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22. ro¢nik celostatni soutéZe o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka
chemie o ,,Cenu Karla Stulika 2019

Jednim z hlavnich ukolti Ceské spole¢nosti chemické
by méla byt péce o nastupujici generaci chemikd, bez které
si 1ze jen obtizné predstavit Gspésny rozvoj této discipliny
v Ceské republice. Neobyéejné zasluznym poéinem odbor-
né skupiny analytické chemie CSCH v této oblasti je orga-
nizace soutéZze o nejlepsi studentskou védeckou praci
v oboru analytickd chemie. Jiz 22. ro¢nik této soutéze,
ktera od roku 2015 nese jméno profesora Stulika, byl jisté
distojnym ucténim jeho pamatky. V letoSnim roce tato
soutéz probéhla ve dnech 6.—7. inora 2019 pod zastitou
deékana Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity
doc. Mgr. Tomase Kasparovského, Ph.D. v prostorach
Univerzitniho centra ve Slapanicich. Diky vynikajici praci
organizacniho vyboru ve sloZzeni prof. RNDr. Viktor Ka-
nicky, DrSc., prof. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D., Mgr.
Miroslava Bittova, Ph.D. a Mgr. Filip Smrcka prob¢hla
soutéz neprosto bezchybné a v pfivétivé, byt ve védecky
naro¢né atmosfére.

Soutéze se v roce 2019 zhcastnilo celkem 19 studentl
ze 4 Ceskych a jedné slovenské vysoké Skoly, uvedenych
na www strankach soutéze http://ustavchemie.sci.muni.cz/
Stulik 2019 uvod). Vzhledem k vysoké odborné urovni
pfihlaSenych studentskych praci a jejich mimofadné kvalit-
ni prezentaci, dokazujici zajem i motivaci vSech soutézi-
cich, bych na tomto misté rad podékoval nejen vSem souté-
zicim bez ohledu na jejich umisténi, ale i jejich matetskym
pracovistim, bez jejichZz pomoci by tak kvalitni prace po-
chopitelné nemohly vzniknout. Jako kazdy rok, tak i letos
porota reprezentovala prakticky vSechny zicastnéné Skoly
a pracovala ve slozeni prof. RNDr. Jifi Barek, CSc.
(Univerzita Karlova, Praha), prof. Ing. René Kizek, DrSc.,
MBA (Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno), doc.
Ing. Zdetika Kolska, Ph.D. (Univerzita J. E. Purkyné, Usti
nad Labem), prof. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D.
(Masarykova univerzita, Brno), doc. Ing. Kamil Zaruba,
Ph.D. (VSCHT Praha), doc. Ing. David Milde, Ph.D.
(Univerzita Palackého v Olomouci), Ing. Radmila Rapko-
vé (Chemické listy), doc. Ing. Lubomir Svorc, Ph.D.
(Slovenska technickd univerzita v Bratislave) a prof. Ing.
Vaclav Svoréik, DrSc. (VSCHT Praha). I viem &lentim
této poroty patii mtj dik za obétavou a neziStnou praci
nepochybné ucinné pomahajici nastupujici generaci mla-
dych analytickych chemik.

Hodnotici komise se po vyslechnuti vSech piispévki
rozhodla vedle 1. mista v soutézi ud¢lit dvé 2. mista a tfi
zvlastni ceny poroty.
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1. misto ziskala Bc. Vatrskova Lenka (studentka oboru
Forenzni biologickd analyza na Fakult¢ potravinarské
a biochemické technologie VSCHT Praha) za praci Fo-
renzni elektrochemie novych psychoaktivnich latek vypraco-
vanou na Ustavu analytické chemie, FCHI VSCHT Praha

2. misto ziskali souc¢asné

Chufistova Sofiia (Ustav inZenyrstvi pevnych latek,
VSCHT Praha) za praci Pokrogila plazmonika pro detekci
stopovych mnozstvi vodiku a

Be. Ha$8o Marek (Ustav analytickej chémie, Slovenska
technicka univerzita v Bratislavé) za praci Miniaturizova-
ny elektrochemicky senzor na stanovenie teobrominu
v ¢okoladovych vyrobkoch

Zvlastni cenu poroty ziskali

Hekerle Lukas§ (Ustav chemie, MU Brno) za praci Opti-
malizace HPLC pomoci matematického planovani
Lacmanova Tereza (Katedra analytické chemie, FaF UK
v Hradci Kralové) za praci Vyuziti superkritické fluidni
chromatografie v analyze piirodnich latek

Sehnal Karel (Ustav humanni farmakologie a toxikologie,
VFU Brno) za praci Biofyzikalni analyza stfibrnych nano-
¢astic pfipravenych zelenou syntézou a vyuziti pro 3D tisk
antibakteriadlniho materialu

Chci zde poblahoptat vS§em ocenénym za jejich exce-
lentni vykony a i vSem soutézicim pod€kovat za jejich
ochotu odvést vice nez je zakladni penzum vysokoskolské-
ho studenta analytické chemie. Mé podékovéni patfi i Ing.
Radmile Rapkové, vykonné redaktorce dasopisu Chemické
listy, a doc. RNDr. Vlastimilu Vyskocilovi, Ph.D. za pii-
pravu zvlastniho elektronického cisla Casopisu Czech
Chemical  Society =~ Symposium  Series  (http://
www.ccsss.cz/) vénovaného této soutézi. A v neposledni
fad¢ patii velky dik nas vSech a celé analytické komunity

Foto: Ocenéni soutézici o Cenu Karla Stulika 2019. Zleva: Marek
Hasso, Sofiia Chufistova, Tereza Lacmanova, Lenka Vatrskova,
Lukas Hekerle, Karel Sehnal. Nahore prof. J. Barek (predseda
OS analytické chemie CSCH), prof. P. Lubal (predseda organi-
zacniho vyboru soutéze)



v Ceské republice viem partnerim a sponzorti soutdze,
jejichz loga si dale dovolujeme otisknout, za jejich podpo-
ru, bez které by tato soutéz nikdy neprobéhla.

A na zavér s radosti oznamuji Ceské analytické komu-
nit&, Ze nelehkého tkolu zorganizovat dalsi kolo soutéZe
o0 Cenu Karla Stulika ve dnech 5. a 6. unora 2020 se ujal
tym koleg z Katedry analytické chemie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze pod vedenim doc.
RNDr. Vlastimila Vyskocila, Ph.D. v rdmci oslav 100.
vyro¢i zalozeni této fakulty a ze zastitu nad touto soutézi
pro rok 2020 ptevzal dékan PiF UK v Praze prof. RNDr.
Jifi Zima, CSc.

Jiri Barek
Predseda odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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VYUZITI SUPERKRITICKE FLUIDNI CHROMATOGRAFIE V ANALYZE

PRIRODNICH LATEK

TEREZA LACMANOVA®, KATERINA
PLACHKA?, VERONIKA PILAROVA?, LUCIE
CAHLIKOVA” a LUCIE NOVAKOVA®

¢ Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Kralové, Katedra analytické chemie, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Krdlové, ® Univerzita Karlova, Farmaceu-
ticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické
botaniky, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
lacmanot@faf-cuni.cz

Uvod

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je sepa-
rac¢ni metoda, kterd byla diky moderni instrumentaci zno-
vuobjevena teprve v poslednich dvaceti letech. SFC se
stala ekologickou alternativou kapalinové (HPLC) a ply-
nové (GC) chromatografie. Jako mobilni faze je vyuzivan
oxid uhli¢ity (CO,) v nadkritickém stavu. Zavedenim pfi-
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davkt organickych modifikatorti a aditiv k CO, se spek-
trum analytl roz§itilo smérem k polarnéjsim slouc¢eninam.
Pokrocilou verzi SFC vyuzivajici castic mensich nez
2 mikrometry je ultra-vysokouc¢inna superkriticka fluidni
chromatografie (UHPSFC). Cilem této prace bylo ovéfit
vhodnost UHPSFC-MS metody pro analyzu ptirodnich
latek. Pro analyzy byly vybrany latky ze skupiny alkaloidi
a fenolické slouceniny.

Prvni skupinou byly alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae
(amarylkovité) vykazujici potencidlni ucinek v 1é¢bé Al-
zheimerovy demence. Jejich chemické struktury, zkratky
a barevné rozdéleni do skupin isomert jsou na obr. 1.

Druhou skupinou byly fenolické latky — flavonoidy
rutin, kvercetin a jejich metabolity. Vzhledem k vyznamné
antioxidacni aktivité jsou tyto latky spojované s prevenci
kardiovaskuldrnich onemocnéni. V rdmci prace bylo ana-
lyzovano 10 zastupct (obr. 2): rutin (RUT), kvercetin
(QCE), dva derivaty se strukturou kvercetinu — tamarixe-
tin (TMX), isorhamnetin (IRN) a Sest fenolickych kyselin
— kyselina homovanilinova (HVA), kyselina 3-(3-hydro-
xyfenyl)propionova (HFP), kyselina 3,4-dihydroxy-
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Obr. 1. Chemické struktury alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae a jejich barevné rozdéleni dle molekulové hmotnosti
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Obr. 2. Chemické struktury fenolickych latek

fenyloctovd (PAA), kyselina 3-hydroxyfenyloctova
(HFA), 4-methylkatechol (4MC) a floroglucinol (PG).

7 wr

Experimentalni ¢ast

Standardy alkaloidi byly izolovany na Katedfe far-
maceutické botaniky FaF UK, standardy fenolickych latek
pochazely z vice zdroji (Sigma-Aldrich, Extrasynthase
a Toronto Research Chemicals). Rozpoustédla methanol
(HiPerSolv Chromanorm) a acetonitril (Merck KGaA)
byla ¢istoty LC-MS grade. Oxid uhlicity (CO, > 99 %) byl
od firmy Messer. Mezi aditiva mobilnich fazi pattil 25%
roztok amoniaku (Merck KGaA) a mravencan amonny
(Sigma-Aldrich). UHPSFC analyzy probéhly na systému
Acquity UPC? (Waters, Milford, USA). Prvnim krokem
byl screening stacionarnich fazi (od firmy Waters): Acqui-
ty UPC? BEH 2-EP, Viridis HSS C18 SB, Acquity UPC?
BEH, Torus DIOL, Torus 2-PIC, Torus DEA, Acquity
UPC?> CSHPFP, Torus 1-AA, Cortecs HILIC a Acquity
UPLC BEH Amide. Rozméry kolon byly 100 x 3,0 mm
a velikost Castic 1,7 pm. Vyjimkou byly rozméry 100
x 2,1 mm a velikost ¢astic 2,7 pm u Cortecs HILIC
a velikost ¢astic 1,8 pum u HSS C18. Screeningové analyzy
probéhly za podminek: pritok 1,5 ml min™', teplota 40 °C,
BPR tlak 140 bar (2030,5 psi), nastiik vzorku byl 2 ul.
Gradientova eluce zacinala izokratickym krokem pfi 2 %
organického modifikatoru s aditivem po dobu 1 min, od
1. do 4. min se zvySovala na 40 %, od 4. do 5. min byl
nastaven izokraticky krok a poté do 7. min klesalo mnoz-
stvi organického modifikatoru s aditivem na 2 %. Analyty
byly detegovany pomoci Acquity UPC? PDA detektoru pii
vinové délce 290 nm pro alkaloidy a 220 nm pro fenolické
latky. Pro hmotnostni detekci byl vyuzit QDa detektor,
kdy alkaloidy byly ionizovany pomoci kladného (ESI")
a fenolické latky pomoci zaporného (ESI") modu.
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Vysledky a diskuse

Zakladni screening byl proveden na 10 riznych staci-
onarnich fazich se 4 mobilnimi fazemi: (1) COy/MeOH
(methanol), (2) COyMeOH + 0,1 % NHj;, (3) COf
MeOH + 10 mM AmF (mraven¢an amonny), (4) CO,/
MeOH + 10 mM AmF + 2 % H,0, kdy bylo ziskano
40 chromatogramti pro ob¢ skupiny latek. V ramci naleze-
ni nejlepsi staciondrni a mobilni faze byly optimalizovany
chromatografické podminky, coz zahrnovalo zménu orga-
nickych modifikatord a aditiv, zménu obsahu modifikatoru
pfi gradientové eluci a dale zménu hodnot tlaku a teploty.
Ve skupiné alkaloidl byla kvili vyskytu né€kolika isomert
stéZejnim cilem U¢innd separace. V pripadé fenolickych
latek byl z divodu rtznorodosti chemickych struktur
a odliSnosti fyzikalné-chemickych vlastnosti feSen problém
jejich separace v ramci jedné chromatografické analyzy.

Optimalizace UHPSFC metody pro alkaloidy ¢eledi
Amaryllidaceae

Z velkého mnozstvi chromatogrami ziskanych
v primarnim screeningu (tab. I) bylo vybrano 8 nejlepsich
kombinaci stacionarni a mobilni faze (obr. 3). Uspééného
oddéleni vsech analytt bylo dosazeno na kolonach Torus
DIOL, Torus 2-PIC, Torus DEA a Torus 1-AA. Nejlepsich
separaci na zakladni linii bylo dosaZeno se v§emi mobilni-
mi fazemi na kolon¢ Torus DEA. Z divodu pfitomnosti
isomerd byla na této kolon¢ vyhodna vétsi Sitka okna re-
tencnich Cast. Prave tato kolona byla predmétem optimali-
zace slozeni mobilni faze a gradientové eluce. Vysledny
chromatogram s optimalizovanymi podminkami je uveden
na obr. 4.

ALKALOIDY c¢eledi Amaryllidaceae

SF + MF A tR [min]

15 2 25 3 35 4 45 5
BEH 2-EP 10

MeOH + 10 mM AmF

BEH

I
MeOH + 0.1 9% NH,OH 10

BEH

——
MeOH + 10 mM AmF 10

Torus DIOL

—
McOH + 10 mM AmF 12

Torus 2-PIC

MeOH + 10 mM AmF 12

Torus DEA
MeOH + 10 mM AmF

12

CSH PFP

MeOH + 10 mM AmF u

Torus 1-AA

MeOH + 0,1 % NH40H

Obr. 3. Velikost separacniho okna dle reten¢nich ¢asi eluova-
nych alkaloidi pro 8 nejlepSich separaci
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Tabulka I

Cena Karla Stulika 2019

Vysledky primarniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi pro UHPSFC analyzu alkaloidt celedi Amaryllidaceae
vyjadiené poctem eluovanych pikl a poctem separovanych analytil

MeOH MeOH MeOH + 101\:1\.&}‘14@
+0,1% NH; +10 mM AmF +2% H,0
cluované | separované | eluované | separované | eluované | separované | eluované | separované
piky | alkaloidy | piky | alkaloidy | piky | alkaloidy | piky | alkaloidy
1. BEH 2-EP 9 12 9 12 10 12 9 12
2. HSS C18 0 0 8 9 8 11 8 11
3.BEH 9 12 10 12 10 12 9 12
4. Torus DIOL 11 12 11 12 12 12 11 12
5. Torus 2-PIC 10 12 11 12 12 12 11 12
6. Torus DEA 12 12 12 12 12 12 12 12
7. CSH PFP 8 11 7 12 11 12 11 12
8. Torus 1-AA 7 12 12 12 10 12 10 12
9. Cortecs HILIC 4 6 11 12 8 12 10 12
10. BEH Amide 6 9 9 12 9 12 9 12
0.075
TZT
HLC HIP EPM
2
UND
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Minutes

Obr. 4. Optimalni chromatografické podminky pro UHPSFC analyzu alkaloidu: separacni kolona Torus DEA (3,0 x 100 mm;
1,7 um), mobilni faze CO,, organicky modifikator MeOH + ACN (acetonitril) (1:1), aditivam 0,1 % NHj, pritok 1,5 ml min”', dav-
kovany objem 2 pl, rozpoustédlo ACN, teplota 40 °C, tlak 140 bar / 2031 psi, gradientova eluce 4-20 %, UV detekce 290 nm, MS
detekce MS sken v kladném ESI" médu, 60-500 Da

Optimalizace UHPSFC metody pro fenolické latky

optimalizaci vybrana kolona Torus DIOL. NejvétSim pro-
blémem zde byla eluce flavonoidi (rutin a slouceniny

Analyzy fenolickych latek na kolonach Torus DIOL, odvozené od kvercetinu) z kolony. Z tohoto divodu se
Torus DEA, BEH a BEH Amide poskytovaly nejlepsi tedy metoda jevi jako vhodna zejména pro fenolické kyse-
separaci analytil (tab. II). Pro vybrané podminky separaci liny. Na obr. 6 je zobrazen chromatogram fenolickych
byl vyhotoven pruhovy graf znazornujici velikost separac- latek za pouziti optimalizovanych podminek.

niho okna analytl (obr. 5). Z diivodu eluce nejvétsiho po-
¢tu analytd a symetrickému tvaru pikd byla pro nasledujici
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Tabulka II

Cena Karla Stulika 2019

Vysledky primarniho screeningu stacionarnich a mobilnich fazi pro UHPSFC analyzu fenolickych latek vyjadifené poctem

eluovanych pikil a poctem separovanych analyt

MeOH
MeOH ~ MeOH e e | +10mMAmF
+0,1% NH; +2% H,0
eluované | separované eluované | separované eluované | separované eluované | separované
piky flavonoidy piky flavonoidy piky flavonoidy piky flavonoidy

1. BEH 2-EP 5 5 5 5 5 5 5 5

2. HSS C18 2 2 4 6 2 2 2 2

3.BEH 6 6 6 6 5 6 6 6

4. Torus DIOL 8 8 8 8 8 8 8 8

5. Torus 2-PIC 5 5 5 5 5 5 5

6. Torus DEA 6 6 6 6 5 5 5 5

7. CSH PFP 4 4 4 3 2 2 2 2

8. Torus 1-AA 6 6 5 5 5 5 5 5

9. Cortecs HILIC 7 6 5 5 5 5 4 4

10. BEH Amide 6 6 5 5 7 6 7 6

FENOLICKE LATKY Zavér

SF + MF s 3 A3 ER [m:n] s s ss Pro obé skupiny ptirodnich latek byla vyvinuta analy-
, : . : piny p yla vy Yy
BEH 2-EP icka Ziti < -
o HZER —— thka metoda s vyuzitim UHPSFC. Chromatograﬁcvke pod
’ ¢ minky byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co
BEH — nf:j loep§i selektiyity, vyso.kézhcl roz}iﬁeni a gymetrickych
MeOH pikl. Pro skupinu alkaloidt Eeledi Amaryllidaceae byla
Torus DIOL nejvhodnéjsi analyza na koloné Torus DEA, kde se eluo-

MeOH + 0,1 % NH,OH
Torus 2-PIC MeOH

Torus 2-PIC
MeOH + 0,1 % NH,OH

Torus DEA
MeOH + 0,1 % NH,OH

BEH Amide 6

MeOH
BEH Amide 5
MGOH + 0,1 % NH,OH —

Obr. 5. Velikost separacniho okna dle reten¢nich ¢asu eluova-
nych fenolickych latek pro 8 nejlepSich separaci

60

valy vSechny analyty a isomery byly dostate¢né separova-
né. Nejvyhodnéjsi pro separaci fenolickych kyselin byla
shledana kolona Torus DIOL, nicméné eluce flavonoid-
nich struktur (kvercetinu a jeho glykosidu rutinu) prozatim
zlstala pfedmétem budouci optimalizace. Cilena a rychla
analyza téchto dvou skupin pfirodnich latek mize slouzit
k pochopeni jejich metabolismu a vysvétleni 1écivych
ucinki na lidsky organismus.

Tato prace vznikla za podpory projektu EFSA-CDN
(reg. ¢.: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000841) spolufinan-
covaného z EFRR a SVV No. 260412/2018.
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Obr. 6. Optimélni chromatografické podminky pro UHPSFC analyzu fenolickyh latek: separacni kolona Torus DIOL (3,0 x 100
mm; 1,7 um), mobilni faze CO,, organicky modifikator MeOH, aditivum 0,1 % NH; + 2 % H,O, pritok 1,0 ml min’!, davkovany objem 2
ul, rozpoustédlo MeOH, teplota 40 °C, tlak 140 bar / 2031 psi, gradientova eluce 2-50 %, UV detekce 220 nm, MS detekce MS sken

v negativnim (ESI") médu, 90-620 Da
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Chromatography in Natural Products Analysis

The goal of this study is to verify the suitability of
UHPSFC method with PDA and MS detection for analysis
of natural products. For the analyzes, two representatives
of natural compounds — the alkaloids of the family Amaryi-
lidaceae with effect in the treatment of Alzheimer’s dis-
ease and phenolic compounds with antioxidant activity —
flavonoid rutin, quercetin and their metabolites were chosen.

Separations were carried out on the UHPSFC system
Acquity UPC* with PDA and MS detector. The basic
screening was performed on 10 stationary phases: BEH
2-EP, HSS SB C18, BEH, Torus DIOL, Torus 2-PIC,
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Torus DEA, CSH PFP, Torus 1-AA, Cortecs HILIC and
BEH Amide. Four mobile phases were tested: 1. CO, +
MeOH, 2. CO, + MeOH + 0.1 % NH,OH, 3. CO, + MeOH
+ 10 mM ammonium formate, and 4. CO, + MeOH
+ 10 mM ammonium formate + 2 % H,0O. Separation con-
ditions were as follows: flow rate 1.5 ml/min, temperature
40 °C, pressure 140 bar, gradient elution from 2 % to 40 %
within 4 minutes, with two isocratic steps at the beginning
and at the end of the gradient. Detailed optimization of the
chromatographic conditions involved changing the compo-
sition of the mobile phases, changing the gradient elution,
and the pressure and temperature settings.

The UHPSFC method was developed for both groups
of natural compounds and the conditions were optimized
to achieve the best selectivity. In the alkaloid group, effec-
tive separation of isomers was a critical issue. In the case
of phenolic compounds, the problem of elution and separa-
tion within one analysis had to be solved due to their dif-
ferent physicochemical properties. For the Amaryllidaceae
family alkaloids, analysis on a Torus DEA column with
CO, + MeOH/ACN (1:1) + 0.1 % NH4;OH mobile phase
was the most suitable, and allowed separation of all ana-
lytes. The separation of phenolic compounds was achieved
with Torus DIOL column with a mobile phase of
CO; + MeOH + 0.05 % NH4OH + 2 % H,O. However the
elution of quercetin and its glycoside rutin remained sub-
ject of future optimization. Targeted analysis of both
groups of natural compounds can be used to explain their
metabolism and health effects on the human body.

Keywords: alkaloids of the Amaryllidaceae family, phe-
nolic compounds, rutin, quercetin, UHPSFC-PDA/MS,
method development, optimization of chromatographic
conditions
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STILBAZOLU

TEREZA NAVRATILOVA, KAROLINA
KUCAKOVA a BOHUMIL DOLENSKY

Ustav analytické chemie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
navratit@vscht.cz

Klicova slova: solvatochromismus, chemicky jazyk,
barvivo citlivé na polaritu, analyza rozpoustédel

Uvod

Chemické jazyky jsou sdruzena senzorova pole indi-
katord o rizné selektivité a citlivosti, kterd umoznuji jed-
noduchou analyzu kapalného chemického individua nebo
viceslozkovych systémtll. Vyhodnocenim signalt ziska-
nych ze senzorového pole Ize ziskat komplexngjsi infor-
maci o obsazenych analytech ve vzorku nez pfi pouziti
samostatného indikatoru. Chemické jazyky mohou byt
vyuzity naptiklad pfi kontrole &istoty vod', organickych
rozpoustédel &i kvality pohonnych hmot?.

Vhodnymi indikatory pro chemické jazyky jsou sol-
vatochromni latky, napf. derivaty stilbazoldi, které jsou
schopné ménit svou barvu v zavislosti na polarité prostiedi
ve svém okoli’. Tyto latky maji strukturu tzv. push-pull
systému. Jejich strukturni zéklad tvoii N-alkylovany stilba-
zol, kde dusik vystupuje jako elektron-donorni skupina. Na
druhé strané molekuly je pak elektron-akceptorni skupina,
napf. kyslik. Tyto dvé skupiny jsou spojeny systémem
konjugovanych dvojnych vazeb, tzv. n-elektronovym
mustkem. Svou pfitomnosti n-elektronovy mistek vyrazné
polarizuji, coz zptsobuje energetickou nerovnocennost
rezonancnich stavii molekuly. Toto usporadani v molekule

1. (CH,C0),0, reflux

umoziuje vnitini pfenos naboje z donoru na akceptor, coz
umozZiuje zmény zbarveni indikatoru®.

Pro konstrukci optickych chemickych jazykt je vy-
hodna imobilizace solvatochromnich latek na pevném
povrchu. Pro uchyceni indikatoru na povrch nosice lze
vyuzit riznych pfistupit od nekovalentniho navazani pro-
stfednictvim nekovalentnich interakei (fyzisorpce) po ko-
valentni navazani prostfednictvim chemickych vazeb
(chemisorpce)’.

Cilem této prace bylo pfipravit stilbazoly A, B, Ca D,
které se lisi povahou substituentll na aromatickych jadrech
(viz obr. 1) a tyto stilbazoly charakterizovat NMR spektro-
skopii. Po N-alkylaci pfipravenych stilbazold 1ze ocekavat
odlis$né solvatochromni chovani.

Experimentalni ¢ast

Vychozi 4-methylpyridin (Cistota 98 %), 3,4,5-tri-
hydroxybenzaldehyd (Cistota 98,0 %) a 4-hydroxy-
benzaldehyd (Cistota 98,0 %) byly zakoupeny od firmy
T.C.I. Co., Ltd. 4-Methyl-2-pyridinkarbonitril (Cistota
97 %), 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd hemihyd-
rat (Cistota 99 %) a syringaldehyd (Cistota 98 %) byly za-
koupeny od firmy Sigma-Aldrich.

Stilbazol A byl pripraven aldolovou kondenzaci
4-methylpyridinu (1,75 g; 18 mmol) a 3,5-di-terc-butyl-4-
-hydroxybenzaldehyd hemihydratu (4,46 g; 19 mmol)
v acetanhydridu (20 ml) pfi teplot¢ 150 °C (reflux) po
dobu 3 dni. Stilbazol B byl pfipraven aldolovou konden-
zaci 4-methylpyridinu (2,23 g; 24 mmol) a syringaldehydu
(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd; 4,38 g; 24 mmol)
v acetanhydridu (20 ml) pfi teplot¢ 150 °C (reflux) po
dobu 3 dnd. Stilbazol C byl pripraven aldolovou konden-
zaci 4-methyl-2-pyridinkarbonitrilu (0,90 g; 8 mmol)
a 3,4,5-trihydroxybenzaldehydu (1,37 g; 9 mmol)

CH, CHO
AN
+
_Z
N R R’ R’
OH

stilbazol A ... R' =H; R = tBu; R®* = tBu
stilbazol B ... R' = H; R? = OMe; R® = OMe
stilbazol C ... R' = CN; R? = OH; R®* = OAc
stilbazol D ... R'=H; R®=H; R®*=H

Obr. 1. Schéma piipravy stilbazoli A, B,CaD

2. H,0, led
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v acetanhydridu (20 ml) pfi teploté 150 °C (reflux) po do-
bu 3 dnu. Stilbazol D byl ptipraven aldolovou kondenzaci
4-methylpyridinu (9,48 g; 0,10 mol) a 4-hydroxy-
benzaldehydu (15,24 g; 0,13 mol) v acetanhydridu (20 ml)
pti teploté 170 °C (reflux) po dobu 24 hodin.

Pribéh chemickych reakci byl sledovan pomoci TLC
analyzy. Pouzitd vyvijeci soustava byla chloro-
form:methanol 98:2. Surové produkty reakci A, B a C byly
po vychladnuti nality na led a zpracovany extrakci mezi
H,0 a CH,Cl,. Do spojenych organickych frakci bylo pfi-
dano susidlo (bezvody Na,SO,4) a z roztoku nad susSidlem
byly odebrany vzorky pro TLC a NMR analyzy. Po odfil-
trovani susidla a odpafeni rozpoustédla byly ziskany pre-
Cisténé surové produkty. Reakci A bylo ziskano 6,21 g
surového produktu, coz ¢ini vytézek 93 %. Reakci B bylo
ziskano 6,61 g surového produktu, coz Cini vytézek 92 %.
Reakcei C bylo ziskano 2,27 g surového produktu, coz ¢ini
vytézek 67 %. Tyto produkty byly dale izolovany a alkylo-
vény. Stilbazol A byl izolovéan sloupcovou chromatografii
na silikagelu (velikost pori 60 A, velikost &astic 40 az
63 um) od firmy Material Harvest, Cambridge, UK. Mo-
bilni fazi byl chloroform:methanol (0,5-20 % MeOH, gra-
dientova eluce).

Surovy produkt D byl zpracovéan nalitim na led, na-
slednou dekantaci vzniklé srazeniny a rekrystalizaci
z acetonitrilu. Vyslednym produktem byl Zluty praSek.
Reakci bylo ziskano 12,47 g produktu, coz Cini vytézek
51 %. Ptipravena latka (0,10 g; 0,42 mmol) byla nasledné
alkylovana  (3-jodpropyl)trimethoxysilanem (0,19 g;
0,64 mmol) v acetonitrilu (3,5 ml) pfi teplot¢ 60 °C
po dobu 3 dnti za vzniku soli 3 (obr. 2). Tato stl byla ko-
valentn€ imobilizovadna na povrchu silikagelu a takto pfi-
praveny material byl testovan na solvatochromni chovani.
Celkem bylo pfipraveno 6,89 g modifikovaného silikagelu.

Analyza vzniklych smési a identifikace pfipravenych
latek byla provedena NMR spektroskopii za vyuziti 'H
a "C NMR spekter a koreladnich 2D NMR spekter, a to
'H-'H COSY, 'H-'H ROESY, 'H-"C HSQC, 'H-"C

Y,
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HMBC a 'H-""N HMBC. Vzorky pro NMR analyzu byly
rozpoustény v deuterovaném chloroformu (99,96 at.% D,
0,03 0bj.% TMS) od firmy Sigma-Aldrich. K méfeni byly
pouzity NMR kyvety Wilmad WG-1000-7. NMR meéfeni
probihalo na pfistroji JEOL JNM-ECZR od firmy Jeol
Resonance s pracovni frekvenci 500 MHz. V 'H NMR
a v >C NMR byl pro referenci pouzit zbytkovy signal roz-
poustédla CHCl; (‘H NMR: 726 ppm; “C NMR:
77,23 ppm). Jadra byla métena pti pracovnich frekvencich:
500,16 MHz (‘H), 125,77 MHz (*C) a 50,66 MHz ("°N).

Vysledky a diskuse

Stilbazol A byl v surovém produktu identifikovan
'"H NMR spektroskopii. Po provedeni sloupcové chromato-
grafie a naméfeni '"H NMR spekter jednotlivych frakei
byly uréeny frakce, které nalezi hledanému produktu. Cis-
tota ziskaného produktu byla dostatecna pro provedeni
uplného pfifazeni NMR signali. K tomu byly vyuzity
2D NMR spektra.

"H NMR (500,16 MHz, CDCls-d): & 8,617 (m, J = 6,3
Hz, 2H, H1), 7,696 (m, J = 6,3 Hz, 2H, H2), 7,521 (s, 2H,
H7), 7,490 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H4), 7,358 (d, J = 16,2 Hz,
1H, H5), 2,362 (s, 3H, H13), 1,375 (s, 18H, H11) ppm. "*C
NMR (125,77 MHz, CDCls-d): 6 170,951 (C12), 151,448

Obr. 3. Strukturni vzorec stilbazolu A s ¢iselnym znacenim
uhlikové kostry
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Obr. 2. Schématicka priprava silikagelu modifikovaného stilbazolem D a rezonanéni struktury navazané solvatochromni latky
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Obr. 4. "H-'H ROESY spektrum stilbazolu A s vyzna&enim
krospiki vodiki H11 a H13

H O—CHj,
H H H
AL OJ
— i 1\
N
N1 2//3 (1:2H3
H H 0—CH,

H H

Obr. 5. Strukturni vzorec stilbazolu B s ¢iselnym znacenim
uhlikové kostry

MeOH EtOH
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Obr. 6. Strukturni vzorec stilbazolu D s ¢iselnym znacenim
uhlikové kostry

(C3), 150,072 (C10), 143,717 (C1), 143,627 (C9), 139,190
(C5), 132,068 (C6), 126,073 (C7), 123,188 (C4), 122,273
(C2), 35,655 (C8), 31,415 (Cl1), 22,695 (C13) ppm. °N
NMR (50,66 MHz, CDCl;3-d): 6 205,589 ppm (obr. 3).

Interakéni konstanta J = 16,2 Hz odpovida trans-
konfiguraci na dvojné vazbé. Spojeni fragmentu -COCHj;
se zbytkem molekuly bylo prokazano pomoci 'H-'H ROE-
SY spektra, ve kterém je patrna vyrazna korelace vodikl
methylovych skupin (H11 a H13) pies prostor (viz obr. 4).

Stilbazol B byl v surovém produktu identifikovan
pomoci 'H NMR spektroskopie. '"H NMR (500,16 MHz,
CDCl;-d): 6 8,568 (m, J = 6,5 Hz, 2H, H1), 7,428 (m, J =
6,5 Hz, 2H, H2), 7,265 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H4), 6,948 (d,
J = 16,2 Hz, 1H, H5), 6,767 (s, 2H, H7), 3,856 (s, 6H,
H10), 2,325 (s, 3H, H12) ppm (obr. 5).

Bylo zjisténo, Ze za zvolenych podminek reakce C
neposkytuje produkt aldolové kondenzace. Analyzou mul-
tipletd a integralnich intenzit naméfeného 'H NMR spektra
surového produktu bylo zjisténo, ze obsahuje nezreagova-
ny vychozi 4-methyl-2-pyridinkarbonitril a Zze majoritnim
produktem reakce je 5-[bis(acetyloxy)methyl]-1,2,3-ben-
zentriol-1,2,3-triacetat.

Pomoci namétenych NMR spekter bylo provedeno
Giplné piitazeni 'H a *C NMR signalt pfipraveného stilba-

DMSO

Pyridin EtOAc

Dioxan

—--U—

Obr. 7. Solvatochromni silikagel na dné vialek v rozpoustédlech riizné polarity pod laboratornim (nahote) a UV (dole, A, =

366 nm) osvétlenim
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zolu D. "H NMR (500,16 MHz, CDCl;-d): & 8,336 (m, J =
6,1 Hz, 2H, H1), 7,344 (m, J = 8,6 Hz, 2H, H7), 7,163 (m,
J=6,1 Hz, 2H, H2), 7,083 (d, J = 16,3 Hz, 1H, H4), 6,904
(m, J = 8,6 Hz, 2H, H8), 6,770 (d, J = 16,3 Hz, 1H, HS),
2,096 (s, 3H, H11) ppm. *C NMR (125,77 MHz, CDCl-d):
8 168,777 (C10), 150,459 (C9), 149,388 (Cl), 144,214
(C3), 133,346 (C6), 131,824 (C4), 121,603 (C8), 125,596
(C5), 127,569 (C7), 120,485 (C2), 20,643 (Cll) ppm
(obr. 6).

Alkylaci pfipraveného stilbazolu D vznikla sil 3 (viz
obr. 2). Tato sul byla smichana za laboratorni teploty se
silikagelem (velikost porti 60 A, velikost &astic 40 az 63 pm).
Suspenze byla nasledné promyta roztokem hydroxidu sod-
ného v methanolu. Pevna faze byla odfiltrovana na filtrac-
nim papife a promyta destilovanou vodou. Vysledny mate-
rial byl vysusen pfi laboratorni teploté. Celkem bylo pfi-
praveno 6,89 g modifikovaného silikagelu.

Modifikovany silikagel byl navazen do vialek a testo-
van na solvatochromni chovani pfidavkem 3 ml dvanacti
rozpoustédel rizné polarity. Zména zbarveni silikagelu
v zavislosti na pridaném rozpoustédle je patrna z obr. 7.
V nékterych ptipadech (napt. MeOH a EtOH) mohou byt
velmi podobné barvy viditelné pouhym okem nésledné
pod UV ozatfenim snadnéji odliSitelné.

Zavér

V ramci této prace byly pfipraveny stilbazoly A, B
a D. Bylo zjisténo, ze stilbazol C za danych podminek
v reakci jako hlavni produkt nevznika. Stilbazoly A a D
byly ziskany v Cistoté dostate¢né pro tplnou charakterizaci
pomoci NMR spektroskopie. Pripravené stilbazoly A a B
budou nasledné¢ N-alkylovany a otestovany na solva-
tochromni chovani. Dale budou zakotveny na povrch sili-
kagelu a takto pfipraveny material bude testovan
na solvatochromni chovéani v rozpoustédlech rtizné polari-
ty, pfiCemz cilem je, aby se solvatochromnim chovanim
nelinearné 1isil od jiz pfipraveného solvatochromniho ma-
teridlu s kovalentné navdzanym stilbazolem D (cit.s).

65

Cena Karla Stulika 2019

Autori dékuji Grantové agenture Ceské republiky za
financni podporu v projektu ¢. 17-028368.

LITERATURA

1. Kalvoda R.: Chem. Listy 94, 215 (2000).

2. Park H., Chang S.: Dyes Pigm. 122, 324 (2015).

3. Askim J. R., Mahmoudi M., Suslick K. S.: Chem. Soc.
Rev. 42, 8649 (2013).

4. Bures F.: Chem. Listy 107, 834 (2013).

5. Navratilova T.: Bakalarska prace. Vysoka skola che-
micko-technologicka v Praze, Praha 2017.

T. Navratilova, K. Ku¢akova, and B. Dolensky
(Department of Analytical Chemistry, University of Chem-
istry and Technology, Prague): Development of Chemi-
cal Tongue Using Solvatochromic Derivatives of Stilba-
zole

Aim of this work was to prepare stilbazoles A, B, C
and D by aldole condensation reaction. Stilbazoles A, B
and D were successfully prepared, purified and then char-
acterized by NMR spectroscopy. It was found, that reac-
tion C does not provide stilbazole C as a major product.
Solvatochromic compound was then prepared by reaction
of stilbazole D with (3-iodopropyl)trimethoxysilane. Given
compound was immobilized on silica surface. Prepared
material was treated with solvents of different polarity. It
was proven, that prepared material is solvatochromic and
thus applicable as sensing material. Alkylated stilbazoles
A and B are assumed to give different solvatochromic re-
sponse than stilbazole D.

Keywords: solvatochromism, chemical tongue, polarity-
sensitive dye, solvent analysis
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Uvod

Na pocatku 21. stoleti jsou nadale velkym problé-
mem nozokomidlni infekce (obr.1A), které vznikaji
v disledku nespravného uzivéani antibiotik, nadmérného
vyuzivani dezinfekce v nemocni¢nich zafizenich a dopo-
sud nepfilis§ dobfe pochopenymi mechanismy bakterialni
rezistence (obr. 1B). Predchazeni takovym infekcim neni
snadné'. Podle amerického National Institute of Health

(NIH) zemfe rocné v USA témetr 100 000 lidi v disledku
zminénych nakaz, coz je asi 270 lidi denné. Nozokomialni
infekce predstavuji Castéjsi pri¢inu smrti nez onemocnéni
HIV, dopravni nehody a rakovina prsu dohromady®. Po-
zorovany rychly vzestup bakteridlni rezistence vyZzaduje
hledani novych strategii’. Jako jedno z moznych feseni se
jevi vyuzivani nanotechnologii’. Nékteré druhy nanoéastic
véetn€ stiibrnych nanocéstic (AgNPs) vykazuji antimikro-
bialni, antivirotické a antifungalni G¢inky. Zelena syntéza
AgNPs vyuziva enzymu, rostlinnych a zivo¢i§nych extrak-
td, které pusobi jako redukéni Cinidla. Vykazuje nizsi na-
klady, je Setrnd k Zivotnimu prostfedi a neni potfeba pouZi-
vat vysoky tlak a teplotu’. 3D tisk naléza svoje uplatnéni
napfi¢ rliznymi odvétvimi vcetné vyuziti v chemickych
laboratotich®’. Technologie pracuje s filamenty o rozdil-
nych fyzikalné-chemickych vlastnostech. 3D tiskem lze
pripravit plastové, keramické, kovové ¢i biologické mate-
ridly. Diky snadnému a unikatnimu pouZiti se pocita s jeho
rozsdhlym uplatnénim v biomediciné. Cilem prace bylo
navrhnout koncept spojeni AgNPs pfipravenych zelenou
syntézou s antibakterialni aktivitou a technologii 3D tisku.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie
Dusicnan stiibrny, methanol, NaCl a dalsi pouzité

chemikalie byly potizeny od firmy Merck (USA) v Cistoté
> 99 %. Pro kultivaci mikroorganismii byly zakoupeny

Bakterialni infekce

>

Kontaminované
zaiizeni

— ¢ ‘\“ )
QBDDM ‘ Orilni vstup

Fel‘(élmr - infekce
¢ kontaminace

oampal faetuTup

>

Pacicnt — zdroj infekee

\ a %
Kontaminované
ruce zdravotniki a
navstevniki

Kontaminovane  kliky,
toalety, ¢asti nabytku,
lizka a dalSich verejné
dostupnych prostor

B

Cilové oblasti Rezistentni
antibiotik bunky
’ Syntéza DNA/RNA Imunita ‘
N7,
\ZV.Z"/V ~ Cilové
o (P odifikace
>0
a
;g Syntéza
>2 Nl proteind »
E : INAKTIVUJICH
) ENZYMY
Syntéza kyseliny listové !\(’// =
o g,
e
|
Cytoplazmaticka ‘ ’ Cytoplazmaticka
EFLUX membrana

membrana

Obr. 1. (A) Zjednodusené schéma Sifeni infekce. Pacient je zdrojem infekce, dochazi k fekalni kontaminaci zdravotnického vybaveni,
rukou zdravotnikli a navstévnikid. Infekéni agens je uchovano na klikach, toaletach, nabytku apod. (B) Pfedpokladané pravdépodobné
cileni antibiotik na prokaryotickou buiiku. Uginek je smé&fovan do DNA/RNA syntézy, bun&éné stdny, bundéné membrany, syntézy
proteind, metabolismu folatu. Rezistence bakterialni bunky spociva v oblasti inaktivace enzymut, modifikace DNA, syntézy proteind,
metabolickych drah, zmény v metabolismu folatu a aktivnim vylucovani antibiotik z buriky specifickym transportérem
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trypton a kvasni¢ény extrakt od firmy Duchefa Biochemie
(Némecko).

Piistroje

Fotometrie

Chemicky analyzator BS-300 firmy Mindray (Cina).
Fotometricky detektor mé&fi pfi vlnovych délkach: 340,
405, 450, 510, 546, 578, 630 a 670 nm. Spektrofotometrie:
pro zadznam UV/VIS spekter bylo vyuzito jedno-
paprskového spektrofotometru UV/VIS UV-3100PC firmy
VWR (USA). VIS spektrum bylo méfeno v plastovych
kyvetach s optickou drdhou 1 cm. Spektrofotometr Infinite
F50, firmy Tecan (Svycarsko), byl vyuzit pro méfeni na
polystyrenové mikrotitracni desticce firmy Gama Group
a.s. (Ceska republika).

Ostatni pristroje

3D tiskarna Profi3DMaker firmy 3Dfactories (Ceské
republika). 3D tiskarna vyuziva technologie FDM. Voda
byla upravena systémem Aqual a nasledné upravena na
Cistotu 18 MQ cm deionizatorem Elga firmy Purlab Flex
(USA).

Piiprava AgNPs zelenou syntézou
Biologicky material: matetidouska obecna, 7. ser-

pyllum (T), salv§j 1ékaiska, S. officinalis (S), jetel lu¢ni,

A B

CHj
matefidouska

Salvéj

jetel

Matefidouska
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T. pratense (TP) (obr. 2A) byl sbiran v lokalité Botitov od
¢ervna do srpna 2018. Rostliny byly suseny (60 °C, 48 h)
a homogenizovany mletim na ¢astice o velikosti 1-2 mm.
Priprava extraktu: smés byla michana v ultracisté vodé
(60 °C, 60 min) v poméru 5 g DW/100 ml, w/v. Nasledng
probéhla centrifugace (15 min, 4000 g). Extrakt byl smi-
chan s 0,1 M AgNO; (1:1). Vytvofené nanocastice byly
precistény methanolem (1:1). Po piecisténi byl methanol
odpipetovan a AgNPs byly suseny (24 h, 60 °C, suSarna
firmy VWR, USA). Vytéznost (%) byla vypoctena podle
vzorce: V= mzjiéténé/ Mieoreticke X 100

Zéakladni charakterizace AgNPs

Fyzikalni charakterizace

Zména  zbarveni roztoku byla vyhodnocena
z fotodokumentace (Canon 12 Mpx) ColorTestem firmy
Prevention Medicals (CR) a VIS spektrem (800-250 nm,
sken 0,5 nm). Distribuce velikosti a {-potencial byly sta-
noveny za vyuziti Zetasizer Nano ZS ZEN3600 firmy Mal-
vern Instruments (UK). AgNPs byly dale analyzovany
SEM firmy Zeiss (Némecko).

Chemicka charakterizace

Metody ke zjisténi schopnosti zhaseni volnych radikalt
Byla pouzita metoda DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-

trinitrofenyl)hydrazyl). Barevnd zména byla sledovana

spektrofotometricky pfi 510 nm. Bylo napipetovano 20 pl

Schéma tiskové hlavy

ey 3D filament

Ozubena kolecka
posouvajici strunu

Teflonova hadicka vedouci
3D filament do trysky

Extruder (230°C)
Tryska (@ 0,5 mm)

Salvéj Jetel

Obr. 2. (A) Rostliny pouZzité pro zelenou syntézu AgNPs. Zastupci nejvice zastoupenych fytochemikalii — thymol, salviol, genistein. (B)
Schéma technického FeSeni tiskové hlavy vyuZivané v technologii 3D tisku (FDM) materidlu ABS. (C) Vzhled pFipravenych platforem

67



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. /7, 53-86 (2019)

vzorku a 200 pl ¢inidla. Metoda ABTS je zalozena na
schopnosti ~ zhaSet  2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydro-
benzothiazol-6-sulfonat). Bylo napipetovano 45 pl vzorku
a 200 pl cinidla. Absorbance byla sledovéana pii 670 nm.
Vyslednd aktivita byla porovnana s aktivitou 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliny™’.

Metody k detekci celkovych fenoll a flavont

Celkové fenoly byly stanoveny pomoci ¢inidla Folin-
Ciocalteau'’. Bylo napipetovano 4 pl vzorku a 316 pl &ini-
dla. Absorbance vzniklého komplexu byla sledovana pfi
670 nm. K urceni celkovych flavont byla pouzita alumini-
ova metoda'’. Mnozstvi 0,5 ml vzorku bylo smichino
s 1,5 ml methanolu, 0,1 ml 10% chloridu hlinitého, 0,1 ml
IM octanu draselného a 2,8 ml ultracisté vody. Absorban-
ce byla méfena pii 415 nm.

Celkova bilkovina

Celkova bilkovina byla stanovena biuretovou'” a py-
rogalovou'? metodou. Bylo napipetovano 150 ul biuretové-
ho ¢inidla, néasledn€ 3 pl vzorku. Absorbance vzniklého
fialového komplexu byla méfena pfi vinové délce 546 nm.
Ke stanoveni koncentrace celkovych bilkovin pyrogalovou
cerveni bylo ke 200 pl ¢inidla pfidano 4 pl vzorku. Méfeni
absorbance vzniklych modrych komplexti proteind probi-
halo pfi 578 nm.

Antibakterialni aktivita AgNPs
Escherichia coli a Staphylococcus aureus byly ziska-
ny ze Sbirky mikroorganismi MU Brno (kultivace zasobni

kultury LB medium, 37 °C, 24 h). Ur¢eni rustovych kiivek
probihalo po dobu 12 h pti 25 °C ve sterilni mikrotitracni

Tabulka I
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desticce (0,3 ml, tiepani 5, 150 rpm). Mé:feni probihalo
na pfistroji Infinite F50 firmy Tecan, (Svycarsko) pfi
620 nm. Zména absorbance byla zaznamendvéna kazdych
15 min.

Statisticka analyza dat

Dostupna experimentalni data byla zpracovana a vy-
hodnocena matematicky a statisticky pfimo v databazi
Qinslab firmy Prevention Medicals (CR). Vyloudeni ex-
trémnich hodnot u souborl dat bylo uskutecnéno vypoctem
v Grubbsové¢ testu. Experimentalni prace byla provedena
minimalné ve tfech nezavislych experimentech (n;). Kazdy
vzorek byl nejméné Skrat analyzovan (np). Ziskana data
prezentovana v praci jsou uvedena jako primérné hodnoty.
ICs, byla stanovena probitovou analyzou.

Vysledky a diskuse
Optimalizace metod

Vyse zminéné metody pouzité ke zjisténi schopnosti
zhaset volné radikaly a k detekci celkovych fenolt, flavo-
nd a bilkovin byly optimalizovany. Hodnoty LOD a LOQ
byly urCeny podle prace Hubauxe a Vose na hlading vy-
znamnosti 95 % (cit.'*). Dale byl uréen RSD a QC koefi-
cient. Vysledky jsou shrnuty v tab. 1.

Optimalizace ptipravy AgNPs

Z usuSenych rostlin byl mletim pfipraven material
o velikosti 1-2 mm. Rostlinna droga byla navazena (0,5 g)

Zakladni fytochemicka analyza pripraveného rostlinného extraktu pfi riznych podminkéch extrakéniho procesu

Analytickd metoda Linearita ~ Rovnice pfimky Regresni LOD® LOQ® LOD® LOQ® RSD Linearita

gl koeficient (QC
koeficient)

Celkova bilkovina: 1-60 y="7,65x22 0,9962 7 23 2 7 14 17,68

(Biuretova metoda) °

Celkova bilkovina: 1-30 y=39,83x+33 0,9915 5 19 1 6 20 16,61

Pyrogalovou ¢erveni ©

Celkové fenoly: Folin  1-1000 y=722x-18 0,9991 54 181 16 48 6,0 5,88

Ciocalteau metoda

Celkové flavonoidy: 1-50 y=125x+5,6 0,9965 0,5 5 0,1 1 8,8 4,12

aluminiova metoda

Zhaseni radikalu: 1-125  y=-327,42x+45593 00,9948 22 25 8 25 13 4,09

ABTS metoda

Zhaseni radikalu: 1-20 y =-429,5x+8330 0,9956 5 18 2 6 8,8 4,12

DPPH metoda

“LOD, LOQ, IS0, "LOD, LOQ, SmOdch; hodnoty LOD a LOQ byly uréeny podle prace Hubaux a Vos na hlading vy-
znamnosti 95 % (cit.'*). Vzorce pro SmOdch a ISO dle cit.'*; pocet opakovani n = 6, © kalibrator sojovy protein
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a pfevedena do 10 ml ultracisté vody, extrakce probihala
po dobu 60 min pfi teplotach 20, 40, 60 a 80 °C. Vyssi
teploty nebyly zvoleny z diivodu potencionélniho ovlivné-
ni ptipraveného extraktu. Nasledn¢ byly extrakty centrifu-
govany (15 min, 4000 g) a filtrovany. Dalsi podrobnosti
budou publikovany na mezinarodni konferenci NANO-
OSTRAVA 2019 (cit.").

Charakterizace pfipravenych rostlinnych extraktd

Rostlinné extrakty byly analyzovéany diive popsanymi
metodami. Obsah celkovych bilkovin v extraktech méfe-
nych za vyuziti pyrogalové Cervené klesal s rostouci teplo-
tou pripravy extraktt. Pomoci biuretové metody byl doka-
zén nejvyssi podil bilkovin (93,5 g I'") v extraktech pfipra-

v

(0,27 g1'") byla zjisténa v extraktu z T pratense (20 °C).

Tabulka II
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Koncentrace fenolickych latek (Folinova-Ciocalteau meto-
da) v extraktech vzrustala pfimo imérné s teplotou ptipra-
vy. Za vyuZiti Folinovy metody bylo dokdzdno nejvice
fenolickych latek (1046 g1') vextraktu z T. serpyllum
(80 °C). Obsah flavonoidt v extraktech z 7. serpyllum
s rostouci teplotou piipravy klesal, naopak u extraktl zis-
kanych ze S. officinalis rostl. Metoda DPPH prokézala
zavislost schopnosti extraktti z 7. pratense zhaset volné
radikaly na teploté jejich ptipravy. Volné radikaly byly nejvi-
ce zhaseny (10,5 GA g 1) extrakty ze S. officinalis (80 °C).
Pri teplotach 60 °C a 80 °C byla schopnost extrakti zhaset
volné radikaly nizsi nez pii teplotach 20 °C a 40 °C. Za
vyuziti metody ABTS se schopnost extraktl (S. officinalis,
T. pratense) zhaset volné radikaly se zvysujici teplotou
jejich ptipravy prukazné snizovala. Podle metody ABTS
zhasely volné radikaly nejvice vyluhy z T. pratense (12,74
GA gI™).

Vysledky fytochemické analyzy extraktl z nadzemnich ¢asti 7. serpyllum, S. officinalis, T. pratense

Rostlinny extrakt Celkova  Celkova  Celkova Celkové Celkové  ZhaSeni  ZhaSeni Navrat-
barevnost bilkovina® bilkovina®  fenolické flavonoidy radikalu radikalu nost®
latky © ABTS DPPH
(D] [gl'] [g1'] [g1'] [e1'] [GAgl'] [GAgl'] [%]
Teplota 20 °C
extrakce
T. serpyllum (T) 0,47+0,01 59,7+16,5 26,9+1,0  806,6+0,8  1,3+0,07 871+0,4 7,744,2 92,0
S. officinalis (S) 0,27+0,01 93,5+18,3 115,6+2,7 702,9+12,5 1,94+0,05 861+0,7 10,5+3,0 146,4
T. pratense (TP) 0,76+0,04 24,5+5.4  77,3+23 351,1£30,2 2,2+0,09 1131+0,7 9,4+3,7 53,7
Teplota 40 °C
extrakce
T. serpyllum (T) 0,48+0,01 48,9+13,4 16,5+1,0 605,7+34,9 1,1+0,03 1042+0,5 7,3+6,0 92,2
S. officinalis (S) 0,27+0,01 89,6426,7 60,1£1,0  763,2+5,7 2,240,06 805+0,4 9,4+1,1 133,6
T. pratense (TP) 0,69+0,04 24,6+59 56,9+1,3  326,2+6,2 2,640,06 1274+0,2 9,2+22 52,8
Teplota 60 °C
extrakce
T. serpyllum (T) 0,48+0,01 64,3+13,7 21,1+1,9 1014,1+8,9 0,8+0,05 663+0,4 7,1£1,6 92,2
S. officinalis (S) 0,30+0,01 91,5426,4 63,8+2,1 736,2+73,9 2440,08 733+£0,5 9,543,9 134,6
T. pratense (TP) 0,70+£0,04 27,6+6,3 22,4+1,1 446,8+20,1 2,0+0,07 1136+0,5 4,8+3,2 57,9
Teplota 80 °C
extrakce
T. serpyllum (T) 0,48+0,01 61,849,7 19,3+1,0 1170,7£25,6 0,9+0,06 530+0,5 6,4+2,7 92,6
S. officinalis (S) 0,31+0,01 81,6+15,3 33,6+1,9 1046,1+49,5 2,6+0,10 588+0,5 8,1+3,0 115,8
T. pratense (TP) 0,60+£0,04 30,0+6,1 14,7+1,1 478,4+19,2 1,2+0,08 1085+0,5 4,7+2,2 57,9

* extrakce v ultragisté vod& probihala za stalého michani (350 rpm) po dobu 60 min, *biuretova metoda, " metoda s pyro-
galovou &erveni, °Folinova-Ciocalteau metoda, daluminiové metoda, °vztaZeno k hn&dé barvé (D 0.52) pro 100 g DW/1

extraktu
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Ptiprava stfibrnych nanocéstic zelenou syntézou

Pripraveny extrakt byl smichdn s dusi€nanem stiibr-
nym (1:1, 500 rpm, 25 °C)'®. Pfitomnost AgNPs ve smési
byla potvrzena signidlem mezi 435-455 nm v absorpénim
spektru UV/VIS (tab. II). AgNPs byly charakterizovany:
hydrodynamické velikost se pohybovala v rozmezi 20 az
60 nm, absorpcni spektra dosahovala maxima v intervalu
mezi 440-470 nm. Rychlostni konstanty tvorby AgNPsT,
S, TP byly urceny integra¢ni metodou a experimentalné se
pohybovaly kolem 3-10'ms'AU"'. AgNPs vznikaly
nejrychleji pfi pouziti extraktu ptipravovaného piti 60 °C.
Byl zjistén idedlni Cas, ptfi kterém se vytvoii nejvétsi
mnozstvi AgNPs v roztoku (24 h). Vytéznost zelené synté-
zy AgNPs pro T, S, TP byla vypocitdna v rozmezi 40 az
80 %. Pro zékladni charakterizaci povrchovych vlastnosti
AgNPs bylo vyuzito jednoduchych reakci (celkové fenoly,
flavony, schopnost zhaset radikaly, celkova bilkovina).
Chemické vlastnosti: ABTS 40-80 % z kontroly, DPPH 15
az 55 % pokles za 15 min zhaSeni radikalt, celkové fenoly
(extrakt): 1200-1800 mg ml™" ekv. GA. Z analyzy SEM
vyplyva, zZe Castice byly vétSinou kulovitého tvaru o veli-
kosti 50 nm. Metodou SPR byla stanovena velikost ¢astic
v intervalech 20-60 nm a zeta potencidl v oblasti 20 mV
az-5mV.

Modifikace 3D filamentu

AgNPs byly dispergovany v 18 MQ cm vodé¢ a aceto-
nu (1:1, 3mgml'). Moznosti vyuziti 3D tisku
v chemickych laboratofich a pro biotechnologické aplikace
jsou intenzivné rozvijeny®'”'®. 3D filament (vlakno, ABS
— akrylonitrilbutadienstyren, primér 1,7 mm, bild) pozado-
vané délky (min. 40 cm pro tisk materidlu ve tvaru kolecka
(r = 14 mm, tloustka = 2 mm)) byl modifikovan precisté-
nymi AgNPs. Po zaschnuti disperze byla struna uchycena
do 3D tiskarny a byla vytisknuta testovaci platforma. Ex-
truder 3D tiskarny byl zahtaty na teplotu 230 °C a teplota
podlozky byla 80 °C, pramér trysky 0,5 mm (obr. 2B,C).
Pii teploté 70 °C byla nanesena na podlozku tenka vrstva
3D lepidla pro lepsi uchyceni prvni tiskové vrstvy. Tiskova
tryska a teflonova trubicka privadéjici filament do tiskové
hlavy byly mezi kazdym tiskem materialu ocistény aceto-
nem. V dalSich postupech bude provedeno testovani fila-
mentu typu PLA (kyselina polymlécnd) a PET-G (glykol
modifikovany polyethylentereftalatem). Dal§i smér préce
bude spocivat v pouzivani jinych tiskovych metod, které
vyuzivaji nizsich teplot.

Antibakterialni aktivita 3D tiskem ABS-AgNPs

Vyvijeni baktericidnich povrchli pomoci jednodu-
chych chemickych metod pfedstavuje nadéjnou cestu
k fadé aplikaci'* 72! AgNPs s vazanymi biomolekula-
mi na povrchu prezentuji moZnost, jak u¢inné€ a dlouhodo-
bé obchazet bakterialni rezistenci vici AgNPs priprave-
nym chemickou cestou. Antibakteridlni aktivita byla stano-
vena na modelovych organismech (S. aureus, E. coli).
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Vytistény material byl rozdrcen a vlozen do mikrotitracni
desticky (1 mg) k suspenzi s bakteriemi (250 ul, OD =
0,1). Byly meéteny rustové kiivky (ABS, ABS-AgNPs).
Diferencial vzorek/kontrola (OD) byl proveden jako rozdil
jednotlivych bodu ristové kiivky bakterie a bodl inhibice
AgNPs. AgNPsT, S, TP vykazovaly inhibi¢ni aktivitu o 20
az 40 % zkontroly (vytiStény cisty ABS materidl). Na
zakladé vypocétu ICsy byly MIC stanoveny na AgNPsT
(2,5 pgml "), AgNPsS (3 pg ml™"), AgNPsTS (6 pg ml™).
Jednotlivé typy AgNPs byly naneseny vySe popsanym
zpusobem na ABS material. 3D tiskem byly vytisknuty
testovaci platformy. U vSech testovanych materiali byla
zjiSténa minimalné 25% inhibice ve srovnani s kontrolou
(10'°/ml bungk).

Zavér

Nanocastice stfibra vykazuji vyrazné antibakterialni
vlastnosti. U né&kterych bakterii byla sledovéana rezistence
vuci AgNPs ziskanych béznou chemickou cestou. Pomoci
zelené syntézy lze pfipravit modifikované AgNPs, které na
svém povrchu obsahuji vazané biomolekuly z pouzitych
rostlinnych extraktd. Zelenou syntézou ziskané AgNPs
byly naneseny na ABS materidl, ktery po jeho vytisténi
vykazoval antibakteridlni G¢inek. Pfedpokladame vyuziti
antibakteridlniho materidlu v nemocni¢nich zafizenich
(kliky, drzaky, klavesnice), kde pfisp&je k eliminaci
nozokomialnich infekci, které stale patii mezi nejvétsi
problémy svétového zdravotnictvi.

Prace byla realizovana za podpory projektu H2020
CA COST Action CAI5114, INTER-COST LTC18002.
Autor dekuje Augustinovi Ofomajovi (Vaal University of
Technology, JAR) za charakterizaci pomoci elektronového
mikroskopu, Marté Kepinske (Wroclav Medical Universtiy,
PL) za charakterizaci pomoci Zeta-sizeru a Aneté Surovi-
kové (Farmaceutickd fakulta, Brno, CR) za pomoc pii
zpracovani textu a provedeni experimentii.
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K. Sehnal®, M. Staiikova®, M. Doéekalova®,
D. Uhlifova®, M. Gargulak™®, Z. Téthova®, B. Ruttkay-
Nedecky®, and R.Kizek™* (“ Department of Human
Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, Uni-
versity of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno,
Brno, " Department of Research and Development, Preven-
tion Medicals, Studénka-Butovice, ¢ Institute of Viticulture
and Wine Production, Faculty of Horticulture, Lednice):
Biophysical Analysis of Silver Nanoparticles Prepared
by Green Synthesis and Their Use for 3D Printing of
Antibacterial Material

Nanotechnology approaches appear to be one of the
possibilities of decreasing nosocomial infections. Silver
nanoparticles (AgNPs) have a great antibacterial effect.
Uniform silver nanoparticles can be typically prepared by
using chemical synthesis. However, emerging bacterial
resistance to the nanoparticles prepared this way represents
an actual problem. Using green synthesis, we can modify
the surface of AgNPs by biomolecules contained in used
extracts. By this synthesis, we can prevent bacterial re-
sistance. By modification of the 3D filament, it is possible
to provide antibacterial material by 3D printing. We as-
sume that antibacterial material like this (being part of
handles, keyboards, holders, etc.) can be used in hospitals
to eliminate nosocomial infections.

Keywords: silver nanoparticles, green synthesis, antibacte-
rial activity, 3D printing, nosocomial infections
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NOVE SERS-AKTIVNI KOMPOZITNi SUBSTRATY NA BAZI

TiO,@Ag NANOCASTIC

PETR SALEK®, VERONIKA SKOUPA®, MILAN
PLICKA” a VADYM PROKOPEC”

“ Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inZenyrska,
VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6 - Dejvice,

b Ustav fyzikalni chemie, Fakulta chemicko-inZenyrskd,
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Uvod

V pocatcich rozvoje nanotechnologii byly nanomate-
rialy tvofeny pouze jednou slozkou. S postupnym vyvojem
bylo zjisténo, ze vyuziti kompozitnich materiald muze
vhodnym zptisobem ovliviovat jejich pozadované vlast-
nosti.

Povrchem zesilenda Ramanova spektroskopie (SERS)
je analytickd metoda umoznujici kvalitativni detekcei latek
o velmi nizkych koncentracich. K tomu je vyuzivana inter-
akce molekul analytu s povrchem vhodného nanostruktu-
rovaného substratu vhodného tvaru a rozméru, ktery spl-
fiuje podminku povrchové plasmonové rezonance. Jako
materidly se pouzivaji predevsim uslechtilé kovy zlato,
stiibro a méd’. Oproti témto samostatnym kovim mohou
kompozitni nanocéstice (NPs) tvorené dielektrikem
a plasmonickym kovem poskytovat vyrazné vySsi faktor
zesileni'.

Tato prace je zaméfena na piipravu a testovani kom-
pozitnich substrati na bazi nanocastic skladajicich se
z ruzného poméru TiO, a Ag. Pro zjisténi jejich SERS-
aktivity a celkové optické odezvy byla pouzita methyleno-
va modi (MB), jeji struktura je uvedena na obr. 1.

N
A CI”
H;C. + CHj
N S N

I
CH; CHj

Obr. 1. Strukturni vzorec methylenové modie

Experimentalni ¢ast

Pro ptipravu TiO,@Ag nanocastic byla zvolena me-
toda vychazejici z pfipravy stiibrnych nanocastic redukcei
dusi¢nanu  stfibrného  hydroxylamin hydrochloridem
(HA-HCI) (cit?). Roztoky 0,042 mol I' HA-HCI,
0,083 mol I"' NaOH, koloidni roztok 0,02 mol "' TiO,
a 0,02 mol I"' AgNO; byly postupné smichany s mili-Q
vodou a nasledn¢ 15 min intenzivné michany magnetic-
kym michadlem pifi laboratorni teploté. Substraty byly
pfipraveny v poméru Ag:TiO, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5
a 1:10 ve dvou fadach. V fadé A bylo konstantni mnozstvi
Ag 1107 mol I'! a v fadé T bylo konstantni mnozstvi
TiO,, taktéz 1-10~ mol I'".

Vysledky a diskuse

Charakterizace pasu plasmonové rezonance pfiprave-
nych nanocéstic byla provedena absorpéni UV/Vis spek-
trometrii. K méfeni absorbance byl vyuzit spektrometr
Varian Cary 50 (Agilent Technologies, USA) v jednopa-
prskovém uspotadani, vybaveny Czerného-Turnerovym
monochromatorem s rozsahem 200-800 nm, krokem
0,15 nm a rychlosti 360 nm min'. Pozorovana maxima
plasmonové rezonance v UV/Vis spektrech Cisté stiibr-
nych a kompozitnich systémi 1A, 2A, 1T a 2T jsou uve-
dena v tab. L.

SERS-aktivita pfipravenych nanocastic byla testovana
na analytu MB o koncentracich 1:10™* mol 1
a 1:10°mol I'"". Doba depozice analytu byla 1 h. Po depo-
zici nasledovalo méfeni na disperznim spektrometru DXR
Smart Raman (Thermo Fisther Scientific, USA) emituji-
cim zéafeni o vlnové délce 780 nm. Spektra byla méfena
s rozlidenim 5 cm™', vykonem laseru 50 mW, po dobu 1 s
a poc¢tem akvizic 20. V tab. II jsou uvedeny zaznamenané
hodnoty Ramanovych posunti analytu MB v porovnani
s literaturou® a s piifazenim k charakteristickym vibracim.

Pro srovnani byly pfipraveny stfibrné nanocastice
redukei dusi¢nanu stfibrného hydroxylamin hydrochlori-
koncentrace MB 110" mol 1", Nejvyssi intenzitu vykazo-
valo spektrum s roztokem MB o koncentraci 110> mol I™".

Na vsech typech pfipravenych kompozicnich nano-
Castic byly detegovany pasy odpovidajici charakteristic-
kym vibracim MB. Nejvyssi intenzity bylo dosazeno
v fadé A na nanocasticich 1A a v fadé T na nanocasticich

Tabulka I

Prehled maxim plasmonové rezonance u vybranych nanocastic

Typ NPs 1A 2A 1T 2T
Maximum pasu plasmonové rezonance, nm 426 412 407 392 397
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Tabulka II
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Prehled vybranych vino¢tti v Ramanovych a SERS spektrech MB a jejich pfitazeni k charakteristickym vibracim

Ramantv posun [cm ']

Piifazeni vibraci

MB literatura’ MB na Ag NPs 1A 1T 2A 2T

1625 1623 1621 1623 1623 1622 valenéni (C—C) a (C-N) kruhu

1496 1499 1499 1507 1501 1503 rovinna deformacni (CH)

1445 1444 1439 1441 1438 1438 rovinna def. (N-C-H),

valen¢ni (C—C) kruhu
1390 1397 1395 1397 1396 1394 valenéni (C—N)
1300 1301 1303 1316 1301 1306 valenéni (C-N) kruhu,
rovinna def. (C-H)

1222 1223 1223 1223 1222 1222 rovinnd def. (C-H), kyvava (-CHz)

1179 1181 1181 1179 1181 1177 kyvava (—CHj), rovinna def. (C—H)

1035 1037 1036 1034 1032 1032 rovinna def. (C-H), valen¢ni (C-S)

772 776 777 775 777 776 valenéni (C-N—C) methylu,
rovinna def. (C—N—C) kruhu

500 503 505 504 508 505 rovinna def. (C-N-C) methylt

484 479 481 477 479 480 rovinna def. (C-N—C) methyla

450 450 452 451 449 448 rovinna def. (C—-N—-C) methyld

1T. Na nanocasticich z pfiprav 1A, 2A, 1T a 2T byla méte-
na koncentra¢ni fada MB v rozmezi 1-10* az 1-10"? mol 1",
Stejné jako v ptipadé Cisté stiibrnych nanocéstic vykazo-
vala nejvyssi intenzitu spektra roztokii nanocastic s MB
o koncentraci 1-10° mol I"". Druh4 nejvyssi intenzita byla
zaznamendna ve spektrech nanocéstic s roztoky MB
o koncentraci 1-10™* mol I"'. Celkova Ramanova intenzita
nasledné klesala se snizujici se koncentraci analytu.

Na nanocasticich typu 1A bylo docileno detekce MB
o koncentraci 1-10” mol 1. Nejintenzivnéj$i pasy jsou
u vinoétd 505 cm ', 481 cm™' a 452 cm™' odpovidajicich
rovinnym deformac¢nim vibracim C-N-C methylovych
skupin, viz obr. 2. Na nanocasticich 2A byla taktéz name-
fena nejnizsi koncentrace MB 1-107" mol 1", Priibéh SERS

1A MB 10* M ety
1A MB 10° M [~
1A MB 10° M
1A MB 107 M
- OO ;oo [t} ~
N OMO O oo o0 ~
£ © I3 999 S B
5
= ‘/M
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E j \P \.n
(¢}
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Y NGN
2000 1500 1000 500

Ramaniv posun [cm?]

Obr. 2. SERS spektra nanotasticic 1A s MB v rozmezi koncentraci 1-10 a% 1-10~ mol 1”'; spektra jsou zobrazena v ,,0ff set* rezimu
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Obr. 3. SERS spektra nanotasticic 2A s MB v rozmezi koncentraci 1-10 az 1-10~ mol 1”'; spektra jsou zobrazena v ,,0ff set* rezimu

spektra byl obdobny se spektry naméfenymi na nanocasti-
cich 1A, viz obr. 3.

Na nanocasticich typu 1T (obr. 4) byla detegovana
koncentrace MB 110" mol I'". U t&chto nanoéastic doglo
ke zvySeni poméru intenzit u 1623 cm™, 1316 cm™,
1032 cm™ a dalSich ve srovnani s intenzitou pas pfi

504 cm', 479 cm™ a 451 cm™. Pasy s relativné zvysenou
intenzitou odpovidaji pfedevsim vibracim na heterocyklic-
kém kruhu, viz tab. II. U nanocastic 2T byla namétena
I v tomto piipadé byl pozorovan podobny jev jako u nano-
¢astic 1T. Pii srovnani spekter méfenych na nanocasticich

N
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Obr. 4. SERS spektra nanotastic 1T s MB v rozmezi koncentraci 1:10 az 1-10™"" mol I"'; spektra jsou zobrazena v ,,0ff set* rezimu
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Obr. 5. SERS spektra nanotastic 2T s MB v rozmezi koncentraci 1-10™ a% 1-10~° mol 1”'; spektra jsou zobrazena v ,,0ff set* rezimu
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Obr. 6. Porovnani spekter substratii 1A a 1T s MB o koncentraci 110~ mol I''; spektra jsou zobrazena v ,,off set“ reZimu

1A a 1T (obr. 6) je mozné pozorovat, ze nanocastice fady interakce s povrchem nanoc¢astic 1T a 2T zaujimaji odlis-
T poskytuji pomérové siln€jsi odezvu pasi odpovidajici nou prostorovou orientaci nez v pripad€¢ nanocastic 1A
vibracim na heterocyklické ¢asti molekuly oproti nanocas- a 2A.

ticim fady A. Lze tedy usuzovat, ze molekuly MB béhem
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Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit TiO,@Ag SERS-
aktivni substraty. Tyto substraty byly pfipravovany reduk-
ci dusicnanu stfibrného hydroxylamin hydrochloridem
v pomérech Ag:TiO, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5a 1:10. Na
nanocasticich 1A a 2A byla detegovana methylenova modf
(MB) o koncentraci 110" mol I". Detekce MB s vyuzitim
téchto nanocastic je srovnatelna s dobfe znamymi stiibrny-
mi nanocasticemi pfipravovanymi redukci hydroxylamin
hydrochloridem. Na nano¢asticich 2T byla detegovana MB
o koncentraci 1-107° mol 1"'. Pomoci nano¢astic 1T byla
pozorovana MB o koncentraci 1-107"" mol 1™, coZ je ve
srovnani s Cisté stfibrnymi nanocasticemi zlepSeni moz-
nosti detekce MB s vyuzitim SERS spektroskopie o ¢tyfti
fady. Na nanocasticich fady A a T je pozorovan rozdilny
pomér pasu ve spektru. U fady A prevlada intenzita past
504 cm™', 479 cm ' a 451 cm™' odpovidajici vibracim me-
thyli na dusiku. U fady T je pozorovano zvySeni past
nalezicich heterocyklické ¢asti molekuly naznacujici jinou
prostorovou orientaci molekul MB viici povrchu jednotli-
vych typl nanoc¢astic. Pfipravené nanocastice byly charak-
terizovany pomoci UV/Vis spektroskopie a vykazovaly
posun plasmonové rezonance k niz§im vlnovym délkam
nez je u nanocastic tvorenych pouze stiibrem.

Tato prdce byla realizovana za podpory grantu IGA
A2 FCHI 2018 _037.
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1. Uvod

Tato praca sa zaobera vyvojom ampérometrického
biosenzora pre rychle stanovenie 'udského sérového albu-
minu (HSA). Biosenzor je zariadenie pozostavajlice
z biorekognicnej vrstvy, ktord obsahuje imobilizovanu
latku interagujucu 3pecificky s danym analytom'. Této
vrstva je v kontakte s fyzikalno-chemickym prevodnikom,
pricom naviazanie analytu poskytne elektricky signal,
ktory je umerny mnozstvu analytu vo vzorke. Jednou
z moznosti detekcie elektrochemického signalu je ampéro-
metria, pri ktorej je analyt stanoveny zo zmeny prudu pre-
chadzajuceho pracovnou elektrédou pri konStantnom po-
tenciali. V ampérometrickom imunosenzore je na protilat-
ku zachytenl na elektrode (biorekogni¢nu vrstvu) viazany
analyt, na ktory sa §pecificky viaze elektroaktivna znagka',
zmena prudu odpovedd mnoZstvu naviazanej znacky.

LCudsky sérovy albumin je plazmovy protein produko-
vany v peceni. Tento protein mé prevaZne transportnd
funkciu a jeho zvySena koncentracia v moci (albuminuria)
moze indikovat’ nefropatiu®. Analyza prebehla v tzv. sen-
dvicovom usporiadani na sietotlacovych elektrodach
(screen-printed electrodes, SPEs)*, na ktorych bola kova-
lentne imobilizovand primarna protilatka AL-01, ktora
viazala Specificky analyt. Detekcia bola zaloZena na inter-
akcii HSA so sekundarnou protilatkou konjugovanou
s chrenovou peroxidazou (HRP)?, ktora nasledne katalyzo-
vala oxidaciu 3,3',5,5'-tetrametylbenzidinu (TMB), respek-
tive K1, za sucasnej redukcie H,O,.

2. Experimentalna ¢ast’

Pouzité¢ chemikalie: hovéddzi sérovy albumin (BSA),
cysteamin (CYS), [1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl) kar-
bodiimid] (EDC), glutaraldehyd (GA), l'udsky sérovy al-
bumin (HSA), merkaptoundekanol (MUOL), merkaptoun-
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dekanova kyselina (MUA), N-hydroxysukcinimid (NHS)
a 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) boli zakupené od
firmy Sigma-Aldrich. Etanolamin (EA) a octan sodny boli
zakupené od firmy Lach-Ner. Dalsie bezné chemikélie
v odpovedajucej Cistote boli ziskané od firmy Penta. Mo-
noklonalna mysia protilatka AL-01 (Exbio) a fluore-
sceinom znacend anti-HSA prasacia polyklonalna protilat-
ka (Sevapharma) konjugovana s HRP (cit.®) boli pouzité
pre $pecifickt vizbu HSA.

Ako tlmiveé roztoky boli v tejto praci pouzité fosfatom
pufrovany solny roztok (PBS; 50 mM NaH,PO4/
Na,HPOy, pH 7,4, 150 mM NaCl), acetatovy tlmivy roztok
(50 mM, pH 5,0), premyvaci pufer (50 mM NaH,PO,/
Na,HPOy,, pH 7.4, 0,01 % Tween 20, 0,05 % NaNj3) a viz-
bovy pufer (0,2 % BSA, 0,5 % BGG (hoviddzi y-globulin),
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,2 % PVA,
1 % glukoza, 0,05 % NaNj, a 0,01 % Tween 20, pH 7.5).

Senzory s tlatenymi elektrodami DRP-C220AT,
DRP-220AT a DRP-110SWCNT boli zaktapené od firmy
Metrohm a senzory AC2.W1.RS od firmy BVT Technolo-
gies. Experimenty boli vykonané na potenciostate
PalmSens3 (PalmSens), ktory bol pouzity na meranie
v mieSanom (mieSacka ARE Aluminium Hot Plate Stirrer,
VELP Scientifica) i prietokovom (peristaltické cerpadlo
Minipuls 3, Gilson; prietokova cela Flow Cell in Teflon
for Screen-Printed Electrodes, Metrohm) usporiadani.

Imobilizacia protilatky na zlata elektrédu pomocou
CYS-GA

Na zlata pracovnu elektrodu bol naviazany cysteamin
(20 mg mI™" vo vode, 2 h) pomocou SH skupiny. Dalgim
krokom bolo pridanie GA (5% roztok v PBS, 1 h), ktory
vd’aka aldehydovym skupinam sluzil ako spojovnik medzi
cysteaminom a primarnou protilatkou. Nasledne bola imo-
bilizovana zachytavacia protilatka (100 pg ml™' v PBS, 4 °C,
cez noc) a BSA (2 mg ml™' v PBS, 30 min) pre obmedze-
nie nespecifickych vézieb. Po kazdom kroku imobilizacie
doslo k oplachu elektrody destilovanou vodou”®.

Imobilizacia protilatky na zlatu elektré6du pomocou
MUA-MUOL

Do roztoku MUA-MUOL (3 mM MUA a 7mM
MUOL v etanole, cez noc) bol ponoreny senzor
s elektrodami. Na d’alsi deni doslo k oplachu elektrody
etanolom a bol naneseny Cerstvo pripraveny roztok vznik-
nuty zmieSanim EDC (200 mM vo vode) a NHS (50 mM
vo vode) v pomere 1:1 (10 min). Nasledne bola imobilizo-
vana protilatka AL-01 (10 pg ml™" v acetatovom timivom
roztoku, 30 min) a blokacia prebehla pomocou EA (1 M,
pH 8,5, 5 min) a BSA (2 mg ml™ v PBS, 10 min). Po kaz-
dom kroku doglo k oplachu elektrody destilovanou vodou’.
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Imobilizacia protilatky na elektrodu s uhlikovymi
nanotrubkami pomocou EDC-NHS

Uhlikova elektroda modifikovana uhlikovymi nano-
trubkami s karboxylovymi skupinami bola aktivovana
Cerstvo pripravenym roztokom EDC (200 mM vo vode)
a NHS (50 mM vo vode) v pomere 1:1 (10 min). Dalej sa
postupovalo ako u imobilizacie protilatky na zlata elektro-
du prostrednictvom MUA-MUOL.

Ampérometricka detekcia 'udského sérového
albuminu

Na imobilizovani elektrodu bol naviazany HSA
(v PBS, 1 h), v pripade blanku bol pouzity iba roztok PBS,
a daldim krokom bola vizba konjugatu (10 pgml™ vo
vézobnom pufri, 30 min). Takto upraveny senzor bol pri-
praveny na analyzu pomocou ampérometrie.

Analyza v mieSanom usporiadani prebiehala tak, ze
senzor s elektrodami bol ponoreny do 2mM H,0,
v acetatovom tlmivom roztoku (pH 5,0) a na pracovnu
elektroédu bolo aplikované napétie —50 mV. Po 300 s usta-
Povania signalu bol pridany 50 mM roztok TMB v DMSO
(dimetylsulfoxid), pricom jeho kone¢néd koncentracia bola
50 uM. V prietokovom usporiadani bol pri —50 mV cerpa-
ny roztok H,O, (2 mM v acetatovom tlmivom roztoku,
pH 5,0) po dobu 100s, nasledne roztok 2 mM H,0,
s4mM KI vacetdtovom tlmivom roztoku (pH 5,0) po
dobu 60 s a potom znova roztok peroxidu vodika. Prieto-
kova rychlost’ bola zvolend na 50 pl min”’ (cit.4).

Cena Karla Stulika 2019

3. Vysledky a diskusia

Po skuske funkcnosti systému (obr. 1) boli testované
rozne spdsoby stanovenia HSA. Najlepsi signal
s najmens$imi odchylkami poskytovala metéda imobiliza-
cie na zlati elektrodu pomocou CYS-GA, ktora bola vy-
brand pre analyzu HSA v redlnych vzorkach. Tato metdda
bola pouzitd pre ampérometrickii analyzu v mieSanom
i v prietokovom usporiadani. Limit detekcie mieSaného
usporiadania (obr. 2), vypocitany z kalibra¢nej zavislosti
ako koncentracia odpovedajuca signalu blanku + 3 smero-
dajné odchylky blanku, ma hodnotu 10 ng ml"'
(0,15 nmol I""). Pri mikroalbuminirii dochadza k vylugo-
vaniu 30-300 mg albuminu mocom za 24 h, o pri vylace-
ni 2 I mocu denne odpoveda priemernej koncentracii 15 az
150 pg ml (cit.f). Vyvinuty senzor je tak vhodny pre
stanovenie klinicky relevantnych koncentracii HSA v moci
a vdaka svojej jednoduchosti a prenosnosti je vhodny na
analyzu v mieste potreby — pri pouziti vhodného prenosné-
ho analyzatora pre ,,point of care analyzu napriklad
i u pacienta doma, skor v§ak v ambulancii praktického ¢i
obvodného lekéra, pripadne v klinickom laboratériu.

Moznost’ pouzitia vyvinutého senzora v moci bola
demonstrovana na analyze vzoriek mocu s pridanym zna-
mym mnozstvom HSA. Cas analyzy za pouzitia sa¢asné¢ho
postupu optimalizovaného smerom k dosiahnutiu ¢o naj-
lepSieho limitu detekcie je 1 h 50 min. Pre pripadné prak-
tické aplikacie by bolo vhodné tento Cas vyrazne skratit’,
¢o by bolo este dosiahnutel'né po d’alSej optimalizacii za-
meranej na dobu analyzy. TaktieZ bolo Uispesne otestované
i prietokové usporiadanie, ktoré je vhodné pre pripadné
automatizované aplikacie.
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ék\ zk\ él\\ ék\ 6 —— A Cys/GA/Ab,-HRP
< B Cys/GA/HSA/Ab,-HRP
= 8 —— C Cys/GA/Ab,/HSA/Ab,-HRP
C/K\ /k\/k\ /k\ -10 1
12
2.7 "2
"\ N7 -16 - L
Ziaty povrch (Y o 200 400 600 800
;gk?rf’:g; Aby  AbyHRP HSA e

Obr. 1. Testovanie funkénosti systému v mieSanom usporiadani. (A) Imobilizacia detekéného konjugatu priamo na elektrédu pre ove-
renie jeho funkcnosti. (B) Priame stanovenie imobilizovaného HSA pre overenie Specifickej vazby konjugatu. (C) Funkcnost findlneho

usporiadania pre imunostanovenie. (D) Porovnanie ziskanych signalov

78



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. /7, 53-86 (2019)

A 0,0+ .
-0,1 W
-0,2 HSA
= [ug-mi]
2 0,31 0
~ —0,1
-0,4 =
10
30
-0,5 50
—80
-0,6 . . . . .
400 600 800 1000 1200
t(s)

Cena Karla Stulika 2019

[ ]
<
2
% 0,14 m
0,03 4 ' : '
0.1 1 10 100
¢ (ug'ml™)

Obr. 2. (A) Ampérometricky zdznam stanovenia réznych koncentracii HSA v mieSanom usporiadani pomocou zlatej elektrody
s protilatkou imobilizovanou cez CYS-GA a (B) kalibraé¢na zavislost’ vyvinutého imunosenzora

4. Zaver

Bol vyvinuty ampérometricky biosenzor na detekciu
albuminu v mo& s limitom detekcie 10 ng ml’
(0,15 nmol 1'"). Prebehla uspesné analyza redlnych vzoriek
ako v mieSanom, tak aj v prietokovom usporiadani
s protilatkou imobilizovanou na zlata sietotlacovl elektro-
du pomocou CYS-GA. Tato jednoduchd metoda detekcie
HSA sa vyznacuje kratkou dobou analyzy, nizkou cenou
stanovenia a moznost'ou miniaturizcie a automatizcie.

Prdaca bola financne podporend projektami MUNI/
A/1237/2016 a CEITEC 2020 (LQ 1601).
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and Z. Farka” (“Department of Chemistry, Faculty of
Science, Masaryk University, Brno, bCEITEC MU, Masa-
ryvk University, Brno): Amperometric Biosensor for
Rapid Determination of Albumin in the Urine

This work presents the development of an am-
perometric biosensor for the rapid determination of clini-
cally relevant concentrations of human serum albumin in
the wurine, whose increased concentration indicates
nephropathy. This simple method is characterized by
a short analysis time, low cost of determination, possibility
of miniaturization, automatization and point of care analy-
sis. The assay was performed by using various methods of
immobilization the antibody to screen-printed electrodes
by means of mixed and flow-through configuration. By
immobilizing the antibody via cysteamine and glutaralde-
hyde in a mixed analysis, a detection limit of 10 ng ml™
was reached, allowing the determination of human serum
albumin in the urine.

Keywords: amperometry, human serum albumin, biosensor
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FORENZNA ELEKTROCHEMIA NOVYCH PSYCHOAKTIVNYCH LATOK

LENKA VATRSKOVA®, MARTIN KUCHAR",
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a TATIANA V. SHISHKANOVA®

“ Ustav analytické chemie, b Laborator forenzni analyzy
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166 28 Praha 6

vatrskol@vscht.cz

KTlucové slova: kalix[4]arén, potenciometria, detekcia,
nové psychoaktivne latky

Uvod

Jednou z najpouzivanejSich Gloh forenznej chémie je
analyza novych psychoaktivnych latok (NPS), medzi ktoré
patria syntetické katindny a aminoindany. Syntetické kati-
nény svojimi farmakologickymi tUc¢inkami a Struktarou
napodobiiujit drogy amfetaminového typu. NajcastejSia
cesta pozivania syntetickych katinénov je nosna inhalacia,
kedy sa pozitd davka pohybuje v rozmedzi 0,002-1,5 g.
Pri peroralnom poziti uzivatelia zvySuju davku pre dosiah-
nutie pozadovaného stavu na 0,01-2,5 g. V&csi uzitok
uzivatelia dosahuju kombinaciu syntetickych katinénov so
stimulantami (amfetamin, metamfetamin, kokain, kofein),

sedativami (benzodiazepin, alkohol) a halucinogénmi'?.

Kvalitativna analyza NPS vyuziva kolorimetrické
skusky®*, alebo imunochemické metody™®. Tieto pre-
sumpéné testy nie st spolahlivé, maju nizku citlivost’
a poskytuju faloSne pozitivne alebo faloSne negativne vy-
sledky. Kvantitativna analyza je zalozena na separacnych
technikach’. Nevyhodou separaénych technik je priprava
vzorku, ktora zahiha derivatizaciu a nutnost’ extrakcie
syntetickych katinénov z biologickych matric, kedy moze
dojst’ ku kontaminécii vzorky® . Elektrochemicka detekcia
NPS, konkrétne syntetickych katinénov, je novym
a perspektivnym trendom vo forenznej analyze”.

Predlozena praca navdzuje na vyskum v laboratoriu
elektroanalytickych metdd, ktorého cielom je vyvijanie
elektrochemickych senzorov aplikujucich principy supra-
molekularneho rozpozndvania. Sucasny vyskum je zame-
rany na vyvoj potenciometrickych senzorov na baze deri-
vatu kalix[4]arénu, §tadium ich selektivity pre NPS z rady
syntetickych katinonov a aminoindénov a ich analyticke;j
aplikacie.

Experimentalna ¢ast’

Hydrochloridy NPS (obr. 1A) a derivat kalix[4]arénu
(25,26,27,28-tetrakis-(etoxykarbonylmetoxy)-5,11,17,23-
-tetra-terc-butylkalix[4]arén), neutralny nosi¢ (obr. 1B),
boli poskytnuté Laboratoriom forenznej analyzy biologic-
ky aktivnych latok a Ustavom organickej chémie (VSCHT

MDAI MABP o 4F NEB
o
’L H Hel L H He
N HCl
/Ok'-w;/\- N ) /:\\:\w// ~ ™ e \v‘/N\“\/'/
NEan T [ J )
AN o~/ HCl .
07 T T ~F b p N Ny
MDMC 1 N
o MDPPP o - \
H HCl I
O 0 X N—/

derivat kalix[4]arénu

SRS

Obr. 1. Struktiry $tudovanych hydrochloridov novych psychotropnych litok (A) a aktivnych komponentov PVC-membran (B);
A) 5,6-metyléndioxy-2-aminoindan (MDAI); bufedron (MABP);
metylon (MDMCO); 3',4'-metyléndioxy-a-pyrrolidinopropiofenon (MDPPP); B) derivéat kalix[4]arénu (neutralny nosic); tetrafenylborat

sodny (TPBNa) (kationomenic)

1-(4-fludrfenyl)-2-(etylamino)butan-1-6n hydrochlorid (4-F NEB);
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Praha). Roztoky anorganickych soli (Lach-Ner, Ceska
republika) a hydrochloridov NPS sa riedili redestilovanou
vodou. Na vytvorenie membran boli pouZzité tetrahydrofu-
ran (THF), poly(vinylchlorid) (PVC), 2-nitro-fenyl(oktyl)-
éther (NPOE) a tetrafenylbordt sodny (TPBNa)
(,,selectophore®, Fluka, Svajéiarsko).

PVC-membrany (m = 0,2 g) na baze derivatu kalix[4]-
arénu obsahovali (m/m) 1 % (M-R1), 5 % (M-RS5), 10 %
(M-R10) receptoru, PVC a NPOE v pomere (1:2)". Pre
vyhodnotenie vplyvu nespecifickych interakcii bola pripra-
vena PVC-membrana na baze kationomenic¢a (TPBNa, M-
KM).

Zmena elektromotorického napitia bola zmerana pH
metrom PHI 04 v systéme: Ag | AgCl | 3 mol I"' KCI ||
merany roztok | PVC-membréana || 0,1 mol 1" NaCl | AgCl
| Ag. Vysledky potenciometrickych merani boli spracova-
né programom Labio PHI 04 Datalogger HDD Stream.

Potenciometricka selektivita bola stanovena proti sekun-

darnemu aminu, bufedréonu (log Kyfisp,) . Koeficient selek-

tivity bol vypocitany porovnanim hodnét kalibracnej
krivky”. Metdodou pridavku Standardu (cgq = 2,14 mg ml™
") bolo prevedené stanovenie bufedronu (MABP)
v modelovej vzorke (¢y,mod. = 2,1 Ug ml’l) a vzorke slin
(mgin = 0,9858 g) pripravenej podla literatury'2. Vzorka
slin bola po zvéazeni nariedend na objem 10 ml a bola zme-
rand hodnota pH (pH = 7). Nasledne boli v odobratom
objeme (¥ = 5 ml) nasimulované koncentracie bufedronu
21,4;34,2a55,6 pgml ™.

Vysledky a diskusia
Potenciometrické vlastnosti

Kalix[n]arény st makrocyklické molekuly zlozené
z podjednotiek (4-8) fenolu a spojené metylénovou skupi-
nou v ortho-pozicii”. Vdaka svojim $truktirnym znakom
(tvorba kavity) a modifikaciou funkénych skupin maju
vyuZitie vo vyvoji senzorov'*'’. Pritomnost funkénych
skupin v derivate kalix[4]arénu dokéze ovplyviiovat’ vel-
kost” kavity, vyskyt moznych konformerov (obr. 2) a tym
pdsobi na jeho rozpoznavacie vlastnosti.

konicky

Ciastocne konicky
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V pripade membrany na béze kationomenica (M-KM)
bola dolna hranica koncentra¢ného rozsahu ovplyvnena a)
dostupnost'ou pozitivneho naboja na dusiku v rade aminov
obsahujtcich metyléndioxy skupinu, konkrétne primarny
(MDAI) < sekundarny (MDMC) < terciarny amin
(MDPPP); b) lipofilitou substituentu v blizkosti sekundar-
neho dusiku (MDMC, MABP) a substituentov na aroma-
tickom jadre (4-F NEB) (obr. 3A).

Potenciometricka citlivost’ membrany na baze neutral-
neho nosica nebola v takej miere ovplyvnena percentual-
nym obsahom derivatu kalix[4]arénu, ako bola jej dolna
hranica koncentra¢ného rozsahu. ZvySovanie obsahu deri-
vatu kalix[4]arénu v PVC-matrici z 1 % (M-R1) do 5 az
10 % (M-R5, M-R10) viedlo k posunu dolnej hranice kon-
centra¢ného rozsahu do vyssich koncentracii (obr. 3B-D).

Potenciometricka selektivita bola po vyhodnoteni
potenciometrickych vlastnosti stanovena vzhladom k se-
kundarnemu aminu, bufedrénu. Napriek vysokému vysky-
tu bufedronu, je to jeden z nejmenej preskimanych katiné-
nov. Jeho pritomnost’ bola monitorovana v mnohych vzor-
kéach zo zachytu, ¢i uz ako hlavnej psychoaktivnej zlozke
alebo ako primesy. Jeho popularita vzrastla v roku 2011,
kedy sa stal druhym najpouzivanejSim substituentom
mefedronu'®. Potenciometricka selektivita pre membrany
obsahujtce 5 % (M-RS5) a 10 % (M-R10) derivatu kalix[4]-
arénu sa menila v rade: MDMC < MDAI < 4-F NEB <
MDPPP a ukazovala podobné hodnoty koeficientov selek-
tivity. Potenciometricka selektivita membrany obsahujlcej
1 % (M-R1) derivatu kalix[4]arénu sa od nich odliSovala:
4-F NEB < MDAI < MDMC ~ MDPPP. Pre membranu na
baze kationomenica (M-KM) sa vplyv interferentov zvyso-
val v rade: primarny amin < sekundarne aminy < tercidrny
amin.

Potenciometrické stanovenie

Pri stanoveni bufedronu v modelovej vzorke sa ukaza-
la ako uspesna membrana M-R10 (2,3+0,1 pg ml™, S.=
2 %), zatial’ Co v redlnej vzorke sa ukazala perspektivnejsia
membrana M-R1 (32,5+3,6 pg ml™', S, =7 %).

1,3-striedavy 1,2-striedavy

Obr. 2. Konformery kalix[4]arénu
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Obr. 3. Potenciometrické odozvy PVC-membran na baze katibnomeni¢a (A) a neutralneho nosi¢a s roznym obsahom derivatu
kalix[4]arénu (B-D) ziskané v roztokoch hydrochloridov novych psychoaktivnych latok

Zaver

V ramci tejto prace bolo zistené, Ze mnozstvo derivatu
kalix[4]arénu v PVC-membrane ovplyvnuje zakladné po-
tenciometrické vlastnosti, najmi pracovny koncentracny
rozsah a selektivitu. Vyznam vysokého obsahu derivatu
kalix[4]arénu v PVC-membrane ISE ukazal déleziti ulohu
pri stanoveni bufedronu v realnej vzorke slin.

Prace byla realizovdana za podpory grantu Minister-
stva vnitra Ceské republiky ,,Nové psychoaktivni latky*
cislo VI20172020056.
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nology, Prague; ° Forensic Laboratory of Biologically
Active Substances and Department of Chemistry of Natural
Compounds, University of Chemistry and Technology,
Prague; © Department of Organic Chemistry, University of
Chemistry and Technology, Prague): Forensic Electro-
chemistry of New Psychoactive Substances

This work presents potentiometric study of the inter-
action between calix[4]arene derivative in ion-selective
membranes (ISMs) and novel psychoactive substances
(NPSs) in the solution. Aminoindane (primary amine) and
cathinone derivatives (secondary and tertiary amines) were
tested as analytes. The main purpose was to investigate the
effect of percent composition (1 wt%, 5 wt%, and 10 wt %)
of calix[4]arene derivative in the ISMs on the basic poten-
tiometric characteristics. It was found that the high per-
centage content of calix[4]arene derivative (5-10 wt%)
significantly affected the linear concentration range and
potentiometric selectivity of the experimental ISMs. The
analytical applicability of calix[4]arene-based ISMs was
verified and demonstrated at potentiometric analysis of
both model sample and saliva spiked by cathinone deriva-
tive (buphedrone).

Keywords: calix[4]arene derivative, potentiometric detec-
tion, new psychoactive substances
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