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25. rocnik celostatni soutéze o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analytické
chemie ,,0 cenu Karla Stulika 2022

Jubilejni 25. roénik soutéZe o Cenu Karla Stulika
2022 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru ana-
lytickd chemie probéhl dne 9. inora 2022 na Ustavu che-
mie a biochemie Mendelovy univerzity v Brné (viz https://
ucb.af.mendelu.cz/vyuka/o-cenu-karla-stulika-2022/).
Vzhledem k pandemii, kterd se v tomto ptipadé nevyhnula
ani nékterym osvédcenym ¢leniim poroty, prob&hla soutéz
v hybridnim formatu, ¢ehoz vyuzili nejen néktefi soutézi-
ci, ale i fada dalSich zajemcl o prezentované vysledky.
Diky vynikajici a obétavé praci mistniho organiza¢niho
tymu ve slozeni prof. RNDr. Vojtéch Adam, Ph.D., doc.
Mgr. Markéta Vaculovicova, Ph.D., RNDr. Lukas Richte-
ra, Ph.D. a Be. Veronika Pavlackova, probéhla soutéz bez
nejmensich problému a v tradiéni pifjemné atmosfére. Je
proto moji milou povinnosti v§em témto koleglim za dobie
odvedenou praci jesté jednou viele pod€kovat. Navzdory
problémim s pandemii a jejimu negativnimu dopadu na
experimentdlni praci studenti na vysokych Skolach se
seSlo 14 kvalitnich soutéznich praci reprezentujicich prak-
ticky celé spektrum modernich analytickych metod a do-
kumentujici kvalitni védecko-vyzkumnou praci na prislus-
nych vysokych skolach v oblasti analytické chemie. Proto
bych na tomto misté rad podékoval Vysoké skole chemic-
ko-technologické v Praze, Univerzit¢ Karlové, Masaryko-
ve& univerzit¢ a Mendelové univerzité za podporu védecko-
vyzkumné prace studentil, bez které by soutézni prace
vibec nemohly vzniknout. A mdj dik je o to vétsi, ze se
tak déje v dobé, kdy prace se studenty neni pfili§ zohled-
novana pri soucasném scientometrickém hodnoceni vyso-
koskolskych ucitelt. Jak je zvykem uz 25 let, porota repre-
zentovala vSechny zcastnéné vysoké skoly a letos praco-
vala ve sloZzeni prof. RNDr. Pfemysl Lubal, Ph.D.
(pfedseda), prof. RNDr. Jiri Barek, CSc., Ing. Radmila
Répkové, RNDr. Lukas Richtera, Ph.D., doc. Ing. Katarina
Hroboriova, Ph.D. a doc. RNDr. Dr. David Sykora a vS§em
jejim ¢lentim rovnéz patii dik za nelehkou praci. Hlavné
bych vsak rad podékoval vSem soutézicim studentim za
odvedenou praci a za ochotu pracovat vice a 1épe pfi vyvo-
ji novych analytickych metod, bez kterych se moderni
spole¢nost nemiize usp&Sné rozvijet. A to bez ohledu na to,
na jaké vysledné pozici se umistili. Je pfijemné sledovat
mladé zanicené analytické chemiky, ktefi maji radi svij
obor a jsou ochotni pro néj obétovat i spoustu svého vol-
ného Casu. A vidét, Ze 1 u nés vyristaji mladi talentovani
analyticti chemici schopni dobfe se uplatnit i na mezina-
rodnim foéru. Nasledujici ocenéné prace to podle mého
nazoru jasn¢ dokumentuji. (Vyrovnanost soutézicich doka-
zuje 1 skutecnost, ze letos byly udéleny dvé druhé ceny).
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1. misto ziskala Bec. Eliska
Machadova (Ustav  biochemie,
Prirodovédecka fakulta, Masary-
kova univerzita) za praci Detek-
ce proteinovych  biomarkeri
pomoci lateral flow testii s foton-
upkonverznimi nanocdsticemi.

2. misto ziskaly soucasné

Bc. Monika Koktava (Ustav
chemie, Pfirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita) za praci
Analyza lipidit pomoci MOLI MS
v kombinaci s off-line ozonizaci.

. a Bc. Magdaléna Labikova
' (Ustav  organické  chemie
VSCHT Praha) za praci Chirdlni

& | separace  biologicky aktivnich

! l'aminit v kapalinové chromato-
: f rafii.

T /7 grafi

’ N

y Zvlastni cenu poroty sponzoro-
vanou firmou Metrohm CR za
nejlepsi praci v oblasti elektro-
analytické chemie ziskala
Be. Michaela Pejzlova
(Katedra analytické chemie,
Ptirodovédecka fakulta, Univer-
zita Karlova) za praci Studium
vlivu modifikace borem dopova-
né diamantové elektrody na elek-

trochemické chovani vybranych
neurotransmiterii.

Zv1astni cenu poroty sponzoro-
vanou firmou Nicolet CR za
nejlepsi praci v oblasti moleku-
larni spektroskopie ziskala

Be. Adéla Korytakova (Ustav
analytické chemie VSCHT Pra-
ha) za praci VIiiv podkladového
materialu a pridavku komplexac-
niho cinidla na galvanickou
pripravu SERS-aktivnich vrstev
a spektra riboflavinu.



Zvlastni cenu poroty pro studenty bakalarského studia
ziskal

Jakub Harvalik (Ustav analytické chemie VSCHT Praha)
za praci Studium vyuzitelnosti koloidnich roztokii Au a Ag
nanocdstic pro povrchem zestlenou Ramanovou spektros-
kopii krevni plazmy.

Zv1astni cenu poroty dale ziskaly

Be. Elika Birgusova (Ustav chemie a biochemie, Agro-
nomicka fakulta, Mendelova univerzita) za praci Elektro-
chemicka detekce jablecno-mlécné fermentace.

a Be. Katefina Hrizova (Ustav chemie, Prirodovédecké
fakulta, Masarykova univerzita) za praci Nové moznosti
dvourozmérné kapalinové chromatografie.

Stejné jako loni se na prednich mistech umistily sou-
tézici studentky a dokéazaly, Ze analytickd chemie
v zadném ptipad¢ netrpi genderovou nevyvazenosti. Coz
neznamend, ze panové by neméli délat vice pro zlepSeni
podminek pro praci zen v analytickych laboratotich.

Povazuji za svou milou povinnost pod¢kovat na tom-
to misté Ing. Radmile Rapkové, technické redaktorce &a-
sopisu Chemické listy, a prof. RNDr. Vlastimilu Vyskoci-
lovi, Ph.D. vedoucimu redaktoru naseho ¢asopisu za pfi-
pravu zvlastniho elektronického ¢isla ¢asopisu Czech Che-
mical Society Symposium Series (http://www.ccsss.cz/)
vénovaného letoSnimu ro¢niku této soutéze. A jist¢ budou
vSichni nasi ¢tenafi souhlasit s mym srde¢nym podékova-
nim v§em partnerim a sponzorim soutéze, jejichz loga si
dale dovolujeme otisknout, za jejich podporu, bez které by
tato soutéz nikdy neprobehla.

A na zavér bych rdd oznamil, Ze v pfistim roce pro-
béhne tato soutéz 8. a 9. tnora 2023 na Katedfe chemie
Prirodovédecké fakulty Ostravské univerzity v Ostrave.

Jiri Barek
predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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APLIKACE TRANSESTERIFIKACNI DERIVATIZACNI REAKCE

PRO GC-MS ANALYZY

ADAM BREZINA®?, ADELA DORMANOVA®,
PETR KUKUCKA®, PREMYSL LUBAL?
a MARTA FARKOVA®

“ Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita, Kamenice 5, 625 00 Brno, " RECETOX, Prirodo-
védecka fakulta, Masarykova univerzita, Kamenice 753/5,
625 00 Brno, Ceskd republika

484382@mail.muni.cz

Klicova slova: derivatizace, GC-MS, lipidy, oleje,
transesterifikace

https://doi.org/10.54779/ccsss20220319
Uvod

Derivatizace je bézn¢ vyuzivana technika v chromato-
grafickych analyzach. Pfi derivatizaci dochazi ke zméné
funkéni skupiny (jako je tfeba hydroxyl, karboxyl nebo
thiol) dané slouceniny na funkéni skupinu, ktera ma vlast-
nosti potfebné pro analyzu. Derivatizani postupy (napf.
silylace, acylace, alkylace a esterifikace/transesterifikace)
se pouzivaji hlavng v GC-MS'?. P¥i GC-MS analyzach se
u vzorkd setkavame s problémy, jako je nizka tékavost,
malé tepelna stabilita anebo nedostatecna separace jednot-
livych slozek. S pouzitim derivatizace je mozZné tyto vlast-
nosti upravit.

Transesterifikace je proces, pfi kterém ester (v naSem
pripadé olej) chemicky reaguje s alkoholem za urcitych
podminek. Obvykle se pouzivd methanol nebo ethanol,
a to pro jejich nizkou cenu a dobrou dostupnost.

Lipidy jsou estery vyssich karboxylovych kyse-
lin. Konkrétné se jedna o derivaty mastnych kyselin jedno-
sytného nebo trojsytného alkoholu (nejcastéji glycero-
Iu). Jednoduché lipidy se déli na tuky, oleje
a vosky. Hlavni slozkou oleji jsou triacylglyceroly — slou-
Ceniny, u nichz je glycerol esterifikovan tfemi mastnymi
kyselinami®.

7 wr

Experimentalni ¢ast

V této praci jsme analyzovali fepkovy olej (vyrobeny
v EU, vyrobce PALMA, Slovensko) metodou
GC-MS. Vzorky byly derivatizovany transesterifikacni
reakci za pouziti methanolu s bazickym katalyzatorem
(KOH/NaOH jako methanolické roztoky rtiznych koncen-
traci) pti konstantnich experimentalnich podminkach
(intenzita a doba tfepani, mnozstvi vzorku a deriva-
tiza¢niho ¢inidla a koncentrace oleje v rozpoustédle).

319

Olej byl rozpustén v isooktanu a poté byl pridan roz-
tok derivatiza¢niho ¢inidla. Smés byla tfepana po dobu
5 min, pak byla ponechéna v klidu az do okamziku, kdy
doslo k oddé¢leni dvou fazi. Horni vrstva (isooktan s deri-
vatizovanym olejem) byla pienesena do malé 1,5ml vialky
apoté nastiiknuta na kapilarni kolonu DB-5 ms 60 m x
0,25 mm % 0,25 um s Rxi Guard kolonou 1 m x 0,53 mm
pro separaci. Analyzy byly provedeny na plynovém chro-
matografu Agilent HP 6890 Series s hmotnostnim spektro-
metrem HP 5972 jako detektorem. Popsany postup je zna-
zornén na obr. 1.

Vysledky a diskuse

Byly hledany koncentrace KOH/NaOH pro dosazeni
nejvyssich hodnot analytickych signali (intenzit) z MS
detektoru pro methylestery (ME), ty vedou k nejvyssi citli-
vosti a nejniz§im hodnotdm LOD a LOQ. Ukazka naméte-
ného chromatogramu je na obr. 2, jedna se o analyzu oleje
derivatizovaného pomoci 3M KOH. Hmotnostni spektra
methylestert sledovanych mastnych kyselin jsou na obr. 3
jako priimér jednotlivych pikli z chromatogramu, ktery je
na obr. 2. Vysledky vSech méfeni jsou prezentovany na
obr. 4.

Jako optimalni koncentrace methanolického roztoku
pro dosazeni nejvys$si vytéznosti transesterifikace oleje
byla pro KOH nalezena hodnota 3,0 mol dm™a pro NaOH
2,0 mol dm™. Pii vysSich koncentracich prevazuje nad
transesterifikaci vedlejsi chemicka reakce — saponifikace,

svzorek oleje rozpustén visooktanu
(0,12 ml oleje + 4,9 ml isooktanu)

.
epridano derivatizacni ¢inidlo (0,3 ml na
5 ml isooktanu s olejem)

esmés intenzivné protfepana (po dobu 5)
min)

.
eprotrepana smeés ponechana v klidu do
oddéleni dvou fazi

"y

ehorni faze prevedena do 1,5-ml vialky al
podrobena GC analyze

"y

Obr. 1. Grafické znazornéni postupu pFipravy vzorku na ana-
lyzu
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Obr. 3. NaméFena hmotnostni spektra methylesteri kyselin palmitové, linolové, olejové a stearové
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coz zplsobuje snizeni vytézku methylesteri mastnych
kyselin. To ma za nésledek nizkou miru separace mezi
nepolarni a polarni fazi, zvySenou viskozitu derivatizova-

Prace vzmnikla za podpory Masarykovy univerzity
(projekt MUNI/A/1539/2021).
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A. Biezina®, A. Dofmanovd’, P. Kukutka",
P. Lubal’, and M. Farkova® (“ Department of Chemistry,
Faculty of Science, Masaryk University, Kamenice 35,
625 00 Brno, "RECETOX, Faculty of Science, Masaryk
University, Kamenice 753/5, 625 00 Brno, Czech Repub-
lic): Application of Transesterification Derivatization
Reaction for GC-MS Analysis

This paper is focused on study of the concentration of
the basic catalyst in methanol on the yield of the derivati-
zation transesterification reaction of triacyglycerols. Potas-
sium hydroxide and sodium hydroxide solutions were used
as basic catalysts. Triacylglycerols were transesterified,
rapeseed oil was used as a sample. Triacylglycerols were
converted to methyl esters of fatty acids, which were sub-
sequently determined by GC-MS where the peak areas
were monitored, because they represent the yield of the
formed fatty acid methyl esters, namely palmitic, oleic,
linoleic and stearic acids. The highest yield of transesterifi-
cation of the oil to methylesters of fatty acids was found
for a concentration of 3.0 mol dm~ for KOH and
2.0 mol dm for NaOH. At higher catalyst concentrations,
a predominant side-reaction, saponification, was observed,
which decreased the overall yield of fatty acid methyl es-
ters.

Keywords: derivatization, GC-MS, lipids, oils, transesteri-
fication
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VYUZITIE EXTRAKCIE PODPORENEJ ULTRAZVUKOM PRE ANALYZU SKORICE

A POTRAVINOVYCH VYROBKOV
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a KATARINA HROBONOVA

Slovenska technicka univerzita v Bratislave, Fakulta
chemickej a potravindrskej technolégie, Ustav analytickej
chémie, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenska
republika
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KTlucové slova: kumarin, skorica, extrakcia podporena
ultrazvukom, extrakéné rozpustadlo

https://doi.org/10.54779/ccsss20220323

Uvod

Kumariny, derivaty benzopyroénu, su latky prirodného
povodu. Zdrojmi mnohych kumarinov, ako aj zakladného
predstavitel’a podskupiny jednoduchych kumarinov, kuma-
rinu, su rastliny, niektoré huby a baktérie. Tieto zliceniny
su charakteristické vonou suseného sena a roznymi biolo-
gickymi G¢inkami. Kumarin sa pridava do potravin a koz-
metickych vyrobkov ako aromatickd prisada na zvyrazne-
nie a doplnenie vone'. Vzhladom na to, Ze vo vyssich dav-
kach mdze spdsobovat’ bolesti hlavy, nevolnost, ospalost
a v niektorych pripadoch aj poskodenie pecene u ¢loveka,
maximalne povolené mnozstvo kumarinu v potravinach
a napojoch je 2 mg kg™ (s vynimkou pre uréité karameli-
zované a alkoholické napoje, kde je povolend maximalna
koncentracia kumarinu 10 mg kg™')”.

Priprava vzorky je dolezitou ¢astou procesu chemic-
kej analyzy. Na pripravu vzorky pre analyzu cieleni na
stanovenie vybranych ucinnych latok v extraktoch, alebo
aj na izolaciu latok z rastlinnych materidlov sa vyuzivaju
viaceré¢ extrakéné techniky. Na extrakciu kumarinu a jeho

Tabulka I

derivatov z rastlin, korenin, potravinovych vyrobkov su
vhodné techniky, ako napr. extrakcia kvapalinou podpore-
na mieSanim, extrakcia podporend ultrazvukom (UAE)
alebo mikrovinovym ziarenim (MAE), extrakcia pri zvySe-
nom tlaku (ASE) a iné (tab. I). Primarne extrakty s ¢asto
zlozitou zmesou latok, a preto na precistenie alebo aj skon-
centrovanie analytu je vhodné pouzit' extrakciu tuhou fa-
zou (SPE)’.

Extrakcia podporend ultrazvukom vyuZziva pri extrak-
cii latok z tuhych vzoriek pomocou vhodného rozpustadla
aj ultrazvukové vinenie, ktoré spdsobuje lepsi prienik roz-
pustadla do $truktiry matrice. To spdsobi rozvibrovanie
Castic rozpustadla a tym sa zrychli ich pohyb, ¢o vedie
k rychlejSiemu a ucinnejSiemu uvolneniu analytu zo vzor-
ky do rozpuitadla. Uginnost’ extrakcie v systéme kvapali-
na-tuhd faza je vo velkej miere ovplyvnend typom ex-
trakéného rozpustadla. Tradicne sa pouzivaji organické
rozpustadla, napr. alkoholy (metanol, etanol, zmesi s vo-
dou). Novou skupinou ekologickych a bioodburatel'nych
extrakénych rozpustadiel su zmesi z nizkou prechodovou
teplotou (LTTM, Low transition temperature mixture).
LTTM predstavuje zmes minimalne dvoch zloziek, akcep-
tor a donor vodika, ktora méa mensiu teplotu tavenia ako
kazda z tychto latok, pricom vo vyslednej kvapalnej zmesi
su zlozky viazané vodikovymi vdzbami. Vlastnosti LTTM
zavisia od typu a pomeru vychodiskovych zloziek a z toho
dovodu je potrebné optimalizovat’ zlozenie zmesi pre ex-
trakciu cielovych latok*.

Ciel'om prace bolo presetrit’ vplyv zmeny podmienok
UAE (typ rozpust'adla, cas, teplota) na vytazok kumarinu
zo Skorice a potravinového vyrobku obsahujtceho Skoricu.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie

Referencna latka kumarin (98%) bola zakupena od
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Mobilnu fazu tvorili

Porovnanie vyhod a nevyhod vybranych extrakénych technik vhodnych na extrakciu kumarinu

Extrak¢éna Extrakcia kvapalinou Extrakcia podporena ultrazvukom Extrakcia podporena mikrovinovym
technika podporena mieSanim ziarenim
Vyhody - bezne pouzivana - ¢asovo nenaroc¢na - rychlost’
- najjednoduchsia me- - malé naklady na vybavenie - nizka spotreba rozpustadiel
toda - vhodné pre termolabilné latky - moznost’ pracovat’ pri vysokych
- ultrazvukové viny zlepSuju prienik teplotach
rozpustadla do matrice - automatizacia
Nevyhody - pracnost’ - potrebnd filtracia - potrebna filtracia

- ¢asova naro¢nost’ - riedenie vzorky

- obmedzeny vyber rozpustadla
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rozpustadld, metanol (pre HPLC, VWR Chemicals)
a kyselina octové (p.a., Centralchem). Deionizovand voda
(18,2 MW/cm) sa ziskala pomocou systému na Cistenie
vody AquaMax ultra (séria 370).

LTTM zmesi, cholin chlorid:L-kyselina mlie¢na
(LTTM1: 1:2, LTTM2: 1:3, LTTM3: 1:4, LTTM4: 1:5,
mol/mol), cholin chlorid:L-kyselina mlie¢na:1,3-propan-
diol (LTTMS: 1:2:1, mol/mol/mol) alebo chlorid: L-kyselina
mlie¢na:1,2-propandiol (LTTM6: 1:2:1, mol/mol/mol)
(v8etky chemikalie na pripravu boli ¢istoty p.a, Centralchem).

Vzorky mletej Skorice a ceredlii s obsahom Skorice sa
zaobstarali ~ z obchodnej  siete aboli  skladované
v pdvodnom obale na suchom a tmavom mieste pri labora-
tornej teplote.

Extrakcia podporena ultrazvukom

Vzorka (50 mg) sa extrahovala extrakénym rozpus-
tadlom (1,5 ml; LTTM, deionizovana voda, metanol) defi-
novany ¢as (10-60 min) v ultrazvukovom kupeli pri kon-
Stantnej teplote (30—60 °C). Na zaver sa zmes centrifugo-
vala (5 min, 3000 rpm). Supernatant sa oddelil, prefiltrova-
la cez 0,45 pm nylonovy filter a davkoval do HPLC.

HPLC analyza extraktov

Na analyzu extraktov sa pouzila HPLC s DAD detek-
ciou. Na separaciu sa pouzila kolona Kinetex C18 (100 x
4,6 mm, 5 um) a mobilnou fazou bola zmes kyseliny octo-
vej (1%, zlozka A) a metanolu s pridavkom kyseliny octo-
vej (1%, zlozka B). Priebeh gradientu mobilnej fazy bol
nasledovny: 0—12 min 2045 % zlozky B, 12—-13 min
45-100 % B, 13—15 min 100 % B. Prietok mobilnej fazy
bol 1 ml min', teplota kolény 23 °C a davkovaci objem
20 pl. Chromatogramy sa snimali pri vlnovej dlzke
280 nm a UV spektra sa snimali v rozsahu vlnovych dizok
190-400 nm.

Vysledky a diskusia

Dvojzlozkové a trojzlozkové LTTM zmesi na zaklade
cholin chloridu a kyseliny mlie¢nej v r6znych pomeroch sa
presetrili ako extrakéné rozpustadla pre extrakciu kumari-
nu zo Skorice. Samotné zlozenie LTTM malo vplyv na
ucinnost’ extrakcie. ZvySovanim podielu L-kyseliny mliec-
nej sa zvysSoval vytazok kumarinu. Pridavok 1,3-propan-
diolu, ako tretej zlozky, do extrakénej zmesi mal pozitivny
vplyv na vytazok kumarinu. Z testovanej skupiny sa vy-
brali dve extrakéné rozpustadla, pri ktorych sa ziskal naj-
vy$$i vytazok kumarinu zo Skorice, zmesi cholin chlorid:L
-kyselina mlie¢na (1:4, mol/mol) a cholin chlorid:L-
kyselina mlie¢na:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol).
LTTM zmesi sa vyznacuju vysSou viskozitou, a preto sa
presetroval vplyv pridavku vody na ucinnost’ extrakcie
kumarinu. Vysledky ukazali, Zze pridavok vody mal pozi-
tivny vplyv na extrakény vytazok kumarinu. Najvhodnejsi
pomer vody a LTTM bol 1:1 (v/v)’. Okrem zloZenia ex-
trakéného rozpustadla sa presSetril vplyv teploty a Casu na
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Obr. 1. Vytazky kumarinu zo $korice ziskané pre UAE pomo-
cou LTTM extrakénych rozpust’adiel pri réznych teplotich a
casoch extrakcie

ucinnost’ UAE extrakcie. Z vysledkov vyplynulo, Ze vhod-
na teplota a Cas extrakcie boli 50 °C a 10 min (obr. 1).
Zvolené podmienky UAE sa aplikovali pri analyze
vzorky Skorice a ceredlii s obsahom Skorice. Na analyzu
extraktov sa vyuzila metéda HPLC-DAD v systéme

Tabul’ka 11
Chromatografické charakteristiky a niektoré valida¢né
parametre metody

Parameter Kumarin

tr (min) 12,71

k 5,49

n 80042

H (um) 1,25

Opakovatel'nost’ (RSD %) 1 den 3 dni
fr (min) 0,82 1,55
A 1,17 4,91

LOD (mg ml ") 0,0022

LOQ (mg ml™") 0,0067

Linearita (c, mg ml™") 179,8+134433 2.c

R 0,9959

Koncentraény rozsah (mg ml™) 0,007-0,05
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Obr. 2. Chromatografické zaznamy UAE extraktov $korice (A) a cerealii (B) ziskané pomocou extrakénych rozpustadiel cholin
chlorid:L-kyselina mlie¢na (1:4, mol/mol; LTTM3) a cholin chlorid:L-kyselina mlie¢na:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol;

LTTMS5) v zmesi s vodou (1:1, v/v). Legenda: 1-kumarin

s obratenymi fazami. Cas analyzy bol 16 min. Metéda bola
overena pre separaciu a stanovenie kumarinu pomocou
chromatografickych charakteristik a niektorych validac-
nych parametrov (medza detekcie a medza stanovenia
boli 2,2 pgml' a6,7 ug ml”', koncentraény rozsah
7,0-50,0 pg ml™'; tab. IT). V $korici boli stanovené mnoz-
stva kumarinu 22mgg " a 24mgg’ (pre zvolené ex-
trakéné rozpustadla). V porovnani s tradi¢nymi extrakény-
mi rozpustadlami sa dosiahol vicsi (voda) alebo mierne
nizsi vytazok kumarinu (metanol). V ceredlidch sa stano-
vili mnozstva kumarinu 3,7 ngg ' a3,8 ug g (pre zvole-
né extrakéné rozpustadla). Obr. 2 dokumentuje chromato-
grafické zaznamy UAE extraktov Skorice a cerealif ziskané
pomocou extrakénych rozpustadiel cholin chlorid:L-
kyselina mliecna (1:4, mol/mol) acholin chlorid:L-
kyselina mliecna:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol)
v zmesi s vodou (1:1, v/v).

Zaver

Z vysledkov vyplynulo, ze LTTM na zéklade cholin
chloridu a kyseliny mliecnej su perspektivne rozpustadla
pre extrakciu kumarinu zo Skorice a testova-
nych potravinovych vyrobkov. Okrem zlozenia extrakéné-
ho rozpustadla mala na ucinnost extrakcie podporenej
ultrazvukom vplyv aj teplota a Cas extrakcie.

Praca bola financne podporena grantom Vedeckej
grantovej agentury Ministerstva Skolstva Slovenskej re-
publiky a Slovenskej akadémie vied (grant ¢. VEGA
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increase the extraction yield of coumarin from samples of
cinnamon and foods containing cinnamon. Optimal UAE
conditions include extraction time of 10 min, temperature
of 50 °C and extraction solvent based on choline chloride
and L-lactic acid. The extraction yields were comparable to
traditional solvents — water and methanol.

Keywords: coumarin, cinnamon, ultrasonic assisted extrac-
tion, extraction solvent
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Uvod

Krevni plazma je tekutda slozka krve, ktera je
z nejvetsi Casti tvorena vodou (91 %), dale pak organicky-
mi latkami (8 %) a anorganickymi solemi (1 %). Slozeni
krevni plazmy muze byt ovlivnéno patobiochemickymi
procesy probihajicimi v organismu pfi rozvoji onemocnéni
a sledovani téchto zmén muze byt vyuzito ke stanoveni
klinické diagnézy. Na vyvoj novych postupti analyzy krev-
ni plazmy vyuzitelnych v diagnostice zavaznych onemocnéni
se v soudasnosti zamé&fuje fada vyzkumnych skupin'™. Jed-
nou z metod Casto uplatiiovanych v téchto studiich je Ra-
manova spektroskopie™®, a to predeviim diky nizké inten-
zit¢ Ramanova rozptylu vody ¢i moznosti rychlé a nede-
struktivni analyzy vzorku bez jeho pfedchozi slozité pii-
pravy. Jeji nevyhodou je ale obtiznd detekce analytl
o nizkych koncentracich’.

Prinosem by tak mohla byt spektroskopie povrchem
zesileného Ramanova rozptylu (SERS), ktera vyuziva ko-
vovych substrati  vykazujicich lokalni povrchovou
plazmonovou rezonanci’® za Ggelem nékolikanasobného
zesileni Ramanova rozptylu analytu navazaného na vhod-
ny substrat. Diky tomu mohou byt detegovany i latky
o velice nizkych koncentracich. V této praci byly optimali-
zovéany experimentalni parametry pro spektroskopii SERS
krevni plazmy vyuzivajici koloidnich roztokl zlatych
(AuNP) a stiibrnych nanocastic (AgNP). Ziskané poznatky
rozviji soucasnou metodiku analyzy krevni plazmy vyuzi-
vanou v Laboratofi medicinalni diagnostiky na Ustavu
analytické chemie VSCHT Praha a mohly by posunout
hranice moznosti klinické diagnostiky obecné.

327

r wr

Experimentalni ¢ast

Koloidni roztoky nanocastic byly pfipraveny citrato-
vou redukci K[AuCly], resp. AgNO; (cit.”). Roztoky mo-
delového analytu riboflavinu o koncentraci 1-10° mol 1!,
pouzité pro ovéfeni zesilujicich schopnosti pFipravenych
nanocastic, byly ziskdny nafedénim zasobniho roztoku
riboflavinu o koncentraci 1-10° moll"' odpovidajicim
objemem demineralizované vody, resp. suspenze AuNP ¢i
AgNP. Analyzované vzorky krevni plazmy byly ziskany
v souladu s etickymi pravidly v ramci spoluprace s Oddé-
lenim gastrointestinalni endoskopie 1. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Ustiedni vojenské nemocnice v Pra-
ze. Vzorky byly skladovany pfi teploté¢ —80 °C. Pied ana-
lyzou byly rozmrazeny pii laboratorni teploté a 10 min
odstied’ovany pfi pretizeni 13 000 x g za pouziti filtru
s polyvinylidendifluoridovou membranou s pory o velikos-
ti 0,45 pm. Poméry miseni krevni plazmy s nanocasticemi
byly 1:1, 1:5, resp. 1:9 (v:v). V piipad¢ vSech experimentl
s AuNP byl jako agrega¢ni ¢inidlo dale pfidan roztok NaCl
o koncentraci 1,0 mol 1" v pomé&ru 15-150 ul NaCl na
1 ml suspenze nanocastic.

Akvizice spekter SERS probc¢hla na pfistroji
i-Raman® Plus (B&W Tek, USA) s excitatni vlnovou dél-
kou 785 nm. Optimdlni podminky pro méteni byly zvoleny
na zaklad¢ jejich testovani takto: 5 akumulaci po 60 s,
50% vykon laseru (max. vykon 340 mW). Byla zazname-
navana spektra vrozsahu 200-2000 c¢cm ' s rozlifenim
lepsim nez 4,5 cm™ . Pro analyzu krevni plazmy bylo vyu-
zito spojeni Ramanova spektrometru s mikroskopem BA-
C151 (B&W Tek, USA) s objektivem se 100x zvétSenim
a numerickou aperturou 0,80. Krevni plazma byla analyzo-
vana ve formé zaschlé kapky (20 pl; na vzduchu za labora-
torni teploty). Roztoky riboflavinu byly méfeny ve sklené-
nych vialkdch za vyuziti sondy s vlaknovou optikou
BAC102 (B&W Tek, USA). Zpracovani spekter probihalo
v programu OMNIC (verze 9.2.98, Thermo Scientific,
USA). Byla provedena manualni korekce zakladni linie
spekter a vyhlazeni pomoci Savitzkého Golayova algorit-
mu s oknem 15 bodd.

Absorpéni UV-Vis spektra pfipravenych nanocastic
byla ziskéna na pfistroji Cary 60 (Agilent, USA) v rozsahu
400-800 nm pii rychlosti skenovani 600 nm min™". Analy-
za probihala v kyvetach z optického polystyrenu s délkou
optické drahy 1 cm. Pfi méteni AgNP byl roztok nafedén
demineralizovanou vodou v poméru 1:3 (v/v), aby absor-
bance nedosahovala hodnot vys$sich nez 2. Byl provadén
odecet pozadi, které bylo ziskdno zmétenim absorpcniho
spektra demineralizované vody.
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Vysledky a diskuse

Ptipravené roztoky nanocastic byly nejprve charakte-
rizovany pomoci absorpéni UV-Vis spektroskopie (obr. 1)
za ucelem nalezeni maxima plazmonové rezonance. Ma-
ximum plazmonové rezonance pro AuNP se nachazelo pti
518 nm, zatimco pro AgNP nastalo jiz pti 449 nm. Naleze-
nd maxima jsou ve shod¢ s literaturou’, coZ potvrzuje
uspésnost piipravy substrati.
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Zesilujici schopnosti pfipravenych substrati byly
nasledné ovéreny analyzou roztoku riboflavinu, jako mo-
delového analytu (obr. 2). Zatimco AgNP spektra SERS
riboflavinu efektivné zesilovaly, AuNP nevykazovaly zesi-
leni témét zadné. Ztoho divodu bylo pfistoupeno
k experimentim, kdy byl do roztoku AuNP ptidavéan rizny
objem roztoku NaCl (¢ = 1 mol I'"), ktery zptisobuje ag-
regaci nanoc¢astic a napomaha tak tvorbé tzv. hot-spotl
a zesileni signalu. Ptidavek roztoku NaCl zptisobil zesileni
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30 pl - 120 pl
45y —— 135l
&0 pl — 150l
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Obr. 1. Absorpéni UV-Vis spektra koloidnich roztoki nanoéastic; A) AgNP; B) AuNP; C) AuNP s piidavky roztoku NaCl. Kon-
centrace roztoku NaCl je 1 mol "' a jeho piidavek je vyjadien v pl na 1 ml nanoéastic

riboflavin + AgNP

riboflavin + AuNP + 75 pl NaCl
riboflavin + AuNP

riboflavin
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Obr. 2. Srovnani Ramanovych spekter roztoku riboflavinu a smési riboflavinu s AgNP, AuNP, resp. AuNP s pfidavkem NaCl.
Koncentrace riboflavinu je ve viech vzorcich 1-10° mol I''. Koncentrace piidavaného roztoku NaCl je 1 mol 1! a jeho pridavek je vyjad-
fen v ul na 1 ml nanocastic. Spektra jsou pro lepsi nazornost posunuta
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Obr. 3. Srovnani Ramanovych spekter krevni plazmy, krevni plazmy s AgNP, AuNP, resp. AuNP s pridavkem NaCl. Koncentrace
roztoku NaCl je 1 mol I a jeho piidavek je vyjadien v pl na 1 ml nanoéastic. Spektra jsou pro lepsi nazornost posunuta

signalu riboflavinu, nicméné pfi srovnani obou typti nano-
castic je patrné, Ze k vyrazné vysSimu zesileni dochazi
v pripadé pouziti AgNP. Intenzita pozorovanych pasi se
pro jednotlivé vyse piidavku NaCl nijak vyrazné¢ nelisila.

Efekt pridavku roztoku NaCl k AuNP byl sledovan
také pomoci absorp¢ni UV-Vis spektroskopie. S rostoucim
objemem pridaného agregacniho cinidla byl pozorovan
posun maxima plazmonové rezonance k vy$§sim vlnovym
délkam (obr. 1C), pfi¢emz nejvétsi skokovy posun zptiso-
bil ptidavek 75 pul NaCl na 1 ml nanocastic, kdy doslo
k vytvorfeni vyraznéjsiho maxima u 640 nm.

Pro experimenty s krevni plazmou byl s ohledem na
vysledky UV-Vis spektroskopie a spekter SERS riboflavi-
nu zvolen pfidavek roztoku NaCl v poméru 75 pl NaCl na
1 ml AuNP. Z porovnani ziskanych spekter krevni plazmy
a spekter SERS krevni plazmy s AgNP, resp. AuNP
v ruznych pomérech, vcetné¢ pridavku roztoku NaCl
v ptipadé AuNP, vyplyvaji nasledujici skutec¢nosti (obr. 3):
(a) k zesileni intenzity signalu pfi pouziti AuNP musi byt
v roztoku pfitomno agregacni Cinidlo; (b) AgNP dosahuji
vy$$iho zesileni signalu nez AuNP; (¢) AgNP poskytuji
zesileni signalu pii vSech pomérech, zatimco v piipadé
AuNP bylo usp&$né naméfeno pouze jedno dobie rozlisené
spektrum SERS krevni plazmy; (d) pii vyuziti AgNP
jsou spektra vice zesilena v oblasti niz§ich vlnoctl
(400-1000 cm™"), AuNP dosahuji lepsiho zesileni pii
vyssich vino&tech (1100-1800 cm ™).

Zavér
V této praci byla tspésné testovana schopnost zlatych

a stiibrnych koloidnich substratii zesilovat Ramaniiv signal
krevni plazmy. Vyuzitelnost obou typl nanocéstic pro
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spektroskopii SERS krevni plazmy byla zkoumdna pro

rizné poméry miseni krevni plazmy s nano¢asticemi a pro

ruzny ptidavek agrega¢niho ¢inidla (NaCl). Prvotni vy-
sledky ukazuji, Ze pfi vyuzivané excitacni vinové délce

(785 nm) je vyrazné vétsich zesilujicich ucinkti dosazeno

pii pouziti AgNP, které zvySovaly intenzitu signalu pro

vsechny testované pomeéry, a to i bez pridavku NaCl.

V piipadé AuNP bylo zesileni pozorovéno pouze v jednom

konkrétnim piipad¢ a pro jejich nasledné pouziti pfi analy-

ze krevni plazmy bude potieba dalsi optimalizace méticiho
procesu. Vysledky ziskané v této praci naznacuji, ze ko-
loidni roztoky plazmonickych nanocastic poskytuji G¢inné
zesileni signali v Ramanovych spektrech krevni plazmy

a ziskané poznatky tak budou dale rozvijeny a v ramci

dalsiho vyzkumu potencialné vyuzity pro analyzu krevni

plazmy za G¢elem diagnostiky rtiiznych onemocnéni.
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J. Harvalik, K. HrubeSova, O. Vrtélka, and
V. Setni¢ka (Department of Analytical Chemistry, Univer-
sity of Chemistry and Technology in Prague, Prague):
Study of the Applicability of Colloidal Solutions of
Gold and Silver Nanoparticles for Surface-enhanced
Raman Spectroscopy of Blood Plasma

This work focuses on the preparation of colloidal
solutions of Au and Ag nanoparticles and verification of
their applicability for surface-enhanced Raman scattering
spectroscopy of blood plasma. The composition of blood
plasma may change due to pathobiochemical processes
associated with disease development. Analysis of blood
plasma might reveal these changes and thus help in the
diagnostics process of various diseases. Raman spectrosco-
py appears to be an ideal method for rapid and non-
destructive analysis of blood plasma. Moreover, surface-
enhanced Raman scattering spectroscopy might allow the
detection of very low levels of potential disease-specific
markers. In this work, the prepared colloidal solutions of
Au and Ag nanoparticles were first characterized by
UV-VIS absorption spectroscopy and their enhancing ca-
pabilities were verified using riboflavin as a model ana-
lyte. Subsequently, optimization of the measurement con-
ditions for surface-enhanced Raman spectroscopy of blood
plasma was performed. The results show that at the excita-
tion wavelength of 785 nm, significantly higher enhance-
ment is achieved when using Ag nanoparticles. In the case
of Au nanoparticles, the enhanced blood plasma spectrum
was successfully detected only once, and the addition of an
aggregating agent (NaCl) was required.

Keywords: surface-enhanced Raman scattering, blood
plasma, medical diagnosis, colloid substrate, riboflavin
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Uvod

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova roz-
ptylu (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS) je vel-
mi G&innd technika napf. pro stopovou analyzu'. Aviak
samotna piiprava vzorkl je naro¢na a jejich reprodukova-
telnost je vétSinou nizka. Proto je kladen veliky diraz na
vyvoj novych, jednodussich SERS-aktivnich nosi¢i. Pro
potieby optimalizace piipravy zesilujicich substrati se
vyuzivaji tzv. modelové analyty za Gc¢elem ovéreni ucin-
nosti zesileni signélu, opakovatelnosti a spolehlivosti pii-
pravy jednotlivych nosicl. Jednim z téchto analytd je ri-
boflavin (Rf) (cit.%). Jako vhodny zpusob piipravy SERS-
aktivnich nosicu se jevi galvanickéa depozice, pomoci které
1ze jednoduse pfipravit relativn¢ uniformni a G¢inné sub-
straty. Za vyuziti daného ptistupu lze vyslednou morfolo-
gii téchto substratii snadno upravovat zménou slozeni de-
pozi¢ni lazné, pridavkem aditiv, ¢i zménou teploty nebo
pH pii jejich piprave’.

Jako podkladovy material pro bezproudovou depozici
muze byt pouzit napf. hlinik nebo zinek (a jejich slitiny
s malym obsahem piimési). Oba tyto kovy vyhovuji potie-
bam galvanické depozice, jelikoz maji dostate¢né zaporny
elektrodovy potencial (E°[AL*'/Al] = —1,66 V; E°[Zn*'/Zn] =
~0,76 V vs. SHE)". Kromé jiz pouZivanych depozinich
lazni byl dale testovan ptidavek komplexac¢niho ¢inidla
(EDTA), které zvySuje rychlost tvorby povlaki a mtze
napomahat k tvorbé rovnomérnych a uniformnich po-
vrcht’.

Predmétem této predkladané prace je sledovani vlivu
sloZeni podkladového materialu a ptidavku komplexac¢niho
¢inidla do depozi¢ni lazné pro galvanickou ptipravu stfibr-
né SERS-aktivni vrstvy na vyslednou spektralni odezvu
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Rf. Nejvhodngjsi podkladovy material je nasledné pouzit
pro sledovani vlivu EDTA v depozi¢ni lazni na SERS
spektra Rf. Jednotlivé spektralni sady dat jsou finalné in-
terpretovany na zakladé analyzy hlavnich komponent
(Principal Component Analysis, PCA).

Experimentalni ¢ast

V ramci této prace byly odzkouseny jako mozné pod-
kladové materidly: Al-1 (99,999%, Goodfellow), Al-2
(komeréné bézné dostupny Al plech obsahujici ~ 2,4 %
Mg, 1,8 % Sia 12,5 % C), AlMg (~ 1,5 % Mg; 98,5 % Al,
Primapol-Metal-Spot  s.r.0.) a Zn (99,99%, Sigma-
Aldrich). Tyto podkladové materialy byly zbrouSeny meta-
lografickym papirem a dale byly pokoveny budto
ve vodném roztoku AgNO; (0,1 mol I''; Zn substrat
0,01 mol I'"), anebo v lazni tvofené komplexem [Ag(NH;),]"
(0,01 mol I'") — dale jen Ag lazeit — po dobu 10 min. Dale
byl ozkousen ptidavek komplexa¢niho c¢inidla EDTA do
depozi¢niho roztoku AgNO; (0,1 mol I'") v koncentracich
0,1; 0,35; 0,55; 0,75; 1 mM na vybrany podkladovy mate-
rial. Pfipravené substraty byly deponovany v roztoku Rf
(1:10* mol I'") po dobu 18 h.

Morfologie ptipravenych SERS substrati byla cha-
rakterizovana skenovacim elektronovym mikroskopem
S-4800 (Hitachi), ktery deteguje sekundarni elektrony.
Jednotlivé snimky byly ziskany pti urychlovacim napéti
10 kV.

SERS spektra Rf byla zaznamenana pomoci spektro-
metru s Fourierovou transformaci EQUINOX 55/S vyba-
veného Ramanovym modulem FRA 106/S (Bruker Optik)
s vyuzitim excita¢ni vinové délky 1064 nm. Vykon laseru
byl nastaven na 300 mW a rozliSeni kazdého méfeni bylo
4 cm™. Poget skenti byl 1024 (studie porovnavajici riizné
druhy plechu) a 512 (studie s pfidavkem EDTA jako kom-
plexa¢niho ¢inidla) a pro kazdy substrat byla zméfena
mapa Sesti bodi se vzdalenosti jednotlivych bodd 500 pm.
Vypocet modeld PCA byl proveden algoritmem nelinear-
nich iterativnich ¢aste¢nych nejmensich ctvercti ve spek-
tralnim rozsahu 1700-400 cm™, k jehoZ ovéfeni byla pou-
zita plné kiizova validace.

Vysledky a diskuse

U zméteného spektra Cistého Rf byly na zakladé do-
stupné literatury®’ p¥ifazené charakteristické pasy jednotli-
vym vibracim (tab. I). Dale bylo spektrum cisté latky po-
rovnavano s namétenymi SERS spektry Rf deponovaného
na rizné typy Cu, Au a Ag substratd s vyuzitim vSech
studovanych podkladovych materiala (Al-1, Al-2, AIMg
a Zn).
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Prehled charakteristickych vibraci ¢istého riboflavinu (1064 nm)

Ramantiv posun [cm ']

Ptifazeni *

Experiment Cit.*? Cit.**
746 738 743 O Nij5-H
811 804 810 3ip C-Njo, C-Ny;
1085 1075 1085 Sip kruh 111, & Cui-H
1158 1153 1157 ip kruh II, 1II; 8y Ni3-H; Sewist Caie-H
1227 1221 1222 dip Ar
1349 1344 1347 Sip Ar, I1, IIT
1404 1394 1405 d5 destnikova CH;
1467 1435 1458 3,5 CHs
1501 1499 1496 Sip kruh IIT; Ny3-H; 84is Ci5-H
1539 1536 1534 Sip Ar C1-C3; C6-Cs; 8,5 CH;
1581 1586 1571 dip kruh II; 8 Ny3-H; v C1,=0
1626 - 1627 vkruh 1

*d — deformacni vibrace, v — valen¢ni vibrace, d;, — deformaéni rovinna vibrace, 8, — deformac¢ni asymetricka vibrace,
Oseis — deformacéni niizkova vibrace, 0.y — deformacni kroutiva vibrace, C,;r — vibrace alifatického fetézce

Vybér podkladového materialu

SERS spektra Rf na riznych typech podkladového
materialu byla ziskana z obou depozi¢nich lazni, avSak ve
vysledcich budou zminény pouze vysledky z komplexni
Ag lazné. Zesilena spektra Rf byla zprimérovana a porov-
nana s Ramanovym spektrem Rf (obr. 1a). Pribéh SERS
spekter Rf u substratii Al-1 a Al-2 vykazuje velmi podob-
ny charakter zesileni past (napt. 1467, 1349, 746 cm™),
ovSem u spektra Rf na substratu Al-1 je pozorovana vyssi
intenzita charakteristickych past. Zesilené spektrum ziska-

) | SERS Al-1 Ag lizen
SERS Al-2 Ag lazef
SERS AlMg Ag ldzein

1349

RS riboflavin

Ramanova intenzita

1800 1600 1400 1200

Ramaniv posun (em™)

né na substratu AIMg ma oproti ostatnim spektrim na Al
podkladech intenzivngjsi pas pii 1085 cm ', ktery mize
znacit odliSnou orientaci Rf vici zesilujicimu substratu,
jelikoz jsou pozorovatelné dalsi, ale méné patrné zmény
intenzit v oblasti 1600-1400 cm™'. Podobnost v SERS
spektrech na Al-2 a AIMg substratech je ve shodé se SEM
snimky, kdy byly na téchto substratech pozorované podob-
né dendritické struktury (obr. 1b).

Za ucelem zjisténi statisticky vyznamnych rozdila ve
spektrech, a tim urceni vhodného podkladového materialu
pro SERS-aktivni substraty, byla na vSech ziskanych da-

b) E

S0 pme

1000 BOO

Obr. 1. a) Primérna SERS spektra Rf ziskana na substratech pripravenych v Ag lazni v porovnani s Ramanovym spektrem ¢isté
latky, b) SEM snimky povrchu substrati pripravenych v Ag lazni na Al-2 a AIMg podkladech. Spektra jsou zobrazena v ,,common

scale” rezimu se vzajemné posunutou zakladni linii spekter
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Obr. 2. a) Rozptylovy diagram komponentniho skére, b) ki'ivky zatézi pro PC-1 a PC-2 pro SERS spektra Rf ze substratia pripra-

venych v Ag lazni

tech provedena PCA. Pro piiklad jsou zobrazeny vysledky
PCA pro substraty ziskané v Ag lazni (obr.2). ZPCA
vyplyva, ze SERS odezva Rf na substratu AIMg dosahuje
nejvyssich intenzit v porovnani s ostatnimi substraty.

Piidavek komplexac¢niho ¢inidla

Ramanovo spektrum cistého Rf bylo porovnano
s primérnymi SERS spektry ziskanymi na substratech
AlMg piipravenych v roztoku AgNOs; s pfidavkem EDTA
o rizné koncentraci (obr. 3a). Z pohledu pribéhu jednotli-
vych zesilenych spekter neni zaznamenano mnoho rozdilt.
Avsak z pohledu celkové intenzity spekter byly ziskany
odlisné vysledky. Se zvySujici se koncentraci ptidavku
EDTA naristd intenzita jednotlivych zesilenych spekter.
Zaroven byla pomoci SEM (obr. 3b) pozorovana jemnéjsi
struktura na pfipravenych povrsich, ktera pravdépodobné
podporuje vyssi zesileni signalu Rf.

a) SERS ['l):l.—\ I mM
SERS EDTA 0,75 mM

SERS EDTA 0,55 mM
SERS EDTA 0,35 mM 5
2
= ZT
RS riboflavin 2 = 4

1539

Ramanova intenzita

Rozdilnd morfologie pozorovand na substratech
v komplexnich laznich [Ag(EDTA)] (objemné krystaly)
a[Ag(NH;),]" (dendriticka struktura) je pravdépodobné
Ovsem z pohledu intenzity signalu Rf bylo dosazeno velmi
podobnych hodnot zesileni na substratech pfipravenych
v obou typech lazni.

Zaveér

V ramci této prace byl zkoumén vliv ridznych typl
podkladového materialu (Al-1, Al-2, AIMg a Zn) a ptidav-
ku komplexaéniho ¢inidla do depozi¢ni 14zné pro galvanic-
kou vyménu. Na zédklad¢ pribchu zesilenych spekter Rf
a PCA analyzy byl jako nejvhodnéjsi a nejvice univerzalni
nosi¢ vybran podkladovy material AIMg (pfi pouziti exci-
taéni vlnové délky 1064 nm). V disledku pouziti rozdil-

DN (0,35 mM l-:ng‘;-i.

10 nm

1800 1600 1400 1200

Ramantv posun (em')

1000 800

Obr. 3. a) Prumérna SERS spektra Rf ziskand na substratech pFipravenych v roztoku AgNO; s pfidavkem EDTA v porovnani
s Ramanovym spektrem ¢isté litky, b) SEM snimKy povrchu substrati pripravenych v komplexni lazni [Ag(EDTA)]
o koncentraci 0,35 a 0,75 mM EDTA na AIMg podkladu. Spektra jsou zobrazena v ,,common scale® rezimu se vzajemné posunutou

zakladni linii spekter
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nych komplexacnich ¢inidel vznikaly dendritické struktury
(v ptipadé 1azn& obsahujici [Ag(NH3),]") nebo objemné
krystaly (v pripadé 1azné obsahujici [Ag(EDTA)]), které
byly pozorovany pomoci SEM. Piidavek EDTA do poko-
vovaci lazn¢ ménil morfologii deponovaného kovu
a nejintenzivngjsi spektralni odezvy Rf bylo dosazeno pfii
ptidavku 0,55 mM EDTA. Spektralni intenzita Rf depono-
vaného na substratu pfipraveném v lazni s ptidavkem
0,55 mM EDTA byla srovnatelna s dosazenou intenzitou
spekter Rf ziskanych na substratech pfipravenych v Ag
lazni. Substraty deponované v roztoku AgNO; vykazovaly
nejslabsi spektralni odezvu Rf.

Autori dekuji vyzkumné infrastrukture NanoEnviCz
podporované Ministerstvem Skolstvi, mldadeZe a télovycho-
vy Ceské republiky. Projekt ¢. LM2018124.
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A. Korytakova®, O. Volochanskyi’, M. Kral®,
and M. Svecova® (“ Department of Analytical Chemistry,
» Department of Physical Chemistry, University of Chemis-
try and Technology in Prague, Prague): Influence of Base
Material and Addition of Complexing Agent to Deposi-
tion Bath for Galvanic Preparation of SERS-active
Layers and Spectra of Riboflavin

SERS spectroscopy remains not a well-established
analytical technique mainly because of the complicated
preparation of SERS-active substrates, which often have
low reproducibility. For this reason, the development of
new or optimization of existing substrates is important.
For testing the SERS activity of these substrates, the so-
called model analytes are commonly used. One of them is
riboflavin, which is utilized for its non-toxicity and suita-
ble optical properties.

This work is focused on optimizing the enhancing
properties of galvanically prepared silver substrates. The
influence of the base material (Al and its alloys, Zn) and of
the addition of a complexing agent (EDTA) into the Ag
deposition bath on the spectral response of riboflavin was
evaluated. Each prepared substrate was characterized by
scanning electron microscopy, and the SERS spectra were
collected using an excitation wavelength of 1064 nm. All
data were subsequently processed and interpreted using
multivariate statistics, namely principal component analy-
sis. The most universal and suitable base material for the
preparation of Ag substrate for riboflavin detection was
the AIMg alloy. The addition of a complexing agent to the
deposition bath changed the morphology of the prepared
substrates and the highest spectral response of riboflavin
was obtained by adding 0,55 mM EDTA. The intensity of
riboflavin spectral response was comparable to the value
obtained using substrates prepared in the Ag bath, but the
substrates prepared in the AgNO; solution achieved
a weaker enhancement of the spectral response.

Keywords: riboflavin, SERS spectroscopy, Ag substrate,
galvanic displacement, base material, EDTA
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Uvod

Citliva detekce klinicky vyznamnych analytd je dile-
zitd pro vcasné odhaleni onemocnéni a zahajeni 1écby.
Diky vysoké specifité jsou v dnesni dobé pro zjisténi pti-
tomnosti a koncentrace biomarkerti v klinickych vzorcich
Casto vyuzivana imunochemicka stanoveni zalozena na
interakci protilatky s antigenem. Mezi nejrozsitenéjsi patii
enzymové stanoveni ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay), které vyuzivd enzymem znacené protilatky
poskytujici po reakci se substratem barevny signal. Znacky
na bazi enzymi maji ov§em fadu nevyhod, jako jsou vyso-
ké naklady na jejich pfipravu, omezend stabilita nebo ne-
dostatecna citlivost. Pro prekonani téchto nedostatkii se
v dnes$ni dobé hledaji alternativni znacky; jako jedna
z vhodnych moznosti se jevi pouziti nanomateriald, napt.
foton-upkonverznich nanoc¢astic (UCNPs).

UCNPs jsou nanokrystaly slozené z anorganické ma-
trice (nejCastéji NaYF,), kterd je dopovand lanthanoidy.
Diky této struktufe vykazuji anti-Stokesovu luminiscenci
(excitaci pomoci blizkého infraerveného zafeni a emisi ve
viditelné oblasti), ktera zajiStuje detekci s minimalnim
autofluorescencnim pozadim. Pro biologické aplikace je
nutné UCNPs modifikovat ptipojenim specifické protilat-
ky. Pfipravené biokonjugaty mohou byt vyuzity jako alter-
nativa k enzymovym znackdm ve stanoveni ULISA
(upconversion-linked immunosorbent assay). S vyuzitim
metody ULISA Ize dosdhnout 10-100x citlivéjsi detekce
nez v piipadé metody ELISA', nevyhodou obou téchto
metod je ovSem Casova narocnost. Proto je tieba vyuzit
vyhodnych vlastnosti ULISA stanoveni a pfevést je do
podoby rychlého diagnostického imunotestu.

V soucasné dobé vétsina rychlych diagnostickych
testli vyuziva principu lateralniho toku (lateral flow immu-
noassay, LFIA). Takovy test ma typicky podobu diagnos-
tického prouzku a jako znacku pouziva konjugaty zlatych
nanocastic. Zlaté nanocastice ovsem Casto omezuji vysled-
nou citlivost, pouzitim konjugatu UCNPs muze byt citli-
vost detekce zvySena. Mezi nejvétsi vyhody LFIA testi
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patfi rychlost a jednoduchost provedeni analyzy, jejich
nizka cena a spotfeba malého mnozstvi vzorkt. Vzhledem
k tomu, ze k provedeni analyzy neni potieba sofistikované-
ho vybaveni, 1ze analyzu provadét i mimo laboratof a jed-
na se o tzv. ,point-of-care” diagnostickou metodu. Dia-
gnosticky prouzek se sklada z nékolika membranovych
segmentll — oblast pro vzorek a konjugatova, migracni
a absorpéni ¢ast. Kazdy segment je zalozen na odlisSném
typu membrany, pficemz nejdilezitéjsi je nitrocelulosova
membrana nachazejici se v migra¢ni oblasti, kde jsou imo-
bilizovany protilatky specificky vazajici analyt. Sklenéna
membrana v konjugatové oblasti pak slouzi pro zachyceni
konjugatu nanocastic s protilatkou, ktery zajiStuje signal
pro vyhodnoceni analyzy.

Cilem nasi prace je vyvinout LFIA test s vyuzitim
konjugatli UCNPs pro detekei lidského sérového albuminu
(human serum albumin, HSA). Nizké koncentrace HSA
v moci se vyskytuji u tzv. mikroalbuminurie, ktera znaci
pocinajici diabetickou nefropatii u dlouhodobého nebo
nekontrolovatelného diabetu”. Jednoducha a citliva detekce
HSA je tak dlilezita pro v¢asné odhaleni nemoci a zabrané-
ni nevratného poskozeni ledvin. Pro pribéh analyzy je
tteba optimalizovat jednotlivé kroky — volba reagencii
a jejich vhodna koncentrace, rizné druhy membran, porov-
nani rozdilného blokovani atd. Na zaklad¢ ziskanych in-
formaci bude sestaven LFIA test, ktery bude dale optimali-
zovan pro detekci HSA v realnych vzorcich.

Experimentalni ¢ast
Material

NHS-dPEGg-azid a SuperBlock TBS (SB) byly za-
koupeny od firmy Thermo Fisher Scientific (USA), alkyn-
PEG-NHS od firmy Iris Biotech (Némecko). Lidsky séro-
vy albumin (HSA) a polyklonalni krali¢i anti-HSA proti-
latka od firmy Sigma-Aldrich (USA), monoklonalni mysi
anti-HSA protilatka (AL-01) od firmy EXBIO (CR),
a polyklonalni kozi anti-mysi protilatka od firmy Jackson
ImmunoResearch (Velka Britanie).

Dale byl pouzit fosfatovy pufr (PB; 50mM NaH,PO./
Na,HPOy, pH 7,4), fosfatem pufrovany solny roztok (PBS;
50mM NaH,P0O,/Na,HPO,, pH 7,4, 150 mM NaCl), Tris
pufr (50 mM Tris, 0,05% NaNj, pH 7,5), Trisem pufrova-
ny solny roztok (TBS; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05%
NaNj, pH 7,5), promyvaci pufr (WASH; 50 mM Tris,
0,05% NaN3, 0,05% Tween 20, | mM KF, pH 7,4), pufr
pro adsorpci reagencii (coating buffer, CB; 50 mM
Na,CO3/NaHCOs;, 0,05% NaNj;, pH 9,6), pufr pro prove-
deni jednotlivych krokl imunostanoveni (assay buffer, AS;
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM KF, 0,5% PEG, 0,05%
Tween 20, 0,05% NaN;, 10% SB, pH 7,5) a dialyza¢ni
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pufr (50 mM Tris, 0,05% NaNs, 1| mM KF, pH 7.4).
Ptiprava konjugatit UCNPs s protilatkou

Syntéza nanocdastic — Zéarodecné nanocastice (NaYF,
dopovany 18% Yb*" a 2% Tm’", 250 mg) byly rozpustény
v 5,5 ml kyseliny olejové a 17 ml oktadek-1-enu a zahtiva-
ny na 300 °C v dusikové atmosféfe. Do horké disperze
byly poté vstiikovany prekurzory trifluoroctanu, které
iniciovaly riist nanoc¢astic.

Priprava alkyn-PEG-Ner linkeru — 30 mg neridronatu
v NaOH (1 M, 128 pl) bylo po ptidani 368 ul PB smicha-
no s 500 pl alkyn-PEG-NHS v PB a smés byla inkubovéna
pfes noc pfi 4 °C. Po inkubaci byla provedena dialyza
proti destilované vodé pomoci dialyza¢niho zafizeni
Spectra/Por Float-A-Lyzer G2 (MWCO: 500-1000 Da;
Carl Roth, Némecko), lyofilizace roztoku a jeho uchovani
pti 4 °C.

Priprava konjugdtu alkyn-PEG-Ner-UCNP- 10 mg
UCNPs bylo rozpusténo v cyklohexanu a smichano
s 200 mM HCI v poméru 1:1 (v/v). Po sonikaci, odebrani
horni faze, ptridani acetonu a nasledné centrifugaci byl
pelet UCNPs rozpustén v destilované vodé (500 pl)
a smichan s rozpusténym alkyn-PEG-Ner linkerem. Smés
byla inkubovana pies noc pti 38 °C. Poté byl konjugat
purifikovan proti destilované vodé s 1 mM KF pomoci
Spectra/Por Float-A-Lyzer G2 (MWCO: 100 kDa) a ucho-
van pii 4 °C.

Priprava click-reaktivnich proteinii — S vyuzitim
NHS-dPEGg-azid linkeru byla pfipravena azidem modifi-
kovana protilatka AL-01. Byla pfipravena reakéni smés
obsahujici 1,96 nl NHS-dPEGg-azidu (200 mM) v DMF,
200 pl protilatky rozpusténé v PB (2,5 mg ml™) a 150 pl
PB. Po 2 h inkubace byla reakce zastavena ptidanim 50 pl
Tris pufru a vysledny konjugéat byl purifikovdn pomoci
centrifugacnich filtr Amicon Ultra (MWCO: 30 kDa,
Carl Roth, Némecko).

Click-konjugace s protilatkou — Do roztoku konjugétu
alkyn-PEG-Ner-UCNPs (10 mg v 1,4 ml destilované vo-
dy) bylo ptidano 100 pl Tris pufru (375 mM, pH 7.5)
a 20 pl vodného roztoku askorbatu sodného (20 mg ml™).
Po probublani smési pomoci argonu bylo ptidano 100 pl
azidem modifikované protilatky AL-01 v PB (1 mg ml ™).
Click-reakce byla zahdjena pfidanim 10 pl vodného rozto-
ku CuSOy (6,25 mM) a po probublani smési argonem bylo
pfidano dalsich 10 ul CuSO,. Nakonec byla provedena
dialyza (MWCO: 300 kDa) proti dialyza¢nimu pufru.

Sestaveni diagnostickych prouzkt a provedeni
LFIA stanoveni

Pro vytvofeni diagnostickych prouzki byly pouzity
membrany od firmy Cytiva (Némecko), které byly nastii-
hany na optimalizované délky: celulosovd membrana pro
aplikaci vzorku (Fusion5) — 1 cm, celulosova absorpéni
membrana (CF5) — 3 cm, sklenénd membrana (ST17,
ST14 nebo Fusion5) — 0,5 cm a nitrocelulosova membrana
(120 HP Plus Thick nebo jina dle optimalizace) — 2,5 cm.
Nitrocelulosova membrana a celulosovda membrana pro
absorpci byly pfipevnény pomoci oboustranné lepici pasky
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na plastovy podklad, sklenénd membrana a celulosova
membrana pro aplikaci vzorku byly nalepeny dodatec¢né po
blokovacim kroku. Pfi sestavovani prouzkii se dbalo na
dodrzeni prekryvil jednotlivych membran o 1 mm. Slepené
membrany byly nastfihany na jednotlivé prouzky o Sifce
0,5 cm.

Na nitrocelulosovou membranu byl nanesen testovaci
spot 1 pul anti-HSA protilatky (0,5 mgml™) a kontrolni
spot 1 pl anti-mysi protilitky (0,4 mgml™) v CB pufru
nebo v pufru dle optimalizace. Membrana byla nasledné
inkubovana ptes noc za pokojové teploty. Pro vyvazani
volnych vazebnych mist bylo provedeno blokovani mem-
brany pomoci 50% SB ve WASH, testy byly vysuseny 1 h
pii 37 °C. Mezitim bylo na sklenénou membranu naneseno
10 ul UCNPs konjugatu (500x ziedéného v Tris pufru
s 5% sacharosou nebo v pufru dle optimalizace), nasledo-
vala inkubace 1 h pti 37 °C.

Hotové testy byly ponoteny do 100 pul AS obsahujici
HSA (1 ug ml™', koncentrace stejna pro viechny optimali-
zace) na 15 min. Nasledn¢ byly testy dvakrat promyty
pomoci WASH (100 pl, 15 min) a vysusSeny pii 37 °C. Pro
vyhodnoceni analyzy byla pouzita foton-upkonverzni ¢tec-
ka Upcon S-Pro (Labrox, Finsko).

Vysledky a diskuse
Optimalizace podminek pro imobilizaci protilatek

Vhodné podminky imobilizace protilatek jsou pro
provedeni imunostanoveni z4sadni, proto mezi prvni opti-
malizace patiilo pravé porovnani pufrd pro vazbu protila-
tek na nitrocelulosovou membranu. Vsechny pufry byly
sledovany i s piidavkem methanolu (1 %), ktery by mél
prispivat k lepsimu zachyceni konjugatu na membran&’.
CB a TBS vykazovaly pro protilatku v ptipadé LFIA sta-
noveni nizké signdly. Jednoznacné nejvyssi signaly byly
dosazeny s PBS a acetatovym pufrem ovSem v obou pfipa-
dech pouze v kombinaci s 1% methanolem (obr. 1). Aceta-
tovy pufr s 1% methanolem byl proto zvolen jako nejvhod-
néj$i varianta pro dalsi experimenty.

Optimalizace podminek pro naneseni konjugatu
UCNPs na sklenénou membranu

Aby byl signal pro vyhodnoceni LFIA testi dostatec-
ny, bylo nutné zajistit idedlni podminky pro uvolnéni kon-
jugatu UCNPs ze sklenéné membrany. Proto byly pro in-
kubaci konjugatu porovnany rtizné druhy pufri a sklené-
nych membran. Jako nevhodné se ukazalo pouziti mem-
brany Fusion 5, u které nedochazelo k témét zadnému
uvolnéni konjugatu do dalsich ¢asti prouzku. Kvuli tomu
zde byl pozorovatelny vyrazny signal zakoncentrovaného
konjugatu na pocatku prouzku a nizké signély spotl proti-
latek (obr. 2A). U membrany ST14 dochazelo k nerovno-
mérnému uvolnéni konjugdtu, coz zpusobovalo vysoké
pozadi analyzy. Nejvhodnéjsi variantou proto bylo pouziti
membrany ST17, kde bylo pozorovano jak nizké pozadi,
tak i dostate¢né uvolnéni konjugatu.
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Obr. 1. Optimalizace podminek pro imobilizaci protilatek. Signaly testovanych pufrtii bez nebo s pfidavkem 1% methanolu pro imobi-

lizaci (A) anti-HSA a (B) anti-mysi protilatky

Dale byla provedena optimalizace pufr pro naneseni
konjugatu UCNPs na sklenénou membranu. VSechny tes-
tované pufry obsahovaly ptidavek sacharosy (5 %), ktera
prispiva k lep$imu uvolnéni konjugitu z membrany®. Na
obr. 2B a 2C je mozné pozorovat v pfipadé membrany
ST17 nejvyssi signal pro Tris pufr. Pro dal$i experimenty
byl tak pro fedéni a inkubaci konjugatu UCNPs pouzit Tris
pufr s pfidavkem sacharosy.

Fusion5

Optimalizace nitrocelulosové membrany

S vyuzitim dfive optimalizovanych podminek byly
porovnany ruzné druhy nitrocelulosovych membran.
U analyzy se podatfilo snizit pozadi (obr. 3A), slabé zvySse-
né pozadi je pozorovatelné pouze u membran 120 HP
a 120 HP Plus, které se ale — kvuli Spatnému lateralnimu
toku — stejné ukazaly jako nevhodné. Vzhledem k vétsim
porim u membran typu 80 HP dochéazelo k lepSimu toku
konjugatu UCNPs do absorp¢ni oblasti na konci testu, coz

B 1400 Sklenéna membrana

1200 a pufr pro inkubaci UCNPs
sT17 [ Tris L

~1000+ ST14 [ TBS| ]

é’ Fusion5 [0 AS

o 8004

o

o
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3000 sT17 [l Tis [
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e
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anti-mysi Ab

Obr. 2. Porovnani sklenénych membran a pufri pro inkubaci UCNPs. (A) Upkonverzni sken LFIA prouzku se sklenénou membranou
ST17 pro pufr Tris (1), TBS (2), AS (3), ST14 pro pufr Tris (4), TBS (5) a AS (6) a Fusion5 pro pufr Tris (7), TBS (8), AS (9). Integrova-
né signaly spoti pii pouziti odlisnych pufri pro inkubaci UCNPs pro (B) anti-HSA a (C) anti-mysi protilatku
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Obr. 3. Optimalizace nitrocelulosové membrany pro LFIA stanoveni. (A) Upkonverzni sken LFIA prouzki s riznymi druhy nitroce-
lulosovych membran (¢isla membran v panelu A odpovidaji ¢islim v panelu B) a vysledné signaly pro (B) anti-mysi a (C) anti-HSA

protilatku

mélo pozitivni vliv na pozadi analyzy. Zaroven ale také
dochazelo ke snizeni signalu, jak je pozorovatelné na
obr. 3B a 3C. Pro finalni podobu LFIA prouzku je tedy
vyhodné vyuziti membrany 120 HP Plus Thick, ptipadné
170 HP Plus Thick, které poskytuji kompromis mezi do-
statenou intenzitou signalu a nizkym pozadim. Volba
nitrocelulosové membrany ov§em neméla na LFIA stano-
veni tak velky vliv jako zbylé parametry.

Zavér

S vyuzitim konjugatd UCNPs se podatilo optimalizo-
vat LFIA stanoveni pro detekci HSA. Pro analyzu byla
vyuzita specifickd anti-HSA protilatka a kontrolni anti-
mysi protilatka. Jako vhodny pufr pro imobilizaci protila-
tek byl zvolen acetatovy pufr s ptidavkem 1% methanolu.
Pro vysledné vyhodnoceni analyzy bylo potieba zajistit
vhodné podminky pro inkubaci a uvolnéni konjugatu
UCNPs ze sklenéné membrany, zde se jako nejlepsi kom-
binace ukdzalo vyuziti sklenéné membrany ST17 a Tris
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pufru s 5% sacharosou. Volba odli$né nitrocelulosové
membrany pak méla na vyvoj imunostanoveni relativné
maly vliv, nejvyhodngjsi se ukazalo pouziti membrany 120
HP Plus Thick. S optimalizovanymi podminkami LFIA
doslo ke snizeni pozadi analyzy a dostate¢né odezvé signa-
lu, coz ukazuje na potencial vyuziti UCNPs jako alterna-
tivni znacky v LFIA stanovenich. Dale byla uspésné de-
monstrovana schopnost detegovat HSA, a proto bude dal-
$im krokem analyza redlnych vzorkii obsahujicich rtizné
koncentrace HSA, aby byl ovéfen prakticky potencial me-
tody pro klinické ucely.
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E. Machacova and Z. Farka (Department of Bio-
chemistry, Faculty of Science, Masaryk University,
Brno, Czech Republic): Detection of Protein Biomarkers
Using Lateral Flow Tests with Photon-upconversion
Nanoparticles

Rapid and sensitive detection of clinically important
analytes is crucial for early disease diagnosis and initiation
of treatment. Immunochemical assays are widely used to
determine the presence and concentration of analytes in
various complex media due to their high specificity pro-
vided by antibodies. Recently, lateral flow immunoassays
(LFIAs) are becoming one of the most popular forms of
immunochemical assays. LFIAs are test strips based on
nitrocellulose membranes, and their most significant ad-
vantage is that there is no need for laboratory equipment to
perform the assay enabling their use for point-of-care test-
ing. Most LFIAs are based on gold nanoparticles; howev-
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er, they often limit the resulting sensitivity of LFIAs. Our
work focused on photon-upconversion nanoparticles
(UCNPs) as a sensitive alternative label. UCNPs are lan-
thanide-based nanocrystals exhibiting anti-Stokes lumines-
cence (excitation by the NIR laser and detection in the Vis
region), which allows detection without optical back-
ground interference. We have developed an LFIA assay
for human serum albumin (HSA) with UCNPs as a label.
Using a specific anti-HSA antibody and a control anti-
mouse antibody, various LFIA parameters were optimized.
The immobilization of antibodies was done using acetate
buffer with 1% methanol, glass membrane ST17 was used
as a conjugate pad, and Tris buffer with 5% sucrose was
used to stabilize the particles within the conjugate pad.
The choice of a different nitrocellulose membrane had
arelatively small effect on assay performance; the best
results were achieved with membrane 120 HP Plus Thick.
Our work has successfully demonstrated the potential of
using UCNPs as sensitive labels in LFIA tests.

Keywords: photon-upconversion nanoparticle, UCNP,
immunoassay, human serum albumin, HSA, diagnostic

strip, LFIA
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Uvod

D-pantenol-((2R)-2,4-dihydroxy-N-(3-hydroxypropyl)-
-3,3-dimetylbutanamid; dexpantenol) je vdaka svojim
priaznivym ucinkom doélezitou biologicky aktivnou zloz-
kou farmaceutickych vyrobkov (lieky, vyzivové doplnky,
atd’.) a kozmetickych vyrobkov (telové mlieka, Sampony,
kondicionéry, atd’.) na oSetrenie pokozky, na zmiernenie
svtbenia alebo na podporu hojenia rin'. Obsah
D-pantenolu v kozmetickych vyrobkoch uréenych na telo,
ako 2napr. telové mlieka, krémy, byva maximalne do 5,3 %
(cit.”).

Kozmetické vyrobky, napr. krémy, telové mlieka, su
mnohozlozkové zmesi, ktoré okrem ucinnych latok obsa-
huja dalSie zlozky, napr. konzervacné latky (parabény),
parafiny a mineralne oleje, glykoly, vonné latky vo forme
prirodnych  alebo  syntetickych  pridavnych latok.
Z hladiska chemickej analyzy st to zlozité vzorky a pri
chromatografickej analyze moézu negativne ovplyvnit’ vy-
sledok separacie a stanovenia cielovej latky (moze napr.
dochadzat’ ku koelucii matricovych zloziek a sledovanych
analytov). Takéto vzorky je potrebné pred analyzou upra-
vovat, napr. pouzitim extrakénych technik, ktorych ciel'om
je ¢o najucinnejsie izolovat’ alebo aj skoncentrovat’ analyt.
NajcastejSie sa pouziva extrakcia analytu z komplexnej
matrice v systéme kvapalina-kvapalina alebo tuhd faza-
kvapalina. Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLE,
liquid-liquid extraction) je proces oddel'ovania latok po-
zostavajici z prenosu rozpustenej latky z jedného rozpus-
tadla do druhého, pricom tieto dve rozpustadla st navza-
jom nemiesatel'né alebo Ciastocne mieSatelné. Extrakcia
tuhou fazou (SPE, solid phase extraction) je extrakény
postup zalozeny na zachytavani analytov vhodnym adsor-
bentom. Interferujiice latky sa odstrania z adsorbentu pre-
myvanim rozpustadlom a nasledne sa adsorbované analyty
desorbujii pomocou vhodného eluéného ropustadla’™.
V pripade kozmetickych vyrobkov je vhodné kombinovat
obe extrak¢né techniky.
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Ciel'om prace je presetrit’ vplyv zlozenia extrakéného
rozpustadla na vytaznost LLE D-pantenolu zo vzoriek
vybranych kozmetickych vyrobkov a zvolit' vhodny typ
SPE adsorbentu na precistenie extraktu pred HPLC ana-
lyzou.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie a vzorky

D-pantenol (98 %, Alfa Aesar), acetonitril (pre
HPLC, Centralchem), n-hexan (pre HPLC, VWR Che-
micals), chloroform (Mikrochem), etanol (pre HPLC,
Merck), metanol (pre HPLC, VWR Chemicals), deionizo-
vana voda, 15% roztok hexakyanozeleznatanu draselného
(Carrez I), 30% roztok siranu zino¢natého (Carrez II).

Vzorky mliek na opal’ovanie a po opalovani sa zaob-
starali v obchodnej siete drogérii a lekarni (Styri vzorky od
roznych vyrobcov). Pred analyzou boli uskladnené v po-
vodnom obale na suchom a tmavom mieste pri laborator-
nej teplote.

Postupy

Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina: Vzorka
(0,2 g telového mlieka) sa zmieSala s extrakénym rozpuas-
tadlom (3 ml; zmes chloroform/voda a n-hexan/voda
v pomeroch 1:3,2:2, 3:1, v/v) a zmes sa mieSala na labora-
tornej mieSacke (200 rpm) 10 min pri teplote 23 °C. Na-
sledne sa oddelila vodné vrstva. K vodnému podielu sa
pridalo 0,2 ml roztoku Carrez I a 0,2 ml roztoku Carrez 1II,
zmes sa premieSala a nasledne centrifugovala (10 min,
3000 rpm). Tekutina sa oddelila, prefiltrovala cez 0,45 pm
nylénovy filter a nasledne sa precistila pomocou SPE
a analyzovala pomocou HPLC.

Extrakcia tuhou fazou: SPE kolonka sa kondicionova-
la metanolom (2 ml) a vodou (2 ml), davkoval sa roztok
referen¢nej latky D-pantenolu pre vyhodnotenie vytaznos-
ti (0,5 ml, koncentracia 1 mg ml™") alebo vodny podiel po
LLE pre analyzu redlnych vzoriek. Kolénka sa vysusila
vakuom (5 min) a analyt sa eluoval etanolom (1 ml).
Extrakt sa davkoval do HPLC kolony. Testovali sa nasle-
dujuce typy SPE koldoniek: C8 (100 mg, Chromabond),
Sep-Pak C18 (200 mg, Waters), C18 Hydra (100 mg,
Chromabond), HR-P (100 mg, Chromabond), HR-X
(100 mg, Chromabond), Sep-Pak Aminopropyl-NH,
(100 mg, Waters), Silica-CN (100 mg, Tessek).

HPLC analyza extraktov

Na analyzu extraktov sa pouzila metéda HPLC
s DAD detekciou. Separacia sa uskutocnila na kolone typu
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C18 (Nucleosil 100-5 C18 (125 x 4 mm, 5 pm)) s mobil-
nou fazou acetonitril:voda (10:90, v/v). Prietok mobilnej
fazy bol 0,5 ml min"'. Chromatogramy sa snimali pri vlno-
vej dizke 210 nm a UV spektra sa snimali v rozsahu vino-
vych dizok 190-400 nm.

Vysledky a diskusia

Neexistuje univerzalne rieSenie na pripravu vzoriek,
pretoze extrahované latky maju odlisné fyzikalno-
chemické vlastnosti. Podmienky pre extrakciu cielovej
latky zo vzorky sa volia na zaklade zlozitosti matrice
atypu latky. Pre LLE D-pantenolu zo vzoriek telovych
mliek sa testovali ako extrakéné ¢inidld zmesi chloroform/
voda a n-hexan/voda v réznych pomeroch. Tymto spdso-
bom bolo mozné oddelit’ latky vo vode rozpustné zahriu-
juce aj D-pantenol, od inych nerozpustnych zloziek.
Na vyc¢irenie extraktov sa pouzila zmes roztoku Carrez I
a Carrez II. Z vysledkov hodnotenia vplyvu typu extrak¢-
ného rozpustadla na vytaznost extrakcie vyplynulo, ze
ako vhodné rozpustadlo sa javi zmes chloroform/voda
(1:3, v/v). Pre toto rozpustadlo sa dosiahla vytaznost
86,6 % (testované pre telové mlieko s pridavkom
D-pantenolu na koncentra¢nej hladine 1,5 mg g '). Porov-
nanie vytaznosti LLE v zavislosti od typu a pomeru zlo-
ziek v extrakénom rozpustadle je zobrazené na obr. 1.

Na precistenie D-pantenolu od dalsich zloziek vo
vodnom extrakte je vhodna SPE. Testovali sa viaceré typy
SPE kolénok s adsorbentami s rozdielnou polaritou (typ
C8, C18, NH,, CN a polymérny typ HR-P a HR-X), av8ak
pre vSetky bol vhodny mechanizmus sorpcie v systéme

Tabulka I
Chromatografické charakteristiky a niektoré validacné
parametre metody

Chromatografické charakteristiky *

tr (min) 3,81 +0,07
RSD % (1 deti) 2,03
RSD % (3 dni) 1,73
k 0,69 + 0,07
A 12123,60 + 679,03
RSD % (1 deti) 0,23
RSD % (3 dni) 5,60
n 2298 + 147
H (um) 54
Validacné parametre
Linearita (mg ml ") 0,25-5,00
R? 0,9991
LOD (mg ml™") 0,04
LOQ (mg ml™") 0,14

a — uréené pre koncentraéna hladinu 0,2 mg ml ™'
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Obr. 1. Vytaznosti LLE D-pantenolu pouZzitim testovanych
extrakénych rozpust’adiel (RSD % menej ako 6 %, n=3, testova-
né pre telové mlieko s pridavkom D-pantenolu na koncentracnej
hladine 1,5 mg g™")
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam separacie D-pantenolu
v extrakte vzorky mlieka na opal’ovanie

s obratenymi fazami. Uspokojiva vytaznost D-pantenolu
(viac ako 85 %) sa dosiahla pri pouziti adsorbentu typu
NH,, ktory sa zvolil ako najvhodne;jsi.

Pre extrakciu D-pantenolu z kozmetickych vzoriek,
ako su telové mlieka, sa kombinovali obe techniky, LLE
a nasledne SPE. Pouzitim najvhodnejsich podmienok zis-
tenych v jednotlivych krokoch (chloroform/voda (1:3, v/v)
pre LLE; adsorbent typu NH, pre SPE) sa dosiahla vytaz-
nost’ 79,7 % (RSD % menej ako 6 %, n=3, testované pre
telové mlieko s pridavkom D-pantenolu na koncentra¢nej
hladine 1,5 mg g ).

HPLC metdéda v systéme s obratenymi fazami so
spektrofotometrickou detekciou sa pouzila na analyzu
extraktov. Celkovy ¢as HPLC analyzy bol 6 min. Metoda
bola hodnotena na zaklade parametrov vhodnosti HPLC
podmienok (opakovatelnost’ asov a ploch eluénych vin,
pocet teoretickych priehradiek, vyskovy ekvivalent teore-
tickej priehradky) a niektorych valida¢nych parametrov
(linearny koncentraény rozsah, LOD, LOQ), ktoré st uve-
dené v tab. L
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Zvolené podmienky extrakcie a HPLC separdcie sa
aplikovali pre analyzu vzoriek mliek na opalovanie a po
opalovani. Obr. 2 dokumentuje chromatograficky zaznam
extraktu vzorky mlieka na opalovanie. V testovanych
vzorkach bol stanoveny obsah D-pantenolu v rozsahu
0,2-1,5 %.

Zaver

Praca sa zaoberala vyberom vhodného rozpuastadla na
extrakciu D-pantenolu zo vzoriek opalovacich mliek
a vyberom vhodného adsorbentu pre jeho predistenie, pri-
padne aj skoncentrovanie. Zvolené podmienky extrakcie
a HPLC stanovenia boli vhodné pre analyzu redlnych vzo-
rieck s obsahom D-pantenolu. Navrhnuté extrakéné pod-
mienky sa mézu vyuzit’ aj pre pripravu vzoriek mliek pre
naslednu chiralnu HPLC analyzu.

Praca bola financne podporend grantom Vedeckej
grantovej agentury Ministerstva Skolstva Slovenskej re-
publiky a Slovenskej akadémie vied (grant ¢. VEGA
1/0159/20).
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