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24. rocnik celostatni soutéZe o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie

,,O cenu Karla Stulika 2021¢

Ani pandemie nezabranila nadSencim z Odborné
skupiny analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické
usporadat jiz 24. ro¢nik celostatni soutéze o nejlepsi stu-
dentskou védeckou praci v oboru analytick4d chemie a jiz
7. roénik, ktery nese jméno profesora Karla Stulika, vyni-
kajiciho analytického chemika a vysokoSkolského ucitele.
V leto$nim roce tato soutéZ probéhla vzhledem k pande-
mickym opatfenim v hybridni formé ve dnech 10. a 11. 2.
2021 na Ustavu analytické chemie FCHI VSCHT v Praze
a diky vynikajici praci organizacniho vyboru pracujiciho
ve slozeni prof. Ing. Oto Mestek, CSc., Ing. Martin Clu-
pek, Ph.D., Ing. Antonin Kana, Ph.D. a doc. Ing. et RNDr.
Pavel Rezanka, Ph.D probéhla i letos tato soutdz
v piijemné a tviréi atmosféfe. Ani v leto$nim roce neméla
lehkou praci hodnotici komise pracujici ve slozeni prof.
Ing. Oto Mestek, CSc. (VSCHT Praha, FCHI — piedseda
komise), prof. RNDr. Vojtéch Adam, Ph.D. (Mendelova
univerzita v Bmé), prof. RNDr. Jifi Barek, CSc.
(Univerzita Karlova, Praha), prof. Dr. Ing. Richard Koplik
(VSCHT Praha, FPBT), prof. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D.
(Masarykova univerzita, Brno), Ing. Radmila Rapkova
(Chemické listy), doc. RNDr. Dr. David Sykora (VSCHT
Praha, FCHI) a doc. Ing. Cubomir Svorc, PhD. (Slovenska
technicka univerzita v Bratislave). Soutéze se v roce 2021
zlcastnilo celkem 30 studentll z péti Ceskych vysokych
Skol uvedenych na www strankdch soutéze https://
uanlch.vscht.cz/studium/stulik21. A zde jsou vysledky této
dnes jiz tradiéni a respektované studentské soutéze
(kurzivou je uveden nazev ocenéné prace).

1. misto

Bc. Radka BuSovska
(Ptirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova)

Metabolomika tékavych latek lid-
ského pachu metodou GC x GC
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2. misto

Bc. Anna Louckova (Fakulta potra-
vinarské a biochemické technologie,
Vysoka §kola chemicko-
technologicka v Praze)

. Charakterizace biologicky aktivnich
latek v Fepiku lékarském

3. misto

Bc. Zuzana Husakova
(Prirodovédecka fakulta, Masaryko-
va univerzita)

Inhalace nanocastic: kde a v jaké
formé se ukladaji v mozku?

F

Zvl1astni cenu poroty ziskali (abecedné)

Bc. Polina Bainova

(Fakulta chemické technologie,
Vysoka skola chemicko-

L technologicka v Praze)
Plasmon-aktivni, COF-

| funkcionalizované optické viakno
pro detekce CO, v organickych
rozpoustédlech

0

Bc. Dominika Bezdekova
(Prirodovédecka fakulta, Masary-
kova univerzita)

MALDI MS zobrazovani izomerii
lipidii pomocou off-line ozonizace
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Bc. Eliska Birgusova
(Agronomicka fakulta, Mendelova
univerzita v Brng)
Elektrochemicky biosenzor pro
detekci metylace DNA

Adam Reguli

(Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Univerzita Karlova)
UHPLC-MS/MS analyza ICRF-
193, nového analogu dexrazoxanu

—= 2 Bc. Andrea Spackovi

= (Fakulta chemicke a potravinérskej
~ technologie, Slovenska technicka
| univerzita v Bratislave)

Selektivna extrakcia kumarinov z
kozmetickych pripravkov - vyber
typu adsormentu a extracného po-
stupu

Zvlastni cenu poroty pro studenty bakalarské-
ho studia ziskali (abecedné):

Lenka Filipiakova

(Fakulta chemicko-inZenyrska, Vy-
soka skola chemicko-technologicka
v Praze)

Detekcia myricetinu pomocou po-
krocilych technik vibracnej spektro-
skopie
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"‘. Kristina Stafurova

| (Prirodovédecka fakulta, Univerzi-
ta Karlova)

Vyvoj analytickych metod pre sta-
novenie environmentalnych polu-
tantov pomocou striebornej amal-
gamovej elektrody obnovitelnej

Zvlastni cenu sponzora — firmy Metrohm
(abecedné):

Bc. Ondrej Mracdek

- (Ptirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova)

Voltametricke stanoveni metroni-

dazolu pomoci stribrné pevné pra-

" covni elektrody

Bc. Andrea Pecova

(Fakulta chemickej a potravinarskej
technologie, Slovenska technicka
univerzita v Bratislave)

Sledovanie interakcie DNA s vybra-
nymi nanocasticami v prosredi
matrice potu pomocou elektroche-
mického senzora

Zvlastni cenu sponzora - firmy Nicolet CZ:

Be. Ivan Kopal

(Fakulta chemicko-inzenyrska,
Vysoka Skola chemicko-
technologicka v Praze)

Ex-situ analyza produktu fotoche-
mické reakce 4-aminobenzenthiolu
na povrsich plasmonickych sub-
strati

Rad bych na tomto misté¢ podekoval v§em soutézicim
za vynikajici soutézni prace a jejich pfikladnou prezentaci
bez ohledu na jejich umisténi a také jejich skolitelim
a matetskym pracovistim, bez nichz by tyto soutézni prace
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nevznikly. Mam opravdu radost, ze Covid nepotlacil tvir-
¢iho ducha studentt ani pracovist, ktera je do této soutéze
vyslala. Mj dik pochopitelné patii i vSem ¢lenlim poroty
za obétavou a neziStnou praci ku prospéchu mladych ana-
lytickych chemiki a Ing. Radmile Rapkové, technické
redaktorce ¢asopisu Chemické listy, a prof. RNDr. Vlasti-
milu Vyskodilovi, Ph.D., vedoucimu redaktorovi ¢asopisu
Chemické listy za ptipravu zvlastniho elektronického c¢isla
Casopisu Czech Chemical Society Symposium Series
(http://www.ccsss.cz/) vénovaného leto$nimu roéniku této
soutéze, ktery dokézal, jak dobfe se fada pracovist’ doka-
zala vyrovnat se zaludnostmi pandemie. A jist¢ budou
vSichni analyti¢ti chemici 1 ostatni pfiznivci analytické
chemie souhlasit s mym vielym podékovanim vSem part-
nerim a sponzordm soutéze, jejichz loga si dale dovoluje-
me otisknout, za jejich podporu, bez které by tato soutéz
nikdy neprobéhla, a kterd umoznuje pripravu budouci ge-
nerace analytickych chemikti. A rad bych vyslovil pfani,
aby si vyznam analytické chemie pro celou nasi spolecnost
uvédomili i Ti, co ho ne zcela doceniuji. Atypicka nasledu-
jici fotografie komise bude pfipominkou, jak se nase Od-
borna skupina analytické chemie dokézala vyrovnat se
slozitou pandemickou situaci.

Cena Karla Stulika 2021

A na zavér bych rad oznamil, ze — pokud tomu neza-
brani viry ¢i jind vys§i moc — prob&hne v pfistim roce tato
soutéz 9. a 10. Gnora 2022 na Agronomické fakult¢ Men-
delovy univerzity v Brné¢.

Jiri Barek
predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické

Sponzoii a partnefi soutéZe O cenu Karla Sulika 2021
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VYVOJ IN VITRO METODY PRO TRANSKORNEALNI PRENOS KANABINOIDU

DENISA ADAMCOVA®?, MARTIN KUCHAR?
a ADELA JENISTOVA”

“ Ustav chemie prirodnich latek, ” Ustav fyzikalni chemie,
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6 — Dejvice

adamcovd@vscht.cz

Klicova slova: fytokanabinoidy, kanabidiol, rohovka,
transkornedlni pfenos, infracervend spektroskopie

Uvod

Ptirodni kanabinoidy (fytokanabinoidy) jsou biologic-
ky aktivni latky rostlin rodu konopi (Cannabis L.), které
tvofi skupinu piiblizné 66 dosud popsanych latek'.
V dusledku ptisobeni nékterych fytokanabinoidii na lid-
skou psychiku lze povazovat konopi za nejkontroverznéjsi
rostlinu v historii lidstva. Podle posledni studie Evropskeé-
ho monitorovaciho centra pro drogy a drogovou zavislost
(EMCDDA) se konopi nachéazi na prvni pficce seznamu
zneuzivanych nelegalnich drog v Evrop&*.

Kanabinoidy v lidském téle ptisobi skrze endokanabi-
noidni systém, ktery se v poslednich desetiletich jevi jako
mozny potencidlni terapeuticky cil pfi 1écbé zavaznych
onemocnéni’.

V ramci oftalmologie by mohly kanabinoidy ptedsta-
vovat velmi UCinny zpusob lécby zeleného zakalu
(Glaucoma). Podle svétové zdravotnické organizace
(WHO) je glaukom druhou nejéastéjsi pri¢innou nevratné-
ho poSkozeni zraku na celém svété, jez muze vést az
k celkové slepoté®. Jedna se o multifaktorialni onemocné-
ni, mezi jehoZz rizikovymi faktory je i zvySeni nitroo¢niho
tlaku (intraocular pressure, IOP) zplsobujici poskozeni
gangliovych bunék na sitnici’.

V ramci studie kanabinoidi bylo zjisténo, ze uzivatelé
konopi maji nizsi IOP, coz vedlo k myslence pouzit kana-
binoidy jako potencidlni 1€k pii 16€bé glaukomu. Pfi oral-
nim podévani syntetického A’-tetrahydrokanabinolu bylo
docileno snizeni IOP u sledovanych pacientti. V dalsich
studiich navic kanabinoidy vykazovaly také neuroprotek-
tivni uginek zabrafiujici smrti gangliovych bungk sitnice’.

Experimentalni ¢ast

Ptiprava rohovek

Tepeln€ neoSetfené prase¢i ocni bulvy byly odebrany
na Jatkach Cesky Brod a.s. Rohovky byly izolovany do
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2-3 hodin po enukleaci. Preparacni postup rohovek byl
konzultovan ve spolupraci s O¢ni tkanovou bankou Fakult-
ni nemocnice Kralovské Vinohrady. Poskozené rohovky ¢i
rohovky s viditelnou o¢ni vadou byly vytazeny. Izolované
rohovky, které nebyly zpracovany hned po izolaci, byly
uskladnény v médiu Eusol-C (Alchimia, Italie) a ulozeny
do chladu (4 °C).

Transkornedlni pienos

Pro metodu in vitro transkornealniho ptenosu byly
pouzity statické Franzovy difuzni cely. Receptorovou te-
kutinou byl sterilni zavlazovaci roztok BSS® (Alcon Labo-
ratories, USA). Tii rdzné emulze s oznacenim POT 1,
POT 10 a LNC-IPM-PS_1, obsahujici vzdy 2,5 hm.%
kanabidiolu (CBD), byly dodany spolec¢nosti EcoFuel La-
boratories s.r.o. Emulze se navzajem od sebe lisily prede-
v§im pouzitymi posilovaci transkornealniho prenosu, je-
jichz vliv na strukturu rohovky byl studovan. CBD v této
praci slouzil pouze jako modelovy kanabinoid. Na rohov-
ku bylo naneseno vzdy 100 mg dané emulze. Pro kazdou
emulzi bylo provedeno 12 transkorneélnich experimentl
trvajicich 24 h. Cely byly po celou dobu temperovany na
teplotu simulujici o¢ni prostredi (32-34 °C).

M¢fteni infracervenych spekter rohovky

Pro urceni strukturnich zmén v rohovce, zptisobenych
vlivem aplikované emulze, byl pouzit infracerveny (IR)
spektrometr s Fourierovou transformaci s technikou zesla-
beného uplného odrazu (ATR) Nicolet iS50 FT-IR
(ThermoFisher Scientific, USA) vybaveny diamantovym
krystalem. IR spektra byla méfena s rozlisenim 2 cm
pii po¢tu 256 skentt na jedno spektrum. Kazda rohovka
(oSetfena i neosetfend) byla zméfena 5% na horni a 5x na
spodni stran¢. Spektra byla kompenzovana na CO,
a vzdusnou vlhkost. Pro potlaceni vlivu strukturnich rozdi-
It byla podle typu oSetfeni spoctena pramérna spektra
(a hodnota smérodatné odchylky).

Stanoveni receptorové tekutiny

Ke stanoveni CBD v receptorové tekutiné byla vyuzi-

ta metoda kapalinové chromatografie s ultrafialovou
atandemovou hmotnostni  spektrometrickou  detekei
(LC-UV/MS)°.

Vysledky a diskuse

Nejprve bylo zméfeno pét spekter z horni i spodni
strany neoSetienych rohovek. Pro vyhodnoceni spekter
bylo nutné odecist spektralni pasy vody, aby bylo mozné
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urcit pasy nalezici latkam v rohovce (obr. 1).

Ve spektrech se projevily pasy nalezici alifatickym
fetézclim (nasycenym i nenasycenym), amidim a estertim,
coz korespondovalo s chemickym sloZzenim rohovky. Pfi
porovnani hornich a spodnich stran rohovek bylo mozné
pozorovat znacné spektralni rozdily vychazejici z rozdilné
distribuce chemickych latek ve vrstvach rohovky (obr. 2).
Vyssi intenzita past u spodni strany rohovky je pravdépo-
sobena odliSnou strukturou vrstvy.

Pro urceni vlivu jednotlivych emulzi na rohovku bylo
nutné vyuzit vicerozmérnou statistickou metodu, konkrét-
né¢ analyzu hlavnich komponent (principal component
analysis, PCA). Metoda byla pouzita na dvou intervalech
obsahujicich pouze charakteristické pasy nalezici rohov-
ce, ptripadné emulzim, kdy prvni interval byl v rozmezi
33702860 cm™ a druhy interval byl v rozmezi 1760-900
em™. Jako srovnavaci vzorek (blank) byla pouZita neoSet-

|Rohovka_bez-vody
Rohovka_s-vodou

0,20+
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O
—_
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fena rohovka, ktera napomaha urcit vliv samotnych emul-
zi. K popisu 100% variability mezi rohovkami oSetfenymi
emulzemi staily pouze dvé hlavni komponenty (PC)
(obr. 3). Kazdy bod zastupuje jeden typ oSetfeni rohovky.
Vzdalenost mezi emulzi a neoSetfenou rohovkou naznacu-
je, ze slozeni jednotlivych emulzi interaguje s rohovkou
a ovliviije jeji strukturu, diky cemuz jsou emulze od sebe
dobfe rozlisitelné.

Zatézové kiivky PC1 (99 % a 98 %) jsou u obou stran
rohovek popsany klesajicimi pasy kromé& pasti -OH skupin
nélezicich vod& (cca3300cm™). Naopak u PC2 (1%
a2 %) lze pozorovat znacny vliv klesajicitho pasu vody,
coz poukazuje na fakt, ze vysychani rohovky v priibéhu
méfeni ma minoritni vliv na vysledné rozdéleni dat
(obr. 4).

Ze stanoveni CBD v receptorové tekutiné pomoci
LC-UV/MS bylo mozné urcit, jak dobfe prochazeji emulze
rohovkou. Pro rozsifeni intervalu detekce byly pouzity dva

1000

Vinoéet (cm™)

Obr. 1. IR spektrum neoSetiené rohovky pred a po odectu spektra vody

|Rohovka_homi
_Rohovkafspod ni 3

Absorbance

Vinoéet (cm™)

Obr. 2. Srovnani spekter horni a spodni strany rohovky s vyznafenymi charakteristickymi pasy; 1 — amidy, 2 — C-H vibrace na sp2

uhliku indikujici dvojnou vazbu, 3 — alifatické fetézce
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® Blank ®POT_1 @ POT_10 @ LNC-IPM-PS_1

° a.

.PC-2 (1%)
®

' PC-1 (99%)

PC-2(2%)

PC-1(98%)

Obr. 3. RozloZeni dat podél PC; a — horni strana rohovky, b — spodni strana rohovky, Blank — neoSetfena rohovka

Obr. 4. Grafy miry variabilit pro PC; a — horni strana rohovky, b — spodni strana rohovky

detektory, konkrétné spektrofotometricky a hmotnostni
s trojitym kvadrupdlem. Néasledné méfeni probihalo ve
ttech opakovanich pro kazdou receptorovou tekutinu. Pies-
na ¢iselna kvantifikace byla ovSem obtizna vlivem moz-
nych deformaci rohovek v prubéhu transkorneéalnich expe-
rimentll na plochych Castech Franzovych difuznich cel.
Porovnanim ziskanych dat 1ze konstatovat, Ze nejlépe pro-
chéazela emulze LNC-IPM-PS 1 a nejhife POT 1. Emulze
POT 10 prochazela rohovkou téméf srovnatelné jako
emulze POT 1.

Zavér

V této praci byla vyvinuta metoda pro transkornealni
prenos kanabinoidtl za pouziti komeréné dostupnych Fran-
zovych difuznich cel. Spolupraci s O¢ni tkaiiovou bankou
byly ziskany cenné informace a dovednosti tykajici se
manipulace s rohovkami. IR spektrometr s ATR nastav-
cem se ukazal jako vhodny nastroj pro vysetieni chemické
struktury, vzajemné odli$nosti obou stran rohovky a spek-
tralnich rozdili v rohovkach zplsobenych prostupem
emulzi. Vliv jednotlivych emulzi na strukturu rohovky
bylo mozné rozlisit pomoci metody PCA. V kombinaci
s LC-UV/MS bylo mozné urcit, jak vyznamné emulze
prochazely rohovkami.
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Nyni se zabyvame vyvojem vhodngjsi cely, ktera se
svym tvarem lépe ptizptisobi tvaru rohovky, aby se zabra-
nilo jeji piipadné deformaci béhem prichodu latek. Nové
cely planujeme sestavit do soustavy, ¢imz budou vSechny
cely ovladany spole¢né. Toto zapojeni zna¢né urychli ma-
nipulaci a zamezi vzniku pfipadnych odchylek v pribéhu
prichodu latek. Zabrani se tak riznému ¢asu ohfevu i roz-
dilné rychlosti pratoku receptorové kapaliny.

Prace je soucasti projektu TNOI1000048 — Narodni
centrum kompetence ,, Biorafinace jako obéhové technolo-
gie* za spolufinancovani statni podporou Technologické
agentury. Podékovani dale patFi Ocni tkanové bance Fa-
kultni nemocnice Kralovské Vinohrady za spolupraci pri
izolovani rohovek a firmé EcoFuel Laboratories s.r.o. za
dodant stanovovanych emulzi.
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D. Adamcova®, M. Kuchai®, and A. Jenistova®
(“ Department of Chemistry of Natural Compounds;
b Department of Physical Chemistry, University of Chemis-
try and Technology in Prague, Prague): Development of
In Vitro Method for Transcorneal Transport of Canna-
binoids

In the future, cannabinoid products could be used to
treat glaucoma due to their positive effect on the human
body. Glaucoma is the second most common cause of irre-
versible eye damage worldwide. Treatment of glaucoma
involves the reduction of the intraocular pressure in the
anterior segment of the eye. The main problem in the pro-
duction of eye drops with cannabinoids is the poor solubil-
ity and high lipophilicity of cannabinoids. Therefore, eye
drops must contain specific substances called enhancers
which ensure the transfer of cannabinoids through the cor-
nea to deeper eye tissues. This work is aimed at the char-
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acterization of the cornea before and after cannabinoid
transmission. The isolated porcine corneal tissues were
used as models of the corneas for transcorneal experi-
ments. In vitro experiments were simulated using Franz
diffusion cells under the suitable ocular conditions. The
trial preparations contain cannabidiol as a model canna-
binoid and suitable enhancers. /n vitro experiments run for
24 hours. FTIR spectrometer with ATR adapter is used for
monitoring changes in the chemical composition of the
cornea before and after transcorneal transport. The meas-
ured spectra were evaluated by multivariate statistical
methods.

Keywords: phytocannabinoids, cannabidiol, cornea, trans-
corneal transport, infrared spectroscopy

Acknowledgements

This work is part of the project TNO1000048 — National
Competence Center ,, Biorafinace jako obéhové technolo-
gie* co-financed by the Technology Agency state support.
We would like to thank the Eye Tissue Bank — the Royal
Vinohrady University Hospital for cooperation with corne-
al isolation, and company EcoFuel Laboratories s.r.o. for
delivery of the measured emulsions.



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 19, 65-110 (2021)

Cena Karla Stulika 2021

METABOLOMIKA PRCHAVYCH LATOK LUDSKEHO PACHU METODOU DVOJDI-
MENZIONALNEJ PLYNOVEJ CHROMATOGRAFIE

RADKA BUSovskA™”, PAvLINA KYJAKOVA®,
RoBERT HaNUS? a JANA SOBOTNIKOVA®

“ Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzita Karlova, Albertov 6, 128 43 Praha 2, * Ustav orga-
nické chemie a biochemie AV CR, Praha
radka.busovska@gmail.com

KTlucova slova: I'udsky pach, metabolomika, dvoj-
dimenzionalna plynova chromatografia

Uvod

Cuch je evoluéne najstari zmysel. Zohrava vyznam-
nu ulohu pri orientacii v prostredi, napriklad pri hl'adani
potravy a uniku pred predatormi, a taktiez
pri vnaitrodruhovej komunikacii (hl'adanie partnera)'. Su-
Casny cClovek je dominantne vizudlnym tvorom, a preto
¢uchu uz nevenujeme taku pozornost’, no aj napriek tomu
ostava kl'iCovym zmyslom v zékladnych biologickych
procesoch. Ako jediny zo zmyslov neprechadza hypotala-
mom a nie je ni¢im regulovany. Cuchova informacia pre-
chéadza rovno do limbického systému v mozgu, kde je spo-
jena s prislusnou emociou a ihned zapamitana’. Je to teda
zmysel, ktory je najviac prepojeny s eméciami. Cuchové
vnimanie zohrava doélezitu ulohu pri vybere partnera najméa
pre zeny’, tak ako aj iné atributy ako napriklad &rty tvare®.

Na zaklade niektorych evolucnych tedrii sa predpo-
kladalo, Ze si budeme vyberat' partnera, ktoré¢ho telesny
pach je ¢o najviac odliSny s naSim telesnym pachom
a pachom naSich rodic¢ov, kvoli génovej roznorodosti po-
tomkov. Empirické vyskumy vsak ukazuju, Ze je to nao-
pak a mame tendenciu si vyberat’ partnera, ktorého teles-
ny pach je podobny s pachom nasho rodi¢a opacného
pohlavia.

Komprehenzivna plynova chromatografia v spojeni
s hmotnostnym detektorom doby letu (GCxGC-TOFMS)
je v stiéasnosti najpouzivanej$ia metdda pre separovanie a
identifikaciu velkého mnozstva analytov zo vzoriek
s komplexnou matricou, ako je telesny pach’. Pomocou
dvoch kolén o rdznej polarite sme schopni dosiahnut’ lep-
Siu separaciu analytov s podobnymi vlastnostami oproti
plynovej chromatografii klasicke;j.

Této praca je zamerand na vyvinutie metodického
postupu pre robustnu charakterizaciu jednotlivych jedin-
cov podl'a ich telesného pachu a oddelenie tychto jedincov
pomocou dvojdimenzionalnej plynovej chromatografie
s naslednym Statistickym spracovanim.
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Experimentalna ¢ast’

Pre vzorkovanie bola pouzita sterilna vatova tycinka,
ktorou sa 20x v podpazusi otocilo, potom bola vlozena do
2ml vialky, uzavretd a chladend na —20 °C az do extrakcie.
Bola prevedend extrakcia do 400 pl destilovaného
n-hexanu po dobu 24 h pri 8 °C s naslednym 10min pdso-
benim ultrazvuku. K extraktom boli pridané vnutorné Stan-
dardy (10 ng 1-bromnonanu a 100 ng 1-bromeikosanu)
a boli skladované pri —80 °C az do doby analyzy.

Vzorky boli analyzované pomocou GCxGC-TOFMS
pristroja Pegasus 4D (LECO Corp., St. Joseph, ML, USA).
Prva bola nepolarna koléona Rxi-5Sil MS (30 m, ID 0,25
mm, df 0,25 pm, Restek, Bellefonte, PA, USA) a v druhej
dimenzii bola semi-polarna koléona Rxi-17Sil MS (1,5 m,
ID 0,1 mm, df 0,1 um, Restek, Bellefonte, PA, USA). Me-
dzi nimi bol teplotny modulator s dvoma chladiacimi
advoma horucimi tryskami. Modulacna peridoda Ccinila
5 s a hortci pulz trval 600 ms. Teplotny program bol 50 °C
(1 min), 8 °C/min az do 320 °C (20 min). Sekundarna ko-
16na bola o 10 °C a modulator o 20 °C teplejsi ako primar-
na kolona. Mobilnou fazou bolo hélium (1 ml min™). Cel-
kovy ¢as jednej analyzy bol 54,75 min.

1 pl extraktu bol nadavkovany pomocou automatické-
ho davkovaca do injektora o teplote 250 °C v splitless
rezime. Skenovanie zacalo po uplynuti 400 s, rychlostou
100 skenov za sekundu a zbierané boli hmoty v rozmedzi
29-600 Da. Napitie detektora bolo 1500 V.

Stadie sa zacastnilo 6 muzov, ktori po dobu niekol-
kych dni pred odberom dodrzovali rovnaké pravidla zivo-
tospravy. Kazdy poskytol triplikat vzorky z oboch podpa-
zusi, ¢o dokopy ¢inilo 36 vzoriek. Ziskané chromatogramy
boli primarne spracované v LECO ChromaTOF software
v. 472 a ChromaTOF-Tile (v. 0.27) (LECO Corp., St.
Joseph, MI, USA) s cielom odstranit’ piky, ktoré nepocha-
dzaju zo samotnych vzoriek ¢loveka, ale su to napriklad
analyty vymyté z koloény. To bolo docielené vylacenim
klasifikaénych oblasti, kde sa vyskytuju najmé siloxany.
Pre vzajomné porovnanie 36 chromatogramov bol pouZity
program ChromaTOF-Tile (v. 0.27), ktory pouziva tzv.
»dlazdicovu® metoédu. Tento novy algoritmus umoziiuje piky
dalej triedit’ podl'a kvantitativneho odstupu od Sumu a podla
ich zastpenia v porovnani s referencnou skupinou pomocou
F pomeru. Ako referen¢na skupina boli pouzité alkany (C7—
C40, 1 ng pl™', Sigma-Aldrich) v roztoku hexanu.

Identita jednotlivych analytov z vyslednej sady bola
uréena za pomoci kniznic s naslednou manualnou kontro-
lou. Relativne zastipenie kazdého z analytov bolo porov-
nané pomocou analyzy hlavnych komponentov — PCA
(z angl. Principal Component Analysis) a vzdjomna che-
mickd zhoda vzoriek bola interpretovand z prvych troch
komponentov.
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Vysledky a diskusia

Odstranenie neziaducich pikov a uplatnenie vstup-
nych kritérii (signal ku Sumu 50, F pomer 2) zredukovalo
povodni sadu niekolko tisic detegovanych analytov na
474 latok. Tieto latky patrili do tried charakteristickych pre
Pudsky pach, tj. uhlovodiky, karboxylové kyseliny, alko-
holy, estery, steroidy (obr. 1). Chromatogramy réznych
P'udi sa v niektorych pripadoch daji vzajomne rozlisit’ uz
na prvy pohlad (obr. 2), vzijomné kvalitativne
a kvantitativne rozdiely v zastupeni analytov su zrejmé zo
Statistického spracovania dat. Graf na obr. 3 znazoriuje
chemicku variabilitu medzi 36 vzorkami za pomoci troch
hlavnych komponentov, ktoré pokryvaju 65 % variability.
Z grafu je vidiet, ze medzi vzorkami kazdého jednotlivca
a kazdého podpazusia je relativne maly rozptyl, z ¢oho

Rxi-17Sil MS
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vyplyva, zZe l'avé a pravé podpazusie su zamenitel'né. Zaro-
ven je mozné pozorovat, Ze medzi jedincami su vyznamné
vzdialenosti, ktoré umoziuju ich jednoznac¢ne rozlisit.

Zaver

Bola vypracovana vhodna metdda pre analyzu l'ud-
ského telesného pachu vyuzitim GCxGC-TOFMS od vzor-
kovania, az po Statistické spracovanie vysledkov. Vysled-
ky wukazuji, ze pouzitd metodika je opakovatelna
a zaroven vhodna pre rozliSenie jednotlivych l'udi na za-
klade ich telesnych pachov (obr. 3). Bolo ukazané, ze l'avé
a pravé podpazusie u jednotlivcov st zamenitelné a je teda
mozné pracovat s ich priemernou hodnotou. Takto opti-
malizovana metoda je pouzivana pre porovnanie podob-

1500

2000

Retenény ¢as (sek)
Rxi-5Sil MS

Obr. 1. Charakteristické skupiny latok a vyznamné analyty 'udského pachu vyznaéené v chromatograme

Subjekt 1 Favé

Subjekt 1 pravé

Rxi-17Sil MS

1500 2500

Subjekt 2 Favé

2500

Retenény cas (sek)
Rxi-5Sil MS

Obr. 2. Porovnanie chromatogramov pre I'avé a pravé podpazusie u dvoch vybranych subjektov
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Obr. 3. Vynesenie hodndt prvych troch komponentov pre 36
vzoriek Pudského pachu. Jednotlivi 'udia su vyznaceni ré6znymi
farbami

nosti pachovych profilov medzi 164 vzorkami v nasom
beziacom projekte, ktory Studuje ulohu ¢uchu pri volbe
partnera.

LITERATURA

1. Wyatt T. D., v knihe: Neurobiology of Chemical
Communication (Mucignat-Caretta C., ed.), kap. 1,
str. 1. CRC Press, Baton Rouge 2014.

2. Kadohisa M.: Front. Syst. Neurosci. 7, 66 (2013).

3. Havlicek J., Saxton T. K., Roberts S. C., Jozifkova E.,
Lhota S., Valentova J., Flegr J.: Pers. Individ. Differ.
45,565 (2008).

4. Allen C., Havli¢ek J., Williams K., Roberts S. C.:
Physiol. Behav. 210, 112541 (2019).

5. de la Mata A. P., McQueen R. H.,, Nam S. L., Ha-
rynuk J. J.: Anal. Bioanal. Chem. 409, 1905 (2017).

75

Cena Karla Stulika 2021

R. Bufovski™®, P.Kyjakova®, R.Hanus”, and
J. Sobotnikova® (“ Department of Analytical Chemis-
try, Faculty of Science, Charles University in Prague,
Prague, ® Institute of Organic Chemistry and Biochemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Metabolomics of Volatile Substances from Human
Body Odour by GCxGC Method

Body odour perception plays an important role in
human mate choice, especially in women. It was previous-
ly proposed that women select partners whose body odour
resembles that of woman’s fathers. Our aim was to test this
hypothesis instrumentally using comprehensive GCxGC-
TOFMS and subsequent multidimensional analyses of
body odour chemical profiles of male partners and fathers
of adult women. Our aim was to develop a methodology of
sampling, chromatographic analysis and data treatment in
a pilot study consisting of six male subjects, each sampled
three times at left and right axilla. Typical human volatile
substances, such as hydrocarbons, carboxylic acids, esters,
alcohols, aldehydes, ketones, sterols and terpenes, were
detected in all examined samples. Using a recently re-
leased “tile-based” 2D chromatographic alignment algo-
rithm, we obtained a set of 474 compounds systematically
occurring in male axillary odour. We used the principal
component analysis to estimate the chemical distances
among the six male subjects and observed a desired low
variability among the six samples from each subject ac-
companied with a clear separation among individual sub-
jects. We concluded that the methodology is suitable for
discriminating individual males based on body odour. The
optimized method will be applied for comparing similari-
ties of body odour in 41 father-partner pairs.

Keywords: axillary odour, human volatiles, partner choice,
GCxGC-TOFMS, comprehensive two-dimensional gas
chromatography, principal components analysis
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DETEKCIA MYRICETINU POMOCOU POKROCILYCH TECHNIK VIBRACNEJ

SPEKTROSKOPIE
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“ Ustav analytickej chémie, * Ustav fyzikdlnej chémie,
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KTlucové slova: SERS, SEIRA, galvanické vylucovanie,
elektrochemicka depozicia, AFM, SEM, myricetin

Uvod

Klasickd Ramanova a infracervena spektroskopia st
bezné vibracné techniky, ktoré nemajii dostato¢nu odozvu
pre stopovu analyzu, pretoZe nedosahuju patriénych limi-
tov detekcie. Tento nedostatok sa da riesit’ povrchovym
zosilnenim, kedy je skimany analyt adsorbovany na plaz-
monicky substrat. V dosledku elektromagnetického a che-
mického mechanizmu je nasledne zosilnena optickd odo-
zva Studovanej latky. Techniky sa nésledne oznacuju ako
povrchom zosilneny Ramanov rozptyl (SERS — Surface-
Enhanced Raman Scattering) a povrchom zosilnena infra-
cervena absorpcia (SEIRA — Surface-Enhanced Infrared
Absorption).

Roézne postupy pripravy zosilfiujicich substratov,
popripade meniace sa parametre mozu viest' k rozdielnym
morfologiam zosiliujiceho substratu. V tejto praci boli
pre porovnanie pouzité postupy galvanického vyluovania
a elektrochemickej depozicie na vhodné podklady. Galva-
nicka depozicia v porovnani s elektrochemickou je pomer-
ne nova metodda pre pripravu zosiliujuceho substratu, kto-
ra vynika v rychlej priprave zosiliiujucej vrstvy a cenovej
dostupnosti. Pomocou oboch priprav boli pripravené sub-
straty tvorené kovovymi vrstvami uslachtilych kovov
(Ag, Au alebo Cu) a nasledne zmapované prostrednictvom
mikroskopickych metod: mikroskopiou atomérnych sil'
(AFM — Atomic Force Microscopy) a skenovacou elektro-
novou mikroskopiou® (SEM — Scanning Electron Micros-
copy).

Adsorbovanym analytom v tejto praci je prirodna
latka myricetin, ktory patri do skupiny flavonoidov. Clo-
vek prijima flavonoidy prevazne z ovocia, zeleniny, kavy
¢i vina. Z tychto zdrojov, hlavne z bobul’, orechov ¢i citru-
sov, ziskavame tiez myricetin, ktory obsahuje viacero fe-
nolickych skupin (obr. 1), ktoré z neho robia molekulu so
silnymi  antioxidaénymi vlastnostami®’. Vdaka tymto
vlastnostiam je myricetin skimany ako vhodny kandidat
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Obr. 1. Struktira myricetinu

pre boj s rakovinou. PouZziva sa aj v boji so zapalmi, cuk-
rovkou alebo Alzheimerovou chorobou®. Na druhu stranu
ma v tele aj prooxida¢né ucinky, moze sposobovat’ muta-
cie ¢i degradaciu DNA, ¢o sa deje predovsetkym pri nizkej
hladine kyseliny askorbove;.

Ciel'om tejto prace je zvolit’ vhodny plazmonicky kov
pre ucinné zosilnenie optickej odozvy myricetinu. Zloze-
nie depozi¢ného kupel'a a zvoleny postup pripravy ovplyv-
flujit morfoldégiu pripraveného zosilneného povrchu a vo
vysledku i intenzitu a celkovi podobu spektra myricetinu.
Na konecné vysledky je mozné naviazat’ uréenim limitov
detekcie analytu, ¢o mdze pomoct’ v detekcii myricetinu
v realnych vzorkach, ako su potraviny ¢i umelecko-histo-
rické predmety, pretoze flavonoidy st sucast'ou prirodnych
pigmentov.

Experimentilna ¢ast’

Platinové terciky a hlinikové pliesky pouzivané ako
nosice boli najskor dokladne mechanicky a chemicky oSet-
rené v stilade so skorsie publikovanymi postupmi’. Pre
nanesenie Ag, Au a Cu vrstiev boli vyuzité prislusné kom-
plexné kupele a roztoky vybranych soli, ktoré poslazili pre
elektrodepoziciu a tiez pre galvanicka pripravu zosiliiuju-
cich substratov. Elektrodepozicia prebichala v dvojelektro-
dovom usporiadani, kedy ako andda bol zapojeny Pt ter-
¢ik, na ktory bola redukovand Ag, Au alebo Cu vrstva
z prislusného kiipela™. Ako katoda bol pouzity prisluiny
pliesok. Jednotlivé pridové sekvencie si zaznamenané
v tab. L.

Galvanicka depozicia prebiehala tak, ze vycCisteny Al
pliesok bol ponoreny do roztoku prislusnej soli alebo kom-
plexného kupela na dobu 10 min, len v pripade mediaceho
komplexného kupel'a bola doba depozicie 15 min. VSetky
substraty boli po priprave oplachnuté ultracistou vodou
a ponorené na priblizne 18 h do metanolového roztoku
myricetinu o koncentracii 1-10* mol 1" (cit.”).

Charakterizacia povrchu bola prevedend pomocou
mikroskopie atomarnych sil (AFM) za vyuzia mikroskopu
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Tabulka I
Sekvencia pradu pri konkrétnych elektropripravach povrchu
Strieborny kupel’ Mediaci kapel
Cas [min] Prad [mA] Cas [min] Prad [mA]
10 5 2 10
5 15 2 20
Zlatiaci kupel 2 30
Cas [min] Prad [mA] 2 40
5 5 2 50
5 10 2 60
5 15 15 70
neaSNOM (Neaspec, Nemecko), kedy skenujiicou sondou SEIRA spektra boli merané pomocou

bol Si hrot ARROW-NCPt (NanoWorld, Svaj&iarsko)
potiahnuty 23 nm vrstvou zliatiny z Pt a Ir. Hrot bol pouzi-
ty v poklepovom mode a bola sledovana oblast’ 1x1 pm az
10x10 um podl'a ¢lenitosti povrchu.

SEM snimky boli ziskané na mikroskope s vysokym
rozlisenim HS-4800 (Hitachi, Japonsko), ktory detekuje
sekundarne elektrony. Urychl'ovacie napétie bolo nastave-
né na 10kV a na kazdom vzorku bolo pozorovanych
5 miest.

Pripravené vzorky boli merané pomocou disperzného
Ramanovho spektrometru DXR Smart Raman (Thermo
Scientific, USA), ktory umoziiuje meranie vzorky pri
dvoch vlnovych dizkach (780 nm diédovy laser a pevno-
latkovy Nd:YAG laser so zdvojenou frekvenciou emituju-
ci ziarenie o vinovej dizke 532 nm). Vykon laseru a doba
merania boli upravované samostatne pre kazdu vzorku
(tab. II). Druhym pouZzivanym pristrojom bol spektrometer
s Fourierovou transformaciou (FT) EQUINOX 55S s mo-
dulom pre Ramanovu spektroskopiu FRA106/S (Bruker,
Nemecko). Spektrometer vyuziva ako zdroj budiaceho
siarenia (vlnova dizka 1064 nm) pevnolatkovy laser
Nd:YAG arozptylené Ziarenie je detekované Ge diddou
chladenou kvapalnym dusikom. Pre kazdu vzorku bolo
nameranych 6 spektier.

Tabul’ka II
Experimentalne podmienky merania SERS spektier

FT-spektrometru Nicolet iS10 (Thermo Scientific, USA).
Spektrometer ma ako zdroj Ziarenia zhavent keramicku
tyC¢inku a reflektované ziarenie bolo zaznamenané DTGS
detektorom. Spektra boli ziskané technikou difiiznej ref-
lektancie v rozsahu 4000400 cm'. Bolo meranych
128 skenov s rozlisenim 4 cm™' v 3 bodoch vzorky.

Vysledky a diskusia
Charakterizacia povrchu

Povrchy substratov pripravenych galvanickym a elek-
trochemickym postupom boli charakterizované pomocou
mikroskopickych metdd AFM a SEM. SEM metdda bola
v charakterizacii morfologie povrchu vhodnejsia a podari-
lo sa zmapovat' povrch vSetkych meranych substratov
(obr.2). Ag a Au povrchy z komplexného kupela boli
tvorené dendritickymi Gtvarmi pripominajucimi papradie,
aj ked’ struktura jednotlivych utvarov sa lisi. Dendritické
Utvary boli tieZ zaznamenané na povrchu pripravenom
galvanicky z roztoku CuCl,. V pripade povrchu priprave-
ného z Cu komplexného kupel'a vznikli sférické ¢i karfio-
lové struktiry a v pripade pripravy galvanickou depoziciou

Excit. vinova dizka [nm] Vykon laseru [mW]

Rozligenie [em™]

Pocet skenov/
dlZka merania

532 3

780 20

1064 300

5 10x10 s AgNO; (Al)
5%30 s Ag (Pt, Al), Cu (Pt, Al)
10x5 s Au (Pt, Al)
5 5%30 s AgNO; (Al),
Cu (Al, Pt), Au (Al)
10x10 s Ag (Al), Au (Pt)
10x1 s Ag (Pt)
4 1024 skenov
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Obr. 2. SEM snimky povrchu pripravené elektrochemicky (Pt) alebo galvanicky (Al): a) Ag (Pt) povrchu, b) Ag (Al) povrchu, ¢) Au
(Al) povrchu, d) Cu (Al) povrchu, €) Au (Pt) povrchu, f) Cu (Pt) povrchu, g) v roztoku AgNOs5 (Al), h) v roztoku CuCl, (Al)

v roztoku AgNOj; boli pozorované sférické struktiry.
Substraty maju vel'mi ¢lenity povrch, ¢o hlavne pre
metddu AFM nie je vhodné. Touto mikroskopickou meto-
dou sa podarilo Gspesne zmapovat’ len povrch pripraveny
elektrochemickou depoziciou v Ag a Au kuapeli a galvanic-
kou pripravou v roztoku AgNOs. Z map je zjavné, ze jed-
notlivé vrstvy st tvorené drobnymi utvarmi. Vyskové roz-
diely v tychto pripadoch st 1,5 um (elektrochemicky pri-
pravena Ag vrstva), 1 um (elektrochemicky pripravena Au

vrstva) a 0,6 um (galvanicky pripraveny Ag povrch). Vy-
sledky AFM metddy st zobrazené v 3D projekcii na
obr. 3.

SERS spektrd myricetinu
Pomocou priradenych charakteristickych pasov pre

¢istar latku bolo mozné porovnat’ a nasledne interpretovat’
namerané SERS spektra myricetinu. Charakteristické pasy

I 1,7 um

l 0.0

Obr. 3. 3D mapa povrchu substratu pripraveného a) v Ag kiipeli elektrochemickou depoziciou, b) v Au kupeli elektrochemickou depo-

ziciou, c) v roztoku AgNO; galvanickou depoziciou
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Obr. 4. Porovnanie Ramanovho spektra Cistej laitky a SERS spektier myricetinu ziskanych na substratoch pripravenych v Ag
Kiipeli s vyuZitim excitaénych vinovych diZok 532 nm, 780 nm a 1064 nm (koncentracia zékladného roztoku myricetinu 1-10~* mol 1)
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Obr. 5. Porovnanie Ramanovho spektra Cistej litky a SERS spektier myricetinu ziskanych na substratoch pripravenych v Au
kupeli s vyuZitim excitaénych vinovych diZzok 532 nm, 780 nm a 1064 nm (koncentracia zakladného roztoku myricetinu 110~ mol I™")

vibraénych skupin myricetinu boli priradené pomocou
odbornej literattry®.

V nasledujucom bloku budu porovnané spektrad myri-
cetinu s jeho SERS spektrami na zéklade rozdielnej exci-
taénej vlnovej dizky. Rozdiel v SERS spektrach je patrny
aj pri pouziti réznych plazmonickych kovoch (Ag, Au,
Cu), ¢i tiez postupov pripravy. V tejto praci nebude disku-
tovana depozicia Cu na platine a na hliniku z roztoku
CuCl,, pretoze substrat nevykazoval ziadnu signalova
odozvu pre myricetin. Na obrazkoch je uvedené porovna-
nie spektier Cistej latky a SERS spektier analytu adsorbo-
vané¢ho na Ag a Au substratoch pripravenych pomocou
elektrochemickej pripravy. Strieborny substrat (obr. 4)
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zosilnil oblast’ 1500 cm™' &o odpovedd vibracidm aroma-
tického kruhu. Na Au substrate (obr.5) je pozorovany
nérast intenzity signalu aj v oblasti 600 cm ™', o odpoveda
vibraciam hydroxylovych skupin a vibraciam CH skupin
na aromatickom jadre. V tejto oblasti sa tiez prejavuje
interakcia analytu s kovovym povrchom.

Strieborna vrstva nanesena na Pt ter¢ik je vhodnym
substratom pre detekciu myricetinu s vyuzitim vsetkych
testovanych vinovych dizok. Jednotlivé spektra sa vyzna-
¢uji dobrym pomerom signélu a intenzivnymi péasy analy-
tu (obr. 4). Patrny je tiez vplyv excitaénej vlnovej dizky,
pretoze v uvedenych spektrach dochadza ku zmenam rela-
tivnych intenzit jednotlivych pasov, ¢o suvisi s rozdielnym
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Obr. 7. Porovnanie Ramanovho spektra Cistej latky a SERS spektier myricetinu ziskanych na substratoch pripravenych v AgNO;
roztoku s vyuZzitim excitaénych vinovych dizok 532 nm, 780 nm a 1064 nm (koncentracia zakladného roztoku myricetinu 1-10* mol 1)

prispevkom jednotlivych mechanizmov zosilnenia.

Zrovnatelné spektra boli zaznamenané aj na Au sub-
stratech pripravenych elektrodepoziciou (obr. 5). Velmi
dobry pomer signalu k Sumu vykazuju hlavne spektra zis-
kané s excitaénymi vinovymi dizkami 780 a 1064 nm. Pre
Au substraty nie je vhodna vinovéa dizka budiaceho Ziare-
nia 532 nm, lebo plazmdénova rezonancia substratu je cie-
lend k vy$§im vinovym dizkam.

V nasledujicom odstavci (obr. 6-9) s pre porovna-
nie spektrd myricetinu deponovaného na substraty pripra-
vené galvanickou depoziciou. Na substraty boli deponova-
né vrstvy z Ag, Au, Cu kupela a roztoku AgNO;. Na
obr. 7 je viditeIné zosilnenie na substrate AgNO; v oblasti
1400 cm™, za &o zodpovedaju vibracie dvojnych vizieb
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aromatického skeletu s vyuzitim ziarenia z vidite'nej ob-
lasti. Naproti tomu pri vlnovej dizke 1064 nm sa charakte-
ristické pasy stracaji v Sume, ¢o moze suvisiet’ s drobnej-
Sou Strukturou vzniknutych nanoutvarov a plazmoénovou
rezonanciou prejavujiicou sa pri kratsich vinovych diz-
kach. Vysvetlit’ sa to da tiez pomocou dominantného pri-
spevku molekularnej rezonancie k vyslednému zosilneniu
signalu. Obdobny priebeh spektier bol pozorovany na
oboch typoch Ag substratov pripravenych galvanickou
depoziciou.

Substrat pripraveny vo zlatiacom kuapeli pomohol
zosilnit’ signal v oblasti okolo 600 cm ', ktord odpoveda
vibraciam hydroxylovych skupin a CH skupin v aromatic-
kom skelete (obr. 8). Pri excitaénej vlnovej dizke 532 nm
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Obr. 9. Porovnanie Ramanovho spektra Cistej litky a SERS spektier myricetinu ziskanych na substratoch pripravenych v Cu
kupeli s vyuZitim excitaénych vinovych diZzok 532 nm, 780 nm a 1064 nm (koncentracia zakladného roztoku myricetinu 1-10~* mol 1)

zlato nie je vhodné pre zosilnenie signalu, pretoze plazmo-
nova rezonancia sposobend zlatom nie je optimélna pri
kratkych excitaénych vinovych dizkach.

Ako vhodny pro detekciu myricetinu sa ukazal mede-
ny povrch pripraveny v komplexnom kupeli galvanickou
depoziciou (obr. 9). Tento substrat dokazal zosilnit’ predo-
vietkym oblast okolo 1400 cm™, ktora odpoveda vibra-
ciam aromatického skeletu. V oblasti okolo 600 cm™' sa
prejavuju oxidy medi. Spektra maji dobry pomer signalu
k $umu pri vietkych testovanych vinovych dlzkach.

SEIRA spektrda myricetinu

SEIRA signal myricetinu bol pozorovany len na vset-
kych typoch Cu substratov (obr. 10). Pasy si pomerne

81

Siroké, zle rozlisené a vykazuju isté rozdiely od Cistej lat-
ky. Napriek tomu v oblasti pod 1300 cm™ je mozné identi-
fikovat’ myricetin na substrate pripravenom v komplex-
nom kupeli galvanickym vylu¢ovanim.

Zaver

Cielom tejto prace bolo preukazat’ vhodnost SERS
a SEIRA metod pre detekciu flavonoidu myricetinu. SEM
zachytilo na povrchoch podl'a daného kupela rozne ttvary
ako ihlicky ¢i hubovité tvary sposobené experimentalnymi
podmienkami. Prave tento Clenity povrch nebol vhodny
pre druhti mikroskopicki metédu — AFM, pretoze pripra-
veny povrch spdsobuje zasekavanie hrotu a modze ho aj
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Obr. 10. Porovnanie IC spektra Cistej laitky a SEIRA spektier myricetinu ziskanych na vietkych typoch Cu substratoch
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poskodit’. Obecne sa da konstatovat’, Ze substraty priprave-
né elektrodepoziciou su vhodnejsSie pre zosilnenie Rama-
nova rozptylu myricetinu ako substraty pripravené galva-
nickym vyluCovanim z dovodu vyssSej intenzity pozorova-
ného signalu. Z kovov sa vel'mi osvedcil strieborny sub-
strat, zlaty povrch sa ukdzal ako nie vhodny pre meranie
pri kratkych vlnovych dizkach, o savisi s maximom plaz-
moénovej rezonancie substratu. Medené povrchy sa obecne
ukazali ako vhodnejSie substraty pre SEIRA spektrosko-
piu, oproti zlatym a striebornym povrchom. Na konecné
vysledky je mozné naviazat’ urCenim limitov detekcie ana-
lytu, ¢o modéze pomoct v detekcii myricetinu v redlnych
vzorkach, ako st potraviny ¢i umelecko-historické pred-
mety.
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L. Filipiakova®, M. Kral®, O. Volochanskyib, and
M. Svecova® (“ Department of Analytical Chemistry,
b Department of Physical Chemistry, University of Chemis-
try and Technology in Prague, Prague): Detection of
Myricetin Using Advanced Vibrational Spectroscopic
Techniques

Myricetin is a natural flavonoid with antioxidant
properties that helps prevent certain types of cancer, car-
cinogenic mutations, or cardiovascular diseases. On the
other hand, under specific conditions, it can show muta-
genic activity along with degradation of DNA after their
interaction. In a natural environment, myricetin is often
found is small amounts, which may be detected by surface
-enhanced vibrational spectroscopic techniques due to the
enhancement of the optical response following the interac-
tion of the analyte with plasmonic metal.

The main goal of this work was to choose the right
type of enhancing substrate (plasmonic metal, suitable
surface preparation, morphology) and then use appropriate
experimental conditions (especially excitation wavelength)
to detect and identify myricetin. In addition to modern
vibrational spectroscopy, which can prove the analyte
itself, microscopic methods were utilized to collect infor-
mation about the surface morphology.

After evaluating the results of microscopic tech-
niques, a relatively rugged surface with specific structures
is seen on all enhancing layers, prepared by the galvanic or
electrochemical preparation procedure. The enhancing
layer of copper proved to be the best substrate for increas-
ing the optical response of myricetin in the SEIRA spectra.
In general, the best signal enhancement in the SERS spec-
trum was provided by the silver layer, which indicates its
potential for further experiments and research in the search
for detection limits for the mentioned analyte.

Keywords: SERS, SEIRA, galvanic deposition, electro-
chemical deposition, AFM, SEM, myricetin
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Uvod

Od objevu vlivu plasmonickych kovii na zesileni Ra-
manova rozptylu uplynuly jiz desitky let. Tento jev byl
poprvé zaznamenan (ackoli nespravné interpretovan) Mar-
tinem Fleischmannem pii pozorovani intenzivnéjsiho sig-
nalu molekul pyridinu adsorbovanych na stfibrné elektro-
ds'. Od té doby se spektroskopie povrchem zesileného
Ramanova rozptylu (Surface-Enhanced Raman Scattering
— SERS) stala technikou, ktera je vyuzivana v mnoha ob-
lastech chemického®, fyzikalniho®® i biomedicinského
vyzkumu®®. Ruku v ruce s rozvojem moznosti aplikace
SERS spektroskopie jde i nezbytny vyvoj nano-
strukturovanych plasmonickych substratt, které svoji
strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi nejlépe
0dp0V1daJ1 svému konkrétnimu zptisobu vyuziti®''. Pfi
vyvoji téchto kovovych nosi¢li se jako modelové analyty
pouzivaji molekuly s dobrou spektralni odezvou a potenci-
alem tvofit rovnomérné vrstvy na povrchu substratd. Tako-
vou latkou je napiiklad 4-aminobenzenthiol (4-ABT),
oblibeny hlavné diky jeho tendenci tvofit samoskladné

monovrstvy'?> . V povrchem zesilenych spektrech 4-ABT
se ovSem cCasto objevuji pasy, které nelze pfifadit jeho
charakteristickym normalnim vibracim'’. Z mnoha teorii
nakonec prevlada ta, podle které na povrchu plasmonic-
kych kovii dochazi k fotochemické reakci na
4,4'-dimerkaptoazobenzen  (4,4-DMAB)'*'.  Doposud
bylo zkoumano nemalo faktor ovliviiujicich prabéh této
fotochemické reakce, napf. vliv excitaéni vinové délky'”'®,
pH depozi¢niho roztoku'’, uZitého plasmonického kovu
nebo vkladaného potencialu®. Casto se oviem jednd
o studie netplné.

Cilem této prace bylo na pfipravenych Ag, Au a Cu
velkoplosnych substratech, charakterizovanych pomoci
optické a elektronové mikroskopie, sledovat pasy 4-ABT
a 4,4-DMAB a s jejich pomoci posoudit vliv pouZzitého
plasmonického kovu a excitacni vlnové délky (455, 532,
633, 780 a 1064 nm) na pribéh fotochemické reakce
4-ABT. Ziskané vysledky byly v neposledm fadé porovna-
ny s jiz diive publikovanymi zavéry'"'®2'.

Experimentalni ¢ast
Ptiprava nanostrukturovanych substrati

V této praci byly pouzity velkoplosné Ag, Au a Cu
SERS substraty pfipravené elektrodepozici na platinové
teriky®®. Pt nosi¢e byly nejprve zbrouseny metalografic-
kymi papiry, vylestény Al,O; a CaCOs a vyc€istény pono-
fenim do smési H,SO, a H,O, v poméru 3:1 (v/v) na
30 minut. Nasledn¢ byly vysuSeny a pomoci riiznych prou-
dovych sekvenci elektrolyticky pokoveny v pfislusnych
elektrochemickych laznich (tab. I). Pfipravené substraty
byly poté ponofeny do depozicni lazné 4-ABT
(o koncentraci 1-10° mol dm™?), ve které byly ponechany
24 hodin. Nasledné byly ptipravené terciky z roztoki vy-
jmuty a osuseny v proudu dusiku.

Tabulka I
Proudové sekvence pouzité k pokoveni platinovych ter¢iki
[Ag(NHs),]" [Au(NH;),]*" [Cu(NH5)]*
I [mA] ¢t [min] I [mA] ¢ [min] I [mA] ¢ [min]
5 10 5 5 10 10
10 5 10 5 20 10
15 5 30 10
40 10
50 10
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Opticka a elektronova mikroskopie

Pro pofizeni snimkli substratl byl pouzit disperzni
konfokalni Ramantiv mikroskop DXR (Nicolet, Thermo-
Fisher Scientific, USA). Snimky byly pofizeny pomoci
mikroskopu Olympus, vybaveného Cctyfmi objektivy
(10%/0,25 BD (Bright/Dark Field), 20x/0,40 BD, 50x/0,50
BD a 100%/0,90 BD), jenz je soucasti Ramanova mikro-
skopu. Bylo vyuzito objektivu se 100nasobnym zvétsenim.

Pro pfesnéjsi studium morfologie substrati byl pouzit
skenovaci elektronovy mikroskop (Scanning Electron
Microscope — SEM) S-4800 (Hitachi, Japonsko). Snimky
byly pofizeny pii nastaveném urychlovacim napéti elektro-
nt 10 kV.

SERS spektroskopie

Pro méfeni SERS spekter s blizkou infracervenou
excitaci byl pouZit infraerveny spektrometr s Fourierovou
transformaci (FT-spektrometr) EQUINOX 55 (Bruker,
Némecko), propojeny s Ramanovym modulem FRA 106/S,
a disperzni Ramandv mikroskop DXR (Nicolet, Thermo-
Fisher Scientific, USA). Jako budici zdroje emitujici zafeni
o ruznych vlnovych délkach vyuziva diodovy laser
(455 nm), Nd:YAG (Neodymium-Doped Yttrium Alumi-
num Garnet) laser buzeny laserovymi diodami (532 nm),
plynovy He:Ne laser (633 nm) nebo diodovy laser
(780 nm). Rozptylené zafeni je detekovano pomoci CCD
detektoru. Parametry méfeni pro oba pfistroje jsou uvede-
ny v tab. II. Spektra byla méfena ve 12 riznych bodech
substratli a nasledné zpracovana a primérovana progra-
mem Omnic 9.

Tabulka IT
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Vysledky a diskuse

Pribeh fotochemické dimerizace byl posuzovan po-
moci SERS spekter naméfenych na jednotlivych plasmo-
nickych kovech. Na zakladé diive publikovanych praci lze
konstatovat, ze vznik 4,4-DMAB se projevuje vyskytem
nékolika vybranych pasti ve spektru (obr. 1)"-'*%. V ob-
razku jsou barevnymi pruhy vyznaceny spektralni oblasti,
ve kterych se tyto pasy vyskytuji a kterym bude dale véno-
véana pozornost.

Tvorba 4,4'-DMAB ma vliv na pozici a tvar pasu pfi
1594 cm™" (obr. 1, fialovy pruh). Jedna se o pas valenéni
vibrace C=C vazby aromatické¢ho kruhu monomeru, tento
typ vibrace dimerizované molekuly se vyskytuje okolo
1580 cm'. Z tohoto diivodu vétsinou neni tato vibrace
dimeru ve spektru samostatné pozorovatelna, ale projevuje
se deformaci intenzivnéjSiho pasu monomeru. Ve spektral-
ni oblasti 1450 az 1350 cm ' (obr. 1, zeleny pruh) lze pii
vzniku 4,4-DMAB pozorovat pasy valen¢ni vibrace N=N
vazby (obvykle ~ 1434 a 1390 cm"). Tyto pasy byvaji
v dtsledku velké zmény polarizovatelnosti béhem vibrac-
niho pohybu molekuly velmi intenzivni. Obdobné inten-
zivni pas se nachazi okolo 1141 cm™" (obr. 1, modry pruh),
ktery pfislusi deformacni vibraci C-H vazby ortho-vodikl
na aromatickych kruzich dimeru. V zobrazenych spektrech
se ve vSech pfipadech vyskytuje relativné intenzivni pas
valenéni C-S vibrace 4-ABT (= 1080 cm ")*°. Plocha to-
hoto pasu byla porovnavana s plochou vybraného pasu
dimeru za ucelem posouzeni relativniho mnozstvi molekul
dimeru na povrsich substrata.

Parametry méfeni jednotlivych SERS spekter 4-ABT na rtiznych povrSich

Excitacni vlnova Rozliseni Kov Vykon laseru Pocet skent/ Doba
délka [nm] [em™] [mW] Pocet expozice [s]
expozic
FT-spektrometr 1064 4 Ag 300 1024 1800
Au
Cu
Disperzni spektrometr 780 <5 Ag 1 20 2
Au 5 20 2
Cu 5 20 2
633 <5 Ag 0,1 20 2
Au 5 20 2
Cu 5 20 2
532 <5 Ag 0,1 20 2
Au 5 20 10
Cu 5 20 2
455 <5 Ag 1 20 2
Au 5 20 10
Cu 5 20 2
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Obr. 1. Srovnani SERS spekter 4-ABT naméfenych na Ag, Au a Cu povrsich pFi nastaveni uvedeném v tab. II a RS spektra pev-
ného 4-ABT méfeného s excita¢ni vinovou délkou 780 nm, vykonem 80 mW a expozici 10x1 s. Barevnymi pruhy jsou vyznaceny
spektralni oblasti, ve kterych lze prokazatelné pozorovat pasy 4,4-DMAB

Stiibrny zesilujici substrat

Na obr. 2 jsou znazornény snimky stiibrného povrchu
pofizené pomoci optické a elektronové mikroskopie. Je
patrné, Ze doSlo k vytvofeni dendritickych Ag struktur.
Sttibrny povrch byl relativné souvisly a az na nékolik
mensich ploch byl povrch Pt ter¢iku pokryt zobrazenymi
nanostrukturami.

Obr. 3 zobrazuje SERS spektra 4-ABT na Ag povrchu
pofizend s uzitim rozdilnych excitanich vlnovych délek.
V nejvyssi sledované spektralni oblasti je patrné, Ze docha-
zi k deformaci pasu pti 1594 cm™'. Ve spektru naméteném
s excitacni vinovou délkou 780 nm jsou dobfe pozorova-
telna dvé maxima, zplsobena piitomnosti 4,4-DMAB.
Spolu s dal§im posunem k niz$im vinovym délkam docha-
zi k posunu maxima k niz§im hodnotdm Ramanova posu-

nu. Ve spektru jsou také pfitomny pasy s maximem pfi
1437, 1394 a 1146 cm'. Diky nim je moZné s jistotou
prohléasit, Zze na Ag povrchu dochazi ke vzniku
4,4-DMAB.

Ze zavislosti poméru ploch pasa 1437/1082 cm'
(4,4-DMAB/4-ABT) na vlnové délce a energii zafeni je
evidentni, Ze s klesajici vinovou délkou (rostouci energii)
dochazi ke vzniku 4,4-DMAB ve vétsi mife (obr. 4), coz
je v souladu s jiz diive publikovanymi vysledky'”".

Zlaty zesilujici substrat

Snimky Au povrchu z optického a elektronového
mikroskopu jsou zobrazeny na obr. 5. Na Pt ter¢iku doslo
k vytvofeni dendritickych Au struktur, do ur¢ité miry
drobnéjsich a odlisn€ uspofadanych nez v piipadé Ag sub-

10.0k\V/4.7mm x20.0k SE(M)

Obr. 2. Snimek Ag povrchu porizeny a) optickym a b) skenovacim elektronovym mikroskopem. Cerveny &tverec oznaduje stopu

laseru
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Obr. 3. SERS spektra 4-ABT/4,4'-DMAB na Ag povrchu,
méfena s nastavenim uvedenym v tab. I1

stratu. Oproti stfibrnému povrchu ovsem nedoslo k zcela
rovnomérnému pokryti Pt ter¢iku a na jeho povrchu doslo
k vytvoreni zlatych ,,ostrivkd®. Pti méteni SERS spekter
byla stopa laseru sméfovana pravé do téchto oblasti.

SERS spektra 4-ABT na Au povrchu jsou uvedena na
obr. 6. V tomto ptipadé nebyly pasy 4,4-DMAB na prvni
pohled patmé a prokazatelné. Ze zjisténych skutecnosti je
ale mozné usuzovat, ze ke tvorbé malého mnozstvi mole-
kul dimeru na Au povrchu dochédzi. Naptiklad u pasu
1590 cm™' dochézi postupnd spolu s klesajici hodnotou
excitacni vlnové délky k rozSifovani tohoto pasu, coz
svédc¢i o navySovani mnozstvi dimeru. U spektra méfeného
s excita¢ni vlnovou délkou 633 nm miazeme také pozoro-

a)
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Obr. 4. Zavislost poméru ploch pasi 1437/1082 cm™ na ener-
gii zafeni

vat mirn& zvy3ené pozadi pii 1430, 1364 a 1140 cm ', tedy
pravé v mistech, kde jsou pasy 4,4-DMAB ocekavatelné.
Je pravdépodobné, ze ve spektrech méfenych s excitaénimi
vinovymi délkami 455 a 532 nm by byly pasy dimeru jiz
dobfe patrné. Pro takto pfipravené zlaté povrchy uz ale
tyto vlnové délky nejsou vhodné, k zesileni Ramanova
rozptylu zde dochazi jiz v mnohem mensi miie™. I presto
muzeme ve spektru méfeném s budicim zafenim 532 nm
tusit dal§i rozsifeni pasu 1590 cm™' a narist intenzity past
1430 a 1364 cm . Je také patmné, Ze pii vlnové délce do-
padajiciho zafeni 455 nm zde jiz k SERS jevu vibec nedo-
chazi, nebot nejsou pozorovatelné ani pasy analytu
v monomerni formg&. Z vyjmenovanych divodd nebylo
mozné zjistit exaktni z&vislost mnozstvi dimeru na charak-
teru dopadajiciho zafeni, ackoliv je pravdépodobny podob-
ny trend jako v pfipadé Ag substratu, tedy ze se zvysujici
energii zafeni dochazi k reakei Castéji.

Tvorba dimeru na Au povrchu byla diive v literatuie
jiz zaznamenana, a to s mnohem intenzivnéj§im signa-
lem®. Je mozné, e k rozdilnym vysledkim dochazi
z divodu odlisné nanostruktury zde pfipraveného substra-

D)

Obr. 5 Snimek Au povrchu pofizeny a) optickym a b) skenovacim elektronovym mikroskopem. Cerveny Gtverec oznaluje stopu

laseru
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Obr. 6. SERS spektra 4-ABT/4,4'-DMAB na Au povrchu,
méfena s nastavenim uvedenym v tab. I1

tu. Jinym postupem mohly byt pfipraveny struktury rozdil-
nych tvarl i velikosti, které mohly Iépe vyhovovat pod-
minkdm fotochemické reakce, a zaroven také mohly byt
SERS-aktivni i pfi pouZiti niz§ich vlnovych délek laseru.

M¢édény zesilujici substrat

Na obr. 7 miizeme pozorovat mikroskopické snimky
Cu povrchu. Oproti Ag a Au povrchim zde dochazi ke
tvorbé sférickych (,,kvétakovych®) struktur, které tvori
objekty rozlicné vysky. Rozdily ve vyskach jednotlivych
struktur jsou pomérné znacné, v pfipad¢ obr. 7, kdy byl
laser fokusovan na jednu z nejvyssich struktur na povrchu,
je v pozadi vidét mnozstvi nizSich objektt. Nejlepsich

Cena Karla Stulika 2021

SERS spekter bylo dosaZzeno pii fokusaci laseru na mista
styku vyvysenych objektt, pti fokusaci na vrcholky téchto
struktur byl vysledny signal nepomérné slabsi.

Ze SERS spekter namétenych na Cu povrchu (obr. 8)
je patrné, Ze u tohoto substratu nedochazelo k zesileni
signalu v takové mife, jako u Ag a Au povrchu, coz je
dano optickymi vlastnostmi kovu”'*. Kvilli slabé intenzité
rozptyleného zateni nebyl ve spektru méfeném s excitacni
vinovou délkou 1064 nm pozorovan zadny signal. Pasy
4-ABT byly pozorovatelné ve spektrech méfenych s vlno-
vymi délkami budiciho zateni 780 a 633 nm, ackoliv sig-
nal v prvnim jmenovaném spektru byl pomérné slaby.
V piipad¢ spektra méfeného s excitatni vinovou délkou
633 nm opét vidime relativné Siroky pés pii 1587 cm . Je
tedy mozné, Ze k tvorbé dimeru zde dochazi také, ackoliv
opét ve velmi malé mite, vice pii dopadu zafeni o nizSich
vlnovych délkach (532 a 455 nm). V téchto spektrech
ovSem nebylo mozné signal analytu pfes vysokou intenzitu
Sumu pozorovat. Z téchto ditvodl neni v ptipadé Cu po-
vrchu mozné mluvit o jakémkoliv trendu tykajicim se
vzniku 4,4'-DMAB na jeho nanostrukturach.

V literatufe byl vznik dimeru na Cu povrchu zazna-
menan®, agkoliv vysledky z jeho méfeni jsou v literatuie
nékdy odlisné'®*’. Ptiklad spekter 4-ABT, ve kterych jsou
patrné pasy 4,4-DMAB, je uveden na obr. 9 (cit.>). Je tak
pravdépodobné, ze u Cu povrchi hraje velmi vyznamnou
roli v priibéhu fotochemické dimerizace pravé struktura
konkrétné pripravené¢ho povrchu a vinova délka (energie)
zvoleného zareni.

Zavér

V ramci této prace byl SERS spektroskopii sledovan
pribéh fotochemické dimerizace 4-ABT na velkoplosnych
Ag, Au a Cu povrsich, pfipravenych elektrolytickym poko-
vovanim. Krom¢ vlivu kovu byl posuzovan i vliv vlnové
délky dopadajiciho budiciho zafeni.

vvvvvv

10.0kV 4.5mm x20.0k SE(M)

Obr. 7. Snimek Cu povrchu pofizeny a) optickym a b) skenovacim elektronovym mikroskopem. Cerveny tverec oznaluje stopu

laseru
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Obr. 8. SERS spektra 4-ABT/4,4'-DMAB na Cu povrchu,
méfena s nastavenim uvedenym v tab. I1

Cu 488 nm =)
T
x Ig
L2 0 @
S S8
2
Cu 633 nm ~
1> < <
o] 8 A g 3
5 WMMM
=
Q<
=
g
g |[Cu785nm ~
[— < S
© @ © (=]
= = 2
©
o

2000 1500

Raman(iv posun (cm)

Obr. 9. SERS spektra 4-ABT na Cu substratu s patrnymi pasy
4,4'-DMAB. Pievzato a upraveno z cit.”>

o0 poznani méné pak na zlatych substratech. Priubéh reakce
lze o¢ekavat i na Cu substratu, v jehoz spektrech naméte-
nych s viditelnou excitaci je patrny vznik novych past.
Vzhledem k relativné velkym rozdilim mezi publikovanou
literaturou a zde zkoumanym substratem lze usuzovat, ze
v piipadé Cu substratd hraje vyznamnou roli velikost
a tvar vytvofené nanostruktury.

Zaroven byl potvrzen piedpoklad, ze stupen pfemény
fotochemické reakce roste s energii dopadajiciho zafeni,
tedy s klesajici vlnovou délkou. U Ag substratu, v jehoz
spektrech byl signal 4,4-DMAB velmi dobie pozorovatel-
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ny, byla zjisténa linearni zavislost mnozstvi dimeru na
energii dopadajiciho zateni.

V ramci dalSich experimentli bude zkoumdéna také
zavislost miry dimerizace na rozdiln¢ pfipravenych
plasmonickych nanostrukturdch, naptiklad na kovovych
koloidnich systémech nebo velkoplosnych substratech
pfipravenych galvanickou depozici. Spolu s postupnym
posuzovanim vlivu pH, vkladaného napéti a dalSich reak-
¢nich proménnych by pak mélo byt mozné sestavit ptibliz-
ny model reakce, ktery by mohl slouZit k odhadu dimeriza-
ce na dosud nezkoumanych substratech.
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I. Kopal®, M. Svecova®, T. Capkova‘, and M. Dendiso-
va® (“Department of Physical Chemistry, University of
Chemistry and Technology in Prague, Prague; "Depart-
ment of Analytical Chemistry, University of Chemistry and
Technology in Prague, Prague; “Centre of Polymer Sys-
tems, Tomas Bata University in Zlin, Zlin): Ex-situ Analy-
sis of the Product of the Photochemical Reaction of
4-Aminobenzenethiol on the Surfaces of Plasmonic
Substrates

Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is cur-
rently a technique used in many areas of chemical, physi-
cal, and biomedical research. The necessary development
of nanostructured plasmonic substrates goes hand in hand
with the development of SERS spectroscopy. In the devel-
opment of these metal plasmonic surfaces, molecules with
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a good spectral response and the potential to form uniform
layers on the surface of the substrates are selected as mod-
el analytes. Such a compound is, for example,
4-aminobenzenethiol (4-ABT). However, vibrational
modes that cannot be attributed to its characteristic normal
vibrations often appear in the surface-enhanced spectra of
4-ABT . According to current knowledge, this is because
of a photochemical reaction to 4,4'-dimercaptoazobenzene
(4,4'-DMAB) catalysed on the surfaces of plasmonic sub-
strates. This fact is a complication in testing the SERS
activity of newly prepared substrates.

This work aimed to monitor bands of 4-ABT and
4,4'-DMAB on prepared Ag, Au, and Cu large-scaled sub-
strates, characterized by electron microscopy, and to assess
the influence of used plasmonic metal and excitation
wavelength (455, 532, 633, 780, and 1064 nm) on the
course of the photochemical reaction of 4-ABT.

Keywords: surface-enhanced Raman scattering, 4-amino-
benzenethiol, plasmonic substrates, effect of excitation,
photochemistry
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SERS DETEKCE VYBRANYCH AMINOKYSELIN POMOCi GALVANICKY

PRIPRAVENYCH SUBSTRATU

ADELA KORYTAKOVA?, OLEKSANDR
VOLOCHANSKYI” a MARIE SVECOVA®

“ Ustav analytické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
b Ustav fyzikdini chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
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Klicova slova: cystein, histidin, serin, tyrosin, Ramanova
spektroskopie, SERS, galvanicka depozice

Uvod

Jednim z moznych analytt, které lze studovat pomoci
SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering) spektrosko-
pie jsou aminokyseliny (AMK). Jedna se o pfirodni latky,
jez maji rozmanitou strukturu a rdznorodou biologickou
funkci. Jednou z nich je tvorba proteinti ve vSech zivych
organismech.  AvSak tuto  funkci mé&  pouze
21 aminokyselin, které¢ se nazyvaji proteinogenni. Dale se
jedna o dualezité prekurzory pro jiné latky télu vlastni
(napf. pro neurotransmitery). Z této skupiny latek byly
vybrany ¢tyfi AMK s rozdilnym typem skeletu (alifaticky,
aromaticky, heterocyklicky) a obsahujici rdzné dalsi
funkéni skupiny ovlivityjici afinitu latek k zesilujicimu
substratu. Jedna se o cystein (Cys), serin (Ser), histidin
(His) a tyrosin (Tyr). Strukturni vzorce vybranych AMK
jsou uvedeny na obr. 1. Cilem této predkladané prace je
pfedev§im  volba vhodného plasmonického kovu
pro zesileni Ramanova signalu aminokyselin. K pfipravé
SERS substratt byla pouzita bezproudova galvanicka de-
pozice na hlinikovy podklad, kterd umoziiuje snadnou
arychlou pfipravu ucinnych zesilujicich substrati. Dale
byl sledovan vliv excitacni vlnové délky na celkovou
spektralni odezvu vybranych aminokyselin a orientace
jednotlivych aminokyselin vi¢i zesilujicimu substratu.
Ziskana data byla interpretovana pomoci dostupné literatu-
ry doplnéné o kvantové chemické vypocty.

(d °

OH OH

)

(a) 8 (b) o
HS OH HO/\HKOH
NH;,
)
NH,

HO

Obr. 1. Strukturni vzorce (a) L-cysteinu, (b) L-serinu,
(¢) t-histidinu, (d) L-tyrosinu

Experimentalni ¢ast

Jednotlivé hlinikové podlozky o rozmérech 5x5 mm
byly galvanicky pokoveny v roztocich CuCl,, AgNO;
a Au, Ag a Cu komplexnich laznich po dobu 10 nebo
15 min (v pfipadé Culazné€), optimalni depozi¢ni casy
pro jednotlivé 14zn& vychazi z ptedchozi studie'. Takto
pripravené zesilujici substraty byly ponofeny na 18 h do
roztoku pfisluinych analyti o koncentraci 1-10* mol 1.
Po adsorpci analytu na plasmonicky substrat byly hliniko-
vé plisky osuseny v proudu dusiku. Amoniakalni depozic-
ni lazné byly pfipraveny podle jiz diive publikovanych
studii'?. Roztoky soli byly pfipraveny rozpusténim piislus-
ného mnozstvi pevné latky v ultracisté vod¢ (viz tab. I).

Pro méteni SERS spekter byl vyuzit pfenosny Rama-
niv spektrometr iRaman™Plus (B&W Tek, USA)
s excitaéni vlnovou délkou 785nm a spektrometr
s Fourierovou transformaci EQUINOX 55/S vybave-
ny Ramanovym modulem FRA 106/S (Bruker Optik, Né-
mecko) s excita¢ni vinovou délkou 1064 nm. Spektra byla
ziskana v 6 riznych bodech vzorku. Konkrétni nastaveni
pfistrojui je uvedeno v tab. II.

Kvantové chemické vypocty pro predikci vibracnich
spekter byly provedeny v softwaru Gaussian 16W na urov-
ni teorie funkcionalu hustoty (DFT, Density Functional

Tabulka I

Depoziéni 14zn€ pouzité pro bezproudou depozici galvanickym vyluc¢ovanim

Substrat Ag Au Cu

Forma [Ag(NH;),]" AgNO; [Au(NH;)4]Cl5 [Cu(NH3)4]Cl, CuCl,
Koncentrace [mol 1"] 0,01 0,1 0,1 0,1 0,04

pH 10,347 8,168 2,304 12,724 4,441
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Tabulka II
Nastaveni pouzitych pfistroji
Excitaéni vlnova délka [nm] RozliSeni [cm™'] Vykon laseru [mW] Expozice/pocet skenil
785 5 105 5%30 [s]
1064 4 300 1064 skenu
Theory). Struktury aminokyselin byly nejdiive optimalizo- SERS spektra cysteinu
vany do minima jejich energii a nasledné byla predikovana
Ramanova spektra s vyuZzitim stejnych parametrt. Byl Na obr. 2 je uvedeno porovnani Ramanova spektra
pouzit funkciondl B3LYP a sada bazovych funkci cysteinu, predikovaného spektra a jeho SERS spekter zis-
6-31 lgH. kanych depozici na substratech piipravenych v roztoku

AgNOs;, Ag lazni a Cu lazni pfi rliznych excita¢nich vino-
vych délkach (785 a 1064 nm). Je mozné si povSimnout,

Vysledky a diskuse 7e zesileny jsou pouze nékteré pasy v porovnani se spek-
trem Cisté latky. Z pohledu prib&éhu SERS spekter 1ze sou-
Na zakladé dostupné literatury®”’ byly v Ramanovych dit, ze vhodnéjsi excitatni vinovou délkou pro detekci
spektrech &isté latky piifazeny charakteristické péasy jed- cysteinu je 1064 nm, pfi které je nejvétsi pomér signalu
notlivym vibracim. Tyto tdaje byly dale porovniny k Sumu. AvSak iusubstratd pfipravenych v roztoku
s predikovanymi hodnotami Ramanova posunu. Nasledng AgNO; méfenych pii excitatni vinové délce 785 nm jsou
byla porovnana SERS spektra AMK s piislusnym Rama- zesilené jednotlivé charakteristické pasy cysteinu. U sub-
novym spektrem &isté latky. Piehled charakteristickych stratil piipravenych v Cu lazni jsou jednotlivé pasy zesile-
vibraci je vzdy uveden v tabulce u odpovidajici aminoky- ny nejméné. To mize byt zplisobené tim, Ze analyt se vaze
seliny. V nésledujici ¢asti predkladané prace budou disku- riznym zplisobem na jednotlivé plasmonické kovy a mira
tovany vysledky ziskané na substratech pfipravenych zesileni se tim maze lisit. Dal§i mozny dtivod je ten, Ze obec-
v Ag lazni, Cu lazni a roztoku AgNO; pii rliznych excitaé- né méd’ zesiluje méné v porovnani s Ag a Au povrchy.
nich vlnovych délkach. Ve vysledcich nejsou zminéna Nejvyraznéj$im pasem je v tomto spektru pds, jenz
SERS spektra substratii deponovanych v Au lazni a roz- odpovida interakci analytu s kovem. Cystein ve své struk-
toku CuCl,, nebot’ bylo zjisténo, ze neposkytuji odezvu tufe obsahuje atom siry, kterd se velmi silné vaze na zesi-
74dné ze studovanych aminokyselin a nejsou tedy vhodné lujici substraty a tim poskytuje velmi dobrou odezvu
pro jejich detekci. v SERS spektrech vSech analytd, jeZ tento atom obsahuji,

avSak vtomto pfipad¢ je mozné, ze jednotlivé dvojice
molekul cysteinu tvoii mezi sebou disulfidické miistky

SERS cystein 785 nm Cu lazed
SERS cystein 785 nm AgND
SERS cystein 785 nm Ag lazed

=
-
o

SERS cystein 1064 nm Ay

1406
1353
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993
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o
)
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Obr. 2. Porovnani Ramanova spektra €isté latky, predikovaného spektra a SERS spekter cysteinu (koncentrace depozi¢niho rozto-
ku 1-10~* mol I"") ziskanych na substratech piipravenych v Ag lazni, Cu lazni a roztoku AgNO; s vyuZitim excitaénich vinovych
délek 785 nm a 1064 nm. Spektra jsou uvedena v ,,off-set scale* rezimu
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Obr. 3. Orientace molekuly cysteinu vii¢i substratu

atim vznikd molekula cystinu. Tato molekula jiz nema
volny atom S a to zpusobuje mensi miru afinity
k zesilujicimu substratu a i jinou orientaci cysteinu
k substratu (obr. 3). V tomto pfipadé je pravdépodobna
interakce pies karboxylovou skupinu a aminoskupinu se
substratem (nejvice zesilené pasy). V tab.IIl je uveden
prehled charakteristickych vibraci cysteinu.

SERS spektra serinu

Obr. 4 zobrazuje porovnani SERS spekter serinu zis-
kanych na substratech pfipravenych v Aglazni, AgNO;
a Cu lazni a predikovaného spektra. Z obrazku je patrné,
ze vhodngjsi depozicni lazni pro piipravu substratu
v ptipadé detekce serinu je roztok AgNO;. Nastava zde
zesileni vétSiny vyznacenych charakteristickych pasi Cisté
latky, které napovidaji, jak bude molekula orientovana
vuéi substratu — opét karboxylovou skupinou a aminosku-
pinou k povrchu, samotna hydroxylova skupina interaguje
se substratem mén¢ z ditvodu mensi afinity (obr. 5). Nao-
pak nejméné¢ vhodny plasmonicky kov pro detekci serinu
je Cu, jelikoz zde nejsou zesileny Zadné pasy a ve spektru
je mozné pozorovat pouze charakteristické pasy oxidi

SERS serin 785 nm Cu lzed
SERS serin TB5 nm AgNO|
SERS serin 785 nm Ag lizen

SERS erin 1064 nm Ag Lizen

@0
Raman serin 1064 nm z
=z

Ramanova intenzita
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Tabulka IIT
Prehled charakteristickych vibraci cysteinu (1064 nm)

Experiment Ramantiv posun [cm '] Pfitazeni®
DFT cit.’
predikce

614 - 623 800p(C=0)
686 676 688 v(C-S)
780 760 782 Brock(CHo)
872 867 879 8(S-H)
993 - 997 Brock(NH3")
1143 1151 1145 Brock(NH3")
1353 1361 1355 v(C-NH))
1406 1402 1405 v{(COO")
1431 - 1433 O(CHy)
1746 1744 - v(C=0)

?v — valenéni vibrace, vy — symetricka valenéni vibrace,
& — deformacni vibrace, 6,k — kyvava deformacni vibrace,
do0p — deformacni mimorovinna vibrace

médi v oblasti cca 550 cm™. V piipadé SERS spekter sub-
stratll pripravenych v Ag lazni je zde také pas znacici in-
terakci kovu s analytem (cca 700 cm™') a pii pouziti exci-
tacni vinové délky 1064 nm jsou ve spektrech slabé nazna-
ky charakteristickych past. Z pohledu vlivu excitacni vl-
nové délky je vyhodngjsi zafeni o vinové délce 785 nm
z toho dlivodu, Ze dochazi k lepSimu vykresleni jednotli-
vych past ve spektru, na druhou stranu se zde objevuje
vétsi Sum na Urovni z4kladni linie. Celkova Spatna odezva

400

1200

1000

Ramaniv posun fcm™)

Obr. 4. Porovnani Ramanova spektra €isté latky, predikovaného spektra a SERS spekter serinu (koncentrace depozi¢niho roztoku
1-10™* mol I'") ziskanych na substratech p¥ipravenych v Ag lazni, Cu lazni a roztoku AgNOj; s vyuZitim excitaénich vinovych délek

785 nm a 1064 nm. Spektra jsou uvedena v ,,0ff-set scale* rezimu
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Tabulka IV
Prehled charakteristickych vibraci serinu (1064 nm)

Experiment Ramantiv posun [cm™]
DFT 4 Pfifazeni *
predikce cit.
518 582 539 dwag(COO")
613 616 620 5(CO0")
816 - 811 Sr0ek(COO7)
856 857 852 Srock(CH,),
v(C,—C)
972 993 976 v(C-N)
1012 1050 1043 v(C=0)
1094 1100 1086 Srock(NH3")
1130 1129 1134 Srock(NH3 ")
1222 1211 1242 8(C-OH)
1273 1287 1287 Brock(C—H)
1328 1368 1312 Swag(CHy)
1418 1462 1411 vs(COO")
1465 1529 1468 8(CHy)
1629 1712 1610 8a(NH; ),
vs(COO")

?v — valen¢ni vibrace, vy — symetrickd valenéni vibrace,
6 — deformacni vibrace, J,ocx — kyvava deformacni vibrace,
Oy — deformacni asymetrickd vibrace, Oy, — deformacni
véjitova vibrace

< ?J‘.J}IJ‘.Q*IJ‘
): ?J 9 ?J 5 ) ?J

Obr. 5. Orientace molekuly serinu vidi substratu

tohoto analytu na vSech zesilujicich substratech mtize byt
zplsobena tim, Ze serin ve své struktufe neobsahuje mnoho
heteroatomd, pies které by se mohl vazat na zesilujici sub-
straty, a pravdépodobné¢ tak dochazi ke kontaktu
s povrchem pouze v disledku nevazebnych interakci. Cha-
rakteristické vibrace serinu jsou uvedeny v tab. IV.

SERS spektra histidinu

Na obr. 6 jsou uvedena SERS spektra histidinu ziska-
na po depozici na substraty ptipravené v Ag lazni, roztoku
AgNO; a Cu lazni a porovnand s predikovanym spektrem
a spektrem Cisté latky. SERS spektra histidinu pfipravené-
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ho na substratech pfipravenych v roztoku AgNO; maji
velice podobny pribéh zesileni jednotlivych pasti pii obou
vlnovych délkach. AvSak pfi excitaéni vlnové délce
1064 nm je pozorovéana vysSi intenzita zesilenych pasd.
U substrati pfipravenych v Ag lazni nejsou rozliSitelné
jednotlivé pasy, a tedy splyvaji do jednoho Sirokého pasu.
Také se u téchto spekter projevuje vEtSi Sum na urovni
zakladni linie. Velmi podobny prubéh zesileného spektra
vykazuji i substraty ptipravené v Cu lazni, s tim rozdilem,
ze jednotlivé pasy jsou méné intenzivni, a tedy jsou jednot-
livé pasy hife rozliSitelné.

Celkové dobra odezva histidinu na vybranych substra-
tech je zplisobena tim, Ze histidin ve své struktufe obsahuje
imidazolovy kruh, obsahujici dva atomy dusiku, které se
snadno vazi  napovrch  zesilujicich  substrati
(nejintenzivngjsi ve spektru jsou pasy heterocyklu, coz
znac¢i kolmou interakci se substratem, obr. 7). Z pohledu
pouziti rizné vlinové délky budiciho zafeni neni mnoho
rozdild, avSak zpohledu plasmonickych substrati je nej-
vhodnéjsi vtomto piipadé substrat piipraveny v roztoku
AgNO:;. V tab. V jsou uvedeny jednotlivé vibrace histidinu.

Tabulka V
Prehled charakteristickych vibraci histidinu (1064 nm)
Experiment Ramaniiv posun [cm™'] Piifazeni®
DFT cit.”
predikce
629 630 621 dip kruhu
660 659 652 dip kruhu
788 791 781 3(COOH)
856 - 850 v(C-C),
d kruhu
922 922 917 v(C-H)
979 978 972 v(C-H),
d kruhu
1064 1066 1057 3(N-H)
1090 1085 1084 v(C-N),
8(C-H)
1178 1155 1171 v(N-C-N),
dip(N-H)
1273 1266 1267 8(C-H)
1320 1336 1315 v(C=N),
v(C-N)
1350 1360 1345 v(C=N)
1501 1520 1496 8ip(N—H)
1574 1589 1568 v(C=C),
S(N-H)

v — valen¢ni vibrace, 8 — deformacni vibrace, &;, — defor-
macni rovinna vibrace
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Obr. 6. Porovnani Ramanova spektra ¢isté latky, predikovaného spektra a SERS spekter histidinu (koncentrace depozi¢niho roz-
toku 1-10~ mol I'") ziskanych na substratech ptipravenych v Ag lazni, Cu lazni a roztoku AgNOj; s vyuZitim excitaénich vinovych
délek 785 nm a 1064 nm. Spektra jsou uvedena v ,,off-set scale* rezimu

SERS spektra tyrosinu

Obr. 8 udava porovnani SERS spekter tyrosinu ziska-
nych na substratech pfipravenych v Aglazni a roztoku
AgNO; pii obou testovanych excitaénich vinovych dél-
kach. V pfipad¢ tohoto analytu ani substraty pfipravené
v Cu lazni neposkytovaly zadnou odezvu. Oznacené cha-
rakteristické pasy jsou zesileny témét ve vSech SERS
spektrech. U substratli pfipravenych v roztoku AgNO;
jsou jednotlivé charakteristické pasy 1épe rozlisitelné nez
Obr. 7. MoZnosti orientace molekuly histidinu vici substratu u substratdi pfipravenych v Ag lazni. Pfi porovnavani sub-

>

.

(= &\‘/.
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Obr. 8. Porovnani Ramanova spektra Cisté latky, predikovaného spektra a SERS spekter tyrosinu (koncentrace depozi¢niho roz-

toku 1-10~* mol 1) ziskanych na substratech p¥ipravenych v Ag lazni a roztoku AgNO; s vyuZitim excitaénich vinovych délek
785 nm a 1064 nm. Spektra jsou uvedena v ,,0ff-set scale® rezimu

94



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 19, 65-110 (2021)

stratd ptipravenych v roztoku AgNO; z hlediska vyhodnéj-
$i pouzité excitacni vinové délky je mozné si povSimnout,
ze pti vinové délce 1064 nm jsou nékteré pasy vice zesile-
ny (napf. pas 1617 cm™' nebo 1163 cm™) a prokresleny,
proto tato vinova délka bude vhodnéjsi pro detekci tyrosi-
nu. V piipad¢ substrati pfipravenych v Ag lazni nenastava
takové zesileni, diky kterému by bylo mozné rozlisit
od sebe jednotlivé pasy tyrosinu, a navic se u nich projevu-
je ve vétsi mife Sum na Grovni zakladni linie. V ptipadé
detekce tyrosinu jsou patrné zmény v relativnich intenzi-
tach vybranych past pfi pouziti riznych vinovych délek
pro excitaci systému. To znamend, Ze volbou budiciho
zafeni mize dochazet k ovlivnéni prispévku chemického

s @ 2 @ 2 @,
- o >
N ) 9 9 R

Iy 9

& 4 -] "J ? J“‘J 4
‘iJ 9 “b) .“J’J

Obr. 9. Orientace molekuly tyrosinu vii¢i substratu

Tabulka VI
Prehled charakteristickych vibraci tyrosinu (1064 nm)

Pitazeni °

Experiment ~ Ramanilv posun
[em ']
DFT cit.’
predikce

645 655 642 8 kruhu
746 738 715 1(0-C-C,—C)
801 787 810 Sag alif., 8,.(0-C-0)
833 822 823 Sy kruhu, 3,(0-C-0)
850 852 853 8 kruhu, 1(C—C,~CH)
970 - 965 V(Cy—C), 8,0c(NH3")
1047 - 1042 Srock(NH3")
1163 1171 1140 8 kruhu
1182 1180 1164*° v alif.
1251 1239 1249° Srock(CH,)
1268 1267 1284 ° v alif.
1330 1329 1327° 8ip (C-C,—H)
1368 1361 1365° 8, (COO)
1520 1521 1558 Swag (NH3")
1617 1628 1614 v kruhu

*pievzato z cit.”, ®v — valenéni vibrace, 5 — deformadni
vibrace, Srck — kyvava deformacni vibrace, 8., — defor-
macni véjitova vibrace, d;. — deformacni nlizkova vibrace,
8, — deformacni rovinna vibrace, t — torsni vibrace,
alif. — alifaticky fetézec
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mechanismu k celkovému zesileni signalu tyrosinu. Podle
intenzity zesilenych past 1ze odvodit, ze se molekula tyro-
sinu orientuje vucCi substratu karboxylovou skupinou
a aminoskupinou (viz obr. 9). Tabulka VI udéva charakte-
ristické vibrace tyrosinu.

Zavér

V ramci této prace byly uskutecnény experimenty,
které mély za cil porovnat vliv excitacni vinové délky
a vliv plasmonického substratu na SERS spektra vybra-
nych aminokyselin. Ze SERS spekter aminokyselin bylo
zjisténo, Ze nejvhodnéj$im substratem z hlediska celkové
intenzity charakteristickych past pro vSechny studované
AMK je substrat pripraveny v roztoku AgNO;. Naopak
nejméné vhodnymi substraty byly ty, které byly pfipraveny
v roztoku CuCl, a Au lazni. Vliv pouZité excitani vinové
délky na priibéh SERS spekter byl méné¢ vyznamny nez
vliv pouzitého plasmonického substratu, avsak lepSich
vysledkt z hlediska poméru signalu k Sumu bylo dosazeno
pii pouziti excitacni vinové délky 1064 nm. Lépe lze dete-
kovat pomoci SERS spektroskopie aminokyseliny
s cyklickou strukturou (pozorovana i vyssi intenzita pasi),
jako jsou histidin a tyrosin, z divodu vyssi afinity molekul
k zesilujicimu povrchu.
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The aim of this study is the detection of selected ami-
no acids using SERS spectroscopy. Amino acids are vital
organic compounds with various functions and structures.
They form proteins in every alive organism. Beyond this
role, amino acids are crucial in biosynthesis as a precursor
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for neurotransmitters. Four amino acids were selected
(cysteine, histidine, serine, tyrosine) based on a variation
of aliphatic, aromatic, heterocyclic, and other functional
groups that affect the analyte’s affinity to the enhancing
substrates. The substrates were prepared by galvanic dis-
placement of plasmonic metals (Au, Ag, Cu) on the alumi-
num plates, allowing effortless and fast preparation of
SERS-active surface. The best signal of the amino acids
was observed using substrates prepared in AgNO; solution
and excitation wavelength 1064 nm.

Keywords: cysteine, histidine, serine, tyrosine, Raman
spectroscopy, SERS, galvanic displacement
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Uvod

Dexrazoxan (ICRF-187) je jediné registrované lie¢ivo
vyuzivané na prevenciu kardiotoxicity spdsobenej antra-
cyklinovymi chemoterapeutikami, ktoré sa radia medzi
najucinnejsie lie¢iva vyuzivané pri terapii Sirokého mnoz-
stva nadorovych ochoreni'. Mechanizmus ti&inku dexrazo-
xanu nie je stale Uplne objasneny. Povodna tedria predpo-
klad4, Ze kardioprotektivny uc¢inok je dany metabolitom
dexrazoxanu (ADR-925), ktory je vd’aka svojej podobnosti
s kyselinou etyléndiamintetraoctovou (EDTA) schopny
chelatovat’ voI'né zelezo a predchadzat tak zvysenej tvorbe
oxidaéného stresu v bunke. Sucasné §tadie vSak naznacuja,
ze za kardioprotektivny ucinok je pravdepodobne zodpo-
vedné parentné lieCivo a jeho interakcia s topoizomerazou
II (cit.%).

Jednym zanalogov dexrazoxanu je ICRF-193
(obr. 1a), pri¢om in vitro® a pilotné in vivo $tudie naznadu-
ju, ze ide o analog s lepSim kardioprotektivnym pdsobe-
nim. V molekule ICRF-193 sa nachadzaji dve chiralne
centra. Ide o symetricka Struktaru, ktora poskytuje dva
diastereoizoméry — R,S-diastereoizomér (mezoforma
ICRF-193, obr. 1a) alebo zmes R,R- aS,S-enantiomérov
(racemat, obr. 2). Bolo zistené, ze pre inhibiciu topoizo-
merazy Il je potrebna mezoforma, priCom racemat je tak-
mer bez uéinku®. Pri in vitro $tadii zameranej na kardio-
protektivitu oboch latok bol ale pri vyssich koncentraciach
(¢=>30 uM) pozorovany kardioprotektivny efekt aj
uracematu. Pre hodnotenie Cistoty Standardu atiez pre
studium osudu ICRF-193 v organizme je potrebné vyvinut
vhodné analytické metody.

Ciel'om tejto prace bolo:

1. Vyvinit' analytickdl metddu pre detekciu racematu
a ICRF-193 (mezoforma) a pouzit’ tito metdodu na overe-
nie Cistoty Standardu racematu.

2. Zvysit citlivost’ sucasnej metddy vyuZzivanej na
stanovenie ICRF-193 a jeho metabolitu ICRF-193,, (obr.
1b) v plazme, nakol’ko podl'a pilotnych in vivo farmakoki-
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Obr. 1. Struktirny vzorec nového analégu dexrazoxanu:
ICRF-193 (a) a jeho metabolitu ICRF-193,, (b)

netickych Stadii bola sucasnd citlivost’ metddy nedostatoc-
na pre stanovenie farmakokinetického profilu v plazme.

Experimentilna ¢ast’

Vsetky vzorky boli analyzované s vyuzitim UHPLC
systému (Nexera X2, Shimadzu, Japonsko) spojeného
s hmotnostnym spektrometrom s analyzatorom typu trojity
kvadrupél a ESI" i6novym zdrojom (LCMS 8030, Shima-
dzu, Japonsko). Pre kvantifikaciu latok boli vyuzité SRM
prechody.

Pouzité chemikalie (ziskané od spolo¢nosti Merck,
Nemecko): metanol, acetonitril, kyselina mrav¢ia, mrav-
¢an amonny (vSetky LC-MS Cdistota), dimetylsulfoxid
(DMSO, HPLC (istota). Prazdna krali¢ia plazma
(s heparinom ako antikoagula¢nou prisadou) bola ziskana
z komeréného zdroja (ITEST plus, Ceska republika). Milli-Q
voda bola pripravovand pomocou Millipore Ccistiaceho
systému (Merck Millipore, Nemecko). ICRF-193, racemat,
ICRF-193,,,¢ avnutorné Standardy I.S.icrp.195 (GK-627)
a L.S.icrE-193met (4AMD) boli pripravené na naSej fakulte
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Obr. 2. Racemat: zmes R,R- a S,S-enantiomérov odvodenych
zo Struktiary ICRF-193
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Obr. 3. Vnutorny standard pre ICRF-193 — GK-627 (a) a pre
ICRF-193,,.« — 4AMD (b)

(Katedra organické a bioorganické chemie, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova).

Zéasobné roztoky (koncentracia 1 mg ml™") boli pripra-
vené  rozpustenim  potrebného  mnozstva  latky
v nasledujucich rozpustadlach: metanol (4AMD), zmes
metanol/voda 1:1 (v/v; ICRF-193,,, a GK-627) a DMSO
(ICRF-193).

Metodda na separaciu ICRF-193 a racematu bola vyvi-
nuta na zéklade modifikécie uz validovanej metddy pouZzi-
vanej pre analyzu dexrazoxanu ajeho metabolitu
(ADR-925). Na separaciu bola pouzita kolona ZORBAX
Bonus RP (100 x 3,0 mm, 1,8 um, Agilent, USA) a ako
mobilna faza bola testovana zmes 0,25% kyseliny mravcej
(A) ametanolu (B) v roznych pomeroch pri izokratickej
a gradientovej elticii. Optimélna separacia bola dosiahnutéd
pri nasledujicich podmienkach: prietok 0,3 ml min ', tep-
lota na kolone 30 °C, nastrek 1 pul a dizka analyzy 6 min.
Pre zistenie pritomnosti ICRF-193 v racemate bol na kolo-
nu nastreknuty Standardny roztok racematu o koncentracii
200 pg ml™'. Koncentracia ICRF-193 bola stanovena me-
todou vonkajsieho $tandardu (¢ = 0,2 pg ml™).

Pre stanovenie ICRF-193 a jeho metabolitu [CRF-193 .
boli pouzité nasledujuce analytické podmienky: koldona
Luna Omega Polar (100 x 3,0 mm, 2,5 pm, Phenomenex,
USA) spolu s predkoléonou; mobilnou fazou bola zmes
I mM mrav€anu aménneho (A) a acetonitrilu (B) (boli
testované rézne pomery izokratickej aj gradientovej elt-
cie); prietok 0,25 ml min™"; gradient: 0,0-1,0 min (20 %
B), 1,01-4,5 min (50-80 % B), 4,7-6,0 min (20 % B);
teplota na kolone 30 °C, nastrek 1 pl, dizka analyzy 6 min.
Ako vnutorny $tandard bol pre ICRF-193 pouzity GK-627
(obr. 3a), pre ICRF-193,, to bol 4AMD (obr. 3b). Repre-
zentativny chromatogram je zobrazeny na obr. 4.

Optimalizacia SPE extrakcie prebiehala z vodného
Standardu alebo zo spikovanej plazmy (100 uM). Testova-
né boli 4 typy SPE koloniek (Discovery DSC-PH
(100 mg/1 ml, Supelco), Select HLB SPE (30 mg/1 ml,
Supelco), Discovery DSC-18 (100 mg/1 ml, Supelco)
a Hypersep Verify AX (130 mg/1 ml, Thermo Scientific).
Na aktivaciu koloniek bol pouzity 1 ml acetonitrilu alebo
metanolu, na kondicionaciu 1 ml Milli-Q vody. Boli testo-
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Obr. 4. Reprezentativny chromatogram pre stanovenie ICRF-193
a ICRF-193,,,¢

vané rézne premyvacie roztoky (voda, 5% metanol alebo
0,25% kyselina mrav¢ia) o objemoch 300-500 pl. Testo-
vanymi eluénymi cinidlami boli: metanol, acetonitril
a acetonitril s kyselinou mravéou. Optimalizované metody
boli Ciastone validované pre stanovenie ICRF-193
a tiez jeho metabolitu ICRF-193,,; v plazme — bola hodno-
tena linearita, vytaznost’ a matricové efekty (n=3). Vy-
taznost’ z plazmy bola vypocitana v percentach ako prie-
merna hodnota pomeru plochy pod pikom spikovanej
prazdnej plazmy pred a po extrakénom procese. Matricové
efekty boli vypocitané ako priemerna hodnota pomeru
plochy pod pikom spikovanej prazdnej plazmy po extraké-
nom procese aplochy pod pikom Ccistého Standardného
roztoku.

Vysledky a diskusia

Pri vyvoji metody na separaciu ICRF-193 a racematu
bolo dolezité zohladnit’ fakt, Zze v analyzovanej vzorke
racematu sme Vv pripade jej kontaminacie ocakavali len
stopové mnozstvo mezoformy. Preto bolo potrebné analy-
zovat vzorku o vysokej koncentracii (200 pg ml™).
Z tohto dovodu muselo byt rozliSenie optimalizovanej
metody dostatocne vysoké. NajlepSie rozliSenie (23,3)
bolo dosiahnuté pri izokratickej eltcii 80:20 (A:B, v/v)
astCasne bol zachovany symetricky tvar pikov
(4s (racemat) = 1,13; A, (mezoforma) = 1,20) Referenény
chromatogram je uvedeny na obr. 5.

Pri analyze samotnej vzorky bol cely pik latky eluova-
nej v retenénom cCase racematu odvadzany do odpadu (do
4,2 min), aby nedoSlo k presyteniu detektora. ICRF-193
(mezoforma) bol detegovany v ¢ase 4,2—6,0 min. Vo vzorke
racematu  sme detegovali iba 0,035% ICRF-193
(mezoformy).

Pri zvySeni citlivosti metddy stanovenia ICRF-193
ajeho metabolitu v plazme sme sa zamerali na Gpravu
vzorky, konkrétne na moznost’ vyuzitia SPE. Sucasné ana-
lyza a tiez uprava vzorky ICRF-193 a jeho metabolitu je
komplikovana ich rozdielnou polaritou. Ako Gprava vzor-
ky pri analyze dexrazoxanu, pripadne jeho analégov
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Obr. 5. Reprezentativny chromatogram separacie ICRF-193
(mezoforma) a racematu

a metabolitov bola vo vicSine $tudii pouzita proteinova
precipitacia®®. Podl'a nasich zisteni boli SPE extrakcie
doposial’ pouzité len raz a extrahovany bol iba dexrazoxan
a jeho analdgy, nie polarny metabolit’.

Pri vyvoji SPE podmienok sme sa najprv zamerali na
analyzu samotného ICRF-193. Na vSetkych troch SPE
kolonkach (Discovery DSC-PH, Select HLB SPE
a Discovery DSC-18) boli jednotlivé kroky extrakcie rov-
naké. Aktivacia prebiehala pomocou metanolu a na kolon-
ku sme nanaSali 100 pl plazmy spikovanej ICRF-193
a L.S.icrr.103. Najvdcsiu odozvu detektoru sme dosiahli
pouzitim kolonky Select HLB SPE. Po optimalizacii bolo
na oplach pouzitych 400 pl 0,25% kyseliny mravcéej a na
eltciu 300 pl metanolu. Linearita metody bola overena
v koncentraénom rozmedzi 0,02—1 pM (R* = 0,9995), vy-
taznost’ bola 98,7 % a matricovy efekt bol 99,7 %.

Na zaklade tychto vysledkov sme skusali na rovnake;j
kolonke extrahovat’ sucasne ICRF-193 aj ICRF-193,,.
KedZe metabolit je vel'mi polarna latka (logP Struktirne
podobného ADR-925 je —6,7 (cit.'?)), pre overenie, ¢i bude
na kolonke drzat, sme namiesto plazmy nanasali vodny
Standard analyzovanych latok a analyzovali kazdy krok SPE
extrakcie. V priebehu extrakcie dochadzalo k vyraznym stra-
tam ICRF-193,,, tento sorbent teda nebol dostacujuci pre
sucasntl extrakciu ICRF-193 a ICRF-193,, (obr. 6).

V désledku toho sme pre tito extrakciu pouzili kolon-
ku sreverznou fazou (C8) aidnomeniCom — Hypersep
Verify AX. Na aktivaciu bol pouzity acetonitril, nanasali
sme 100 pl vodného Standardu ICRF-193 a ICRF-193 .,
oplach 300 pl vody a na eluciu bolo pouzitych 500 ul 10%
kyseliny mravéej v acetonitrile. Vol'ba tak silnej kyseliny
ako elu¢ného cinidla bola potrebna, pre eluciu silno navia-
zaného ICRF-193,,, na ionomenicovy sorbent. Za tychto
podmienok nedochadzalo k stratim metabolitu v skorSich
fazach  extrakcie. Eluat bol nasledne odfikany
a rekonstituovany do 200 pul 20% acetonitrilu. Napriek
vysuseniu a rekonstiticii dochadzalo pravdepodobne pri-
tomnostou kyseliny mravéej k vyraznej supresii signalu
u ICRF-193,,. Analytickd metdda teda bola na zaklade
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Obr. 6. SPE extrakcia ICRF-193 a ICRF-193,,.; na koléonkach
,»Select HLB SPE“

predchadzajucich skusenosti optimalizovana. Testovali
sme rozne mobilné fazy (metanol, acetonitril, mravéan
amonny a kyselinu mrav¢iu), pricom najlepsia bola kombi-
nacia 0,25% kyseliny mravcej (A) a metanolu (B) pri
pouziti nasledujuceho gradientu: 0,0-1,0 min (20 % B),
1,01-3,0 min (50-65 % B), 3,01-4,5 min (65-90 % B),
4,51-6,0 min (20 % B). Prietok bol 0,2 ml min~!, teplota
na kolone 30 °C a nastrek 1 pl. Linearita bola overena
v koncentraénom rozmedzi 0,05-1 pM, pri¢om hodnota R’
bola pre ICRF-193>0,999 apre ICRF-193,, = 0,9967.
Pre ICRF-193 bola vytaznost 99,8 % a matricovy efekt
bol 104,4%. Pre ICRF-193,. bola vytaznost 47,4 %
a matricovy efekt bol 75,9 %.

Zaver

Podarilo sa ndm vyvinat’ metédu na separaciu ICRF-193
(mezoforma) a jeho diastereoizomérneho racematu, pri-
¢om sme zistili, Ze vzorka racematu obsahovala < 0,035 %
mezoformy. Dalsie $tadie by mali overit, & tato miera
kontaminacie Standardu racematu moéze byt zodpovedna
za pozorovany kardioprotektivny Géinok.

Taktiez sa nam podarilo vyvinat a optimalizovat’ SPE
podmienky pre extrakciu ICRF-193 a ICRF-193,,, z plaz-
my. S vyuzitim koloniek Select HLB SPE bolo mozné
stanovit’ iba samotny ICRF-193. Pomocou tejto metody sa
nam podarilo spodny limit kvantifikacie (LLOQ) znizit
25nasobne. Eluaty boli bez rekonstitucie priamo nastrek-
nuté na kolonu. V pripade dalSieho zakoncentrovania
vzorky by vsak eSte bolo mozné tento limit zniZzit.

Na kolénkach Hypersep Verify AX bola mozna su-
Casna extrakcia ICRF-193 a ICRF-193,,, pricom LLOQ
sa nam podarilo znizit' 10nasobne. V tomto pripade uz
bolo nutné zaradit’ krok vysusenia a rekonstitucie vzorky.

Tato praca bola realizovana za podpory Univerzity
Karlovy (GAUK 1204120 a projekt SVV 260547).
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A. Reguli, H. Bavlovi¢ Piska¢kova, and P. Stérbova-
Kovarikova (Department of Pharmaceutical Chemistry
and Pharmaceutical Analysis, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralové, Charles University, Czech Republic)
UHPLC-MS/MS Analysis of ICRF-193, the Novel Ana-
logue of Dexrazoxane

Dexrazoxane is a cardioprotective drug clinically
used against anthracycline induced cardiotoxicity.
ICRF-193 was synthetized as a novel, more effective ana-
logue of dexrazoxane. It was reported that inhibition of
topoisomerase I, which seems to be crucial for cardiopro-
tective effect, is mediated by an R,S diastereomer
(ICRF-193), while the racemic mixture of R,R and S,S
enantiomers is almost ineffective. Nevertheless, our
in vitro experiments with racemic mixture showed some
cardioprotective effect. The aim of this work was: (1) to
examine the possible role of contamination of standard of
racemic mixture with the ICRF-193 and (2) to develop
solid phase extraction (SPE) for ICRF-193 and its metabo-
lite (ICRF-193,,) from plasma. Less than 0,035% of
ICRF-193 was detected in the racemic mixture. Further
studies should verify if the contamination of the racemic
mixture could be responsible for the observed cardiopro-
tective effect. The SPE procedure was optimized and the
highest recovery of both ICRF-193 and ICRF-193,,, from
plasma was achieved on Hypersep Verify AX column.
Nevertheless, the elution of target analytes required
strongly acidified acetonitrile (10% HCOOH), which re-
sulted into the signal supression. Therefore, the sensitivity
of the current method was increased only 10 times. When
focusing is only on the active compound ICRF-193, more
effective SPE extraction (25 times lower LLOQ without
pre-concentration step) employing HLB sorbent can be
used.

Keywords: dexrazoxane, ICRF-193, UHPLC-MS, SPE,
cardioprotective drugs
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Uvod

Kumariny (derivaty kumarinu, 2-H-1-chromén-2-on)
su zluceniny prirodzene sa nachadzajtce v rastlinach mno-
hych celadi, hubach, ovoci a inych prirodnych zdrojoch.
Do skupiny jednoduchych kumarinov prirodného charakte-
ru mozno zaradit kumarin, eskulin, umbeliferon,
4-metylumbeliferén, skopardn, herniarin ainé (obr. 1).
ZlG¢eniny st charakteristické vyraznou vonou podobnou
suSenému senu a z biologického hladiska st zname ich
ucinky ako napr. antibakterialne, protizapalové, ochrana
pred UV ziarenim (uCinky st rozdielne pre jednotlivé
kumariny)'. Kumariny sa &asto pouzivaju pri vyrobe parfu-
mov aako vonné prisady do kozmetickych vyrobkov
(napr. mydiel, Sampénov, krémov), pricom doporucend
koncentracia kumarinu je v rozsahu od 0,08 % do 5,8 %
(cit.?). Niektoré z kumarinov (v zavislosti aj od ich kon-
centracie) mozu mat’ neziaduce G¢inky na l'udsky organiz-
mus, ako napr. alergické reakcie’, a preto je v EU zakaza-
né pouzivanie siedmych kumarinov (herniarin, dikumarol,
7-etoxy-4-metylkumarin,  dihydrokumarin, 7-metyl-
kumarin, acenokumarol a pyranokumarin) ako zloziek
kozmetickych vyrobkov (nariadenie (ES) ¢. 1223/2009).

Dolezitou stcastou procesu chemickej analyzy je
priprava vzoriek, ktorej hlavnym cielom je odstranenie
neziaducich zloziek zmatrice a ziskanie frakcie vzorky

R4 Kumarin: Ry, Ry, R; =H
Rzm Umbseliferon: Ry, R, = H, Ry = OH
4-Metylumbeliferon: Ry = CHj,
R,=H, R;=0OH
Rs o ° Skoparon: Ry =H, Ry, R3= OCHj;
Eskulin: Ry =H, R, = glukoéza,
R;=OH

Herniarin: Ry, R,=H, R;= OCHj;

Obr. 1. Struktiry vybranych kumarinov prirodného pévodu
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alebo konecného extraktu v rozpustadle, ktoré je kompati-
bilné s pouzitou analytickou technikou, napr. s mobilnou
fazou v HPLC. V pripade stopovych koncentracii je po-
trebné aj skoncentrovanie cielovych analytov. Najcastejsie
pouzivanou technikou pripravy kvapalnych vzoriek je
extrakcia na tuhej faze (SPE, Solid Phase Extraction).
Existuje Siroka Skala SPE sorbentov, no vo vicsine postu-
pov sa pouZiva iba niekolko typov (napr. typ C18). Vy-
skum z oblasti SPE technik je zamerany na vyvoj sorp-
¢nych materidlov so zvySenou selektivitou pre cielové
analyty. Do tejto skupiny mozno zaradit’ aj selektivne po-
lymérne adsorbenty s odtlackom molekuly (MIP, Molecu-
larly Imprinted Polymers), ktoré vyuzivaju pri extrakcii
latok Specifické interakcie medzi funkénymi skupinami
cielového analytu a vizbovymi centrami v MIP. Aplikacie
MIP v analyze kozmetickych vyrobkov sa zameriavajui na
extrakciu parabénov, antimikrobialnych latok*®, ale uplat-
fuju sa aj na selektivnu extrakciu toxickych zlicenin,
napr. bisfenolu’.

Praca je zamerana na porovnanie aplikovatelnosti
roznych typov adsorbentov, laboratérne pripravené¢ MIP
a MIP na povrchu magnetického nosi¢a (MMIP) selektiv-
ne pre kumariny, komerény MIP selektivny pre fenolové
latky. Extrakéné postupy s vyuzitim MIP adsorbentov,
klasicka SPE, SPE s MIP v pipetovacej Spicke a extrakcia
svyuzitim MMIP sa testovali pre vzorky voni
a deodorantov.

Experimentalna cast’

Referencne latky, kumarin (99%), eskulin (6,7-di-
hydroxykumarin-6-p-p-glukozid, = 98%), umbeliferon
(7-hydroxykumarin, 99%), 4-metylumbeliferén (4-metyl-
-7-hydroxykumarin, 98%), skoparén (6,7-dimetoxy-
kumarin, 98%), herniarin (7-metoxykumarin, 98%) boli
zakupené od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Rozpustad-
14 metanol, etanol (¢istota HPLC gradient grade) a kyseli-
na octova (99%) boli zakupené od Merck (Darmstadt, Ne-
mecko). Deionizovana voda (18,2 MQcm') sa ziskala
pomocou systému na ¢istenie vody AquaMax Ultra (séria
370). MIP-fenolové latky sa ziskali od spolo¢nosti Affini-
sep (Petit-Couronne, Francuzsko). Vzorky deodorantov
boli ziskané v miestnej sieti drogérii (Vzorka I — deodorant
s aromou zeleného caju a alkoholu obsahujici agave;
Vzorka Il — deodorant na citlivii pokozku bez alkoholu;
Vzorka III — prirodny kozmeticky deodorant, pri ktorom
vyrobca udava, ze k vyrobku neboli vedome pridavané
sporné latky). V zozname zloziek testovanych vzoriek
nebol uvedeny kumarin. Vzorky sa uchovavali pri labora-
tornej teplote.

Polymérne
(laboratérne  pripravené

adsorbenty
pre

s odtlackom  molekuly
templat umbeliferon®)
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Obr. 2. Extrakéné postupy pouZité pre extrakciu kumarinov: MIP-SPE s adsorbentom v kolonke (A), MIP-SPE s adsorbentom
v pipetovacej $picke (B), extrakcia pomocou MIP adsorbentu na povrchu magnetického nosica (C); 1 — kondicionovanie rozpustadlami
metanol a etanol/voda (1/9, v/v), 2 — davkovanie vzorky, 3 — premyvanie vodou, 4 — elicia zmesou metanol/kyselina octova (9/1, v/v)

sa pouzili pre klasickil SPE extrakciu na kolonke (obr. 2A)
a SPE so sorbentom v pipetovacej Spicke (obr. 2B). Sor-
bent pripraveny na povrchu magnetického nosica pre tem-
plat umbeliferon’® bol pouzity na extrakciu v systéme tuha
faza-kvapalina s oddel'ovanim faz pomocou externého
magnetu (obr. 2C). Na kondicionovanie adsorbentov sa
pouzil metanol a zmes etanol/voda (1/9, v/v), premyvacim
¢inidlom bola voda a na eluciu analytov sa pouZzila zmes
metanol/kyselina octova (9/1, v/v). Objemy premyvacich
a elucnych c¢inidiel ako aj mnozstvo sorbentov pouzitych
pre extrakciu je uvedené v tab. 1.

HPLC analyzy sa uskuto¢nili pomocou kvapalinové-
ho chromatografu Agilent Technologies, séria 1260, ktory
obsahoval vysokotlakové cerpadlo, davkovaci ventil
(Rheodyne), termostat kolon, detektor s diddovym polom
a fluorescencny detektor. Na HPLC separaciu kumarinov
(eskulin, kumarin, skoparon, herniarin, 4-metylum-
beliferon, umbeliferén) sa pouzila koléna Kinetex C18
(100 x 4,6 mm, 5 um) a mobilna faza tvorena zmesou 1%
kyselina octova a metanol s pridavkom 1% kyseliny octo-
vej, s gradientovou eluciou pri prietoku 1 ml min™'. Gra-

Tabulka I

dientova eltcia sa uskutocnila podl'a programu: od 0 do
12 min linedrny gradient B od 20 % do 45 %, od 12 do
12,5 min linearny gradient B od 45 % do 100 %, od
12,5 min 100 % B. Na detekciu kumarinu sa pouzil detek-
tor s diddovym polom (snimanie chromatogramov pri
vlnovej dizke 280 nm) a na detekciu eskulinu, skoparonu,
herniarinu, 4-metylumbeliferénu, umbeliferonu sa pouzil
fluorescen¢ny detektor (snimanie chromatogramov pri
excitatnej aemisnej vlnovej dizke 320nm a 450 nm).
Teplota kolony bola 25 °C a davkovany objem bol 20 pl.

Vysledky a diskusia

Na SPE kumarinov zo vzorky kozmetického priprav-
ku sa testovali adsorbenty pripravené v laboratdriu techno-
logiou odtlacania molektl umbeliferonu. Tieto adsorbenty
boli skupinovo selektivne aj pre skupinu d’alsich kumari-
nov®’. Pre porovnanie sa testovali aj komeréne dostupné
SPE kolonky s MIP adsorbentom pripravenym pre templat
zo skupiny fenolovych latok. Extrakéné postupy pre pouzi-

Experimentalne podmienky pre extrakciu kumarinov pomocou MIP-SPE v koldnke a v pipetovacej Spicke a pomocou sor-
bentu pripraveného na povrchu magnetického nosica (MMIP)

Parameter MIP-SPE MIP-SPE MMIP®
Mnozstvo sorbentu, mg 100 20 200
Objem vzorky, ml 2 0,5 3
Objem rozpust'adiel, ml
1. Kondicionovanie (metanol) 3 1

(etanol/voda, 1/9, v/v) 3 1
3. premyvanie (H,0) 2 0,5 3
4. elucia (metanol/kyselina octova (9/1, v/v) 2 0,5 3
Cas spracovania vzorky, min 1520 <10 90

* MIP-kumariny, ® MIP(fenolové latky), ¢ MMIP-kumariny

102



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 19, 65-110 (2021)

kumarin

Oeskulin  Bumbeliferon

100 -

i

Vytaznost' (%)
4 (=) [#a)
o o o

(=]
[e=]
1

7

Bskoparén

= 4-metylumbeliferon

RS

Cena Karla Stulika 2021

herniarin

o

]

SN

HR—————

MIP-SPE v

SPE vyuzitim MMIP MIP-SPE v kolénke MIP(fenolové latky)-

pipetovacej Spicke

SPE v kolonke

Obr. 3. Vytaznosti extrakcie kumarinov pre testované typy adsorbentov a sposoby extrakcie (n = 3)

té kolonky boli rovnaké. Vytaznosti extrakcie kumarinov
pre testované SPE adsorbenty a postupy dokumentuje
obr. 3. Pouzitie MIP pripraveného na povrchu magnetické-
ho nosica bolo vhodné pre extrakciu kumarinov
z viskéznejSich vzoriek a vyuzitie magnetického pola
umoznilo jednoduché oddelenie sorbentu od kvapalnej
fazy. Nevyhodou vsak bola ¢asova naroCnost’ spracovania
vzorky (~90 min, tab.I) a vicSia spotreba rozpustadiel
a vzoriek. V pripade extrakcie s MIP v pipetovacej Spicke
bola vyhodou mala spotreba rozptstadiel a taktiez menSia
Casova narocnost’ (<10 min) aj v porovnani s klasickou
SPE v kolonke. Vytaznosti sa pohybovali v rozsahu od
82 % do 97 % pre MIP-SPE v kolonke a v pipetovacej
Spicke, kym mierne nizsie vytaznosti pre vacsinu zo sledo-
vanych latok sa dosiahli pouzitim MMIP (80-84 %)
(vytaznosti boli ur¢ené pre koncentra¢nu hladinu kumari-
nu 10,0 pgml”', ostatné latky 10,0 ngml™"). V pripade
eskulinu bola vytaznost’ nizsia 70-73 % pri vSetkych tes-
tovanych MIP-kumarinov. Pravdepodobne to stvisi
s nizSou selektivitou pripravenych MIP pre tato latku
vzhl'adom na jeho odlisnu Struktiru v porovnani so Struk-
tarou odtladaného templatu™’,

A
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Vysledky extrakcie pomocou MIP-fenolové latky
naznacili, Ze tento adsorbent je tiez vhodny na extrakciu
zvolenej skupiny zlaéenin. Vytaznosti boli v rozsahu
88-96 %, s vynimkou eskulinu (vytaznost’ 60 %).

Vysledky prvotného screeningu postupov MIP-SPE
v kolonke a v pipetovace]j Spicke sa vyuzili pre extrakciu
kumarinov zo vzoriek deodorantov. Na analyzu sa pouzila
RP-HPLC metéda s UV a fluorescenénou detekciou'”.
Vhodnou stacionarnou fazou pre separaciu vybranej skupi-
ny kumarinov bol sorbent typu C18 s Casticami priprave-
nymi ,,core-shell* technoldgiou, ¢im sa dosahovala vysoka
ucinnost’” kolony a separacie latok (hodnoty vySkového
ekvivalentu teoretickej prichradku 3—7 um). HPLC separa-
cia kumarinov (eskulin, umbeliferon, kumarin, skoparoén,
4-metylumbeliferon, herniarin) sa uskutocnila gradiento-
vou eluciou s mobilnou fazou jednoduchého zloZenia
(metanol/voda s pridavkom kyseliny octovej). Pouzita
metoda bola overena pre stanovenie kumarinov
s dosiahnutymi charakteristikami: rozliSenie latok R > 1,5,
Cas analyzy krat§i ako 13 minit, RSD opakovatelnosti
eluénych casov mensie ako 0,8 % a ploch pikov mensie
ako 9 %. Medze detekcie (LOD) pre fluorescencny detek-
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Obr. 4. Chromatografické ziznamy separaicie referencnej zmesi kumarinov (A) a extraktu vzorky II (B) po MIP-SPE (a), MIP-SPE
v pipetovacej Spicke (b), SPE so sorbentom MIP(umbeliferon), HPLC s DAD a fluorescen¢nou detekciou; 1 — eskulin, 2 — umbeliferon,
3 — kumarin, 4 — skoparon, 5 — 4-metylumbeliferon, 6 — herniarin, x — neznama latka
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tor (detekcia eskulinu, skoparénu, herniarinu, 4-metyl-
umbeliferonu, umbeliferonu) boli 0,3-4,0 ngml™ a pre
UV spektrofotometricky detektor (detekcia kumarinu) bola
0,2 pg ml".

V testovanych vzorkach I-III neboli detegované
kumariny na koncentraénych hladinich vysSich ako LOD
metddy. Chromatografické zdznamy separacie referencne;j
zmesi vybranych kumatinov a extraktov vzorky II doku-
mentuje obr. 4.

Zaver

Moderné trendy v analytickej chémii si zamerané na
zvySovanie selektivity extrakcie aj separacie a tiez na eko-
logickost’ postupov. Pouzitim testovanych extrakénych
postupov s laboratorne pripravenym adsorbentom selektiv-
nym pre derivaty kumarinu sa dosiahli vytaznosti vicSie
ako 80 %. Z hl'adiska spotreby rozpustadiel aj vzoriek je
najvyhodnejsi MIP-SPE v pipetovacej Spicke. Vyhodou
MIP sorbentov je aj opakované pouzite. MIP-kumariny
adsorbenty boli pouzité viac ako patkrat bez vyznamnej
zmeny ucinnosti extrakcie (RSD < 8 %). Extrakéné pristu-
py s vyuzitim selektivnych adsorbentov mozu najst’ uplat-
nenie v analyze viacerych typov vzorieck, MIP-SPE
v kolonke a pipetovacej Spicke pre malo viskdzne
anepenivé kvapalné vzorky, extrakcia s MIP na povrchu
magnetického nosica s vyuzitim magnetu na oddel'ovanie
faz pre viskoznejSie vzorky.
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A. Spatkova and K. Hrobotova (Slovak University
of Technology in Bratislava, Faculty of Chemical and
Food Technology, Institute of Analytical Chemistry, Brati-
slava, Slovak Republic): Selective Extraction of Couma-
rins from Cosmetics — Selection of Sorbent Type and
Extraction Procedure

Modern trends in analytical chemistry are focused on
increasing selectivity of extraction and separation and also
on ecology. The goal of this study was to verify the suita-
bility of adsorbents based on molecularly imprinted poly-
mers in three application forms (MIP-SPE in column, pi-
pette tip MIP-SPE, batch extraction with MIP coated on
magnetite) for extraction of coumarins from deodorants.
Recoveries greater than 80% were achieved using tested
extraction procedures with a laboratory-prepared sorbents
selective for coumarin derivatives. The advantage of MIP
sorbents is also reusability. MIP-coumarins sorbents were
used more than five times without a significant decreasing

in extraction efficiency (RSD < 8%).

Keywords: solid phase extraction, selective sorbents, cou-
marins, deodorants
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Uvod

Nekontrolované vypustanie priemyselnych vod do
zivotného prostredia moze spdsobit’ vaznu a dlhodobu
kontaminaciu povrchovych i podzemnych vod'. Ked'ze sa
pri beznom Cisteni priemyselnych vdd neodstranuje znacné
mnozstvo zne€istujicich a toxickych latok, dostavaji sa
do kanalov a st povazované za potencidlne nebezpecné
pre organizmy sladkovodnych ekosystémov’.

Latky, detegované v priemyselnych vodach, moézu
byt napriklad pesticidy, farmaceutika, glykoly, ktoré sa
nachadzaju v Cistiacich prostriedkoch, a karboxylové kyse-
liny zmydiel, masti akozmetickych pripravkov**.
Z dovodu negativnych ekotoxickych vplyvov kontaminan-
tov je v zaujme ochrany Zivotného prostredia tieto latky
monitorovat’ v priemyselnych odpadovych vodach?.

Priemyselné vody predstavuji vel'mi komplexné
vzorky. Problematickym krokom v analyze takychto vzo-
riek je samotnd Uprava vzorky. Z tohto dovodu je potrebny
vyvoj extrakénych metdd, ktoré poskytni extrakciu co

najviac  druhov polutantov s rdznymi fyzikalno-
chemickymi vlastnostami. Téato ast’ analytického procesu
ma zasadny vplyv na celkovy ¢as procesu a kvalitu ziska-
nych vysledkov. Na upravu vzoriek vod sa vyuzivaja roz-
ne extrakéné techniky, medzi najcastejSie pouzivané patri
extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE).

Pri analyze priemyselnych vod st dve zakladné pozia-
davky: nizke medze detekcie a multirezidudlny charakter
metddy. Zaverecnou fazou analytickych metdd je identifi-
kacia a stanovenie analytov pomocou vhodnych instru-
mentalnych technik. NajcastejSie vyuzivanymi analyticky-
mi metodami na stanovenie prchavych organickych toxi-
nov v odpadovych vodach su metddy zalozené na plynove;j
(GC) avysokoucinnej kvapalinovej chromatografii
(HPLC) v spojeni s hmotnostnym (MS) alebo tandemo-
vym hmotnostnym spektrometrom (MS-MS).

Tato praca je zamerana na vyvoj analytickej metody
na monitorovanie pritomnosti kontaminantov v zdrojovej
priemyselnej vode avo vode spracovanej technologiou,
ktora pouziva kovovy Srot na precistenie vod. Vyskum sa
zaoberal vypracovanim a optimalizaciou extrakéného po-
stupu na izoldciu znecistujlicich latok z priemyselnych
odpadovych a technologicky spracovanych vod a nésled-
nou analyzou extraktov metodou (GC-MS).

Experimentalna ¢ast’

Analyzovala sa priemyselna voda, ktora vznika pri
vyrobe farbiv a naterovych hmét (Slovlak, Koseca, Slo-
vensko), a $tyri druhy preéistenej vody. Cistenie priemy-
selnej odpadovej vody sa realizovalo modifikaciami tech-
nologického postupu firmou Hofitech, s.r.o. Na obr. 1A je
uvedena fotografia vzorky povodnej priemyselnej vody a
na obr. 1B su vzorky precistenej priemyselnej vody rozny-
mi modifikaciami pracovnych parametrov. Vsetky vzorky
sa pred analyzou upravili metédou LLE (extrakcia kvapali-
ny kvapalinou), ktora sa pouzila na izolaciu kontaminuji-

Obr. 1. A — Fotogafia vzorky priemyselnej vody, B — vzorky precistenych priemyselnych vod
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cich latok (sledovanych markerov) z vod.

Extrakty boli analyzované plynovym chromatografom
(Agilent 7890N) s detekciou hmotnostnym spektrometrom
(Agilent 5975). Plynovy chromatograf bol vybaveny dav-
kovacom s programovanou teplotou vyparovania (PTV).
Separacia analytov prebiehala na kapilarnej kolone CP-Sil 8
CB (Agilent Technologies), 15 m x 0,15 mm LD. x 0,15 um.
Hmotnostny spektrometricky detektor bol vybaveny kvad-
rupélovym analyzatorom. Tvorba idnov sa uskutocnila
elektrénovou ionizaciou a MS pracoval v dvoch médoch:
skenovanie iénov (FS) a snimanie vybranych iénov (SIM).

Vysledky a diskusia

Utinnou technikou na upravu priemyselnych vod je
LLE. Pri vyvoji metddy bol optimalizovany typ extrakéné-
ho rozpustadla. Porovnali sa vysledky po aplikacii Styroch
organickych rozpustadiel, a to toluénu, hexanu, dichlor-
metanu a acetonitrilu. Ukazalo sa, ze najucinnejSie ex-
trakéné rozpusStadlo na izoldciu znecistujicich latok
z priemyselnej vody je toluén. Nasledne sa testovali rozne
pomery objemu vzorky k objemu extrakéného rozpustad-

Cena Karla Stulika 2021

la. Testoval sa pomer 5 ml vzorky ku 5 ml rozpustadla
a 8 ml vzorky k 3 ml rozpustadla, porovnavala sa uc¢innost’
extrakcie s vyuzitim toluénu a hexanu (obr. 2). Zistilo sa,
Ze najlepSie vysledky poskytne extrakcia pomocou toluénu
v pomere k objemu vzorka : rozptastadlo 8§ ml : 3 ml. Pri
uprave vzorky sa pouZzil maly objem vzorky a organického
rozpustadla, ¢im sa produkuje mensSie mnozstvo chemic-
kého odpadu, a tym je metdda aj Setrna k Zivotnému pro-
strediu.

Extrakty priemyselnej odpadovej vody boli nésledne
analyzované metodou GC-MS vo FS moéde, aby sme iden-
tifikovali kontaminanty.

Identifikdcia sa uskutoCnila porovnanim hmotnost-
nych spektier s datami kniznice NIST. Identifikované ana-
lyty sa zoradili do SIM skupin podl'a ich elu¢nych casov
(tab. I) a pre kazdy analyt sa vybral jeden kvantifikaény
a dva kvalifika¢né i6ny. Na potvrdenie identity vybranych
analytov sme pouzivali referenéné materialy.

Skiimana priemyselna voda obsahovala velké mnoz-
stvo polyetylénglykolov, ktoré sa pouzivaju pri vyrobe
lepidiel, Cistiacich prostriedkov a farbiv. Tieto latky su
dobre rozpustné vo vode a ich chemicka a biologicka deg-
radacia je pomerne zlozitad. Pri vzorke priemyselnej vody

35000000
30000000
» 25000000 W vzorka:toluen
3 8ml:3ml
T 20000000 W vzorkaztoluen
';' 5ml:5ml
<5 15000000 Evzorka:hexan
o 8ml:3ml
2 10000000 Evzorka:hexan
5mi:5ml
5000000
0 -_.J______-_-___-—-—_
etylénglykol kyselina kyselina olejovd kyselina stedarova  dietylénglykol
monododecyl éter palmitova dibenzoat

Obr. 2. Vplyv pomeru objemu extrakéného rozpust'adla a vzorky na plochy pikov vybranych analytov; *a. u. — z ang. area units,

jednotky plochy

Tabul’ka I

Identifikované latky v priemyselnej vode, ich elu¢né ¢asy, molekulovy vzorec a vybrané iony pre SIM metodu

Analyt Eluc¢né casy Molekulovy vzorec [6ny pre SIM metodu [m/z]
[min]

Etylénglykol monododecyl éter 4,990 CH;(CH,),;0OCH,CH,OH 140 111 97
Kyselina palmitova 6,008 C,6H3,0, 256 213 129
Kyselina olejova 6,677 CigH340, 264 111 95
Kyselina stearova 6,757 C13H360, 284 241 185
Adipat 7,500 CHy04 129 147 112
Dietylénglykol dibenzoat 7,922 (C¢H5CO,CH,CH,),0 149 105 77
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bolo pozorované intenzivne penenie spdsobené povrchovo
aktivnymi latkami (kyselina stearova, palmitova, olejova),
ktoré nemusia byt nebezpecné, avSak vo vode vytvéaraju
micely, v ktorych mézu byt uzavreté toxické latky nepo-
larneho a mierne polarneho charakteru. Tieto micely st vo
vode rozpustné a mézu sposobit’ rychlejsiu migraciu latok,
ktoré by za normalnych podmienok nemigrovali, alebo by
migrovali vel'mi pomaly.

Na precistenie priemyselnej vody sa pouzila technolo-
gia firmy HOFITECH, vyuZivajica javy vyvolané elektric-
kym prudom, ktoré na molekularnej Grovni extrahuju roz-
pustené a nerozpustné organické latky, anorganické latky
akovy z odpadovych vod. Na izolaciu analytov
z precistenych vzoriek vod sa pouzila vyvinuta LLE me-
toda a extrakty sa nasledne analyzovali GC-MS v SIM
(monitorovanie jednotlivych idnov) méde. Vo vzorkach
precistenej odpadovej vody bol zaznamenany vyrazny
pokles obsahu vybranych markerov.

Zaver

Stadium bolo zamerané na vyber extrakénych para-
metrov LLE pre izolaciu réznych druhov kontaminantov
z priemyselnej vody. Extrakty boli analyzované GC-MS
metédou vo FS a SIM mode. Ukazalo sa, ze priemyselna
odpadova voda obsahuje zna¢né mnozZstvo glykolov
a povrchovo aktivnych latok. Navrhovand metoda bola
pouzita na stanovenie cielovych zlicenin aj v precistenych
priemyselnych vodach.

Autori dakuju Ministerstvu hospodarstva SR za pod-
poru v ramci Schémy na podporu spoluprdce podnikatel-
skych subjektov a vedecko-vyskumnych pracovisk formou
Inovacnych voucherov (2017-2020) (schéma pomoci de
minimus) na zaklade zmluvy ¢. 125/2020-2060-3410-23/B.
Tato praca bola podporena Agentiirou na podporu vysku-
mu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-19-0149 a Pro-
gramom na podporu excelentnych timov mladych vyskum-
nikov STU.
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s.r.0., Dunajska Streda, SR): Development of Analytical
Method for Monitoring Contaminants in Industrial
Water from the Paints and Varnishes Manufacturing

Routine industrial wastewater treatment does not re-
move significant amounts of pollutants and toxic substanc-
es that are considered potentially dangerous to freshwater
ecosystem organisms. Industrial wastewater samples have
very complex matrices, so the treatment of the sample
itself is a problematic step in the analysis of such samples.
Various extraction techniques, such as liquid-liquid extrac-
tion (LLE), are used to treat industrial water samples.
There are two basic requirements for industrial water anal-
ysis: low limits of detection and the multiresidual charac-
ter of the method. The final phase of analysis is identifica-
tion and determination of analytes using appropriate in-
strumental techniques. This paper is focused on the devel-
opment of an analytical method for monitoring the pres-
ence of contaminants in source industrial water and in
water treated by technology that uses scrap metal to purify
industrial wastewater and developing and optimizing an
extraction process to isolate pollutants from industrial
wastewater and process water and subsequent analysis of
extracts by GC-MS.

Keywords: industrial wastewater, extraction techniques,
LLE, GC-MS
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