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17. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI
V OBORU ANALYTICKA CHEMIE ,,0 CENU FIRMY MERCK 2014

V neuprosném koloto¢i zprav, hlaseni, zadosti a dalsich —
dusi analytického chemika nepfili§ uspokojujicich — akei, se
objevilo radostné svétélko, které vétsing zacastnénych udélalo
podle mého ndzoru velikou radost. Ve dnech 5. a 6. unora
2014 probéhl v modernich prostorach Fakulty chemicko-
technologické Univerzity Pardubice v inspirujici atmosféfe
v poradi jiz 17. ro¢nik soutéze mladych analytickych chemikt
,,O cenu firmy Merck 2014 za nejlepsi studentskou védeckou
praci v oboru analytickd chemie. Stejné jako v minulych le-
tech probéhla tato akce ve spolupraci s Odbornou skupinou
analytické chemie Ceské spolegnosti chemické a zagastnilo se
ji 25 ucastnikl ze sedmi Ceskych vysokych Skol. Odborna
zastita letos pfipadla kolegim z Katedry analytické che-
mie Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice
pod vedenim prof. Ing. Karla Ventury, CSc. a doc. Ing. Marti-
na Adama, Ph.D. Jimi zkuSené dirigovany kolektiv (ve sloZeni
Ing. Petra Bajerova, Ph.D.; Ing. Tomas Bajer, Ph.D.; Ing. Ale§
Eisner, Ph.D.; Ing. Andrea Cizkova; Ing. Silvie Surmova
aIng. Daniel Kremr) zajistil bezchybny pribéh soutéze
avytvofeni piijemné a pratelské atmosféry. Mij dik patii
iIng. Ivé Ulbrichové, CSc., asistentce prodc¢kantl, za G¢innou
organizacni podporu soutéze a Milanu Reinberkovi, DiS. za
tvorbu webovych stranek soutéze a jeji fotografickou doku-
mentaci. A pochopitelné i prof. Ing. Petru Lostdkovi, DrSc.,
dékanovi Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardu-
bice, ktery si i ve svém jisté nabitém programu nasel ¢as na
pozdraveni Ucastnikd soutéze. Nez se dostanu k informaci
o udélenych ocenénich, dovolte mi, abych vyjadtil svij obdiv
nad vykony a odvedenou praci vSech soutézicich bez ohledu
na vysledné poradi. Kvalita a v nejlepsim slova smyslu profe-
sionalita jejich vystoupeni by byla ozdobou fady vyznamnych
mezinarodnich konferenci a snesla i ptisnd mezinarodni mé-
fitka. Ukolu vybrat ty nejlepsi z nejlepsich se velmi dobie
zhostila porota ve slozeni doc. Ing. Martin Adam, Ph.D., prof.
RNDr. Jifi Barek, CSc., doc. Ing. Zdenika Kolska, Ph.D., Ing.
Marcela Kubaskova, doc. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D., doc.
Ing. Zuzana Navratilova, CSc., RNDr. Helena Pokornd, prof.
Ing. Vaclav Svorgik, DrSc. a doc. Ing. Kamil Zaruba, CSc.,
kteti si rovnéz zaslouzi podékovani. Vysledny verdikt této
poroty byl nésledujici:

1. misto ziskala Be. Simona Janki z Katedry analytické
chemie Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubi-
ce za praci Priprava a charakterizace vysoce zesiténych mo-
nolitickych stacionarnich fazi pro separace malych molekul.
2. misto ziskala Be. Aneta LarySova z Katedry chemie Piiro-
dovédecké fakulty Ostravské Univerzity v Ostravé za praci
Analyza alkaloidii v makoviné metodou vysokoucinné kapali-
nové chromatografie.

3. misto ziskal Be. Kamil Mikulasek z Katedry analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brn¢
za praci Studium retencniho chovani trinukleotidii v HPLC.

Vzhledem k mimoiadné kvalité pfednesenych praci se
porota rozhodla udélit tfi zvlastni ceny poroty nasledujicim
soutézicim: Be. Vit Kosek z Ustavu analyzy potravin a vyZi-
vy Fakulty potravinaiské a biochemické technologie VSCHT
v Praze za praci Vyvoj analytické metody pro studium osudu
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Vitézové soutéze ,,O cenu firmy Merck 2014*. Zleva doc. Ing.
M. Adam, Ph.D. (predseda poroty), Bc. K. Mikulasek (MU Brno),
Be. M. Nagyova (VSCHT Praha), Be. S. Jankii (UPa Pardubice),
Be. A. Larysova (OU Ostrava), Be. V. Kosek (VSCHT Praha)
a Ing. M. Kubdskova (zastupce firmy Merck)

statinii v tkanovych kulturdach s vyuzitim tandemové a vysoko-
rozliSujici  hmotnostni spektrometrie, Simona Lupinkova
z Usteckého materialového centra a Katedry fyziky Univerzi-
ty J. E. Purkyné v Usti nad Labem za praci Analyza povrchii
polymeru aktivovanych plazmatem a ndasledné roubovanych
vicindinimi slouceninami a Be. Michaela Nagyova z Ustavu
inzenyrstvi pevnych latek Fakulty chemicko-technologické
VSCHT v Praze za praci Analyza povrchu polymérov ockova-
nych cysteaminom pre tkanivové inZenierstvo. VSem ocenc-
nym patfi naSe srde¢né blahopfani a vSem ucastnikiim nas
viely dik za odvedenou praci, lasku k analytické chemii
a perfektni prezentace. Podékovani si nepochybné zaslouzi
iIng. Radmila Rapkova, vykonna redaktorka asopisu Che-
mické listy, RNDr. Vlastimil Vyskocil, PhD. za peclivou
ptipravu zvlastniho elektronického ¢isla Casopisu Chemické
listy vénovaného této soutézi a RNDr. Helena Pokorna za
pomoc pii organizacnim zajisténi této soutéze. A v nespoledni
fad¢ povazuji za milou povinnost podékovat Dr. Arturovi
Stawiskému, Ing. Lence Ungrmanové a Ing. Marcele Kubas-
kové z firmy Merck za jejich laskavou a uc¢innou podporu této
soutéze.

Na zavér nezbyva nez vSechny zajemce pozvat na jiz
18. ro¢nik soutéZe o nejlepsi studentskou védeckou praci
v oboru analyticka chemie, ktery bude zajistovan kolektivem
vedenym doc. Ing. Zuzanou Navratilovou, CSc. z Katedry che-
mie Pfirodovédecké fakulty Ostravské univerzity v Ostraveé ve
dnech 4. a 5. tinora 2015.

Jiril Barek,
predseda Odborné skupiny analytické chemie CSCH
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KAROLINA ADAMKOVA, DANIEL KREMR,
ANDREA CiZKOVA, MARTIN ADAM a KAREL
VENTURA

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka,
Katedra analytické chemie, Studentska 573, 532 10 Pardu-
bice

Karolina. Adamkova@student.upce.cz

Uvod

Slad je jednou ze zékladnich surovin pro vyrobu piva.
Jednotlivé typy sladl s poZzadovanymi vlastnostmi se vyra-
bi nejriznéjsimi upravami technologie maceni a kliceni
urcité obiloviny. T€mito Upravami lze regulovat aktivitu
a biosyntézu enzymd, které pisobi na urcité slozky extraktu.
Tvorbu barevnych a aromatickych produkti Ize pak regulo-
vat piedevsim teplotnimi ipravami pii hvozdéni sladu’.

V Ceské republice se vyrabi slady pievazné ze sla-
dovnického jeCmene a pouze zlomek procenta piipada na
slady pSeni¢né?. PSeni¢ny slad dodava pivu specialni chu-
tové vjemy, podporuje pénivost, a proto se Casto vyuziva
jako ptidavek pti vyrobé piv klasickych se Spatnou stabili-

tou pény?.
Jako vhodna a dostupnd metoda pro ziskani tékavych
latek ze sladu se jevi mikroextrakce tuhou fazi

z ,,headspace* prostoru (HS-SPME). Pro samotnou detekci
je pak vhodné pouzit GC-MS, tedy plynovy chromatograf
ve spojeni s hmotnostnim detektorem. Mikroextrakce tu-
hou fazi (SPME) je metoda, kterda kombinuje extrakci
a prekoncentraci analyti v jednom kroku za pouziti jedno-
duchého zatfizeni. Principem je sorpce t€kavé slozky vzor-
ku na stacionarni fazi (vrstvicka polymeru) pokryvajici
kifemenné vlakno umisténé uvnitt ocelové jehly jednodu-
chého aplikétoru, kterd ho chrani pfed mechanickym po-
Skozenim. Pfi HS-SPME vzorkovani dochazi k extrakci
analytll z prostoru nad vzorkem v nddob¢ uzaviené vickem
se septem, které je propichovano aplikatorem pro SPME.
Tato varianta extrakce je vhodnd prave pro tékavé latky.
Mnozstvi nasorbované latky zavisi zejména na rozdéleni
slouCenin mezi headspace a matrici vzorku a také na roz-
déleni mezi stacionarni fazi na vlakné a headspace. Na
vlakné nasorbovana slozka se nésledné tepelné desorbuje
pfimo v nastfikovém prostoru plynového chromatografu
spojeného s hmotnostnim  detektorem. = HS-SPME
v kombinaci s GS-MS byla vyhodnocena jako i¢inna me-
toda, nevyuZzivajici rozpoustédel, vhodna pro analyzu téka-
vych slozek z rostlinnych materiald.

Hlavnim cilem této prace je prozkoumat pouzitelnost
této metody pro analyzu tékavych latek ve vzorcich je¢né-
ho a pSeni¢ného sladu’.
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Experimentalni ¢ast

Pro extrakce te€kavych latek bylo pouzito SPME vlak-
no 50/30 um DVB/CAR/PDMS (divinylbenzen/Carboxen/
polydimethylsiloxan) a drzak pro manualni vzorkovani
(v8e Supelco, Bellefonte, PA, USA). Vzorky sladu plzei-
ského typu byly dodany zhumnové sladovny Zahlinice
(CR).

Pro izolaci t€kavych latek metodou HS-SPME byly
navazeny 3 g Cerstvé rozdrceného sladu. Tato navazka
byla prevedena do sklenéné vzorkovaci nadobky se septo-
vym uzaveérem (20 ml, Supelco). Pribéh extrakce byl pod-
poten pfidavkem 5 ml roztoku NaCl s riznymi koncentra-
cemi. Po uzavieni nadobky byla pfipravena suspenze pro-
michana na tfepacce Yellow Line TTS 2 (2500 ot. min’l).
Nadobka s promichanou suspenzi byla vlozena do vyhtaté-
ho prostoru o piislusné teploté, kde byla temperovana
20 min. Po ukonceni temperace bylo propichnuto septum
pomoci SPME aplikétoru a nasledné bylo vysunuto vldkno
do vysky cca 1 cm nad suspenzi vzorku sladu. Takto byla
zahajena mikroextrakce. Doba extrahovani a teplota byly
zvoleny na zakladé optimalizace.

Tekavé latky nasorbované na kiemenném vlakné
(DVB/CAR/PDMS) byly analyzovany na plynovém chro-
matografu GC 17A ve spojeni s hmotnostnim spektrome-
trem QP 5050A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Standardni
konfigurace byla vybavena kapildrni kolonou DB-5MS
(30 m, 0,25 mm, 0,25 pm film, J&W Scientific, Folsom,
CA, USA), GC-MS pievodnikem, elektronovym iontovym
zdrojem, kvadrupélovym analyzatorem a elektronovym
nasobicem.

Nosnym plynem bylo helium 5.0 (Linde, Praha, CR)
s linearni rychlosti 30 cm s . Teplota nastiiku byla udrzo-
vana na 250 °C. Desorpce analytd zvlakna probihala
1 min pfi nastfikové teploté 250 °C, teplota iontového
zdroje byla 230 °C. Teplotni program byl nasledujici: 35 °C
(2 min), linearni nartist na 270 °C (6 °C min ). Davkovani
vzorku probihalo pfi splitovacim poméru 1:6. Hmotnostni
spektrometr pracoval v rezimu elektronové ionizace pfi
70 eV v rozsahu skenovani 40-400 m/z.

K vyhodnocovani dat byla pouzita datovd stanice
vybavena programem GCMS Solution 1.20 (Shimadzu,
Kyoto, Japonsko). Tento program umoziuje integraci pi-
ki, porovnani hmotnostnich spekter v knihovné spekter,
porovnani a vyhodnocovani chromatogramd.

Vysledky a diskuse
Vliv splitovaciho poméru pti GC-MS

Splitovani je jedna z technik nasttiku, pii které docha-
zi k miseni nosného plynu a vzorku v nestejném poméru,
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kdy mensi ¢ast odchazi na kolonu a vétsi mimo kolonu.
Piimy néstiik se pouziva spiSe u stopovych analyz. Volba
tohoto poméru ma zasadni vliv na kvalitu odezvy detekto-
ru. Celkem byly pfi optimalizaci této metody aplikovany
2 poméry, a to nejprve 1:3 a poté 1:6. Pii splitovacim po-
méru 1:3 doSlo k tomu, Ze velikost intenzivnéjSich pika
byla piilis velka, a hrozilo tak pfepaleni Zhaviciho vlakna
v MS detektoru. Toto riziko bylo eliminovéno zvySenim
poméru na 1:6. Pfi tomto poméru byla souc¢asné zachovana
dostatecna citlivost metody i pro analyzu mén¢ koncentro-
vanych slozek.

Cena Merck 2014

Vliv teploty a doby extrakce

Vysoka teplota poskytuje dostatek energie pro pieko-
nani energetické bariéry, kterou jsou te€kavé latky zadrzo-
vany v matrici. Dale ma vliv na zvySeni tenze par, coz je
dilezité pro proces prevodu hmoty. Celé to znamena, ze
dochazi ke snadnéjSimu uvolnéni t€kavych latek do volné-
ho prostoru®. Rozdily v tgincich teploty a doby sorpce jsou
patrné na chromatogramech sorpce pfi teploté¢ 40 a 80 °C
po dobu 15 min (obr. 1). Z chromatogramu tékavych latek
jecného sladu je patrné, Ze teplota sorpce 40 °C je vhodngj-
§i pro latky s kratSim retenénim ¢asem, kdy je odezva de-
tektoru vyss$i v porovnani s latkami eluovanymi pozdé&ji,
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Obr. 1. Chromatogramy sladu p¥i teploté extrakce 40 a 80 °C, doba sorpce 15 min
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Obr. 2. Chromatogramy sladu pfi teploté extrakce 40 °C a dobé sorpce 15 a 45 min
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kterym naopak vyhovuje extrakéni teplota 80 °C. Teplota
ma tedy znacny vliv na detekci t€kavych analytd ve vzor-
cich sladu.

Dobu extrakce a jeji ucinky na detekei tekavych latek
sladu charakterizuje chromatogram na obr. 2, kdy méfeni
probihalo po extrakci pfi teplot¢ 40 °C a dvou rGznych
dobéch trvani HS-SPME (15 a 45 min). Chromatogram
ukazuje, ze doba sorpce ma podobny dopad jako teplota,
kdy drive eluované latky po kratsi sorpci (15 min) posky-
tuji vetsi odezvu, zatimco po delsi sorpci (45 min) posky-
tuji odezvu mén¢ intenzivni. Avsak u vétSiny latek zadrzo-
vanych na kolon¢ déle je tomu naopak.

Vliv ptidavku soli

Jednou z moznosti, jak zvySit mnozstvi extrahované
latky, je pfidavek NaCl. Timto pfidavkem vzroste iontova
sila roztoku, a tim se sniZi rozpustnost nékterych latek
pfitomnych ve vzorku a urychli se jejich pfenos k SPME
vlaknu. Tohoto jevu se vyuziva zejména u polarnich
a tékavych latek’. Jak piidavek soli ovliviiuje analyzu, lze
pozorovat na chromatogramech extraktt, které byly ziska-
ny extrakci pii stejné teploté (40 °C) a po stejnou dobu
(15 min), avsak za ptidavku roztoku NaCl o koncentracich
10 a 30 g/100 ml. Na obr. 3 Ize pozorovat, jak vyssi kon-
centrace soli zvysila odezvu analytd, a to az dvojnasobné.

Optimalizace podminek extrakce dle principt
planovani experimentu

Optimalizace teploty, doby extrakce a piidavku soli
probihala dle nasledujici tabulky (tab.I) vypracované ve
statistickém programu STATISTICA 12, a to dle principt
centralné kompozitniho planovéni experimentu (Central

(1,£00,000)
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Composite Design). V tomto navrhu predstavuji pokusy 1—-
4 a 7-10 body faktorového planu, pokusy 13—18 body
hvézdicovitého planu a body s oznacenim (C) opakovani

ve stiedu.

Na zakladé vyhodnoceni celkové odezvové plochy
byly jako vhodné zvoleny podminky: teplota 70 °C, doba
extrakce 40 min a koncentrace NaCl 35 g/100 ml. Vztah
mezi odezvou detektoru a extrakénimi podminkami by
bylo mozné popsat rovnici (/). Tu¢né zvyraznéné parame-
try byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné na hladi-

né vyznamnosti p = 0,05.

Y = 5846915 — 434723 x| — 727747 x> + 346243 x, —
1320915 x,* + 2243649 x3 + 2862044 x> — 3276616 x; x;
+ 648124 X1x3+ 2755163 X2 X3

)

kde Y je celkova odezva, x; teplota extrakce (°C), x, doba

extrakce (min) a x; koncentrace roztoku NaCl (g/100 ml).

Zavér

Optimalizace stanoveni t€kavych latek ve vzorcich
sladu metodou HS-SPME s néslednou GC separaci a MS
detekci ukdzala, jak znacny vliv maji podminky extrakce

a splitovaci pomér na separaci a detekci analytt.

Vyssi teploty pfi extrakci napomahaji k uvolnéni t€ka-
vych latek, to ovSem neplati obecné. Pfi optimalizaci se
ukazalo, ze vyssi teplota zlepSuje odezvu v pripadé déle
zadrzovanych latek, zatimco teplota niz§i zase v ptipadé
latek dfive eluovanych zkolony. Obdobné¢ to plati pro

dobu extrakce.

Max Irtensity : 2 534 602

30 g NaCl/100 ml

25

204

0.5

0o

e 262 Sad 48 e 258p5

10 g NaCl/ 100 ml

Obr. 3. Chromatogramy sladu pro extrakce s pfidavkem NaCl (10 a 30 g/100 ml)
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Tabulka I

Cena Merck 2014

Experimentalni matice CCD navrhu optimalizace podminek SPME

Pokus Teplota [°C]  Cas [min]  NaCl [g/100 ml]

Pokus Teplota [°C]  Cas [min]  NaCl [g/100 ml]

1 40,0 15,0 10,0 11(C) 60,0 30,0 20,0
2 40,0 45,0 30,0 12 (C) 60,0 30,0 20,0
3 80,0 15,0 30,0 13 27,3 30,0 20,0
4 80,0 45,0 10,0 14 92,7 30,0 20,0

5(C) 60,0 30,0 20,0 15 60,0 5,5 20,0

6(C) 60,0 30,0 20,0 16 60,0 54,5 20,0
7 40,0 15,0 30,0 17 60,0 30,0 3,7
8 40,0 45,0 10,0 18 60,0 30,0 36,3
9 80,0 15,0 10,0 19 (C) 60,0 30,0 20,0
10 80,0 45,0 30,0 20 (C) 60,0 30,0 20,0
Pridavek roztoku soli pro zvySeni mnozstvi extraho- LITERATURA

vané latky se ukédzal byt pfinosnym. Optimalizaci se dale
potvrdilo, Ze pridavek soli ma také znac¢ny vliv na odezvu.
Jako optimalni se ukdzala koncentrace 35 g NaCl na
100 ml roztoku, jehoz ptidavek mél na intenzitu signalu
pozitivni vliv.

Jako vhodny splitovaci pomér byl zvolen pomér 1:6,
pfi kterém odezva byla dostaCujici a pfi némz zéaroven
nehrozilo poskozeni citlivych ¢asti detektoru.
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JEDNODUCHY ELEKTROCHEMICKY BIOSENZOR PRO KOMPLEXNI DETEKCI
POSKOZENI DNA CHEMICKYMI KARCINOGENY

MARTA BLASKOVA a VLASTIMIL VYSKOCIL

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzitni vyzkumné centrum UNCE ,, Supramolekuldarni
chemie“, Katedra analytické chemie, UNESCO laborator
elektrochemie Zivotniho prostiedi, Hlavova 2030/8, 128 43
Praha 2

viastimil. vyskocil@natur.cuni.cz

Uvod

Tato prace se zabyva ptipravou jednoduchého DNA
biosenzoru' na bazi elektrody ze skelného uhliku (GCE)
a nizkomolekularni DNA a aplikaci tohoto biosenzoru jako
rychlého a levného néstroje” > pro detekci poskozeni DNA
zpusobeného riznymi chemickymi karcinogeny. Byl pozo-
rovén vliv Ctyt latek na poSkozeni DNA: flutamidu — proti-
nadorového 1é&iva na 1é&bu rakoviny prostaty®, jeho meta-
bolitu 4-nitro-3-(triﬂuormethyl)anilinu6 (NTMA), vybra-
ného zastupce polycyklickych aromatickych uhlovodikt
anthracenu’ a jeho aminoderivatu 2-aminoanthracenu®
(obr. 1).

Pro optimalizaci pfipravy biosenzoru byly pouzity tfi
elektrochemické techniky: cyklickd voltametrie (CV),
square-wave voltametrie (SWV) a elektrochemick4 impe-
danc¢ni spektroskopie (EIS). Pro detekci poskozeni DNA
byly pouzivany uz pouze SWV a EIS kvili vyssi citlivosti
téchto technik”'’

r wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Octanovy pufr (AcB) o koncentraci 0,1 mol I"' a pH
4,8 byl ptipraven jako roztok 0,1 mol I'" octové kyseliny

DUY oy

flutamid 4-nitro-3-(trifluormethyl)anilin

Seos

anthracen 2-aminoanthracen

Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych slouc¢enin
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(80%, Ccistota p.a., Lach-Ner, CR) a 0,1 mol 1" octanu
sodného trihydratu (istota p.a., Lach-Ner, CR). Fosfore¢-
nanovy pufr (PB) o koncentraci 0,1 mol I'" a pH 7,0 byl
pfipraven jako roztok hydrogenfosforec¢nanu sodného do-
dekahydratu (&istota 98,5 %, Lach-Ner, CR) a dihydrogen-
fosforecnanu sodného monohydratu (Cistota > 98 %, Sig-
ma-Aldrich, USA). Pro ptfipravu pufrii byla pouzita deioni-
zovana voda (produkovand systémem Millipore Milli-Q
Plus, Millipore, USA). Zasobni roztoky flutamidu (¢ =
1:10* mol I'"; &istota p.a.), NTMA (¢ = 110 mol 1'";
Cistota 98 %), anthracenu (¢ 1-10° mol 1'"; gistota
> 99,0 %) a 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10~° mol I'"; &istota
96 %) (vSe Sigma-Aldrich, USA) byly pfipraveny v PB
a uchovavany ve tmé¢ za laboratorni teploty. Redoxnim
indikatorem (Fe'/Fe™) byla ekvimolarni smés hexakyano-
zeleznatanu draselného trihydratu a hexakyanozelezitanu
draselného (oba ¢istota 99 %, Lachema, CR) o koncentraci
1-107° mol 1" v PB. Zasobni roztok DNA o koncentraci
10 mg ml™ byl ptipraven v PB rozpusténim nizkomoleku-
larni DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich, USA)
a skladovan v mrazicim boxu pfi teploté —4 °C.

Aparatura

Techniky CV, SWV a EIS byly méfeny pfistrojem
pAutolab III/FRA2 (Eco Chemie, Nizozemsko), pii mére-
ni CV a SWV byl pouzit software GPES (General Purpose
Electrochemical System), verze 4.9, a pfi méteni EIS byl
pouzit software FRA (Frequency Response Analysis),
verze 4.9. Pristroj byl fizen osobnim pocitacem s operac-
nim systémem Microsoft Windows XP Professional. Vy-
sledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2007.
Vsechna elektrochemickd méfeni probihala v tfielektrodo-
vém zapojeni sestavajicim z argentchloridové referentni
elektrody typu RAE 113 (3 mol I' KCI), platinové pomoc-
né elektrody typu PPE (ob& Monokrystaly, Turnov, CR)
a pracovni elektrody ze skelného uhliku (GCE) typu
6.1204.110, s pramérem uhlikového disku 2,0 mm
(Metrohm, Svycarsko). Pro akumulaci DNA na povrch
elektrody byl pouzit Eco-Tribo Polarograph (Polaro-
Sensors, CR) se softwarem Polar Pro, verze 5.1.

Pracovni postupy

CV byla méfena v 10 ml redoxniho indikatoru Fe'/
Fe™ (¢ = 110" mol ") v PB, zaznamenany byly tfi skeny
v potencidlovém rozmezi —400 az 800 mV pii polarizacni
rychlosti 50 mV s a s potencidlovym krokem 5 mV.
SWYV byla métena v 10 ml AcB s nasledujicimi parametry:
potencialové rozmezi 0 az 1600 mV, potencialova ampli-
tuda 40 mV, frekvence 200 Hz, polarizacni rychlost
3000 mV s, potencialovy krok 15 mV. EIS byla mé&fena
v 10 ml redoxniho indikatoru Fe'/Fe'™ (¢ = 110 mol ")
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v PB pii polarizacnim potencialu 208 mV, ktery odpovida
formalnimu redoxnimu potencialu pouzitého indikatoru,
a s potencialovou amplitudou 10 mV. Rozsah méfenych
frekvenci byl 0,1 az 5000 Hz (méfeno 51 bodu).

DNA byla na povrch pracovni elektrody akumulovana
z roztoku vzniklého doplnénim 100 pl zasobniho roztoku
DNA (y = 10 mg ml™") v PB do 10 ml roztokem AcB nebo
PB. Roztok byl béhem akumulace michén a na elektrodu
byl vkladan akumulac¢ni potencial. Inkubace elektrody
modifikované vrstvou DNA (DNA/GCE) probihala
v zasobnich roztocich studovanych latek v PB po dobu
5 min. Roztoky byly béhem inkubace michany. Po pouziti
biosenzoru byla DNA z elektrody odstraiovana mechanic-
ky, otfenim jejitho povrchu o sametovou podlozku potie-
nou suspenzi aluminy (velikost ¢astic 1,1 um) ve vodé.
Ptiprava dalsiho nového biosenzoru pak zapocala s takto
predupravenou elektrodou.

Vysledky a diskuse

Optimalizace pfipravy a charakterizace
DNA biosenzoru

Nejprve byl hleddn vhodny zptisob imobilizace DNA
na povrch pracovni elektrody, aby byla piiprava biosenzo-
ru co nejjednodussi, casové nendrocnd a probihala s dobte
opakovatelnym a spolehlivym vysledkem. Prvnim zkou-
manym zpusobem piipravy biosenzoru byla samovolna
adsorpce DNA ze zasobniho roztoku naneseného na po-
vrch GCE''. 10 pl roztoku DNA (y = 10 mg ml™") v PB
bylo shora naneseno na povrch pracovni elektrody automa-
tickou pipetou a nechdno zaschnout na vzduchu. Schnuti
probihalo 1 h, 2 h a pfes noc. Pokles vysky anodického
(I,,) a katodického (I,x) piku redoxniho indikatoru Fe'/
Fe'™ a narist odporu prenosu naboje (R.) mezi redoxnim
indikatorem Fe'/Fe a pracovni elektrodou byly pro jed-
notlivé doby schnuti méfeny pomoci CV a EIS a byly po-
rovnavany hodnoty namétené na GCE a DNA/GCE, pfi-
¢emz hodnoty naméfené na GCE byly brany jako 100 %.
Vysledky jsou uvedeny v tab. I a je z nich patrné, Ze tento
zpusob imobilizace DNA vykazuje pouze malou zménu
chovéani pracovni elektrody pfed a po modifikaci jejiho
povrchu vrstvou DNA (vyrazngjsi zmény je mozné pozo-
rovat pouze pii métenich technikou EIS).

Jako dalsi zplisob imobilizace DNA na povrch elek-
trody byla testovana potenciostaticka akumulace'. Akumu-

Tabulka I
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lace byla provadéna z prostiedi AcB i PB. 100 pl zasobni-
ho roztoku DNA (y = 10 mg ml™) v PB bylo dopln&no do
10 ml pfisluSnym pufrem a na elektrodu byl vkladan aku-
mulaéni potencial (E,..) o hodnotach 0, 100, 200, 300, 400
nebo 500 mV, vzdy po dobu 15 min. Namétené poklesy
hodnot 1, , a I, redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ pro akumu-
laci DNA z PB jsou zobrazeny na obr. 2.

Po téchto métenich byly zvoleny optimalni pracovni
podminky. Jako vhodné&jsi zplsob imobilizace DNA na
elektrodu byla vybrana potenciostatickd akumulace z roz-
toku. Poklesy 7, a I,x redoxniho indikatoru Fe'/Fe' byly
mirn€ veétsi nez pfi pouZiti samovolné adsorpce DNA
(obr. 2 a tab. I) a akumulaci DNA z roztoku se rovnéz pod-
statn¢ zkratil ¢as pfipravy biosenzoru. Jako vhodné&jsi pro-
stiedi pro akumulaci DNA se jevi PB, ve kterém namétené
hodnoty 1, , a I,x vykazuji v zavislosti na pouZitém F,.. (od
0 do 500 mV) monotoénni sestupny trend (obr. 2) a ve kte-
rém byl také pozorovan mensi rozptyl hodnot pfi méfeni
technikou EIS (v zévislosti na pouzitém E,.. byl pozorovan
monoténni nardst hodnoty R, od 400 do 600 %). Jako
optimalni hodnota potencialu akumulace DNA byla zvole-
na hodnota 500 mV, pii které byl pokles /,, a I, nejvétsi
(obr. 2), stejné tak jako nartst Ry.
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Obr. 2. Zavislost poklesu vysky piku (,) redoxniho indikatoru
Fe'/Fe™ na hodnoté pouZitého potencidlu akumulace DNA
(Eaee); méfeno na DNA/GCE technikou CV pomoci redoxniho
indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1:10 mol I"') v PB; akumulace DNA
byla provadéna 15 min z roztoku DNA (y = 0,1 mg ml™'") v PB;
pokles I, , (modré body) a 7, (¢ervené body) redoxniho indikéto-
ru Fe"/Fe™ (hodnoty I, a I,y naméfené na GCE za stejnych pod-
minek byly brany jako 100 %)

Porovnani vysledkii samovolné adsorpce DNA; na povrch GCE naneseno 10 ul roztoku DNA (y = 10 mg ml™") v PB a po-
nechano zaschnout na vzduchu; méfeno technikami CV a EIS pomoci redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1-10~ mol 1)

v PB

Doba schnuti Pokles I, , na [%] Pokles I, na [%] Narast R na [%]
l1h 88 92 540

2h 87 91 730

Pfes noc 90 89 940
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Pii téchto podminkéch byl dale pozorovan vliv doby
akumulace DNA (#,.). DNA byla akumulovana po dobu 1,
3,5,7,10, 15 nebo 20 min a méfeni byla provadéna tech-
nikami CV a EIS (obr. 3) v prostfedi redoxniho indikatoru
Fe"/Fe'" a technikou SWV v prostiedi AcB (méfeny vysky
pikti guanosinu (/) a adenosinu ([, ) pfitomnych ve
struktufe DNA na povrchu DNA/GCE). Pfi méfenich CV
a EIS se jevi jako optimalni ¢as akumulace DNA 10 min.
I,, klesne na 83 %, I,x klesne na 85 % a R, vzroste na
616 % (obr. 3). Prodlouzenim doby akumulace na 15 min
se ziskaji hodnoty poklesu I,, na 83 %, I,x na 86 %
(obr. 2) a naristu Ry na 630 % (obr. 3). Toto zlepSeni na-
rustu Ry je vSak tak malé, Zze nevyvazi prodlouzeni celé
procedury piipravy biosenzoru. Podobné i pfi méfenich
technikou SWV nema4 delsi doba akumulace velky vliv na
vysledné odezvy biosenzoru (v rozmezi studovanych cast
akumulace DNA od 1 do 20 min se hodnoty I, ; pohybova-
ly mezi 1,5 a 2 pA a hodnoty I, o v rozmezi 4 az 5 pA).
Jako optimalni byl tedy zvolen ¢as akumulace 10 min pro
vSechny pouzité elektrochemické techniky.

Pti zvolenych optimalnich parametrech E,.. = 500 mV
a t,e = 10 min byla testovana opakovatelnost odezev
v ramci jednoho pfipraveného DNA biosenzoru (techni-
kami CV a EIS) a v rdmci sady pfipravenych DNA biosen-
zoru (technikou SWV, kterou Ize pouZit na jednom biosen-
zoru pouze jedenkrat, protoze elektrochemicky zoxidované
guanosinové a adenosinové jednotky ptitomné ve struktuie
imobilizované DNA jiz neposkytuji pfi opakovanych me-
fenich voltametrické piky'). Pro viechny techniky bylo
meéteni opakovano desetkrat. Pfi CV se dosahlo relativni
smérodatné odchylky 0,85 % pro /,, a 0,79 % pro I, re-
doxniho indikatoru Fe'/Fe''. Pfi méfeni technikou EIS
byla relativni smérodatnd odchylka R, rovna 8,5 %. Pii
SWYV se relativni smérodatnd odchylka rovnala 3,8 % (pro
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Obr. 3. Zavislost nariistu odporu pienosu naboje (R.) mezi
redoxnim indikatorem Fe'/Fe™ a pracovni elektrodou na
hodnoté doby akumulace DNA (#,.); méfeno na DNA/GCE
technikou EIS pomoci redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1-107
mol 1) v PB; akumulace DNA byla provadéna pii potencialu
akumulace 500 mV z roztoku DNA (y = 0,1 mg ml'") v PB
(hodnoty R, naméfené na GCE za stejnych podminek byly brany
jako 100 %)
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I, pfi potencialu 1,1 V) a 3,5 % (pro I, pfi potencialu
1,4 V). U vsech pouzitych technik se relativni smérodatna
odchylka pohybuje pod hodnotou 10 %, coz svéd¢i o velmi
dobré opakovatelnosti méteni i opakovatelnosti pfipravy
biosenzoru.

Zjistovani poSkozeni DNA chemickymi karcinogeny

SW voltamogramy (obr. 4A) byly naméfeny v AcB
nejprve na DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovéana v PB
(obr. 4A, modra ktivka), a poté v AcB na nov¢ pfipravené
DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovéna v roztoku 1-107*
mol 1" flutamidu v PB (obr. 4A, ervena kiivka). Ze ziska-
nych zaznami je patrné, Ze pfi interakei flutamidu s DNA
nedochazi k pozorovatelnému poskozeni DNA, protoze
nedochazi k poklesu hodnot /, ani Z, ». Méfeni technikou
EIS (obr. 4B) se provadélo v roztoku redoxniho indikatoru
Fe'/Fe™ na nemodifikované elektrod (obr. 4B, zelené
body), na DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovana v PB
(obr. 4B, modré body), a na stejné DNA/GCE, ktera byla
nasledné 5 min inkubovéana v roztoku 1-10* mol I'' fluta-
midu v PB (obr. 4B, Cervené body). Pti zkoumani vlivu
interakce flutamidu s DNA technikou EIS doslo k malému,
statisticky nevyznamnému snizeni hodnoty R na elektrode¢
modifikované vrstvou DNA po inkubaci v roztoku flutami-
du, coz miiZe byt zplisobeno jistym druhem interakce DNA
s flutamidem'?, ale nikoliv degradaci DNA, kterou nepo-
tvrdila méfeni za pouziti SWV',

Obdobny postup, jaky byl proveden pfi vyzkumu
vzajemné interakce flutamidu s DNA, byl pouZit i pro vy-
zkum poskozujicich interakei dalSich tif vybranych latek —
NTMA, anthracenu a 2-aminoanthracenu. V pfipad¢
NTMA se ukazalo, Zze po pétiminutové inkubaci DNA
biosenzoru v roztoku 1-10* mol I'' NTMA v PB nedocha-
zi k poSkozeni DNA, protoze stejné jako v pripadé flutami-
du nebyl pti pouziti SWV pozorovan vyrazny pokles I,
ani I, o. Pfi méfenich technikou EIS rovnéz nedoslo
ke statisticky vyznamné zméné chovani po inkubaci bio-
senzoru v nepfitomnosti a v pfitomnosti NTMA. Muzeme
tedy usuzovat, ze mezi NTMA a DNA nedochazi
k poskozujici interakci.

Rozdilné vysledky pii detekci poskozeni DNA byly
ziskany v pripadé anthracenu a 2-aminoanthracenu. Namg-
fené SW voltamogramy ukazuji (po pétiminutové inkubaci
DNA biosezoru v roztoku 1-107° mol " anthracenu v PB)
pokles I, z 2,55 na 2,27 pA (pokles o 11 %) a pokles I, o
z 5,07 na 3,73 pA (pokles o 26 %), coz svéd¢i o poskozeni
DNA. Meéteni technikou EIS indikovalo maly pokles R
z 6,32 na 5,85 kQ, tedy o 7,4 % (zde uvedené hodnoty R
predstavuji vysledky korigované na hodnotu R, zméfenou
na nemodifikované GCE). Z téchto vysledki 1ze usuzovat,
ze anthracen interkaluje do dvouvldknové struktury
DNA'% coz ma za nasledek narugeni jeji nativni konforma-
ce a tvorbu jednofetézcovych zlomu, které odpadavaji
z povrchu elektrody.

Na SW voltamogramech ziskanych pfi vyzkumu vza-
jemné interakce 2-aminoanthracenu s DNA (obr. 5A) je
viditelny pokles 1, z 2,36 na 0,883 nA, tedy o 63 %. Hod-
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Obr. 4. (A) SW voltamogramy ziskané v AcB na DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovana v PB (modra kiivka), a na nové pfipravené
DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovéna v roztoku 1:10* mol 1" flutamidu v PB (Zervend k¥ivka); voltamogramy jsou korigovany na
zakladni linii; piky pg a pa odpovidaji oxidaci guanosinovych a adenosinovych jednotek pfitomnych ve struktuie imobilizované DNA. (B)
Nyquistovy grafy ziskané v roztoku redoxniho indikatoru Fe''/Fe™ (¢ = 1-10~ mol I"") v PB na GCE (zelené body), na DNA/GCE,
ktera byla 5 min inkubovéana v PB (modré body), a na stejné DNA/GCE, ktera byla nasledné 5 min inkubovéna v roztoku 1-10* mol 1"!

flutamidu v PB (Cervené body)

nota /,  klesla z 5,13 na 2,28 pA, tedy o 56 %. Tyto po-
klesy poukazuji na poskozeni DNA. Na voltamogramu
zaznamenaném po pétiminutové inkubaci DNA biosenzoru
v roztoku 1-10”° mol 1! 2-aminoanthracenu v PB (obr. 5A,
Cervena kiivka) je navic patrny novy pik pii potencialu
0,8 V, ktery odpovida oxidaci vzniklého interkalacniho
komplexu 2-aminoanthracen—-DNA. Je zfejmé, Ze interka-
lace 2-aminoanthracenu do dvouvldknové struktury DNA
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EM
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zpusobuje vznik stabilniho komplexu, ponévadz tato inter-
akce neni naru$ena ani dikladnym oplachem povrchu bio-
senzoru roztokem PB, ktery byl provadén vzdy bezpro-
sttedné po inkubaci. Méfeni elektrochemickych impedanc-
nich spekter (obr. 5B) navic ukazalo viditelny pokles hod-
noty Ry z 5,49 na 4,46 kQ (pokles o 19 %; vysledky opét
korigovany na hodnotu R, zméfenou na nemodifikované
GCE), ktery koresponduje s vysledky zjisténymi pomoci

—Z" [kQ]

0 2 4 6 8 10 12
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Obr. 5 (A) SW voltamogramy ziskané v AcB na DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovana v PB (modra kfivka), a na nové pfipravené
DNA/GCE, kter4 byla 5 min inkubovana v roztoku 1:10~° mol I"! 2-aminoanthracenu v PB (Zervena kiivka); voltamogramy jsou korigo-
vany na zakladni linii; piky ps a pa odpovidaji oxidaci guanosinovych a adenosinovych jednotek pfitomnych ve struktufe imobilizované
DNA, pik paa pna odpovida oxidaci interkalaéniho komplexu 2-aminoanthracen—-DNA. (B) Nyquistovy grafy ziskané v roztoku redox-
niho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1-10~ mol I'") v PB na GCE (zelené body), na DNA/GCE, ktera byla 5 min inkubovana v PB (modré
body), a na stejné DNA/GCE, ktera byla nasledné 5 min inkubovana v roztoku 1-10~° mol I"' 2-aminoanthracenu v PB (Eervené body)
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SWV. Tim bylo nezévisle potvrzeno, Ze 2-aminoanthracen
interkaluje do molekuly DNA, a zptisobuje tak tvorbu jed-
notetézcovych zloml. Tyto zlomy pak pravdépodobné
odpadavaji z povrchu elektrody, ¢imz se zmensuje podil
odpudivych interakci mezi zaporn¢ nabitou kostrou DNA
a anionty [Fe(CN)]*"*" a dochazi k poklesu mé&feného Ry
(cit.”'"). Fakt, 7e zjisténé poskozeni DNA vlivem piimé
interakce s 2-aminoanthracenem je vét$i nez v pripadé
anthracenu, muze byt zplsoben o jeden koncentracni fad
vys$§i koncentraci 2-aminoanthracenu v inkubac¢nim rozto-
ku (déno rozdilnou rozpustnosti téchto dvou latek v PB
a cilem pouzit pfi studiu poskozeni DNA co nejvyssich
koncentraci studovanych latek v inkubacnich roztocich).

Zavér

Tato prace se zabyva vyvojem a optimalizaci nového
DNA biosenzoru tvofeného elektrodou ze skelného uhliku
(GCE) a nizkomolekuldrni DNA z lososich spermii. Opti-
malizace ptipravy biosenzoru byla sledovana pomoci cyk-
lické voltametrie (CV), elektrochemické impedancni spek-
troskopie (EIS) a square-wave voltametrie (SWV). Pro
méfeni CV a EIS byl pouzit redoxni indikator Fe'/Fe
(ekvimolarni sm&s [Fe(CN)s]*"*"). Testovan byl predevsim
zpusob imobilizace DNA na povrch elektrody — vyzkouse-
na byla samovolna adsorpce DNA zaschnutim zasobniho
roztoku DNA na povrchu GCE a potenciostatickd akumu-
lace DNA na povrch GCE z roztoku, ktera byla nasledné
zvolena jako optimalni pfistup. Dale se hledalo vhodné
prostiedi, ze kterého DNA akumulovat, a optimalni poten-
cial a doba akumulace. Optimélnim prostfedim byl zvolen
0,1 mol 1" fosfore¢nanovy pufr o pH 7,0 (PB) a akumulace
DNA se provadéla pfi potencidlu 500 mV po dobu 10 min.

Takto pfipravovany biosenzor (DNA/GCE) byl na-
sledné¢ pouzit pfi detekci poSkozeni DNA zpisobeného
ptimou interakci s vybranymi xenobiotickymi organickymi
latkami. Toto poskozeni bylo méfeno pomoci SWV a EIS.
Protinadorové 1é¢ivo flutamid a jeho metabolit 4-nitro-3-(tri-
fluormethyl)anilin (NTMA) neprojevily schopnost posko-
dit DNA imobilizovanou na povrchu elektrody. U flutami-
du ovSem muzeme uvazovat o jisté interakci s DNA, ktera
ale v rdmci této prace nebyla podrobnéji zkouména. Polu-
tanty zivotniho prostfedi anthracen a 2-aminoanthracen
zpusobily poskozeni DNA, které se projevilo poklesy
SWYV pikt guanosinovych a adenosinovych jednotek pfi-
tomnych ve struktufe imobilizované DNA a snizenim hod-
noty odporu vii¢i pfenosu naboje mezi redoxnim indikato-
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rem Fe"/Fe'" a pracovni elektrodou pozorovanym na spek-

trech naméfenych technikou EIS. Tyto vysledky znaci, ze
anthracen i 2-aminoanthracen interkaluji do dvousroubovi-
ce DNA, a tim pravdépodobné zptsobuji naruseni jeji na-
tivni konformace a vznik jednofetézcovych zlomi, které
z povrchu elektrody odpadavaji.

Predkladana studie ukazuje, Ze tento novy elektroche-
micky DNA biosenzor je mozné pouzit pro snadnou, rych-
lou a citlivou detekei poSkozeni DNA rliznymi cizorodymi
latkami. Vzhledem k jeho vlastnostem se tak stava velmi
uzitenym analytickym néstrojem, napf. pro plosny moni-
toring patogentt v zivotnim prostiedi ¢i pro predbézné
in vitro testy genotoxicity u nove pfipravenych 1éciv.

Na tomto misteé bychom radi podekovali za financni
podporu Grantové agentuie Ceské republiky (projekt
GP13-23337P).
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Uvod

Monolitické stacionarni faze jsou tvofeny jednim
kusem porézniho materialu, ktery vypliuje cely objem
chromatografické kolony. Mezi jejich hlavni vyhody patii
snadnd piiprava a jednoducha povrchova modifikace
umoziujici cilenou pifipravu vhodnych staciondrnich fazi
pro konkrétni analyticky problém'.

V poslednich letech se pozornost zaméfila na pfipravu
polymernich monolitickych stacionarnich fazi vhodnych
pro izokratické separace malych molekul®. Jednim
z postupti, jak pfipravit monolitickou fazi vhodnou pro
separace malych molekul, je post-polymera¢ni modifikace
pomoci tzv. vysokého zesiténi povrchu poly(styren-co-
vinylbenzyl chlorid-co-divinylbenzen) polymeru (hyper-
crosslinking)®. Protoze divinylbenzen polymeruje rychleji
nez monofunkéni styren a vinylbenzyl chlorid, je povrch
monolitu na konci polymerace tvofen zejména polymerni-
mi fetézci styrenu a vinylbenzyl chloridu, které bobtnaji
v termodynamicky dobrém rozpoustédle, jako je naptiklad
1,2-dichlorethan. V pfitomnosti katalyzatoru (napt. FeCls)
a pii vysoké teplot¢ mizeme tyto volné fetézce zafixovat

N

\ Styren
Toluen
Dodecanol
| Vinylbenzyl AIBN DCE
chlorid e
70°C,20 h

cl

Polymeraéni smés Obecny monolit
AIBN - 2,2°-Azobisisobutyronitril DCE - 1,2-dichloroethan

Divinylbenzen

W\ Wa\W,

Obr. 1. PFiprava vysoce zesiténé monolitické stacionarni faze
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pomoci Friedelovy-Craftsovy alkylace, a vytvofit tak ten-
kou vrstvu malych porti vhodnou pro rychlé a i€inné sepa-
race malych molekul*™.

Vzhledem k jejich nizké polarit€ jsou tyto monolitic-
ké stacionarni faze vhodné zejména pro separace malo
polarnich latek v systému s obracenymi fazemi. Na druhou
stranu ne vSechny reaktivni chlormethylové skupiny vinyl-
benzyl chloridu se castni post-polymeracni modifikace,
a lze je proto s vyhodou pouzit pro dal$i modifikac¢ni krok.

Cilem této prace bylo zménit polaritu povrchu mono-
litické stacionarni faze pomoci teplotné iniciované poly-
meracni reakce a pfipravit monolitickou staciondrni fazi
vhodnou pro separace polarnich latek v systému kapalino-
vé chromatografie hydrofilnich interakci.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Kfemenné kapilary o vnitfnim priméru 0,32 mm byly
naplnény odvzduSnénou polymeracni smeési obsahujici
12 % (m/m) styrenu, 12 % (m/m) vinylbenzyl chloridu,
16 % (m/m) divinylbenzenu, 18 % (m/m) toluenu, 42 %
(m/m) 1-dodekanolu a 1 % radikalového inicidtoru azobi-
sizobutyronitrilu (m/m, vzhledem k celkovému obsahu
monomert). Oba konce kapilary byly zaslepeny gumovy-
mi septy a radikdlova polymerace pii 60 °C po dobu 20 h
vytvorfila monolitickou stacionarni fazi uvniti kapilary.

Pro ptfipravu vysoce zesiténé (hypercrosslinkované)
monolitické stacionarni faze byly kolony nejprve promyty
1,2-dichlorethanem a nasledn¢ filtrovanym 5% roztokem
FeCl; v 1,2-dichlorethanu (m/m). Vlastni alkylacni reakce

Bobtnani Vysoké zesiténi



Chem. Listy 708, s216-s220 (2014)

Ao A

ACVA

—

TEA
DMF

laboratorni teplota
1-20 hodin

B

Vysoké zesiténi
TEA — triethylamin, DMF - dimythylformamid

Aktivovany povrch
ACVA — 4,4"-azobis(4-kyanovalerova kys.)

Cena Merck 2014

Methanol
50-90°C
1-24 hodin

Modifikovany monolit
MEDSA - [2-[methacryloyloxy)-ethyll-dimethyl-(3-sulfopropyl)-ammaonium hydroxid

Obr. 2. Modifikace monolitické stacionarni faze vysokym zesiténim povrchu

probihala 2 h pii 90 °C. Takto modifikované kolony byly
promyty vodou a pfipraveny pro dal§i povrchovou modifi-
kaci (obr. 1).

Po promyti kolon triethylaminem (TEA) a N,N-di-
methylformamidem (DMF) v poméru 1:3 byl povrch vyso-
ce zesiténé monolitické stacionarni faze aktivovan radika-
lovym iniciatorem pomoci smési 4,4'-azobis(4-kyano-
valerové) kyseliny, TEA a DMF (1:2:6). Po aktivaci po-
vrchu byl monolit promyt 20% (m/m) roztokem zwitterion-
tového monomeru [2-(methakryloyloxy)-ethyl]-dimethyl-
(3-sulfopropyl)-ammonium hydroxidu (MEDSA)
v methanolu. Kapildra byla opét uzaviena a povrch mono-

teplota, °C

,

ni

Modifika

10

Modifikacni cas, h

D

litu byl modifikovan teplotné iniciovanou polymeraéni
reakci (grafting). Schématicky postup pfipravy vysoce
zesiténé stacionarni faze s polarnim povrchem ukazuje
obr. 2 (cit.)).

Vysledky a diskuse

Povrch vysoce zesiténé monolitické stacionarni faze
byl nejprve aktivovan pomoci radikalového iniciatoru
(4,4'-azobis(4-kyanovalerova) kyselina, ACVA) a nasledné
modifikovan zwitteriontovym monomerem ([2-(metha-

oba aktivace, h

Obr. 3. Grafické znazornéni optimalizovaného modelu popisujici efekt modifika¢ni reakce na vyslednou retenci polarnich latek.
Cerné body vyznacuji jednotlivé monolitické kolony pfipravené pomoci matematického planovani
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kryloyloxy)-ethyl]-dimethyl-(3-sulfopropyl)-ammonium
hydroxidem, MEDSA). Celkova uc¢innost modifikace byla
optimalizovéna z hlediska doby aktivace radikdlovym ini-
ciatorem (1, 8 a 20 h), teplotou modifika¢niho polymerac-
niho kroku (50, 70 a 90 °C) a dobou jeho trvani (1, 8
a24h). Vsechny ostatni parametry zustaly konstantni.
Jako zavisld proménnd byl pouzit retenc¢ni faktor thiomo-
coviny v 98% acetonitrilu jako mobilni fazi. Kvadraticky
model pro celkem 15 kolon byl optimalizovan v osmi na-
slednych krocich, kdy v kazdém kroku doslo k odstranéni
faktoru, ktery byl nejméné statisticky vyznamny.

Jak ukazuje optimalizovany model (obr. 3), doba akti-
vace monolitické stacionarni fize radikdlovym inicidtorem
a teplota nasledné modifikacni polymerace hraji velmi
malou roli ve vysledné retenci polarnich latek. Nejvy-
znamnéji se na vysledné retenci podili doba modifika¢ni
reakce. DelSi reakeni Cas zvysSuje pokryti vysoce zesiténé
monolitické stacionarni faze zwitteriontovym monomerem,
atedy 1 vyrazn¢ zvySuje retenci polarnich latek
v kapalinové chromatografii hydrofilnich interakci. Jako
optimalni z hlediska retence i ¢asové narocnosti pfipravy
monolitické kapilarni kolony byla vybrana kolona aktivo-
vana 8 h radikalovym iniciatorem, ktera byla poté modifiko-
vana zwitteriontovym monomerem po dobu 8 h pfi 70 °C.

Cena Merck 2014

Jednim z cild této prace bylo studium vlivu zmény
polarity povrchu monolitické stacionarni faze a nasledny
efekt na separacni vlastnosti pfipravenych kapildrnich ko-
lon. Pripravené monolitické stacionarni faze kombinuji
silné nepolarni kostru monolitu (styren-co-vinylbenzyl
chlorid-co-divinylbenzen polymer) s polarni vrstvou zwit-
teriontového polymeru na povrchu. Takto pfipravené mo-
nolitické stacionarni faze poskytuji dualni charakter reten-
ce, coz znamena, Ze jejich retencni mechanismus se méni
v zavislosti na slozeni mobilni faze. V mobilnich fazich
s vyS$§im obsahem vody se latky déli v systému obracenych
fazi, zatimco pfi velmi nizkych koncentracich vodné sloz-
ky v mobilni fazi dochazi k déleni latek na zékladé hydro-
filnich interakci. Tento efekt ilustruje obr. 4, ktery srovna-
va separaci Ctyf testovacich latek (uracil, thiomocovina,
toluen a fenol) na pivodnim monolitu (A), na vysoce zesi-
téné stacionarni fazi (B) a na vysoce zesiténé staciondrni
fazi modifikované zwitteriontovym monomerem (C). Za-
timco na nemodifikované staciondrni fazi nedochdazi
k zadnému rozdéleni testovacich latek (obr. 4A), modifika-
ce povrchu monolitu pomoci vysokého zesiténi umoznuje
rozdélit stanovované latky v systému obracenych fazi
(obr. 4B). Ke kompletni zméné separacniho procesu do-
chazi az po nasledné modifikaci zwitteriontovym mono-

1-3 4 4
4 3 2
1-2 1
3 98% ACN
0 2 4 6 0 2 4 6 O 2 4 6
1-3 4
4 1-3] |2
1-2
3 90% ACN
4
V—J
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
- 2
1-3 1-2 4
1
3 70% ACN
\ 4
o 3 4
0 2 4 6 0 2 4 € 0 2 4 6
VRVm

Obr. 4. Duilni retenéni mechanismus na pripravenych monolitickych kapilarnich kolonach. (A) Monolitickd stacionarni faze pfipra-
vena jednokrokovou polymeraci, (B) vysoce zesiténa monoliticka stacionarni faze, (C) monoliticka kapilarni kolona modifikovana zwitte-
riontovym monomerem (obr. 1). Analyzované latky: (1) uracil, (2) thiomocovina, (3) fenol, (4) toluen. Vi/Vy — normalizovany elucni

objem latek
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Obr. 5. Stabilita pripravenych kolon. Analyza ¢. 1 (A), 5 000 (B) a 10 000 (C) na vysoce zesiténé monolitické stacionarni fazi modifi-
kované zwitteriontovym monomerem. Analyzované latky: (1) fenol, (2) toluen, (3) thiomocovina. Mobilni faze: 98% acetonitril, pratok
mobilni faze 10 pl min~', tlak 4,3 MPa, UV detekce pfi 214 nm, délka kolony 155 mm

merem (obr. 4C), kdy stacionarni faze poskytuje dualni
separacni mechanismus kombinujici systém s obracenymi
fazemi v 70% acetonitrilu a separaci na zaklad¢ hydrofil-
nich interakci v 98% acetonitrilu jako mobilni fazi.

Dulezitou charakteristikou pfi pripravé kolon
s vicekrokovou modifikaci je stabilita povrchové modifi-
kace. Proto jsme sledovali stabilitu modifika¢niho polyme-
racniho kroku pomoci opakované analyzy tii testovacich
latek (fenol, toluen, thiomoc€ovina) v systému hydrofilnich
interakei.

Jak ukazuje obr. 5, kapilarni kolona neztratila sepa-
racni schopnosti ani po 10 000 analyzach, coZz potvrzuje
vysokou stabilitu pfipravenych monolitickych kapilarnich
kolon.

Optimalizovana kolona byla také pouzita pro izokra-
tickou separaci fenolickych kyselin. Obr. 6 demonstruje
vliv koncentrace pufru v mobilni fazi na jejich retenci.
Snizeni obsahu pufru vedlo podle oc¢ekavani ke zvySeni
retence fenolickych kyselin.

Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit a charakteri-
zovat monolitické kapilarni kolony vhodné pro izokratické
separace malych polarnich latek. Pomoci post-polymeraéni
povrchové modifikace vysokého zesiténi jsme pfipravili
kolony vhodné pro separace malych molekul v systému
obracenych fazi. Povrch téchto monolitickych stacionar-
nich fazi jsme dale modifikovali zwitteriontovym mono-
merem, ¢imz jsme zménili polaritu povrchu monolitu
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Obr. 6. Izokraticka separace polarnich litek na koloné modifi-
kované zwitteriontovym monomerem. Mobilni fize: 10 mmol I
vodny octan amonny okyseleny kyselinou mravenéi a 10 mmol 1™
octan amonny Vv acetonitrilu. Koncentrace pufrovaného acetonitri-
lu: 95 % (A) a 90 % (B), pritok mobilni faze: 8,1 ul min™ (A)
a7,3 plmin' (B), délka kolony 279 mm, UV detekce pii 200 nm.
Analyzované latky: (1) sinapové kyselina, (2) ferulové kyselina,
(3) syringova kyselina, (4) vanilova kyselina, (5) p-
hydroxybenzoova kyselina, (6) kavova kyselina, (7) protokate-
chova kyselina, (8) gallova kyselina. V'x — elu¢ni objem jednotli-
vych latek

a pripravili monolitické kapilarni kolony vhodné pro sepa-
race polarnich latek v systému hydrofilnich interakci. Mo-
difikacni reakce byla optimalizovana pomoci matematické-
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ho planovéni a byl vyvinut model popisujici efekt jednotli-
vych modifikacnich krokti na vyslednou retenci polarnich
latek.

Optimalizovanéd kolona byla pouzita pro izokratické
separace polarnich fenolickych kyselin a vykazovala bez-
precedentni stabilitu, zachovavajici si separacni vlastnosti
i po vice nez 10 000 analyzich.

Prace byla realizovana diky financni podpore Gran-
tové agentury Ceské republiky (projekt P206/12/P049).
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Uvod

Palivé papriky a chilli papricky, patfici do rodu
Capsicum, patii mezi jedny z nejoblibenéjSich chutovych
prisad Siroce rozsifenych v mnoha ¢astech svéta. Oblibené
jsou zvlasté pro svou ostrou chut’, aroma a barvu. Palciva
chut’ je zptisobena skupinou alkaloidii zvanych kapsaicino-
idy. Tyto rostlinné alkaloidy patfi do skupiny fenylalkyla-
midovych alkaloidii a jsou rozpustné v alkoholu a tucich.
Ze vsech 11 zastupct predstavuji majoritni ¢ast kapsaicin
a dihydrokapsaicin, které zptisobuji okolo 90 % palivosti
a jejich molekuly se li§i pouze nasycenosti v acylové sku-
piné. Koncentrace kapsaicinoidi je rozdilna v zavislosti na
druhu a mnozstvi urcité chilli papricky, pohybuje se
v rozmezi 0,003-0,01 % (w/w) u suSenych, méné palivych
papricek, 0,01-0,3 % u stfedné palivych a od 0,3 az 1 %
(w/w) u velmi ostrych papricek. Za nejpalivéjsi kapsaici-
noid je vSak povaZovan pravé kapsaicin', ktery byl obje-
ven v roce 1816, kdyz se podafil izolovat z papriky®. Ka-
psaicinoidy vyvoldvaji intenzivni drdzdéni pfi styku se
sliznicemi, vazou se na tzv. nociceptory, kterymi lidské
t&lo vnimé bolest’. Maji také fadu pozitivnich uginka, pod-
poruji krevni cirkulaci, zvySuji rychlost metabolismu, pod-
poruji zazivani a pomahaji pfi 1éceni rliznych nemoci. Ka-
psaicinoidy vykazuji vysoky antioxida¢ni uginek®, paisobi
protinadorove’, vyvolavaji apoptozu u nékterych rakovino-
tvornych bundk®, maji antibakterialni tginek’. Piisobi proti
cholesterolu®, nadvaze’ a jsou to G¢inna analgetika'®. Pou-
Zivaji se také do peprovych sprejii slouzici k sebeobrang'.
Protoze se neustale zvySuje poptavka po ostrych a pali-
vych jidlech a také roste zajem o ucCinky téchto paprik
v medicin¢ a farmacii, je dulezité zajistit citlivou, pfesnou
a jednoduchou techniku pro detekci kapsaicinu. K nejcas-
t&j$im metodam patii vysoce ucinna kapalinova chromato-
grafie'?, plynova chromatografie'’, kapilarni elektroforé-
za', micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie',
kolorimetrielé, spektrofotometrie17 nebo chromatografie na
tenké vrstvé s in-situ denzitometrii'®. Z vyse uvedenych
metod je nejrozsifenéjsi plynova a vysoce ucinna kapalino-
va chromatografie, které poskytuji dostatecnou citlivost
a vysoké rozliSeni, nevyhodou je ale komplikovanost pro-
cedury, dlouha doba odezvy a nékladnost pfistroje, a také
pracné derivatizacni kroky nutné ke snizeni nestélosti ka-
psaicinoidi’.
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Vhodnou alternativou jsou elektrochemické metody
vzhledem k jejich nizké cené, dobré citlivosti a také pieno-
sitelnosti. Princip elektrochemického stanoveni kapsaicinu
je zalozen na jeho oxidaci. Vhodnymi elektrodami pro
jeho stanoveni jsou uhlikové pastové elektrody (CPEs —
z angl. carbon paste electrode), a to pro jejich dostupnost,
nizkou cenu, snadnou a rychlou pfipravu pasty. Pouzivany
jsou hlavné pro voltametrickd méteni. Nevyhodou elektro-
chemického stanoveni kapsaicinu je, ze nedokaze rozlisit
jednotlivé kapsaicinoidy.

Experimentalni ¢ast

Pro méteni byla pfipravena sada zékladnich elektroly-
ta (0,1M HClO4; 0,1M HCI; 0,1M H,SOy; 0,1M KCI). Ke
studiu zavislosti na pH byl pfipraven z4sobni roztok Brit-
tonova-Robinsonova pufru (B-R). Standardni roztoky ana-
lytu 1 mgml' (kapsaicin, dihydrokapsaicin a pfirodni
kapsaicin) byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho
mnozstvi Cisté latky v ethanolu a dale byly fedény dle po-
tieby. Tyto roztoky bylo nutné uchovat v lednici pii teplo-
t€cca 5 °C.

Voltametrickd méfeni byla provadéna na elektroche-
mickém analyzatoru PGSTATI128N (Metrohm-Autolab,
Nizozemi) s laboratornim stojanem pro elektrody, volta-
metrickou nddobkou a magnetickou michackou s kontrolo-
vanou rychlosti otaéek (cca 300 ot min'). Hodnoty pH
analyzovanych roztokii byly méfeny na pfenosném
pH-metru (model ,,CPH 52”; Elteca, Turnov, CR) s kom-
binovanou sklenénou pH-elektrodou (model ,,OP-0808P”’;
Radelkis, Budapest, HU).

Jako pracovni elektroda byla pouzita uhlikova pasta —
smés z uhlikového prasku ,,CR-5" (Maziva Tyn, CZ)
a viskdzniho parafinového oleje (Merck; CZ) o slozeni
0,35 g grafitu a 0,15 g pastové kapaliny (pasta typu
,»C/PO®). Uhlikova pasta byla pfipravena dikladnou ho-
mogenizaci obou hlavnich komponent dle zavedeného
postupu a takto ziskana smés byla naplnéna do plastového
pouzdra s otoénym pistem vlastni konstrukce, s primérem
pracovniho povrchu 2,5 mm. Pied kazdou sérii méteni byl
povrch uhlikové pasty obnoven mechanicky: otfenim pou-
zité vrstvy filtranim papirem. Potfebny tfi-elektrodovy
systém pro méfeni pak dopliiovala pomocna elektroda z
Pt-plisku a srovnavaci elektroda typu Ag/AgCl 3M KCIl.

Voltametrickd méfeni byla provadéna v reZimu square-
wave voltametrie s vyuzitim zavedené¢ho postupu, jenz
zahrnoval kondiciona¢ni krok za michani, dobu klidu
anasledny sken v anodické oblasti potencialu. Neni-li
uvedeno jinak, experimenty probihaly v zdkladnim elek-
trolytu daného slozeni (specifikovano nize, v souvislosti
s pfisluSnym experimentem) a typické pfistrojové podmin-
ky byly nasledujici: potencial kondicionace 0,2 V vs. ref;
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doba kondicionace 120 s; doba klidu 15 s; krokovani pola- niho kapsaicinu do 19,8 ml B-R pufru o pH 7,8. Modelovy

rizacniho potencidlu 5 mV, amplituda pulzu 20 mV vzorek €. 2 byl pfipraven rozpusténim 0,02 g sladké papri-
a SWV-frekvence 50 Hz. ky v 5 ml methanolu, do kterého bylo pipetovano 500 pl
Modelovy vzorek &. 1 o koncentraci 500 pgl" byl standardu pfirodniho kapsaicinu.

pfipraven pipetovanim 25 pl standardniho roztoku pfirod-
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Obr. 1. Vzorovy voltamogram kapsaicin (Servend), dihydrokapsaicin (modr4), p¥irodni kapsaicin (zelena), koncentrace 1 mg ml™',
B-R pufr pH 7,8
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Obr. 2. Voltamogramy piirodniho kapsaicinu p¥i rizném pH B-R pufru
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Vysledky a diskuse

Uvodni experimenty zahrnovaly zkouméni zékladni
elektrochemie ¢istého kapsaicinu, dihydrokapsaicinu
a piirodniho kapsaicinu (60 % kapsaicin, 40 % dihydroka-
psaicin) spolu s vybérem zakladniho elektrolytu (0,1M
H,SO4, HCIO,4, HCI, KCI, B-R pufr) o vhodném pH
za pouziti uhlikové pastové elektrody (CPE). Jako nej-
vhodnéjsi se jevil elektrolyt B-R pufru o pH 7,8, ktery
poskytoval nejstabilnéjsi a nejvyssi odezvu a tedy byl pou-
zit 1 pro dal$i méfeni. Z obr. 1 je patrné, Ze k oxidaci vsech
ti zastupct kapsaicinoidd dochazi pfi stejném potencialu a
nelze je tedy rozlisit. Ke srovnavacim métenim byly pouzi-
ty také dalsi elektrody: pastova elektroda ze skelného uhli-
ku (GCPE), borem dopovana diamantova elektroda
(BDDE) a elektroda ze skelného uhliku (GCE), které vSak
poskytovaly méné¢ stabilni odezvu.

Dal$im krokem byla optimalizace pH. Jak je patrné
z obr. 2, kapsaicin je elektroaktivni v celém rozsahu pH,
pfi¢emz s rostoucim pH dochdzi k posunu potencidlu piku
smérem k mén¢ pozitivnim potencialim. Jak bylo uvedeno
vyse, byl vybran roztok B-R pufru o pH 7,8.

Mezi dalsi kroky optimalizace patiilo ovéteni opako-
vatelnosti. Vzhledem k tomu, Ze se po kazdém méfeni
snizovala hodnota signalu, bylo nutné zaradit kondicionac-
ni krok, u n¢hoz byl optimalizovén ¢as i potencidl. Neju-
0,2 V, pfi michani roztoku po dobu 120 s.

Nasledn¢ byla prométena kalibracni kiivka. Z obr. 3
vyplyva, ze zavislost proudu na koncentraci je linearni
v rozsahu od 5 pg ml™ do 26 pg ml™.

Cena Merck 2014

Pro ovéfeni spravnosti méfeni byla navrzena metoda
otestovana na modelovych vzorcich. Naméfena hodnota
koncentrace modelového vzorku ¢.1 ¢inila 37 pgml™,
pri¢emz skute¢na hodnota tohoto vzorku byla 50 pg ml™.
Rozdil v nalezeném mnozstvi miize byt zptisoben slozenim
pouzitého standardu pfirodniho kapsaicinu, kde jednotlivé
slozky mohou vykazovat rizné elektrochemické chovani.
U modelového vzorku €. 2 byl sledovan vliv matrice, na-
méfena koncentrace byla 84 ugml' a skute¢nd hodnota
byla 100 pg ml™. Zde mohla hrat roli matrice a piedevsim
vliv kyseliny askorbové, kterd se ukdzala v pfedbéznych
méfenich jako vyznamny interferent.

Zavér

Z predlozené prace vyplynulo, ze voltametrické stano-
veni kapsaicinu je mozné provést i s pomoci uhlikové pas-
tové elektrody. Jako nejvhodngjsi elektrolyt se ukazal B-R
puft o pH7,8. M¢cteni bylo ziroveil nutné doplnit
o kondicionac¢ni krok kvili poklesu signalu pii opakova-
ném meéfeni. Stanoveni kapsaicinu lze provadét pomoci
pfimé voltametrie za doporucenych podminek. Nevyhoda
navrhované metody oproti napf. chromatografickym meto-
dam spociva v tom, ze nelze rozlisit jednotlivé kapsaicinoi-
dy, jelikoz dochazi k jejich oxidaci pfi stejném potencialu.

Tato prace vznikla za financni podpory Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské Republiky projektu
CZ.1.07/2.3.00/30.0021 ,, Posileni excelentnich tymu vy-
zkumu a vyvoje na Univerzité Pardubice .
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Obr. 3. Kalibraéni k¥ivka prirodniho kapsaicinu, CPE, B-R pufr pH 7.8
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Uvod

Tenké vrstvy uslachtilych kovov nachadzaju SirSie
uplatnenie v elektronike, optoelektronike, senzorike
a v biologickych aplikaciach'?. Pokial' hrubka tychto ko-
vovych vrstiev dosahuje nanometrovych rozmerov drama-
ticky sa menia ich vlastnosti v porovnani s objemovymi
materidlmi. Pre vysokoteplotné aplikécie je teplota topenia
pouzitych materidlov dolezitym parametrom. U objemo-
vych uslachtilych kovov je jej hodnota nad 950 °C, ak je
vSak pouzita iba tenka vrstva, mdze sa teplota topenia zni-
zit'" aj o niekol’ko stoviek °C. Dovodom je vacsi pomer
atdbmov na povrchu k atbmom v objeme materialu. Vizbo-
vo nevysytené atomy na povrchu su schopné difundovat’
povrchom pri nizsej teplote a tym dochadza pri tepelnom
naméhani k zmendm v povrchovej morfologii. Fazové
prechody v tenkych kovovych vrstvaich mozu mat’ vplyv
na d’alSie vlastnosti materialu.

K vyraznym zmenam dochadza tiez v optickych vlast-
nostiach materialu’. Napr. u tenkych vrstiev Au dochadza
k zmene charakteru absorpéného spektra vo viditelnej ob-
lasti spektra. V UV-Vis spektrach je mozné pozorovat
pasy plazmonovej rezonancie (PR), ktoré naznacuju vznik
Casticovitej Struktiry na povrchu vrstvy. Tieto zmeny sa
prejavuju aj vo sfarbeni tychto vrstiev, ktoré moze byt od
zeleného, cez modré az po fialové®.

Zlato je povazované za dobry vodi¢ elektrického pru-
du, avSak jeho tenké vrstvy mozu v zavislosti na svojej
Struktire dosahovat’ vysokych hodnét plosnej rezistancie,
ktoré s porovnatel'né s nevodi¢mi. Pri¢inou je vznik nesu-
vislych vrstiev, ku ktorému dochadza pri kratkej dobe de-
pozicie alebo po tepelnom naméahani® .

Tato praca sa zaobera vplyvom tepelného namahania
na vlastnosti tenkych Au vrstiev deponovanych na sklene-
ny substrat. Tepelné namahanie prebiehalo v dvoch rezi-
moch, (i) menila sa teplota namahania a (i7) doba namaha-
nia. Doraz sa kladol na zmeny v elektrickych, optickych
a morfologickych vlastnostiach Au vrstiev.

Experimentalna ¢ast’

K tvorbe tenkych vrstiev a kontaktov bol pouzity Au
ter¢ (Cistota 99,99 %, Safina a.s.). Ako skleneny substrat
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bolo pouzité borosilikatové krycie sklo s plochou 15x15
mm? a hrabkou 0,13-0,16 mm (Gerhard Menzel Glasbear-
beitungswerk GmbH & Co. KG).

Depozicia prebiehala na napraSovacom zariadeni Bal-
zers SCD 050 pri izbovej teplote (IT): pracovny plyn — Ar
(Cistota 99,995 %), tlak 5 Pa, vzdialenost’ Au terca od sub-
stratu 50 mm, napétie 360 V, prid 20 mA.

Zihanie vzoriek prebiehalo v Petriho miskach, ktoré
boli vlozené do vyhriatej susiarne Binder. Tepelné nama-
hanie napraSenych Au vrstiev prebiehalo v dvoch rezi-
moch. V prvom boli vzorky namahané 60 min pri teplo-
tach 150-300 °C. V druhom rezime 15—-180 min pri teplote
300 °C. Po zihani boli vzorky ponechané volne na vzdu-
chu az do vychladnutia na izbovu teplotu.

Povrchova morfologia vzoriek bola Studovana AFM
mikroskopom Digital Instruments CP II v poklepovom
rezime. Pouzita bola P-dopovana sonda RTESPA-CP
s konstatou pruznosti 20-80 Nm™'. Velkost snimanej
plochy bola 1x1 pm?.

Na stadium optickych vlastnosti bol pouzity spektro-
meter Lambda 25 (v reZime na priechod, rozsah vinovych
dizok 300-800 nm, rychlost snimania 240 nm min ', krok
1 nm).

Plosné elektricka rezistancia bola merana na vzorkach
s napraSenymi Au kontaktmi, deponovanymi cez metalic-
ka masku (doba 130 s, napitie 340 V, prad 40 mA). Pre
vzorky s vacSimi rezistanciami ako 50 MQ bol pouZity
pikoampérmeter Keithley 487, pre vzorky s men$imi rezis-
tanciami multimeter Metex ME-32.

Difrakéna analyza bola vykonand na automatickom
praSkovom difraktometri Panalytical X’Pert PRO (zdroj
rontgenova lampa, Ag,1=0,1540598 nm), difraktogramy
boli snimané v rozsahu 20 = 10-90°.

Vysledky a diskusie

Na obr. 1 st uvedené AFM snimky skla s Au depono-
vanym za izbovej teploty a vzoriek tepelne naméhanych.
Zobr. 1 je zrejmé, ako sa dramaticky meni povrchova
morfoldgia Au vrstiev po tepelnom namahani. Po depozi-
cii vykazuje Au vrstva drsnost’ R, = 2,5 nm. So stupajiicou
teplotou namdahania vSak jej hodnota narastd. NajvysSiu
hodnotu dosahuje pri teplote 300 °C (R,= 14,6 nm). Ziha-
nim vrstiev dochadza k preskupeniu atdmov Au a k tvorbe
termodynamicky stabilnejSich utvarov pripominajtcich
,,ostrovéeky“4’8. Ich velkost’ rastie spolu s drsnostou vrs-
tiev. Ked'Ze pri teplote 300 °C dochadza k najvacsim po-
vrchovym zmenam, bola tato teplota zvolena pre d’alSie
studium vplyvu doby Zihania na vlastnosti vrstiev.

V préci bolo d’alej namerané, Ze s narastajucou dobou
zihania (0—180 min) pri teplote 300 °C, podobne ako
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Obr. 1. AFM snimKky skla s Au deponovanym 150 s za izbovej teploty (IT) a vzoriek tepelne namahanych (60 min pri teplotach

150, 200, 250 a 300 °C). R, je priemerna drsnost’

s narastajucou teplotou v predchadzajiicom rezime, rastie
povrchova drsnost vzoriek. Opdt dochadza k tvorbe
ostrovcekovitej Struktary. K najvyraznejSim zmenam do-
chadza po 180 minutovom zihani, kedy vytvorené ostrov-
¢eky dosahuji najvécsie velkosti (R,=19,4 nm).

Na obr. 2 je uvedena zavislost’ plosnej rezistancie na
dobe depozicie pre oba rezimy namahania. Z obr.2 je
zrejmé, ze ako sa s narastajiicou teplotou alebo narastajui-
cou dobou zihania postupne postvaju perkolacné prahy
zavislosti plo$nej rezistancie. Vd’aka tymto vysledkom je
mozné usudit, aka dlha musi byt doba alebo vysoka teplo-
ta zihania, aby boli eSte vzniknuté ostrovéekovité Struktiry
vodivo prepojené. Tento udaj moze byt dolezity pre vyuzi-
tie tychto Struktr v konkrétnych aplikaciach, v ktorych je
nutné  zachovat  vodivost  vrstvy.  Zatial  ¢o
u nenamahanych vzoriek sa perkolaény prah dosiahne ca
45 s depozicie, u tepelne namahanych vzoriek sa prah po-
stiva na dobu depozicie 125s (300 °C a 60 min) alebo
155s (300 °C a 180 min). Uvedena poloha perkolacného
prahu po zihani (300 °C — 60 min) sa nezhoduje z doposial
publikovanymi vysledkami®, v ktorych autori uvadzaju
hodnotu ca 275 s depozicie.

Uz predtym bolo publikované, ze pri depozicii
»tenkych® Au nanostruktur dochadza k tvorbe nanokrysta-
lov, ktoré s narastajucou dobou depozicie splyvaju do su-
vislych vodivych vrstiev®. Priamo po depozicii vznikaju
krystaly, ktoré naberajii prevazne orientaciu [111], avSak je
mozné pozorovat pre nizSie doby depozicie taktiez linie
[200] a [220], ktoré vykazuji podobnu intenzitu. Po tepel-
nom namahani sa vSak intenzita pikov linie [111] niekol’ko
nasobne zvacsi oproti ostatnym liniam u vSetkych vzoriek.
Pomery intenzit linii [200] a [111] vzoriek pred a po Zihani
sa nachadzaju v tab. I. Z tychto vysledkov sa da usudit, ze
pri tepelnom namahani sa zvySuje pomer krystalov, ktoré
maju orientaciu [111].

Je zname, Ze z absorpénych spektier tenkych vrstiev
je mozné odhadnut, ¢i nanoStruktiry maji casticovity
charakter. Tato skuto¢nost’ v spektrach naznacuje pritom-
nost’ pasov PR. Konkrétne pre Au sa pasy PR nachadzaju
v spektrach priblizne na tGrovni 500-650 nm. Ak su vsak
Struktary na povrchu prili§ velké, ktvorbe pasov
v spektrach nedochadza. Tato skutoCnost’ je v naSom pri-
pade dobre zrejma na obr. 3, kde su uvedené¢ UV-Vis spek-
tra deponovanych vzoriek tepelne namahanych. Z obr. 3 je
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Obr. 2. Zavislost’ plosnej elektrickej rezistancie na dobe depozicie: (i) vI’avo pri teplote 300 °C a roznych dobach namahania, (i¥)
vpravo pri roznych teplotach a dobe namania 60 min (IT — vzorka po depozicii a bez tepelného namahania)

Tabulka I
Pomery linii [200] a [111] z XRD merani u vzoriek depo-

novanych 50-250 s bez a po naslednom Zihani (300 °C, 60
min)

Doba depozicie Pomer [200]/[111]
[s] bez zihania po Zihani
50 0,102 0,319
75 0,249 0,180
100 0,223 0,169
150 0,142 0,012
200 0,145 0,012
250 0,184 0,006

zrejmé, ze vzorka deponovana 50 s vykazuje vyrazny pas
PR uz po 15 min Zihania, zatial ¢o vzorka deponovana
100 s az po 60 min. Skeny AFM (vid’ obr. 1) u tychto vzo-
riek dokazujii vznik nanoStruktiry rovnako ako absorpcéné
spektra na obr. 3. U vzorky deponovanej 150 s sa pasy PR
v spektre nevyskytuji ani po 180 min zihania. Dévodom
nie je absencia nanoStruktur, ale ich velkost, ako bolo
uvedené vyssie. Zo ziskanych vysledkov je mozné usudit,
ze s narastajucou dobou depozicie (Cize hribkou vrstvy),
dochadza po zihani k tvorbe Coraz vicsich Struktar, ktoré
nie st schopné vykazovat’ PR. Zaroven je mozné povedat’,
ze ¢im hrubsia je vrstva, tym dlhsi ¢as Zihania je potrebny
na vznik nanostruktary.
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Zaver

Zihanim tenkych Au vrstiev naprasenych na skleneny
substrat sa vyrazne menia hlavne ich povrchové vlastnosti.
V tejto praci bolo preukazané, ze so zvySujucou sa dobou
alebo teplotou Zzihania dochadza k zvySovaniu drsnosti
povrchu tychto vrstiev. Vznik nanoStruktiury pripominaji-
cej ,,ostrovéeky” po zihani je dobre badatelny zo skenov
AFM. Je pozorovatelna zavislost’ velkosti ,,0strovéekov*
na teplote Zihania. Rovnaky trend rastu Castic je moZné
najst’ aj pri zvySovani doby zihania. K tvorbe najvacsich
Struktar dochéadza pri teplote 300 °C. Pri tejto teplote do-
chadza zaroven aj k najvyraznej$im posunom perkolac-
nych prahov plosnej elektrickej rezistancie. Dovodom je
preskupenie Au do ,,ostrovéekov®, ktoré nie st vodivo
prepojené. S narastajiicou dobou Zihania pri teplote 300 °C
su schopné pretvorenia na nesuvislé, tj. elektricky nevodi-
vé vrstvy s Coraz vacSou hribkou. S narastajucou hrabkou
vrstvy po zihani vyrazne klesa pomer intenzit linii [200]
a[111] u vzniknutych krystalickych nanostruktar. Z toho
je mozné vyvodit, Ze novovzniknuté Struktary maja pred-
nostnu orientaciu [111]. Vznik nanoStruktiry je potvrdeny
aj UV-Vis absorpénymi spektrami, v ktorych sa nachadza-
ju pasy PR. U vzoriek deponovanych dlhsiu dobu pasy PR
absentuju z dovodu vel’kosti vzniknutych Struktar.
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Obr. 3. UV-Vis spektra vzoriek tepelne namahanych pri teplo-
te 300 °C a deponovanych A —50s, B—-100s, C-150s (IT —
vzorka po depozicii a bez tepelného naméahania)
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OPTIMALIZACE PODMINEK CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI
AROMATICKYCH AMINU S ELEKTROCHEMICKOU DETEKCI
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Uvod

Tato prace byla zaméfena na vyvoj metody pro sta-
noveni smési deseti aromatickych amini — anilinu
(A), 2-aminoanthracenu (2-AA), 2-aminobifenylu (2-AB),
4-aminobifenylu (4-AB), 2-aminofluorenu (2-AF), 1-amino-
naftalenu (1-AN), 2-aminonaftalenu (2-AN), 2-ethylanilinu
(EA), 2-nitroanilinu (2-NA) a o-toluidinu (T) — pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s obracenymi
fazemi (RP-HPLC) za pouziti amperometrické (ED)
a spektrofotometrické (UV) detekce.

Aromatické aminy, pfedev§im aminoderivaty poly-
cyklickych aromatickych uhlovodikti (APAH) se fadi mezi
karcinogenni a mutagenni latky. Podle Mezinarodni agen-
tury pro vyzkum rakoviny (IARC) patii ze studovanych
analyt mezi prokazatelné karcinogenni pro ¢loveka 4-AB,
2-AN a T (cit."). Aromatické aminy se pomérné &asto vy-
skytuji jak v pracovnim, tak Zivotnim prostfedi. Vzhledem
k pritomnosti téchto latek napf. v barvach na vlasy, potra-
vinafskych barvivech ¢i palivech je ¢loveék jejich vlivu
pfimo vystaven, a je tedy nutné monitorovat i jejich stopo-
va mnozstvi. Nejcastéji se pro tento Gcel pouzivaji chro-
matografické metody, pfedev§im plynova chromatografie
s hmotnostn&-spektrometrickou detekci’.

K optimalizaci separac¢nich podminek byla v této pra-
ci pouzita metoda planovani experimentu (design of expe-
riment, DOE), kterd umoznuje optimalizovat vice parame-
tr soucasné, na rozdil od nejcastéji vyuzivané metody
jedné proménné v Case (one variable at time, OVAT). Pou-
zitim DOE vyrazné klesne pocet experimentd nutnych
k pokryti celého uvazovaného rozsahu parametrd, a tedy
i gasova a finanéni naroénost jejich provedeni’.

Experimentalni ¢ast

Systém pro meéfeni vrezimu RP-HPLC se staval
z degaseru DG 4014, gradientové pumpy Beta 10 (oboji
Ecom, Ceska republika), kolony LiChroCART® 250-4
Purospher RP-18 (5 um) a piedklonky LiChroCART® 4-4
Purospher RP-18 (oboji Merck, Némecko). K detekci byl
vyuzit jak UV/VIS spektrofotometricky detektor Sapphire
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600 (Ecom, Ceska republika), tak amperometricky detek-
tor ADLC 2 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republi-
ka). Amperometricky detektor byl zapojen v tiielektro-
dovém uspofadani typu ,,wall-jet” s referentni argentchlo-
ridovou elektrodou (3 mol 1! KCl, ETP CZ R-008-05,
Monokrystaly, Ceska republika) a pomocnou platinovou
elektrodou. Pracovni elektrodou byla uhlikova pastova
elektroda (vnitfni primér teflonového téla 3 mm), kterad
byla pfipravena smisenim 250 mg mikrokulicek skelného
uhliku (velikost castic 0,4—12 um, Alfa Aesar, USA) se
100 I mineralniho  oleje  (Sigma-Aldrich, USA).
K prekoncentraci analyt byla vyuzita metoda extrakce na
tuhé fazi (SPE) s pouzitim extrakénich kolonek LiChro-
lut® EN 200 mg/3 ml (Merck, Némecko). Extrakce byla
provadéna ze 100 ml povrchové vody upravené na pH 9
a analyty byly nasledné eluovany 10 ml acetonitrilu.

Zasobni roztoky jednotlivych analyti o koncentraci
1 mg ml™" byly pfipraveny rozpu§ténim piislusného mnoz-
stvi danych latek v 10 ml acetonitrilu. Zasobni roztok smé-
si analytii (o koncentraci 100 pg ml™") byl pfipraven smise-
nim stejnych objemu zasobnich roztokti danych latek. Pro
nastiik do kolony byl tento vzorek zfedén smési methanolu
s deionizovanou vodou (1:1, V/V). Acetatofosfatovy pufr
predstavoval smésny roztok octové kyseliny (p.a., 99%,
Lach-Ner, Ceska republika) a kyseliny trihydrogenfosfo-
reéné (p.a., 85%, Lach-Ner, Ceska republika) kazdé o kon-
centraci 50 mmol I''; pH pufru bylo denné upravovano na
pozadovanou hodnotu pomoci 100mmol "' roztoku hydro-
xidu sodného (p.a., Lach-Ner, Ceska republika).

Vysledky a diskuse
Optimalizace podminek separace

Pro optimalizaci podminek chromatografického sta-
noveni smési analytil byla pouzita metoda DOE, konkrétné
Boxuiv-Behnkenliv experimentalni plan vyuzivajici tfi
trovni hodnot optimalizovanych parametrii; tento experi-
mentalni plan byl vybran predev§im vzhledem k nizkému
poétu vyznamnych parametri’. V tomto piipadé byly jako
vyznamné zvoleny nasledujici parametry: pH acetatofosta-
tového pufru, pocatecni podil methanolu v mobilni fazi
a jeho gradient; sledovanou odpovédi byla chromatografic-
ka odezvova plocha (CRF). Pomoci CRF byly nalezeny
takové hodnoty studovanych parametri, aby rozliSeni dvo-
jic sousednich pikid bylo dostate¢né a zarovenn doba analy-
zy nebyla pfili§ dlouhd. K tomuto Gcelu byla pouZita Der-
ringerova funkce vhodnosti’. Po proméfeni série experi-
mentl, vychazejicich z Boxova-Behnkenova planu, byly
za pouziti ANOVA testl zjiStény experimentalni podmin-
ky, které ovSem nebyly plné vyhovujici, a byly tedy dopl-
nény modifikaci gradientu, diky které dosSlo ke zlepSeni
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separace prvnich pikt. Vysledné optimalni podminky pou-
Zité pro stanoveni smési aromatickych amint byly nasledu-
jici: pH acetatofosfatového pufru 2,5; pocatecni podil me-
thanolu v mobilni fazi 30 %; prvnich 6 min byl podil me-
thanolu udrzovan na pocatecni hodnoté, nasledné byla tato
hodnota b&hem 24 min zvySena na 90 %.

Optimalizace podminek detekce

Vlnova délka vhodné pro dané stanoveni byla urcena
promé&fenim spekter jednotlivych analyti proti acetonitrilu.
VInové délky maxima absorbance danych latek se nepre-
kryvaji (obr. 1), jako kompromisni hodnota byla zvolena
vlnova délka 235 nm.

Z hydrodynamickych voltamogramd jednotlivych
latek, které byly proméfeny vrozmezi potencidld od
+0,5Vdo +1,5V, byl uren jako optimalni potencial
+1,4 V. Takto vysoka hodnota byla, i pies pomérné vysoky
proud pozadi, zvolena, jelikoz 2-nitroanilin nebylo mozné
pfi nizSich potencidlech detegovat (obr. 2).

Kalibraéni zavislosti

Kalibracni zavislosti studovanych aromatickych ami-
nd byly proméfeny za optimalnich pracovnich podminek
jak ve smési deionizované vody s methanolem (1:1, V/V),
tak v fi¢ni vodé bez predchozi prekoncentrace a po prekon-
centraci pomoci SPE. Kalibra¢ni zavislosti analyti ve
vSech matricich byly linedrni v celém proméfovaném roz-
sahu koncentraci. V pripadé spektrofotometrické detekce
zté¢Zoval vyhodnoceni vétSiny pikli pomérn€ vyrazny drift
zakladni linie; odezva prvnich tfi pikd byla nizka
v souvislosti s nizkym absorpénim koeficientem odpovida-
jicich analytd (obr. 3). Co se tyce detekce amperometrickeé,
Sum a drift zdkladni linie ovlivnil méfeni aZ pfi stanoveni
nizsich koncentraci (obr. 4). Drift zakladni linie je zpiso-

absorbance (AU)

400
A (nm)

Obr. 1. UV/VIS spektra studovanych analyti. Roztoky latek
o koncentraci 100 pg ml™" ve sm&si methanolu a acetatofosfatové-
ho pufru (1:1, ¥/V) o pH 2,5
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ben pouzitim gradientové eluce pro urychleni separace
analytd, ale roli hraje i nizka vinova délka spektrofotome-
trické detekce a vysoky pracovni potencial detekce ampe-
rometrické.

V piipadé vSech stanoveni bylo dosazeno nizkych
detekénich mezi, pficemz pomoci amperometrické detekce
bylo dosazeno pfiblizn€ o fad nizsich mezi detekce nez pfi
spektrofotometrickém stanoveni, a to jak u stanoveni smési
latek v deionizované vodé s methanolem (1:1, V/V), tak ve
vod¢ fi¢ni. Detekéni meze analytd zakoncentrovanych

3 g
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£
Q
@©
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2+ 42
1k 41
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Obr. 2. Hydrodynamické voltamogramy studovanych analyti.
Pracovni uhlikova pastova elektroda v uspofadani wall-jet, kolona
LiChroCART® 250-4 Purospher RP—18 (5 um). Gradient (A:
acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 %
B, 30. min: 90 % B, pratokova rychlost 0,5 ml min"!
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Obr. 3. Chromatogramy smeési latek (koncentrace analyti ve
smési: 25, 10, 7,5 a 5 ng mlfl) v Fi¢ni vodé po prekoncentraci
pomoci SPE, spektrofotometricka detekce. Kolona Li-
ChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5 um). Gradient (A: aceta-
tofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30.
min: 90 % B, pratokova rychlost 0,5 ml min'. Apgr = 235 nm
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Meze detekce studovanych analytd v fi¢ni vodée pti piimém HPLC stanoveni, po prekoncentraci pomoci SPE a za pouziti

GC/MS po prekoncentraci s kapalinovou mikroextrakci

Analyt Mez detekce [ng ml™']
HPLC — pfimé stanoveni HPLC — po SPE GC/MS
uv ED uv ED
A - 5,2 - 0,33 3,30
2-AA 19 6,2 33 0,37 0,27
2-AB 18 3,2 2,9 0,22 0,12
4-AB 37 9,7 7,2 0,80 1,80
2-AF 84 10,2 15,7 1,01 0,09
1-AN 39 5,3 6,1 0,43 0,12
2-AN 53 6,1 4,1 0,56 0,21
EA 635 4,5 - 0,42 0,48
2-NA 11 5,4 2,1 0,37 0,21
T - 5,8 - 0,41 0,51
1000
Zavér

1(nA)

30

t(min)

Obr. 4. Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve
smési: 25, 10, 7,5 a 5 ng mlI™") v Fi¢ni vodé po prekoncentraci
pomoci SPE, amperometricka detekce. Kolona LiChroCART®
250-4 Purospher RP-18 (5 pm). Gradient (A: acetatofosfatovy
pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min: 90 %
B, pritokova rychlost 0,5 ml min . Epgr=1,4V

pomoci SPE odpovidaji pro oba druhy detekce této pre-
koncentraci, a jsou tedy pfiblizn¢ desetkrat niz§i nez odpo-
vidajici meze detekce bez pouziti SPE. Hodnoty deteké-
nich mezi pro stanoveni v fi¢ni vodé jsou uvedeny v tab. 1.
Pro srovnani ziskanych vysledkd jsou uvedeny rovnéz
detekéni meze ziskané metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekei (GC-MS) po kapalinové mikroextrakei®.
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V této praci bylo prozkoumano chromatografické
chovéani deseti aromatickych aminil v syst¢ému RP-HPLC
s amperometrickou a spektrofotometrickou detekci. Sepa-
racni podminky byly stanoveny metodou planovani experi-
mentu, konkrétné za pouziti Boxova-Behnkenova experi-
mentalniho planu. Pouzitim tohoto pfistupu byl znacné
snizen pocet nutnych experimentil a byly ziskany vyhovu-
jici pracovni podminky. Soucasné se ov§em projevila né-
kterd omezeni tohoto pfistupu, napf. aplikace v mezich
zvolenych podminek znemoziuje postihnout modifikaci
gradientu zalomenim, kterou bylo pfi tomto stanoveni
vhodné pouZit pro lepsi rozdéleni prvnich tif pikt. Vysled-
né pracovni podminky tedy byly: pH acetatofosfatového
pufru 2,5; pocatecni podil methanolu v mobilni fazi 30 %;
gradient mobilni faze — prvnich 6 min analyzy byl podil
methanolu udrzovan na pocatecni hodnoté a béhem dalsich
24 min byl zvySen na 90 %; vinova délka spektrofotome-
trického detektoru 235 nm; pracovni potencial +1,4V;
pritokova rychlost mobilni faze 0,5 ml min ™"

Pomoci RP-HPLC s amperometrickou a spektrofoto-
metrickou detekci byly proméfeny kalibracni zavislosti
jednotlivych analytd v deionizované vod¢ s methanolem
(1:1, V/V) a ti¢ni vodg; stejné tak byly proméfeny i kalib-
racni zavislosti téchto latek v ficni vode po prekoncentraci
pomoci SPE.

Dosazené detekéni meze ukazuji prevahu elektroche-
mické detekce nad detekci spektrofotometrickou pfi chro-
matografickém stanoveni aromatickych amind. Neméné
zajimavé je ovSem i srovnani této metody s instrumentalng
naro¢nou GC/MS, ktera sice piekonava meze detekce zis-
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kané pfimym stanovenim, ov§em pfi pouZziti prekoncentra-
ce pomoci SPE jsou vysledky dosazené elektrochemickou
detekci srovnatelné.

Tato prdace byla financné podporena Grantovou agen-
turou CR (grant P206/12/G151).
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Uvod

Mak sety je plodina, kterd nachdzi své uplatnéni
zejména v potravinarském a farmaceutickém pramyslu.
Ceska republika patii v celosvétovém méfitku k jeho nej-
vyznamn&jsim péstitelim'?. Hlavnim vyuzitim méaku seté-
ho je jeho semeno, které je v CR vyhradné pouZivano
v potravinafském prumyslu. Vedlejsim produktem je ma-
kovina, ktera je bohatd na alkaloidy, jez jsou velmi vy-
znamnymi surovinami pro vyrobu farmaceutik, avSak
vzhledem ke svym biologickym ucinkiim jsou potencialni
hrozbou pro vznik drogové zavislosti**.

V ramci této prace jsou popsany metody kvalitativni-
ho a kvantitativniho stanoveni vyznamnych alkaloidi ma-
ku setého. K nejbéznéji pouzivanym metodam stanoveni
patii metody chromatografické, liici se pfipravou vzorkd,
predevsim zptsoby extrakce®’. Tato prace byla zaméfena
na modifikaci metody, jeZ pro piipravu vzorkil vyuZivala
pfimou extrakci extrakénim ¢inidlem a byla doposud pou-
zivand pro stanoveni alkaloidi morfinu a kodeinu
v makoviné ve firmé Oseva PRO s.r.o. a Vyzkumném
Gstavu olejnin Opava®. Nova metodika, vyuZivajici extrak-
ci na pevnou fazi, mé¢la za cil ptedevsim zrychleni a zjed-
noduseni stanoveni alkaloidd v makoving, a také rozsifeni
stanoveni o dalsi alkaloidy, napf.thebain, papaverin
a noskapin.

Experimentalni ¢ast

K experimentalnim G¢elim bylo vybrano deset vzor-
kt riznych odrad méku setého, lisicich se koncentracemi
alkaloidu morfinu v makovin€. K analyze byla pouzita
prazdna tobolka maku setého tzv. makovina, ktera byla po-
mleta na praS§kovy vzorek pomoci mlynku IKA TUBE-MILL
Control po dobu 40 sekund pti 22 000 rpm, a pieseta pies
sito o velikosti ok 1 mm pro extrakci extrakénim ¢inidlem
a 0,5 mm pro extrakci na pevné fazi.

Piim4 extrakce (PE) byla provedena smichanim 25 ml
extrakéni smési (NH; (25% vodny roztok, p.a.) : CH;0H
(p-a) : CHCl; (p.a.), (1:9:15, vse Fisher Scientific, Pardubi-
ce, CR)) s 500 mg vzorku v 50ml lékovce. Po uzavieni se
vzorek nechal stat do dalSiho dne, kdy byl protiepan
v tepacce typu TE III. (Chirana) pii 240 kmitech za minu-
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tu po dobu 8 hodin, nasledovalo stani vzorku do dal$iho
dne. Tteti den byl vzorek protiepan v tfepacce za stejnych
podminek 2 hodiny a poté bylo 5 ml extraktu prefiltrovano
pfes mlynafské sito pomoci filtra¢niho zafizeni do kalibro-
vané konické zkumavky. Obsah zkumavky byl preveden
do 100ml odmérné banky se zabrusem, odpaten po dobu
3 min ve vakuové rotacni odparce typu RV 8 (IKA) a po-
nofen do horké vodni lazné typu HB 10 (IKA) o teploté
70 °C. Odparek vzorku byl rozpustén v 5 ml CH;0H (p.a.,
Fisher Scientific, Pardubice, CR) v ultrazvukové lazni
TESON 10 (Tesla) po dobu 5 min a zfiltrovan pfes mem-
branovy filtr — Nylon 66 Membranes, 0,45 um, prumér
47 mm (Sigma-Aldrich, Praha, CR). Po filtraci byl 1 ml
filtratu odpipetovan do vialky k chromatografické analyze
za nasledujicich separa¢nich podminek chromatografické-
ho systému Agilent 1200 (Agilent, USA) — kolona Dis-
covery HS F5-5 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, Supelco), tep-
lota kolony 30 °C, priitok mobilni faze 2 ml min', mobilni
faze: ledova kyselina octova (99-100 %, ch.c.) : acetonitril
(HPLC grade, vie Sigma-Aldrich, Praha, CR) : ultradista
voda (2: 25: 73), vlnova délka 283 nm, nasttik 50 ul, délka
analyzy 23 min, max. tlak 350 bar, detektor UV/VIS. Pii-
pravena mobilni faze byla zfiltrovana pfes membranovy
filtr — Nylon 66 Membranes, 0,45 pm, pramér 47 mm.
Analyza byla provedena paralelné.

Extrakci na pevnou fazi (SPE) ptedchazelo smichani
50 mg vzorku s 5 ml 5% CH;COOH (pfipravena ziedénim
99,8%, p.a., Fisher Scientific, Pardubice, CR)
v centrifugaéni zkumavce, kterd byla vloZena na 30 min do
ultrazvukové lazn¢ TESON 10 (Tesla). Poté se vzorek
ttepal 1 min v tfepacce typu TE III. (Chirana) a odstfed’o-
val na multifunkéni vysokootackové centrifuze typ K 2015
s dotykovym displejem (Unimed) po dobu 10 min pii 3900
ot/min. Takto pfipraveny extrakt byl ptecistén na pevné
fazi. Na zafizeni SPE vakuum manifold s vakuovou rotac-
ni vyvévou — 12 pozicovy systém (Labicom) byla umisté-
na kolonka CHROMABOND HR-XC (60 mg/3 ml), ktera
se kondiciovala 3 ml CH;0H (p.a., Fisher Scientific, Par-
dubice, CR) a ekvilibrovala 3 ml ultracisté vody. Na ko-
lonku byly naneseny 3 ml extraktu a byly promyty 2 ml
0,1 M HCI (pfipravena ziedénim 35-36%, p.a., Fisher
Scientific, Pardubice, CR) a 2 ml CH;OH (p.a., Sigma-
Aldrich, Praha, CR). Eluce byla provedena 2krat 2 ml
eluéni smési (5% NH; v CH30H, vSe Fisher Scientific,
Pardubice, CR) do 100ml odmé&mé baiiky se zébrusem.
Eluat byl po dobu 3 min ponofen v horké vodni lazni typu
HB 10 (IKA) o teploté 70 °C a odpafovan pomoci vakuové
rotaéni odparky typu RV 8 (IKA). Poté byl vzorek rozpus-
tén ve 3 ml CH;0H (HPLC grade, Sigma-Aldrich, Praha,
CR) a umistén na 3 min do ultrazvukové 14zn& TESON 10
(Tesla). Nasledn¢ byl odpipetovan 1 ml takto pfipraveného
vzorku do vialky k provedeni chromatografické analyzy za
nasledujicich podminek chromatografického systému Agi-
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Obr. 1. Gradient mobilnich fazi v pribéhu chromatografické analyzy pro metodu SPE-HPLC

lent 1200 (Agilent, USA) — kolona Ascientis Express F5,
(150 mm x 4,6 mm, 5 um, Supelco), teplota kolony 40 °C,
prutok mobilni faze 1 ml min ', mobilni fize A: 5% aceto-
nitril, mobilni faze B: acetonitril (HPLC grade) : ledova
kyselina octova (99-100 %, ch.c.) : triethylamin (GC >
99,5%, vse Sigma-Aldrich, Praha, CR) (97:2:1), vlnova
délka 284 nm, néstfik 50 pl, délka analyzy 30 min, max.
tlak 350 bar, detektor UV/VIS. Separace alkaloidii byla
provedena pomoci gradientové eluce dle programu na
obr. 1.

Vysledky a diskuse

Byly ptipraveny kalibracni fady jednotlivych stanovo-
vanych alkaloidd tak, aby obsahy alkaloidi v neznamych
vzorcich spadaly do rozsahu kalibra¢nich fad. Rovnice
ziskanych koncentra¢nich zévislosti byly pouZity pro sta-
noveni jednotlivych alkaloidii v neznamych vzorcich po-
moci dvou metod, liSicich se pfipravou vzorkil a chromato-
grafickymi podminkami (PE HPLC, SPE-HPLC).

Tabulka I

Identifikace jednotlivych alkaloidli v chromatogramech
byla provedena porovnanim retencnich cast standardu
s retenénimi ¢asy pikll analyzovanych vzorkd.

Metodou PE-HPLC byla analyza alkaloidd
v makoviné€ provedena paralelné a interpretované vysledky
jsou primérem téchto dvou stanoveni. Piky vyslednych
chromatogramti byly identifikovany a byly vypocitany
obsahy jednotlivych alkaloidu.

V chromatogramech ziskanych metodou PE-HPLC
byly zaznamenany pouze dva z péti stanovovanych alka-
loidt — morfin a kodein (obr. 2, tab. II).

Metodou SPE-HPLC byly analyzovany totozné vzor-
ky. Ve vyslednych chromatogramech byla taktéz provede-
na identifikace pikt a byly vypocitany obsahy jednotlivych
alkaloidu.

V chromatogramech ziskanych metodou SPE-HPLC
bylo identifikovano vsech pét alkaloidit — morfin, kodein,
thebain, papaverin a noskapin (obr. 3, tab. III).

Nameétena data ziskana analyzou vzorkli obéma meto-
dami byla srovnana z nékolika hledisek. Metody byly
zhodnoceny z ekonomického hlediska, Casové néarocnosti

Shrnuti dat, ziskanych proméfenim kalibra¢nich fad jednotlivych alkaloidt

Alkaloid Metoda Korela¢ni koeficient Rovnice ptimky

Morfin PE-HPLC 0,9997 y=0,1751x - 5,1331
Kodein PE-HPLC 0,9993 y =0,1860x — 3,5449
Morfin SPE-HPLC 0,9997 y=15211x-2,4029
Kodein SPE-HPLC 0,9995 y =10,853x + 1,2417
Thebain SPE-HPLC 0,9995 y =175,82x + 1,4766
Papaverin SPE-HPLC 0,9997 y=49,851x — 1,2950
Noskapin SPE-HPLC 0,9998 y=15,719x + 0,2686
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Obr. 2. Analyza neznamého vzorku metodou PE-HPLC

Tabulka II

Obsahy alkaloidd stanovenych metodou PE-HPLC

Laboratorni ¢islo Obsah alkaloidd [%]
morfin kodein
559 0,0375 —
3977 0,1191 0,0523
654 0,2184 0,0706
591 0,3028 0,0764
641 0,4313 0,1232
6087 0,4942 0,1152
6084 0,6564 0,1382
628 0,7351 0,1207
6089 0,9198 0,0992
551 1,4245 0,2119

804
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MORFIN
3341

KODEIN
6,257

¢i Setrnosti k Zivotnimu prostfedi. Srovnédni stanovenych
obsahti se tykalo predevsim alkaloidu morfinu, jakozto
vyhradniho alkaloidu v méku setém, ktery je ukazatelem
kvality makoviny>*'°.

Z tab. IV je patrné, ze metoda SPE-HPLC poskytuje
vysledky porovnatelné, ptipadné vySsi nez metoda PE-
HPLC. Nové modifikovand metoda je vyhodna z hlediska
Casového a z hlediska nizsi spotfeby chemikalii, ¢imz je Setr-
na jak pro Zivotni prostiedi, tak i pro pracovni prostedi.

Zavér

Tato prace byla zaméfena na vyvoj nové metody pro
kvalitativni a kvantitativni stanoveni vyznamnych alkaloi-
dd v makoviné. Pfima extrakce alkaloidii z makoviny byla
nahrazena extrakci na pevnou fazi a kromé ptipravy vzor-
k byly také modifikovany chromatografické podminky.

THEBAIN
16,866
'

i NOSKAPIN
| PAPAVERIN 21,477
I\ 0842

Obr. 3. Analyza neznamého vzorku metodou SPE-HPLC

T "
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Tabulka IIT

Obsahy alkaloidd ve vzorcich stanovenych metodou SPE-HPLC

Cena Merck 2014

Laboratorni ¢isla

Obsahy alkaloidi [%]

morfin kodein thebain papaverin noskapin
559 0,0411 0,0076 - - -
3977 0,1582 0,0317 0,0014 - -
654 0,2831 0,0994 0,0106 0,0223 0,0260
591 0,3875 0,0586 0,0028 0,0123 0,0394
641 0,4402 0,0780 0,0027 0,1019 0,0304
6087 0,5484 0,1690 0,0117 - 0,0259
6084 0,6623 0,1947 0,0111 - 0,0183
628 0,8281 0,1667 - - 0,0148
6089 0,9460 0,1416 0,0635 0,0052 0,0176
551 1,4673 0,3463 0,0497 0,0028 0,0225
Tabulka IV LITERATURA
Srovnani stanovenych obsahi morfinu ve vzorcich analy-
zovanych metodou PE-HPLC a SPE-HPLC 1. Baranyk P. a kol.: Olejniny. Profi Press, Praha 2010.
2. Bechyné M., Kadlec T., Vasék J. a kol.: Mdk. Sema-
Laboratorni ¢islo Obsah morfinu [%] for, Praha 2001.
PE-HPLC SPE-HPLC 3. Vasak J. a kol.: Mdk. POWGI‘pI‘th, Praha 2010.
4. Moravcova J.: Biologicky aktivni piirodni ldtky. Inter-
559 0,0375 0,0411 ni studijni pomicka. VSCHT v Praze, Fakulta potravi-
3977 0,1191 0,1582 narské a biochemické technologie, Praha 2006.
654 0.2184 02831 5. Yoshimatsu K., Kiuchi F., Shimomura K., Makino Y.:
’ Pharm. Soc. Japan 53, 11 (2005).
91 0,3028 0,3875 6. Petruczynik A.: Centr. Europ. J. Chem. 3, 10 (2012).
641 0,4313 0,4402 7. Stranska I., Skalicky M., Novak J., Matyasova E.,
6087 0,4942 0,5484 Hejnak V.: Ind. Crops Prod. 41 (2013).
8. Interni metodika Oseva PRO: Stanoveni obsahu alka-
6084 0,6564 0.6623 loidii v mdku setém (Papaver somniferum) metodou
628 0,7351 0,8281 vysokoucinné kapalinové chromatografie. Poradové
6089 0,9198 0,9460 cislo 6. , . y
551 14245 1.4673 9. Dolezalova J., Zukalova H., Cihlar P., Vasak J.: Sbor-

Uvedené vysledky prokazaly, ze novou metodou SPE-
HPLC lze stanovit porovnatelné, ptipadné vyssi obsahy
alkaloidu morfinu ve vzorcich makoviny. Metoda je caso-
vé méné€ naroc¢na a vzhledem k niz§i spotfebé organickych
pro pracovni prostedi laboratofe. Mimo jiné lze touto me-
todou stanovit kromé obsahu kodeinu a morfinu kvantitu
dalsich vyznamnych alkaloidd, jako je thebain, papaverin
a noskapin, jez metodou PE-HPLC nebylo mozné stanovit.
V soucasné dob¢ je pfipravovana validace metody SPE-
HPLC, aby mohla byt uzivana ve firmé¢ Oseva PRO s.r.0.
jako rutinni, spolehliva, pfesna a rychla metoda pro stano-
veni kvality makoviny pfi §lechténi méaku setého.
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10.

nik z konference ,, Prosperujici olejniny“, 9. - 10. 12.
2010.

Zukalova H., Cihlai P., PSenic¢ka P., Vasak J.: Sdruze-
ni Cesky méak informuje, 7. Makovy ob&asnik. Sbor-
nik odbornych semindii Mak v roce 2008, CZU
v Praze (2008).
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Uvod

Polymery jsou zndmy jako materidly sfadou exce-
lentnich vlastnosti (nizka hustota, pruznost, mechanicka
odolnost, chemicka odolnost, aj.), diky nimz nachézeji
uplatnéni v mnoha oblastech primyslu, mediciny, ale
i bézného zivota'?. Avak vlastnosti, které jsou pro nékteré
aplikace vyhodné, mohou naopak limitovat pouZiti poly-
mert jinde. Povrchové vlastnosti, jako napf. povrchova
chemie, polarita, povrchovy naboj, drsnost i morfologie
zdsadnim zplsobem ovliviluji pouziti polymeri zejména
v oblasti tkanového inzenyrstvi, kde jsou tyto vlastnosti
dalezité pii procesu adheze, proliferace a diferenciace
bunék na povrchu'~,

Proto se neustdle vyvijeji nové metody modifikace
povrchil polymert tak, aby byly zlepSovany povrchové
vlastnosti pro konkrétni aplikace. Mezi pouzivané metody
patii uprava plazmatem, laserem, roubovéani novych funk¢-
nich skupin, ¢i roubovani kovovych nanocastic na povrch,
které zlep3uji cytokompatibilitu povrchu’.

V této praci byly studovany povrchové vlastnosti
nemodifikované polymerni folie polytetrafluorethylenu
(teflonu) a zmény povrchovych vlastnosti po modifikaci
plazmatem a nasledném naroubovani vybranych vicinél-
nich sloucenin. Folie byly nejprve vystaveny pusobeni
plazmatu a poté byly roubovany slouc¢eninami s rliznymi
funk¢énimi skupinami (-OH, —SH, —-NH,). Povrchové prv-
kové slozeni bylo studovéno rentgenovou fotoelektrono-
vou spektroskopii, povrchova chemie a polarita elektroki-
netickou analyzou a smacivost povrchu stanovenim static-
kého  kontaktniho  whlu  goniometricky,  drsnost
a morfologie povrcht byly stanoveny mikroskopii atomar-
nich sil.
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Experimentalni ¢ast
Material

Pro testovani byla pouzita polymerni folie polytetra-
fluorethylenu (PTFE, tloustka 50 um, hustota 2,20 g cm’™
od firmy Goodfellow Ltd., UK). Pro roubovani byly pouZity
vicinalni slouceniny: (i) 2-aminoethanol (OH-(CH,),-NH,)
a (it) 2-aminoethanthiol (cysteamin, HS-(CH,),-NH,) od
firmy Sigma-Aldrich spol. s r.0., CR.

Plsobeni plazmatu

Vzorky byly povrchové aktivovany plazmatem® po-
moci DC Ar plazmatu v piistroji Balzers SCD 050 za na-
sledujicich podminek: pokojova teplota, Cistota plynu
99,997 %, pritok 0,3 dm®s7!, tlak 8 Pa, vzdalenost elek-
trod 50 mm, jejich plocha 48 cm?, objem komory ca
1000 cm’, objem plazmatu 240 cm’, vykon vyboje 8,3 W,
doba expozice 120 s.

Chemické roubovani

Okamzité po expozici v plazmatu byly vzorky vloze-
ny do vodného roztoku (2 hm.%) 2-aminoethanolu nebo
2-aminoethanthiolu po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky
omytsy vodou a suseny po dobu 48 hodin v Petryho mis-
kach’.

Pouzité analytické metody

Povrchové vlastnosti vS§ech vzorku (pfed modifikaci,
po pusobeni plazmatu po dobu 120 s, po leptani ve vodé
i po nasledném naroubovani testovanych vicinalnich slou-
cenin) byly stanoveny nékolika metodami: (i) elektrokine-
tickou analyzou, (if) rentgenovou fotoelektronovou spek-
troskopii, (iii) goniometricky a (iv) mikroskopii atomar-
nich sil.

Elektrokineticka analyza (stanoveni zeta potencialu)
vzorkl bylo provedeno na pfistroji SurPASS (Anton Paar,
Rakousko). Vzorky byly méfeny v cele s nastavitelnou
Stérbinou urcené pro plandrni vzorky (adjustable gap cell),
v elektrolytu 0,001 mol dm™ za pokojové teploty, atmosfé-
rického tlaku a pfi konstantnim pH 6,5. Pro kazdé méfeni
byl pouzit par vzorkd o stejném povrchu, vzorky byly pfi-
pevnény na drzéky vzorkd (rozmér vzorku 2x1 cm, Stérbi-
na nastavena na ca 100 um). Kazdy vzorek byl proméfen
4x srelativni odchylkou méfeni 5 %. Pro stanoveni zeta
potencialu byly pouzity dvé metody, proudovy potencial
aproud (streaming potential, streaming current), a pro
vypocet zeta potencialu byly pouzity rovnice Helmholtzo-
Va-Sr?oluchowskiho (HS) a Fairbrotherova-Mastinsova
(FM)".



Chem. Listy 108, s237-s240 (2014)

Povrchova koncentrace jednotlivych prvka u vzorki
byla stanovena rentgenovou fotoelektronovou spektrosko-
pii (XPS). Pro méfeni fotoelektronovych spekter byl pouzit
spektrometr Omicron Nanotechnology ESCAProbeP
(chyba stanoveni 10 %). Vzorek mé&l rozmér 2x3 mm’.
Zdroj X-paprski byl pouzit 1486,7 eV s krokem 0,05 eV.
Spektra byla méfena na 5 rozdilnych pozicich vzorka pfi
uhlu 0° s ohledem na osu detektoru (kolmo na vzorek).
Spektra byla vyhodnocena programem’ CasaXPS. Kon-
centrace prvki jsou udany v at.%.

Povrchova smacivost byla uréena pomoci stanoveni
statického kontaktniho hlu jednotlivych vzorkl. Kontakt-
ni uhel kapky destilované vody byl stanoven goniometric-
ky za laboratorni teploty na 10 pozicich dvou vzorki
o stejném povrchu s pouzitim Surface Energy Evolution
System (SEES, Masarykova Univerzita, Brno, CR). Kapka
o objemu 8,0 + 0,2 ul byla nanesena automatickou pipetou
(Transferpette Electronic Brand, Némecko) a byly pofize-
ny jejich obrazky a nasledné vyhodnoceny.

Povrchova drsnost a morfologie vSech vzorkll byla
studovana mikroskopii atomarnich sil (AFM) na pfistroji
VEECO CP II setup (tapping mode). Byla pouzita Si sonda
RTESPA-CP s konstantou pruznosti 20-80 N m ™. Stano-
veni bylo provadéno na plochach vzorkd 2x2 um” nebo
10x10 pm? a bylo provedeno 5 scani vzorkd®.

Cena Merck 2014

Vysledky a diskuse

Jiz dtive bylo prokazano®, Ze pii interakci thiold
s povrchov€ aktivovanymi polymery plazmatem dochézi
kjejich chemickému navazani (roubovani) na povrch.
Vsechny analyzy byly provedeny na vzorcich PTFE
(nemodifikovany, modifikovany plazmatem po dobu
120 s, nasledné leptany vodou a nésledné roubovany vyse
uvedenymi vicinalnimi slouceninami).

Hodnoty zeta potencidlu ziskané pro jednotlivé vzor-
ky jsou prezentovany na obr. 1, zn¢hoz je patrno, ze
vSechny kroky modifikace vedou ke zménam povrchové
chemie apovrchového naboje. Po pisobeni plazmatu
(obr. 1, plasma) jsou pivodni polymerni fetézce rozstépe-
ny a na povrchu vznikaji reaktivni mista (volné radikaly,
dvojné vazby a polarni kyslikaté skupiny)’*™"'. Diky tomu
dochazi ke zménam chemického slozeni a polarity po-
vrchu, coz se projevi i zménou zeta potencialu v porovnani
s puvodnim nemodifikovanym vzorkem (obr. 1, pristine).
Naslednym leptanim ve vodé dochdzi k ¢aste¢nému roz-
pusténi degradagnich produktd’ a hodnoty zeta potenciélu
(obr. 1, H,O) se posouvaji k hodnotdm podobnym piivod-
nimu povrchu (pristine). Nasledné roubovani vicinalnich
slouCenin ma, podle ofekavani, vyznamny vliv na zménu
chemického sloZzeni povrchu. Slouceniny obsahujici ami-
noskupinu zpulsobuji, ze povrch ziskava ,,pozitivnéjsi“
naboj vlivem pfitomnosti -NH, skupin a tim vzristaji hod-
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Obr. 1. Hodnoty zeta potencidlu stanoveného na povrchu PTFE nemodifikovaného (pristine), modifikovaného plazmatem po dobu
120 s (plasma), leptaného vodou (H,O) a roubovaného v roztocich OH(CH,),NH; a SH(CH,),NH,
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Tabulka I
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Koncentrace atomi C, O, F, S a N stanovenych metodou XPS pfi uhlu 0° na povrchu PTFE nemodifikovaného (pristine),
modifikovaného plazmatem po dobu 120 s (plasma), leptaného vodou (H,0), roubovaného OH(CH,),NH, a SH(CH,),NH,

Vzorek C(1s) O(1s) F(1s) S(2p) N(1s)
Pristine 30,4 - 69,6 - -
Plasma 35,9 5,9 58,2 - -
H,0 36,8 6,0 57,2 - -
OH(CH,),NH,) 36,5 4,1 56,9 - 2,5
SH(CH,),NH, 41,3 7,1 447 3,1 3,8

noty zeta potencidlu. Vyznamnéjsi narlst je patrny u rou-
bovani povrchu cysteaminem (SH(CH,),NH,). Zde docha-
zi, vporovnani s 2-aminoethanolem, k vyznamné prefe-
ren¢nimu roubovani cysteaminu, ktery je vazan pies —SH
skupinu k povrchu polymeru s volnou —NH, skupinou
,-nad povrchem®.

Vyse uvedené vysledky dokazuji ispésné naroubova-
ni vicinalnich slou€enin na plazmatem modifikovany
(aktivovany) povrch PTFE. Tyto zavéry byly nasledné
potvrzeny i stanovenim pfitomnosti jednotlivych prvka,
které obsahuji roubované vicinalni slouceniny (N a S) na
povrchu aktivovanych vzorkti pomoci XPS. Namétené
vysledky jsou uvedeny v tab. I. Zmény v povrchové chemii
studovanych vzorkl jsou patrné po vSech krocich modifi-
kace. Po pasobeni plazmatu nariista pritomnost kysliku ve
form& kyslikatych polarnich skupin’. Jak je dale patrné
z tab. I, roubovéani sloucenin obsahujicich aminoskupiny je
prokazano ptitomnosti dusiku, chemické navazani slouce-
niny s thiolovou skupinou potvrzuje pfitomnost siry na
povrchu polymeru. XPS stanoveni jasné prokazuji roubo-
véani vSech studovanych sloucenin na povrch plazmatem
aktivovaného PTFE.

Na cytokompatibilitu povrchu materidli maji vliv
nejen chemické sloZeni povrchu vzorku a povrchovy na-
boj, ale také smacivost povrchu, jeho drsnost a morfologie.
Hodnoty smacivosti povrchu byly stanoveny goniometric-
ky (méfenim statického kontaktniho thlu). Tyto hodnoty

Tabulka II

jsou pro jednotlivé vzorky PTFE shrnuty v tab. II, kde jsou
také uvedeny hodnoty povrchové drsnosti ziskané metodou
AFM.

Z tab. II je zfejmé, ze nemodifikovany PTFE je hyd-
rofobni material (kontaktni thel 125°). Smacivost povrchu
se vyrazné¢ méni po jednotlivych krocich modifikace. Po
plsobeni plazmatu vznikaji na povrchu poldrni kyslikaté
skupiny’, coz vyznamng zvySuje smacivost povrchu. Star-
nuti polymeru vede naopak ke snizeni smacivosti povrchu
v disledku reorientace polarnich kyslikatych skupin
zpovichu do objemové faze’. Naslednym leptanim ve
vodé dochazi k ¢astecnému rozpusténi degradacnich pro-
duktii (nizkomolekularni oxidované polymerni segmenty)’
a hodnoty kontaktnich uhlti se méni smérem k hodnotam
nemodifikovaného povrchu (leptan je ,,Cerstvy“ vzorek).
Po roubovani jednotlivych slouéenin se také mirné¢ méni
smacivost povrchu.

Z tab. II je také patrné, jak jednotlivé kroky modifika-
ce meéni drsnost povrchu. Zatimco pisobeni plazmatu drs-
nost povrchu snizuje, nebot' dochazi k ablaci zejména
amorfniho podilu polymerniho povrchu’. Nasledné roubo-
vani vicinalnimi slou¢eninami drsnost povrchu vzorkd
naopak zvySuje (zejména po naroubovani 2-amino-
ethanolu).

V soucasné dobé¢ jsou na nasich pracovistich studova-
ny dal§i polymerni folie (vysokohustotni polyethylen,
HDPE a poly L-mlé¢na kyselina, PLLA a dalsi vicinalni

Hodnoty kontaktnich uhli stanovenych goniometricky a povrchovych drsnosti studovanych AFM povrchu PTFE nemodifi-
kovaného (pristine), modifikovaného plazmatem po dobu 120 s (plasma) métfeného ihned po plsobeni plazmatu
(,,Cerstvy*) a méteného 14 dni po plsobeni plazmatu (,,zestarly*), leptaného vodou (H,O), roubovaného OH(CH,),NH,

a SH(CH,),NH,

Vzorek Kontaktni thel @[°] Drsnost R, [nm]
Pristine 125,0 £2,6 13,8
Plasma (,,Cerstvy*) 65,5+10,7 9,7
Plasma (,,zestarly*) 92,3,6+3,5 9,7

H,O 79,4 +4,8 10,0
OH(CH,),NH,) 86,4 + 8,6 20,0
SH(CH,;),NH, 90,3 +3,6 11,6
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slouceniny (2-merkaptoethanol, (SH-(CH,),-OH) a fosfo-
rylethanolamin, (PO4H,-(CH,),-NH,)) scilem sledovat
vliv na cytokompatibilitu takto modifikovanych polymeri.

Zavér

Pouzité analytické metody prokazaly zmény povrcho-
vych vlastnosti PTFE po jednotlivych krocich modifikace
a rovnéz UspéSné naroubovani testovanych vicinalnich
sloucenin na povrch polymeru modifikovaného plazma-
tem. Pusobeni plazmatu zpUsobi $tépeni polymernich fe-
tézcl, ablaci povrchu a vznik poléarnich kyslikatych skupin
na povrchu. To se projevi zménou chemického slozeni,
povrchového naboje, povrchové drsnosti a zvySenim sma-
¢ivosti povrchu. Nésledné roubovani vicinalnich sloucenin
je rovnéz provazeno zménou smacivosti povrchu, zménou
povrchové chemie a naboje, coZ bylo prokézano elektroki-
netickou analyzou, metodou XPS i goniometricky.
U cysteaminu byla navic prokdzédna vyraznd preference
vazeb, kdy cysteamin se vaze preferencné pres —SH skupi-
nu k plazmatem aktivovanému povrchu polymeru. ,,Nad
povrchem® polymeru byla prokazana ,,volna“ —NH, skupi-
na, ktera zptisobuje kladny naboj na povrchu. Toto prefe-
rencni vazani mize mit zasadni vliv na cytokompatibilitu
povrchu polymeru, nebot’ je znamo, Ze bunky, které maji
na svém povrchu ,,mirny* zaporny naboj, 1épe adheruji ke
kladnému povrchu.
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Uvod

Nizka cena, vhodné chemické a fyzikalne vlastnosti
(napr. nizka hustota, pevnost’, odolnost’ proti korozii, te-
pelné a elektrické vlastnosti) su dovodom Coraz CastejSicho
pouzitia polymérnych materiadlov v rozli¢nych oblastiach
priemyslu (napr. automobilovy, chemicky, potravinar-
sky), v elektronike ¢i biotechnologidch. Biomateridly na
baze polymérov zohravaji vyznamnu ulohu v napr. stoma-
tologii, rekonstrukénej medicine a tkanivovom inzinier-
stve. V tejto stvislosti je dolezitym parametrom hydrofo-
bita alebo hydrofilita povrchu. Nemodifikované polyméry
su vicsinou prirodzene hydrofobne alebo neutralne nabité.
Vzhl'adom k ich nizkej zmacavosti st tazko pouzitené
pre kolonizécie buniek. Jednou z moznosti, ako tento prob-
lém odstranit’ bez ovplyvnenia objemovych vlastnosti, je
tiprava povrchu'™.

K fyzikdlnym metédam modifikdcie povrchu patri
napr. modifikacia plazmou, plamenom, UV-ziarenim, po-
kovovanie a napraSovanie®. Mokré chemické techniky
vyuzivaju predovsetkym kyselinu chromovi, dusi¢nt ale-
bo manganistan draselny. K tymto technikam patri aj oc-
kovanie, ktorého podstatou je chemické naviazanie dvoch
alebo viacerych odlisnych materidlov, ktoré sa nedaju inak
spojit’. Jedna sa hlavne o naviazanie polarnych skupin na
nepolarny polymérny retazec’®.

V tejto praci bola kombinovand modifikacia
(aktivacia) povrchu polymérnych substratov pomocou
plazmy s naslednym ockovanim cysteaminu. VyuZitie
rozli¢nych analytickych metdéd (charakterizacie zmien
v povrchovej morfoldgii, analyza obsahu jednotlivych
prvkov) poskytli dolezité informéacie o tispesnosti ockova-
nia cysteaminu a vplyve jednotlivych typov modifikacie na
vlastnosti povrchu polymérov. Takto upravené povrchy sa
javia ako perspektivna cesta k ziskaniu materidlov s vyho-
vujucimi vlastnostami aj pre tkanivové inzinierstvo, tj. pre
pestovanie buniek.
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Experimentilna ¢ast’

K stadiu boli pouzité nasledujuce polymérne substra-
ty dodavané vo forme folii: polyethyléntereftalat (PET,
hrabka folie 23 pm, hustota 1,30 g cm >, Goodfellow Ltd.,
UK), kyselina polymlie¢na (PLLA, 50 pum, 1,25 g cm,
Goodfellow Ltd., UK), polytetrafluoroethylén (PTFE, 25 um,
2,20 g cm°, Goodfellow Ltd., UK) a vysokohustotny poly-
ethylén (HDPE, 40 pm, 0,96 g cm™, Granitol Ltd., CZ).
Cysteamin (95 %) bol dodany firmou Sigma-Aldrich,
USA.

Vzorky boli najprv plazmaticky modifikované diddo-
vym naprasovacim zariadenim SPUTTER COATER 050
v rezime leptanie pri izbovej teplote a pri nasledujtcich
podmienkach: ¢istota pracovného plynu 99,997 %, rych-
lost’ prietoku 0,3 dm® s7!, vzdialenost medzi elektrodami
50 mm a ich plocha 48 cm’, objem komory 240 cm’, vy-
kon 8,3 W, doby modifikacie 120, 240 a 480 s. Nasledne
boli vzorky vlozené do 2% vodného roztoku cysteaminu
na 24 h, preplachnuté methanolom a osusené inertnym
plynom (Ny).

Zlozenie modifikovanych polymérov bolo Studované
na zaklade XPS spektier povrchovych vrstiev na spektro-
metri Omicron Nanotechnology ESCAProbeP. Zdroj Zia-
renia bol monochromaticky (1486,7 eV), exponovani
a analyzovana oblast mala rozmery 2x3 mm®. Spektra boli
merané krokovo s krokom vézbovej energie 0,05 eV. Chy-
ba merania bola £ 10 %. ,,Chémia“ povrchu bola studova-
n4 meranim zeta potencidlu, ktory bol stanoveny pomocou
elektrokinetického analyzatoru SurrPass (Anton Paar, Ra-
kuasko) v ,,adjustable gap cell“, v roztoku elektrolytu KCI
(0,001 mol dm™) pri teplote 25 °C, pH 6,0-6,3. Sirka 3tr-
biny bola nastavend na 100 um. Kazd4 vzorka bola preme-
rand 4x s relativnou chybou + 10 %.

Zmacavost’ povrchu poévodnych a modifikovanych
vzoriek bola Studovana goniometricky. Merania prebiehali
na pristroji Surface Energy Evaluation System (SEES,
Masarykova univerzita, CZ). Kvapky destilovanej vody
o objeme 8,0 + 0,2 pl boli nanasané automatickou pipetou
(Transferpette Electronic Brand, Nemecko). Chyba mera-
nia bola + 5 %.

Mikroskopia atomarnych sil (AFM) poskytla informa-
cie o zmenach v povrchovej morfolégii a drsnosti povrchu.
Meranie bolo vykonané pomocou komeréného pristroja
Digital Instruments CP II v poklepovom rezime.

Adhézia a proliferacia hladkych svalovych buniek
(VSMC) na pdvodnych a modifikovanych substratoch bola
Studovana metdédou in vitro. Miera vplyvu modifikacie
plazmou a ockovanie cysteaminu na interakcie bunka-
substrat bola zistovana vyuzitim fluorescenc¢nej mikrosko-
pie. Skimala sa morfologia, Sirenie, homogenita
v distribucii, adhézia (24 hodin od nasadenia buniek)
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a proliferacia (3. a 6. deit od nasadenia) buniek hladkého
svalstva (VSMC).

Vysledky a diskusie

Pre tato pracu boli zvolené polarne (PLLA, PET)
a nepolarne (HDPE, PTFE) polyméry, ktoré boli modifiko-
vané pomocou Ar vyboja a nasledne ockované cysteami-
nom. Analytickymi metédami boli $tudované povrchové
vlastnosti polymérov, preferovany spdsob naviazania cys-
teaminu a jeho vplyv na zmenu adhézie a proliferacie
VSMC.

Elektrokineticky potencial zavisi na chemickom zlo-
zeni povrchu, jeho polarite, morfologii a drsnosti''. Vy-
sledky z merania zeta potencialu su znazornené na obr. 1.
Je patrné, ze namdahanie plazmou vedie k vyraznému na-

PTFE PLLA HDPE PET

'
=]
n

Y

=204

Zeta potencial (mV)

EZZ2 polymér/povodny
- BB polymér/plazma
E=3 polymér/plazma/cysteamin

Obr. 1. Zeta potencial polymérov: povodnych, modifikova-
nych plazmou 120 s, modifikovanych 120 s a nasledne ockova-
nych cysteaminom
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rastu zeta potencialu, pretoZze sa meni naboj na povrchu,
polarita a zlozenie zapriinené Stiepenim vizieb (C-H,
C-C, C-0), vznikom novych reaktivnych miest a skupin na
povrchu polyméru (podrobnejsie preberané pri XPS analy-
ze). Po 120 s plazmatickej modifikacii a nadslednom ocko-
vani cysteaminu zeta potencial badatel'ne narastie
v pripade nepolarneho PTFE a HDPE, ¢o mdze znacit, Ze
cysteamin sa na povrch polyméru naviaze cez -SH skupinu
a -NH, ,,tr¢i* hore (-NH, + H,O — NH3+). Naproti tomu
u polarnych polymérov PET a PLLA sa zeta potencial
prakticky nemeni, takze cysteamin sa pravdepodobne viaze
bez vyraznejSej preferencie.

Zmeny v zmacavosti povrchu po modifikacii plazmou
a po modifikécii a naslednom oc¢kovani znizortiuje obr. 2.
Modifikacia plazmou vedie k zniZeniu kontaktného uhla,
pricom najvyraznejSiu zavislost’ na dobe modifikacie vy-
kazuje PTFE. Narast zmacavosti je zapri¢ineny tvorbou
polarnych oxidickych skupin vykazujicich zvySenu
hydrofilitu'®. O¢kovanie cysteaminu mé za nasledok narast
uhla zmacavosti u vSetkych polymérov. Len v pripade
PLLA dosiahne hodnotu zrovnatel'ni s hodnotou pdovod-
ného polyméru.

XPS analyzou, ktorej vysledky su uvedené v tab. I, sa
zistilo, ze 120 s plazmatickd modifikacia vedie k zvySeniu
koncentracie kyslika u PET, PTFE a HDPE, ktora sposobuje
uz spominany narast zeta potencialu (vznik -C=0, -COOH,
-COO-, -OH skupin)'?. Obsah kyslika u PLLA sa v rdmci
presnosti merania nemeni. Najvy$Sia koncentricia siry
(6,0 at.%) a dusika (6,3 at.%) po oCkovani cysteaminu bola
polyméry (PET, PLLA). Zrovnatelné hodnoty indikuji
naviazanie cysteaminu bez preferencie, o znamena, Ze
pocet vézieb polymér-NH, a polymér-SH s v pomere 1:1.
Tento predpoklad potvrdzuji aj vysledky zeta potencialu
(viz obr. 1).

V stvislosti s vyuzitim polymérnych substratov
v tkanivovom inzinierstve je dolezita adhézia a proliferacia
buniek, ktort ovplyviiuje polarita, chemické zlozenie, vo-
divost, drsnost’ a morfolégia povrchu'’. Preto bola $tudo-

PLLA PET HDPE PTFE
140 —— e M- i 140

6-.\ - polymér/pavodny
o 120_A polymérplazma | | frTrEmTsssrsrarsaammanas L120
i ® polymér/plazma/cysteamin &

o 100d 1 |sesssessisiaiaiainanasans *x L 100
o= 3

= 3804 . 30
N R " . IS

g o - ” = » L60
'fé 40/ * L 40
-~ * &

g 20 ® + 20
M A XK i +*

0

0100 200 300 400 500 100 200 300 400 500 100 200 300 400 500 100 200 300 400 500

Doba modifikacie (s)

Obr. 2. Zavislost’ kontaktného uhla na dobe a type modifikacie
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Tabul’ka I
Koncentracia prvkov ziskana metddou XPS pre Studované polyméry: (i) povodné, (i7) modifikované v plazme a (iii) modi-
fikované v plazme a nasledne ockované cysteaminom

Substrat Koncentracia prvkov [%]
C(1s) O (1s) S (2p) F (1s) N (1s)
PET/p6vodny 72,5 27,5 - - -
PET/plazma 120 s 67,0 33,0 - - -
PET/plazma 120 s/cysteamin 72,2 21,2 2,7 - 3,9
PLLA povodny 66,9 33,1 - - -
PLLA/plazma 120 s 61,7 329 - - -
PLLA/plazma 120 s/cysteamin 73,4 21,9 1,8 - 2,9
PTFE/p6vodny 33,2 - - 66,8 -
PTFE/plazma 120 s 44,5 8,8 - 46,7 -
PTFE/plazma 120 s/cysteamin 51,6 10,1 6,0 26,0 6,3
HDPE pévodny 100 - - - -
HDPE/plazma 120 s 79,6 20,4 - - -
HDPE/plazma 120 s/cysteamin 77,9 15,1 3,0 - 4,0
PTFE PTFE/plazma PTFE/plazma/cysteamin

Opm

PLLA/plazma/cysteamin

R,=12,9 nm

Obr. 3. AFM skeny polymérov: povodnych, modifikovanych plazmou 120 s a modifikovanych plazmou 120 s a nasledne oc¢kova-
nych cysteaminom
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200

EZZA 6. den

den

175

[T 1. den

iy )

3

Pocet buniek [x10” cm 7]

Obr. 4. Polet adherovanych a proliferovanych buniek na poly-
méroch — pdvodnych, modifikovanych plazmou 120 s, modifi-
kovanych plazmou 120 s a nasledne ockovanych cysteaminom
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vand aj povrchova morfoldgia a drsnost’ pripravenych vzo-
rick. Povrchy PTFE a PLLA, u ktorych dochadza
k najvyraznej$im zmendm v drsnosti a morfoldgii, prezen-
tuji AFM skeny na obr. 3. Po 120s modifikécii dochadza
k zmene morfologie povrchu, dochadza k vytvéraniu lame-
larnych (PTFE, HDPE) alebo globularnych struktar (PET,
PLLA). Tieto Struktiry su eSte viac ,,podporované* ocko-
vanim cysteaminu. Vysoka abla¢na rychlost u PTFE byva
pripisovana pritomnosti vysoko reaktivnych fluérovych
radikalov vzniknutych v priebehu modifikacie v plazme'*.
Z obr. 4 je evidentné, Ze namahanie plazmou a tiez
ockovanie cysteaminu vedie k néarastu poctu adherova-
nych buniek v porovnani s pdvodnymi substratmi”"*, ktory
modze suvisiet s tvorbou novych funkénych skupin (viz
XPS-zvysujuca sa koncentracia O po naméhani plazmou,
naviazane S a N po ockovani cysteaminu) a tiez zmenou
drsnosti (viz obr. 3). Najvyssi pocet proliferovanych bu-
niek je pozorovany u PTFE ockovaného cysteaminom
(3. defi 42 262 a 6. dei 179 105 buniek/cm?), najnizsi
u poévodného HDPE a PTFE. Rozdiely proliferovanych
buniek v pripade PLLA modifikovaného plazmou
a modifikovaného plazmou a nasledne ockovaného cystea-
minom v porovnani s pévodnym nie st az tak vyrazné.
Pri¢inou méze byt to, ze u PLLA ako u jediného polyméru
nedochadza k zmene koncentracie kyslika po plazmatickej
modifikécii, a tieZ malé mnozstvo naviazaného cysteaminu.

'DPE!plazm:}C}'ste:min g
ot = i

LLA/plazma/cysteamin

FE/plazma/cysteamin

Obr. 5. Adhézia a proliferacia buniek na substratoch pévodnych a plazmaticky modifikovanych po dobu 120 sekiind s naslednym

ockovanim cysteaminu
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Fotografie adherovanych (1. deft od nasadenia)
a proliferovanych (6. den od kultivacie) buniek na povod-
nych a ockovanych polyméroch sii na obr. 5. Z neho je
zrejmé, ze polyméry ockované cysteaminom zlepsuju ad-
héziu a proliferdciu buniek. Na ockovanych substratoch
bunky zaujimaju svoj typicky tvar a nezhlukuju sa, pricom
bunky na povodnych substratoch su malé a niektoré z nich
nie st adekvatne rozsirené.

Zaver

Vyuzitim rozli¢nych analytickych metdd boli ziskané
informécie o vplyve vybranych postupov modifikdcie na
vlastnosti polymérnych substratov a ich cytokompatibilitu.
Zakladnym poznatkom bolo uspeSné ockovanie cysteami-
nu na vSetky polymérne substraty, ktoré sa vopred plazma-
ticky aktivovali. Ten sa na povrch polymérov viaze bud’
pomocou -SH vizieb (PTFE, HDPE), alebo sa viaze bez
vyraznej preferencie (PET, PLLA). Modifikacia plazmou
a ockovanie cysteaminom vedie k zmenam v povrchovej
morfologii a drsnosti, pricom najvyraznejSiu z4vislost’
vykazuje PTFE. TaktieZ sa meni polarita (zmacavost’)
povrchu, ktorda sa po modifikacii plazmou zvySuje
(znizZenie kontaktného uhla) a po ockovani cysteaminu sa
znizuje (zvysenie kontaktného uhla). Obe typy modifikacie
zlepSuju adhéziu a proliferaciu buniek. Takto modifikova-
né polyméry by mohli byt vyuzité napriklad v aplikdciach
pre tkanivové inZinierstvo.

Tdato praca vznikla za podpory grantov GA CR
P108/12/1168 a 14-18149P.
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Uvod

Vino je oblibeny alkoholicky napoj, ktery vznika
alkoholovym kvasenim $tavy z hroznd vinné révy (Vitis
vinifera). Pozitivni vliv vina na lidsky organismus je
v poptedi zajmu jak védci, tak samotnych vyrobct vina jiz
nékolik let a na toto téma je také vyddvano mnoho laic-
kych i odbornych publikaci. Pfiznivé G¢inky vina se pfisu-
zuji zejména polyfenolickym latkdm, jako jsou napf. poly-
fenolické kyseliny, flavonoidy nebo stilbeny, znichz je
nejzndméjsi resveratrol, pfirodni fytoalexin, ktery se jiz
dostal i do obecného povédomi konzumenti vina. Obsah
polyfenolickych latek je vyssi u cerveného vina nez
u bilého'.

Pii vyzkumu polyfenolickych latek jsou zkoumény
a diskutovany predevsim antioxidacni ucinky, tzn. schop-
nosti eliminovat negativni t¢inky volnych radikald v krvi.
Tyto latky dale pfiznivé ovliviiuji procesy regulace krevni-
ho tlaku a hladiny glukosy v krvi. Kromé¢ prokdzanych

krobialni u¢inky. Fenolické latky se vyskytuji pfedev§im
v rostlinné fisi, a proto jsou také nejCastéji sledovany
v rostlinach &i potravinach rostlinného ptivodu®,

Pro analytické stanoveni fenolickych latek byva veli-
ce Casto pouzivana technika HPLC s rliznymi typy detek-
ce. Mezi ty citlivéjsi 1ze zaradit elektrochemickou, multi-
kanalovou coulometrickou detekci. Tento zptsob detekce
latek je velmi citlivy a selektivni, vyuziva se série 4-16
prito¢nych coulometrickych cel, ve kterych dochazi
k elektrochemické preméné analytu. Na kazdou celu je
vloZen jiny, ale konstantni potencial a kazda latka se oxi-
duje (nebo redukuje) pfi jiném potencialu, ten je pak nazy-
véan tzv. dominantnim potencidlem. CoulArray detektor,
pouzivany v této praci, je coulometricky multielektrodovy
detektor, ktery se pouziva pro detekci elektroaktivnich
latek’.

V poslednich nékolika letech se velmi rozsitilo stano-
veni antioxidacni aktivity. K tomuto ucelu slouzi n€kolik
metod, které jsou zalozeny na spektrofotometrickém méie-
ni poklesu ¢i nartistu absorbance napf. po reakci s rozto-
kem radikalu* .

V této praci byla stanovena antioxidacni aktivita vzor-
ki vin metodami ABTS, DPPH, FRAP a také byl stanoven
celkovy obsah fenolickych latek pomoci €inidla dle Folin-
Ciocalteua.
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Experimentalni ¢ast
Standardy a chemikalie

Standardy polyfenolickych latek pro chromatografic-
kou analyzu byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich (Praha,
CR). Jednalo se o fenolické kyseliny galovou (>99%),
protokatechuovou (>97%), vanilovou (>97%), kavovou
(>98%), syringovou (>95%), p-kumarovou (>98%) a feru-
lovou (>99%). Dalsi analyzované latky byly katechin
(>98%) a epikatechin (>98%), vanilin (>97%), piceid
(295%) a resveratrol (=99%). Ze standardti byl pfipraven
smésny zasobni roztok o koncentraci 100 mg "' pro kaz-
dou latku a ztoho byly fedénim pfipravovany pracovni
roztoky pro vlastni méfeni. Redestilovana voda byla pfi-
pravena na priistroji Ultraclear na Univerzité¢ Pardubice,
acetonitril (HPLC gradient grade) byl ziskdn od firmy
Sigma-Aldrich (Praha, CR), daldi pouzivané chemikalie
pro chromatografickou analyzu byly octan amonny
(>99%) od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko) akyselina
octova (99,8%) od firmy Penta (Chrudim, CR).

Standardy a chemikalie pro stanoveni antioxidacni
aktivity byly nasledujici: ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina), synteticky radi-
kal DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil), TPTZ (2,4,6-tris
(2-pyridyl)-striazin), ¢inidlo dle Folin-Ciocalteua, v§e od
Sigma-Aldrich (Praha, CR), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tertamethylchroman-2-karboxylova kyselina) od firmy
Fluka (Buchs, Svycarsko), chlorid Zelezity, peroxodisiran
draselny, oba od Sigma-Aldrich (Praha, CR), methanol
a ethanol (Penta Chrudim, CR), uhli¢itan sodny a kyselina
chlorovodikova od firmy J. T. Baker (Deventer, Nizoze-
mi).

Vzorky a jejich uprava pfed analyzou

Vzorky moravskych vin byly ziskdny od soukromého
vinafe z oblasti Morava (podoblast Mikulovska) a jednalo
se o vzorky 8 Cervenych a 2 bilych vin nasledujicich od-
rad: Zweigeltrebe, Modry Portugal, Svatovaviinecké,
Frankovka, Rulandské modré, Neronet, Ryzlink rynsky
a Veltlinské zelené. Bylo analyzovano i ¢ervené vino pro-
davané od letosniho roku (2013) v 1ékarnach pod nazvem
Bona Dea. Vzorky bilych vin byly analyzovany nefedéné,
vzorky Cervenych vin byly fedény redestilovanou vodou
v poméru 1:2. Roztoky standardi i zfedénych vzorki byly
pred analyzou zfiltrovany pres stfikackovy filtr PTFE
s velikosti p6rt 0,22 pm.

Podminky chromatografické analyzy

Chromatografické stanoveni vybranych polyfenolic-
kych latek bylo provedeno na kapalinovém chromatografu
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vybaveném elektrochemickym detektorem CoulArray
s osmi elektrochemickymi celami (ESA, Chelmsford, MA,
USA). Separace latek byla provedena na koloné¢ Chromo-
lith Performance (RP-18e, 100 x 4,6 mm) od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Mobilni faze sestavala z 10 mM
octanu amonného okyseleného kyselinou octovou na
pH ~3 (MF A) a slozky MF B, ktera predstavovala 20 %
MF A a 80 % acetonitrilu. Pritok mobilni faze kolonou byl
nastaven na 1 ml min™', byla pouzita gradientovéa eluce
(0—10 min: 0 % MF B, 20 min: 15 % MF B, 35 min 30 %
MF B), a teplota termostatu kolony byla 40 °C. Latky byly
detegovany pii potencidlech 100-800 mV s krokem po
100 mV. Davkovany objem vzorku byl 10 pl.

Postupy stanoveni antioxidaéni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno jako
stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pomoci
Folin-Ciocalteu ¢inidla a metodami ABTS, DPPH a FRAP.
Konkrétni postupy jednotlivych stanoveni byly prevzaty
z literatury a dle potieby upraveny.

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek bylo
provedeno pro vzorky i kalibra¢ni fadu standardu Troloxu
takto: 1 ml prislusné fedéného roztoku vzorku (nebo kalib-
racniho roztoku) se smisil s 1 ml 95% ethanolu, 5 ml desti-
lované vody, 0,5 ml cinidla dle Folin-Ciocalteua a po
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5 min stani se pfidal 1 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného.
Ptipravené roztoky se ponechaly reagovat v temnu po do-
bu 60 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby se
proméfila absorbance pii 765 nm.

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS bylo
provedeno pomoci roztoku radikal kationtu ABTS"-, ktery
byl pfipraven reakci diamonné soli ABTS s K,S,0s.
K 5 ml tohoto roztoku bylo ptidano 500 pl vzorku fedéné-
ho vina (Cervené 100x, bilé 10x) a dikladné promichano.
Reakéni smés se ponechala bez pfistupu svétla 30 min
reagovat a poté byl proméfen tbytek absorbance pii vino-
vé délce 734 nm.

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH ra-
dikdlem probihalo po smiseni 5 ml methanolického rozto-
ku DPPH radikalu a 500 pul vzorku fedéného vina (Cervené
100x, bilé 10x). Reakéni smés se ponechala 10 min reago-
vat v temnu. Poté byl proméfen ubytek absorbance pfi
vinové délce 517 nm.

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP bylo
provedeno pomoci smési roztokit FeCl; : TPTZ : octanovy
pufr (v poméru 1:1:10). K 5ml této reakéni smési bylo
pfidano 500 pl pfislusné fedéného vzorku (Cervené vino
50x, bilé vino 10x) a po 30 min byl proméfen narust ab-
sorbance pfi vlnové délce 593 nm.
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Obr. 1. Chromatogram smési standardnich latek; Podminky analyzy: Kolona Chromolith Performance (RP-18e, 100 x 4,6 mm); mo-
bilni faze (A) 10 mM octan amonny okyseleny kyselinou octovou na pH ~ 3, (B) 20 % (A) + 80 % acetonitrilu; pritok 1 ml min™', gradi-

entova eluce: 0-10 min: 0% MF B, 20 min:
100-800 mV (krok 100 mV), davkovany objem vzorku 10 pl
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15% MFB, 35min: 30% MFB, teplota 40°C, detekce pfi potencidlech:
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Vysledky a diskuse

Na pocatku této prace byly optimalizovany podminky
chromatografické analyzy. Pro separaci latek byla vybrana
monolitickd kolona Chromolith s chemicky vazanou fazi
C18 a mobilni faze byla zvolena podle pfedchozich zkuse-
nosti z naseho pracovisté a udaju v literatute. Hodnota pH

Tabulka I
Meze detekce a stanovitelnosti standardnich 1atek
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mobilni fize byla upravovédna na poZadovanou hodnotu
pomoci koncentrované kyseliny octové, ktera byla doporu-
¢ena vyrobcem kolony Chromolith.

K optimalizaci chromatografickych podminek byly
pouzity pracovni roztoky standardnich latek o koncentraci
3mg ™ (kyselina protokatechuova 6 mgI™"). Chromato-
gram standardnich latek pifi optimélnich podminkach je
zobrazen na obr. 1.

Fenolicke latky Potencial dominantniho Mez detekce [pg 1" Mez stanovitelnosti [ug "
kanalu [mV]
Kyselina galova 200 4,7 15,6
Kyselina protokatechuova 300 5,8 19,2
Katechin 500 3,8 12,6
Kyselina syringova 400 9,9 32,9
Vanilin 500 6,5 21,7
Kyselina p-kumarova 500 7,2 23,9
Epikatechin 500 8,0 26,7
Kyselina ferulova 400 2,6 8,7
Piceid 600 8,3 27,8
Resveratrol 600 1,8 6,0
4.0 4
g
2
]
3
2
&
]
800 mV
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Obr 2. Ukazkovy chromatogram cerveného vina (Frankovka 2011); Podminky analyzy: Kolona Chromolith Performance (RP-18e,
100 x 4,6 mm); mobilni faze (A) 10 mM octan amonny okyseleny kyselinou octovou na pH ~ 3, (B) 20 % (A) + 80 % acetonitrilu; pratok
1 ml min™", gradientova eluce: 0—10 min: 0 % MF B, 20 min: 15 % MF B, 35 min 30 % MF B, teplota 40 °C, detekce pfi potencialech:

100-800 mV (krok 100 mV), davkovany objem vzorku 10 pl
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Tabulka II
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Antioxidacni aktivita vzorkl vina vyjadiena jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) v jednotkdch mmol

Troloxu na 1 litr vzorku

VZOREK TEAC [mmol I'']
Celkovy obsah ABTS DPPH FRAP
fenol. latek

ZWEIGELTREBE 2012 Svoboda 43,035+0293  12,954+0,385  5435+0,311 7,919+0,105
MODRY PORTUGAL 2012 Svoboda 43.864+£0293  15,185+0,338  7,567+0,151  8,023+0,126
MODRY PORTUGAL 2012 Strachotin 59.411+0,586  18,877+0,259  8,249+0,151 10,546+ 0,210
SVATOVAVRINECKE 2012 Strachotin 45,315+ 0,586 14,170 £ 0,338 6,629+ 0261 8,053 £ 0,084
FRANKOVKA 2012 Strachotin 49461 +1,173 16,606 +0,361  7,305+0,348 9,552 +0,021

RULANDSKE MODRE 2012 Strachotin 72,471 +£0,879  21,518+0,351 10,562+0,261 13,010+ 0,210
NERONET 2012 Strachotin 72,678 £ 0,586  22,739+0,060 10,193 +0,261 12,401+ 0,021
FRANKOVKA 2011 Strachotin 53,400 +0,293  17,496+0,179  7,182+0,174 10,502 + 0,105
BONA DEA 2011 Resvinia 50,290+ 0,586  20,625+0,419  9,087+0,087 10,131+0,168
RYZLINK RYNSKY 2012 Svoboda 5,236+ 0,528 2,454+0,057  0,531+0,126 2,071+ 0,097
VELTLINSKE ZELENE 2012 Svoboda 5,174 £ 0,147 1,901 £0,078 0,843 +0,137 1,958 +0,172

Bé&hem optimalizace se nepodatilo rozdélit kyseliny
vanilovou a kavovou. Ostatni latky byly separovany v case
do 30 min. Pro deset rozdélenych latek byly vyhodnoceny
tzv. dominantni kanaly a stanoveny meze detekce a stano-
vitelnosti (byly vyhodnoceny obvyklym zplsobem jako
trojnasobek resp. desetinasobek Sumu zakladni linie). Zis-
kané hodnoty jsou uvedeny v tab. L.

Pro vSech deset latek byly pripraveny a proméfeny
kalibra¢ni zavislosti v rozsahu: 1,5-15 mg I pro kyselinu
galovou; 1-10 mgl” pro kyselinu protokatechuovou;
0,5az 5 mgl"' pro kyseliny syringovou, p-kumarovou
a ferulovou; 0,5-15 mgl™" pro katechin a epikatechin;
0,5-5 mg I"" pro vanilin a piceid a 0,1-3 mg "' pro resve-
ratrol. Kalibracni zavislosti obsahovaly minimalné 5 bodd
a korelaéni koeficienty linearnich regresi R? byly > 0,9946.

V dalsi ¢asti prace byly optimalni podminky separace
aplikovany na analyzu redlnych vzorkd. Jednalo se
0 9 vzorkll ¢erveného a 2 vzorky bilého vina. Ukazkovy
chromatogram Cerveného vina je na obr. 2.

Ve vzorcich bylo nalezeno 8 latek ze zkoumanych
standardil a z toho 6 bylo kvantifikovano: kyselina galova,
protokatechuova a p-kumarova. Dale byl stanoven ka-
techin, epikatechin a resveratrol. Obsahy téchto latek se
pohybovaly v jednotkach az desitkach mg 1. Nejhojnéji
zastoupenou latkou byla kyselina galova, jejiz obsah
v Gervenych vinech se pohyboval od 10,2 mgl' do
39,8mgl”'. Obsah kyseliny protokatechuové byl
v rozmezi 2 az 4,5 mg 1", kyselina p-kumarova byla pri-
mémé zastoupena okolo 3 mg 1. Vyjimkou byla vina
Frankovka 2011 a Modry Portugal 2012, ktera obsahovala
cca 10 mgl'. Pro vino Bona Dea byla kyselina
p-kumarova nejhojnéji zastoupenou latkou ze stanovenych,
obsahovalo téméf 21 mg I". Obsah katechinu se ve vzor-
cich pohyboval v §irokém rozmezi od 2,5 mgl' (vino
Frankovka 2012) a7 do 78 mg "' (vino Rulandské modré
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2012). Obsah epikatechinu byl pramérné cca 30 mgl”,
nejvice ho bylo nalezeno v Rulandském modrém 2012,
ato témét 49 mg I''. Obsah resveratrolu byl nejmensi ze
stanovenych latek jak v ¢ervenych, tak v bilych vinech.

V analyzovanych cervenych vinech se jeho obsah
pohyboval v rozmezi od 0,25 mg I™ ve vind Zweigeltrebe
2012 do 2,58 mgl' ve ving Frankovka 2011. V bilych
vinech bylo stanoveno pouze 45 a 48 g resveratrolu
v 1 litru. Podobné jako obsah resveratrolu byl v bilych
vinech vyrazné nizsi obsah vSech ostatnich stanovovanych
latek. Obsah sledovanych latek se ve dvou analyzovanych
vzorcich bilych vin pohyboval mezi 1 a 3 mg ™.

Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity ¢tyfmi me-
todami jsou shrnuty v tab. II. VSechny vysledky jsou pro
lep$i porovnatelnost vztazeny k ekvivalentnimu mnozstvi
Troloxu. Smérodatné odchylky vysledku jsou vzdy vypoci-
tany ze tfi méfeni. Podobné jako u chromatografické ana-
Iyzy je na prvni pohled patrny rozdil mezi Cervenymi
a bilymi viny. Vysledky ze stanoveni antioxida¢ni aktivity
koresponduji s vysledky ziskanymi chromatografickou
analyzou. Vina s vyS§§imi obsahy sledovanych antioxidantt
vykazovala také vyssi antioxidaéni aktivitu. Nejvyssi hod-
noty TEAC byly ziskany pii stanoveni metodou s Folin-
Ciocalteuovym cinidlem (¢ervena vina: 43—72 mmol Tro-
loxu/1 litr vzorku, bila vina cca 5 mmol I'"). Je tomu tak
proto, Ze ¢inidlo dle Folin-Ciocalteua reaguje s nejveétsi
skupinou antioxidantii, kdezto ostatni metody jen
s n¢kterymi.

Zavér
V této praci bylo analyzovano 11 vzorkti moravskych

vin za Gcelem stanoveni vybranych polyfenolickych latek
v nich obsaZenych a dale také urceni jejich antioxidacni
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aktivity. Chromatografick4 analyza byla provedena pomo-
ci kapalinového chromatografu vybaveného elektroche-
mickym detektorem CoulArray. Z hledanych
12 fenolickych latek se ve vzorcich podatilo kvantifikovat
6 latek, a to kyselinu galovou, protokatechuovou a
p-kumarovou, dale katechin, epikatechin a resveratrol.
Antioxidacni aktivita vzorkil vin byla stanovena metodami
ABTS, DPPH, FRAP a také jako celkovy obsah fenolic-
kych latek pomoci ¢inidla dle Folin-Ciocalteua. Vysledky
analyz prokazaly vySSi obsah polyfenolickych latek
v Cervenych vinech nez v bilych.
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Uvod

Fenolické slouceniny jsou sekundarni metabolity rost-
lin a jejich obsah v obilovinach zavisi na velkém mnozstvi
faktord jako je typ obiloviny, ¢ast zrna, klimatické pod-
minky, postup péstovani, odrida, zpracovani, uskladnéni
a dalsi. V je¢meni se fenolické latky vyskytuji pfedevs§im
v obalovych ¢astech obilky.

Fenolické latky je¢mene jsou obsazZeny v zrnu jednak
volné a jednak vazané v bunécnych sténach s proteiny
a polysacharidy. Pfi vyrob& sladu dochazi enzymovou
¢innosti k jejich uvoliovani a to hlavné v pribéhu kliceni
je¢mene'. Zastoupeni a slozeni fenolickych latek v slado-
vém Srotu je odlisSné podle kvality zpracovavaného sladu.
Na pocatku varniho procesu se ze sladového Srotu uvoliuji
pouze rozpustné fenolické latky. Latky, které¢ béhem slado-
vani zlstaly ve vazané formé, nelze pfi rmutovani uvolnit.
Obsah rozpustnych fenolickych latek ve sladu je tak neza-
nedbatelnym faktorem pro kvalitu piva, protoZze 70-80 %
téchto latek v pivu pochazi ze sladu®. Zbylych 20-30 %
pak pfipadd na chmelové fenolické latky, které vSak ne-
podléhaji takovym oxida¢nim zménam jako sladové, pro-
toze piichazi do procesu vyroby piva pozdgji'. Fenolické
latky ptisobi jako antioxidanty, ¢imz zabranuji oxidativnim
zméndm piva a tedy jeho senzorickému starnuti. Tento
proces muze probihat tfemi mechanismy: /) zachyceni
kyslikovych volnych radikald, 2) inhibice lipoxygenas,
katalyzujicich oxidaci mastnych kyselin, 3) tvorba kom-
plexti s kovovymi ionty, které funguji jako katalyzatory
oxidacénich reakci (Zelezo, méd’). Kromé antioxidacniho
ucinku jsou fenolickym latkdm pfipisovany Uc€inky an-
timutagenni, antikarcinogenni, antimikrobialni, protizanét-
livé, dale reguluji krevni tlak a hladinu glukosy v krvi*.

Rozpustné fenolické latky lze zjeCmene extrahovat
do vodné-organickych rozpoustédel. Jedna se predevsim
o volné, nekonjugované fenolické latky a o rozpustné kon-
jugované latky se sacharidy s esterovou nebo etherovou
vazbou®. Nerozpustné vazané fenolické latky je nutné nej-
prve z etherové nebo esterové vazby uvolnit kyselou nebo
zasaditou hydrolyzou, v uvedeném potadi’.

Pro analyzu fenolickych latek v rostlinnych matricich
se nejvice vyuzivaji, kromé fady spektroskopickych me-
tod, separacni metody jak v kapalné, tak plynné fazi. Vel-
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mi Casto je pro separaci a kvantifikaci vyuzivana vysoko-
ucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) pfevazné
s elektrochemickou, spektrofotometrickou (UV/VIS) ¢&i
hmotnostné spektrometrickou detekci. Oproti plynové
chromatografii ma vyhodu v pfimé analyze latek bez ptred-
chozi derivatizace’.

Cilem této prace bylo vyvinout metodiku pro extrakci
a chromatografickou analyzu rozpustnych volnych a ne-
rozpustnych véazanych fenolickych latek v riznych odru-
dach sladovnického je¢mene a ve sladu z jeCmene pfipra-
veného.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Extrakty byly analyzovany pomoci HPLC s UV/VIS
detekcei pii dvou vinovych délkach 280 a 330 nm. Kapali-
novy chromatograf byl sestaven z ¢erpadla LC-20AD XR,
degaseru DGU-20AS, UV/VIS detektoru SPD-20A (vSe
Shimadzu, Japonsko) a termostatu kolon LCO 102 (Ecom,
Praha). K separaci byla pouzita kolona Ascentis Express
C18 (250 x 4,6 mm) plnéna povrchové poréznimi Castice-
mi o velikosti 5 pm (Sigma-Aldrich, UK). Pro separaci
byla pouzita mobilni faze methanol (A) a voda (B)
s ptidavkem 0,3 % (v/v) kyseliny mravenci do obou slo-
zek. Programované slozeni mobilni faze bylo nasledujici:
Omin — 20% A, 10 min — 31% A, 13 min — 31 % A,
20 min — 40 % A, 30 min — 80 % A, poté nasleduje navrat
na ptvodni podminky a ustéleni kolony. Po celou dobu byl
udrzovan konstantni pritok mobilni faze 1 ml min’l, teplo-
ta kolony 30 °C a nastiik 20 pl.

Optimalizace separace, zjiSténi UCinnosti extrakce
a kvantitativni analyza fenolickych latek volnych a vaza-
nych ve sladovnickém je¢meni byla provedena s pouZitim
standardd 22 fenolickych latek: apigenin, myricetin, quer-
cetin, rutin, taxifolin, vanilin, epikatechin, kaempferol,
katechin, kyseliny ferulova, galova, gentisova, kavova,
4-hydroxybenzoova, chlorogenovd, syringovd, vanilova,
sinapova,  o-kumarova, m-kumarova, p-kumarova,
a 3,4-dihydroxybenzoova (vSe Sigma-Aldrich,UK).

Pro extrakci fenolickych latek byl pouzit rozemlety
sladovnicky je€men, ktery byl zbaveny tukl extrakci hexa-
nem. Volné fenolické latky byly extrahovany pomoci riz-
nych organickych rozpoustédel a jejich vodnych roztokt
(aceton, methanol). Pro jejich extrakci byl zvolen jako
nejlepsi 70% (v/v) aceton. Dale byla provedena kysela
hydrolyza pomoci HCI (Lachema, Neratovice) a alkalicka
hydrolyza pomoci NaOH (Lachema, Neratovice)
k uvolnéni vazanych fenolickych kyselin z etherové (HCI)
nebo esterové (NaOH) vazby pomoci modifikovaného
postupu dle Chandrasekara®. Po hydrolyze byly fenolické
kyseliny extrahovany do diethyletheru nebo do smési di-
ethylether:ethylacetat (1:1). Po extrakci bylo rozpoustédlo
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odpafeno, odparek rozpustén ve 20% (v/v) okyseleném
methanolu (pocéatecni podminky gradientu) a po filtraci byl
nadavkovan do HPLC. Dle Nardini byla pfi alkalické hyd-
rolyze pfidana kyselina askorbova a EDTA, kdy nedocha-
zelo k degradaci fenolickych kyselin (pfedev§im kyseliny
galové a kavové)®’.

Tabulka I

Cena Merck 2014

Vysledky a diskuse

V prvni fazi prace musela byt provedena optimalizace
separace dvaceti dvou fenolickych latek, které by dle lite-
ratury mély byt v obilovinich zastoupeny nejvice®”.
K optimalizaci bylo vybrano celkem Sest kolon s riiznou
chemicky véazanou stacionarni fazi (C18, C8, fenyl-hexyl,
pentafluorfenyl) plnéné povrchové poréznimi ¢asticemi od
ruznych vyrobct. U kazdé kolony byly méfeny retencni
charakteristiky jednotlivych fenolickych latek pfi dvou

Retencni Casy jednotlivych standardii pro optimalizovany gradient

Standard fr [min] Standard tg [min]
Kyselina galova 3,24 Kyselina p-kumarova 13,65
Katechin 6,03 Taxifolin 14,57
Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova 6,38 Kyselina ferulova 15,22
Kyselina chlorogenova 7,22 Kyselina sinapova 15,50
Kyselina 4-hydroxybenzoova 7,72 Kyselina m-kumarova 17,23
Kyselina gentisova 8,24 Rutin 19,30
Kyselina vanilova 9,12 Kyselina o-kumarova 19,54
Kyselina kavova 9,33 Myricetin 20,72
Epikatechin 9,80 Quercetin 23,33
Kyselina syringova 10,08 Kaempferol 25,36
Vanilin 10,80 Apigenin 25,68
1000 1 ; : 220 nm
_ r;"' Kyselina galova ‘
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Obr. 1. Chromatogramy zaznamenané p¥i riznych vinovych délkich
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Obr. 2. Vliv pH na separaci fenolickych latek

koncentracich izokratické separace a pfi dvou linearnich
gradientech s rozdilnou strmosti. Pomoci optimaliza¢niho
software (LC Simulator, ACD/Labs, Kanada) byl spocitan
optimdlni gradient pro separaci vSech fenolickych latek
v co nejkratsi dobé. Tento gradient byl vyzkousen v praxi
a mirn€ upraven, aby rozliSeni pro vSechny kritické péry
bylo minimalné¢ R=1. Minimaln¢ jednotkové rozliseni bylo
dosazeno pro vSechny latky s vyuzitim kolony Ascentis
Express (250 x 4,6 mm, 5 um castice). Gradient je uvede-
ny v experimentalni Casti, retencni Casy jednotlivych latek
jsou uvedeny v tab. L.

Vzhledem k velmi rozdilné absorpci UV/VIS zéfeni
u jednotlivych latek byly pro detekci vSech latek zvoleny
dvé vinové délky (280 nm a 330 nm), pii kterych absorpce
vétsiny latek byla v okoli absorpéniho maxima. U kratSich
vlnovych délek, kde je intenzita absorpce téchto latek také
vysoka, vSak jiz dochazi k absorpci organické slozky mo-
bilni faze (methanol) a tudiz ke driftu nulové linie. Tento
drift nulové linie by bez korekce pozadi komplikovalo
kvantitativni analyzu (obr. 1).

Vzhledem k disociaci fenolickych kyselin je jejich
separace velmi ovlivnéna zménou pH (obr. 2). Proto bylo
do obou slozek ptidavano 0,3 % (v/v) HCOOH, kdy by
méla byt potlacena disociace kyselin. Vzhledem
k nestabilni hodnot¢ pH vody bylo nutné kontrolovat pfi-
davek HCOOH a upravit pH této slozky mobilni faze na
hodnotu 2,5. Pfi tomto pH bylo rozliSeni jednotkové pro
vSechny kritické pary (obr. 2).

13

Cas [min]
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Dale byla optimalizovana extrakce jak volnych, tak
vazanych fenolickych latek. Pro extrakci volnych rozpust-
nych fenolickych latek byla vybrana dvé organicka roz-
poustédla a jejich vodné roztoky (70, 80 a 100% (v/v) me-
thanol a aceton). Pro extrakci byl vybran 70% (v/v) aceton,
kde byla pozorovana nejmensi ztrata fenolickych latek. Pro
analyzu nerozpustnych vazanych fenolickych latek byla
nutna alkalicka hydrolyza tfepanim 4 h s NaOH k poruseni
esterovych vazeb. Alkalickd hydrolyza byla provedena
v pfitomnosti EDTA a askorbové kyseliny, kdy nedochéazi
k degradaci fenolickych kyselin, hlavné kyseliny galové
a kavove®’.

Pro poruseni etherové vazby byla dale provedena
kyseld hydrolyza vafenim 45 min s HCl. Po hydrolyze
(kyselé nebo alkalické) nasledovala extrakce do smési
diethylether:ethylacetat (1:1), do které fenolické latky pte-
chazeji 1épe nez do samotného diethyletheru. Ukéazka chro-
matografické separace vazanych fenolickych latek po ky-
selé hydrolyze je¢mene je uvedena na obr. 3.

V neposledni fad¢é byly prométeny kalibracni roztoky
jednotlivych fenolickych latek a sestrojena kalibraéni kiiv-
ka v rozmezi koncentraci 10 pug 1™ az 50 mg I"". Na zékla-
dé retencnich charakteristik a kalibra¢nich zavislosti byly
identifikovany fenolické latky obsazené v rtiznych odri-
déch je€mene a sladu a stanoven jejich obsah.
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Obr. 3. Chromatograficka separace vazanych fenolickych litek po kyselé hydrolyze

Zavér

Byla optimalizovana extrakce volnych a vazanych
fenolickych latek z je¢mene a ze sladu. Jako nejvhodnéjsi
rozpoustédlo pro extrakci volnych fenolickych latek byl
vybran 70% (v/v) aceton. Analyza vazanych fenolickych
latek byla provedena po zasadité a kyselé hydrolyze nasle-
dované extrakci smési diethylether:ethylacetat (1:1). Ex-
trakty volnych a vazanych fenolickych latek byly analyzo-
vany optimalizovanou metodou kapalinové chromatogra-
fie. Pro identifikované fenolické latky byl zjistén jejich
obsah na zaklad¢ kalibracnich zavislosti sestrojenych pro
jednotlivé standardy. Obsah volnych a véazanych fenolic-
kych latek byl stanoven pro ridzné druhy jecmene
z ruznych lokalit a sladti z nich pfipravenych.
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Uvod

Degenerativni onemocnéni jsou celosvétové vyznam-
nym problémem nejen zdravotnim, ale i socialné-
ekonomickym. Starnuti populace ma za nasledek zvySujici
se pocet nemocnych s kognitivnimi poruchami a stim
spojené rostouci ndklady na zdravotni péci. Jednou
z chorob, za jejichz hlavni rizikovy faktor je pokladan vek,
je Alzheimerova nemoc (AN). Timto progresivhim neuro-
degenerativnim onemocnénim je celosvétoveé postizeno
vice nez 35 miliont lidi a jedna se o nejcastejsi formu de-
mence u populace starsi 65 let (cit."). Nicmén& AN nemusi
byt nutn¢ disledkem starnuti, druhym nejvyraznéj$im rizi-
kovym faktorem AN je rodinna zatez’.

Charakteristickym neuropatologickym znakem AN je
zvySend pritomnost amyloidnich plaki, tvofenych protei-
nem A, a neurofibrildrnich klubek hyperfosforylovaného
proteinu tau ve specifickych oblastech mozku. Hromadéni
abnormalnich proteinit a tvorba nerozpustnych struktur
zasahuji do metabolismu mozku a normalni funkce neuro-
ni’. Vyznamnym rysem je také chronicky zanét, za ktery
jsou odpovédné mozkové mikroglie. Zda jsou zminéné
patologie pfi¢inou onemocnéni, vysledkem ptisobeni nemoci
nebo ochrannou odpovédi organismu, neni dosud znamo*.

Diagnostika AN je zalozena na posouzeni rodinné
i osobni anamnézy a vysledcich neurologickych a psycho-
logickych testl. Ty byvaji doplnény o vysledky zobrazo-
vacich metod, nejCastéji magnetické rezonance (MRI) pii
pouziti tzv. volumometrickych metod, stanovujicich objem
hipokampi, nebo pocitacové tomografie (CT) mozku
a daldich podptirnych laboratornich vy3etteni®. Jedna se
o tzv. diferencialni diagnozu, kterd stanovi AN pouze
s ur€itym stupném pravdépodobnosti. Definitivni diagnoézu
AN lze urcit az po rozboru mozkové tkan¢. Mozkova biop-
sie se viak diky zna¢né invazivité v praxi neprovadi’.

Presné diagnostika AN, ktera by byla schopna rozpo-
znat prodromy i rana stadia nemoci, je obtizna. Pocatecni
pfiznaky jsou spole¢né vice onemocnénim a metody citlivé
na specifickou patologii AN nejsou k bézné klinické dia-
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gnostice dostupné (napf. zjisStovani depozit mozkového AP
pomoci pozitronové emisni tomografie pfi vyuZiti substan-
ce PiB). N¢ktera podplrna laboratorni vySetieni jsou navic
zna¢n¢ invazivni a pacienty jsou ¢asto odmitdna (lumbélni
punkce)*.

Jelikoz se nemoc vyznaCuje hromadénim proteini
s abnormalni konformaci, jevi se byt vhodnym nastrojem
pro diagnostiku Alzheimerovy choroby zkoumani krevnich
vzorkll chiroptickymi metodami, které jsou inherentné
citlivé na prostorovou strukturu chiralnich biomolekul,
véetné proteind, vyskytujicich se v krevnich vzorcich.

Moznosti diagnostiky AN pomoci chiroptickych me-
tod byly zkoumany v této praci. Aplikovany byly spektros-
kopie elektronového cirkularniho dichroismu (ECD)
a Ramanovy optické aktivity (ROA) ve spojeni
s Ramanovou a infragervenou (IC) absorpéni spektrosko-
pii. Ke spektroskopickym analyzam byly vyuzity vzorky
krevni plazmy pacienti s AN azdravych jedincti. Aby
bylo mozno sledovat spektralni rozdily mezi jednotlivymi
skupinami, byla ziskana spektralni data podrobena vyhod-
noceni vicerozmérnymi statistickymi metodami.

Experimentalni ¢ast

V praci bylo analyzovano 25 vzorkl krevni plazmy
zdravych kontrolnich jedincl a 28 vzorkd nemocnych
Alzheimerovou chorobou, konkrétné 5 vzorkil pacientl
s mirnou, 13 se stfedni a 10 s té¢Zkou formou této nemoci.

Krevni vzorky byly odebrany na Psychiatrické klinice
1.LF UK a VFN v Praze, kde rovnéz byly zpracovany
a ziskana krevni plazma byla ihned zmrazena pfi teploté
—70 °C. Do Laboratofe medicindlni diagnostiky na Ustavu
analytické  chemie ~VSCHT byla transportovana
v termoboxu za teploty suchého ledu a v laboratofi ucho-
vavana v hlubokomrazicim boxu Lab 11/EL19L (Elcold,
Dansko) pti —80 °C.

Pred méfenim byly vzorky krevni plazmy pozvolna
rozmrazeny pfi laboratorni teploté a dle metodiky publiko-
vané dfive®’ zfiltrovany pres filtr spory 0,45 pm
(Millipore, Némecko) na odstiedivee KR 22i (Jouan, Fran-
cie) pii pretizeni 13 000 G po dobu 10 min. Spektroskopii
ECD byla méfena spektra vzorkli 4x fedénych sterilnim
fosfatovym pufrem. U ostatnich metod byla snimana spek-
tra netfedénych vzorki krevni plazmy.

Spektra ECD byla meéfena na spektrometru J-815
(Jasco, Japonsko) pfi teploté 23 °C. Byla pouzita rozebira-
telnd kfemennd kyveta o tlouSt’ce méfené vrstvy 0,01 mm
(Hellma, Némecko).

IC spektra byla mé&fena pii rozliseni 4 cm ™' na spek-
trometru FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA)
technikou zeslabené¢ho uplného odrazu (ATR) na ZnSe
krystalu za laboratorni teploty.
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Ramanova a ROA spektra byla méfena soucasné na
spektrometru ChiralRaman-2X (Biotools, USA), ktery je
vybaven laserem Opus (Laser Quantum, Velka Britanie)
s excitacni vlnovou délkou 532 nm. Byla pouZita kiemen-
na kyveta o rozmérech 4x4 mm (Biotools, USA). Ke vzor-
kim byl pfidavén jodid sodny jako fluorescencni zhasedlo.
Pro redukci fluorescencéniho pozadi bylo na vzorek po
dobu 12 hodin sviceno laserem pii vykonu 280 mW. Na-
sledovalo vlastni méfeni Ramanovych a ROA spekter pii
vykonu laseru 250 mW s celkovou dobou expozice
24 hodin. U ziskanych spekter prob&hla korekce zakladni
linie prostfednictvim filtrace vyuzivajici Fourierovu trans-
formaci. Spektrum bylo vyhlazeno az do miry odstranéni
veskerého signalu kromé pozadi a odecteno od puvodniho
spektra’®.

Linearni diskrimina¢ni analyza (LDA) byla provedena
pro kombinaci vSech Ctyt pouzitych spektralnich metod.
Statistickému vyhodnoceni tedy bylo podrobeno celkem
22 vzorkti krevni plazmy rozdélenych do kategorii dle
klinické diagnozy. Vyhodnocovany byly pfedevsim spek-
tralni oblasti vyznamné pro sekundarni strukturu proteind.

Vysledky a diskuse
Spektroskopie ECD

Spektroskopii ECD a IC spektroskopii byly méfeny
vzorky 28 pacienti s AN vruznych stadiich nemoci
a 25 kontrolnich jedinct. V ziskanych spektrech ECD
(obr. 1) lze pozorovat dva negativni pasy s maximy ~ 209
a ~ 222 nm a pozitivni pas s polohou maxima ~ 192 nm.
Jedna se o spektralni oblasti, kde se projevuji n-n* (210 az
230 nm) a m-n* (185-200 nm) piechody peptidové vazby.
Spektra ECD zde tedy reflektuji sekundarni strukturu pep-
tidd a bilkovin, vtomto pfipadé konkrétné¢ o-helikalni

:9,10
konformaci™ .

CD (mdeg)

200 220 240 260
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Vice nez polovinu celkové koncentrace plazmatic-
kych proteinti predstavuje albumin, ktery vykazuje vysoké
zastoupeni a-helikalni konformace®. Dominantni pasy ve
spektrech ECD jsou tedy velmi ovlivnény piitomnosti
préave tohoto proteinu.

Pti porovnani spekter vzorkt zdravych jedincii a paci-
entl trpicich AN je na prvni pohled patrny rozdil
v intenzité past charakteristickych pro a-helix. S progresi
choroby tak zfejmé klesd v krevni plazmé koncentrace
proteint, které se vyskytuji v dané konformaci.

IC spektroskopie

V IC spektrech (obr. 1) vzorki krevni plazmy pacien-
ti a kontrolnich jedincii se nalézaji vyrazné pasy s maximy
1649 a 1547 cm' (tzv. amid I, resp. amid II)’. Spektra
odpovidajici vzorkim krevni plazmy pacientd s AN zde
vykazuji odliSnou intenzitu oproti spektrim vzorkl kon-
trolnich jedincti. Zaroven dochazi ke zméné v poméru in-
tenzit jednotlivych pasi, pfedev§im amidu I ku amidu II.

Ramanova spektroskopie

Ramanova a ROA spektra byla méfena soucasné pro
celkem 22 vzorkl, znichz 15 patfilo pacientim s AN
a 7 kontrolnim jedincim. Ramanovym spektrim (obr. 2)
dominuji t¥i pasy (1519, 1158, 1007 cm™), které odpovida-
ji karotenoidim vyskytujicich se v lidské krevni plazmé,
pfiemz pas 1519 cm™ predstavuje piedevsim valenéni
vibrace C=C a pas 1158 cm™' zejména valenéni vibrace
C-C hlavniho fetézce™'".

Pfitomnost proteini dokladaji méné intenzivni pasy
1657 cm™ (amid I) a 1281 cm™ sraménkem 1270 cm™
(amid TI1).* Primé&mé spektrum vzorki pacienti s AN mé
ve sledovanych oblastech odliSnou intenzitu oproti primeé-
ru spekter patficich vzorkiim kontrolnich jedinct.

0,030 -

1649

0,025 -

0,020 -

0,015 -

absorbance

0,010 -

0,005 -

0,000 I f 1 ; L ; L
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Obr. 1. Priimérna spektra ECD (vlevo) a IC (vpravo) pro pacienty s AN (—) a kontroly (—)
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Obr. 2. Prumérna Ramanova spektra (vlevo) a spektra ROA (vpravo) pro pacienty s AN (—) a kontroly (—)

Spektroskopie ROA

V primérnych spektrech ROA (obr.2) se nachazi
v oblasti amidu I pasy typické pro a-helikalni sekundérni
strukturu, konkrétné couplet negativniho pasu 1645 cm'
a positivniho 1674 cm™'. Pfitomnost stejné konformace
doklada také pas 1345 cm™' spadajici do oblasti tzv. rozsi-
feného amidu III (cit.'?). Zaporny pas 1245 cm™' odpovida
pfispévku proteinii se zvySenym obsahem konformace
B-skladaného listu'.

Primérnd spektra vzorkii krevni plazmy nemocnych
jedinct se 1isi od pramérného spektra vzorkd kontrol nejen
v celkové intenzité, ale také v poméru intenzit nékterych
past. Zvyseni intenzity je patrné u negativnich past 1245,
1446 a 1645 cm™'. Spektra ROA tedy umoziiuji dobfe po-
zorovat rozdily souvisejici se zménou sekundarni struktury
proteintl, které jsou pfitomné v krevni plazme.

Linearni diskriminacni analyza (LDA)

Z grafického zndzornéni LDA pro dvé zakladni kate-
gorie — pacient s AN a kontrolni jedinec (obr. 3) — je patr-
né, ze doslo k velmi dobrému rozdéleni obou zkoumanych
skupin. Z kategorie pacientd se vyrazné oddélil vzorek
pacienta s AN  vpocatecni  fazi, ktery dosahl
v diagnostickém testu kognitivnich funkci MMSE (Mini-
Mental State Examination Test) skore 27 bodu
z 30 moznych. MenSi podskupiny tvofené vzorky krevni
plazmy pacientt tak ziejmé mohou reflektovat miru zavaz-
nosti onemocnéni.

Konfiizni matice (tab. I) ukazuje 100% spravnost zata-
zeni vzorkll do definovanych skupin, nicméné kifzova valida-
ce metody piindsi spravnost 64 %. Tato skuteCnost mize byt
zpusobena v tuto chvili malym poctem zkoumanych vzorki a
také nevyvazenym poctem vzorkll v obou kategoriich, kdy
vzorki krevni plazmy pacientd s AN je pfiblizné 2x vice.
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D2 zdravi
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D2 nemocni

Obr. 3. Grafické znazornéni LDA ze spektralnich dat vzorki
krevni plazmy pacientii s AN (O0) a kontrol () pomoci druhé
mocniny Mahalanobisovych vzdalenosti. Sipkou oznaten vzo-
rek pacienta v pocateéni fazi AN s dosazenym skore 27 bodi
v MMSE testu

Zavér

V této praci bylo analyzovano celkem 53 vzorki
krevni plazmy od pacientt v riiznych stadiich Alzheimero-
vy choroby a zdravych, kontrolnich jedinct. Metody chi-
roptické spektroskopie, elektronovy cirkularni dichroismus
a Ramanova optickd aktivita, byly doplnény o nepolarizo-
vané varianty, tedy méfeni infraervenych absorpcnich
a Ramanovych spekter.
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Tabulka I

Konfuzni matice LDA vzorkl krevni plazmy pacientll s AN a kontrol (vlevo) a konfuzni matice kiizové validace metody

(vpravo)

z/do Pacient Kontrola Celkem Spravné Pacient Kontrola Celkem Spravné

Pacient 15 0 15 100 % 10 5 15 67 %

Kontrola 0 7 7 100 % 3 4 7 57 %

Celkem 15 7 22 100 % 13 9 22 64 %
P¥i porovnani spekter patficich vzorkim pacientd LITERATURA

a zdravych jedincl byly patrné zmény v intenzité zejména
v oblastech, které odrazeji sekundarni strukturu proteint.
Vybrana spektralni data byla déale zpracovdna metodou
linearni diskriminacni analyzy.

Statisticky vyhodnoceno bylo 22 vzorkl, ztoho
7 kontrolnich, 4 patfici nemocnym v mirném, 5 ve stfedné
tézkém a 6 v t&Zkém stadiu choroby. V grafickém znazor-
néni vystupu LDA bylo dosazeno jednozna¢ného oddéleni
jednotlivych skupin se 100% spravnosti pfifazeni vzorku
v konfuzni matici vzhledem ke klinické diagnoze.

Uspésnost kiizové validace byla 64 % a byla ziejmé
ovlivnéna malym a pfedev$im nevyvazenym poctem pro-
zatim zkoumanych vzorkl. I piesto dosazené vysledky
indikuji mozny potencial metod chiroptické spektroskopie pro
minimalné invazivni diagnostiku Alzheimerovy choroby.

Metodika spektralni analyzy krevnich vzorkit a vyhod-
noceni dat vicerozmérnymi statistickymi metodami byla
vyvinuta za podpory grantu NT13259 (MZ CR). Prdce byla
téz realizovana za podpory prostredkii na specificky vyso-
koskolsky — vyzkum  20/2013 Al FCHI 2013 003
a A2 FCHI 2013 003 (MSMT CR), projektu
PRVOUK-P26/LF1/4 (UK Praha), projektu
CZ.2.16/3.1.00/221973.1.00/22197 (Operacni program
pro Prahu — Konkurenceschopnost) a projektu NPU I (LO)
MSMT — 34870/2013 (Narodni program udrZitelnosti).
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chemie, Prirodovédecka fakulta, Masarykova Univerzita,
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Uvod

Soucasné nanotechnologické metody umoziuji sesta-
vovani a charakterizaci riiznych objektt a struktur v nano-
metrové velikosti. Nanoobjekty jsou hojn¢ studovany jak
v oblasti chemie, tak v oblasti fyziky a biologie'. Koloidni
polovodicové Castice na bazi kvantovych tecek (anglicky
quantum dots, QD) o velikosti 1-10 nm jsou nejCastéji
malo rozpustné kademnaté slouceniny CdX (X = S, Se,
Te), jejichZ rozpustnost je zvySena pokrytim povrchu ky-
selinou merkaptopropionovou (MPA), glutathionem,
cysteinem”’ (obr. 1), kde ionizace jejich funkénich skupin
zajistuje jejich rozpustnost’”’. Mohou byt pfipraveny bud’
ve formé koloidnich roztokii, nebo mohou ,,riist na pev-
ném podkladu. Jejich vyjimecnych fyzikalné-chemickych
a zejména optickych vlastnosti lze vyuZit pro ndvrh no-
vych analytickych metod pro detekci a stanoveni ionti,
biologicky vyznamnych molekul a mnoho dal3ich analyta' ™.
Nanocastice na bazi kvantovych teek vykazuji Siroké
excitacni a izké emisni spektrum, ve kterém poloha maxi-
ma zavisi na druhu, morfologii a velikosti Castic®”, a lze
proto pomoci tohoto parametru ,,ladit” maximum luminis-
cenéniho emisniho pasu. Cilem této prace byla optimaliza-
ce syntézy CdTe nanocCastic na bazi kvantovych tecek,
jejich charakterizace a jejich potencialni vyuziti pro stano-
veni iontl kovil pomoci luminiscenéni spektroskopie.

O Tellurium

O Cadmium

S\ cooH

=
c
o
N
o

Obr. 1. Struktura a velikost QD-CeTe nano¢astic (pievzato se
svolenim z cit.®)
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Experimentalni ¢ast
Syntéza kvantovych tecek

Pro ptipravu nanocastic na bazi CdTe-QD pokrytych
MPA byla zvolena jednokrokova syntéza pfi teploté 95 °C
(cit.7). Charakterizace pfipravenych nanoéastic (méfeni
jejich velikosti a zeta potencialu) byla provadéna na pii-
stroji Zetasizer Nano ZS (Malvern, Velké Britanie)®.

Luminiscenéni méfeni

Méteni bylo provedeno na spektrofluorimetru
AvaSpec 2048 vrozmezi vinovych délek 350-1100 nm
(Avantes, Nizozemi), kdyZ pro excitaci byl pouzit fialovy
laser o vlnové délce 405 nm a vykonu 200 mW. Opticka
vlédkna byla pouZita k propojeni jednotlivych soucasti pfi-
stroje (laser— kyvetovy prostor—detektor).

Vysledky a diskuse
Syntéza a charakterizace kvantovych tecek

Podle navodu uvedeného v literatute’ byly syntetizo-
vany tfi vzorky nanocastic, kdy syntéza byla provadéna po
dobu 3, 3,5 a 4 hodin. Nebyl pozorovan zadny vyznamny
rozdil ve fyzikalné-chemickych vlastnostech ptipravenych
preparatll. Zbarveni roztoku nanocastic (pH ~ 6,5) bylo
vzdy zafiv€ oranzové, po ozafeni laserem jejich roztok
emitoval jasné zelené zafeni (maximum emisniho pasu
kolem 544 nm, obr. 2).

Meéfeni velikosti nanocastic pomoci rozptylu lasero-
vého zafeni o vinové délce 633 nm ukazalo, ze Castice
maji pramér kolem 5 nm (vypocet z maxima emisniho
pasu 544 nm poskytl 3,2 nm), kdeZto méfeni zeta potencia-
lu poskytlo hodnotu kolem —40 mV. Snizovani pH roztoku
pfipravenych CdTe-QD nanocéstic zvySuje zeta potencial
a velikost nanocastic (> 10 nm), protoze dochéazi k pro-
tonaci karboxylovych funkénich skupin na jejich povrchu.
Hodnota zeta potencialu se blizi se k nule pfi pH<3
v dtisledku pIné neutralizace zaporné nabitych karboxylo-
vych skupin protony, coz pak vede ke shlukovani nanocas-
tic do vétsich celkil (nartst velikosti ¢astic az 1500 nm pfi
pH < 3) a srazeni nanocastic z roztoku.

Luminiscenéni studium interakce QD s Cu®*" a Pb*"
ionty

Dale bylo zjisténo, ze nedochazi k samozhaseni
v roztocich CdTe-QD nanocastic v rozmezi koncentraci 0—
1,6 ug ml™ piipravenych fedénim jejich zasobniho roztoku
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Obr. 2. Spektra roztoku CdTe-QD nano¢astic o rizné koncentraci
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Obr. 3. Zména luminiscenc¢niho spektra roztoku CdTe-QD nanocastic

jejich luminiscence (A.m = 544 nm) na Koncentraci cu* (vpravo)

(koncentrace je 4 ug ml™', pH ~ 6,5) (obr. 2). Naopak tento
efekt byl pozorovan az pfi vySSich koncentracich, proto
dalsi experimenty s CdTe-QD nanocasticemi byly prova-
dény s roztoky o koncentraci 1,6 ug ml! (pH ~ 6,5), ke
kterému byl pridavan zasobni roztok CuCl, (¢ = 1 mmol ).
Po piidavku Cu®" iontii se tvar luminiscenéniho spektra
roztoku CdTe-QD nanocastic neméni (obr. 3 vlevo), pouze
klesa jeho intenzita (obr. 3 vpravo). Vliv zhasSeni roztoku
QD-nano&4stic v pfitomnosti Cu®* iontil lze kvantitativng
popsat funkéni zavislosti

I,—1
I

=K [M]
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po piidavku roztoku CuCl,(vlevo) a zavislost intenzity

kde I, a [ jsou intenzity luminiscence v nepfitomnosti
a v pritomnosti iontu kovu, Ksy je Stern-Volmerova kon-
stanta popisujici staticky charakter zhaseni’. Ze zavislosti
uvedené na obr. 3 vlevo byla vypoctena citlivost Kgy ~
3200 a odhadnuta mez detekce (LOD) 0,64 pmol 1.

Pb*" ionty po ptidavku k roztoku QD nano&astic vy-
kazuji analogicky efekt zhaseni jako Cu®" ionty. Mez de-
tekce je srovnatelna s hodnotou pro Cu®” ionty, ackoliv
Stern-Volmerova konstanta Kgy je o fad vyssi (tab. I), tak-
7e stanoveni vétsiho Pb*" iontu je citlivéj$i nez mensiho
Cu”" iontu.

Odlisny efekt vykazoval Cd*" ion, ktery po piidavku
do roztoku zvySoval luminiscenci CdTe-QD nanodastic.
Podobné chovani bylo pozorovano pro Cd** ionty
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Tabulka I
Vypoctené analytické parametry pro stanoveni iontt téz-
kych kovii

Ion kovu Ksv[1mol '] LOD [mol I'"]
Cu** 3,2:10° 6,4:107
Pb** 2,2:10* 2,9-107

. vr . 24+ . o ’ .. . v .
i v pfitomnosti Cu”" iontl, které luminiscenci nanocastic
zhasi (obr. 4). Toho lze pak vyuzit i pro stanoveni Cd**
iontl v pfitomnosti jinych iontt.

Zavér

V praci byla uspésné ovéfena syntéza CdTe-QD nano-
Castic pokrytych MPA podle postupu publikovaném
v literatuie a produkty byly charakterizovany z fyzikalné-
chemického hlediska. Pomoci luminiscenéni spektroskopie
bylo prokézéano, Ze pritomnost n&kterych ionti kovi (Cu*,
Pb®") zhasi luminiscenci nanogastic v roztoku a tohoto
efektu lze vyuzit kjejich citlivému stanoveni, kdy mez
detekce této metody je srovnatelnd s hodnotami uvadénymi
pro jiné analytické metody (napf. potenciometrii s iontové
selektivnimi elektrodami, diferenéni pulsni polarografii,
molekulovou absorpcni spektroskopii) nebo i lepsi.

Tato price je podporovina granty (GA CR
13-08336S) a EU (CEITEC CZ.1.05/1.1.0/02.0068). Autori
dékuji Dr. Ivoné Vordcové (Ustav analytické chemie,
AV CR) za svoleni k prevzeti obr. 1.
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Obr. 4. Zména luminiscen¢niho spektra roztoku CdTe-QD
nanocastic po pfidavku roztoku CdCl,v rozmezi koncentraci
0,5-5 pmol I'' v p¥itomnosti CuCl, (¢ = 5 pmol I'")
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Uvod

Genotoxicky 2-nitrofluoren (2-NF) (obr. 1) je pova-
zovan za modelového zastupce nitrovanych polycyklic-
kych aromatickych uhlovodikti a za marker jejich vysky-
tu'. Do ovzdusi se uvoliiuje nedokonalym spalovanim
organickych latek, ptredev§im vyfukovymi plyny
z dieselovych i benzinovych motorti. 2-NF setrvava adsor-
bovany na tuhé prachové ¢astecky ve vzduchu, a §ifi se tak
na velké vzdalenosti’. Do organismu vstupuje vdechova-
nim prachu ¢i konzumaci kontaminované potravy. Potrava
muize byt kontaminovana i sekundarné pii své upravé
(grilovani, suSeni, prazeni, uzeni a peéeni)3 . Ackoliv je
2-NF chemicky stabilni latkou, v organismu podléhd in-
tenzivnimu metabolismu. Prvnim krokem metabolismu je
redukce stfevni mikroflorou na  2-aminofluoren.
2-Aminofluoren déle v jatrech podléhd acetylaci a vznika
2-acetylaminofluoren. 2-Aminofluoren a 2-acetylamino-
fluoren mohou byt v jatrech hydroxylovény a tyto hydro-
xylované formy, jez vykazuji mutagenni ucinky, jsou poté
diky své polarit¢ vylucovany z t€la. Nehydroxylované
formy mohou interagovat s DNA za vzniku DNA adukti’.
Ty predstavuji poruchy, které se mohou po svém vzniku
dlouhodobé zakonzervovat jako mutace a mohou ¢asem
pfispivat k maligni transformaci buné€k a nekontrolo-
vanému bunéénému déleni’.

Pii elektrochemickém vyzkumu interakci 2-nitro-
fluorenu, jehoZ voltametrické chovani bylo podrobné stu-
dovano napt. v publikacich®'’, a jeho biologickych meta-
bolitd'"™* s DNA byly prozatim pouzity DNA biosenzory
s prevodniky na bazi rtuti (visici rtutova kapkova elektro-
da'® (HMDE)) a uhliku (sitotiskova uhlikova elektroda'’
(SPCE), uhlikova filmové elektroda'®). K detekci poskoze-
ni DNA byly pouzity elektrochemické techniky square-
wave voltametrie (SWV), diferencni pulzni voltametrie
(DPV) a cyklicka voltametrie (CV). Ve vSech ptipadech
byly pozorovany zmény voltametrickych signalti dokazuji-
ci poSkozovani DNA zkoumanymi xenobiotiky. Pomoci
SPCE (cit.'’) byly zjidtény dva druhy poskozeni DNA.
Prvni bylo zplsobeno pfimou interkalaci 2-NF do struktu-
ry DNA a druhé radikaly s kratkou dobou zivota, které
vznikaji pii elektrochemické redukci pfitomné nitroskupi-
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Obr. 1. Strukturni vzorec 2-nitrofluorenu

ny. Pii pouziti voltametrie na HMDE (cit.'®) byly ziskany
obdobné vysledky jako na SPCE a byl rovnéz navrzen
mechanismus supramolekularni interakce 2-NF s DNA.

Tato prace je zaméfena na elektrochemickou detekci
poskozeni DNA zpusobené¢ho genotoxickym 2-nitro-
fluorenem. Pro tento ucel byl vyvinut jednoduchy DNA
biosenzor zalozeny na ptevodniku ze skelného uhliku
a nizkomolekularni DNA izolované z lososich spermii.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 2-NF (98 %, Sigma-Aldrich, USA)
o koncentraci 1-10~ mol I"" byl ptipraven v ethanolu
(99,8 %, Lach-Ner, CR) a uchovavan ve tmé& za laborator-
ni teploty. Fosfatovy pufr (PB) o koncentraci 0,1 mol 1™
byl pripraven jako roztok Na,HPO,-12 H,O (98,5 %, Lach-Ner,
CR) a NaH,PO,-H,0 (> 98 %, Sigma-Aldrich, USA), pH
roztoku bylo 6,7. Redoxnim indikatorem (Fe'/Fe'™) byla
ekvimolarni smés K4[Fe(CN)g]-3 H,O a K3[Fe(CN)s] (oba
99 %, Lachema, CR) o koncentraci 1-10° mol 1" v PB.
Zasobni roztoky DNA o koncentracich 10 mg ml™
almg ml™ byly ptipraveny v PB rozpusténim nizkomole-
kularni DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich, USA)
a skladovany v mrazicim boxu pfi teplot¢ —4 °C. Pii pii-
prav€é roztokli byla pouZivana deionizovand voda
(produkovana systémem Millipore Milli-Q Plus, Millipore,
USA).

Aparatura

Cyklickéd voltametrie (CV) a elektrochemickd impe-
dancni spektroskopie (EIS) byly méfeny na pfistroji
MicroAutolab III/FRA 2 (Eco Chemie, Nizozemsko). Pro
meteni CV byl pouzit software GPES (General Purpose
Electrochemical System), verze 4.9, a pro méfeni EIS byl
pouzit software FRA (Frequency Response Analysis),
verze 4.9. Méfeni probihala ve tiielektrodovém zapojent
sestavajicim se z pracovni elektrody ze skelného uhliku
(GCE) (pramér disku 3,0 mm, Metrohm, Svycarsko), ar-
gentchloridové referentni elektrody (typ RAE 113, 3 mol I
KCI, Monokrystaly, CR) a z platinové pomocné elektrody
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(typ PPE, Monokrystaly, CR). Pro akumulaci DNA na
povrch pracovni elektrqdy byl pouzit Eco-Tribo Polaro-
graph (Polaro-Sensors, CR) se softwarem Polar Pro, verze
5.1

Pracovni postupy

Optimalizace pfipravy DNA biosenzoru byla provede-
na za pouziti technik CV (polarizaéni rychlost 50 mV s,
potencidlovy krok 5 mV, potencidlové rozmezi 0 az
500 mV) a EIS (polariza¢ni potencial 225 mV, potencialo-
va amplituda 10 mV, frekvencéni rozsah 0,1-5000 Hz —
méfeno 51 bodl). Bylo pracovano s neptimou detekci za
pouziti redoxniho indikatoru Fe"/Fe'" v PB. K obnoveni
a aktivaci povrchu pracovni elektrody bylo tfeba elektrodu
olestit o utérku z mikrovldkna (utérka na Cisténi bryli)
a postupné na ni v prostiedi PB vkladat vzdy po dobu
1 min potencidly 1,7 V a —0,5 V. Potenciostatickd akumu-
lace DNA na GCE byla provadéna z roztoku DNA v PB za
optimélniho potencidlu a ¢asu akumulace, ¢imz byl pfipra-
ven vlastni DNA biosenzor (DNA/GCE).

Pfi vySetfovani poSkozeni DNA pifimou interakci
s 2-NF byla nejprve pouzita technika EIS. Na aktivovanou
elektrodu byla za optimalnich podminek naakumulovana
DNA a v prostiedi Fe'"/Fe" bylo zm&teno EIS spektrum.
Nasledovala inkubace DNA biosenzoru v roztoku 1107
mol 1! 2-NF v 50% ethanolu v PB po dobu 5 min, duklad-
né oplachnuti biosenzoru v PB a opét zméfeni EIS spektra
v prostiedi Fe'/Fe'™.

Pro vyzkum elektrochemického chovani 2-NF na
nemodifikované GCE a na DNA/GCE byla pouzita CV.
Proméfovany potencidlovy rozsah byl 500 az —1400 mV.
V roztoku 1-10* mol I'' 2-NF v 50% ethanolu v PB byly
zméfeny voltamogramy na nemodifikované elektrodé
a DNA biosenzoru pfipraveném za optimalnich podminek.
Dale byl v PB zméfen voltamogram na DNA biosenzoru
pied a po jeho inkubaci po dobu 5 min v roztoku 1-107*
mol I"' 2-NF v 50% ethanolu v PB. Pfed vlastnim méfenim
byl vzdy roztok probublan dusikem po dobu 5 min, aby se
zabranilo rusivému vlivu rozpusténého vzdusného kysliku.
Stejny postup byl zopakovan s roztokem 1-10~° mol 1™
2-NF v PB.

Vysledky a diskuse

Pti optimalizaci pfipravy biosenzoru byly zkoumany
riizné koncentrace pouzité DNA (0,1 mg ml”', 1 mg ml™'
a 10 mg ml™") a hledan optimalni potencial akumulace
(proméfovan byl rozsah potencialli od 0 do 700 mV; vliv
potencialu akumulace na vyslednou odezvu biosenzoru je
ukdzan na obr. 2) a ¢as akumulace (Casy voleny od 0,5 do
5 min). Jako optimalni byly zvoleny hodnoty koncentrace
DNA 10 mg ml ™', potencidlu akumulace 500 mV a ¢asu
akumulace 2 min, pfi nichZ bylo dosazeno rychlého a opa-
kovatelného pokryti povrchu elektrody kompaktni vrstvou
DNA (opakovatelnost ptipravy biosenzoru je vyhodnocena
v regula¢nim diagramu na obr. 3).
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Pii méfeni technikou EIS nedoslo k vyznamné zméné
chovani biosenzoru pfed a po inkubaci v roztoku 2-NF
(obr. 4). Z toho mizeme usuzovat, Zze mezi DNA a 2-NF
nedochazi k poskozujici interakeci, v disledku které by
dochézelo ke zlomim ve struktufe DNA a naslednému
odpadavani fragmentti poskozené DNA z povrchu elektro-
dy.

Pomoci CV byla zji§téna interkalace 2-NF do DNA.
Pii méfeni na nemodifikované elektrod¢ v prostiedi rozto-
ku 1-10™ mol 1" 2-NF v 50% ethanolu v PB poskytuje
2-NF dobie vyvinuty pik odpovidajici redukci pfitomné
nitroskupiny (obr. 5A, kivka 1). Pfi méfeni na DNA bio-
senzoru se tento pik zmensSuje a posouva se do negativnéj-
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Obr. 2. Nyquistiiv graf ziskany v roztoku redoxniho indikato-
ru Fe'/Fe™ v PB na DNA biosenzoru. Akumulace DNA pii 100
mV (R, =2,6 kQ) (1), akumulace DNA piti 300 mV (Ry = 3,2
kQ) (2), akumulace DNA pti 500 mV (R, = 4,4 kQ) (3). Méfeno
pii koncentraci DNA 1 mg ml™" a &asu akumulace 5 min

7.5

4 ]
poradové ¢islo méfeni

Obr. 3. Opakovatelnost piipravy DNA biosenzoru vyjadiena
pomoci hodnot odporu prenosu naboje (R.). Optimalni pod-
minky akumulace DNA: koncentrace DNA 10 mg ml™', potencial
akumulace 500 mV, ¢as akumulace 2 min. V regulacnim diagra-
mu je znazornéna primérmna hodnota (modra plna ¢ara) a varovné
(primér + 20; Cervena ¢arkovana Cara) a regulacni meze (pramér
+ 30; zelena Cerchovana ¢ara)
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Obr. 4. Nyquistiv graf ziskany v roztoku redoxniho indikato-
ru Fe'"/Fe"' v PB na DNA biosenzoru pied (1) a po pétiminu-
tové inkubaci (2) v roztoku 1:10~* mol I"' 2-NF v 50% ethano-
luvPB

Sich potenciald (obr. SA, kiivka 2). DNA naakumulovana
na elektrodé znesnadiuje pfistup 2-NF k elektrodé, a tim
i jeho redukci. DNA biosenzor inkubovany 5 min
v roztoku 1-107 mol I'' 2-NF v 50% ethanolu v PB a na-
sledn¢ preneseny do PB poskytuje pik 2-NF posunuty
k pozitivngjsim potencialim (obr. SA, kiivka 4). 2-NF se
interkaloval do struktury DNA za vzniku komplexu, ktery
se redukuje snadnéji neZ volny 2-NF; toto chovéni je ty-
pické pro DNA interkalatory'’. Obdobny experiment byl
proveden i v Cisté vodném prostfedi, tedy bez pfitomnosti
ethanolu v inkubacnim roztoku 2-NF; ethanol by mohl ve
zvySeném mnozstvi (50 %) denaturovat nativni DNA. Za
timto Gcelem musela byt snizena koncentrace 2-NF, ktery
je ve vodé omezené rozpustny, na hodnotu 110~ mol 1.

Cena Merck 2014

I pfi tomto experimentu byly ziskdny podobné vysledky
(obr. 5B).

Zavér

V predlozené praci byl vypracovan postup pripravy
jednoduchého DNA  biosenzoru sestavajiciho  se
z elektrody ze skelného uhliku (GCE) o pruméru disku
3 mm a z povrchové navazané DNA izolované z lososich
spermii. Takto pfipraveny DNA biosenzor byl pouzit ke
zkoumani genotoxicity 2-nitrofluorenu (2-NF) in vitro. Jiz
diive bylo potvrzeno, ze 2-NF a latky s nim piibuzné maji
na DNA skodlivy vliv a zplsobuji jeji poskozeni. S timto
ve shod¢ bylo pomoci elektrochemické impedancni spek-
troskopie (EIS) ukazano, ze vlivem interakce s 2-NF nedo-
chazi v DNA ke vzniku zlomu, ale Zze se 2-NF do DNA
zaclefiuje interkalaci, coz bylo ukdzdno pomoci cyklické
voltametrie (CV).

Nové vyvijené elektrody a metody, které se pouZzivaji
pri konstrukci a méfeni pomoci DNA biosenzort, davaji
pfislib snadného a rychlého zptisobu zkoumani potencialni
nebezpecnosti riznych xenobiotickych latek pro DNA.

Na tomto misté bychom radi podékovali za financni
podporu Grantové agenture Ceské republiky (projekt
GP13-23337P).
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Obr. 5. Cyklické voltamogramy zmé¥ené v roztoku 1-10~* mol I"' 2-NF v 50% ethanolu v PB (A) a 1-10~° mol I'' 2-NF v PB (B) na
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Uvod

Moderni zivot je charakteristicky tim, ze travime hod-
né Casu v uzavienych prostorech. V domacim/pracovnim
prostfedi miize byt ¢lovék exponovan fadé antropogennich
latek, jako jsou napf. bromované retardéry hoteni (BFR)
a perfluoralkylované slouceniny (PFAS), které se mohou
uvolnovat z vyrobkd/produkti, které témito chemikaliemi
byly zdmérné oSetfeny. PFAS tvofi pestrou skupinu fluo-
rovanych organickych sloucenin a pro jejich jedinecné
vlastnosti (lipofilni uhlikaty fetézec a hydrofilni funkcni
skupina) se pouZzivaji pro riizné primyslové a spottebitel-
ské aplikace (povrchové aktivni latky, pénové hasici pii-
stroje, maziva, materialy pro baleni potravin apod.). BFR
slouZi také k ochran€ materidld proti jejich vzniceni a zpo-
maleni Sifeni pfipadného pozaru. NejCastéji je témito lat-
kami oSetfen néabytek, textil a elektronika. Expozice lid-
ského organismu PFAS a BFR mize byt piima (potrava,
voda a vdechnuti prachu) nebo nepfimé (kontakt s oSetfe-
nym materidlem). PFAS jsou nasledné v organismu silné
vazany na bilkoviny v krvi, vyskytuji se ale také v matet-
ském mléce, které nasledné piedstavuje vyznamny zdroj
expozice pro novorozence a kojence. Naopak BFR se ku-
mulyji v tukovych tkanich véetné lipofilni slozky matet-
ského mléka. Vzhledem k tomu, Ze obé skupiny latek jsou
bioakumulativni a nékteré z nich jsou také toxické, klade
se stale vétsi dlraz na vyvoj citlivych (multi-)analytickych
metod pro jejich stanoveni a nasledné jejich sledovani
v Zivotnim prostiedi a biologickych matricich.

V poslednich letech byla publikovana tada c¢lanku,
které se zabyvaji analytickymi metodami pro stanoveni
BFR a PFAS v biologickych matricich (matefské mléko,
krevni sérum), vétSinou se ale soustiedi pouze na jednu
skupinu kontaminantti. Nicméné pocet analytickych metod
umoziujici jejich simultanni stanoveni, které vede prede-
v§im ke zkraceni celkové doby analyzy a men$im nérokiim
na mnozstvi vzorku, je velmi omezeny.

Obecné mezi nejcastéj$i izolacni postupy PFAS
z matefského mléka a krevniho séra patii metoda SPE
(extrakce tuhou fazi) s pouzitymi sorbenty, jako je napf.
modifikovany silikagel (C;g), Oasis WAX (Mixed-mode
Weak Anion eXchange sorbent) a Oasis HBL (Hydrophilic-
Lipophilic Balanced reverse-phase sorbent), ktera casto
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kombinuje izolacni i ptecistovaci krok, dale technika LLE
(extrakce kapalina-kapalina s pouZitim poldrnich rozpous-
tédel, napt. methanol) nebo iontoparova extrakce za pouZi-
ti iontové parového cinidla — tetrabutylamonia (TBA)
a nasledné extrakce do methyl ferc-butyl etheru (MTBE).
Nasledny precistovaci krok je nejCastéji vedle zmiflované
kolonkové SPE realizovan i v disperznim usporadani
(d-SPE). d-SPE je vyhodnéjsi z toho diivodu, ze sorbent
(napf. EnviCarb) je pfidan pfimo do extraktu, takze je ten-
to postup ¢asové mén€ narocny a jednodussi. Diky rozvoji
ionizacnich technik hmotnostnich spektrometrii je v sou-
¢asnosti pro stanoveni PFAS prvni volbou analyzy ultra uc¢in-
na kapalinova chromatografie s tandemovou MS (UHPLC-
MS/MS), ktera umoziiuje stanoveni rtiznych skupin PFAS
v ultrastopovych koncentracich. K separaci jsou nejcastéji
pouzivany kolony s reverzni fazi Ci;s a Cg a mobilni fize
MeOH/H,0 nebo MeCN/H,O ¢asto s pridavkem octanu
amonného (1,0-20 mM) pro zlepSeni citlivosti analyzy.

Uprava vzorku pied extrakci je u viech metod pro
stanoveni BFR velmi jednoduché. Spo¢iva v homogenizaci
vzorku (protfepani) nebo jeho lyofilizaci (vymrazeni).
Nasledna extrakce je opét realizovana metodou LLE (cit.)
nebo PLE (extrakce kapalinou za zvySeného tlaku). Ex-
trakéni Cinidla jsou na rozdil od stanoveni PFAS méné
polarni (dichlormethan, hexan, n-heptan apod.), protoze,
jak bylo uvedeno vyse, BFR jsou ve srovnani s PFAS mé-
né polarni. Pre€iStovaci krok je realizovan stejné jako
u PFAS pomoci SPE (C;s, oxid kifemicity, oxid hlinity
a florisil). Identifikace a kvantifikace BFR miiZe byt reali-
zovana pomoci GC-MS (pfedev§im polybromované dife-
nylethery, PBDE) i LC-MS (napt. isomery HBCD,
TBBPA, hydroxy-derivaty PBDE, OH-PBDE).

Cilem prezentované studie bylo vyvinout a validovat
analytickou metodu pro simultanni stanoveni vybranych
PFAS a BFR v krevnim séru pupe¢nikové krve. V piipadé
matefského mléka byla modifikovana (snizeni mnoZzstvi
vzorku potfebného pro analyzu) a nasledné verifikovana
jiz vyvinuta analyticka metoda pro stanoveni obou skupin
latek. Nakonec byly oba postupy aplikovany pro analyzu
realnych vzorkd matetského mléka a krevniho séra.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Sledované analyty ze skupiny PFAS jsou uvedeny
v tab. I a analyty ze skupiny BFR v tab. II.

Analyzované vzorky

Z dtvodu nedostate¢ného mnozstvi matefského mléka
bylo pro validaci metody pouzito plnotu¢né kravské mléko
(3,5 % tuku). Pro validaci metody pro stanoveni BFR
a PFAS v krevnim séru bylo ze stejnych divodi pouzito
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Tabulka I

Sledované analyty ze skupiny PFAS

Skupina Nazev slouceniny Zkratka Pocet uhliki

PFCA Perfluor-n-butanova kyselina PFBA 4
Perfluor-n-pentanova kyselina PFPeA 5
Perfluor-n-hexanova kyselina PFHxA 6
Perfluor-n-heptanova kyselina PFHpA 7
Perfluor-n-oktanova kyselina PFOA 8
Perfluor-n-nonanové kyselina PFNA 9
Perfluor-n-dekanova kyselina PFDA 10
Perfluor-n-undekanové kyselina PFUdA 11
Perfluor-n-dodekanova kyselina PFDoA 12
Perfluor-n-tridekanova kyselina PFTrDA 13
Perfluor-n-tetradekanova kyselina PFTeDA 14

PFSA Perfuor-1-butansulfonova kyselina PFBS 4
Perfuor-1-hexansulfonova kyselina PFHxS
Lineérni perfuor-1-oktansulfonova kyselina L-PFOS
Vétvena perfuor-1-oktansulfonova kyselina Br-PFOS
Perfuor-1-dekansulfonova kyselina PFDS 10

FOSA Perfuor-1-oktansulfonamid PFOSA
N-methylperfuor-1-oktansulfonamid N-EtFOSA
N-ethylperfuor-1-oktansulfonamid N-MeFOSA 10

Tabulka II

Sledované analyty ze skupiny BFR

Skupina Nazev slouceniny Zkratka Pocet uhlikti

OH-PBDE 6-hydroxy-2,2',4,4'-tetrabromdifenylether 6-OH-BDE-47 12
2'-hydroxy-2,3',4,5'-tetrabromdifenylether 2'-OH-BDE-68 12
4'-hydroxy-2,2',4,5'-tetrabromdifenylether 4'-OH-BDE-49 12
6'-hydroxy-2,2',4,4',5-pentabromdifenylether 6'-OH-BDE-99 12

Bromované 2,4-dibromfenol 2,4-DBP 12

fenoly 2,4,6-tribromfenol 2,4,6-TBP 12
Pentabromfenol PBP 12

Isomery Alfa-hexabromcyklododekan a-HBCD 12

HBCD Beta-hexabromcyklododekan B-HBCD 12
Gama-hexabromcyklododekan vy-HBCD 12
Tetrabrombisfenol A TBBPA 15

komercné dostupné lidské krevni sérum (Sigma-Aldrich,
USA).

Na vyskyt celkem 19 PFAS a 11 BFR v¢etn¢ jejich
hydroxylovanych derivati (OH-PBDE) bylo analyzovano
137 para vzorkd matetského mléka a krevniho séra pupec-
nikové krve zaslanych ze Slovenské zdravotnické univerzi-
ty v Bratislavé.
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Analyticka metoda

Matetské mléko: Do 50ml kyvety bylo odméteno
5 ml mléka, dale bylo pfidano 0,12 ml kyseliny mravenci
(p.a. 85%, Penta, Ceska republika) a 5 ml acetonitrilu
(HPLC gradient, CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich, USA)
a kyveta byla 1 min intenzivné protfepavana. Nasledné
bylo ptidano 0,5 g NaCl (p.a. 100%, Lach-Ner, s.r.o., Ces-
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k4 republika) a 2 g MgSO, (bezvody, p.a. 98%, Sigma-
Aldrich, USA). Kyveta byla opét 1 min intenzivné protie-
péavéna a dale 5 min odstfedéna ve stolni centrifuze (Rotina
35 R, Hettich, Némecko) pii 10 000 otackach pti 20 °C.
4 ml z horni vrstvy extraktu bylo pieciSténo d-SPE
s pouzitim 0,04 g C;g (Bondesil, 40 um, Agilent Technolo-
gies, USA) a 0,60 g MgSO,. Extrakt byl opét 1 min inten-
zivné tfepan a nasledné odstfedén. 2,5 ml extraktu bylo
odpafeno na rotacni vakuové odparce (Multivapor P-12,
Biichi, Svycarsko) a odparek byl rozpustén v 0,5 ml
MeOH (HPLC gradient, LiChrosolv®, Merck, Némecko),
prefiltrovan pifes mikrofiltry (nylon, 0,22 pm, Sigma-
Aldrich) a pteveden do vialky pro analytickou koncovku.

Krevni sérum: Do 15ml kyvety bylo k 0,5 ml vzorku
pfidano 5 ml MeCN, 0,05 ml 85% HCOOH a 0,5 g
MgSO,. Vzorek byl 1 min intenzivné tfepan a nasledné
odstfedén (5 min, 10 000 rpm). Z kyvety bylo odebrano
4,5 ml extraktu, které byly odpafeny na vakuové odparce.
Ziskany odparek byl rozpustén v 0,2 ml MeOH, pfefiltro-
van pres mikrofiltry a pfeveden do vialky pro analytickou
koncovku. Schéma obou extrak¢énich metod je uvedeno na
obr. 1. Pro identifikaci a kvantifikaci vSech sledovanych
analyti byl pouzit kapalinovy chromatograf Acquity
UPLC™ s analytickou kolonou Acquity UPLC HSS T3
(100 mm x 2,1 mm; 1,8 um, Waters, USA) ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem typu trojity kvadrupdl Xevo
TQ-S (Waters, USA) a iontovym zdrojem ZSpray™
(elektrosprej v negativnim modu, Waters, USA). Pro gra-
dientovou eluci byly pouzity mobilni faze (A) 5 mM octan
amonny (Sigma-Aldrich, USA) ve vodé a (B) MeOH
s dobou analyzy jednoho vzorku 13 min (cit.”).
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Validace analytickych metod

Vzhledem k tomu, Ze pro analyzu bylo dostupné pou-
ze malé mnozstvi odebranych vzorkd matefského mléka
(5 ml), bylo nutné ptivodni metodu pro 15 ml mléka minia-
turizovat pfi zachovani pozadovanych LOQ. Validace
metody pro matefské mléko byla realizovana v Sesti opa-
kovanich. Vzorky kravského mléka byly uméle kontami-
novany na koncentratnich hladinach 0,06 ng ml" pro
PFAS a 0,6 ng ml™' pro BER.

Pro validaci metody pro krevni sérum byl pouzit umé-
le kontaminovany vzorek lidského krevniho séra. Pro ana-
lyty ze skupiny PFAS byl vzorek uméle kontaminovén jen
C-PFAS analogy, protoZe nebylo k dispozici krevni sé-
rum, které by neobsahovalo cilové analyty z této skupiny
latek. Validace metody byla realizovana v Sesti paralelnich
stanovenich na koncentraénich hladinach 0,05 ng ml™
a 0,5 ng mlI™' pro *C-PFAS a 0,25 ng ml™ a 2,5 ng ml™
pro BFR.

Ke kvantifikaci byla pouzita metoda vnitfniho stan-
dardu s ptidavkem isotopové znacenych PFAS, isomeri
HBCD a TBBPA.

Vysledky a diskuse

Vytéznosti metody pro stanoveni BRF a PFAS
v matefském mléce se pro vSechny cilové latky pohybova-
ly v rozmezi od 82 do 117 % s opakovatelnosti (vyjadiena
jako relativni smérodatna odchylka z Sesti opakovani) do
19 % a LOQ 0,01-0,02 ng ml "' pro PFAS a 0,01-0,1 ng ml™'
pro BFR.

Materd:é mléke Krevni sérmm
- Smlmléka+ S ml MeCN 0.5 ml krevniho séra
-] + HCOOH +5mlMeCN+ HCOOH
£ vepdni +MgS0,
-] =
= [ 2 g MgSO,+0,5g NaCl ] =
L ¢
Fepdnd oditfeddil U tFepdn, oditfeddnl - E‘
- -
| [ esrE@yrvgsoy | g
E | vepdnt,oduredeni 1} _
g Odpaieni— [ Otlpjll"enlﬁ ]
= L rozpu¥téniv MeOH rozpusténiv MeOH B

[

Mikrofiltrace

i}

[ UHPLC — MS/MS ]

Obr. 1. Schéma analytickych metod
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Metoda pro krevni sérum byla validovdna na dvou
koncentracnich hladinach (0,05 a 0,5 ng ml™ PFAS, 0,25
a 2,5 ng ml 'BFR) v Sesti opakovanich na vzorku zkuseb-
niho krevniho séra. Ke vzorku byla pfidana smés
C-PFAS. Vyt&znosti se pohybovaly v rozmezi 70126 %
s opakovatelnosti do 19 % a LOQ 0,02-0,25 ng ml™" pro
PFAS a 0,05-0,25 ng ml"' pro BFR.

Mezi nejcastéji detegované PFAS v obou testovanych
matricich pattila PFOA a PFOS (> 90 % vzorkt). Ve srov-
nani s krevnim sérem byly jejich koncentrace (0,09 az
19,1 ng mI™") piiblizné o ¥4d vy3si nez v mateiském mléce
(0,005-1,14 ng ml™). Takové nalezy se daji vysvétlit tim,
ze PFAS se primarn¢ vazou na bilkoviny v krevnim séru
a jejich prestup do matefského mléka neni tak vyznamny.

V krevnim séru byly zjiStény i PFHxA, PFNA, PFDA
a PDUdJA a PFHxS. Kontaminanty ze skupiny BFR se ve
veétsiné vzorkl vyskytovaly pod LOQ, pouze v nékolika
vzorcich matefského mléka byl detegovan TBBPA
(koncentrace 0,05 ng g ') a jednotlivé isomery HBCD
(koncentrace 1,22-8,06 ng ml™"). Srovnanim vysledki se
svétovymi nalezy dvou nejcastéji detegovanych PFAS,
PFOA a PFOS, byl sledovan trend sniZovani koncentraci.
Tyto vysledky se shoduji se zavery ziskanymi z literatury,
které dokazuji, Ze koncentrace téchto kontaminanti behem
let klesaji, a to i v ramci riznych lokalit (Asie, Amerika
nebo Evropa). Je to dusledek toho, Ze americka spolecnost
3M, vyznamny vyrobce PFAS mezi kvétnem 2000 a kon-
cem roku 2002, postupné zastavila vyrobu PFOS, PFOA,
PFHxS a dal$ich sloucenin, které se na tyto latky mohou
rozkladat. Od roku 2009 je navic PFOS uveden ve Stoc-
kholmské umluve?, ktera se také zasazuje o snizovani vy-
skytu té&hto kontaminantil v Zivotnim prostredi.

Presto je ale stale nutné tyto kontaminanty
v biogennich matricich sledovat, protoze se jedna o bio-
akumulativni latky a nékteré z nich jsou také toxické.
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Zavér

V ramci studie byly validovany analytické metody
pro simultanni analyzu Sirokého spektra organohalogeno-
vanych kontaminanti (19 PFAS a 11 BFR) v matetském
mléce a krevnim séru. Vytéznosti obou metod byly pro
PFAS v rozmezi 79-126 % a pro BFR 70-114 %
s opakovatelnosti do 19 % a s limity kvantifikace 0,01 az
0,1 ng ml™' pro matefské mléko a 0,02-0,25 ng ml™" pro
krevni sérum. Témito metodami bylo vysetfeno 137 part
vzorkli matefského mléka a krevniho séra, kdy mezi nej-
Cast&ji detegované latky patfily PFOS a PFOA. Stanovené
koncentrace v nami vySetfovanych vzorcich byly
v porovnani s podobnymi svétovymi studiemi srovnatelné.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum MSMT (Rozhodnuti ¢ 20/ 2013).
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Uvod

Borem dopované diamantové (BDD) elektrody patii
od devadesatych let k popularnim elektrodovym materia-
Itim na bézi uhliku. Maji Siroké vyuZiti pfedevsim v envi-
ronmentalnich analyzach diky své malé nachylnosti k pa-
sivaci elektrodového povrchu a Sirokému potencidlovému
oknu, obzvla§td v anodické oblasti'?. BDD filmy se ob-
vykle pfipravuji v komercnich reaktorech metodou che-
mické depozice par (CVD — ,,chemical vapor deposition)
pfi pouziti Zhavenych vldken (,,hot filament* — HF CVD)
nebo mikrovinného ohfevu (,,microwave plasma“ — MP
CVD) jako zdroje energie. K depozici diamantového filmu
je nejcastéji pouzivana smés methanu (zdroj uhliku) a vo-
diku. Dopace borem se provadi ptfidanim diboranu ¢i tri-
methylboru do smési par pro depozici diamantu. Jeho ob-
sah se udava jako pomér B/C v plynné fazi. PouZivaji se
koncentrace 500 ppm az 15 000 ppm, které vedou ke ko-
neéné koncentraci boru ve filmu 1-10" cm™ az 1-10*
cm >, pfi¢emz koncentrace 1-10°° cm ™ odpovida jednomu
atomu boru na tisic atom@ uhliku®. Pfiblizné pfi této kon-
centraci dochazi ke zméné vodivosti BDD filmu, ktera
vykazuje pfi niz§ich koncentracich polovodi¢ovy a pfi
vyssich koncentracich kovovy charakter®. V posledni dobé
se objevilo nékolik praci studujicich vliv koncentrace boru na
fyzikalni a elektrochemické charakteristiky BDD filmi’*,
odolnost vii¢i elektrochemické korozi’, odolnost povrchu
V& pasivaci’, u&innost elektrokatalytické anodické oxida-
ce organickych polutantd'® a analytické parametry stano-
veni vybranych anorganickych iontd''. Pro tyto uéely byly
pfipraveny BDD filmy s koncentraci boru v rozmezi cca
10" ecm™ az 102 em .

Cilem této prace byla charakteristika BDD filma
s koncentraci boru 500-8000 ppm vybranymi spektralnimi
a elektrochemickymi metodami a urceni vlivu koncentrace
boru na velikost potencidlového okna vybranych vodnych
roztokl zékladnich elektrolytd a na voltametrické stanove-
ni 2-aminobifenylu.
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Experimentalni ¢ast

Bylo pouzito pét borem dopovanych diamantovych
filmovych elektrod s B/C pomérem 500 ppm, 1000 ppm,
2000 ppm, 4000 ppm a 8000 ppm. Tyto elektrody byly
pfipraveny na Fyzikdlnim tustavu Akademie véd Ceské
republiky v Oddéleni funkénich materiald. Jako substrat
pro chemickou depozici par s pomoci mikrovinného ohte-
vu (System Seki ASTeX 5010, Woburn, MA, USA) byl
pouzit p-kifemik (ON Semiconductor, Roznov pod Radhos-
t&m, CR) s rezistivitou 0,005 Q cm™ a tloustkou 300 pm.
Takto pripravené BDD desticky byly umistény do teflono-
vého elektrodového téla s velikosti otvoru ve Sroubovacim
nastavei 7,1 mm®. Pro elektrochemicka méfeni byl pouzit
ptistroj Eco-Tribo Polarograph se softwarem PolarPro
(verze 5.1, Polaro-Sensors, Praha, CR) a tiielektrodové
zapojeni s referentni argentchloridovou elektrodou
(3mol 1" KCI) a pomocnou platinovou elektrodou (obé
Elektrochemické detektory, Turnov, CR). Pro diferencni
pulsni voltametrii (DPV) byla pouzita vyska pulsu
+50 mV, Sitka pulsu 100 ms a rychlost 20 mV s, Pred kaz-
dou sérii m&feni byly elektrody aktivovany v 0,5 mol I'" kyse-
lin€ sirové s vloZenym potencidlem +2,4 V po dobu 5 min.

Pro spektralni charakterizaci povrchu diamantového
filmu byla pouZzita Ramanova spektroskopie (DXR Raman
microscope (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
s mikroskopem Olympus, excitacni vlnova délka 532 nm),
mikroskopie atomarnich sil (NT-MDT NTEGRA Prima
AFM s kiemikovym ohebnym nosnikem HA-NC, reso-
nan¢ni frekvence 270 kHz) a skenovaci elektronova mi-
kroskopie (FEGSEM; mikroskop Quanta 200 FEG, FEI,
CR). Hodnoty pH byly mé&feny digitalnim pH metrem (pH
Meter 3510, Jenway, UK) se sklenénou kombinovanou
elektrodou.

Vsechny pouzité chemikalie pro pfipravu zakladnich
elektrolytii byly &istoty p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR).
Diéle byl pouzit 2-aminobifenyl (Cistota < 95%, Sigma-
Aldrich, USA), K4[Fe(CN)g] - 3 H,O (Cistota < 99%, Lach-
Ner, Neratovice, CR) a [Ru(NH;)]Cl; (Cistota < 98%,
Sigma-Aldrich, USA).

Vysledky a diskuse

Nejprve byla provedena spektralni charakterizace
studovanych filmi pomoci Ramanovy spektroskopie,
spektroskopie atomarnich sil (AFM) a skenovaci elektro-
nové spektroskopie (SEM). Obé zobrazovaci metody pro-
kazaly nanokrystalickou strukturu filmu s velikosti krysta-
It 100-300 nm pro filmy s obsahem boru 500-4000 ppm.
Pro film sobsahem boru 8000 ppm byla zaznamenéna
vétsi nejednotnost velikosti a souCasné mensi krystaly.
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Obr. 1. Ramanova spektra BDD filmi s koncentraci boru 500-8000 ppm, excita¢ni vinova délka 532 nm

Tloustka filmu je 1 um (uréeno pomoci AFM). Ramanova
spektra (obr. 1) vykazuji nepfitomnost sp” necistot pii
1533 cm™ a naopak s rostouci koncentraci boru nardst
signalu pfi ~1332 cm ™' odpovidajici sp’ uhliku s typickym
tvarem pro Fanovy resonance poukazujici na pfitomnost
delokalizovanych stavii pochazejicich z B-C vazeb. Dale
jsou zfejmé typické signaly kiemiku (520 cm™ a ~940 az
980 cm "), které odpovidaji fononové linii kiemiku prvni-
ho a druhého fadu a pochazeji ze substratu. Pivod Siro-
kych pasii u ~420 cm™" and ~1220 cm™' je nejasny’.

Elektrochemicka charakterizace byla provedena po-
moci redoxnich markerti [Fe(CN)¢]*”™ a [Ru(NHj)s]*"**
a pro oba bylo zji$téno quasi-reversibilni chovani: pii apli-
kaci anodické aktivace BDD filma pfi potencialu +2,4 V
v 0,5 mol I kyseling sirové se zvétsila proudova odezva
katodického (/) a anodického piku (7,), zmensil se rozdil
potencialt piktt (AEp) na hodnoty 69 mV az 150 mV
a pomér velikosti pikli /4/Ik se ptiblizil hodnoté 1,0. Obsah
boru v diamantovém filmu nema vyznamny vliv na veli-
kost jejich proudové odezvy a AEp.

Cyklicka voltametrie byla dale pouzita pro zjisténi
vlivu koncentrace boru v BDD elektroddach na velikost
potencidlového okna pro nékolik béznych zékladnich elek-
trolyti: 1 mol I"" KCI, boratovy pufr pH 9,0; fosfatovy
pufr pH 7,0; octanovy pufr pH 4,0; 0,1 mol "' HCIO,
a 1107 mol I"" Na,SO,. U viech vybranych zakladnich
elektrolytii bylo pozorovéano celkové zlizeni potencialové-
ho okna o cca 800 mV s rostouci koncentraci boru. Vyraz-
néji se okno zuzuje z katodické strany. Na anodické strané
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neni z(zeni potencidlového okna tak priikazné, nicméné
rozdil krajniho anodického potencialu pro elektrodu
studovanych BDD filmech v rozmezi pfiblizné 150 mV az
250 mV. Na obr. 2 jsou tyto trendy ziejmé z cyklickych
voltamogrami 0,1 mol 1" kyseliny chloristé.

Dale byl metodou diferen¢ni pulzni voltametrie sledo-
van vliv koncentrace boru na stanoveni 2-aminobifenylu
v Brittonové-Robinsonové pufru o pH 7,0. Jelikoz oxidac-

/{nA) | ——500 ppm

1= 1000 ppm
50001 ........2000 ppm

1 - - -4000 ppm
25004 _._._. 8000 ppm oy

T 1
-1000 ¢] 1000 E (mV)
Obr. 2. Cyklické voltamogramy 0,1 mol 1™" kyseliny chloristé
pro vSechny studované diamantové filmy s riznym obsahem

boru. Rychlost polarizace 100 mV s™'
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Obr. 3. DP voltamogramy 2-aminobifenylu (¢ = 5-107° mol I'") v prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0 (A) bez &i§téni
elektrodového povrchu mezi 14 jednotlivymi skeny a (B) s ¢isténim pfi potencialu +2,4 V a michanim roztoku po dobu 30 s

Tabulka I

Parametry kalibraéni zavislosti pro stanoveni 2-aminobifenylu metodou DPV na BDD elektrodach v rozmezi 5-10~ mol 1™

az 110" mol I'!

Pomér B/C [ppm] Smérnice Usek [nA] Korela¢ni koeficient Limit detekce
[mA 1 mol™] [mmol 1]
500 7,7+0,3 203+5,9 0,992 0,716
1000 7,5+0,5 12,5+9,9 0,978 0,475
2000 11,1+0,2 13,0+ 6,1 0,998 0,799
4000 149+1,8 40,8 £41 0,959 0,477
8000 18,0+ 0,1 85+ 1,8 0,999 0,208

ni produkty 2-aminobifenylu vyrazné pasivuji elektrodovy
povrch (obr. 3A), byl optimalizovan postup €isténi elektro-
dového povrchu. Jako optimalni byla vybrana kombinace
elektrochemického a mechanického c¢isténi: na obr. 3B
jsou vyobrazeny DP voltamogramy pro cisténi elektrodo-
vého povrchu pomoci vlozeného kladného potencialu
+2,4 V a michani roztoku po dobu 30 s pfimo v méfeném
roztoku. S takto zvolenym cisténim se proudova odezva
2-aminobifenylu vyrazné neménila, smérodatna odchylka
vysky piku pro vSechny studované BDD filmy byla mensi
nez 4 %.

S timto aktivacnim programem byla zmétena kalib-
racni zavislost 2-aminobifenylu v rozsahu koncentraci
5107 az 1-10" mol 1"! pro viechny studované BDD filmy.
Parametry a detekéni limity jsou uvedeny v tab. I. Je ziej-
mé, ze s rostouci koncentraci boru v BDD filmu se zvysSuje
smérnice kalibra¢ni zavislosti, tj. proudova odezva
2-aminobifenylu, a snizuje se mez detekce a dale se zlep-
Suje opakovatelnost vysky piku 2-AB.
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Zavér

Byla provedena zakladni spektralni a elektrochemicka
charakterizace BDD filmut s obsahem boru 500-8000 ppm.
Z analytického hlediska se jevi vyznamna zavislost Sitky
potencidlového okna na koncentraci boru a jeji vliv na
velikost piku 2-aminobifenylu pii DP voltametrii, kdy mez
detekce (Lp) lezi pro vSechny filmy v koncentraénim fadu
107 molI"" asrostouci koncentraci boru v BDD filmu
kles4, rozdil mezi elektrodou s obsahem boru 500 ppm (Lp
=72:10""mol I'") a 8000 ppm (Lp = 2,1-107" mol I'!) je
zhruba trojndsobny. Se zvySujici se koncentraci boru
v BDD filmu se zlepSuje opakovatelnost vysky piku 2-AB.
Koncentrace boru v BDD filmech se tudiz jevi jako dtlezi-
ty parametr pfi voltametrickych stanovenich organickych
sloucenin s ohledem na jejich reakéni mechanismus, oxi-
dacni ¢i redukéni potencial a typ elektroanalytické metody.
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Uvod

Pouzivani doplikd stravy rostlinného puvodu se
v poslednich letech stava béznou soucasti naseho zivota,
bohuZel vSak pozitivni vliv biologicky aktivnich latek
muze byt negativné ovlivnén pritomnosti potencialné to-
xickych latek, jako napf. mykotoxini, pyrrolizidinovych
alkaloidl, a rezidui pesticidii. Zdravotni nezavadnost do-
plika stravy, jakozto i relevance zdravotnich tvrzeni uva-
dénych na obalech pripravki, jsou pfedmétem hodnoceni
expertnich paneli Evropského tfadu pro bezpecnost potra-
vin (European Food Safety Authority, EFSA). Maximalni
hladiny kontaminujicich latek v potravinach jsou urceny
evropskymi nafizenimi. Evropska databaze pesticidi uvadi
maximdlni limity rezidui v dané potraviné (MLR). Tato
databaze dale obsahuje i vycet t¢innych latek schvalenych
v Evropé a odkazy na pravni predpisy'. Maximalni mnoz-
stvi mykotoxind v potravinach jsou upravovéana nafizenim
komise (ES) ¢. 1881/2006 (cit.”). Vyskyt fusariovych toxi-
nl v kukufici a ve vyrobcich z kukufice upravuje natizeni
komise (ES) & 1126/2007 (cit.®). Nafizeni komise (ES)
&. 165/2010 udava obsah aflatoxint v potravinach?. Co se
tykd ochratoxinu A, ten je oSetfen v nafizenich komise
(ES) & 105/2010 a & 594/2012 (cit.>). Pro komplexni
posouzeni moznych zdravotnich rizik souvisejicich
s pritomnosti riznych typd kontaminantd neni v soucasné
dobé¢ dostate¢né mnozstvi informaci a tak otazka vysledné-
ho efektu "koktejlu” toxickych latek a slozek s pozitivnimi
ucinky na organismus ziistava oteviena.

Cilem této studie bylo zmapovani kontaminace ko-
meréné dostupnych bylinnych ¢aji na ¢eském trhu mul-
ti-detek¢éni analytickou metodou pro stanoveni Sirokého
spektra produkti sekundarniho metabolismu toxinogen-
nich plisni, pyrrolizidinovychalkaloidd a rezidui pesticidl
s vyuzitim moderni analytické strategie reprezentované
ultra-u¢innou kapalinovou chromatografii spojenou s tan-
demovou vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii
(U-HPLC-HR/MS/MS).

Ziskané vysledky budou poskytnuty EFSA v reakci
na oficialni vyzvu ,,Call for continuous collection of che-
mical contaminants occurrence data in food and feed*,
o shromazd’ovani tidajii o vyskytu vybranych kontaminuji-
cich latek v potravinach a krmivech’.
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Experimentalni ¢ast

Pro simultanni analyzu mykotoxind, pyrrolizidino-
vych alkaloidi a pesticidi byla vyuzita optimalizovana
extrakéni metoda zalozena na pristupu QuEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). 1 g homo-
genniho vzorku byl navazen do 50ml kyvety. Modifikace
klasického piistupu QUEChERS (cit.®) spogivala v deldim
smoceni matrice vzorku okyselenou vodou, delsi dobé
extrakce a findlnim precisténi extraktu s vyuzitim sorbentu
C18. K navazce vzorku bylo ptidano 10 ml 1% HCOOH
ve vodé pro smoceni matrice. Po 30 min bylo ptidano
10 ml acetonitrilu a vzorek byl tfepan na tfepacce po dobu
30 min (240 rpm). Do kyvety byly nasledné ptidany soli
MgS0O4 (4 g) a NaCl (1 g) a vzorek byl intenzivné tfepan
po dobu 3 min. Nasledovala centrifugace po dobu 5 min
pii 10 000 rpm. Po centrifugaci byly z horni acetonitrilové
vrstvy odebrany 2 ml extraktu do malé kyvety
s pfedvazenymi 300 mg MgSO,4a 100 mg sorbentu Bonde-
sil (modifikovana C18). Poté néasledovala centrifugace
2 min pfi 5000 rpm. Takto pfipraveny vzorek byl pfeveden
do vialky a pfipraven k analyze. Pro kvantitativni stanove-
ni sledovanych analyti byla vyuzita moderni metoda
U-HPLC-HR/MS/MS. Tento novy typ hmotnostné-
spektrometrické instrumentace s hybridnim uspofaddanim
analyzator umoziuje identifikaci a kvantifikaci cilovych
analytl i na velmi nizkych hladinach. Charakteristiky ka-
palinové chromatografie, pouzity gradient mobilni faze
a hmotnostné-spektrometrické podminky méfeni jsou shr-
nuty vtab.I az IIl. Celkem bylo analyzovano
389 analytli, tj. 55 mykotoxinti, 11 pyrrolizidinovych al-
kaloidti a 323 pesticidi.

Vysledky a diskuse

Pomoci vySe popsané multi-detekéni metody bylo
analyzovano celkem 23 vzorkti bylinnych caju zakoupe-
nych na ¢eském trhu. V analyzovanych vzorcich bylo sta-
novovano celkem 389 analytl, z toho 55 mykotoxint,
11 pyrrolizidinovych alkaloidd a 323 pesticidil.

Mykotoxiny

Ze vSech analyzovanych vzorkl jich bylo pouze
6 prostych mykotoxinové kontaminace (26 %). Zbylych
74 % vzorkl byly pozitivni na pfitomnost alespon jednoho
mykotoxinu. Mezi detegovanymi mykotoxiny byly alter-
nariol, (detegovan u 5 vzorkil), alternariol-methylether
(detegovan u 3 vzorkd), dale mykofenolova kyselina
(9 pozitivnich vzorkll), diacetoxyscirpenol (2 pozitivni
vzorky), ergotamin (1 pozitivni vzorek), enniatin B
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Tabulka I
Parametry U-HPLC

Parametr Hodnota

Systém UltiMate® 3000 RSLC Dionex

Kolona Accucore aQ (150 x 2,1 mm, 2.6 um) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Teplota kolony 25°C

Pritok mobilni faze 0,4 ml min '

Objem nastriku 2 ul

Mobilni faze pozitivni mod

A: H,0:MeOH (98:2); 5 mM mravenc¢an amonny; 0,1% HCOOH

B: MeOH:H,0 (98:2); 5 mM mravencan amonny; 0,1% HCOOH

negativni mod

C: H;O:MeOH (98:2); 5 mM octan amonny

D: MeOH:H,0 (98:2); 5 mM octan amonny

16 min
viz tab. 11

Délka metody

Gradient mobilni faze

Tabulka IT
Gradient mobilni faze (stejny pro pozitivni i nega-
tivni mod)

Tabulka IIT
Hmotnostné-spektrometrické podminky analyzy

t [min] A/C [%] B/D [%] Hmotnostni spektrometr  Q-Exactive Thermo Fisher Scientific
0 100 0 Ionizace ESI +/-

4 80 20 Nosny/pomocny plyn 32/7 arb.j.

55 60 40 (N2)

10,5 0 100 Teplota kapilary 300 °C

12,9 0 100 Vypatovaci teplota 220 °C

13,0 100 0 Napéti na elektrospreji 3,3kV

16,0 100 0 S-lens hodnota 60

Podminky akvizicniho modu full MS

Rozliseni

Hmotnostni rozsah m/z

70 000 FWHM (High); 1,5 Hz
80-1200

Podminky akvizicniho modu ddMS2

Rozlieni

Hmotnostni rozsah m/z

17 500 FWHM (Medium); 12 Hz

50 - m/z fragmentovaného analytu

(detegovan u 6 vzorki), enniatin B1 (5 pozitivnich vzor-
ki), enniatin Al (6 pozitivnich vzorkll), enniatin A
(4 pozitivni vzorky), T-2 toxin (1 pozitivni vzorek) a beau-
vericin (4 pozitivni vzorky). Nejcastéji detegovanym my-
kotoxinem byla mykofenolova kyselina, a to v rozmezi od
6 do 796 ng kg .

Na obr. 1 je uveden piehled celkové mykotoxinové
kontaminace vSech analyzovanych vzorkil. Nejvice konta-
minovanym vzorkem byl ztohoto pohledu vzorek ¢. 19
(1196 pgkg™"), vzorek 15 (1003 pgkg') a vzorek &.
2 (689 ngkg™), ten obsahoval zaroven i nejvyssi pocet
detegovanych mykotoxini (8) z 56 analyzovanych (14 %).
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Pesticidy

Z celkového poctu 23 vzorkll pouze u tfech nebyly
nalezeny zadné pesticidy. Z 323 sledovanych pesticidd
jich bylo identifikovéano a kvantifikovano celkem 16 (5 %).
Jednalo se o bentazone, ktery byl detegovan u dvou vzor-
ku, dale pak MCPA (detegovan u 2 vzorkl), matazachlor
(detegovan u 1 vzorku), dale metalaxyl (2 pozitivni vzor-
ky), azoxystrobin (2 pozitivni vzorky), fenpyroximate
(2 pozitivni vzorky), carbendazim (6 pozitivnich vzorkil),
imamethabenz-methyl (1 pozitivni vzorek), propamocarb
(1 pozitivni vzorek), propiconazole (3 pozitivni vzorky),
piperonyl butoxide (detegovan u 12 vzorki), propargite
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Obr. 1. Koncentrace mykotoxinii v analyzovanych vzorcich [pg kg™'|

(2 pozitivni  vzorky), pirimiphos-methyl (7 pozitivnich
vzorkil), tetraconazole (1 pozitivni vzorek), quizalofop
(1 pozitivni vzorek) a chlorpyrifos, ktery byl detegovan
u 2 vzorku. Nejcastéji se vyskytujicim pesticidem byl pipe-
ronyl butoxide, ten se vyskytoval v 52 % vSech analyzova-
nych vzorkd, a to v rozmezi od 39 do 526 ug kg

Z obr. 2, ktery shrnuje celkovou kontaminaci rezidui
pesticidi, je patrné, ze nejvyssi koncentrace byla zjisténa u
vzorku &. 21 a to celkové 6220 pg kg™'. Nejvyssi podil na
kontaminaci mél pesticid MCPA, 5800 ug kg’l. Pro tento

pa/kg
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10 11

herbicid legislativa udava maximalni rezidudlni limit
(MRL). Ten byl v tomto piipadé¢ prekrocen 58x.
Legislativa pro jednotlivé pesticidy dale udava tzv.
akceptovatelné denni piijmy (ADI), coz je mnozstvi rezi-
dua pesticidu, které Ize denné ptijmout z potravin, aniz by
to negativné ovlivnilo zdravi konzumenta. Z pohledu ADI
a kontaminace analyzovanych vzorki je jedinym vyznam-
nym nalezem pesticid MCPA ve vzorku ¢. 21. ZjiSténa
koncentrace MCPA (5800 pgkg™') byla prepogitina na
vyrobcem doporucenou denni davku bylinného Caje a bylo

MCPA 5800 pg/kg,
carbendazim 4 pg/kg,
piperonyl butoxid 416 pg/kg

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

é.vzorku

Obentazone

O Metalaxyl
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B Propiconazole
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Obr. 2. Koncentrace pesticidii v analyzovanych vzorcich [ug kg™
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vyjadieno mnozstvi MCPA, které mize konzument pro-
stiednictvim tohoto vyrobku potencialné denné pfijmout.
P1i poZiti maximalni doporuc¢ené denni davky, kterou uda-
va vyrobce pro vzorek €. 21, by byl ADI tohoto herbicidu
vycerpan z 62 %. Toto zjiSténi je znepokojujici predevsim
proto, ze je tento pesticid oznacen za potencialné karcino-
genni a je pravdépodobné, Ze konzument kontaminované-
ho vzorku muize ptijmout za den tento pesticid i z dalSich
zdroju.

Pyrrolizidinové alkaloidy

Jak uvadi obr. 2, kontaminaci PA vykazovaly pouze
3 vzorky. Z 11 sledovanych bylo kvantifikovano 6 pyrroli-
zidinovych alkaloidd. Vzorek s nejvyssim poctem vyskytu-
jicich se PA byl vzorek €. 2. Ten obsahoval 6 riznych PA,
a to retrosine, retrosine-N-oxide,senecionine, seneciphyli-
ne, seneciphyline-N-oxide, senecionine-N-oxide. Celkova
kontaminace PA u tohoto vzorku dosihla 700 mg kg .
Tento bylinny ¢aj je urCen na podporulécby jater, coz
z divodu hepatotoxicity pyrrolizidinovych alkaloidd maze
predstavovat pro konzumenta potencialni zdravotni riziko.
Pro pyrrolizidinové alkaloidy dosud nebyly stanoveny
limity upravujici jejich koncentrace v potravinich.
V soucasné dobé existuje pouze védecké stanovisko evrop-
ského ufadu pro bezpe¢nost potravin, které poslouzi jako
podklad pro tvorbu legislativnich limitd’.

Zavér

Vramci této studie bylo analyzovano 23 bylinnych
Caji zakoupenych na ceském trhu s vyuzitim multi-
detekéni metody pro stanoveni 389 analytd, z toho
55 mykotoxint, 11 pyrrolizidinovych alkaloidd a 323 pes-

ticidl. Celkem bylo kontaminovéno alesponi jednou
z uvedenych skupin kontaminanti 96 % analyzovanych

ug/kg
800 -

700 A
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500 A
400 A
300 A

200 A

0 .
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vzorkil. Mykotoxinovd kontaminace byla zjiSténa u 17
vzorkl. Pesticidy byly detegovany u 20 vzorkl a pyrroly-
zidinové alkaloidy u 3 vzorkdi. Z celkového poctu 389
stanovovanych analyti bylo kvantifikovano 33 analyt
(8,5 %), 11 mykotoxinli, 6 pyrrolizidinovych alkaloidl
a 16 pesticidii. Ve 13 vzorcich bylo dokonce detegovano
prekroceni MRL alespoii jednim z detegovanych pesticidil.
Z pohledu limitd TDI a ADI je vyraznym problémem konta-
minace vzorku ¢aje €. 21 potencidlné karcinogennim herbici-
dem MCPA, ktery byl detegovan na hlading 5800 pgkg™.
Pfi procentualnim vyjadieni piijmu ADI to predstavuje 62%,
coz je vzhledem k moznému piijmu z potravin, které jsou
v potravnim kosi zastoupeny vyznamngji, znacnym problé-
mem. Pouzivani dopliki stravy rostlinného ptvodu
v poslednich letech stale stoupa, bohuzel vsak pozitivni
ucinek na lidsky organismus mize byt znacné ovlivnén
pfitomnosti kontaminujicich latek. Pro velkou vétSinu
z nich dosud nebyly stanoveny legislativni limity. Z davo-
du ochrany zdravi konzumenti je nutné vyvijet dostatecné
citlivé analytické metody a sledovat kontaminace téchto
ptipravk.

Studie byla provedena za podpory (i) Prazského vyso-
koskolského analytického centra pro ochranu zdravi, bez-
pecnosti potravin a ochranu zivotniho prostiredi, Operacni
program Praha — Konkurenceschopnost (CZ.2.16/3.1.00/22197)
a (i) Narodniho programu udrzitelnosti (NPU I (LO)
MSMT — 34870/2013).
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