o-nitrotoluen. Jako
reak¢ni plyn pro chemickou ionizaci byl pouzit methan 3.5
(Linde, Praha, CR)

Instrumentace a chromatografické podminky
pro MDGC/MS

Byla pouzita sestava dvou plynovych chromatograft
GC-2010 spojenych s hmotnostnim detektorem GCMS-
QP2010 Plus a autosamplerem AOC-20i (Shimadzu, Tokio,
Japonsko). K separaci v prvni dimenzi byla pouzita kolona
DB5-MS a teplotni program: 150 °C (8 min), 25 °C min™"
do 280 °C (17 min). Nasttikovy port byl vyhiivan na 180 °C,
FID na 295 °C. Ve druhé dimenzi byla pouZita kolona HP-
INNOWAX a teplotni program: 50 °C (5 min), 10 °C min™'
do 150 °C (15 min).

Stanoveni 2-EHN normovanou metodou

Nejprve byla sestavena kalibracni kiivka. Do 100ml
odmémeé bariky bylo odpipetovano 1; 3; 5; 8 a 10 ml 2-EHN
a batika byla doplnéna ¢istou naftou. 1 ml tohoto roztoku
byl pteveden do 10ml odmérné banky a ta byla doplnéna
propan-2-olem. 1 ml pfipraveného roztoku by preveden do
délici nalevky a byl pfidan 1 ml 4% roztoku dimethylfeno-
lu v kyselin€ octové a 40 ml kyseliny sirové (500 ml kon-
centrované kyseliny sirové + 270 ml vody). Roztok byl
30 min protfepavan na tfepacce (250 kmitli za minutu)
a poté bylo pfidano 25 ml trimethylpentanu. Po 1 min tie-
pani bylo pridano 25 ml destilované vody a opét 1 min
ttepano. Poté bylo pfidano 10 ml roztoku hydroxidu sod-
ného (50 g NaOH v 1000 ml vody) a cela smés byla 1 min
ttepana. Vodna faze byla ptrevedena do kyvety a byla zmé-
fena absorbance pfi 452 mn.

Optimalizace HS podminek

Pro optimalizaci podminek pro HS byl pouzit redlny
vzorek motorové nafty se zndmym obsahem 2-EHN
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(0,15 % (v/v) — urceno normovanou metodou). Optimali-
zovanymi podminkami byly teplota a doba inkubace
a objem vzorku.

Validace metod

Linearita kalibracni kfivky byla stejn¢ jako u normo-
vané metody sledovana v koncentra¢nim rozsahu 0,03 az
0,3 % (v/v) 2-EHN v motorové nafté. Kalibrace byla pfi-
pravena pfidavanim standardu 2-EHN do nitratl prosté
nafty v koncentracich 0,03; 0,09; 0,15; 0,24 a 0,3 % (v/v).
Kazdy kalibra¢ni bod byl ptipraven Sestkrat. Jako kalibrac-
ni zavislost byl do grafu vynasen pomér ploch pik 2-EHN
a vnitiniho standardu v zavislosti na koncentraci 2-EHN.

Dale byla ovéfena piesnost a spravnost obou metod
a byl urCen limit detekce a kvantifikace.

Analyza vzorkl
Aby bylo mozné vyhodnotit pouzitelnost navrhova-
nych chromatografickych metod pro kvantifikaci 2-EHN

v nafté¢ pro bézné pouziti, byly tyto metody pouzity na
analyzu uméle obohacenych vzorkli motorové nafty.

(00, 008)
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Vysledky a diskuse

V této praci bylo provedeno porovnani novych metod
pro stanoveni alkylnitrati v motorové naft¢ s metodou
normovanou. Nejprve byly optimalizovany chromatogra-
fické podminky. Jedinym problémem byla detekce. Jak je
vidét na obr. 1, EI detekce neni ani v SIM modu dostatec-
n¢ citliva. Nafta je velice slozitd matrice, a proto je pii EI
ionizaci vysokd odezva pozadi. To znemoziuje vlastni
detekci nitratd.

Proto byla pouzita chemicka ionizace s methanem
jako reakénim plynem. Tento typ ionizace redukuje pocet
detegovanych latek pouze na pik 2-EHN a pik vnitiniho
standardu (obr. 2).

Optimalizace podminek pro HS-GC/MS

Optimalizace doby inkubace

Jako prvni parametr HS podminek byla optimalizova-
na doba inkubace. Optimalizace byla provadéna v rozsahu
10-50 min s krokem 10 min. Z obr. 3 je vidét, ze plocha
piku roste do tficaté minuty. Po této dob¢ je plocha piku
témef konstantni.
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Obr. 1. GC analyza realného vzorku motorové nafty s pouZitim MS detekce (EI-SIM)
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Obr. 2. GC analyza realného vzorku motorové nafty s pouzitim MS detekce (NCI-SIM)
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Obr. 3. Optimalizace doby inkubace (objem vzorku 5 ml, teplota 60 °C)
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Obr. 4. Optimalizace teploty inkubace (objem vzorku 5 ml, ¢as 30 min)
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Obr. 5. Optimalizace objemu vzorku (teplota 100 °C, ¢as 30 min)

Optimalizace teploty inkubace

Druhym optimalizovanym parametrem HS podminek
byla teplota inkubace. Teplota byla optimalizovana
v rozsahu 40—-100 °C s krokem 10 °C. Z obr. 4 je patrné,
ze plocha piku 2-EHN roste v celém rozsahu optimalizace.
Teplota vyssi nez 100 °C by mohla byt pro inkubaci lepsi,
ale z bezpecnostnich divodii nebyla radéji zkousena.
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Optimalizace objemu vzorku

Poslednim parametrem v optimalizaci HS podminek
byl objem vzorku. Vliv objemu vzorku byl ovéfovan
s optimalizovanou teplotou a dobou inkubace v rozsahu 1
az 5 ml s krokem 1 ml. Na obr. 5 je vidét, ze plocha piku
roste v celém testovaném rozsahu. Pro vlastni praci bylo
vybrano 5 ml vzorku. Vétsi objem vzorku by pravdépo-
dobné poskytl vétsi pik, ale z diivodu redukce potiebného
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mnozstvi vzorku toto nebylo dale testovano.
Optimalizace MDGC/MS

Optimalizace podminek pro MDGC spocivala
v nalezeni vhodného teplotniho programu na obou kolo-
nach. Na kolonu prvni byl pouzit teplotni program podob-
ny programu pro stanoveni pomoci HS-GC/MS, jen byl
urychlen zvySenim pocatecni teploty. Retenc¢ni Casy sledo-
vané latky a vnitiniho standardu v prvni dimenzi byly ur-

100,000}
8 hrematya
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¢eny pomoci standardd (obr. 6). V uzkém okoli téchto Cast
byly provedeny vyiezy (obr. 7), které byly odeslany na
druhou kolonu. K detekci ve druhé dimenzi byl pouzit
hmotnostni detektor (obr. 8).

Validace chromatografickych metod
Obsah 2-EHN ve vzorcich motorové nafty byl u obou

novych metod urCovan metodou kalibracni kiivky. Jak je
uvedeno v Experimentalni ¢asti, byla sestavena pétibodova
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Obr. 6. Analyza standardu 2-EHN a o-nitrotoluenu (1. dimenze, FID); 1: 2-EHN, 2: o-nitrotoluen

e
34
o
g 3
[+]
o
2
5
]
BT
5 ;
=] a | llL (\ ﬂ LA ‘ 50
| V‘J\J} MJL\‘ Rf\" .\JL\; i 1J MJWJL‘]L,\J
b J ¥ L\«‘l‘\d\ J
25 50 75 [ 5 150 75 708 ED 75 n

ni ]
Retention time [min]

Obr. 7. Analyza vzorku nafty s vnitfnim standardem (1. dimenze, FID, vyfezy odeslané na druhou kolonu)
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Obr. 8. Analyza vzorku nafty s vnitFnim standardem (2. dimenze, SIM-MS); 1: 2-EHN, 2: o-nitrotoluen
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Tabulka I

Analyza vzorkli motorové nafty — vysledky ziskané jednotlivymi metodami

Metoda L-L Chyba HS-GC/MS Chyba MDGC/MS Chyba
Koncentrace (% extrakce (%] (%] (%]
vv))

0,06 0,0630 4,98 0,0549 -8,43 0,0628 4,72
0,10 0,0961 3,95 0,1114 11,40 0,1048 4,85
0,12 0,1322 10,16 0,1316 9,69 0,1288 7.3
0,12 0,1672 11,45 0,1441 -3,92 0,1576 5,09
0,20 0,1865 6,77 0,2257 12,83 0,2072 3,61

kalibrace. Linearita byla sledovana v rozsahu 0,03-0,3 %
(v/v) 2-EHN. Obé kalibracni kiivky byly v tomto rozsahu
linearni s korela¢nim faktorem 0,9971 (HS-GC/MS), resp.
0,9995 (MDGC/MS). Zaroven byly urceny limity detekce
(0,009 % (v/v)) a kvantifikace (0,03 % (v/v)). Témito me-
todami by $lo dosdhnout mnohem nizsich koncentraci, ale
protoze v praci se vyslo z normovaného postupu pro stano-
veni nitratt, byla i kalibrace provedena podle této normy,
tzn. v normovaném rozsahu koncentraci.

Analyza vzorki

PouZitelnost chromatografickych metod pro analyzu
obsahu nitrati v motorové nafté byla ovéfena na uméle
obohacenych vzorcich motorové nafty. Ziskané vysledky
shrnuje tab. 1.

Zavér

Byly vyvinuty a validovany dvé nové metody pro
stanoveni 2-EHN v motorové nafté. Prvni metodou je HS-
GC/MS s negativni chemickou ionizaci, druhou je MDGC/
MS s klasickou elektronovou ionizaci. V porovnani
s normovanou metodou obé metody redukuji pfipravu
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vzorku pro analyzu pouze na pridavek vnitiniho standardu.
Proto jsou mnohem rychlejsi a snadnéjsi a méné nachyl-
n¢j$i na chyby v procesu pfipravy vzorku. Pouzitelnost
obou chromatografickych metod bude dale zkoumana pfi-
mo na realnych vzorcich motorové nafty, odebrané ze
stojanu benzinové pumpy.

Tato prdce vznikla za financni podpory Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekt
MSM 0021627502).
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Uvod

Bromované retardatory hoteni (BFR) a perfluorované
slouceniny (PFC) patii mezi perzistentni halogenované
kontaminanty, které jsou v soucasnosti hojné sledovany
jak v Zzivotnim prostiedi, tak v potravindch. Tyto latky
vznikaji antropogenni ¢innosti. BFR se pouzivaji k preven-
ci vzniku pozard. Jednd se o pomérné pestrou skupinu
latek vyznacujici se vysokou stabilitou a bioakumula¢nim
potencidlem'. PFC se vyuZivaji napt. pii vyrob& pokovo-
vanych predmétd, ve fotografickém pramyslu nebo jako
aditiva do hasicich pén a hydraulickych kapalin. Jedna se
o chemicky inertni latky rezistentni hydrolyze, fotolyze
a biodegradaci. PFC jsou povrchové€ aktivni latky, zaroven
oleofobni i hydrofobni. Diky vyssi polarité¢ se vazi zejmé-
na na proteiny a kumuluji se pfedev§im v krevni plasmeé
a v jatrech’. Hlavnim zdrojem expozice &lovéka BFR
1 PFC je dietarni pfijem (ryby, tu¢né potraviny), déle inha-
laci a dermalni pifjem>’. V posledni dobé jsou tyto latky
v centru pozornosti nejen v Evropé, ale i USA a Kanadé.

Obr. 1. Piehled vzorkovanych lokalit
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Evropsky trad pro bezpefnost potravin (EFSA) vydal
v minulém roce doporuceni sledovat vyskyt PFC i BFR,
véetné jejich metaboliti v potravinach pro ziskani infor-
maci o expozici ¢loveka.

Cilem této studie bylo zjistit kontaminaci vodniho
ekosystému Ceské republiky vybranymi zastupci obou
skupin, tj. BFR a PFC, kdy jako vhodné bioindikatory
zneCisténi byly vyuzity rizné druhy ryb. Pro stanoveni
organohalogenovanych polutanti ve svaloviné ryb byla
pouzita nove vyvinuta analyticka metoda zalozena na mo-
difikovaném extrakénim postupu QuEChERS (akronym
z Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). Pred-
nosti metody jsou rychlost, nizké naklady na piipravu
vzorku a predevs§im soucasné stanoveni obou skupin ana-
lytd s detekénimi limity na hladin€ jednotek az desitek
ng kg™'. K dosaZeni takto nizkych detekénich limitd je
ucinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC) ve spojeni
s novou generaci hmotnostnich spektrometrii na principu
trojitého kvadrupolu (MS/MS).

Experimentalni ¢ast
Analyzované vzorky

V ramci této studie byly odloveny rtizné druhy ryb ve
vybranych oblastech na 2 nejvétsich fekach CR, sledovano
bylo 5 lokalit na fece Labe a 3 lokality na Vltavé. Dale
byla vzorkovana lokalita Trmice (Bilina), kde byla jiz
v predchozich letech zjisténa vyssi hladina PFOS (viz
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obr. 1). Celkem bylo analyzovano 59 vzorku rybi svalovi-
ny. Nejcastéji vyskytujici se rybi druh byl jelec tloust
(25 vzorki), cejn velky (23), dale bolen dravy (4), plotice
obecna (3), karas obecny (2), kapr obecny (1), ostroretka
stéhovava (1).

Sledované latky

V pribéhu této prace bylo sledovano celkem 32 ana-
lytt, 25 ze skupiny PFC a 7 BFR (viz tab. I).

Tabulka I
Piehled sledovanych analyti
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Analyticka metoda

Pro extrakci analytl ze svaloviny ryb byla pouzita
modifikovand metoda QuEChERS. Extrakce zahrnuje
nekolik krokd spocivajicich v izolaci analytii acetonitri-
lem, jejich vysoleni do organické faze po pridavku NaCl
a MgSO,, precisténi extraktu pomoci disperzni SPE
s vyuzitim C18 sorbentu a zakoncentrovani ptreci§téného
vzorku na rotatni vakuové odparce. Po rozpusténi
v acetonitrilu a prefiltrovani pfes mikrofiltr je vzorek pfi-
praven na LC-MS analyzu.

# Analyt

1 PFC PFCA C4 PFBA kyselina perfluorobutanova

2 Cs PFPeA kyselina perfluoropentanova

3 C6 PFHxA kyselina perfluorohexanova

4 C7 PFHpA kyselina perfluoroheptanova

5 C8 PFOA kyselina perfluoroktanova

6 9 PFNA kyselina perfluorononanova

7 C10 PFDA kyselina perfluorodekanova

8 Cl11 PFUdA kyselina perfluoroundekanova

9 C12 PFDoA kyselina perfluorododekanova

10 Cl13 PFTrDA kyselina perfluorotridekanova

11 Cl4 PFTeDA kyselina perfluorotetradekanova

12 CI15 PFPeDA kyselina perfluoropentadekanova

13 C18 PFODA kyselina perfluorooktadekanova

14 PFSA C4 PFBS perfluorobutansulfonova kyselina

15 C6 PFHxS perfluorohexansulfonova kyselina
16 C8 PFOS perfluoroktansulfonova kyselina

17 C10 PFDS perfluorodekansulfonova kyselina
18 PFAPA C6 PFHxPA kyselina perfluorohexylfosfonova

19 C8 PFOPA kyselina perfluorooktylfosfonova
20 C10 PFDPA kyselina perfluorodecylfosfonova
21 FOSA, C8 FOSA perfluoroktansulfonamid
22 FOSE C8 N-MeFOSA N-methylperfluoro-1-oktansulfonamid
23 C8 N-EtFOSA N-ethylperfluoro-1-oktansulfonamid
24 C8 N-MeFOSE 2-(N-methylperflouro-1-oktansulfonamid)-ethanol
25 C8 N-EtFOSE 2-(N-ethylperflouro-1-oktansulfonamid)-ethanol
26 bromované metabolity bromované fenoly 2.,4,6-tribromfenol
27 latky 2,4-dibromfenol
28 pentabromfenol
29 tetra Br OH-BDE #47,49, 68
30 penta Br OH-BDE #99
31 BFR HBCD hexabromcyklododekan
32 TBBPA tetrabrombisfenol A

s52



Chem. Listy 105, s51—s54 (2011)

Analytickd koncovka byla ultra U¢inna kapalinova
chromatografie na piistroji Acquity UPLC™ (Waters,
USA) s kolonou Acquity UPLC HSS T3
(100 mm x 2,1 mm x 1,8 pm) ve spojeni s hmotnostni
detekci na hmotnostnim analyzatoru QTRAP® 5500 Sys-
tems, AB Sciex (Kanada) s ionizaci elektrosprejem
v zaporném modu. K eluci analytl byla pouzita gradiento-
va eluce s mobilni fazi 5 mM octan amonny ve vodé
a methanol. Nésledovala hmotnostni detekce.

Vysledky a diskuse

Z celkového poctu 32 sledovanych analyti nebylo
detegovano v zadném vzorku 15 analyt (6 BFR a 9
PFC). Ve vsech vzorcich byly detegovany C9-C14
perfluorované karboxylové kyseliny (PFCA), PFOS,
FOSA a a-HBCD. PFOS se vyskytoval na vyrazné¢ vys-
sich hladinach (1,4-85,3 ug kg™') v porovnéani s dal§imi
sledovanymi polutanty PFCA (1,4-40,2 pg kg™"), FOSA
(0,01 —4,0 ugkg™") a HBCD (0,4-1,9 pg kg ™).

Obr. 2 dokumentuje hladiny nejvice zastoupenych
polutantii ve vSech 9 monitorovanych lokalitach.
Z vysledkt vyplyva, Ze po toku Vltavy koncentrace latek
nartista, naopak v pfipadé Labe obsah polutantli v rybach
odebiranych po toku feky spise kolisa (s vyjimkou PFOS,
jehoz koncentrace po toku nardstd). Nejméné kontamino-
vanou lokalitou je dle ocekavani Hluboka nad Vltavou
(Vltava), ktera byla vybrana jako kontrolni (¢istd) lokalita.
Nejvice zatizenou oblasti byly Trmice (Bilina), u které
byly potvrzeny vysoké mnalezy PFC zjisténé uz
v predeslych studiich. Predevsim hladiny analytu PFOS
byly v této lokalité vysoké. Vysoka kontaminace perfluo-
rokarboxylovymi kyselinami byla zjisténa v prvni sledova-

Hluboka n. V.

Praha Sedlec

Hradec Kralove

Vlitava

W suma HBCD

FOSA MsumaPFCA  EPFOS
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né lokalité na Labi — Verdek. Vzhledem k tomu, ze PFC se
v CR nevyrdbély, ani nevyrabé&ji a ani neni pfesné znidmo
jejich pouziti na naSem uzemi, nelze zatim presné urcit
misto pivodu / Gniku téchto latek, coz bude predmétem
dalsiho vyzkumu.

V pribehu studie nebyla porovnavana pouze kontami-
nace v jednotlivych lokalitach, ale i v riznych druzich ryb,
jak je ukazano na obr. 3 na piikladu oblasti Praha — Sedlec
(Vltava). Z obrazku je patrné, ze mezi 4 odlovenymi druhy
ryb byly velké rozdily v hladinach vSech skupin polutant,
nejvyssi obsah sledovanych latek byl zjistén v kapru obec-
ném a bolenu dravém.

Zavér

Jedna se o prvni kompletni studii provedenou v CR
sledujici vyskyt PFC v tomto rozsahu a rovnéz vétSina
BFR byla sledovana poprvé. Nejcastéji se vyskytujicim
analytem byl PFOS, dale perfluorované karboxylové kyse-

ng/kg

W suma HBCD
m FOSA

suma PFCA
B PFOS

Obr. 3. Hladiny jednotlivych skupin polutanti v riznych dru-
zich ryb v lokalité Praha — Sedlec (Vitava)

soutok s Bilinou
Bilina-Trmice

Labe

Obr. 2. Vyskyt jednotlivych skupin polutanti ve v§ech monitorovanych lokalitach na Vitavé a Labi
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liny, FOSA a HBCD. Byla potvrzena vysoka kontaminace
PFOS v lokalit¢ Trmice (Bilina) a nové identifikovana
zatéz v lokalit¢ Verdek (Labe), kde byly zjistény vysoké
hladiny PFCA. V ptipadé¢ HBCD nebyly mezi jednotlivy-
mi misty CR velké rozdily.

Tato studie byla realizovana za podpory Ccesko-
norského projektu  EMERCON (¢. A/CZ0046/2/0026),
grantu MSM 604637305 Ministerstva Skolstvi, mladeze a
télovychovy Ceské republiky a EU projektu (7FP) PERFO-
OD (227525).
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VALIDACE FOTOMETRICKYCH STANOVENi DpSITANI"J A CHSK-CR POMOCI
SETU SPECTROQUANT® V ZASOLENYCH VODACH

VERA PILAROVA, JOSEF TROGL a VACLAV
SYNEK

Katedra technickych véd, Fakulta Zivotniho prostredi,
Univerzita J. E. Purkyné v Usti n. L.
Krdlova vysina 3132/7, 400 96 Usti nad Labem

Uvod

Stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK)
i dusitanti patii mezi zakladni ukazatele hodnoceni biolo-
gického cisténi odpadnich vod (OV). Pro analytické meto-
dy existuji limitujici podminky (rusivé vlivy), které je
tieba pro ziskani spolehlivého vysledku respektovat. Zvy-
Senou pozornost je tieba vénovat rozborim OV, u kterych
mize byt matrice atypicka nebo proménliva. Nase praco-
vi§t€ se jiz nckolik let podili na aplikovaném vyzkumu
biologického odstrafiovani dusiku z vod pomoci mikroor-
ganisml imobilizovanych do polyvinylalkoholové matrice
(Biotechnologie lentikats) se zaméfenim na vody
s vysokou salinitou (eludty iontoménicovych kolon, OV
z odsifovani spalin)'. Pii experimentech jsou sledovany
koncentrace NO;, NO,, rozpusténého O,, pH, teplota
a obsah organickych latek (CHSK), které jsou limitujicimi
faktory denitrifikace. Pro stanoveni téchto parametrd bylo
nutné zvolit takové analytické metody, které poskytuji
vysledky s potfebnou piesnosti a spravnosti s pfihlédnutim
k matrici vzorkd, vybaveni laboratofe, ndro&nosti analyz’

Tabulka I

apod. Pro NO, a CHSK-Cr bylo vybrano spektrofotomet-
rické stanoveni pomoci komercnich analytickych souprav
MERCK Spectroquant (Test pro stanoveni dusitanii
v morské vodé, rozsah 0,07 az 3,28 mg 1”' NO,, k.&.:
1.14776.0002, Test pro stanoveni CHSK, roztok A + B, pro
rozsah 10 az 150 mg 1!, k.¢.: 1.14538.0065 + 1.14682.0495).

Cilem prace byla validace téchto metod pro Ucely
monitorovéani denitrifikace v zasolenych vodach (20 g 1™
NaCl+2 g1 Na,SO,, NO; az 10 g ', NO, az 2,5 g1™).

7 wr

Experimentalni ¢ast

Pro validaci byla provedena série méfeni zahrnujici
kalibra¢ni kiivky (KK) s odliSnym sloZzenim matrice
(tabulka I a II) a opakovana méfeni (10x) roztokd
s koncentracemi odpovidajicimi vybranym kalibra¢nim
bodim KK. S kazdou sérii méfeni bylo provedeno slepé
stanoveni. Roztoky byly pfipravovany fedénim standardnich
zasobnich roztokti (100 mg 1" NO,, resp. 1000 mg 1™
CHSK-Cr) a zasobnich roztokli pro simulaci matrice
(20 g 17" NaCl, 2 g I"' Na,S0,, 10 g "' NO3, 2 g I NO;).
Pro pfipravu roztokll byly pouzity chemikalie s Cistotou
p.a. (Lach-Ner), pfedem vysusené pifi 105 °C, a demine-
ralizovana voda (Demi Ultra 20, Goro). Absorbance rozto-
ki byla métena ve sklenéné kyveté s optickou drédhou 1 cm
pomoci spektrofotometru UV-VIS (Cary 50 Conc, VARI-
AN).

Z naméfenych absorbanci roztokt byly vyhodnoceny:

Stanoveni dusitantl — relativni vychyleni stfednich hodnot opakovatelnosti

Matrice métenych roztokt

Relativni vychyleni [%] *

NaCl Na,SO4 NO;5~ opakované méfené roztoky NO, [mg 1]

[mg/] [mg/] [mg/] 0,05 0,10 0,20 1,00
1 demineralizovana voda 4,90 1,18 -0,34 1,32
2 40 4 0 4.87 1,53 0,90 2,29
3 200 20 0 6.27 0,89 0,30 1,41
4 800 80 0 6,50 1,45 0,54 0,50
5 4 000 400 0 14,49 4,67 3,42 4,64
6 4 000 400 2 000 10,73 9.79 1.94 3.09
7 800 80 400 4.19 1,60 1,23 1,07
8 800 80 100 5.35 -0,33 -1,42 —0,44
9 800 80 20 4,77 -0,37 -0,25 -0,17

*RV=(x—r) /1 100 (x = aritmeticky primér hodnot opakovatelnosti, r = referen¢ni hodnota)



Chem. Listy 105, s55—s57 (2011)

Tabulka II
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Stanoveni CHSK, — relativni vychyleni stfednich hodnot opakovatelnosti

Matrice méfenych roztokt

Relativni vychyleni [%] *

NaCl Na,SO4 NO;~ NO, opakované méfené roztoky CHSK, [mg 17']
[mg/] [mg/] [mg/] [mg/] 20 250
1 0 0 0 0 —10,60 -3,24
2 2 000 200 0 0 -9.59 0,85
3 1000 100 0 0 4,44 -1,30
4 0 0 1 000 0 —14.83 -3,22
5 0 0 500 0 -2,89 -1,98
opakované méfené roztoky CHSK¢, [mg 17']
20 200
6 200 —10,52 -4,61
7 100 -16,74 -1,95

*RV=(x—r) /- 100 (x = aritmeticky primér hodnot opakovatelnosti, r = referenéni hodnota)

Korelace koncentraci a naméfenych absorbanci
jednotlivych bodl kalibracnich roztokd pro vsech-
ny druhy matrice (o = 0,05).

Pracovni rozsah metody, linearita porovnanim rezidu-
alniho souctu ¢tverci pfimkového a kvadratického
modelu (F-test, o= 0,05 a a. = 0,01) (cit.>*).
Selektivita porovnanim smérnice regresnich pfimek
s proménlivym slozenim matrice s regresni piimkou
pfipravenou v demineralizované vode¢. Testovan byl
parametr ,,b* pfimkové rovnice regrese (t-test, o =
0,05 a o = 0,01) (cit.>"). Testovany byly regresni
pfimky v linearnim rozsahu kalibrace.

Zakladni statistické parametry vyhodnocené z opako-
vatelnosti.

Koncentrace roztokd méfenych pro opakovatelnost
byla odecitana z KK ptipravené v demineralizované vode¢.
Pro dalsi statistickd vyhodnoceni byly z vysledkt jednotli-
vych souborti opakovatelnosti vylouceny odlehlé hodnoty,
k jejichz zjisténi byl pouzit Grubbsiv test (T-test) (cit.*).

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocitany
z kvadratického priméru vybérovych smérodatnych od-
chylek (SD) vyhodnocenych z hodnot opakovatelnosti
roztoku s koncentraci 0,05 mg "' NO, a 20 mg "' CHSK-
Cr vSech testovanych matric (mez detekce: 3x SD, mez
stanovitelnosti: 10x SD) (cit.?).

Dale bylo vyhodnoceno relativni vychyleni (RV)
stfednich hodnot opakovatelnosti roztokti vybranych kon-
centraci pripravenych ve vSech testovanych matricich.
Vyznamnost RV byla vyhodnocena t-testem porovnanim
sttedni hodnoty opakovatelnosti s referen¢ni hodnotou
(a=0,05aa=0,01) (cit.).

d)
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Vysledky

Validace zvolené metody pro stanoveni dusitant
(testovany rozsah 0,05 az 3,00 mg ™)

Ptimkovy regresni model je vhodny pro vSechny tes-
tované druhy matrice v rozsahu 0,05 az 1,00 mg 1™
NO, (a=0,05).

Nebyla nalezena shoda regresnich ptimek pro kalib-
racni roztoky, které byly pfipraveny v prostfedi matri-
ce €. 4 az 6 (tabulka I) s regresni ptimkou, jejiz kalib-
racni roztoky byly pfipraveny v demineralizované
vode¢.

Mez detekce = 0,004 mg 1" NO, ", mez stanovitelnos-
ti=0,014 mg 1" NO, .

RV (tabulka I) pro koncentraci 0,05 mg I”' NO,™ ng-
kolikanasobn¢ ptevysuje hodnoty RV opakovatelnosti
s vyssi koncentraci dusitand, a to ve vSech matricich.
RV je vyssiiu vSech testovanych koncentraci opako-
vatelnosti v roztocich s matrici €. 5 a 6.

Byla prokdzdna vyznamnost RV stfednich hodnot
opakovatelnosti NO, pro vétSinu vysledkti RV uvede-
nych v tabulce I, a to i na hladiné vyznamnosti o =
0,01.

Validace zvolené metody pro stanoveni CHSK-Cr
(testovany rozsah 10 az 300 mg 1)

Pifimkovy regresni model pro matrici ¢. 1 plati
v rozsahu 20 az 250 mg 1" CHSK-Cr (o = 0,05),
a proto byl tento model v daném rozsahu testovan i
pro ostatni matrice. Analyza prokédzala vhodnost piim-
kového regresniho modelu v uvedeném rozsahu pro
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matrice €. 2 a 3. U matric obsahujicich NO, (¢. 6 a 7)
byl regresni pfimkovy model testovan i pro rozsah 20
az 200 mg I"' CHSK-Cr, nebot’ dichroman draselny,
jehoz prebytek je stanovovan, je ¢astecné spotfebovan
na oxidaci dusitani a pii koncentraci 250 mg I"' CHSK
je jeho davkované mnozstvi nedostatecné pro oxidaci
vSech latek pfitomnych v roztoku. Vysledky prokaza-
ly, Ze pro tyto matrice je pfimkovy regresni model ve
zkoumaném rozsahu vhodny.

Nebyla nalezena shoda regresnich pfimek pro kalib-
racni roztoky, které byly pfipraveny v prostfedi matri-
ce €. 4 a 5 s regresni pfimkou, jejiz kalibra¢ni roztoky
byly ptipraveny v demineralizované vodé.

Mez detekce = 5,64 mg 1" CHSK-Cr, mez stanovitel-
nosti = 18,8 mg I"* CHSK-Cr.

Relativni vychyleni (tabulka II) pro koncentraci
20 mg I CHSK-Cr nékolikanasobn& prevysuje hod-
noty RV opakovatelnosti s vyssi koncentraci CHSK-
Cr.

Byla prokdzdna vyznamnost RV stfednich hodnot
opakovatelnosti CHSK-Cr pro vétSinu vysledkit RV
uvedenych v tabulce II, a to i na hladiné vyznamnosti
a=0,01.

Diskuse

Validovana metoda pro stanoveni dusitanti je vyrob-
cem urcena pro rozsah 0,07 az 3,28 mg I NO, (kyveta
1 cm). Regresni analyza ale prokazala vhodnost regresniho
pfimkového modelu pro rozsah koncentraci 0,05 az
1,00 mg I"' NO,". Piestoze mez stanovitelnosti je pouze
0,014 mg I NO, ", z vysledkit RV vyplyva, 7e realna mez
stanovitelnosti (pfi srovnatelnych hodnotach RV na ruz-
nych koncentraénich hladinach) je 0,1 mg 1", Z vysledki
RV dale vyplyva, ze pro eliminaci rusivého vlivu soli je
vzorky nutné fedit 25x (dle testovaného fedéni matrice).
Mez stanovitelnosti se tak zvysi na 2,5 mg 1! NO, .

Analyticky set pro stanoveni CHSK-Cr je urcen pro
rozsah koncentraci 10 az 150 mg 1™, ale validaci metody
byla prok4zana vhodnost regresniho pfimkového modelu
pro rozsah koncentraci 20 az 250 mg I"' CHSK-Cr. Rela-
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tivni vychyleni pro koncentraci 20 mg 1”' CHSK-Cr se
pohybuje v rozmezi 5 az 17 % v zavislosti na slozeni mat-
rice a jejim fedéni. Vysledky na této koncentracni hlading
jsou tedy méné presné. Vzhledem k vysokému obsahu
chloridd, které rusi stanoveni, je nutné vzorky pfi obsahu
20 g 1! NaCl fedit minimaln& 10x, v piipadé vysokych
koncentraci dusitant ve vzorku az 20x. Mez stanovitelnos-
ti se tim zvysi na 200, resp. 400 mg 1" CHSK-Cr. Pfesnost
vysledkt CHSK-Cr v matrici obsahujici dusitany, které¢ se
také cinidlem oxiduji, je po korekci na jejich obsah srov-
natelna s presnosti stanoveni v ostatnich matricich.

Zavér

Zvolené analytické metody pro stanoveni dusitant
a CHSK-Cr jsou pro sledovani pribéhu denitrifikace ve
slanych vodach (az 20 g 17" NaCl) dostatetn& piesné,
nicméné vysoké koncentrace soli jsou pricinou vyssi meze
stanovitelnosti, nebot’ vzorky je nutné pro rusivy vliv soli
fedit, a to pro stanoveni dusitanli 25x a pro stanoveni
CHSK-Cr 10x, respektive 20x.

Podeékovani patii doc. Ing. Paviu Janosovi, CSc. za
konzultace p¥i validaci analytickych metod.
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STUDIUM DISTRIBUCE PRVKU V MOCOVYCH KAMENECH S VYUZITIM
LASEROVE ABLACE VE SPOJENI S ICP-MS SPEKTROMETRII

KATERINA PROKSOVA, KAREL NOVOTNY,
MICHAELA GALIOVA, TOMAS VACULOVIC
a VIKTOR KANICKY

Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno
Katerina. Proksova@seznam.cz

Uvod

Tvorba mocovych konkrementi ve vyluCovacim
ustroji je nemoc zndma jako urolitidza. Jedna se o velmi
bolestivé onemocnéni, které postihuje v Evropé 5-12 %
populace a &asto se opakuje, az z 50 % do deseti let'. For-
movani kamend vétSinou nastava v disledku metabolické
poruchy, kde jsou v nadmérné vysokém obsahu néekteré
prvky, napt. Ca, Mg, K, Pb a jiné’. Oviem nékteré kovy
jsou ptirozeng pfitomny v lidském téle a jsou nezbytné pro
jeho zdravi. Vice nez 40 chemickych prvki ma vliv na
biologické funkce lidského téla. Tyto prvky maji riznou
koncentraci a funkci. Nizky obsah nékterych stopovych
prvkii negativné ovliviiuje biologické procesy v téle.
V posledni dobé je vénovana pozornost pravé studiu kon-
centraci stopovych prvkl v téle a jejich vlivu na procesy,
mezi které patii i urolitidza’.

Mocové kameny se zatazuji do n€kolika skupin podle
jejich polohy v mocovém ustroji a chemického slozeni.
Podle rozmisténi to jsou nefrolithiaza, kalikolithiaza, pye-
lolithidza, ureterolithidza, cystolithidza, prostatolithiaza
a uretrolithidza. Mezi nejcastéjsi typy kament patii vape-
naté oxalaty a fosfaty. Dal$im typem jsou méné Casté stru-
vitové kameny tvofeny pii infekci mocovych cest. Mezi
méné Casté nez struvitové se fadi urdtové kameny a ke
vzacnym kamentim patii cystinové. Aby se zabranilo dal-
$imu tvoteni ledvinovych kament, je diilezité zjistit jejich
slozeni®.

Obr. 1. Neupraveny mocovy konkrement
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K identifikaci je mozno pouzit fadu spektrometric-
kych metod, jak pro zjisténi struktury, tak i elementarniho
slozeni. Pro strukturalni analyzu byla pouzita infracervena
a Ramanova spektrometrie, rentgenova difrakce™®, zatimco
pro prvkové slozeni byly pouzity metody indukéné vaza-
ného plazmatu s hmotnostni nebo optickou emisni detekei,
dale pak atomova absorpéni spektrometrie’. Nevyhodou
metod je pfiprava a odbér reprezentativniho vzorku a také
velka spotieba vzorku.

Nejvyznamnéj$i nevyhodou je ztrata informaci o pro-
storovém rozlozeni prvkil v téchto kamenech. Znalost
o prostorové distribuci elementarnich slozek ledvinovych
kamenti je nezbytné pro pochopeni vzniku, mechanismu
rustu a pro naslednou diagnozu. Za timto ucelem byla pou-
zita metoda LA-ICP-MS (Laser Ablation Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry) pro detekci a urceni
korelace =~ prostorové  distribuovanych  majoritnich
a st%%ovych prvku pfitomnych v ledvinovych konkremen-
tech™.
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Experimentalni ¢ast

Pro LA byl pouzit abla¢ni systém UP213 (New Wave
Research, USA) vybaveny laserem Nd:YAG emitujicim
zateni 213 nm na péaté harmonické frekvenci. Vytvofeny
aerosol byl vnasen pomoci He do indukéné vazaného
plazmatu s hmotnostnim kvadrupolovym analyzatorem
a detektorem elektronovym nasobi¢em Agilent 7500ce
(Agilent, Japan). Optimalizované parametry, béhem méfe-
ni byly neménné: integracni ¢as 0,01 s, frekvence 5 Hz,
rychlost posuvu vzorku 40 pum s, hustota zafivého toku
6,56 J cm *a pramér laserového paprsku 65 um. Byla pou-
zita kolizni cela v heliovém a vodikovém modu. Prutok H,
byl 1 ml min™ a He 2 ml min™".

Méienymi isotopy vybranych prvki byly: ?C, **Na,
Mg, 1P, PK, “Ca, “Ca, SMn, Fe, ©Cu, “Zn, **Sr,
1097 g 118G, 205pp,.

Obr. 2. Vylestény fez mocového konkrementu zalitého v epoxi-
dové pryskyfFici
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Vsechny vzorky mocovych kamenti analyzovanych
LA-ICP-MS byly chirurgicky vyjmuty z téla pacienta.
Poté, co je kamen vyjmut, je oplachnut vodou a osusen.
Cast vzorku je analyzovana infradervenou spektroskopii,
diky které se zjisti hlavni sloZeni mocového konkrementu.
Vysledky jsou zaevidovany a vzorek i s eviden¢nim ¢islem
poslan na univerzitu. V8echny vzorky pochazeji ze sbirky
prof. Petra Martince, UGN Ostrava. Pro analyzu pomoci
LA-ICP-MS je nutné celé vzorky (obr. 1) rozfiznout, nej-
Iépe ptes krystalizacni jadro, aby slozeni pfirdstovych linii
byla kompletni, dale zalit do epoxidové pryskyfice a vyles-
tit fez (obr. 2).

Byly vybrany vzorky 11726 a 11684.

Vzorek 11726 je mocovy konkrement bézové barvy.
Na povrchu je whewellit pokryty vrstvickou apatitu.
V pritfezu nejsou viditelné koncentrické vrstvy, ani zde
neni viditelné krystaliza¢ni jadro, jsou zde viditelné pory
na n¢kolika mistech. Hlavnimi slozkami je whewellit se
stopami apatitu.

Vzorek 11684 ma skoficové hnédé jadro, porovite,
s tmav§im hnédym okrajem, ze kterého vyristaji krystaly
radialné se svétle krémovou barvou. Hlavnimi slozkami je
weddellit (95 %) a kyselina mocova (5 %).

Vysledky a diskuse

Z rozlozeni matricovych a stopovych prvki a korelaci
mezi sebou lze pomoci LA-ICP-MS urc¢it mineralogické
slozeni.

Na vzorku 11684 (obr. 3) byla provedena analyza
jednotlivych linii a uréeno mineralni slozeni.

Z obr. 4 vyplyva, e maximalni intenzita 'C odpovi-
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20. linie

- 37. linie
42. linie

Obr. 3. Analyzovany vzorek 11684

da minimélni intenzité¢ *'P, coZ je zptisobeno rozdilnym
slozenim mocového konkrementu v pfislusné linii. Maxi-
mélni hodnoty intenzit '*C odpovidaji obsahu kyseliny
moc&ové nebo oxalatd a maximalni hodnoty *'P obsahu
apatitu nebo struvitu. Je zde prokazana korelace mezi *Ca
a *'P, coz dokazuje na piitomnost apatitu (obr. 5). Korela-
ce mezi **Mg a *'P ukazuje na obsah struvitu, ale je pouze
jen v nékterych mistech, proto bude pravdépodobné za-
stoupen v niz§im obsahu nez apatit (obr. 5). Pokud srovna-
me pribéh intenzit pro **Sr a **Ca, zjistime, 7e maxima
#8Sr odpovidaji minimim “Ca a naopak. Pravdépodobnym
diivodem je nahrada Ca®* v krystalové miizce za Sr**, kte-
ry ma podobny iontovy polomér a naboj (obr. 6).
Abychom ziskali lepsi pfedstavu o prostorovém roz-
loZzeni matricovych a stopovych prvku, byly vytvoteny 2D
mapy pro jednotlivé méfené isotopy pro mocovy konkre-
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Obr. 4. Graf znazoriiujici rozloZeni isotopu '>C a *'P v 37. linii mo&ového kamene 11684
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Obr. 5. Graf znazoriiujici rozloZeni isotopti >*Mg, *Ca a 3'P v 42. linii mo¢ového kamene 11684
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Obr. 6. Graf znazoriiujici rozloZeni isotopi **Sr a **Ca v 20. linii mo¢ového kamene 11684

ment 11726 (obr. 7). Mapy jsou zhotoveny z 59 linii vzda-
lenych od sebe 0,1 mm.

V ulomku tohoto mocového konkrementu mtizeme
pozorovat korelaci nékterych prvku.

Jako matricovy prvek lze zvolit vapnik, ktery je rozlo-
zen témét homogenné. Pokles intenzit v 2D mapé vapniku
je zpusoben porovitou strukturou vrstvy mocového kon-
krementu.

Pokud se podivame na rozlozeni jednotlivych prvki,
je zde jista korelace. Korelace mezi vapnikem a fosforem

Obr. 7. Analyzovany vzorek 11726
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Obr. 8. Intenzitni 2D mapy pro vzorek 11726

je lehce vysvétlitelnd, protoze se jednd o hlavni slozky
apatitl. Stejné je tomu i u korelace mezi hoi¢ikem a fosfo-
rem, coZ jsou slozky struvitl. OvSem je zajimavé, ze by-
chom ocekavali vyssi intenzitu u hoic¢iku. Pravdépodobné
byla v moci vysoké koncentrace vapniku, coz zapficinilo
vazbu na anion kyseliny fosforecné misto hoiciku.
Z literatury'® se potvrdily korelace mezi isotopy prvki
sodik-fosfor, sodik-draslik, sodik-zinek, zinek-fosfor, zi-
nek-draslik. Pravdépodobné se jedna o prvky, které jsou
v asociaci s apatity (obr. 8).

Zaveér

Metoda LA-ICP-MS se ukazala jako vhodné pro ma-
povani prvkl v biomineralech, jako jsou mocové konkre-
menty. Je zkoumana zavislost obsahu stopovych prvki
a tézkych kovl v zavislosti na matricovych prvcich. Vy-
sledky ziskané metodou infracervené spektrometrie byly
potvrzeny i 2D mapovanim pomoci LA-ICP-MS. Tyto
vysledky budou doplnény vysledky dalSich metod, a to
elektronové mikrosondy, Ramanovy spektrometrie a rozto-
kovych metod, a dle chorobopisu pacientti budou podkla-
dem pro komplexni zhodnoceni pfi¢in vzniku a riistu mo-
¢ovych konkrementi. Bylo zde ukazéano, ze LA-ICP-MS
miize byt pouZzita pfimo, nebo soucasné s jinou metodou,
pro vyzkum biominerald.

Deékujeme Ministerstvu skolstvi, mladeze a télovycho-
vy Ceské republiky za vyzkumné projekty ME0S002
a MSM0021622412.
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ELEKTROCHEMICKE STUDIUM DEGRADACE PRIRODNICH BARVIV
POUZIVANYCH NA UMELECKYCH PAMATKACH

SARKA RAMESOVA™, ROMANA SOKOLOVA”
a KAROLINA PECKOVA®

“ Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
Katedra analytické chemie, UNESCO laborator environ-
mentalni elektrochemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2,

b Ustav Fyzikdlni chemie J. Heyrovského AV CR, v.v.i.,
Dolejskova 3, 182 23 Praha 8

sarka.tce@seznam.cz

Uvod

Pfedmétem této prace je studium oxidace flavonoidu,
které se pouzivaly jiz od pocatku 16. stoleti jako ptirodni
barviva pro barveni tapisérii a dalSich uméleckych dé&l.
Jejich zastupci jsou quercetin, luteolin a apigenin (obr. 1),
které se vyskytuji v bylindch (smetanka lékatskd, srpice
barvitska) a stromech (dub Cerny) pochazejicich ze Sever-
ni Ameriky'. Piisobenim vn&jsich vlivii a procesii starnuti
se origindlni barva, ale i samotny textilni material, ¢asto
méni a porusuje vldkna uméleckého dila.

Byla studovana oxidace quercetinu elektrochemicky-
mi metodami ve vodném prostiedi. Oxidacni produkty po
elektrolyze byly identifikovany pomoci analytickych me-
tod HPLC-DAD a LC-MS. Pfi oxidaci hraje diilezitou
ulohu pfitomnost vodikovych iontd v roztoku. V literatufe
se vyskytuje mnoho rozdilnych hodnot disocia¢ni konstan-
ty quercetinu. Tento rozptyl je dan nestabilitou quercetinu
ve vodném prostfedi za pritomnosti vzdusného kysliku.
Jednim z cilt bylo tudiz stanoveni disocia¢ni konstanty
v inertni atmosféte.

Experimentalni ¢ast
Quercetin (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavon), luteolin

(3°,4’,5,7-tetrahydroxyflavon) a apigenin (3’,5,7-tri-
hydroxyflavon) byly zakoupeny od firmy Fluka

luteolin

quercetin

Obr. 1. Chemicka struktura quercetinu, luteolinu a apigeninu
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(Némecko). Pro ptipravu zakladnich elektrolyti byly pou-
zity chemikalie: H;PO,4 (Lachema, Brno, CR), CH;COOH
(Lachema, Brno, CR), H;BO; (Sigma-Aldrich, min 99,5%,
CR), NaOH (Lachema, Brno, CR), ethanol (AppliChem,
Neémecko), KCl (Lachema, Brno, CR), KOH (Lachema,
Brno, CR). Brittonovy-Robinsonovy pufry v rozmezi
pH 1,9-11,4 byly pfipraveny z 0,04 M zékladnich roztoka
H;PO,4, CH;COOH, H3;BO; a 0,2 M-NaOH. Vsechny che-
mikélie byly pouzity bez dalsiho ¢isténi.

Elektrochemické techniky byly kombinovany se sepa-
racnimi technikami a absorbéni spektrofotometrii. Pro
elektrochemicka méfeni byl pouzit rychly potenciostat
s elektrochemickou celou v tfielektrodovém zapojeni. Jako
pracovni elektrody byly pouzity platinova mikroelektroda
a elektroda ze skelného uhliku. Referentni argentchlorido-
va elektroda Ag|AgCl|1M LiCl byla oddélena od roztoku
elektrolytu solnym mustkem. Jako pomocna elektroda byla
pouzita platinova sitka. Elektrolyza a coulometrie pii kon-
stantnim potencialu byla provadéna na potenciostatu Auto-
lab PGStat 30 (Ecochemie, Holandsko).

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na spekt-
rofotometru HP 8452A (Hewlett Packard, USA)
s kfemennymi kyvetami s tloustkou absorbujici vrstvy
1 cm. Pro méfeni pH byl pouZit pH-metr pH 340
s kombinovanou sklenénou elektrodou (WTW, Némecko).
Vsechna spektrofotometrickd méfeni a titracni stanoveni
byla provadéna v inertni atmosféie argonu. Pfi titraci byly
pouzity acidobazické indikétory fenolftalein a bromthymo-
lova modrt (Lachema).

Produkty elektrolyzy byly identifikovdny metodou
HPLC na pfistroji Waters 1525p Binary HPLC pump
s detektorem Waters 2487 Dual A Absorbance Detector
a Waters® Quattro PremierTM (Waters, Velka Britanie),
kolona HyPurity C8, 150 x 3 mm, 5 pm (Thermo, USA).

Vysledky a diskuse

Molekula quercetinu obsahuje ve své chemické struk-
tufe pét hydroxylovych skupin (obr. 1). Porovnanim elek-

OH

apigenin
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Schéma 1. Mechanismus oxidace quercetinu

trochemickych vlastnosti chemicky piibuznych latek, tj.
luteolinu a apigeninu, lze urcit elektroaktivni misto v mo-
lekule quercetinu. Cyklickd voltametrie quercetinu na
elektrod¢ ze skelného uhliku vykazuje tfi oxidacni viny
v rozmezi potencialu —0,5 az 1,2 V (kfivka a, obr. 2). Cyk-
licky voltamogram strukturné¢ podobného luteolinu, ktery
ma pouze Ctyii hydroxylové skupiny, vykazuje pouze dvé
oxida¢ni viny (kfivka b, obr. 2). Je patrné, ze druha oxidac¢ni
vlna quercetinu u 0,5 V souvisi s pfitomnosti C3-OH, tj.
hydroxylové skupiny na kruhu C, kterd u luteolinu chybi.
Apigenin obsahuje pouze tfi hydroxylové skupiny
a oxiduje se pfi nejvyssim potencidlu ze studovanych la-
tek. Porovnanim cyklickych voltamogrami lze fici, ze
prvni oxidaéni vlna quercetinu a luteolinu je zplsobena
oxidaci 3’,4’-dihydroxybenzylu v jejich molekule® .
K oxidaci hydroxylovych skupin na kruhu A v molekule

-04 -02 00 02 04 06 08 1.0 1.2

E/V

Obr. 2. Cyklicky voltamogram na elektrodé ze skelného uhli-
ku pro 0,2 mM a) quercetin, b) luteolin, c) apigenin ve smési
Brittoniiv — Robinsoniiv pufr pH 6,9 a ethanol (3:2; v/v).
Rychlost polarizace 0,25 V s

quercetinu dochazi pfi hodnotach potencidlu vysSich nez
0,6 V obdobné jako u apigeninu.

Prvni oxidacni vlna quercetinu je jednoelektronova
a quasireverzibilni. S rostouci hodnotou pH dochazi
k posunu potencialu vSech oxidacnich vin k niz$im hodno-
tdm. Z toho je patrné, Ze pii celkovém mechanismu oxida-
ce hraje dulezitou ulohu disociace hydroxylovych skupin
(schéma 1). Chinon vznikajici disproporcionaci podléha

A 30'4 i P1 quercetin
0.0 T T L T 1
10 20 30 40
0.4 L
B 5 P3 P:J
«
0.0 PAZ‘QSX‘ N T )
0 10 20 30 40
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Obr. 3. LC-MS quercetinu v zavislosti na dobé vystaveni roz-
toku pristupu vzdusného kysliku. A) 10 min, B) 50 min, C) 90
min, D) 130 min, *) necistota z kolony
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Tabulka I

Oxida¢ni produkty quercetinu

Oznaceni Latka Molekulova hmotnost m/z

Pl 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4,6- 318 317 [M-1]
trihydroxybenzofuran-3(2H)-on

P2 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-oxooctova kyselina 182 181 [M-1]

P3 2,4,6-trihydroxybenzoova kyselina 170 169 [M-1]

P4 3,4-dihydroxybenzoova kyselina 154 153 [M-1]

hydroxylaci a nasledné chemické reakci za vzniku 2-(3,4-
-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-trihydroxybenzofuran-3-onu
(P1, tabulka I).

Hodnoty pK,; uvedené v literatuie*”’ se vyrazn& lisi:
5,7;7,03; 7,7 a 8,21. Proto byla studovana stabilita querce-
tinu ve vodném prostiedi. Bylo zji§téno, ze quercetin pod-
1¢ha rozkladu za pristupu vzdusného kysliku. Tento jev byl
sledovan LC-MS analyzou. Roztok quercetinu byl vysta-
ven pusobeni kysliku po dobu 130 min. B&hem této doby
bylo sledovano zastoupeni oxidacnich produkti (obr. 3).
Degradacni produkty jsou shrnuty v tabulce 1. Hlavni oxi-
dacéni produkt P1 se vlivem pfitomnosti kysliku rozklada
na fadu dalsich hydroxyderivati (P2-P4).

Hodnota disociaéni konstanty byla urcena spektrofo-
tometricky z absorp¢nich spekter quercetinu. Pfedem vy-
bublané roztoky byly ptevedeny do kyvety za inertni at-
mosféry. Za inertni atmosféry byla provadéna také titracni
stanoveni ve specialné upravené aparatute. Byla zjisténa
hodnota pK; = 5,87 + 0,14.

Zavér

Pti teSeni oxida¢niho mechanismu byly elektroche-
mické techniky kombinovany se spektrofotometrii a pro-
dukty elektrolyz byly analyzovany metodami HPLC a GC-
MS. Pii oxidaci v inertni atmosféte vznika hlavni oxida¢ni
produkt 2-(3’,4’-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-trihydroxy-
benzofuran-3(2H)-on. Tento produkt se v pfitomnosti
vzdu$ného kysliku rozkladé na dalsi hydroxyslouceniny.
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Byla stanovena hodnota disociacni konstanty querce-
tinu dvéma nezavislymi metodami. Jak ukazalo studium
vlivu kysliku na absorpéni spektrum, je nezbytné provadet
méfeni v inertni atmosféte. Tim Ize vysvétlit vyrazné roz-
dilné hodnoty pK,; nalezené v literatute.

Tento vyzkum byl financné podporovan z projektii
GA CR 203/09/1607 a Ministerstva §kolstvi, mlideze
a télovychovy CR (projekt MSM 0021620857). Ddle bych
podeékovala Janu Zabkovi za vedeni pii praci na LC-MS.
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Uvod

Studovana latka S-nitrochinolin (5-NQ) patii mezi
nitrované aromatické heterocyklické slouceniny a je faze-
na mezi cytotoxické latky'”. Heterocyklické slouceniny
jsou doposud méné¢ prostudovany nez nitrované polycyk-
lické aromatické uhlovodiky, ale jejich chovéni je analo-
gické a zpusob vzniku i vyskyt obou skupin latek je po-
dobny. Vznikaji zpravidla pfi spalovani organické hmoty,
s ¢imz souvisi i jejich vyskyt v Zivotnim prostiedi (emise,
dehet, apod.)’. 5-NQ je Zluta krystalicka latka, dobie roz-
pustna v organickych rozpoustédlech, ale i ve vodé. Za
normalnich podminek je stabilni®. Skupina chinolinii je
Siroce vyuzivana jako zakladni smés k vyrobé 1éciv, fungi-
cidd, biocidd, alkaloidii a barviv. Vykazuji antiseptické
a antipyretické u€inky. Chinoliny jsou také uzivany jako
katalyzatory, latky zabratiujici korozi a jako pfimées do roz-
tokdl pro pryskyfice a terpeny’. Elektrochemicky byl 5-NQ
stanoven v ramci studie Tachibany, Kawazoe a spol., ktefi
se zabyvali polarografii nitrochinolind a jejich derivati®.
Byly prométreny redukéni pilvinové potencidly u 35 ruz-
nych nitrochinolind. Studiem mechanismu redukce nitro-
chinolind a jejich derivatd se zjistilo, ze prvni dobte defi-
novana vlna zahrnujici vyménu 4 elektront je pozorovatel-
na od -0,1 V az k -0,5 V a odpovida redukci nitroskupiny
na hydroxylaminovou skupinu u vSech studovanych nitro-
chinolind. Dalsi dvé viny, spojené s naslednou redukci na
aminoskupinu a deoxidaci N-oxidové skupiny (u derivatd
s N-oxidovou skupinou), jsou vyrazné vzdaleny od prvni
a odpovidaji vyméné 2 elektront. Pllvinové potencialy
jsou silng zavislé na pH (cit.?). Chinolinovy skelet je elek-
trochemicky redukovatelny, dochazi u né& k redukci na
dihydro- a nésledné na tetrahydrochinolin ve dvou dvoue-
lektronovych vlnach’. V ramci separaénich a spektralnich
metod byl 5-NQ detegovan, spolu se skupinou nitrovanych
polyaromatickych uhlovodiki, pomoci HPLC na reverzni
fazi v mobilni fazi acetonitril-voda. Porovnavany byly tfi
druhy detekce, a to detekce pomoci diodového pole (UV/
VIS), fluorescencni a chemiluminescencni. Pfi pouziti
diodového pole bylo dosazeno detekénich limitd 2 az
12 ng nastifknuté latky. Fluorescenc¢ni a chemilumine-
scencni detekce vykazovala vétsi citlivost, bylo dosazeno
detekci mezi 10 az 15 pg pro monosubstituované nitro-
slou¢eniny®. Plynovou chromatografii byly studovany
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Obr. 1. Schéma uhlikové filmové elektrody (CFE); elektricky
kontakt (1); sklenéna kapilara (2); Ag amalgam (3); uhlikovy film
“

reten¢ni charakteristiky 56 nitrovanych aromatickych slou-
&enin, véetn& 5-NQ, s pouzitim kiemenné kapilary’. Byla
rovnéz vyvinuta metoda extrakce na tuhou fazi na kolon-
kach plnénych silikagelem s vazanou kyanopropylovou
skupinou, diky niz lze rozdélovat miligramova mnozstvi
organickych polarnich latek, véetn& 5-NQ (cit.'%).

Jako uhlikova filmova elektroda (CFE) je oznacovan
uhlikovy film naneseny na pevnou elektrodu (v tomto pfi-
padé stiibrnou tuhou amalgamovou elektrodu, AgSAE)
s niz je vodivé spojen''. Pevna elektroda zde slouzi pouze
jako vodi¢ a elektrochemické vlastnosti elektrody jsou
dany uhlikovym materidlem filmu. Mezi ptednosti této
elektrody patii velké potencidlové okno v anodicke i kato-
dické oblasti (cca 3 V), vysoka citlivost a nizky Sum méfe-
ni. Velkymi vyhodami této elektrody jsou také rychla
a snadna obnovitelnost filmu, fakt, ze elektroda je schopna
po lehkém upraveni vykazovat vlastnosti mikroelektrody,
a v neposledni fadé ekonomicka nenarocnost a nizka zatéz
pro Zivotni prostfedi'?. Cilem této prace bylo nalézt opti-
malni podminky pro stanoveni submikromolarnich kon-
centraci 5-NQ pouzitim modernich voltametrickych metod
a prokazat pouzitelnost CFE pro stanoveni 5-NQ na zakla-
d¢ katodické redukce pfitomné nitroskupiny.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 5-NQ o koncentraci 1-10~ mol "' byl
pfipraven rozpus§ténim 0,01742 g Cisté latky (99%, Sigma-
Aldrich) ve 100 ml deionizované vody pomoci ultrazvuko-
vé lazné. Roztoky o nizSich koncentracich byly pfipravo-
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vany presnym fedénim zasobniho roztoku deionizovanou
vodou. Veskeré roztoky byly uchovavany pfi laboratorni
teploté ve tmé, ve sklenénych nadobach.

Brittonovy—Robinsonovy tlumivé roztoky (BR pufry)
o ptisluném pH byly pfipravovany smisenim 0,2 mol 1™
NaOH s roztokem obsahujicim smés kyseliny borité, fos-
foreéné a octové, kazdé o koncentraci 0,04 mol I (vSe v
Cistoté p.a., Lachema Brno). Pro pfipravu vsech vodnych
roztokl byla pouzita deionizovana voda (Millipore, Milli-
Q plus systém, Millipore, USA).

Aparatura

Pii voltametrickych méfenich byla pouzita sestava
Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro 5.1. (Polaro-
Sensors, Praha). Méteni probihala v trielektrodovém zapo-
jeni. Jako mérna elektroda byla pouzita uhlikova filmova
elektroda (viz obr. 1), pfipravend postupem popsanym
v praci'?, jako referentni byla pouzita argentchloridové
elektroda typu RAE 113 (1 mol 1" KCI, Monokrystaly,
Turnov) a jako pomocna elektroda byla pouzita platinova
dratkova elektroda (Monokrystaly, Turnov).

Pro méteni pritokové injekéni analyzy byl elektro-
chemicky wall-jet detektor tvotfen prepadovou nadobkou,
kterd obsahovala nosny roztok. Pracovni elektroda byla
fixovana proti Usti vytokové trubicky. Jednotliva méfeni
byla provadéna obdobn¢ jako u voltametrie v tfielektrodo-
vém zapojeni. Pro elektrochemickou detekci byl pouzit
ampérometricky detektor ADLC 1 (Laboratorni pfistroje,
Praha). Pro spektrofotometrickou detekci byl pouzit detek-
tor LCD 2040 (Laboratorni pfistroje, Praha). Signal byl
sledovan pfi vinové délce 318 nm. Jako pumpa bylo pouzi-
to linearni vysokotlaké cerpadlo HPP 5001 (Laboratorni
pristroje, Praha). Méteni probihalo za pouZiti softwaru
Clarity Lite (DataApex, USA).

Pracovni postupy

Pii voltametrickych métenich byly roztoky o piislus-
né koncentraci pfipravovany v odmérnych bankach,
v kterych byl odpovidajici objem zasobniho rozotku 5-NQ
doplnén BR pufrem o ptislusném pH do 10 ml.

Pro ptima stanoveni ve vodé byly roztoky o prislus-
nych koncentracich pfipravovany v 10 ml pitné a ficni
vody jako modelové metrice. Nasledné bylo odebrano 9 ml
tohoto roztoku a doplnéno BR pufrem o pH 11,0 do 10 ml.

Vsechna méfeni probihala za laboratorni teploty.
Z métenych roztokd byl odstraniovan kyslik probublava-
nim dusikem po dobu 5 minut.

Vysky pikd 5-NQ byly vyhodnocovany od spojnice
minim pfed a za méfenym pikem. Mez stanovitelnosti
(LOQ) byla vypocitana podle vztahu LOQ = 10c/a, kde
je smérodatnd odchylka deseti po sobé jdoucich méfeni
nejniz8§i méfitelné koncentrace, a a je smérnice kalibra¢ni
zévislosti v rozmezi (2-10)-107 mol 1",
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Vysledky a diskuse
Stalost zasobniho roztoku

Stalost zasobniho roztoku byla sledovana spektrofoto-
metrickym méfenim absorbance v kiemennych kyvetach
o mérné tloust’ce 1 mm v pribéhu 5 mésicti. Béhem této
doby nedoslo k Zadnym statisticky vyznamnym zméndm
v hodnotach absorbance zasobniho roztoku.

Regenerace

Pomoci diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) byla
provedena studie zavislosti vysky piku stanoveni 5-NQ (¢
=1-10"° mol 1'") na poétu méfeni pii pouziti riznych rege-
neracnich potenciald v prostiedi BR pufru o pH 11,0
(optimalizovano metodou DPV). Na elektrodu byly vkla-
dany rizné regeneracni potencidly Ej, a Eg,. Bylo téz tes-
tovano meéteni bez regenerace a s vloZenym nulovym po-
tencidlem (tzn. E;, = 0 mV, Eg, = 0 mV). Pro kazdé testo-
vané podminky bylo provedeno 10 méfeni. Cilem bylo
nalézt takové podminky, pii kterych by bylo dosazeno co
nejlepsi opakovatelnosti métfeni. Regeneracni potencidly
byly vybirany systematicky v ramci potencialového okna
CFE. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o stanoveni na zékla-
de¢ katodické redukce 5-NQ, bylo pracovéano v katodické
Casti potencidlového okna CFE. Jednotlivé dvojice poten-
ciall £y, a Eg, byly po otestovani zaménény, aby se zjistilo,
zda zaména ovlivni regeneraci. Nejlepsi opakovatelnosti
bylo dosazeno pfti vlozeni nulového potencialu, kde rela-
tivni smérodatna odchylka (RSD) byla 0,7 %. Optimalizo-
vané podminky regenerace byly pouzity pro dalsi méteni.

Opakovatelnost méfeni a obnovitelnosti filmu

Pti zvolenych podminkach regenerace byla testovana
opakovatelnost méfeni a opétovného obnoveni filmu. Byla
méfena série deseti po sobé jdoucich DPV stanoveni 5-NQ
(c=1-10"° mol I'") na CFE na deseti riiznych filmech stej-
ného sloZeni. Méfeni bylo provadéno v prostfedi BR pufru
o pH 11,0. Z jednotlivych sérii méteni byly vypocitany
priméry proudu piku a vyneseny do regula¢niho diagramu
v zavislosti na pofadovém ¢islu filmu (N). Jelikoz devét z
deseti méfeni nepiekrocilo prvni regulacni mez (tzv. va-
rovnou), byla opakovatelnost obnoveni filmu povazovana
za uspokojivou (obr. 2). Parametry ziskané na riznych
filmech byly mezi sebou porovnany, aby byla zjisténa
statistickd variabilita opakovatelnosti méfeni pfi obnovo-
vani filmu. Lze konstatovat, ze RSD nepiekrocila 6 %
a primérné se pohybovala okolo 3 %.

DC voltametrie 5-nitrochinolinu

U této metody byl nejprve sledovan vliv pH prostiedi
na elektrochemické chovani 5-nitrochinolinu (¢ = 1-107*
mol ") na CFE v prostiedi o pH 2,0 az 12,0. Latka posky-
tovala jeden pik v celém méteném rozsahu pH. Jako opti-
malni bylo zvoleno prostiedi BR pufru o pH 11,0, kde
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Obr. 2. Zavislost priumérii 7, 10-ti sérii DPV stanoveni 5-NQ (c
=1-10"° mol I'") méFenych na riznych filmech (poiadové &islo
filmu N) na CFE v prosti‘edi BR pufru o pH 11,0

latka poskytovala nejvyssi a nejlépe vyvinuty pik. Z obr. 3
je patrné, Ze potencial piku nabyva s rostoucim pH zapor-
n¢jSich hodnot. Zpracovanim hodnot metodou linearni
regrese byl ziskan vztah E [mV] =-87,31 pH — 137,75 (R
=0,9924), v rozmezi pH 2,0-7,0 a vztah £ [mV] = -11,5
pH - 667 (R = 0,6559) a v rozmezi pH 8,0-12,0.

Koncentraéni zavislosti

Koncentracni zavislosti 5-NQ byly proméfeny meto-
dou DC voltametrie (DCV) na CFE v prostfedi BR pufru
o pH 11,0 v koncentra¢nim rozmezi (4-10)-107 mol 1"
(viz obr. 4), (2-10)-10° mol I""a (2-10)-10° mol I"". Mg-
fené kalibra¢ni zavislosti byly linearni (viz obr. 5) v kon-
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Obr. 3. Voltamogramy 5-NQ (c = 1-10* mol I'") méfené tech-
nikou DCV na CFE v prosti‘edi BR pufru o pH 2,0 (1); 3,0 (2);
4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6); 8,0 (7); 9,0 (8); 10,0 (9); 11,0
(10); 12,0 (11)
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Obr. 4. Voltamogramy 5-NQ méfené technikou DCV na CFE
v prostfedi BR pufru o pH 11,0. Koncentrace 5-NQ: 0
(1); 4107 (2); 6107 (3); 81077 (4); 10-10” (5) mol I'*
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Obr. 5. Zavislost proudu viny 7 na koncentraci 5-NQ v rozme-
zi (4-10)-107 mol I'" . M&teno technikou DCV na CFE v prostie-
di BR pufru o pH 11,0

centraénim rozmezi 4-107 az 6:10° mol I'', hodnoty smér-
nic v jednotlivych fadech v daném koncentracnim rozmezi
nevykazovaly vyznamny rozptyl. Testované useky nebyly
statisticky vyznamné na hladin€ vyznamnosti 95 %. Pfi
vysokych koncentracich analytu (8-10-10° mol I'") opa-
kovan¢ dochazelo k odchylce od piimky, tj. signal byl
vy$8i nez by odpovidalo linedrni zavislosti. RSD deseti po
(4-107 mol I'") byla 39,6 %. Pro nejvy3si koncentraci
v linearnim dynamickém rozsahu (6-10° mol I'') byla
RSD 3,7 %. Metodou DCV bylo dosazeno meze stanovi-
telnosti 1-10° mol I"".
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Diferen¢ni pulsni voltametrie S-nitrochinolinu

Obdobné jako u metody DCV byl nejprve sledovan
vliv pH na elektrochemické chovani 5-NQ na CFE pfi
pH 2,0 az 12,0 (viz obr. 6). Jako optimalni bylo zvoleno
prosttedi BR pufru o pH 11,0, jelikoz v tomto prostiedi
latka poskytovala nejvyssi a nejlépe vyvinuty pik. S ros-
toucim pH se potencial piku posunuje do zapornéjSich
hodnot. Zpracovanim hodnot zavislosti £, na pH metodou
linedrni regrese byl ziskan vztah E, [mV] = — 44,45 pH —
293,55 (R = — 0,9836) v rozmezi pH 2,0-7,0 a vztah
E, [mV] =-16,1 pH -571 (R = - 0,9228) a v rozmezi pH
8,0-12,0.
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Obr. 6. Voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10™ mol I'') méfené tech-
nikou DPV na CFE v prosti‘edi BR pufru o pH 2,0 (1); 3,0 (2);
4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6); 8,0 (7); 9,0 (8); 10,0 (9); 11,0
(10); 12,0 (11)

Koncentra¢ni zavislosti

Koncentraéni zavislosti 5-NQ byly proméfeny metodou
DPV na CFE v prostedi BR pufru o pH 11,0 v koncentrac-
nim rozmezi (2-10)-107 mol I"* (viz obr. 7), (2-10)-107°
mol 1" a (2 a2 10)-10° mol I, M&fené kalibra¢ni zavislosti
byly lineamni v koncentraénim rozmezi 2-107 az 6-107
mol 1" (viz obr. 8). Hodnoty smérnic v jednotlivych ¥a-
dech v tomto koncentraénim rozmezi navykazovaly vy-
znamnym rozptyl. Testované Gseky nebyly statisticky vy-
znamné na hladiné vyznamnosti 95 %. Pfi vysokych kon-
centracich analytu (8-10-10 mol I'") opakované doché-
zelo k odchylce od ptimky, coZ se projevovalo zvyse-
nim signalu. RSD deseti po sob¢ jdoucich stanoveni pii
nejniz§i métitelné koncentraci (2-107 mol 1) byla
10,4 %. Pro nejvyssi koncentraci v linearnim dynamickém
rozsahu (¢ = 6-10° mol 1'") byla RSD 2,3 %. Metodou
DPV bylo dosazeno meze stanovitelnosti 4-10" mol I"".
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Obr. 7. Voltamogramy 5-NQ mérené technikou DPV na
CFE v prostiedi BR pufru o pH 11,0. Koncentrace 5-NQ:
0 (1); 2107 (2); 4107 (3); 6:107 (4); 81077 (5); 10-107 (6)
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Obr. 8. Zavislost proudu piku 7, na koncentraci 5-NQ v roz-
mezi (2-10)-1077 mol I''. M&teno technikou DPV na CFE v pro-
stfedi BR pufru o pH 11,0

Adsorpéni rozpoustéci voltametrie

Vzhledem k vysledkiim dosazenych metodou DPV
bylo pro stanoveni metodou AdSV na CFE zvoleno pro-
stiedi BR pufru o pH 11,0, pti kterém se pik latky vyskyto-
val pii E, = —756 mV. Koncentrace 5-NQ byla 1-10°
mol 1",

Byl proméfen vliv potenciadlu akumulace E,.. na vys-
ku piku 7, v rozmezi —100 az —650 mV v prostiedi BR
pufru o pH 11,0 s dobou akumulace #,.. = 60 s. Nasledné
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byl proméien vliv doby akumulace . na vysku piku 7,
pro tee= 0, 10, 3, 60, 90, 120, 180 a 300 s pfi zvoleném
potencialu akumulace £,.. = — 600 mV. Akumulace probi-
hala v michaném roztoku a po jejim skonceni byla dodrzo-
vana klidova doba 10 s.

Pti studium vlivu doby akumulace a potencialu aku-
mulace na vysku piku stanovované latky nebylo pozorova-
no vyznamné zvyseni odezvy 5-NQ, které by umoznovalo
snizeni meze stanovitelnosti. Bylo dosazeno meze stanovi-
telnosti 5107 mol I, Této problematice bude nutné véno-
vat dalsi pozornost.
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Obr. 9. DP voltamogramy 5-NQ méiené technikou DPV na
CFE v pitné vodé, BR pufru o pH 11,0. Koncentrace 5-NQ: 0
(1);2:107(2); 4107 (3); 6:107 (4); 81077 (5); 10-107 (6) mol I™*
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Obr. 10. Zavislost proudu piku 7, na koncentraci 5-NQ v roz-
mezi (2-10)-107 mol I"'. Méfeno technikou DPV na CFE v pro-
stfedi BR pufru o pH 11,0
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Cyklicka voltametrie

Elektrochemické chovani 5-NQ bylo studovano cyk-
lickou voltametrii v kyselém (pH 2,0), neutralnim (pH 7,0)
(viz obr. 11) a zasaditém (pH 12,0) prostiedi. Cyklické
voltamogramy byly zaznamendvény od pozitivnéj$iho k
negativngjsimu potencidlu a zpét. Prvni katodicky pik p.'
odpovida pravdépodobné Cctytelektronové redukci nitro
skupiny na hydroxylaminovou skupinu. Druhy katodicky
pik p.* odpovida dvouelektronové redukei chinolinového
skeletu na dihydrochinolin. Tteti katodicky, resp. anodicky
pik p/p.’, ktery se vyskytuje az v pozd&jsich cyklech,
odpovida pravdépodobné dvouelektronové kvazireverzibil-
ni redukci/oxidaci hydroxylamino skupiny na nitroso sku-
pinu.
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Obr. 11. Cyklicky voltamogram 5-NQ (¢ = 1-10™ mol 1) na
CFE v prostiedi BR pufru o pH 7,0. Znazornén 1. cyklus (1), 2.
cyklus (2) a 24. cyklus (3)

Pfimé stanoveni v pitné vodé

Vzhledem k piedpokladané Cistoté pitné vody, a tudiz
nizké pravdépodobnosti vyskytu pik necistot, které by
ovliviiovaly vysledky stanoveni, byla provéfena moznost
pfimého stanoveni 5-NQ.

Pro stanoveni byly pfipraveny roztoky o koncentra-
cich v rozmezi 2:107 az 1-10° mol "' smisenim 9 ml
vzorku pitné vody, obsahujici danou koncentraci 5-NQ,
doplnéné v odmérné batice roztokem 0,01 mol 1" NaOH
na 10 ml. V tomto piipadé nemohl byt pouzit BR pufr
obsahujici kyselou slozku, jelikoz pfi pouziti pitné vody
dochazelo ke tvorbé srazenin.

Pfipraveny roztok byl pfeveden do voltametrické

nadobky a promichan. Nasledné byl roztok probublan du-
sikem a zaznamenan voltamogram.
Touto metodou (DPV) bylo dosazeno meze stanovitelnosti
5-NQ v pitné vod& 5,6-107 mol I"'. Odpovidajici voltamo-
gramy a kalibra¢ni zévislosti jsou uvedeny na obr. 9, 10,
13a14.
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Obr. 12. DP voltamogramy 5-NQ méfené technikou DPV na
CFE v prostiedi pitna voda — 0,01 mol I"' NaOH (9:1). Kon-
centrace 5-NQ: 0 (1); 2:107 (2); 4107 (3); 6-107 (4); 8:107 (5);
10-1077 (6) mol 1!
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Obr. 13. Zavislost proudu piku I, na koncentraci 5-NQ v roz-
mezi (2-10)-10"7 mol I"". M&feno technikou DPV na CFE v pro-
stiedi pitna voda — 0,01 mol I NaOH (9:1)

Piimé stanoveni v fi¢ni vodé

Pro stanoveni byla odebrana voda z feky Vltavy
v oblasti Vytoné. Voda byla odebirana z tirovné hladiny.

Ri¢ni voda byla prefiltrovana pres fritu S4. Néasledns
bylo postupovano jako pfi stanoveni ve vodé pitné. Byla
proméfena kalibraéni zavislost v rozmezi (2-10)-107°
mol 1" a (2-10)-107 mol I'' 5-NQ v fi¢ni vods.

Stanovenim v fi¢ni vodé bylo dosazeno meze detekce
6-10”7 mol I"'. Odpovidajici voltamogramy a kalibraéni
zavislosti jsou uvedeny na obr. 14 a 15.

s70

Cena Merck 2011

<
i

p

-1200
E[mv]

Obr. 14. DP voltamogramy 5-NQ méfené technikou DPV na
CFE v prostiedi Fi¢ni voda — 0,01 mol I"' NaOH (9:1). Kon-
centrace 5-NQ: 0 (1) ; 2-107 (2); 4107 (3); 6:107 (4); 8-107 (5);
10-1077 (6) mol 1!
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Obr. 15. Zavislost proudu piku 7, na koncentraci 5-NQ v roz-
mezi (2-10)-10” mol I"'. M&feno technikou DPV na CFE v pro-
stiedi ¥iéni voda — 0,01 mol 1" NaOH (9:1)

Oveéteni difuzniho charakteru limitniho proudu

Difuzni charakter byl ovéfovan cyklickou voltametrii
v kyselém, neutrdlnim a zisaditém prostfedi BR pufru.
Rychlost skenu byla ptfi méfeni ménéna vzdy na dvojna-
sobnou hodnotu nez u méfeni predchoziho v rozmezi 10—
2560 mV s~

Redukce je fizena difuzi v ptipad€, ze je zavislost
linearni a prochazi poc¢atkem os soufadnic. V Zadném ze
studovanych prostfedi nebyla pozorovana linearita (viz
obr. 16), tudiz redukce 5-NQ na CFE nebyla fizena difuzi.
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Obr. 16. Zavislost velikosti proudu piku 7,5-NQ na druhé
odmocniné z rychlosti skenu v,.. Méfeno metodou CV na CFE
v prostfedi BR pufru o pH 7,0

Pritokova injekéni analyza

Pro stanoveni 5-NQ v prutoku s elektrochemickou
detekci na CFE bylo pouzito optimalizované prostfedi
z voltametrickych metod, tzn. jako nosny roztok byl pouzit
BR pufr o pH 11. Pro porovnani byla pouzita i UV detek-
ce. V ramci optimalizace metody byl nejprve zjistovan
vliv polarizacniho potencialu vkladaného na elektrodu na
odezvu elektrochemického detektoru v rozsahu —400 az —
1600 mV. Jako optimalni byl zvolen potencial —1400 mV,
pfi némz byl pik nejvyssi a nejlépe vyvinuty. Néasledné byl
méfen vliv pratokové rychlosti nosného roztoku na odezvu
elektrochemického detektoru a UV detektoru v rozsahu 0,5
az 9 ml min™'. Jako optimalni byla zvolena pritokova
rychlost 4 ml min"'. Dale byl méfen vliv ddvkovaného
objemu na odezvu elektrochemického a UV detektoru.
Prométeny byly smycky 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400
a 1000 pl. Jako optimalni byla zvolena velikost davkova-
ného objemu 50 pl. Pfi volbé prutokové rychlosti a veli-
kosti davkovaného objemu bylo pfihlizeno jak k tvaru a
vySce piku, tak i ke spotfeb& nosného roztoku a vzorku.
Dale byla proméfena opakovatelnost signalu elektroche-
mického detektoru 20 po sob¢ jdoucich nastficich. Opako-
vatelnost byla povazovana za uspokojivou.

Kalibracni zéavislosti byly proméfovany v rozmezi
fada 10° a 10~ mol I"". Touto metodou bylo dosaZeno
meze stanovitelnosti 1-10° mol 1! (viz obr. 17 a 18) .

Zavér

V ramci této prace byly vypracovany DCV a DPV
metody stanoveni 5-NQ na CFE s mezemi stanovitelnosti
1110 mol I u DCV a 4-10 " mol I'' u DPV. Byla prove-
dena optimalizace podminek. Diky relativné dobré roz-
pustnosti 5-NQ bylo moZné pracovat v ¢ist€ vodném pro-
stiedi. Latka poskytovala u obou metod 1 pik (vinu)
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Obr. 17. Zaznam pikia FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemic-
kou detekei, nosny roztok BR pufr o pH 11,0. Koncentrace 5-
NQ: 0 (1);2:10° (2); 4-107° (3); 6-107° (4); 8:107° (5); 10-10° (6)
mol 1!

= 3000 F
= ®
2000 |- ®
®
1000 |-
0 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
00 20x10°  40x10°  60x10°  80x10° 1,0x10°
¢ mol."]

Obr. 18. Zavislost proudu piku 7, na koncentraci 5-NQ v roz-
mezi (2-10)-10"° mol I'". M&feno technikou FIA v prostfedi BR
pufruo pH 11,0

v celém rozsahu pH (2,0-12,0). Jako optimalni bylo zvole-
no prostiedi BR pufru pH 11,0, kde latka poskytovala nej-
vyssi a nejlépe vyhodnotitelny signal.

Kalibracni zévislosti byly proméfeny v koncentrac-
nim rozsahu 2-10" — 1-10 *mol ' uDPV a 4-10" - 1-10™*
mol 1" u DCV. Linearni dynamicky rozsah u metod byl
nasledujici: DPV: 2107 - 6-10° mol I"'; DCV: 4.107 — 6-
10~° mol I"". P¥i vysokych koncentracich analytu (8-107° —
1-10* mol 1"") dochazelo u obou metod, z ne zcela jasného
diivodu, opakované k nelinedrnimu nartistu proudu piku
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(vlny). Nartst mize souviset napriklad s adsorpci analytu
na povrch elektrody.

Metodou DPV byla provéfena moznost stanoveni 5-
NQ v pitné a ficni vodé. V téchto matricich bylo dosaZeno
mezi stanovitelnosti, pro pitnou vodu 5,6-107 mol I"" a pro
fieni vodu 6-107" mol 1.

Byla téz provedena optimalizace regeneracnich pod-
minek CFE, v jejimz rdmci byly zvoleny nasledujici pod-
minky: Eree =0 mV, teg = 150 s.

Déle byla testovana opakovatelnost stanoveni pfi
zvolenych podminkach sérii deseti stanoveni na deseti
ruznych filmech. Relativni smérodatnd odchylka jednotli-
vych sérii deseti méfeni nepiesahovala 6 % a primérné
dosahovala hodnoty 3 %. Relativni smérodatna odchylka
pramérl stanoveni mezi jednotlivymi filmy byla 11 %.
Opakovatelnost stanoveni mezi jednotlivymi filmy byla
povazovana za uspokojivou, nebot’ v ramci regulac¢niho
diagramu jen jedna primérnad hodnota stanoveni z deseti
prekrocila varovnou mez, ale neptekrocila mez kritickou.

U AdSV se nepodafilo dosdhnout vysledku, které by
umoziovaly sniZzeni meze stanovitelnosti oproti DPV.
Pfi¢inou §patné adsorpce na povrch CFE mohla byt ¢istota
prostiedi méfeni nebo pomérné vysoka polarita nitroskupi-
ny 5-NQ. Této problematice bude tieba v budoucnu véno-
vat dal8i pozornost.

Dale byl prostudovan cyklickou voltametrii mecha-
nismus redukce na CFE.

Cyklickou voltametrii byl také ovéfovan charakter
limitniho proudu. Vzhledem k nelinearit¢ méfeni bylo
ziejmé, ze redukce v tomto pfipad¢€ neni fizena difuzi.

Metodou FIA byla provéfena moznost stanoveni 5-
NQ v pritoku s elektrochemickou detekci. Po optimalizaci
metody byly prométeny rady 10°a10° mol 1",

Zavérem lze tedy konstatovat, ze byla prokazana pou-
zitelnost CFE pro stanoveni mikromolarnich koncentraci
5-NQ na zakladé katodické redukce ptitomné nitroskupi-

ny.
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Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekty
LC 06035, MSM 0021620857 a RP 14/63) a projektem
Specifického vysokoSkolského vyzkumu 2011-263204.
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Uvod

Fosfolipidy jsou v ptirodé nejvice zastoupené slozené
lipidy. Jsou zakladni stavebni jednotkou biologickych
membran. Vyskytuji se napt. v myelinovych obalech ner-
vovych bun€k, v semenech nebo vejcich. Tyto molekuly
maji amfifilni charakter, tzn. obsahuji polarni (hydrofilni)
skupinu (,,hlavu®) a nepolarni (hydrofobni) uhlovodikovy
retézec (,,ocas“). Ve vodném prostiedi maji tendenci na
zakladé hydrofobnich interakci agregovat do ttvart nazy-
vanych micely. Hydrofobni uhlovodikové fetézce se orien-
tuji k sobé a hydrofilni ,,hlavy” do vodného prostredi.
Koncentrace, pfi niz za¢ne dochazet k tomuto seskupova-
ni, se nazyva kriticka micelarni koncentrace (cmc) (cit.").
Pii zvySovani koncentrace fosfolipidovych molekul ve
vodném prostiedi dochazi ke shlukovani téchto latek do
dvojvrstev, které se pak uzaviraji do sférickych vesikul,
tzv. liposomii”. Ty pak mohou nabyvat velikosti od 25 nm
do 150 um. Jako modely biologickych membréan se pouzi-
vaji predev§im v lékaistvi, kosmetice a farmacii’.

Tato prace je zaméfend na studium agregace fosfolipi-
dovych molekul, pfedev§im na stanoveni kritické micelar-
ni koncentrace, jako dulezité charakteristiky povrchové
aktivnich latek, a stanoveni kritické koncentrace vzniku
liposomt. Studovanou latkou byl 1,2-distearoyl-sn-
-glycero-3-fosfatidylcholin (DSPC, lecithin). Jeho agrega-
ce byla sledovana cyklickou voltametrii, z niz byly vyhod-
noceny zavislosti proudu a potencialu kapacitniho piku na
koncentraci fosfolipidu. Proces agregace fosfolipidovych
molekul byl soucasné sledovan i nefelometricky. Metoda
cyklické voltametrie byla dale pouzita ke sledovani kineti-
ky tvorby fosfolipidovych micel a liposomii v procesu
spontanni revesikulace”.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Voltametrické méteni probihalo podle nasledujiciho
schématu. Ze studované latky, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
-fosfatidylcholinu (DSPC, 99%, Sigma-Aldrich), jejiz
struktura je uvedena na obr. 1, byl pfipraven zasobni roz-
tok o koncentraci 0,8 g I"! v redestilované vodé. Ten byl
postupné davkovan (automaticka byreta ABU 80, Radio-
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Obr. 1. Struktura 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholinu
(DSPC)

meter, Kodan, Dansko) do 10 ml 1 mmol 1! fosfatového
pufru, pH 7,0 (zékladni elektrolyt). Po kazdém ptidavku
byl roztok dikladné promichan (1 min) a probublan dusi-
kem (1 min) a poté byl zméfen cyklicky voltamogram na
pristroji Eco-Tribo-Polarograf (Polaro-Sensors, Praha).
Méteni probihalo v tiielektrodovém zapojeni s pracovni
rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE), referentni ar-
gentchloridovou elektrodou (Ag/AgCl/1M-KCI) a pomoc-
nou platinovou elektrodou. Pracovni elektroda byla polari-
zovana v rozsahu +0,2 az -2,0 V, rychlosti 0,5 V st

Stejny postup davkovani koncentrovaného roztoku
DSPC do fosfatového pufru byl pouzit pfi nefelometric-
kém méfeni. Po kazdém ptidavku byla zméfena intenzita
rozptyleného svétla pod thlem 90° (turbidimetr TN-100,
Eutech Instruments, Singapur).

Pro sledovani kinetiky formovani micel, resp. liposo-
md, byl pouzit nasledujici pracovni postup: do 10 ml
1 mmol " fosfatového pufru, pH 7,0 byl postupné nadav-
kovan zasobni roztok DSPC (0,8 g 1™") do vysledné kon-
centrace DSPC 0,11 g 1"!, resp. 026 g 1I"'. V pribéhu
60 min byly v pravidelnych ¢asovych intervalech méteny
cyklické voltamogramy za experimentalnich podminek
uvedenych vyse.

Vsechna méfeni byla provadéna pii 25 £ 0,5 °C
(termostat Haake C10-B3, Karlsruhe, Némecko).

Vysledky a diskuse

Metodou cyklické voltametrie byl studovan proces
agregace fosfolipidu 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfatidyl-
cholinu (DSPC) v neutralnim roztoku fosfatového pufru.
Obr. 2a ukazuje pribéh zavislosti potencialu katodického
kapacitniho piku DSPC na jeho koncentraci v roztoku. Na
této zavislosti jsou patrné dva zlomy, prvni v oblasti nizsi
koncentrace 50-60 mg 17!, druhy pii vys$si koncentraci
(150 mg 1™"). P¥iblizné pfi stejnych koncentracich DSPC
byly zaznamendny zfetelné zmény také v priibchu zavis-
losti proudu kapacitniho piku na koncentraci (obr. 2b).
Sledované zlomy v obou zévislostech jsou vyvolany nah-
lou zménou kapacity elektrodové dvojvrstvy HMDE, ktera
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Obr. 2. Zavislost potencidlu kapacitniho piku (a), proudu
kapacitniho piku (b) a turbidity (c¢) na koncentraci DSPC
v roztoku fosfatového pufru (pH 7,0)

mize byt zplusobena reorientaci molekul adsorbovanych
na povrchu elektrody, napt. v dusledku jejich agregace.
Podobné zlomy na zavislostech potencial kapacitnich
pikli na koncentraci surfaktantll v roztoku byly vyuZzity
k urdeni jejich kritickych micelarnich koncentraci’.
V ptipad¢ DSPC tedy prvni zlom milize odpovidat koncen-
traci, pfi niz se tvoii micely fosfocholinu (cmc), druhy
zlom pii vys$si koncentraci patrné souvisi s tvorbou fosfoli-
pidovych dvojvrstev (liposomt).

Agregace surfaktantil byva provazena také zménami
v rozptylu svétla. Zavislost intenzity rozptyleného svétla
na koncentraci DSPC (obr. 2¢) vykazuje zlomy zhruba pii
stejnych hodnotach koncentrace jako zavislosti méfené
cyklickou voltametrii (obr. 2a, 2b). To potvrzuje, Ze agre-
gace DSPC sledovana cyklickou voltametrii jako zmény
v kapacité elektrodové dvojvrstvy probihd pii stejnych
koncentracich i v celém objemu roztoku fosfolipidu.

Je-li koncentrovany roztok fosfolipidu obsahujici
liposomy dostate¢né ziedén vodou ¢i vodnym roztokem
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Obr. 3. Zavislost kapacitniho proudu na ¢ase. Koncentrace
DSPC: 110 mg 1™ (A)a 260 mg 1™ (o)

elektrolytu, dochazi k rozpadu liposom. Pii nasledném
postupném zvySovani koncentrace fosfolipidu se formuji
nové agregéty, nejprve micely a nasledné liposomy*. Cyk-
lickou voltametrii bylo sledovano ustalovani rovnovahy
v popsaném procesu tzv. spontanni revesikulace’. Obr. 3
ukazuje zavislost kapacitniho proudu na ¢ase pfi konstant-
nim potencidlu —231 mV méfenou pro dv¢ riizné koncent-
race DSPC. Koncentrace 110 mg 1™ piedstavuje roztok
obsahujici micely fosfolipidu. V tomto roztoku kapacitni
proud klesal b&hem 35 min. Po této dobé€ se pokles zastavil
v dusledku ustaveni rovnovahy a proud se jiz dale nemé-
nil. V roztoku s koncentraci DSPC 260 mg "', v némz by
mély prevladat fosfolipidové liposomy, doslo k ustaveni
rovnovahy jiz po 20 min. Pfi vyssi koncentraci fosfolipidu
se tedy rovnovaha ustavuje rychleji.

Zavér

Metodou cyklické voltametrie a nefelometrie byla
nalezena kritickd micelarni koncentrace a kriticka koncent-
race tvorby liposomi 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfati-
dylcholinu. Z vysledkii vyplyva, ze cmc je v oblasti kolem
50-60 mg I"' (tj. 0,06-0,07 mmol 1) a kriticka koncentra-
ce tvorby liposom@ v oblasti koncentrace 150 mg 17
(0,19 mmol I"). V procesu tzv. spontanni revesikulace se
rovnovaha ustavuje rychleji v roztoku obsahujicim liposo-
my DSPC nez v roztoku micelarnim.

Tento vyzkum byl financné podporen MSMT CR
(projekt MSM 6198959216).



Chem. Listy 105, s73—s75 (2011)

LITERATURA

L.

Holmberg K., Jonsson B., Kronberg B., Lindman B.:
Surfactants and Polymers in Aqueous Solution. John
Wiley & Sons, Chichester 2003.

Bangham A. D.: Prog. Biophys. Mol. Biol. /8, 29
(1968).

. Svecova H.: Liposomy a kapildrni elektroforéza. Ba-

kalarska prace, Univerzita Palackého, Olomouc 2009.

. Megova M., Miiller L., Bartak P.: Acta Univ. Palacki

Olomouc, Fac. Rerum Natur. Chemica 47, 1 (2007).
Shinozuka N., Suzuki H., Havano S.: Kolloid Z. Z.
Polym. 248, 959 (1971).

s75

Cena Merck 2011



Chem. Listy 105, s76—s79 (2011)

Cena Merck 2011

VOL,TAME’JTRICKE STANQVENi 1,5-DINITRONAFTALENU NA KRYSTALOVE
STRIBRNE AMALGAMOVE ELEKTRODE
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a JIRi BAREK

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

Uvod

Tato prace se zabyva testovanim nového elektrodové-
ho materialu, krystalu stiibrného amalgamu, v ramci které-
ho byla vyvinuta voltametrickd metoda stanoveni 1,5-di-
nitronaftalenu (1,5-DNN), ktera byla nasledné pouzita pro
jeho stanoveni v modelovém vzorku pitné vody.

Studovany analyt je jedenim z polohovych isomeri
dinitronaftalenu, patfi do skupiny nitrovanych polycyklic-
kych aromatickych uhlovodiki (NPAH), vyznamnych
kontaminantii Zzivotniho prostfedi a latek podezielych
z genotoxicity'. Tyto latky vznikaji zejména pii spalova-
cich procesech ve stacionarnich zdrojich, dieselovych
a benzinovych motorech nebo fotochemickou reakci poly-
cyklickych aromatickych uhlovodiki s oxidy dusiku (NO,)
(cit.>™). JelikoZ byla prokézana karcinogenita dinitronafta-
lenti na zvitatech, je pravdépodobna také u 1idi**, a je tedy
zadouci vénovat pozornost vyvoji novych analytickych
metod pro stanoveni téchto latek v Zivotnim prostfedi.

Novym typem amalgamovych elektrod je krystalova
stiibrnd amalgamova elektroda (CAgAE), ktera predstavu-
je novou alternativu ,,toxické® rtuti pro stanoveni elektro-
chemicky redukovatelnych organickych latek pomoci mo-
dernich voltametrickych metod. Vyhodnymi vlastnostmi
tohoto elektrodového materialu jsou predevsim srovnatelné
elektrochemické vlastnosti se rtuti, jeho stalost, hladky po-
vrch krystalu s vysokym pomérem signalu k Sumu pfi jeho
pouziti ve voltametrii a v neposledni fadé rozméry ,,vypés-
tovanych® krystalti (délka < 20 mm, primér < 100 pum),
které nabizi nové moznosti konstrukce detekénich cel vyu-
zitelnych pro mikroobjemovou analyzu pomoci voltamet-
rickych metod a pritokovych cel pro amperometrickou
detekci v kombinaci s metodami HPLC ¢i FIA. Nevyho-
dou CAgAE je jeji kiehkost a pomérné kratké Zivotnost”’.

Experimentalni ¢ast
Reagencie
Zasobni roztok studovaného 1,5-DNN o koncentraci

1-10° mol I'' byl piipraven rozpuiténim 0,02182 g 1,5-
DNN (97 %; Sigma-Aldrich) ve 100 ml methanolu
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(MeOH, 99,9 %, Merck, Némecko). Roztoky o nizsich
koncentracich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasob-
niho roztoku uvedenym rozpoustédlem. Roztok byl ucho-
van ve sklenéné nadobé. UV/VIS spektrofotometrii bylo
zjiSténo, ze zasobni roztok 1,5-DNN je staly po dobu
6 mésict'’.

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky
o prislusném pH byly pfipraveny smisenim smési kyseliny
borité, fosforecné (85 %) a octové (99,8 %), kazdé o kon-
centraci 0,04 mol I, s roztokem 0,2 mol 1! NaOH
(vSechny tyto chemikalie byly &istoty p.a., Lach Ner, CR).
Pro ptipravu BR pufru byla pouzivana deionizovana voda
(Milli-Q plus systém, Millipore, USA).

Na ptipravu stiibrného amalgamového krystalu byla
pouzita rtut (99,999 %, Polarografie, Praha), praskové
stiibro (2-3,5 wm; 99,9 %; Sigma-Aldrich) a dusi¢nan
stiibrny p.a. (Safina Vestec, CR).

Kyslik byl pted métenim z roztokll odstraniovan pétimi-
nutovym probubldnim dusikem ¢istoty 4.0 (Linde, Praha).

Aparatura

Pro voltametrickd méfeni byla pouzita aparatura Eco-
Tribo Polarograph ovladana softwarem PolarPro verze 5.1
(Polaro-Sensors, Praha) pracujici pod operacnim systé-
mem Windows XP (Microsoft Corporation, USA) s pouZzi-
tim technik: DC voltametrie (DCV), diferen¢ni pulsni
voltametrie (DPV) s vyskou pulzu —50 mV a jeho Sifkou
100 ms, cyklicka voltametrie (CV) a adsorp¢ni rozpoustéci
voltametrie (AdSV), vSechny s rychlosti polarizace
20 mV s™', pokud neni uvedeno jinak.

Méfeni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni
s referentni argentchloridovou elektrodou (AglAgCl,
3 mol I'' KCI) a jako pomocna elektroda byla pouZita pla-
tinova dratkova elektroda (obé Monokrystaly, Turnov).
Krystalova stfibrnd amalgamova elektroda (CAgAE) byla
pouzita jako pracovni elektroda.

Ptesné hodnoty pH tlumivych roztokd byly zjistova-
ny digitilnim pH-metrem Jenway (typ 3510)
s kombinovanou sklenénou elektrodou. pH metr byl kalib-
rovan standardnimi vodnymi pufry za bézné teploty v la-
boratofi.

Pracovni postupy

Pti sledovani vlivu pH na voltametrické chovani 1,5-
DNN na CAgAE a pii sledovani reprodukovatelnosti sig-
nalu 1,5-DNN pomoci DCV a DPV pfi zvoleném optimal-
nim pH byly pracovni roztoky pfipravovany do 10ml od-
meérnych ban¢k smisenim daného mnozstvi zasobniho
roztoku 1,5-DNN s odpovidajicim mnozstvim MeOH do
objemu 5 ml a doplnénim BR pufrem po rysku. Pfi méfeni
kalibra¢nich zavislosti bylo pracovano metodou standard-
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niho pfidavku a ptislusné koncentrace byly pfepocitany na
skute¢né koncentrace. Pfi pouZiti metody adsorpéni roz-
poustéci voltametrie (AdSV) byly pracovni roztoky pfipra-
vovany do 10ml odmérnych ban€k smisenim daného
mnozstvi zasobniho roztoku 1,5-DNN a doplnénim danym
pufrem po rysku. V piipad¢ stanoveni 1,5-DNN v pitné
vodé jako modelové matrici byly pracovni roztoky pripra-
vovany do 10ml odmérnych ban€k smisenim 9 ml pitné
vody z vodovodniho tadu (PiF UK, budova chemickych
kateder, Hlavova 8, lab. 113) se 100 ul 0,05 mol 1! chela-
tonu 3 a doplnény danym pufrem o pfislusném pH po
rysku. Méfeni bylo provadéno metodou standardniho pfi-
davku a prislusné koncentrace byly pfepocitany na skutec-
né koncentrace. Analyzované roztoky byly zbaveny kysli-
ku 10 minutovym probublanim dusikem, ktery byl ptred
vstupem do polarografické nadobky veden promyvackou
plyni obsahujici v ptipadé¢ DCV a DPV smé MeOH
a deionizované vody o stejném pomeéru jako analyzovany
roztok (tj. 1:1 (v/v)), v ptipadé AdSV a stanoveni 1,5-
DNN v pitné vodé jako modelové matrici obsahujici pouze
deionizovanou vodu. Poté byly provedeny zaznamy volta-
metrickych kiivek. VSechna méfeni byla provadéna za
laboratorni teploty.

Vysledky a diskuse

Nejprve byl sledovan vliv pH na voltametrické chova-
ni 1,5-DNN v prostfedi MeOH — BR pufr (1:1) o riznych
hodnotach pH, resp. pH' (tj. pH smé&si MeOH — BR pufr)
na CAgAE pomoci DCV a DPV. Jako optimalni bylo zvo-
leno prostfedi MeOH — BR pufr (1:1) o pH BR pufru 12,0
(pH" 12,3) pro DCV i DPV. Volba byla provedena
z hlediska vysky, snadné vyhodnotitelnosti, reprodukova-

Tabulka I
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telnosti a dobrého oddéleni vin (resp. pikd) pii opakova-
nych méfenich.

Dile byla sledovéna stabilita signalu 1,5-DNN (1-107*
mol I'") pfi deseti naslednych méfenich ve vyse uvedeném
optimalnim prostfedi na CAgAE bez elektrochemické
regenerace, ¢asto pouzivané pro tuhé amalgamové elektro-
dy, ktera, jak bylo zjisténo, nema vliv na stabilitu signalu.
Metodou DCV byla prokézana stabilita signalu 1,5-DNN
pro 1.1 2. vinu s RSD do 1 % pro vSech deset naslednych
meéfeni a metodou DPV byla prokazana stabilita signalu
s RSD do 1 % (1. pik) a do 2 % (2. pik) pro vSech deset
naslednych méfeni.

-50

-1200

-300 -600 -900
E [mV]

Obr. 1. DC voltamogramy 1,5-DNN na CAgAE v modelovém
vzorku pitné vody ve smési s BR pufrem o pH 12,0 (9:1) se
100 pl 0,1 mol I' chelatonu 3; ¢ [umol 1"']: (1) 0-zakladni elekt-
rolyt; (2) 0,6; (3) 0,8; (4) 1; (5) 2; (6) 4; (7) 6; (8) 8; (9) 10; E vs.
Ag|AgCl; vlozena odpovidajici kalibra¢ni ptimka

Parametry kalibracnich ptimek pro stanoveni 1,5-DNN pomoci DCV a DPV na CAgAE v prostiedi BR pufr — MeOH (1:1)

a pitné vodé¢ jako modelové matrici

Metoda Prostiedi Koncentrace Smérnice Usek R? LoQ
[umol '] [nA 1 umol '] [nA] [umol 1]
10 - 100? -0,97 3,41 0,9968 -
b
MeOH — BR pufr pH 12,0 10— 100 0,29 1,36 0,9984
DCV 2-10° —-0,63 —-0,06 0,9991 2
2-10° -0,24 0,26 0,9938 2
pitna voda — BR pufr H12,0 0,6-6" —-1,41 0,42 0,9977 0,6
10 - 100? -0,79 3,45 0,9999 -
b
MeOH — BR puft pH 12,0 10— 100 0,40 2,77 0,9974 -
DPV 2-10" -1,12 0,59 0,9982 1
2-10° 0,69 0,26 0,9841 4
pitna voda — BR pufr pH 12,0 0,5-6" -1,20 -0,20 0,9999 0,5

" 1,5-DNN zagina vypadavat z roztoku od koncentrace 6 umol 1™, * prvni vina/pik 1,5-DNN; ° druha vIna/pik 1,5-DNN
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Obr. 2. DP voltamogramy 1,5-DNN na CAgAE v modelovém
vzorku pitné vody ve smési s BR pufrem o pH 12,0 (9:1) se
100 pl 0,1 mol I' chelatonu 3; ¢ [pumol 1"']: (1) 0-zakladni elekt-
rolyt; (2) 0,4; (3) 0,6; (4) 0,8; (5) 1; (6) 2; (7) 4; (8) 6; (9) 8; (10)
10; E vs. Ag|AgCl; vlozena odpovidajici kalibra¢ni ptimka

V optimalnim prostiedi MeOH — BR pufru (1:1) byly
naméfeny DC a DP voltamogramy v zavislosti na koncent-
raci 1,5-DNN v intervalu 2-100 umol 1™, pro ktery jsou
parametry kalibracnich pfimek a meze stanovitelnosti
(LoQ) shrnuty v tabulce 1.

Metodou cyklické voltametrie (CV) byly rovnéz stu-
dovany dgje, kterymi je fizena elektrochemicka redukce
1,5-DNN probihajici na CAgAE. Byly proméfeny cyklické
voltamogramy 1,5-DNN pf#i zvolenych rychlostech polari-
zace ve zvoleném optimalnim prostfedi. Ze zavislosti vy-
Sek katodického a anodického piku na rychlosti polarizace,
resp. odmocning z rychlosti polarizace, 1ze usuzovat, ze se
pfi elektrodovém dé&ji ziejmé uplatiiuje difuze i adsorpce
a jedna se o ireverzibilni elektrodovou reakci.

Vyuzitim adsorpce 1,5-DNN na CAgAE by ptipadné
bylo mozno stanovit niz§i koncentrace analytu metodou
AdSV. Vzhledem k ruSivému vlivu MeOH na adsorpci
1,5-DNN bylo pracovano pouze ve vodném prostiedi.
Nejprve bylo tedy pracovano v prostiedi 0,01 mol 1" hyd-
roxidu sodného (NaOH), avsak k adsorpci 1,5-DNN na
CAgAE v tomto prostiedi nedochazelo, a proto byla rov-
néZ testovana prostiedi: 0,01 mol ' kyselina chlorovodi-
kova (HCI) a 0,05 mol 1" fosfatovy pufr (NaH,PO,). Jeli-
koz nedoslo k vyznamnému nartistu signalu ani v jednom
z vySe uvedenych prostfedi, metodu AdSV ke sniZeni me-
ze stanovitelnosti 1,5-DNN v tomto ptipad€ pouzit nelze.

Vyvinutd metoda stanoveni 1,5-DNN pomoci DCV
a DPV na CAgAE byla nasledné pouzita ke stanoveni 1,5-
DNN v pitné vod¢ jako modelové matrici. Tato stanoveni
byla provadéna v prostiedi BR pufru. Dochazelo vSak
k vysraZeni pravdépodobn€ vépenatych, hofecnatych ¢i
zineCnatych kationtd z pitné vody v podobé fosfore¢nand
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pochazejicich z kyselé slozky BR pufru, proto byl do pra-
covniho roztoku pfidavan nadbytek roztoku chelatonu 3,
ktery s témito kationty vytvoril komplexy a zabranil jejich
vysrazeni. Byly tedy promé&feny DC a DP voltamogramy
v zavislosti na koncentraci 1,5-DNN v koncentra¢nim
rozmezi 0,2-10 umol 1™ (pro ilustraci obr. 1 a obr. 2). P¥i
vyssich koncentracich 1,5-DNN, nad 6 pmol 1", byl viak
patrny pokles signalu, zlom v kalibraéni pfimce, kde do-
chézelo k vypadavani 1,5-DNN z roztoku kvili jeho nizké
rozpustnosti ve vodé. Parametry kalibracnich zavislosti
a meze stanovitelnosti (LoQ) vyvinutych metod stanoveni
1,5-DNN pomoci DCV a DPV na CAgAE v pitné vodé
jako modelové matrici jsou shrnuty v tabulce I.

Zaveér

Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni
genotoxického 1,5-dinitronaftalenu pomoci DC voltamet-
rie a diferencni pulsni voltametrie na krystalové stiibrné
amalgamové elektrod€ a zjiStény meze stanovitelnosti 2,
resp. 1 umol 1", Snizit mez stanovitelnosti 1,5-DNN po-
moci adsorpcni rozpoustéci voltametrie na krystalové stii-
brné amalgamové elektrodé v tomto pripadé€ nelze. Pomoci
cyklické voltametrie byly objasnény elektrodové déje pro-
bihajici na pracovni elektrodé a 1,5-DNN byl déle stano-
ven pomoci DC voltametrie a diferen¢ni pulsni voltametrie
v pitné vodé jako modelové matrici a byly uréeny meze
stanovitelnosti 0,6, resp. 0,5 umol I'".

Tato prace vznikla za financni podpory Ministerstva
Skolstvi, mlddeze a  télovychovy Ceské republiky
(LC 06035, RP 14/63 a MSM 0021620857), Grantové
agentury Univerzity Karlovy v Praze (89710/2010/B-Ch/
PrF) a projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu
2011-263204.
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Uvod

Molekuly na bazi isochinolinového skeletu patii
k nejvyznamnéjSim piirodnim alkaloidim a tvofi jednu
z ustfednich skupin biologicky aktivnich latek. Patfi mezi
n¢ i tetrahydroisochinoliny substituované v poloze 1, coz
jsou chirdlni latky vyvolavajici farmakologicky uc€inek
zpravidla ve form& jediného enantiomeru'. P¥itomnost
druhého enantiomeru mize Zadany ucinek snizovat, nebo
dokonce zpusobit jiny, pro organismus Skodlivy efekt.
Vzhledem k velkému mnoZzstvi synteticky pfipravovanych
aktivnich farmaceutickych substanci (API), zalozenych
prave na této cyklické struktufe, je zadouci vyvoj a opti-
malizace sofistikovanych, enantioselektivnich metod jejich
pfipravy.

Takovou je mimo jiné asymetricka transfer hydroge-
nace (ATH) na rutheniovych organokovovych slouceni-
nach. Z celé fady pouZivanych systémt® byl nag vyzkum
zaméfen na Noyoriho polosendvicovy komplex (S,S)-
[RuCl(n’-p-cymen)(N-Ts-difenylethylendiamin)]  (S.S)-1,
ktery v ptitomnosti azeotropu HCOOH/triethylamin (zdroj
vodiku) velmi efektivné redukuje dihydroisochinoliny,
a poskytuje tak vysoce opticky Cisté (R)-tetrahydro-
isochinoliny (obr. 1) (cit.*"). Vyhodou této reakce je snad-
né provedeni bez nutnosti zvySovani teploty ¢i tlaku
a predevsim ptimy vznik zadané¢ho enantiomeru.

Pribéh hydrogenace byl intenzivné studovan pomoci
NMR spektroskopie a plynové chromatografie. Propraco-
vanad metodika umoznila sledovani dulezitych parametrt

NH

(S.S)-1

reakce (kineticky prubéh, dosazitelna konverze, stereose-
lektivita) a naslednou optimalizaci reakénich podminek.
Zvlasté pro stanoveni enantioselektivity byly vyvinuty dvé
ucinné, dosud nepopsané metody vyuzivajici komercné
dostupnych chiralnich ¢inidel.

Experimentalni ¢ast
Instrumentace

NMR spektra byla méfena na spektrometrech Varian
UNITY 110va-400 ("H 399,89 MHz a "“C 100,55 MHz)
a Bruker Avance III 400 MHz (‘H 400,13 MHz a "*C
100,61 MHz) v CD;CN (dy 1,931 ppm, dc 1,265 ppm)
a DMSO-d; (6y 2,500 ppm, d¢c 39,60 ppm), jejichz residu-
alni signaly (dy 1,931 ppm, dc 1,265 ppm) slouzily jako
reference pro chemicky posun. U obou spektrometrii byl
pouzivan standardni software dodavany se spektrometry
(Varian Inc., Palo Alto, U.S.A., resp. Bruker BioSpin Gm-
bH, Rheinstetten, Némecko).

Pro plynovou chromatografii byl pouZzit pfistroj Vari-
an CP-3800 s FID detektorem vybaveny nepolarni 60m
kolonou Varian VF-1 o vnitfnim priméru 0,25 mm
s polydimethylsiloxanovou stacionarni fazi o tloust'ce
0,25 um. Jako nosny plyn slouzil dusik.

Chemikalie

Triethylamin, kyselina mravenci, (1R)-(—)-menthyl-
chloroformat, (S,5)[RuCl(n’-p-cymen)(N-Ts-difenylethy-
lendiamin)] a (R)-(—)-(2,2,2-trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol)
byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).
Diethylether byl zakoupen od firmy Penta, DMSO-dj
a CD;CN od firmy Chromservis.

Ptiprava substrati

1-methyl-3,4-dihydroisochinolin,  (R)-1,4-dimethyl-
3.,4-dihydroisochinolin a 6,7-dimethoxy-1-(3,4,5-trimetho-

o

SN

Obr. 1. Struktura Noyoriho katalyzatoru (S,S)-[RuCl(p-cymen)TsDPEN] (S,5)-1 a studované (R)-tetrahydroisochinoliny jako

produkty ATH
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xybenzyl)-3,4-dihydroisochinolin byly pfipraveny podle
dostupné literatury”.

Kinetické experimenty

Triethylamin a kyselina mravenci (azeotropicka
smes) byly v poméru 2:5 pfedem smichany v CD;CN,
resp. DMSO-ds. Do roztoku byl nésledné piidan katalyza-
tor rozpustény v témz rozpoustédle jako azeotrop
a v piipadé provedeni v NMR kyveté bylo zméteno spekt-
rum smési. Reakce byla zahajena ptidavkem roztoku sub-
stratu tak, aby byl pomér substrat/katalyzator roven 100.
Pfi reakci v NMR spektrometru byl pribéh monitorovan
pomoci 'H NMR spekter, ktera byla akumulovéna
v pravidelnych intervalech. Pokud byly vzorky analyzova-
ny pomoci GC, byly odebirdny z reakéni smési a ihned
zpracovavany. Pro zastaveni reakce byl pouzivan nasyceny
roztok Na,COs, piipadné koncentrovany roztok NaOH.
Vzorky byly ze zalkalizované reakéni smési extrahovany
etherem, organicka faze byla vysusena (Na,SO,), rozpous-
tédlo vystripovano argonem a po rekonstituovani do aceto-
nitrilu byly zanalyzovany pomoci GC.

Urceni enantioselektivity

Chiralni solvatace Pirklovym alkoholem: Ke zpraco-
vanému vzorku vyse uvedenym zpisobem byl pfidan (R)-
(5)-(2,2,2-trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol) (Pirkliv alkohol)
v molarnim poméru ¢inidlo:amin nejméné 3:1. Vzhledem
k neznamému mnozstvi aminu ve vzorku byl pomér kont-
rolovén integraci spektra.

Derivatizace (1R)-(—)-menthylchloroformatem: ke
zpracovanému vzorku, ktery obsahoval do 2 mg aminu,
bylo pfidano 20 pl triethylaminu a 10 pl (1R)-(—)-menthyl-
chloroformatu.

Vysledky a diskuse

Asymetricka transfer hydrogenace pomoci Noyoriho
katalyzatoru  (S,S)-[RuCl(n®-p-cymen)(N-Ts-difenylethy-
lendiamin)] (S,S)-1 (obr. 1), zkracené (S,S)-[RuCl(p-
cymen)TsDPEN], byla testovdna na tfech modelovych
substratech, z nichz kazdy vyzadoval odlisny zptisob ana-
lyzy stereoselektivity reakce. Zatimco v pfipadé¢ chirdlniho
(R)-1,4-dimethyl-3,4-dihydroisochinolinu 2 byla situace
relativn€ jednoduchd diky snadno odliSitelnym diastereo-
mernim  produktim, pro 6,7-dimethoxy-1-(3,4,5-tri-
methoxybenzyl)-3,4-dihydroisochinolin 3 a 1-methyl-3,4-di-
hydroisochinolin 4 dosud neexistovaly u¢inné metody ur-
¢eni enantioselektivity mimo GC ¢i HPLC na chiralni ko-
long, které jsou obecné nakladnéjsi nez zpisoby vyuzivaji-
ci pfedkolonovou derivatizaci a také Casov€ narocnéjsi
v porovnani s 'H NMR spektroskopii.

ATH substratu 2 byla studovana in situ v NMR kyve-
té (obr. 2). Dublet u 1,199 ppm odpovida methylové skupi-
né v poloze 4 substratu 2 a na 1,314 a 1,355 ppm s Casem
narustaji dublety t¢hoz methylu od obou diastereomernich
produkti. Jelikoz je substrat ¢istym enantiomerem chiralni
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(S,S)-1

HCOOH/TEA =25
DMSO-dg, 30 °C

_N

.30 1.

20 pPpm

Obr. 2. ATH (R)-1,4-dimethyl-3,4-dihydroisochinolinu 2 a jeji
in situ monitoring pomoci NMR

molekuly, vznikajici diasterecomery lze pozorovat piimo
diky jejich rozdilnym fyzikdlnim i chemickym vlastnos-
tem. Opticka Cistota je tedy méfitelna bez jakychkoliv
dalsich uprav vzorku, coz umoznilo napfiklad ovéfeni
dilezité skutecnosti, ze stereoselektivita je v prib&hu reak-
ce konstantni. Takovy experiment je v piipad¢ enantiomer-
nich produkti mnohem komplikovanéjsi vzhledem k indi-
vidualnimu zpracovavani velkého mnozstvi vzorka.

Hydrogenace substratu 3 byla opét monitorovana
v realném Case pomoci NMR, ovSem enantioselektivita
musela byt urena az po zastaveni reakce, vzhledem
k nerozlisitelnosti vznikajicich enantiomerti. Vyuzili jsme
skutecnosti, ze produkt tvofi diastereomerni solvaty
s Pirklovym alkoholem 5, a tim dochazi k uplnému rozde-
leni obou jeho optickych isomert — na obr. 3 jsou zobraze-
ny odpovidajici ¢asti NMR spekter racematu pfed a po
chirdlni solvataci (aromatické signaly molekuly). Pozoro-
vany kvartet pfislusi methinu solvatacniho cinidla 5, ktery
je stépen sousedni CF; skupinou. Obr. 4 zobrazuje schéma
asymetrické hydrogenace substratu 3 a spektra pouzita
k urceni stereoselektivity. Enantiomerni ptebytek (ee) byl
v tomto piipadé velmi vysoky (95,6 %) a signal (S)-
isomeru byl jen nepatrny.

Substrat 4 ma ve své molekulové hmotnosti tu vyho-
du, Ze jej 1ze analyzovat také pomoci plynové chromato-
grafie. Pro takové molekuly byla vypracovana metoda
derivatizace (1R)-(—)-menthylchloroformatem 6, ktery
s produkty ATH tvoii diastereomerni karbamaty (obr. 5).
Dochazi k uplné separaci pikd na chromatogramu (obr. 6)
a metoda byla aplikovana na fadu dalSich, strukturné po-
dobnych substrata.
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Obr. 3. NMR spektra pred a po chiralni solvataci racemického 6,7-dimethoxy-1-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-1,2,3,4-tetra-

hydroisochinolinu Pirklovym alkoholem 5

(S,S)-1

HCOOH/TEA = 2,5
CD;sCN, 30 °C

.

diastereomerni

)

l o solvaty
o_
O\
0,978 o e R-S
R+S
oo = 0,978 - 0,022
0,978 + 0,022
ee=956%

O,OJZZ

6.80 670 6.60 650 640 6.30 6.20 ppm

680 6.70 6.60 650 640 6.30 6.20 ppm

Obr. 4. Schéma hydrogenace 6,7-dimethoxy-1-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-3,4-dihydroisochinolinu 3; NMR spektra produktu pied a
po chiralni solvataci Pirklovym alkoholem 5 a vypocet ee z integralnich intenzit

Tento substrat byl popsanymi metodami podroben
systematické studii vlivu teploty na rychlost a enantiose-
lektivitu ATH. Ukazalo se, ze zatimco pfi snizovani teplo-
ty rychlost reakce vyrazné klesa, selektivita naopak mirné
roste. Daéle byl studovan vliv zamény triethylaminu
v azeotropické smési za jiny amin a vliv pofadi pfidava-
nych komponent.

Zavér

Cilem prace bylo vypracovat G¢inny aparat pro moni-
torovani parametrii asymetrické transfer hydrogenace di-
hydroisochinolinti na chiralnich Ru komplexech. Produkty
této reakce jsou vyznamné biologicky aktivni molekuly,
coz ma nezpochybnitelny vyznam zejména pro farmaceu-
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ticky prumysl, kde opticky Cisté substance hraji nezastupi-
telnou roli.

Pribéh reakce, kterd probiha in situ ptimo v NMR
kyveté, 1ze komfortné sledovat v redlném case, coz dovo-
Iuje presné stanoveni reakéni rychlosti. Timto zpisobem
byl zméfen napf. vliv teploty a vliv pouZitého aminu v Hy-
donorové smési na rychlost reakce.

Byly vyvinuty dvé nové metody urceni enantioselek-
tivity asymetrické reakce. Tetrahydroisochinoliny, jez je
mozné z hlediska molekulové hmotnosti analyzovat pomo-
ci plynové chromatografie, byly usp&$né derivatizovany
(1R)-(—)-menthylchloroformatem. U produktli reakce
s vy$8i molekulovou hmotnosti se osvédcila chiralni solva-
tace Pirklovym alkoholem a nasledné urceni enantiomerni-
ho ptebytku NMR spektroskopii. Aplikace téchto metod
opét vedla ke screeningu vlivu teploty a dalSich parametrd
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Obr. 5. Schéma hydrogenace 1-methyl-3,4-dihydroisochinolinu 4, nasledna derivatizace (1R)-(—)-menthylchloroformatem
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Obr. 6. GC chromatogram smési diastereomernich karbama-
ti odvozenych od produkti hydrogenace substratu 1-methyl-
-3,4-dihydroisochinolinu 4
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na selektivitu reakce. Byl tak naptiklad potvrzen obecné
platny poznatek, Ze s rostouci teplotou enantioselektivita
klesa.

Tato prdace byla financné podporovina Grantovou
agenturou Ceské republiky (GA CR 104-09-1497) a Minis-
terstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky
(MSM 604 613 7301) a vyzkumnym zdmérem
(AV0Z50200510).
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MAPOVANI POVRCHU KOVOVYCH MATERIALU POMOCI LA-ICP-MS

TEREZA WARCHILOVA®, TOMAS
VACULOVIC?®, OLDRICH MATAL, TOMAS
SiIMO® a VIKTOR KANICKY?

“ Ustav chemie, PFirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, Kotlarskd 2, 611 37 Brno, ® Energovyzkum, Ltd.,
Bozetéchova 17, 612 00 Brno
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Uvod

Reaktor s tavenymi solemi MSR (Molten Salt Reac-
tor) je typ reaktoru navrzeny mezinarodni organizaci GIV
(Generation IV International Forum)'. Jedna se o novy typ
reaktorového systému, ktery umoZni efektivnéj$i vyuZiti
jaderného paliva a zaroven snizi objem i miru radioaktivi-
ty jaderného odpadu. Pro tento typ jaderného reaktoru je
typické tekutd forma paliva. Sklada se z fluoridové soli,
v niZ je rozpuStén S$t€pny materidl. Tato smes cirkuluje
mezi aktivni zénou reaktoru a tepelnym vyménikem.
V MSR pracujicim jako jaderny transmutor by se jako
palivo pouzivala smés fluoridt plutonia a transuranii (Np,
Am, Cm) s fluoridovou soli. Jako velice slibny se jevi
22Th - 23U cyklus, ktery minimalizuje mnoZstvi odpad-
nich aktinoidi s dlouhym polocasem rozpadu. V tomto
cyklu vznika z 2*Th vlastni §t&pny material >**U. Pak tedy
mluvime o mnoZivém reaktoru’. Prebytek tepelné energie
vznikajici pti vyrobé elektiiny by slouzil k produkci vodi-
ku a odsolovani motské vody, pfipadné k dal§im primys-
lovym ucelim. Fluoridové soli charakterizuje vysoka tep-
lota varu, velka objemova tepelna kapacita, radiacni stabi-
lita a dobra rozpustnost pro aktinoidy. Diky témto vyhod-
nym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem mohou byt
pouzity jako medium pro pienos tepla pii vysoké teploté,
chladivo aktivni zoény s pevnym nebo tekutym palivem
nebo jako transmutor pro spalovani vyhotelého jaderného
paliva®®. Pouziti tavenych soli v jaderné energetice pied-
stavuje nemaly konstrukéni problém. Je velmi obtizné
najit vhodny konstrukéni material, ktery by snesl teploty
presahujici 500 °C a odolaval koroznimu prostfedi, které
tekuté soli predstavuji’.

Predkladana prace se zaméfuje na studium interakci
mezi taveninou alkalické fluoridové soli a moznym kon-
strukénim materidlem tepelného vymeéniku v systému
MSR. Korozni testy byly provadény na testovacich ampu-
lich vyrobenych ze slitin niklu. Tyto ampule byly ponote-
ny v tavenin¢ alkalické fluoridové soli o teploté 680 °C.
Byly zjiStovany korozni zmény materidlu pomoci LA-
ICP-MS.
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Experimentalni ¢ast

Lateralni mapovani koroze bylo provadéno komerc-
nim ablacnim systétmem UP 213 (New Wave, USA)
s Nd:YAG laserem emitujicim zafeni o vlnové délce
213 nm (5. harmonicka frekvence) a pracujicim v rezimu
Q-switch s opakovaci frekvenci 20 Hz a délkou pulzu
4,2 ns. Vzorek byl pti méfeni umistén v pohyblivé ablaéni
cele Supercell o objemu 33 cm’. Jako nosny plyn bylo
pouzito helium. Ablaéni cela byla polyuretanovymi trubic¢-
kami spojena s ICP-MS Agilent 7500ce (Agilent, Japon-
sko) s kvadrupolovym analyzatorem. Jako plazmovy plyn
byl pouzit argon. Parametry LA-ICP-MS jsou uvedeny
v tabulce 1.

Korozni testy byly provadény na ampulkach vyrobe-
nych z riznych materialti (vyska ampulky 185 mm, vnitfni
primér 21,3 mm, tloustka stény 2 mm). Tato prace se
zabyvéa sledovanim koroznich zmén slitiny INCONEL686
a zeleza potaZzené¢ho vrstvou niklu. Vzorek INCONEL686
byl ponofen v tavenin€ fluoridové soli o0 molarnim slozeni
42 % LiF, 29 % NaF, 29 % ZrF, a konstantni teploté 680 °
C po dobu 1000 hodin. Vzorek Zeleza potaZeny vrstvou
niklu byl ponofen v taveniné o molarnim slozeni 60 %
LiF, 40 % NaF a konstantni teplot€ 680 °C taktéZ po dobu
1000 hodin. Po ochlazeni byly ampulky roziezany podél
osy a diamantovou pilou byly ziskany jednotlivé vyfezy.
Ty byly vlozeny do epoxidové pryskyfice (Araldite)
a vylestény diamantovou pastou do vysokého lesku. Takto
upraveny vzorek byl vloZen do ablacni cely.

Podminky pro méfeni metodou LA-ICP-MS byly
zjistovany pomoci nastavovaciho standardu oceli F/4
(0,46 % Mn, 0,19 % Si, 25,5 % Cr, 7,4 % Ni, 3,5 % Mo,
0,58 % Cu, 62,37 % Fe). Pro ucely mapovani byl pouzit
abla¢ni moéd — ablace do bodu (line of spots). V ramci
optimalizace podminek ablace bylo nutné zjistit idealni
primér laserového paprsku, frekvenci laseru, hustotu zafi-
vého vykonu a rychlost pohybu ablaéni cely. Optimalizo-
vané parametry jsou uvedeny nize (tabulka II). U vzorku

Tabulka I
Pracovni parametry LA-ICP-MS

Parametr Hodnota
Vnéjsi plazmovy plyn (Ar) 151 min'
Stfedni plazmovy plyn (Ar) 11 min'
Nosny plyn (He) 1 1 min™
Pomocny plyn (Ar) 0,6 1 min "'
Ptikon generatoru 1500 W
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Tabulka II

Parametry LA

Parametr Hodnota
Hustota zafivého vykonu 25T cm™?
Frekvence 20 Hz
Rychlost pohybu ablac¢ni cely 6 ums’
Primeér laserového paprsku 8 um

byl sledovan obsah lithia, sodiku, pfipadné zirkonia
(prvkové sloZeni soli) a konstitu¢nich prvka slitiny — nikl,
zelezo, mangan a chrom. Pro kvantifikaci byla pouzita
normaliza¢ni metoda, kterd vyuziva souctu signaltt mére-
nych isotopd prvkl ptitomnych ve vzorku. Energie argo-
nového plazmatu (1. ionizacni energie 15,75 eV) neni
dostatec¢na pro excitaci elektront fluoru (1. ionizaéni ener-
gie 17,42 eV) (cit.®). Signal fluoru byl tedy ziskan souétem
signalli sodiku, lithia, pfipadn¢ zirkonia (pokud bylo sloz-
kou fluoridové soli).

Vysledky a diskuse

Metodou LA-ICP-MS byly sledovany korozni zmény
slitiny INCONEL686 a vzorku Zeleza potazené¢ho vrstvou
niklu po expozici v taveniné alkalické fluoridové soli pfi
teploté 680 °C. Ablatovana byla ta ¢ast vzorku, ktera byla
ve styku s taveninou a jevila nejveétsi miru poSkozeni
(tmava anomalie ve vzorku zeleza potazeného vrstvou
niklu obr. 1A). Jako poskozena byla vyhodnocena ta cast
vzorku, kterd obsahovala lithium, sodik nebo zirkonium.
Tyto prvky totiZ nejsou v méfenych vzorcich primarné
obsazeny. Na jednotlivych mapach (obr. 1, obr. 2) lze
vysledovat nerovnomérnost koroze. Muzeme také videt
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ohrani¢enou korozi uvnitt materialu. U vzorku Zeleza po-
taZzeného cca 100 pm vrstvou niklu (“iron coated by nic-
kel“) je wviditelné proniknuti sodiku dovniti vzorku
(obr. 1D).

Zavér

Pro mapovani zkorodovaného povrchu vzorku
z INCONEL686 a zeleza potazeného vrstvou niklu byl
pouzit systém LA-ICP-MS. Koroze eventualniho kon-
strukéniho materidlu tepelného vyméniku v MSR techno-
logii byla zpiisobena taveninou alkalické fluoridové soli,
ktera byla ve styku s timto materialem pfi teploté¢ 680 °C
po dobu 1000 hodin. Vysledkem zpracovani naméfenych
dat jsou 2D mapy povrchu kovového materialu, které sle-
duji procentudlni zastoupeni jednotlivych konstrukcnich
elementti v neporusené a v korozn€ ovlivnéné vrstve.

Velky vliv na korozi ma technologicky postup vyroby
konstruk¢éniho materialu, nebot’ i velmi nepatrné poskoze-
ni (mikrokanalky, Skrdbnuty material apod.) miiZe ve svém
kone¢ném dusledku zptisobit fatalni degradaci materialu.
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D
"1 4

50 um

Obr. 1. Zelezo potazené vrstvou niklu; A) modry obdélnik ohrani¢uje misto ablace, B) lateralni rozloZeni Ni ve vzorku Zeleza potaZené-
ho vrstvou niklu *, C) lateralni rozlozeni Fe ve vzorku Zeleza potazeného vrstvou niklu *, D) lateralni rozloZeni Na ve vzorku Zeleza

potazeného vrstvou niklu *, * legenda vyjadfuje obsah prvku v %
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Obr. 2. INCONEL686, A) modry obdélnik ohranicuje misto ablace, B) lateralni rozlozeni Ni ve vzorku INCONEL686*, C) lateralni
rozlozeni Na ve vzorku INCONEL686*, * legenda vyjadiuje obsah prvku v %

Pokud analyzu LA-ICP-MS podpotfime daty EPMA,
ziskame tak cenné informace tykajici se struktury materia-
Iu. Srovnanim vzorkti vyrobenych z rtznych slitin mtze-
me vyvozovat zavery tykajici se odolnosti materialu viici
taveninam soli. K témto zavérim vsak vede jesté dlouha
cesta plna méfeni a zpracovani experimentalnich dat.

Autori dékuji Grantové agentuie CR za financéni pod-
poru grantu GACR 101/08/1100 a Ministerstvu mladeZe
a télovychovy za financni podporu vyzkumnych zameérii
MSM0021622411 a MSM0021622412.
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Uvod

Aminobifenyly (AB) a aminonaftaleny (AN), stejné
jako dalsi aminoderivaty polycyklickych aromatickych
uhlovodiki, jsou podezielé nebo prokazané karcinogeny'~.
4-Aminobifenyl (4-AB) a 2-aminonaftalen (2-AN) jsou
obzvlasté nebezpecné latky, podle IARC klasifikace jsou
zatazeny do skupiny 1 (prokézané karcinogeny pro ¢lové-
ka)’. Vyskyt AB a AN v zivotnim prostiedi je spojen
s jejich vyuzitim v chemickém primyslu*’. Krom& toho
jsou produkovany béhem spalovani fosilnich paliv a kou-
feni cigaret’. Nepiiznivy vliv téchto latek na lidské zdravi
vede ke snaze nalézt vhodné analytické metody pro jejich
stanoveni.

V minulosti bylo zkonstruovano nékolik tubularnich
detektori vyuZivajicich platinu, zlato nebo grafit jako
elektrodovy material’'’. Detektor pouZivany v této praci
a zavedeny Cvackou a spol.'' se sklad4 z platinové trubic-
ky s vlozenym napétim zasunuté do teflonové kapilary.
Navzdory relativné velkému geometrickému objemu je
efektivni objem detektoru maly, protoze pouze mala Cast
na konci platinové trubicky se uplatiiuje pti elektrooxidaci
analytd. Spojuje vyhody jednoduché a robustni konstrukce
s vysokou citlivosti stanoveni.

Cilem této prace bylo stanoveni 2-aminobifenylu (2-
AB), 4-aminobifenylu (4-AB), 1-aminonaftalenu (1-AN)
a 2-aminonaftalenu (2-AN) metodou HPLC se spektrofo-
tometrickou a ampérometrickou detekei na platinové tubu-
larni elektrodé. Praktické pouziti této metody bylo testova-
no pifi analyze modelovych vzorkli moci po predbézné
separaci a prekoncentraci studovanych analyti pomoci
extrakce na tuhé fazi.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Studované latky a ostatni chemikdlie

Zasobni roztoky 2-AB, 4-AB (obé Sigma-Aldrich,
97%), 1-AN (Sigma-Aldrich, 98%), a 2-AN (Sigma-
Aldrich, 95%) o koncentraci 1-10™* mol I'! byly ptipraveny
rozpuSténim presné navazeného mnozstvi dané latky

v deionizované vodé (Millipore Q-plus System, Millipore,
USA). FosforeCnanovy pufr byl pfipraven z roztoku
0,01 mol I"" hydrogenfosfore¢nanu disodného, jehoz pH
bylo upraveno pridavkem koncentrované kyseliny fosfo-
recné (obé latky p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska repub-
lika). Dale byly pouzity tyto chemikalie: acetonitril
(chromatograficka cistota, Merck, Némecko), methanol
(p.a., Merck, Némecko), ethylacetat, hydroxid sodny
a koncentrovana kyselina sirova (vse p.a., Lach-Ner, Nera-
tovice, Ceské republika).

Aparatura

HPLC systém se skladal z vysokotlaké pumpy HPP
5001 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika), pied-
kolonky LiChroCART® PAH 4-4 (Merck, Némecko), ko-
lony LiChrospher® 100 RP-18, 5 pum, 125x4 mm (Merck,
Némecko), UV spektrofotometrické¢ho detektoru LCD
2083 (ECOM, Praha, Ceské republika) a ampérometrické-
ho detektoru ADLC 2 (Laboratorni ptistroje Praha, Ceska
republika). Ampérometricky detektor byl sériové zapojen
za UV spektrofotometricky detektor (detek¢ni vinova dél-
ka 290 nm). Davkovany objem byl 10 pl a pratokova rych-
lost Fyy 1 ml min".

Ampérometricky detektor pracoval v tfielektrodovém
uspofadani s platinovou tubuldrni pracovni elektrodou.
Tato elektroda je tvofena 15mm platinovou trubickou
(300 um o.d., 150 um i.d.) potazenou teflonovou kapilarou
(1/16" o.d., 0,010" i.d.) (cit.""). Pracovni elektroda byla
ponofena v piepadové nadobce spolecné s Ag/AgCl
(3 mol I"' KCI) referentni elektrodou (ETP CZ-R00408)
a platinovou pomocnou elektrodou (obé Elektrochemické
detektory, Turnov, Ceské republika). Na za¢atku pracovni-
ho dne byla tubularni elektroda aktivovana v 5- 102 mol I
H,SO, sttidavym vkladanim potencialu —0,3 V a +1,4 V
po dobu 10 s.

Pracovni postupy

Extrakce na tuhé fazi (SPE) byla provadéna na ex-
trak&nich kolonkach LiChrolut® EN 200 mg/3 ml (Merck,
Némecko) na bazi poly(styren-divinylbenzenu) nésleduji-
cim zplsobem: tuha faze extrakéni kolonky byla aktivova-
na bez pouZiti podtlaku postupnym promytim 3 ml ethyla-
cetatu, 3 ml methanolu a 3 ml deionizované vody. Poté
bylo na kolonku naneseno 100 ml analyzované moci, jejiz
pH bylo upraveno na hodnotu pH 9,0 roztokem 5 mol I™
NaOH, a prosadto za pomoci podtlaku rychlosti cca
1 ml min". Nasledng byla kolonka promyta 3 ml deionizo-
vané vody a 1 min suSena vzduchem. Zachycené aminobi-
fenyly a aminonaftaleny byly eluovany 6 ml acetonitrilu
bez pouziti podtlaku. Nakonec byl pouzit podtlak po dobu
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1 min pro odsati zbytku acetonitrilu z kolonek. 10 ul elua-
tu bylo nastfiknuto do HPLC systému.

Kalibrac¢ni zavislosti byly zpracovany metodou linear-
ni regrese. Meze stanovitelnosti byly urceny jako mnoZstvi
analytu poskytujici signal, jehoz vyska je rovna desetina-
sobku absolutni hodnoty Sumu (S/N = 10).

Vysledky a diskuse
Optimalizace podminek analyzy

Pro uspéSnou separaci 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN je
nutné nalézt vhodné separacni podminky. Velky vliv na
retenci v reverznim systému méa pH mobilni faze, jelikoz
v kyselém prostiedi dochazi k protonizaci aminoskupiny
a tim k slabsi retenci na kolon€. Optimalizace pH fosforec-
nanového pufru byla provadéna v rozmezi od pH 2,5 do
pH 7,0 s mobilni fizi o sloZeni acetonitril a fosforec-
nanovy pufr daného pH (50:50; V/V). Jako optimalni pro
dalsi meéfeni byla zvolena hodnota pH 2,5. Optimalizace
obsahu acetonitrilu byla proméfovana v mobilni fazi
o sloZeni acetonitril a fosfore¢nanovy pufr o pH 2,5
v poméru od 60:40 (V/V) do 30:70 (V/V); pomér 40:60
(V/V) byl vybran jako kompromis mezi dobou trvani ana-
lyzy a rozliSenim separovanych latek.

Dal$im krokem byla optimalizace potencidlu vklada-
ného na pracovni elektrodu. Optimalni potencial byl zis-
kan na zéklad¢ promeéteni hydrodynamickych voltamogra-
md jednotlivych latek v rozmezi od +0,5 V do +1,3 V za
optimalnich separacnich podminek. Vzhledem k maxi-
malnimu poméru vysky piku a proudu pozadi byl jako
optimalni zvolen potencial +1,0 V. Chromatogramy analy-
ti naméfené za optimalnich detekénich podminek jsou
znazornény na obr. 1.

Koncentraéni zavislosti

Nalezené optimalni podminky separace a detekce
byly vyuzity pro zméteni kalibra¢nich zavislosti. Koncent-
racni zavislosti jsou linearni v celém koncentracnim roz-
mezi pro spektrofotometrickou detekci a pro ampéromet-
rickou detekci do koncentrace 8-10° mol 1. Meze stano-

Tabulka I

Cena Merck 2011

vitelnosti dosahuji hodnot mezi 8,5-107 mol 1" a 3,1:107°
mol "' pro spektrofotometrickou detekci a mezi 2,610
mol 1" a 8,9-10°® mol 1" pro ampérometrickou detekci
(tab. I). Ve srovnani se spektrofotometrickym detektorem
jsou meze stanovitelnosti ziskané pomoci elektrochemic-
kého detektoru pfiblizné o fad nizsi.

Extrakce ze vzorku moci

Optimalizovand HPLC-ED metoda byla nasledné
pouzita ke stanoveni 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN
v modelovych vzorcich moci. Stanovované latky byly
z matrice predbézné separovany a prekoncentrovany meto-
dou extrakce na tuhé fazi.

Pro eluci adsorbovanych analyti bylo pouzito 6 ml
acetonitrilu, pii 100% vytézku extrakce je tedy prekoncen-
traéni faktor roven 17. Pro koncentraci analytd 1-107°

A, mAU
I, nA

10
10
t, min

Obr. 1. Chromatogramy 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN (¢ = 1-107°
mol 1" kazdé latky) naméiené za optimalnich podminek po-
moci spektrofotometrické (plna ¢ara, 44 = 290 nm) a ampé-
rometrické (¢arkované, Ey = +1,0 V) detekce. Kolona LiChro-
spher® 100 RP-18, 5 pm, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril
a fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (40:60; V/V), davkovany objem
10 pl, Fy =1 ml min™

Meze stanovitelnosti 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN pfi stanoveni analytl v deionizované vodé a ve vzorcich moci (po SPE)
vyuzivajici HPLC se spektrofotometrickou a ampérometrickou detekci. Podminky méteni viz obr. 1

Analyt Meze stanovitelnosti, mol 1"!
spektrofotometrickd detekce ampérometricka detekce
deionizovana voda vzorek moci (po SPE) deionizovana voda vzorek moci (po SPE)
2-AB 3,1-10° 1,7-1077 8,9-10°® 2,7-10°8
4-AB 8,510 3,9-10°° 54-10°° 1,7.10°®
1-AN 1,010 5510 2,6:10° 7,2:107
2-AN 1,310° 6,3-10°° 3,0-10°° 9,1-10”°
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mol 1" bylo dosazeno téchto vytézki: 97 % pro 2-AB,
73 % pro 4-AB, 86 % pro 1-AN a 71 % pro 2-AN.

Po optimalizaci extrak¢énich podminek byly naméteny
kalibracni zéavislosti. Pro spektrofotometrickou detekci
byly mé&feny v koncentraénim rozmezi od 1-10” mol 1"
do 1-10°* mol I'"" a pro ampérometrickou detekci od 7,5-10°°
mol I"" do 1:10° mol I"". Koncentra¢ni zavislosti jsou line-
arni v celém koncentracnim rozmezi pro oba detektory.
Meze stanovitelnosti dosahuji hodnot mezi 3,9-107 mol 1™
a 1,7-107 mol I'" pro spektrofotometrickou detekci a mezi
7,2:107° mol 1" a 2,7-10® mol I"' pro ampérometrickou
detekci. Méfeni je komplikovano pritomnosti Sirokého
piku latek piitomnych v matrici a koeluujicich spolu
s analyty, ale vétSi selektivita ampérometrické detekce
tento nezadouci vliv zmiriuje.

Zavér

Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni 2-
AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN s vyuzitim HPLC s ampéromet-
rickou detekci na platinové tubularni elektrodé a se spekt-
rofotometrickou detekci: kolona LiChrospher® 100 RP-18,
5 um, 125%4 mm, mobilni faze slozend z acetonitrilu
a 0,01 mol "' fosfore¢nanového pufru o pH 2,5 (40:60, V/
V), detekéni potencial +1,0 V a vinova délka 290 nm. Pri
vyuziti ampérometrické detekce jsou koncentracni zévis-
losti linearni v rozsahu od 8:10® mol 1" do 8:10° mol 1.
Meze stanovitelnosti dosahuji hodnot mezi 2,6:10°* mol 1!
a8,9-10° mol 1", coZ piedstavuje o vice nez fad vétsi citli-
vost nez v pripad¢ spektrofotometrické detekce. Metoda
byla vyuzita pfi stanoveni analytd v modelovych vzorcich
lidské moci po predbézné separaci a prekoncentraci techni-
kou SPE pomoci sorbentu LiChrolut® EN. Meze stanovitel-
nosti dosahuji hodnot od 7,210 mol I"* do 2,7-10®* mol 1",
Ampérometricka detekce je ve srovnani se spektrofotomet-
rickou citlivejsi 1 selektivnéjsi, coz potvrzuje kvality pou-
zité pracovni elektrody.
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