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28. rocnik celostatni soutéze o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analytické
chemie ,,0 cenu Karla Stulika 2025% probéhl
ve znameni 100. vyro¢i Katedry analytické
chemie Pi‘F UK v Praze

Jiz 28. ro¢nik soutéZe o nejlepsi studentskou védec-
kou préci v oboru analytické chemie O cenu Karla Stulika
2025 0spé&sné probeéhl 29. ledna 2025 na Katedfe analytic-
ké chemie Pifirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze na Albertové pod zastitou dekana PiF UK
doc. RNDr. Ing. Vladimira Krylova, Ph.D. Nejprve chci
podékovat kolegliim a kolegynim z nasi katedry (jmenovité
RNDr. Janu Fischerovi, Ph.D., doc. RNDr. Karlu Ne-
smérakovi, Ph.D., RNDr. Jan€¢ Sobotnikové, Ph.D., prof.
RNDr. Vlastimilu Vyskocilovi, Ph.D., a pani Michaele
Sochorové) za dokonalou organizaci soutéze a vytvoreni

Letos se seslo celkem 18 soutéznich praci z nejriznéjsich

oblasti modernich analytickych metod diistojné reprezentu-
jicich vynikajici pedagogickou a védecko-vyzkumnou
praci v oblasti analytické chemie na Vysoké skole chemicko-
technologické v Praze, Univerzit¢ Karlové, Masarykové uni-
verzit€ v Brné, Mendelové univerzité v Brné a Univerzité
Palackého v Olomouci. Seznam soutéznich praci je uveden
v tab. L.

Nas dik patii pochopitelné i zii€astnénym univerzitdm
za jejich vyznamny pfispévek k rozvoji Ceské analytické
chemie a za podporu této soutéZe. Zde bych rad vyjadril
své potéSeni nad skutecnosti, ze i v dnesni dobé charakteri-
zované rostoucim ekonomickym tlakem zvyraziujicim
prednost védecké prace pred pedagogickou si tyto skoly
uvédomuji vyznam prace pedagogické, nebot’ bez vychovy
novych kvalitnich absolventli by se excelentni vyzkum
brzy odstéhoval do zahranic¢i. Jako obvykle odborna porota
reprezentovala vSechny zucastnéné vysoké Skoly, takze
letos pracovala ve slozeni prof. RNDr. Jiti Barek, CSc.
(pfedseda), doc. RNDr. Petr Bartak, Ph.D., prof. Ing. René
Kizek, DrSc., Ing. Jiti Kudr, Ph.D., prof. RNDr. Pfemysl

Tabulka I
Seznam sout&znich praci na Cené Karla Stulika 2025 a studijni roénik soutéZicich studentek a studentt

Marek Benes: Vyvoj metodiky pro méfeni fluorescencni spektroelektrochemie (Ustav analytické chemie, VSCHT Praha
a UFCH JH AV CR, 1. NMgr.)

Monika Felecmanova: Pyrolyza anhydridu butanové kyseliny z pohledu rotacni spektroskopie (Ustav analytické chemie,
VSCHT Praha, 3. Bc.)

Lada Fialova: Vyvoj metody pro chiralni separaci mandlové kyseliny pomoci kapilarni elektroforézy s vyuZitim kationického
cyklodextrinu (Ustav analytické chemie, VSCHT Praha, 2. NMgr.)

Katerina Fukova: Voltametrické sledovani degradace léciveé latky ibuprofen primo v degradacni cele (Katedra analytické
chemie, PfF UK Praha, 2. NMgr.)

Matéj Ondiej Fusek: Elektrochemické studium hladiny iontii kovii v moci u pacientit se zhoubnym nddorem prostaty
(Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, 3. Bc.)

Tomas Gritz: Metrologické aspekty stanoveni kovii ve vybranych vzorcich jedlého hmyzu (Katedra analytické chemie, P¥F
UP Olomouc, 2. NMgr.)

Michaela Heinzka: Automatizace pripravy senzorii/biosenzorii na principu tisténych elektrod (Ustav chemie a biochemie,
Mendelova univerzita v Brng, 2. NMgr.)

Michal Javorek: Basic Blue 7: Zastupce nové tiidy dudlnich matric pro zobrazovaci hmotnostni spektrometrii MALDI
(Ustav chemie, P¥F MU Brno, 3. Bc.)

Tereza Kicova: Prvkova analyza ozdobnych prvkii baroknich kostymii (Katedra analytické chemie, PfF UP Olomouc, 3. Be.)
Jana Knytlova: Ambientni hmotnostni spektrometrie pro analyzu selektivnich moduldtorii androgenniho receptoru
(SARM) (Ustav analytické chemie, VSCHT Praha, 2. NMgr.)

Katefina Kone&na: In-silico optimalizace vicerozmérné chromatografie pro proteomickou analyzu (Ustav chemie, PiF
MU Brno, 2. NMgr.)

Ondrej Kreuzer: Vyuziti ICP-MS v prvkové analyze po foliarni aplikaci listovych hnojiv u obilnin (Katedra analytické
chemie, PfF UP Olomouc, 3. Bc.)

Kristyna Machalkova: Pouziti separacnich metod pro studium aniontového bambusurilového receptoru (Ustav chemie,
PiF MU Brno, 3. Bc.)

Michael Skala: Vyuziti kapalinové chromatografie pri studiu stability a degradace farmaceuticky vyznamnych latek
(Katedra analytické chemie, PfF UK Praha, 2. NMgr.)

Tomanova Marie: Zachyceni organickych kontaminantii z vody pomoci novych magnetickych robotii (Ustav inZenyrstvi
pevnych litek, VSCHT Praha, 2. NMgr.)

Luka§ Cach: Vyuziti CD spektroskopie ve studiu aminokyselin a peptidii (Ustav chemie, PiF MU Brno, 2. NMgr.)

Luiza Yanush: Enantioselektivai analyza organickych molekul s pouzitim chirdlnich nanomaterialii (Ustav inzenyrstvi
pevnych latek, VSCHT Praha, 3. Bc.)

Victéria Zuzi¢ova: Vyuzitie vsadzkovej injekcnej analyzy pri elektrochemickom stanoveni warfarinu (Katedra analytické
chemie, PfF UK Praha, 2. NMgr.)



https://natur.cuni.cz/osoba?poid=1526810526689134

Lubal, Ph.D., doc. Mgr. Oleksiy Lyutakov, Ph.D., Ing.
Radmila Répkova a prof. RNDr. David Sykora, Ph.D.
Vsem c¢lentiim poroty patii mé pod€kovani za neziStnou
a obétavou Cinnost. Nejvétsi podékovani vsak pochopitel-
né nalezi soutézicim studentkam a studentim spliiujicim
moji pfedstavu o ,rising stars in analytical chemistry,
ktefi jsou schopni produkovat excelentni védecké vysled-
ky dtistojné reprezentujici své matef'ské instituce.

A nyni to hlavni: V celostatni soutéZi o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie
,,O cenu Karla Stulika 2025
1. misto ziskala:

Bc. Jana Knytlova (Ustav analytické chemie, Fakul-
ta chemicko-inzenyrska, VSCHT Praha) za praci Ambient-
ni hmotnostni spektrometrie pro analyzu selektivnich mo-
dulatorii androgenniho receptoru (SARM).

Bce. Jana Knytlova vystudovala v letech 2020-2023
bakalarsky studijni program Analytickéd a forenzni chemie
na FCHI VSCHT Praha. Nyni studuje 2. roénik magister-
ského studijntho programu Analytickd chemie se za-
méfenim na Analyzu 1éCiv, kde se zabyva ambientni hmot-
nostni spektrometrii pro analyzu selektivnich modulatorti
androgenniho receptoru. V roce 2024 prezentovala vysled-
ky své prace na Ceské konferenci hmotnostni spektrome-
trie a dale na Studentské védecké konferenci porddané
VSCHT Praha, kde obdrzela zvlatni cenu firmy
PRO.MED.CS Praha a.s. za zajimavou studentskou védec-
kou praci.

2. misto ziskala:

Kristyna Machalkova (Ustav chemie, Piirodovédec-
ka fakulta, Masarykova univerzita Brno) za praci Pouziti
separacnich metod pro studium aniontového bambusurilo-
vého receptoru.

Be. Kristyna Machalkova absolvovala bakalafsky
studijni program Chemie, studijni plan Analyticky chemik

— manazer chemické laboratote, a poté magistersky studij-
ni program Chemie, studijni plan Analyticka chemie. Té-
ma zaveérecné prace bylo IEC studium aniontovych recep-
torti na bazi bambusurilu.

3. misto ziskal:

Be. Luka$ Cach (Ustav chemie, Piirodovédecka fakul-
ta, Masarykova univerzita Brno) za praci Vyuziti CD spek-
troskopie ve studiu aminokyselin a peptidii.

Bc. et Be. Lukas Cach absolvoval bakalatsky studijni
program Chemie, studijni plan Chemie, a poté magistersky
studijni program Chemie, studijni plan Analyticka chemie,
oboji na Prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity
v Brné. Zabyva se stanovenim farmaceuticky vyznamnych
latek pomoci optickych metod.

Zvlastni cenu firmy Metrohm za nejlepSi praci
v oblasti elektroanalytické chemie v celostatni soutézi
o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-
ticka chemie ,,O cenu Karla Stulika 2025 ziskali:

Matéj Ondiej Fusek (Ustav biochemie a mikrobio-
logie, Fakultu potravinafské a biochemické technologie,
VSCHT Praha) za préci Elektrochemické studium hladiny
iontil kovii v moci u pacientii se zhoubnym ndadorem pro-
staty.

Bc. Michaela Heinzka (Ustav chemie a biochemie,
Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita v Brné¢) za
praci Automatizace pripravy senzorii/biosenzorii.

Bc. Michaela Heinzka v roce 2023 dokoncila bakalai-
sky studijni obor Biochemie na Pfirodovédecké fakulte
Masarykovy Univerzity. V soucasné dob¢ studuje 2. roc-
nik magisterského studijniho oboru Molekularni biologie


https://is.muni.cz/auth/th/a965d/
https://is.muni.cz/auth/th/a965d/

a biotechnologie Zivo¢ichil na Agronomické fakult¢ Men-
delovy univerzity v Brné¢, kde se zabyva automatizaci
piipravy biosenzorii na principu tisténych elektrod, se
zaméfenim na analyzu fenolickych sloucenin obsazenych
ve viné. Mimo studium se vénuje doucovani zakt zaklad-
nich a stfednich skol.

Zvlastni cenu firmy Nicolet za nejlepsi praci
v oblasti molekularni spektroskopie v celostatni soutézi
o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-
ticka chemie ,,0 cenu Karla Stulika 2025% ziskala:

Monika Felcmanova (Ustav analytické chemie, Fa-
kulta chemicko-inZenyrska, VSCHT Praha) za praci Pyro-
lyza anhydridu butanové kyseliny z pohledu rotacni spek-
troskopie.

FCHI VSCHT Praha v bakaldiském programu. Kromé
studia pracuje i ve spolecnosti Mandario (vyrobce parfému
a kosmetiky). Zajima se o moderni analytické metody
a jejich vyuziti v primyslu i vyzkumu.

Zvlastni cenu poroty za nejlepSi praci v oblasti
environmentalni analyzy v celostatni soutéZi o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie
,,O cenu Karla Stulika 2025% ziskal:

Bc. Tomas Gritz (Katedra analytické chemie, Ptiro-
dovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci) za
praci Metrologické aspekty stanoveni kovii ve vybranych
vzorcich jedlého hmyzu.

Bc. Tomas Gritz odmaturoval na Stfedni skole logis-
tiky a chemie se zaméfenim na farmaceutické substance.
Béhem bakalaiského studia na PfF Univerzity Palackého
v Olomouci na oboru Chemie se zacal vénovat prvkové
analyze jedlého hmyzu, ve které pokracuje i na magister-
ském studiu v oboru Analytické chemie na téze fakulté.

Mimo studium pracuje v olomouckém science centru pro
popularizaci védy Pevnosti poznani, jako animator a edu-
tainer chemickych vzdélavacich programi pro déti a mladez.

Zvlastni cenu poroty pro studenty bakalaiského
studia v celostatni soutéZi o nejlepsi studentskou védec-
kou praci v oboru analytickd chemie ,,O cenu Karla
Stulika 2025 ziskal:

Michal Javorek (U stav chemie, Piirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita Brno) za préci Basic Blue 7: Zd-
stupce nové tridy dudlnich matric pro zobrazovaci hmot-
nostni spektrometrii MALDI.

Michal Javorek absolvoval v letech 2018-2022 Stied-
ni primyslovou Skolu chemickou, Vranovska 65, v Brné
a v soucasné dobé¢ studuje bakalaiské studium chemie na
Ptirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity v Brné.
Pracuje ve vyzkumné skupin¢ prof. Preislera jiz od roku
2020, kdy pod vedenim Dr. Bednafika piisobil v oblasti
stfedoskolské odborné Cinnosti. Béhem bakalafského stu-
dia se vénuje vyzkumu novych matric pro zobrazovaci
hmotnostni spektrometrii. MALDI a jejiho propojeni
s dalsimi zobrazovacimi metodami. Je spoluautorem prace
publikované ve Spickovém analytickém Casopise (Javorek
M., Hendrych M., Ondrakova K., Preisler J., Bednaiik A.:
Staining Tissues with Basic Blue 7: A New Dual-Polarity
Matrix for MALDI Mass Spectrometry Imaging. Anal.
Chem. 97, 2828 (2025)).

Obr. 1. Ocenéni studenti v sout&%i Cena Karla Stulika 2025.
Zleva Bc. Michaela Heinzka, Be. Tomas Gritz, Be. Kristyna
Machalkova, Bc. Jana Knytlova, Be. Lukas Cach, Michal Javo-
rek, Monika Felcmanova, Mat¢j Ondfej Fusek
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Obr. 2. Skupinové foto z Ceny Karla Stulika 2025 na PiF UK
v Praze

Jsem rad, Ze stejné jako loni jsou v poli vitézi distoj-
n¢ zastoupeny studentky nasich vysokych skol, coz odrazi
rostouci vyznam Zen v moderni analytické chemii.

Zavérem bych rad pod&koval Ing. Radmile Rapkove,
technické redaktorce ¢asopisu Chemické listy, a prof. RNDr.
Vlastimilu Vyskoc¢ilovi, Ph.D., vedoucimu redaktoru nase-
ho casopisu, za pfipravu zvlastniho elektronického cisla

Casopisu Czech Chemical Society Symposium Series
(http://www.ccsss.cz/) vénovaného letoSnimu ro¢niku této
soutéze. A pochopitelné podékovani patii vSem partnerim
a sponzorum soutéze, jejichz loga jsou uvedena v zahlavi
tohoto ¢lanku, za jejich podporu, bez které by tato beze-
sporu zajimava a pro analytickou chemii nesmirn¢ uzite¢-
na soutéz nemohla prob&hnout.

A na zavér bych rad oznamil, ze v pfistim roce pro-
béhne tato soutdZ opét zatatkem roku 2026 na Ustavu
analytické chemie Fakulty chemicko-inzenyrské VSCHT
Praha a o detailech budou ¢tenafi informovani na www
strankach naseho Casopisu (http://www.chemicke-listy.cz),
Odborné skupiny analytické chemie CSCH (https://
osanal.csch.cz/) a Katedry analytické chemie PfF UK
v Praze (https://natur.cuni.cz/chemie/katedry-a-pracoviste/
katedra-analyticke-chemie). A veskeré dotazy souvisejici
s touto tradi¢ni soutézi rad odpovi autor tohoto ¢lanku.

Jiri Barek

Katedra analytické chemie PFF UK

Vedouci UNESCO laboratore elektrochemie Zivotniho
prostiedi na PFF UK a predseda Odborné skupiny
analytické chemie Ceské spolecnosti chemické
barek@natur.cuni.cz
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AMBIEN:FNi HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE PRO ANALYZU SELEKTIVNICH
MODULATORU ANDROGENNIHO RECEPTORU

JANA KNYTLOVA?, ALZBETA NEMESKALOVA™
a MICHAEL VoLNY™"

“ Ustav analytické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
Ceskd republika, ” Mikrobiologicky vistav AV CR, Videriskd
1083, 142 00 Praha 4, Ceskd republika

knytlovj@vscht.cz

Klicova slova: ambientni ionizace, hmotnostni spektro-
metrie, selektivni modulatory androgenniho receptoru

https://doi.org/10.54779/ccsss20250007

Uvod

Selektivni  modulatory androgenniho  receptoru
(SARM) jsou nizkomolekularni latky vyvijené od 90. let
20. stoleti jako alternativa k testosteronové terapii'. Na-
vzdory slibnym anabolickym G¢inkiim vsak tyto latky ne-
prokéazaly dostatecny piinos v 1éCb€é a jsou spojovany
s riziky jako potlaceni pfirozené produkce testosteronu
nebo zvysené riziko kardiovaskularnich onemocnéni’. Pro
své hormonalni G¢inky jsou navic zakazany Svétovou anti-
dopingovou agenturou a jejich prodej a distribuce je
v mnoha statech, véetné Ceské republiky, nezakonna.
I presto jsou SARM casto zneuzivany neprofesionalnimi
sportovci®, zejména diky jejich snadné dostupnosti v nele-
galnich internetovych obchodech, kde se prodavaji jako
potravinové dopliiky ve formé tablet nebo kapsli.

Predkladana prace se zabyva vyvojem rychlé kvalita-
tivni a semikvantitativni metody pro analyzu SARM
v téchto preparatech pomoci hmotnostni spektrometrie
s ambientni ionizaci (AMS). Tato metoda umoznuje méte-
ni za atmosférického tlaku, ¢asto s minimalni pfipravou
vzorku, a umoZiiuje tak rychlou detekei nelegalnich latek®.
Ve spojeni s vhodnym analyzatorem by pak metoda mohla
byt vyuzita v pienosnych zafizenich, napiiklad policii ne-
bo celnimi organy pfimo v misté zachytu. Cilem prace je
optimalizovat podminky analyzy pomoci ionizace dielek-
trickym bariérovym polem a vysledky porovnat s tradi¢ni
LC-UV-MS analyzou.

Experimentalni ¢ast
V praci byly analyzovany vybrané latky ze skupiny

SARM, konkrétné ostarin, ligandrol, cardarin, YK-11,
ibutamoren, andarin a radarin; jako vnitfni standardy byly

pouZity ostarin-d, a propranolol. Nejprve byla zaznamena-
na MS' a MS? spektra viech analytd, poté byl optimalizo-
véan postup pfi zavedeni vzorku do ambientniho iontového
zdroje. Funk¢nost metody byla poté ovéfena s pomoci
dvanécti potravinovych doplika s deklarovanym obsahem
SARM. Priiprava vzorku zahrnovala rozpusténi tablety
nebo obsahu tobolky v methanolu, filtraci a fedéni ultracis-
tou vodou s pfidavkem ostarinu-ds. Obdobnym zplisobem
byla pfipravena externi kalibracni fada s pouZzitim stearanu
hofecnatého jako reprezentativni matrice. Vysledné rozto-
ky byly nejprve analyzovany pomoci LC-UV-MS, poté
byly obohaceny o dalsi vnitini standard propranolol
a analyzovany pomoci AMS.

LC-UV-MS analyza byla provedena pomoci kapali-
nového chromatografu s UV detektorem a hmotnostnim
spektrometrem typu trojity kvadrupol, pracujicim v MRM
modu. Separace byla provedena na koloné Poroshell 120
EC-C18 a pouzita byla gradientova eluce s dobou trvani
12 min. Pro AMS analyzu byl pouzit ambientni iontovy
zdroj Sicrit®, vybaveny modulem pro mikroextrakci na
tuhé fazi (GC/SPME) a spojeny s hmotnostnim spektrome-
trem Orbitrap Exploris 120. Davkovéani vzorku probihalo
pomoci mikrostfikacky, kterd byla kratce ponofena
do roztoku vzorku a poté vloZena na dobu pfiblizné 5 s do
GC/SPME modulu, ohfivaného a neustale proplachované-
ho dusikem. Po tuto dobu byl zaznamenavan celkovy sig-
nal iontd (angl. total ion chromatogram, TIC). Fragmen-
taéni mechanismy zkoumanych latek byly ovéfovany pro-
gramem Mass Frontier 8.0.

Vysledky a diskuse

Cilem ptedkladané prace je vyvoj rychlé metody am-
bientni ionizace, ktera nevyzaduje chromatografickou se-
paraci a kterd by mohla byt vyuzita 1 ve spojeni
s pfenosnym hmotnostnim spektrometrem, napf. typu ion-
tové pasti. Pro ucely identifikace byla vytvofena interni
knihovna MS? spekter (obr. 1), kde byly zaznamenany
typické fragmenty jednotlivych SARM, na zaklad¢ kterych
by bylo mozné latku identifikovat i s pouzitim analyzatoru
s nizkym rozliSenim.

Nasledovala analyza pfipravenych roztoki. Nejprve
byla provedena kvalitativni analyza dat pomoci AMS. Ze
ziskanych dat TIC byly extrahovany zaznamy pro specific-
ké m/z jednotlivych analytii s pfesnosti 5 ppm. Pfitomnost
analytu byla hodnocena jako pozitivni v pfipadé, kdy byl
v okamziku davkovani vzorku zaznamenan pik o Sifce
ptiblizné€ 5 s, kterd odpovidala dobé davkovani vzorku do
zdroje (obr. 2, vlevo). Ziskané kvalitativni vysledky byly
porovnany s meéfenim pomoci LC-UV-MS, ve kterych
byla pfitomnost analytu hodnocena na zakladé retencnich
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Obr. 1. MS? spektrum protonované molekuly cardarinu (m/z = 454) s navrhovanymi strukturami charakteristickych fragmenti.
Meéteno v pozitivnim modu, rozsah skenu 50-600 m/z, normalizovana kolizni energie v HCD cele NCE = 30, rozliseni 120 000 pro hypo-
tetickou hodnotu m/z 200. Charakteristickymi fragmenty cardarinu jsou ionty o m/z =257, 256, 188 a 85

¢astt MRM piechodu. Pii porovnani vysledki byla pozoro-
vana dobra shoda; z celkového poctu 84 signald, tj.
12 vzorkil a 7 analytd, se 78 (93 %) signali kvalitativné
shodovalo, 4 (5 %) signaly byly pomoci AMS vyhodnoce-
ny jako fale$né pozitivni a 2 (2 %) signély jako falesn¢
negativni.

Data ziskana z analyzy kalibra¢ni zavislosti byla dale
pouzita pro kvantitativni vyhodnoceni. Vyuziti AMS pro
kvantifikaci je omezené®, nebot’ tato metoda vykazuje
vyS$$i variabilitu signalu v zavislosti na slozeni vzorku
nebo okolnich podminkéch.
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Tato prace zkouma vyuziti propranololu jako vnitini-
ho standardu pro korekci kolisajiciho signalu. Po integraci
piku analytu a vnitiniho standardu byla pro kazdy analyt
sestavena normalizovand kalibra¢ni zévislost (obr. 2, vpra-
vo), pomoci které byl stanoven obsah jednotlivych SARM
v piipravku. Porovndni vysledkli s tradicni LC-UV-MS
analyzou ukazalo rdznou miru shody (obr. 3), tento fakt je
pfedmétem dalsiho zkoumani. U mnoha piipravka byl také
pozorovan vyznamny rozdil mezi naméfenym obsahem
a hodnotou deklarovanou vyrobcem (obr. 3, vyznaceno
ervend). Toto pozorovani potvrzuji i predchozi studie’,
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Obr. 2. Kvalitativni a kvantitativni analyza ligandrolu: extrahovany zaznam signalu pro m/z 339,0932 v rozpoustédle (vlevo naho-
¥e) a v Kalibraénim roztoku o koncentraci 10 pg mI™' (vlevo dole); zdznam odpovida tiem konsekutivnim nastiikiim roztoku do GC/
SPME modulu. Integraci pikii kalibra¢nich roztoku byla ziskdna kalibra¢ni zavislost pro ligandrol (vpravo); normalizovano na
vnitini standard propranolol, vynesen pramér a smérodatna odchylka pro n =3
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Obr. 3. Vybrané vysledky stanoveni obsahu pomoci dvou metod pro analyt ostarin ve vzorku 1 (vlevo), ligandrol ve vzorku 3
(uprostired) a MK677 ve vzorku 5 (vpravo). Cervenou linii je vyznacen obsah deklarovany vyrobcem

divodem muize byt absence kontrolnich mechanismi, kte-
ré by zajiSt'ovaly kvalitu téchto produkti.

Ackoliv ve srovnani s referenéni LC-UV-MS analy-
zou vykazovala metoda AMS horsi linearitu odezvy (R >
0,9 versus R* > 0,99) a vysokou variabilitu signalu (s, az
92 %), je nutné vyzdvihnout vyznamné kratsi dobu analy-
zy. Zatimco analyza jednoho vzorku pomoci LC-UV-MS
trvala 12 min, pomoci AMS byla provedena pfiblizné za
5 s. Metoda AMS tedy mtize byt uzitecna pro semikvanti-
tativni analyzu, kdy je cilem rychlé zjiSténi pfitomnosti
latky nad urcitym prahem, naptiklad v kontextu toxikolo-
gickych nebo legislativnich limitd.

Zavér

V této praci byly studovany vybrané SARM pomoci
pfenosného ambientniho zdroje Sicrit®. Metoda ukazala
vysokou shodu s referenéni LC-UV-MS metodou (93 %
spravné identifikovanych signaltl) a vyrazné krat$i dobu
analyzy (5 s oproti 12 min). Pfestoze ma ambientni ioniza-
ce omezeni v kvantitativni analyze, jeji rychlost a jednodu-
chost z ni ¢ini uzite¢ny nastroj pro semikvantitativni scree-
ning s vyuzitim v terénu, naptiklad pro potiteby policie
nebo celni spravy.
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Academy of Sciences, Prague, Czech Republic): Ambient
Ionization Mass Spectrometry for Analysis of Selective
Androgen Receptor Modulators

Ambient ionization mass spectrometry (AMS)
enables sample analysis in its native state with minimal
preparation. This study explores the use of a commercial
Sicrit® ion source, based on dielectric barrier discharge
ionization, for detecting selective androgen receptor
modulators (SARM) in dietary supplements, commonly
abused for muscle mass enhancement. Tablets and
capsules were dissolved in methanol and analyzed directly
using the Sicrit® source coupled to an Orbitrap Exploris
120 mass spectrometer in positive mode. For confirmation,
samples were also analyzed by LC-UV-MS. While LC-UV-
MS provided superior quantitative analysis, AMS
demonstrated strong qualitative agreement, indicating its
potential for rapid screening of illegal anabolic substances
in dietary supplements.
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selective androgen receptor modulators
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Uvod

Chemické radikaly jsou jednim z nejfrekventovanéj-
Sich témat moderniho pojeti chemie. Tyto molekuly, typic-
ké pifitomnosti neparového elektronu ve valencni sféte,
vytvaii fadu otaznikil ve svété prumyslové chemie, che-
mickych technologii i medicinskych obort. Jednim
z odvétvi, ktera se s volnymi radikaly potykaji, je farma-
ceuticky primysl. Pfitomnost volnych radikald v 1é¢ivych
pripravcich je nutno sledovat, protoze mize vést k degra-
daci uc¢inné latky (API) a zkraceni doby trvanlivosti 1é¢iva,
Casto za vzniku neucinnych az toxickych produktl. Volné
radikaly se do léCiva dostavaji pfevazné z kontaminova-
nych piidatnych latek (excipientil) — plnidel, barviv, sladi-
del atd. Chemicka syntéza téchto slozek probiha Casto jako
polymeriza¢ni reakce s pouzitim radikali nebo radikalo-
vych ¢inidel jako katalyzatort. Ty i pies procesy piecisto-
vani zustavaji v excipientech a mohou se tak dostat az do
1é¢iv samotnych'.

AC se v piirodé jednd o molekuly riznorodého tvaru
a velikosti, jedna vlastnost je prakticky vSem spole¢na —
reaguji takika se vSemi latkami, jsou pfitomné témét vSude
a jejich stanoveni je zna¢né¢ obtizné. Malé radikaly dispo-
nuji poloasem zivota v fadech nanosekund az mikro-
sekund, pro stanoveni téchto radikall je nejvhodnéjsi ana-
lytickou metodou elektronova paramagnetickd rezonance
(EPR) a pro jejich zachyceni jsou nutné specidlni nitrono-
vé radikalové pasti. Jiné radikaly pfezivaji déle, existuji
dokonce i radikély plné stabilni a separovatelné. Pro jejich
stanoveni se daji vyuzit bézné laboratorni metody. Nejcas-
t&ji volenym postupem je eliminace radikalu pomoci radi-
kalového scavengeru (Ize pfelozit z anglictiny jako
,.mrchozrout®), to jsou molekuly schopné zbavit radikal
jeho typické radikalové struktury, a tedy i jeho typického
radikdlového chovani tim, Ze pfijmou neparovy elektron
do své struktury nebo radikalu pfedaji druhy elektron do

10

paru. Mezi radikdlové scavengery lze zafadit i fadu
v ptirod€ se vyskytujicich latek — redukovany glutathion,
askorbovou kyselinu (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E),
kumarinové derivaty, p-karoten aj.”.

Ve své praci se snazim nalézt vhodny radikalovy sca-
venger a vyvinout metodu, jez by umoziovala pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s UV-Vis spek-
trometrickym detektorem univerzalni kvantifikaci radikald
obsazenych ve farmaceutickych excipientech, coz by na-
pomohlo pouzivani chemicky ¢istSich excipientd pii vyro-
bé, a tim padem i prodlouzeni doby trvanlivosti 1&Civ.
S tim jde ruku v ruce sniZzeni mnozstvi farmaceuticky ak-
tivniho odpadu. V piipadé uspésného vyvoje metody bu-
dou provedeny kvantifikace radikalti v rznych farmaceu-
tickych excipientech a bude provedeno srovnani hodnot.
Prace rovnéz povede k lepsi charakterizaci reakci radiké-
lovych scavengerd s radikaly, pfevazné s radikalem
TEMPO, ktery je pouZzivan jako modelovy radikal.

Experimentalni ¢ast
Chromatograf

Pro separaci byl vyuzivan kapalinovy chromatograf
od spole¢nosti Agilent Technologies (USA) s pumpou
a kolonovym oddilem série 1260 Infinity. Detektorovy
oddil s diodovym polem a injektorovy oddil byly star§iho
typu 1200. Analyzy byly provadény na kolon¢ série Kine-
tex C;s (Phenomenex, USA) obsahujici ¢astice technologie
core-shell o velikosti 2,6 um s velikosti port 100 A. Délka
chromatografické kolony byla 100 mm s vnitfnim prameé-
rem 2,1 mm.

Pro experimenty s hmotnostni detekci byl za stejnych
chromatografickych podminek pouzit chromatograf
Vanquish s MS Orbitrap Exploris 120 od vyrobce Thermo
Fisher Scientific (USA).

Dalsi vybaveni

Analytické vahy Precisa 262 SMA-FR (Precisa,
Svycarsko); automatické pipety Socorex série Acura 825
(Socorex Isba, Svycarsko); systém ¢&isténi vody pro HPLC
Millipore Milli-Q (Merck Millipore, USA).

Chemikalie

Acetonitril HPLC kvality (VWR International, USA);
trifluoroctova kyselina p.a.; stabilni radikal TEMPO 99 %;
L-glutathion redukovany p.a.; L-glutathion oxidovany p.a.;
kumarin p.a. (vSe Sigma-Aldrich, Némecko); askorbova
kyselina p.a. (Lach-Ner, Ceska republika).
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Vysledky a diskuse

Pro vyvoj metody byl jako radikalovy standard zvolen
radikal TEMPO. Jedna se o Cervenou krystalickou latku
pln¢ stabilni v radikdlové formé, zarovei je to latka velmi
dobie dostupna.

Jako prvni testovany radikdlovy scavenger byl zvolen
redukovany L-glutathion (GSH). Jedna se o jeden z nejzna-
m¢éjsich bunéénych antioxidanti, ktery ptispiva k eliminaci
radikalti i na bunécné urovni jednoduchym mechanismem
predani vodiku za vzniku oxidované formy (GSSG). Otaz-
kou bylo, jakym zplsobem bude reakce probihat in vitro
bez piitomnosti pfislu§nych enzymi.

Nejprve bylo tfeba optimalizovat metodu separace
GSH a GSSG. Jedna se o vysoce polarni analyty, které
vykazuji nizkou afinitu k nepolarnim stacionarnim fazim.
Prvotni obtize se zadrzenim GSH a GSSG na RP-HPLC
vyresil pridavek iontové parového Cinidla, trifluoroctové
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kyseliny (TFA), do mobilni faze. Koncentrace TFA byla
zvolena jako 0,1 % (pH = 2), objemovy pomér tohoto roz-
toku a acetonitrilu byl 98:2. V takové smési jsou oba pepti-
dy kladné€ nabité a dochazi tak k vhodnému iontovému
parovéani s TFA. Detekce byla provadéna pfi 215 nm, kde
absorbuji peptidové vazby glutathionu.

Pii ptredpokladaném mechanismu reakce pienosem
vodiku by jedna molekula GSH byla schopna eliminovat
jednu molekulu radikalu TEMPO. Pii stejné molarni kon-
centraci by tedy po dosaZeni ustaleného stavu nemélo byt
GSH ani TEMPO detekovatelné. Jak se ukazalo, reakce
probiha takika okamzit€, radikdl TEMPO je pfi reakci
spotfebovéan a neni detekovatelny pfi 215 nm ani ve svém
absorpénim maximu 445 nm, nicméné k poklesu koncen-
trace GSH dochazi pfiblizné ze 75 % a narlst koncentrace
GSSG je miniméalni. K tomu je na spektru pfi 215 nm dete-
kovatelny treti pik n¢kterého z vedlejsich produktti objevu-
jiciho se pfi vy$sich koncentracich radikalu (obr. 1).
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Obr. 2. Vznikajici mnoZstvi produkti a zanikajici mnoZstvi GSH v zavislosti na koncentraci radikalu TEMPO
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Je tedy zfejmé, ze reakce neprobihd pouze mechanis-
mem prenosu vodiku, ale z vétsi ¢asti se uplatituje mecha-
nismus jiny. Druhou moZnosti je, Ze TEMPO reaguje
i s jinymi slozkami roztoku, nejenom s GSH (cit.?). Plochy
piki produktl reakce naméfené po tficeti minutach reakce
ImM GSH s postupné nartstajici koncentraci TEMPO
jsou znazornény na obr. 2. Je vidét, ze pii vyssich koncen-
tracich radikalu vznikd mensi mnozstvi GSSG a dochazi
k intenzivngj$imu narlstu tfetiho piku. S vzristajici kon-
centraci radikalu logicky klesa koncentrace vychoziho
GSH, s ni ale neroste koncentrace vzniklého GSSG tak rapid-
né, jak znazoriuje sloupcovy diagram pomeru zreagovaného
GSH a vzniklého GSSG (obr. 3).

Po logické ivaze nasledovala MS analyza produktd
reakce. Tteti pik pozorovany na HPLC-UV-Vis chromato-
gramu byl pravdépodobné fragment GSH vznikajici pfi
jednom z vedlejSich mechanismii reakce a doslo u ngj
k lepSimu zadrzeni z divodu pfitomnosti dvojné vazby
(142 m/z, viz cit.*). Z latek eluujicich v blizkosti ¢asu eluce
TEMPO lze pozorovat nartst intenzity pro 158 m/z — tedy
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pro nami ptredpokladany produkt pifenosu vodiku za
vzniku TEMPOH — a pro dal§i dva vyznamné piky
aduktd TEMPO s GSH u 479 m/z a 341 m/z. Dale pak lze
pozorovat celkovy narGst intenzity pro 142 m/z
(protonovany 2,2,6,6-tetramethylpiperidin), odhadované
struktury produktl jsou zobrazeny na obr. 4. Oxidace re-
dukované formy glutathionu je tedy dobrym indikatorem
pritomnosti radikall, nicméné lze ji pouzit pouze k fadové-
mu odhadu koncentrace. Pfesna kvantifikace radikald je
problematickd z divodu nelinearniho vzniku oxidované
formy a velkého mnozstvi moznych vedlejsich produkti
radikalové reakce s peptidem, proto bylo od jeho pouziti
ve vyvoji metody upusténo.

Dalsim testovanym radikalovym scavengerem byl ku-
marin, ktery nereagoval s radikalem viibec, jedna se pravde-
podobné pouze o scavenger hydroxylovych radikald.

V soucastnosti probiha testovani askorbové kyseliny
jako radikalového scavengeru. Jedna se o dalsi latku hojné
se vyskytujici na bunécné urovni, a to v relativné vyso-
kych koncentracich. Obtizi je zatim podobnost vychozi

0.05 0.1 0.2 04 0.6 0.8 1

¢, TEMPO [mmol-dm-3]

Obr. 3. Poméry zreagovaného GSH a vzniklého GSSG v zavislosti na koncentraci radikalu TEMPO
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Obr. 4. Pfedpokladané struktury produkti scavengerové reakce TEMPO a GSH
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latky a produktu — askorbové, resp. dehydroaskorbové
kyseliny. Ob¢ latky eluuji ve stejném Case zatim pii vSech
vyzkouSenych podminkéach, ¢ili cilem v blizké dobé je
jejich dostate¢nd chromatografickd separace a nésledné
vytvofeni kalibracni zavislosti odezvy vzniklého produktu
na koncentraci radikalu.

Zavér

Charakterizace reakci radikalovych scavengera s vol-
nymi radikaly je stdle zhavym tématem moderni doby.
Dalsi soucasti mé prace bude charakterizace reakce askor-
bové kyseliny s radikdlovym standardem, dale snaha poro-
zumét mechanismu a pokusit se charakterizovat produkty
reakce s takto vyznamnym biologickym antioxidantem.
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M. Skala and T. Kvizek (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
Prague, Czech Republic): Application of Liquid
Chromatography in the Study of Stability and
Degradation of Pharmaceutically Important Materials

Nowadays, the determination of free radicals has
become one of the main goals in chemical industry,
especially in pharmaceutics, because of the reactivity of
radicals and thus the formation of impurities and possibly
inactive or toxic products resulting from reactions with
active pharmaceutical ingredients. This work focuses on
the determination of radicals contained in pharmaceutical
excipients using high-performance liquid chromatography
on reverse phase (RP-HPLC). As a desired result, we are
looking for a radical scavenger that is able to undergo
a defined reaction with the radical and linearly produce
a quantifiable product. The stable radical molecule
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl (TEMPO)
is used as a standard of radical behavior. Firstly, the purity
of the radical was verified for possible impurities by MS
analysis, which showed a high purity of TEMPO.
Secondly, the efficiency of several well-known scavengers
was tested by reaction with TEMPO. While the reduced
glutathione showed a very fast reaction with the radical,
the predicted product (in this case oxidized glutathione)
did not form linearly, and the subsequently performed MS
analysis showed multiple reaction pathways, mostly
explained by breakage of the peptide chain. Coumarin was
used next in order, which showed no determinable reaction
with the radical at all, even after increasing the
temperature. At present, the main attention is focused on
ascorbic acid and its oxidation product dehydroascorbic
acid. We expect the scavenging mechanism to be very
similar to that of reduced glutathione, however, the
possibilities of side products are limited, the main issue at
this point being the RP-HPLC separation of ascorbic and
dehydroascorbic acid, respectively.

Keywords: HPLC, radical, radical scavenger, UV-Vis
detection, TEMPO, GSH, GSSG, ascorbic acid, coumarin
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Uvod

Vsadzkova injek¢éna analyza (z angl. batch injection
analysis, BIA) je elektroanalyticka technika, ktorej podsta-
tou je davkovanie malého objemu vzorky priamo k po-
vrchu detektoru. Odpoved” ma tvar piku s nasledujicim
rychlym poklesom signalu na zakladnua liniu. Medzi hlav-
né vyhody tejto techniky patri rychlost’ analyzy, nizka
spotreba vzorky a d’al§ich chemikalii, ekonomicka a pries-
torova nenarocnost’ a vd’aka vyuzitiu automatickej pipety
aj reprodukovatelnost’ vysledkov. BIA méze byt kombi-
novana s viacerymi druhmi detekcie s vyuzitim elektroche-
mickych ¢i optickych technik. V tejto praci bola vyuzita
ampérometricka detekcia, ktorej jednou z hlavnych vyhod
je, ze vzorku je mozné davkovat’ do detekcnej cely aj bez
pritomnosti zakladného elektrolytu. BIA v kombinacii
s elektrochemickou detekciou nachadza uplatnenie v envi-
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ronmentélnej analyze, potravindrskom a farmaceutickom
priemysle & v klinickej diagnostike'~.

S cielom miniaturizacie a automatizacie byvaju Coraz
CastejSie vyuzivané siet'otlacové elektrody (SPE), ktoré su
navrhnuté v trojelektrodovom systéme zlozenom z pracov-
nej, referencnej a pomocnej elektrody vytlacenych na do-
Sticke, spravidla z keramiky alebo plastu. Komer¢ne do-
stupné tlacené elektrody je mozné d’alej modifikovat’, a tak
st vyuzivané pre Siroké spektrum aplikacii’. Spojenie
BIA-SPE (obr. 1) prinasa vyhody v podobe jednoduchej
manipulacie, malej spotreby vzorky, nizkych nakladov,
rychlosti analyzy a robustnosti, a tak predstavuju vhodny
systém pre prenosné zariadenia®.

Warfarin (obr. 2), systematickym nézvom 4-hydroxy-
3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarin, je antikoagulacné liecivo
predpisované pacientom pri prevencii a liecbe Zilovej
trombozy a komplikaciach spojenych s fibrilaciou predsie-
ni a nahradou srdcovych chlopni. Ako lieCivo sa vyuziva
jeho sodna sol’, ktora je dobre rozpustna vo vode. Warfarin
ucinkuje prostrednictvom inhibicie regeneracie vitaminu
K. T4 je potrebnd k aktivacii koagulacnych faktorov
a antikoagulac¢nych proteinov, ¢im dochddza k naruSeniu
koagulagnej kaskady®. Metody jeho stanovenia maji
vzhl'adom k velmi tzkemu terapeutickému indexu
(2,0-5,0 pgml ") v praxi zasadny vyznam. Preto je potreb-
na presna, rychla a jednoducha metoéda, pomocou ktorej je
mozné efektivne ur€it’ hladinu koncentracie warfarinu pri
antikoagulacnej liecbe pacienta. Vyssia davka mdze mat’
fatalne nasledky, pretoZze sposobuje zvysené riziko krvaca-
nia a zavazné komplikacie’.

Cielom tejto prace bolo Stadium elektrochemického
chovania warfarinu sodného na siet'otlacovej uhlikovej
elektrode (SPCE). Hlavnym predmetom bolo najdenie

P

-

Obr. 1. (a) Schéma BIA-SPE systému; (b) elektrochemicka BIA-SPE cela (c); prenosny systém pozostavajuci z BIA-SPE cely, auto-
matickej mikropipety, prenosného potenciostatu a vyhodnocovacieho zariadenia. Prevzaté a upravené z cit.’
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Obr. 2. Struktirny vzorec warfarinu sodného

optimalnych podmienok pre stanovenie uvedenej latky
technikou vsadzkovej injek¢nej analyzy s ampérometric-
kou detekciou® (BIA-AD) so zdmerom vyvinat elektro-
analyticki metddu pre stanovenie obsahu lieCiva v tablete.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie a vzorky

Zasobny roztok warfarinu sodného (WAR, Sigma-
Aldrich, USA) o koncentrécii 1-10~mol 1" bol pripraveny
v etanole (98 %, Penta, Praha, CR). Roztoky WAR o niz-
Sej koncentracii boli pripravené presnym riedenim zasob-
ného roztoku WAR zakladnym elektrolytom. Zakladnym
elektrolytom bol Brittonov-Robinsonov (BR) pufer, pri-
praveny zmieSanim zasaditej zlozky (NaOH (p.a., Penta,
Praha, CR) o koncentracii 0,2 mol 1) a kyslej zlozky
(85% H;PO4, H;BO; (obidve p.a., Lach:Ner, Neratovice,
CR) a 99,8% CH;COOH (p.a., Penta, Praha, CR)
o koncentracii kyselin 0,04 mol I'"). Pre stanovenie obsahu
ucinnej latky v liekovej forme boli vyuzité tablety War-
farin Orion (Orion Corporation, Finsko) s obsahom u¢in-
nej latky v tablete 5 mg.
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Aparattira

Na meranie bola vyuzitd zostava BIASPEO02
(DropSens, Spanielsko) pozostavajiica z cely a programo-
vatel'nej pipety Gilson PIPETMAN M (20—200 pl). Pipeta
bola programovand pomocou softwaru Pipetting Mode
Builder (Gilson, USA). Pre zdznam merania bola vyuzita
zostava Eco-Tribo Polarograf so softwarom Polar Pro 5.1
(Polaro-Sensors, Praha, CR) riadend operaénym systémom
Windows XP (Microsoft Corporation, USA). VSetky me-
rania boli uskuto¢nené v trojelektrédovom zapojeni s vyu-
zitim komerc¢ne tlacenej uhlikovej elektrody (DRP-110,
DropSens, Spanielsko). Na meranie pH pri priprave BR
pufru bol pouzity pH-meter Jenway 3501 (Jenway, Velka
Britania). Spektrofotometrické merania boli vykonané na
pristroji Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) ovla-
danom programom UV-Visible ChemStation 9.01 v kre-
mennych kyvetach o hrubke 1,0 cm.

Vysledky a diskusia

Vplyv pH na elektrochemické chovanie WAR na
SPCE bol sledovany technikou BIA-AD v prostredi BR
pufru v rozmedzi pH 2,0-12,0. Detekény potencial
(+1,0 V) bol zvoleny na zéklade zaznamu DC voltampéro-
metrie tak, aby bol vicsi ako potencial oxida¢ného piku
pre vsetky hodnoty pH. Pre hodnoty pH 2,0—10,0 boli
ziskané dobre vyvinuté ampérometrické piky (data nie su
zobrazené) odpovedajuce ireverzibilnej oxidacii WAR. Pri
vyss$ich hodnotach pH dochadzalo k vyraznému néarastu
pozadia a piky nebolo mozné spolahlivo vyhodnotit’, preto
neboli d’alej uvazované. Na obr. 3a je zobrazena zavislost’
vysky ampérometrického piku (/,) WAR na pH. Na zikla-
de najvyssej prudovej odozvy a nizkej relativnej smerodaj-
nej odchylky opakovanych stanoveni (n = 5) bolo prostre-
die o pH 7,0 zvolené ako optimalne. Pre zvolené prostredie
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Obr. 3. (a) Zavislost’ vySky ampérometrického piku (1) WAR (c =11 0~* mol I'") na pH roztoku zaznamenana technikou BIA-AD
na SPCE v prostrediach BR pufru o pH 2,0—10,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 40 pl, rych-
lost’ davkovania 286,3 ul s™'. (b) Zavislost’ I, na poradovom C¢isle stanovenia (V) WAR (c = 1-10*mol 1"") zaznamenana technikou
BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 40 pl, rychlost’ davkovania 286,3 uls™'
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Obr. 4. (a) Zavislost’ vySky ampérometrického piku (1) WAR (c = 1-10~* mol I'") na davkovanom objeme roztoku (V) zaznamena-
na technikou BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, rychlost’ dav-
kovania 286,3 ul s™'. (b) Zavislost’ I, WAR (c = 1-10“mol 1™") na rychlosti davkovania roztoku (v) zaznamenani technikou
BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 60 pl

bolo meranie zopakované 20krat po sebe (obr. 3b) na sta-
novenie opakovatelnosti merania pri koncentracii WAR
1:10* mol 1! a bola dosiahnuta uspokojivé relativna sme-
rodajné odchylka 4,8 % (n = 20).

V prostredi BR pufru o pH 7,0 bola sledovana zavis-
lost’ signalu analytu na detekénom potenciali v rozsahu
+0,7 az +1,3 V (data nie su zobrazené). Najvyssia prudova
odozva bola dosiahnuta pri potenciali +1,0 V, preto bola
zvolena ako optimdlna pre d’al§ie merania. Pri vyS$Sich
hodnotach dochadzalo k postupnému narastu pridu poza-
dia.

Dalsie parametre ovplyviiujice signal analytu savisia
s nastavenim pipety. Obr. 4a znazoruje vplyv davkované-
ho objemu (20—100 pl) a obr. 4b vplyv rychlosti davkova-
nia. Ako optimalny bol zvoleny objem 60 pl, pri ktorom je
dosiahnuté vyssia pradova odozva a zaroven umoznuje tri
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stanovenia v jednom merani (maximalny objem S$picky
pipety je 200 pl). Na automatickej pipete je mozné nasta-
vit' Sest moédov odpovedajicich rychlostiam davkovania
7,5-286,3 ul s, Pri najvyssej rychlosti boli dosiahnuté
dobre vyvinuté piky s najvyssou priadovou odozvou, preto
bola zvolena pre d’alsie merania rychlost 286,3 pls ™.

Koncentracna zavislost WAR v prostredi BR pufru
o pH 7,0 bola merana v rozsahu koncentracii 1-10° — 1:10°
mol I'". Ampérogramy pre linearnu oblast koncentracii
(1-107° — 8:10* mol I'") st uvedené na obr. 5a. Na obr. 5b
je zobrazena odpovedajuca koncentra¢na zavislost’ s rovni-
cou regresie [, [nA] = 35,1¢ [umol 177+ 350; 7 = 0,9989.
Bola stanovena medza detekcie (LOD; 30/k) 7,5-107 mol 1™
a medza stanovitelnosti (LOQ; 1007k) 2,5-10 mol 17",

Za optimalnych podmienok bolo stanovené mnozstvo
WAR v tabletach Warfarin Orion 5 mg metédou pridavku
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Obr. 5. (a) Ampérogramy zaznamenané technikou BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0 pre rozsah koncentracii roz-
toku WAR 1-107° — 8:10™* mol I'"; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 60 pl, rychlost’ davkovania 286,3 ul s™'. (b) Koncen-
tracna zavislost’ vySky ampérometrického piku (Z;) na koncentricii WAR; chybové tiseky pro n = 5; rovnica regresie pre linedrnu
oblast’ koncentracii (1:107° — 8-10™ mol 1" ): I, [nA] = 35,1¢ [umol 1] + 350; /* = 0,9989
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Standardu. Zasobny roztok tablety bol pripraveny z navaz-
ky 0,1057 g homogenizovanej tablety doplnenej do 100 ml
etanolom. Pre meranie boli pripravené 10ml roztoky BR
pufru o pH 7,0 s obsahom 200 pl zasobného roztoku lieciva
bez pridavku a s pridavkom 25 pl zdsobného roztoku Standar-
du (¢c=1-10" mol I'"), ktorého objem sa v meranych rozto-
koch zvySoval vzdy o 25 pl. Stanovenie prebichalo v rozsahu
teoretickych koncentracii 1:10° —1-10* mol I'". Bola ziskana
rovnica koncentracnej zavislosti pridavku Standardu v tvare
I, [nA] =79,9¢ [umol I™'] + 1865; 7* = 0,9986.

Ako referencnd metdda k ampérometrickému stano-
veniu WAR v liekovej forme bola vyuzitda UV-VIS ab-
sorpéna spektrofotometria. Stanovenie bolo vykonané
metddou pridavku Standardu v rozsahu teoretickych kon-
centracii 110~ — 1-10™* mol I"". Koncentratna zavislost
bola zostrojend z hodndt absorbancii v maxime
(Anax =308 nm). Bola ziskana rovnica koncentracnej za-
vislosti pridavku Standardu v tvare Asps [AU] = 0,0153¢
[umol I"'] + 0,431; #* = 0,9990.

Z parametrov koncentracnych zavislosti bola vypoci-
tana hmotnost’ u¢innej latky v jednej tablete a vztiahnuta
voci hodnote deklarovanej vyrobcom, teda 5 mg. Pre ampéro-
metrické stanovenie technikou BIA bola stanovena vyt'aznost’
103,8 %, pre spektrofotometrické stanovenie 99,6 %. Vytaz-
nost’ vyvinutej ampérometrickej metddy voci analytickej
referencnej metdde bola urcend na 104,2 %.

Zaver

V tejto praci boli hladané optimalne podmienky pre
stanovenie warfarinu sodného (WAR) technikou vsadzko-
vej injekénej analyzy s ampérometrickou detekciou
(BIA-AD) na sietotlacovej uhlikovej elektrode (SPCE)
s cielom vyuzit metodu pre stanovenie obsahu Ucinnej
latky v liekovej forme. Optimalizacia experimentalnych
podmienok  prebichala v  prostredi  Brittonovho-
Robinsonovho (BR) pufru o pH 7,0. Boli najdené optimalne
parametre stanovenia: detekény potencial +1,0 V, davkovany
objem 60 pl, rychlost’ davkovania 286,3 pl s™'. Linearna ob-
last koncentracnej zavislosti bola wuréend v rozsahu
1,0:10°= 8,010 * mol I a bola dosiahnutd medza detekcie
LOD=17,510" mol I'"! a odpovedajuca medza stanovitel'nos-
ti LOQ=2,5-10"° mol I"". Vyvinuta metéda bola vyuZita pre
stanovenie obsahu uc¢innej latky v tabletich Warfarin Orion
5 mg a bola porovnavana s UV-VIS absorpénou spektrofoto-
metriou. Vytaznost’ vyvinutej ampérometrickej metédy voci
analytickej referencnej metode bola uréend na 104,2 %.

BIA-AD v spojeni s SPCE sa v tejto praci preukazala
ako rychla, efektivna, jednoduchd a cenovo nenaro¢na
metoda na stanovenie latok vo farmaceutickych vzorkach.

Cena Karla Stulika 2025
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V. Zuzitova and V. Vyskotil (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague, Czech Republic): Application of Batch Injection
Analysis in the Electrochemical Determination of Warfarin

In this work, the optimum conditions for the determi-
nation of warfarin sodium (WAR) by the technique of
batch injection analysis with amperometric detection
(BIA-AD) on a screen-printed carbon electrode (SPCE)
were sought in order to use the method for the determina-
tion of the content of the active substance in the dosage
form. Optimization of the experimental conditions was
carried out in a Britton-Robinson (BR) buffer medium at
pH 7.0. The optimum determination parameters were
found: a detection potential of +1.0 V, a dosing volume of
60 pL, and a dosing rate of 286.3 pL s '. The linear region
of concentration dependence was determined in the range
of 1.0x107° — 8.0x10™* mol L ™!, and the limit of detection
LOD = 7.5x1077 mol L™" and the corresponding limit of
quantification LOQ = 2.5x10°° mol L' were achieved.
The developed method was applied for the determination
of the active substance content in Warfarin Orion 5 mg
tablets and was compared with UV-VIS absorption spec-
trophotometry. The recovery of the developed amperomet-
ric method against the analytical reference method was
determined to be 104.2%. The BIA-AD in conjunction
with the SPCE was demonstrated in this work to be a rapid,
efficient, simple, and inexpensive method for the determi-
nation of substances in pharmaceutical samples.

Keywords: warfarin, batch injection analysis, ampero-
metry, screen-printed carbon electrode, drug analysis
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