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Vazeni ctenari,

Jjiz nékolik let, vzdy na pocatku unora, mam tu Cest
sedét v hodnotici komisi soutéze o nejlepsi studentskou
védeckou praci v oboru analyticka chemie. S velkym zd-
Jmem sleduji a uzivam si, jak narista pocet i kvalita soute-
Zicich a jejich prispévikii. Je to soutéz , putovni* a jiz témér
20 let putuje po cCeskych vysokych skolach a k radosti nas
starsich, co se nam obcas zasteskne po slovenstiné, se z ni
posledni roky diky naristajicimu poctu slovenskych ucast-
nikii stava mezindrodni akce.

Organizace letosniho, jiz 19. rocniku soutéze se
ujalo Ustecké materidlové centrum a katedra fyziky Priro-
dovédecké fakulty Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad La-
bem ve spolupraci s Odbornou skupinou analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické. Akce probéhla na piidé UJEP
ve dnech 3. a 4. unora 2016 a zastitu nad ni prevzal doc.
RNDr. Jaroslav Paviik, CSc., dékan PiF UJEP. Soutéz
nesla do roku 2014 nazev ,,O cenu firmy MERCK", ktera
dlouha léta tuto akci sponzorovala, nyni se kona za podpo-
ry mnoha partneri, jejichz loga jsou soucasti uvodni stran-
ky tohoto Sborniku. Od roku 2015 je pordaddna pod novym
ndzvem ,,CENA KARLA STULIKA®, protoze prof. Ing.
Karel Stulik, DrSc. byl dlouholetym predsedou Odborné
skupiny analytické chemie, mezinarodné uznavanym od-
bornikem v analytické chemii, ale predevsim vynikajicim
Clovekem, ktery mél rad analytickou chemii, a ktery mel
vzacné lidsky vztah ik studentim. Predevsim vsak diky
nadseni a obéetavosti ¢lenii vyboru Odborné skupiny analy-
tické chemie Ceské spolecnosti chemické, zejména prof.
RNDr. Jifiho Barka, CSc., a spolupraci riznych kateder
Ceskych a slovenskych vysokych skol, se soutéz kond jiz
témer 20 let.

Letosni rocnik se uskutecnil v novych prostorach Mul-
tifunkéniho centra Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad
Labem, v Zelené aule v kampusu UJEP, a do soutézZe se
prihlasilo 25 ucastnikii ze sedmi Ceskych a jedné slovenské
vysoké Skoly. Neékteré ze Skol mély zastoupeni i nékolika
fakult. Na pribéh soutéze a vybér nejlepsich dohlizela
hodnotici komise skladajici se z profesorii, docentit a od-
bornikii ceskych a slovenskych vysokych skol reprezentuji-

ci prakticky vSechna zucastnéna pracoviste, ve slozeni doc.
Ing. Martin Adam, Ph.D., prof. RNDr. Jiri Barek, CSc.,
doc. Ing. Zderika Kolska, Ph.D., doc. RNDr. Premysl Lu-
bal, Ph.D., Ing. David Milde, PhD., doc. Ing. Zuzana Na-
vratilova, CSc., Ing. Radmila Rapkova, doc. Ing. Lubomir
Svore, PhD., prof. Ing. Viclav Svorcik, DrSc. a doc. Ing.
Kamil Zaruba, CSc., kterd méla pretézky ukol vybrat vitéze
mezi tak kvalitnimi soutézicimi.

A jako kazdy rok jsem si po celé 2 soutézni dny rikala,
ze chemie, ani nadSeni mladych pro chemii, snad nemd
pred sebou zZadnou cernou budoucnost, ktera je ji obcas
predpovidana, Ze zdjem o tento uzasny védni obor mozna
malinko klesa, ale na druhé strané jsou na nasich Skolach
preci jen nadejni, nadSeni studenti, kteri méli to stésti, ze
nékde na jejich cesté po zakladnich, stFednich, ¢i vysokych
Skoldach padli do rukou nékterému z uzasnych kantorii,
kteri je privedli prave k chemii, ¢i dokonce analytické che-
mii. Velmi si vazim(e) vSech odvaznych studentii, kteri se
kazdy rok do soutéze prihlasi. Je uzasné pozorovat, Ze
i vdnesni hektické dobé, protkané spoustou moznosti, jak
travit cas, jim nevadi obétovat dlouhé mésice kazdodenni
piplavé prace v laboratorich, psani clankii, kresleni grafil,
priprave prezentaci a dokonce je to i bavi. Velmi dékuji
(eme) vSem ucitelum a Skolitelum, kteri se témto mladym
venuji, nadchnou je pro sviij obor, vedou je v jejich praci.
A to ve nad ramec pouhych povinnosti, které musi jak
Skolitel, tak student plnit. Je to (snad) znamka toho, Ze
chemie je preci jen v ocich, i mnoha mladych, stdle jesté
atraktivni obor. Pocet prihlasek kazdy rok stoupad a kvalita
nejlepsi.

Velmi také dékujeme viem partneriim, kteri tuto akci
pro mladé financné letos podporili, firmam, fakultam
a vysokym Skolam za jejich financni, materidlni i mordlni
podporu, a jejichz vycet a loga jsou uvedeny na jiném mis-
té sborniku.

At se analytické chemii, ale radeji celée CHEMII, takto
dari i naddle.

Zdernka Kolska



Dne 13.2.2016 by se dozil 75 let prof. Ing. Karel
Stulik, DrSc., vyznamny piedstavitel &eské analytické che-
mie a dlouholety pfredseda odborné skupiny analytické
chemie Ceské spolenosti chemické. Jisté diistojnym ucté-
nim pamatky tohoto vynikajiciho védce, pedagoga i Clove-
ka byl zdarny prib&h soutéZe o nejlepsi studentskou vé-
deckou praci v oboru analytické chemie, kterd nese od
loiského roku jeho jméno. Jméno, které je, alesponi
v mych oc¢ich, synonymem ptikladného, lidského, pratel-
ského a pfitom odborné narocného vztahu ke studentiim.
Letos tato soutdz o Cenu Karla Stulika prob&hla diky nad-
Seni a obétavosti nasich usteckych kolegli z Usteckého
materialového centra a katedry fyziky v modernim a pfi-
jemném prosttedi Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad La-
bem. Zastitu nad akci ptevzal dékan Prirodovédecké fakul-
ty UJEP doc. RNDr. Jaroslav Pavlik, CSc. Zucastnilo se ji
25 Gcastnikd z jedné slovenské a sedmi Ceskych vysokych
Skol, jejichz seznam lze nalézt na webovskych strankach
této soutéze (http://umc.ujep.cz/stulik-2016.html). Zcela
bezchybné se své role zhostil organizacni vybor ve slozeni
doc. Ing. Zdenka Kolska, PhD., Mgr. Jana Maredova, Ly-
die Kovacova, Mgr. Monika Benkocka, Bc. Simona Lupin-
kova, Bc. Klara Jirounkova, Zdenka Kolskd ml. a Martina
Kolska, ktery zvladl vSechny tkoly s takovym piehledem,
eleganci a taktem, Ze si rozhodné zaslouzi mé nejvielejsi
podékovani.

SloZeni organiza¢niho vyboru do jisté miry odrazelo
i slozeni soutézicich, v némz také dominovaly predstavitel-
ky né€zného pohlavi. Bez ohledu na kone¢né umistnéni je
nutné vyzdvihnout vynikajici vykony a odvedenou praci
vSech soutézicich. Jejich vystoupeni byla vice nez duistoj-
nou reprezentaci jejich matefskych pracovist a snesla
1 naro¢né mezindrodni meéftitko.

Porota dospéla k nasledujicimu vyroku:

1. misto ziskal Be. Filip Smrdka, Ustav chemie,
PiF, Masarykova univerzita v Brné a Stfedoevropsky tech-
nologicky institut (CEITEC), za praci Dudlni senzor na
bazi Eu(Ill) komplexu.

2. misto ziskala Petra Komenska, Regiondlni cen-
trum pokroc€ilych technologii a materiald, Katedra analy-
tické chemie, PiF, Univerzita Palackého v Olomouci, za
praci Priprava a testovani tiienzymového biosenzoru pro
stanoveni laktozy.

3. misto ziskal Be. et Be. Jifi Trousil, Ustav analy-
tické chemie, FCHI, VSCHT Praha, UMCH AV CR Pra-
ha a Ustav bun&ené biologie a patologie, 1. Lékarska fa-
kulta UK Praha, za praci Nanocdstice rifampicinu pro
lécbu tuberkulozy: priprava a fyzikdlne-chemicka charak-
terizace.

Vzhledem k mimoradné kvalité pfednesenych praci se
porota rozhodla udélit tfi zvlastni ceny poroty nasledujicim
soutézicim: Bec. Simoné Lupinkové, Katedra fyziky
a Ustecké materialové centrum, PFF UJEP v Usti nad
Labem, za praci Analyza chemicky modifikovanych poly-
mernich povrchii; Be. Hané Mackové, Ustav analytickej
chemie, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie,
Slovenska technicka univerzita Bratislava, za praci DNA
biosenzory s ochrannymi membranami na detekciu inter-
akcii DNA v zloZitych biologickych matriciach; Kristiné
Matéjkové, Ustav analytické chemie, FCHI, VSCHT Pra-
ha, za praci Stanoveni stopovych prvkii ve vzorcich Ceské-
ho medu.

Vsem ocenénym patii nase srdecné blahoptani a vSem
soutézicim nas velky dik za odvedenou praci, hluboky
zdjem o analytickou chemii a dokonalé prezentace. Pod¢-
kovani patii téz vsem skolitelim, ktefi se témto nadSenym
studentim vénuji a dokazi v nich vzbudit zajem tak, ze
svym pracim vénuji mnohem vice ¢asu, nez si zada pouze
strohé plnéni jejich studijnich povinnosti. Rad bych zde
podékoval i Ing. Radmile Rapkové, vykonné redaktorce
Casopisu Chemické listy, a doc. RNDr. Vlastimilu Vysko-
¢ilovi, PhD. za peclivou pfipravu zvlastniho elektronické-
ho ¢isla casopisu Czech Chemical Society Symposium
Series (http://www.ccsss.cz/) vénovaného této soutézi.

Zavérem bych chtél podékovat vS§em sponzorim této
soutéze, jmenovité firmam Carbon Instruments spol. s r.0.
Praha, Maneko, spol. s r.0., Praha, Merck Ceské republika
spol. s r.0., Praha, Metrohm, Ceska Republika spol. s r.0.,
Praha, Nicolet CZ spol. s r.0., Spectro CS, spol s r.0. Os-
trava-Zabieh, Waters Gessellschaft m.b.H., bez jejichz
pomoci by se tato akce nemohla uskutecnit. A muj velky
dik patii i dékantim a vedeni nasledujicich fakult a univer-
zit za jejich materidlni i moralni podporu: Ostravska uni-
verzita v Ostravé, Pfirodovédecka fakulta; Univerzita Jana
Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem, Pfirodovédeckd
fakulta; Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-
technologické; Univerzita Karlova v Praze, Fakulta ptiro-
dovédecka a Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové; Ma-
sarykova Univerzita v Brné, Pfirodovédecka fakulta; Uni-
verzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta;
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta
chemické technologie a Fakulta chemicko-inzenyrska;
a Mendelova univerzita v Brné. Je dobre, Ze si tyto reno-
mované vysoké Skoly uvédomuji vyznam podobnych akci
pro pfipravu novych odbornikl v tak dulezité oblasti, ja-
kou je analytick4 chemie.

Jiri Barek,
predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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VOLTAMETRICKE STANOVENIE KLINICKYCH,MARKEROV KYSELINY
VANILMANDLEOVEJ A HOMOVANILOVEJ NA BOROM DOPOVANEJ

DIAMANTOVEJ ELEKTRODE

SIMONA BALUCHOVA
a KAROLINA SCHWARZOVA-PECKOVA

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, 128 43 Praha 2
simona.baluchova@natur.cuni.cz

KTlucové slova: bérom dopovana diamantova elektroda,
homovanilova kyselina, vanilmandl'ova kyselina, volta-
metria

Uvod

Kyselina vanilmandlova (VMA) a kyselina homova-
nilova (HVA), Strukturne vel'mi blizke latky (obr. 1), su
hlavné koneéné produkty metabolizmu katecholaminov'.
Najdodlezitejsie endogénne katecholaminy su epinefrin
a norepinefrin, ktoré sa prevazne metabolizujii na vanil-
mandl'ovu kyselinu, a dopamin, ktorého majoritny metabo-
lit je kyselina homovanilova. Kvantifikacia katecholami-
nov a ich metabolitov vo fyziologickych tekutinach je
dolezitd predovsetkym v klinickej chémii, kedZze tieto
zltceniny sluzia ako diagnostické markery pre réznorodé
metabolické® a neurologické poruchy3, vratane nadorov
drene nadobligiek, neuroblastomy® a feochromocytomy’.
Casto je ako diagnosticky marker jednotlivych ochoreni
vyuzivany i pomer koncentracii VMA:HVA®.

VMA a HVA su elektroaktivne latky odvodené od
fenolu, a preto pouzitie elektroanalytickych metod sa javi
ako vel'mi vhodné pre ich detekciu a kvantifikaciu. Pre
stanovenie VMA a HVA sa vyuzivaju elektrody na baze
uhlika, & uz pyrolyticky grafit’, skleny uhlik’ alebo kom-
pozitné grafitové elektrody®, velmi &asta je aj modifikacia
elektrodového povrchu depoziciou vhodného kovového
filmu’ alebo organickymi latkami pomocou ich
elektropolymerizacie'™'' &i adsorpcie'?, & moéze viest
k zvySeniu selektivity a citlivosti metddy. Taktiez boli
pripravené voltametrické senzory zaloZené na elektrode zo
skleného uhliku pokryté vrstvou molekularne vtlaéeného
polyméru pre vysoko selektivne stanovenie VMA'"
aHVA'.

Této praca sa zaoberd moznostami vyuzitia anodicky
oxidovanej borom dopovanej diamantovej (BDD)
elektrody'* pre elektrochemicku oxidaciu VMA a HVA za
ucelom ich stanovenia pomocou modernych voltametric-
kych technik.

Experimentalna cast’

Vsetky chemikalie boli kvality p.a. a boli pouzité bez
akéhokol'vek d’alSieho Cistenia: kyselina vanilmandlova
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), kyselina homovanilova
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), chlorid draselny
(Lachema, Brno, CR), trihydrat hexakyanoZeleznatanu
draselného (Lachema, Brno, CR), hydroxid sodny (Penta,
Chrudim, CR), kyselina borita (Lach-Ner, Neratovice,
CR), kyselina trihydrogénfosfore¢na (85%, Penta, Chru-
dim, CR), kyselina octova (99%, Lachema, Brno, CR),
oxid hlinity (velkost’ ¢astic 0,3 um, Elektrochemické de-
tektory, Turnov, CR).

Vsetky vodné roztoky boli pripravené za pouZitia
deionizovanej vody (Millipore Mili plus Q systém, Billeri-
ca, USA), ktorej odpor nebol mensi nez 18,2 MQ.

Pre voltametrické merania boli pouzité pristroje Eco-
Tribo Polarograf ovladany programom PolarPro 5.1 (obe
Eco-Trend Plus, Praha, CR) a PalmSens riadeny progra-
mom PSTrace 4.5 (obe Palm Instruments, Houten, Ho-

landsko).
Bolo vyuzivané konvenéné trojelektrodové usporiada-
nie s referencnou  argentchloridovou elektrédou

(Ag | AgCl | 3 mol I"' KCI), pomocnou platinovou elektro-
dou (obe Elektrochemické detektory, Turnov, CR), a ako
pracovna elektréda bola pouzita borom dopovana diaman-
tova elektroda o priemere 3 mm aploche 7,1 mm?
(Windsor Scientific, Slough Berkshire, UK). Jej elektro-
chemick4 aktivita bola testovand pomocou redoxného sys-
tému 1 mmol 1" [Fe(CN)¢]* ™ v 1 mol I"' KClI, kedy roz-
diel potencidlov anodického a katodického piku pri cyklic-
kej voltametrii (v = 100 mV s ') dosahoval po mechanic-
kej aktivacii v podobe leStenia na alumine maximalnu
hodnotu 180 mV.

Merania pH hodndt boli prevadzané na digitdlnom
pH-metri s kombinovanou sklenenou elektrodou (Jenway,
Essen, UK).

Vysledky a diskusia

Merania boli prevedené na komeréne dostupnej dis-
kovej BDD elektrode, ktord umoziiuje, v pripade jej pasi-
vacie, jednoduché lestenie elektrodového povrchu pomo-
cou aluminy. Okrem tohto postupu bola testovana aj moz-
nost’ katodickej aanodickej elektrochemickej aktivacie
in-situ, ked'ze elektrooxidacia oboch Studovanych latok
sposobuje pasivaciu elektrodového povrchu. Jej pric¢inou je
adsorpcia pri oxidacii vzniknutych medziproduktov, dimé-
rov ¢i polymérov, na povrch elektrody. Tieto medzipro-
dukty wvznikaji naslednymi reakciami fenoxyradikalu,
prvého medziproduktu oxidacie HVA a VMA. Optimaliza-
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Obr. 1. DC voltamogramy (A) HVA a (B) VMA (obe o ¢ = 0,1 mmol 1"") v BR pufri, jednotlivé krivky ozna¢ené podla pH zakladného
elektrolytu, v ktorom boli zmerané. Na vlozenych obrazkoch s znazornené chemické struktury studovanych biomarkerov

cia aktivacie medzi jednotlivymi scanmi dokézala, ze rep-
rodukovatelné vysky signalov pre metddy ,.direct-
current” (DC) a diferen¢nej pulznej (DP) voltametrie je
mozné dosiahnut’ pri pouziti elektrochemickej anodicke;j
aktivacie, ktord spocivala vo vloZeni vysokého kladného
potencidlu o hodnote +2400 mV (t.j. v oblasti anodického
rozkladu vody) na elektrédu po dobu 30 sekiind za sucas-
ného mieSania roztoku.

Elektrochemické spravanie oboch latok vyrazne zéavisi
na pH hodnotéach zakladného elektrolytu, ¢o pravdepodob-
ne suvisi s odliSnym mechanizmom oxidacie v zavislosti
na pK, hodnotach" disociacie karboxylovej skupiny (4,35
pre HVA a 3,44 pre VMA) a hydroxylovej skupiny na
aromatickom skelete (10,34 v pripade HVA a 9,93 pre
VMA). DC voltamogramy v rozmedzi pH 2,0-12,0 st
zaznamenané na obr. 1. Anodicky pik sa v pripade HVA
vyskytuje v oblasti relativne vysokych potencialov +800 az
+1100 mV, u VMA v rozsahu potencialov +870 az +1300
mV. Kyslé prostredie o pH 2,0 a 3,0, kedy je potlacena
disociacia oboch kyslych funkénych skupin, je pre ich
stanovenie najvhodnejsie, pretoze poskytuju jediny vyraz-
ny a dobre spracovatelny analyticky signal. S rastiicou
hodnotou pH sa charakter nameranych voltametrickych
kriviek zhorSuje. Ako zakladny elektrolyt pre ich analyzu
bol preto zvoleny 0,1 mol 1" fosfatovy pufor o pH 3,0
a boli optimalizované podmienky ich stanovenia.

Kalibra¢né zavislosti oboch skumanych latok su linear-
ne v rozsahu koncentracii 4 az 100 umol I"'. Metédou DCV
boli zistené hodnoty medzi detekcie pre HVA 0,99 pmol 17,
a pre VMA 0,67 pmol 1", technikou DPV sa podarilo
namerat’ niz§ie hodnoty prislusnych limitov pre HVA
0,57 umol I"", a pre VMA 0,41 pmol 1”'. Zistené hodnoty
limitov detekcie i kvantifikacie st postacujice pre odhale-
nie a stanovenie oboch markerov v moci, kde sa ich kon-

centracia spravidla pohybuje v rozmedzi 8,2-41,0 umol 1™
v pripade HVA a 11,6-28,7 umol 1" u VMA'®.

Mechanizmus oxidacii VMA a HVA na BDD elektro-
de bol studovany pouzitim techniky cyklickej voltametrie,
po premerani ich roztokov pri rdznej rychlosti polarizcie
povrchu elektrody a spracovani prislusnych zavislosti bolo
zistené, Ze v pripade oboch latok, je ich anodické oxidacia
na povrchu BDD elektrody difuziou riadeny dej.

TaktieZ bola overena moZnost’ suc¢asnej detekcie HVA
a VMA v zmesi, kedy pri rozdiele potencialov o hodnote
priblizne 220 mV, ktory je dosahovany v prostredi o pH
3,0, je BDD elektroda schopna pouzitim DCV i DPV me-
tody odlisit’ odozvy jednotlivych kyselin, av§ak dochadza
k Ciastonému prekrytiu ich signalov. Toto prekrytie je
zjavné 1 pri pouziti ,,square-wave* (SW) voltametrie, ktora
bola taktiez optimalizovana pre stanovenie oboch analytov.

Metdda DPV bola priamo aplikovana na realnu vzor-
ku moéu, patkrat zriedenu 0,1 mol I fosfatovym pufrom
opH 3,0, ale nepodarilo sa odliSit’ signaly jednotlivych
kyselin v tejto komplexnejsej matrici.

Zaver

Boérom dopovany diamant sa javi ako vhodny elektro-
dovy materidl pre vyvoj senzora, ktory by bol za optimali-
zovanych podmienok schopny stanovit VMA a HVA v
redlnych biologickych matriciach, ato predovSetkym
v moc¢i. Bolo vsak zistené, Zze BDD elektroda neumoziuje
sucasné priame stanovenie tychto dvoch vyznamnych dia-
gnostickych markerov. Preto je nutné d’al$i vyskum zame-
rat’ na moznost' vyuZzitia predbeznej separacie a zvysSenie
selektivity senzora na baze BDD.
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S. Baluchova and K. Schwarzova-Peckova (Charles
University in Prague, Faculty of Science, Department of
Analytical Chemistry, UNESCO Laboratory of Environ-
mental Electrochemistry): Voltammetric Determination
of Vanillylmandelic and Homovanillic Acid at Boron
Doped Diamond Electrode

The electrochemical oxidation of two main catechola-
mine metabolites vanillylmandelic and homovanillic acid
at anodically oxidized boron-doped diamond electrode
using voltammetric techniques was investigated. Their
behavior in aqueous media depends significantly on pH;
the highest and best developed voltammetric signals were
obtained in an acidic medium when both organic com-
pounds occur in their non-ionized form. Calibration de-
pendences are linear for both studied compounds in phos-
phate buffer pH 3.0 in the concentration range from 4 to
100 umol I"". Using differential pulse voltammetry limits
of detection for homovanillic acid (LOD = 0.57 umol ")
and for vanillylmandelic acid (LOD = 0.41 pmol 1I'") were
achieved. The possibility of their simultaneous determina-
tion at boron-doped diamond was also verified.

Keywords: boron-doped diamond electrode, homovanillic
acid, vanillylmandelic acid, voltammetry
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APLIKACE POVRCHEM ZESILENE RAMANOVY SPEKTROSKOPIE PRO DETEKCI
A IDENTIFIKACI KYSELINY GALLOVE

SARKA HAVLOVA a VADYM PROKOPEC

Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inzenyrskd,
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka
5, 166 28 Praha 6

sarka.havliova@yvscht.cz

Klicova slova: povrchem zesilena Ramanova spektrosko-
pie, kyselina gallova, zlato, stfibro, substrat

Uvod

Kyselina gallova (GA) je pfirozené se vyskytujici
fenolova kyselina, kterd je zastoupena v mnoha rostlinach
— napf. v rostlinich rodu Skumpa (Rhus), Vilin
(Hamamelis) nebo Rosnatka (Drosera), nalezneme ji také
v Hiebickovci kotennym (Syzygium aromaticum), v dubo-
vé ke, dubénkach nebo v ¢ajovych listech. Je obsazena
v ovoci (napf. v ostruzinach, indickém angrestu, hrozno-
vém vinu, vla§ském ofechu) a zelening, v cokoladg, zele-
ném & bilém &aji nebo také v Eerveném ving'.

Kyselina gallova se v rostlinnych tkénich nejcastéji
vyskytuje ve formé alkyl esterli (tzv. gallaty) anebo se
vaze pomoci esterové vazby na sacharid (predevsim gluko-
zu), &imz vytvaii hydrolyzované taniny”. Takové gallotani-
ny se kyselou nebo bazickou hydrolyzou opétovné §tépi za
vzniku kyseliny gallové a glukézy. Kyselina gallové také
vznikd katalytickym ptsobenim mikrobidlniho enzymu
tanasyl’3.

Kyselina gallova je spojena s mnoha biologickymi
vlastnostmi, diky kterym je velmi prospé$nd pro lidské
zdravi. Vyznacuje se antioxidacnim, protirakovinnym,
protivirovymi a protialergennimi Gc¢inky, ptsobi také jako
antimalarikum a chelataéni ¢inidlo'**”’. Chrani pred neu-
rodegenetivnimi® a kardiovaskularnimi’® onemocnénimi,
atherosklerosou'’ &i pied riiznymi typy rakoviny'' ™.

HO OH

OH

Obr. 1. Kyselina gallova

V této praci byly pro zesileni signalu vyuzity zlaté
a stiibrné velkoplosné SERS-aktivni substraty, které byly
pfipraveny dvéma odliSnymi experimentdlnimi postupy.
Kyselina gallova byla sorbovana na jejich povrch
z roztokti o riznych koncentracich a na zédkladé porovnani
povrchem zesilenych spekter a nezesilenych spekter Cisté
latky bylo studovano adsorpéni chovani véetné prostorové
orientace molekuly vici povrchu substratu. Jeji strukturni
vzorec je uveden na obr. 1.

Experimentalni ¢ast

Zlaté a stfibrné substraty byly pfipravovany katodic-
kou redukci na platinovych ter€icich. Zdrojem stejnosmér-
ného elektrického proudu byl BS 525 (Tesla, CSR). Obvo-
dem prochazejici proud byl méfen digitalnim multimetrem
Davo 2. Zlaty drat nebo stiibrny plech byly pfipojeny ke
kladnému poélu zdroje, platinovy terc¢ik k zapornému polu.
Elektrochemicka lazen pro pfipravu zlatych substrati byla
v laboratofi k dispozici (K[Au(CN),]). Stiibrici lazeni byla
pred kazdym pokovovanim z divodu jeji nestability pfi-
pravovana nova.

Pti pfipravé zlatych a stfibrnych substrati byly apli-
kovany proudové sekvence uvedené v tab. I a II. Zlaty
substrat musel byt jesté po skoneni pokovovani na 4 h
umistén do vrouciho roztoku peroxodisiranu amonného
v redestilované vod¢, aby se odstranily kyanidové ionty,
které se adsorbovaly na zlaty povrch béhem pokovovani.

Tabulka I
Proudové sekvence pouzité pii priprave zlatych substratd

Postup 1 Postup 2
proud [mA] ¢as [min] proud [mA] ¢as [min]
5 20 5 10
10 15 10 10
15 10 15 10
Tabulka IT
Proudové sekvence pouzité pii ptiprave stfibrnych substrati
Postup 1 Postup 2
proud [mA] ¢as [min] proud [mA] ¢as [min]
5 5 5 10
15 10 10 10

- - 15 10




Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 14, 8-12 (2016)

Ptipraveny substrat byl umistén do vialky s roztokem
GA v methanolu o objemu 4 ml, uzavien a ponechan ve
tme alespoil 20 h pfi laboratorni teploté. Bylo studovano
adsorp¢ni chovani kyseliny gallové s ohledem na jeji kon-
centraci. V pfipadé¢ zlata byly méfeny koncentrace roztoku
v rozsahu 10~ — 10 mol 1", pro stfibrné substraty kon-
centrace 10° — 10 mol I'".

Ramanova spektra byla méfena na disperznim Rama-
noveé spektrometru Advantage NIR (DeltaNu, USA) vyba-
veném termoelektricky chlazenym diodovym laserem
s excitacni vinovou délkou 785 nm. Méteni byla provede-
na s rznymi vykony laseru (tj. nizky, stiedni a vysoky),
riznym integracnim ¢asem a po 3 akumulacich. Ramanova
spektra byla také méfena FTIR spektrometrem Equinox 55/
S (Bruker, SRN), ktery obsahuje Nd:YAG laser o excitacni
vlnové délce 1064 nm. Spektra byla zaznamenavana
s rozlienim 4 cm™', 512 skeny a vykonem laseru 300 mW.

Cena Karla Stulika 2016

Vysledky a diskuse

Na obr. 2 je uvedeno Ramanovo spektrum roztoku
kyseliny gallové v methanolu o koncentraci 10~ mol I,
které bylo ziskdno odectenim pfispévku methanolu
z naméteného spektra. Ackoli byla méfena nejvyssi kon-
centrace roztoku kyseliny gallové, ve spektru je pozorova-
no jen nékolik past nalezicich Cisté latce s velmi nizkou
hodnotou poméru signal/Sum a v disledku toho neni moz-
né vysledné spektrum pouzit k porovnani poloh charakte-
ristickych pasi v naméfenych SERS spektrech. K tomu
ucelu byla vyuzita Ramanova spektra Cisté kyseliny gall-
ové v pevném stavu zméfend pii excitanich vlnovych
délkach 785 nm a 1064 nm (obr. 3).

Tab. III shrnuje vybrané vlnocty charakteristickych
past, které se vyskytuji ve spektrech pevné GA (jsou uve-
deny jako primér z hodnot vlno¢ti polohy maxima pfi

@ \GA_roztok
£ 5]
2 [
[
3 |
< 109
1] :methanol
£ 103"
=
el
i
E
=T
@ GA
E I .
2 200001 A
{ 0." .
2000 1500
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Wavenumbers (cm-1)
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Obr. 2. Ramanovo spektrum roztoku kyseliny gallové v methanolu (10~ mol I'") po odeéteni methanolu
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Obr. 3. Ramanovo spektrum Kyseliny gallové v pevném stavu p¥i excitacni vinové délce 1064 nm
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Tabulka III
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Piehled vybranych vinoéti (cm ™) ve spektru GA a jejich piifazeni k typu vibrace

Cistd GA [em™']  Zlato [em ] Stifbro [em '] Prifazeni

1690 - 1698 valen¢ni C=0

1612 — 1615 C-C valen¢ni vibrace benzenového kruhu + deformacni OH

1595 1595 1593 C-C valen¢ni vibrace benzenového kruhu + deforma¢ni OH

1323 1332 1320 deformacni OH + deformac¢ni CH

1218 1222 1225 rovinné C-H/X deformacni vibrace benzenového kruhu +
deformaéni OH

1101 1091 1100 deformacni OH + deformac¢ni CH

1035 — 1032 rovinn¢ C-H/X deformacéni vibrace benzenového kruhu +
valenéni O-C

962 957 963 C-H valen¢ni vibrace benzenového kruhu + deformacni OH

722 733 - mimorovinné C-H/X vibrace benzenového kruhu +
mimorovinné deformace karboxylové OH

572 570 566 rovinné deformace skeletalnich atom CCC

270 263 - rovinné deformace skeletalnich atomi CCO

obou excitacich) a jejich pfitazeni k jednotlivym vibra¢nim
modiam studované molekuly. Vinocéty pro SERS jsou také
primérem ze vSech hodnot zméfenych na zlatém resp.
stfibrném substratu.

Vyhodnoceni SERS spekter kyseliny gallové na zlaté
bylo provedeno pro experimenty se zlatym substratem
ptipravenym dle postupu 2 uvedeného v tab. 1. Pro ilustraci
jsou uvedena naméfena spektra kyseliny gallové pii kon-
centraci 10~° mol I'! (obr. 4).

Obecné 1ze pozorovat mensi zesileni intenzity pasi,
které odpovidaji deformac¢nim vibracim OH skupiny, de-
forma¢nim vibracim CH a valenénim C-H vibracim aro-
matického jadra. Vice zesileny jsou naopak pasy, které

patii C-C valen¢nim vibracim benzenového kruhu a mimo-
rovinnym deformacim OH skupiny. Valen¢ni vibrace kar-
bonylové skupiny se viibec neprojevuje.

Vyhodnoceni SERS spekter kyseliny gallové na stiib-
fe bylo provedeno pro experimenty se stfibrnym substra-
tem pfipravenym dle postupu 1 uvedeného v tab. II. Pro
ilustraci jsou uvedena naméfend spektra kyseliny gallové
o koncentraci 10 mol I'" (obr. 5).

V pripadé stiibrnych substratii 1ze obecné fict, ze ve
spektrech jsou stejné jako v ptipad€ zlata méné povrchem
zesileny pasy, které odpovidaji deformacnim vibracim OH
skupiny, deformac¢nim vibracim CH a valen¢nim C-H vib-
racim benzenového kruhu. VéEtsi povrchové zesileni pozo-
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Obr. 4. SERS spektra Kyseliny gallové o koncentraci 10° mol I'" na zlatém substritu zméfena pii excitaénich vinovych délkach

785 nm a 1064 nm
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Obr. 5. SERS spektra kyseliny gallové o koncentraci 10 mol 1" na stiibrném substratu zméiena pii excitaénich vinovych délkach
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Obr. 6. SERS spektra kyseliny gallové o koncentracich 10° — 10 mol I'' na st¥ibrném substratu zméfena p¥i excitaéni vinové

délce 785 nm

rujeme u pasu, které patii C-C valen¢nim vibracim aroma-
tického jadra. Valencni vibrace karbonylové skupiny se na
rozdil od zlata projevila.

Obr. 6 znazornuje ofekavany trend pii méteni spekter
kyseliny gallové pfi riznych koncentracich. Celkova spek-
tralni intenzita pasu klesa s klesajici koncentraci métené
latky. Spektralni profil kyseliny gallové pfi koncentraci
10~ mol I'" je vyrazné odlisny od ostatnich, je proto ne-
zbytné experiment znovu zopakovat, aby bylo ptedejito
chybné interpretaci vysledku.

11

Zavér

Jednoznacné byla potvrzena uziteCnost povrchem
zesilené Ramanovy spektroskopie pro detekci a identifika-
ci kyseliny gallové. Ackoli byla méfena nejvyssi koncen-
trace roztoku kyseliny gallové (10° mol 1), ve spektru
bylo pozorovano jen nékolik pasi nalezicich této latce
s velmi nizkou hodnotou poméru signal/Sum.
V pritomnosti SERS-aktivniho substratu se vSak podafilo
docilit spektralni identifikace i pti koncentraci 10° mol "'
Meéteni koncentracnich fad také ukazalo ocekavany trend,
ze celkova spektralni intenzita pasu klesa s klesajici kon-
centraci méfené latky.
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Dalsi experimenty budou zaméfeny na zopakovéani
méfeni  kyseliny gallové na stiibrném  substratu
o koncentraci 10° mol I, jejiz spektralni profil byl vy-
razné odlisny od ostatnich; dale pro stfibro rozsifeni mére-
ni o koncentraci 10”7 mol 1"a také bude provedena de-
tailn€jsi interpretace spekter z hlediska prostorové orienta-
ce molekuly vi¢i povrchu substratu.
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S. Havlova and V. Prokopec (Department of Analyt-
ical Chemistry, University of Chemistry and Technology,
Prague): Application of Surface-enhanced Raman
Spectroscopy for The Detection and Identification of
Gallic Acid

Gallic acid was analyzed using surface-enhanced Ra-
man spectroscopy in presence of gold and silver large area
SERS active substrates. For these metal substrates adsorp-
tion of gallic acid was studied at various concentrations
and Raman spectra were measured at two excitation wave-
lengths (785 nm and 1064 nm) which are compared with
each other for each concentration especially in terms of
total surface enhancement, band positions and band
shapes.

Keywords: surface-enhanced Raman spectroscopy, gallic
acid, gold, silver, substrate
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ANALYZA HISTORICKYCH LECIVYCH PRIPRAVKU CHININU A THEOFYLINU
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degradace, RP-HPLC

Uvod

Analytickd chemie hraje vyznamnou roli pfi studiu
slozeni materiali pouzivanych nebo vyrabénych v minu-
losti. Vysledky takovych analyz poskytuji obraz o techno-
logii, socialnich zvycich a jina zajimava zjisténi v kontex-
tu analyzovaného objektu, zaroven mohou byt dilezité pro
pripadné restauratorské a konzervatorské ucely.

Jednou ze zajimavych oblasti aplikace analytické
chemie na historické objekty je studium slozeni historic-
kych vzorkd 1é¢ivych piipravkd, at’ jiz za ucelem jejich
identifikace (v pfipad€, ze neni znamo, o jaké 1éCivo se
jednd), objasnéni nezndmé C¢i nejasné receptury, ziskani
informaci o kvalité pouzitych surovin ¢i stanoveni degra-
dacnich produktt starnuti 1é¢ivych latek. Prikladem muaze
byt analyzaléCivého ptipravku z cinové pyxidy nalezené
ve starovékém lodnim vraku v zalivu Baratti, datované do
let 140-130 pf. Kr.Podle identifikovanych komponent
(hydrozincit, smithonit, hematit, $krob, zvifeci a rostlinny
tuk a smila z borovice) se jednalo pravdépodobné o oftal-
mologicky preparat'. Jingmi piiklady jsou analyza masti
ze 16. stoleti’® nebo pryskyfic a balzdmd z 18. stoleti’.
V na$i laboratofi jsme metodou HPLC-MS analyzovali
degradacéni produkty heroinu a kokainu v hromadné vyra-
bénych 1é¢ivych piipraveich ze 30. let 20. stoleti’.

V této praci jsme pomoci HPLC s UV a fluorescen-
¢nim detektorem analyzovali zmény sloZeni dvou injekc-
nich pfipravkl s chininem jako u¢innou latkou a cipki
s theofylinem jako ucinnou latkou. Zaméfili jsme se na
kvantifikaci G¢inné latky a nalezeni jejich piipadnych de-
gradacnich produkta.

Chinin [CAS 130-95-0] je alkaloid vyskytujici se
v ktfe chinovniku®. Ma predevsim antipyretické, antimala-

-----

[CAS 58-55-9] je derivat xanthinu, pfirozen¢ se vyskytuji-
ci v kakaovniku. Uplatiluje se jako bronchodilata¢ni latka
v terapii zanétd dychacich cest.
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Experimentalni ¢ast

Analyzované vzorky historickych 1é¢ivych ptipravkl
pochazely ze sbirek Ceského farmaceutického muzea.
Podminky uskladnéni vzorkl nejsou presné znamy, pred-
poklada se ulozeni v temnu pfi teploté mistnosti.

Injekéni roztok ,,Chinin-calcium® (obr. la) byl vyro-
ben okolo roku 1948 firmou Pragochemia. Nazloutly in-
jekéni roztok byl uchovavan v zatavenych ampulkéach
z hnédého skla, Deklarovany obsah chininu (jako baze) byl
3 %, dale byl v roztoku deklarovan 10% obsah glukonanu
vapenatého [CAS 299-28-5].

Injekéni roztok ,,Cardiazol-Chinin® (obr. 1b) byl vy-
roben v roce 1944 firmou Sanomedia. Nahnédly injekcni
roztok byl uchovavan v zatavenych ampulkach z ¢irého
skla. V roztoku bylo deklarovano 0,25 g/ml laktatu chininu
[CAS 749-49-5] a 0,1 g/ml pentamethylentetrazolu [CAS
54-95-5].

Cipky ,,Syntophyllin® (obr. 1c) byly vyrobeny v roce
1948 firmou Spolek pro chemickou a hutni vyrobu. Cipek
zluté barvy byl zabalen do staniolové folie. Deklarovany
obsah theofylin.EDTA [CAS 317-34-0] byl 0,35 g v jed-
nom Cipku.

Ke kvantifikaci u¢innych latek v analyzovanych vzor-
cich byly pouzity standardy: chinin hydrochlorid dihydrat
(analyticky standard, Sigma-Adrich) a theofylin (> 99 %,
Sigma-Aldrich). Ostatni pouzité chemikalie byly analytic-
ké Ccistoty: acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich), octan
amonny (Lach-ner), octova kyselina 99 % (Lach-ner).
Chinotoxin [CAS 84-55-9] byl pripraven v laboratoii me-
todou dle Biddleho®.

Chromatograficka méteni byla realizovana na piistroji
UHPLC Nexera XR (Shimadzu) s DAD a fluorescencnim
detektorem. Jako kolona byla pouzita Zorbax Eclipse C18
(4,6x150 mm, 3,5 um; Agilent).

Kvantifikace glukonanu vépenatého byla provedena
pomoci atomové absorb¢ni spektrometrie pristrojem Con-
trAA 700 (Analytik Jena). Absorbance byla méfena na
spektralni ¢are vapniku o vlnové délce 422,6728 nm, po-
mér acetylenu (palivo) a oxidu dusného (oxidant) byl
0,572. Jako standard vapniku byl pouzit CRM uhli¢itan
vapenaty 99,995 % v matrici 2% kyseliny dusi¢né
(Analytika).

Vysledky a diskuse

Podminky separace vzorkli obsahujicich chinin vy-
chazely z dfive publikovanych praci’®, na jejichz zakladg
byla po optimalizaci pouzita mobilni fdze obsahujici 20 %
acetonitrilu a 80 % acetatového pufru (0,02 mol dm>,
pH 4,00). Priitokova rychlost mobilni faze byla 1,00 ml min .
Vzorek injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium* byl zfedén mo-
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Obr. 1. Obaly analyzovanych vzorki historickych 1é¢ivych piipravkid (a) ,,Chinin-calcium®, (b) ,,Cardiazol-Chinin“, (c)

»Syntophyllin“

bilni fazi v poméru 1:499, vzorek injekéniho roztoku
,»Cardiazol-Chinin“ byl zifedén mobilni fazi v poméru
1:4999. Obsah Gcinné latky byl stanovovan metodou kalib-
racni ptimky. V ptipravku ,,Chinin-calcium® bylo stanove-
no 92,0+1,8 % deklarovaného obsahu chininu, obsah glu-
konanu vapenatého byl kvantifikovan méfenim obsahu
vapniku metodou AAS a naslednym pfepoctem jako

10—

97,6+0,1 % deklarovaného obsahu. V pfipravku
,,Cardiazol-Chinin* bylo stanoveno 87,2+0,5 % deklarova-
ného obsahu laktatu chininu. U obou pfipravkii byl nalezen
jeden degrada¢ni produkt se stejnym retenénim cCasem
(obr. 2). Na zakladg literarnich tdaja’ '° byl tento produkt
identifikovan jako chinotoxin, coZ bylo nasledné potvrze-
no méfenim s v laboratofi syntetizovanym chinotoxinem.

A, MAU

3

S —

15 20
t, min

Obr. 2. HPLC-UV chromatogram vzorku historického lé¢ivého pripravku ,,Chinin-calcium®. Identifikace peakt: (1) chinin, (2)
neidentifikovana necistota, (3) chinotoxin. Stacionarni faze: Zorbax Eclipse C18 (4,6x150 mm, 3,5 um). Mobilni faze: 20 % acetonitril,

80 % acetatovy pufr (0,02 mol dm™, pH 4,00)
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Podminky separace vzorku obsahujiciho theofylin vyché-
zely z literatury'', po jejich optimalizaci byla k mé&feni
pouzita mobilni faze obsahujici 20 % acetonitrilu a 80 %
acetatového pufru (0,02 mol dm™>, pH = 4,00) o prittokové
rychlosti 0,50 ml min'. Vzorek ¢ipku byl rozpustén
v mobilni fazi a po filtraci fedén v poméru 1:21. Kvantifi-
kace obsahu theofylinu byla provedena metodou kalibra¢ni
pfimky. V analyzovaném vzorku bylo stanoveno
104,940,3 % deklarovaného mnozstvi theofylinu.

Zavér

Byly navrzeny a optimalizovény strategie a metody
pro stanoveni ucinnych latek ve tfech historickych 1é¢i-
vych pfipraveich. U pfipravkid s obsahem chininu bylo
zjisténo, Ze doslo ke snizeni obsahu Gc¢inné latky o zhruba
10 % za vzniku chinotoxinu jako degrada¢niho produktu.
Pripravek s theofylinem jako ucinnou latkou zustal i po 67
letech, které od jeho vyroby uplynuly, nezménén.
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ceutical Museum, Faculty of Pharmacy, Charles Universi-
ty in Prague, Kuks): Analysis of Historical Pharmaceuti-
cal Preparations of Quinine and Theophylline

Pharmaceutical preparations of quinine (injection
solutions) and theophylline (suppositories) about seventy
years old were analyzed using RP-HPLC. The composition
of mobile phase was optimized. The samples of quinine
injection solutions consist of 92% or 87% of declared qui-
nine content. Quinotoxine has been identified as the prod-
uct of quinine degradation. The quantification of theophyl-
line in suppositories did not show any degradation after
more than 67 years from their manufacturing.
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radation, RP-HPLC
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Uvod

Z pohledu kriminalistického badani je lidsky pach
zajimavym vyzkumnym artiklem, ktery se svym potencia-
lem muze rovnat analyze DNA a v mnoha ohledech ji
ipfed¢it. Nicmén€ nejprve je nutné rozlustit kodovani
informaci v ramci pachovych stop, tj. které molekuly jsou
zodpovédné za druhovou identifikaci naptiklad kurakd,
cukrovkait a které jsou zodpoveédné za individualni identi-
fikaci, zda je to otdzka kvalitativni diference
¢i kvantitativni. Pro zodpovézeni téchto otazek je ovSem
tieba znat, které ze to molekuly se v pachu ¢loveéka vibec
vyskytuji a vytvotit jejich databazi pro budouci faze vy-
zkumu.

Vramci takto tuzce specializovanych experimenti
jsou univerzalni GC/MS knihovny nedostacujicim nastro-
jem pro vyhodnocovani naméfenych spekter. Vétsina uni-
verzélnich knihoven schraiiuje data naméfend na riiznych
kolonach, pfistrojich a za pouziti riznych metod méfeni,

coz zpusobuje odchylky jak ve shodnosti spekter, tak
v pfipadé retenénich indexd. Nejvhodngjsi alternativou pro
feSeni téchto problému je tvorba vlastni specialni knihov-
ny spekter, kdy lze zarucit stejné podminky a naroky meé-
feni, vcetné registrace takovych latek, které se
v univerzalnich knihovnach nevyskytuji. V ramci této
prace je nejCastéji porovnavana knihovna spekter NIST
a uzivatelskd knihovna pachovych molekul, kterd byla
vytvorfena pro potieby analyzy lidského pachu. Tento pro-
jekt se zabyvéa problematikou vytvareni specializovanych
knihoven pro GC/MS, vcetné jejich editaci, aktualizaci
a ptizptisobovani obsahu vi¢i narokim vyplyvajicich
z povahy vyzkumu.

Experimentalni ¢ast

Cely proces ziskavani dat o sloZeni pachovych stop
byl realizovan na pfistrojich Shimadzu GCMS-TQ8030
s kolonou SLB — 5ms a vysledna data se vyhodnocovala
pomoci  softwaru GC/MS  Solutions',  respektive
v programu GC/MS Postrun Analysis, ktery je soucasti
softwarového balicku. Pro samotnou spravu a tvorbu kni-
hoven se pouziva funkce Library Editor.

Identifikace latky v ramci programu GCMS Postrun
Analysis

Primarni vyhodnocovaci ukony jsou provadény
v zélozce Data Analysis, kdy po nacteni chromatogramu
muzeme sledovat spektra jednotlivych latek. Pro spravnou
extrakci spektra je nutné odecist pozadi od spektra latky
(obr. 1).
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Obr. 1. Zobrazeni chromatogramu a hmotnostniho spektra (Postrun Analysis)
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Obr. 2. Identifikace latky v programu GCMS Postrun Analysis
Takto vybrané spektrum podrobime porovnani s jiz latky je nutné kliknout pravym tlacitkem mysi

existyjici databazi v ramci knihovny, coz se provadi klik-
nutim pravého tlac¢itka mysi do okna se zobrazenym spek-
trem a vybérem moznosti Similarity Search (obr. 2).

Software defaultné porovnava spektra v ramci ptivod-
ni NIST knihovny. Proto je nutné pfi prvnim otevieni kaz-
dého chromatogramu zménit vychozi knihovnu, coz
se provadi pomoci zalozky Qualitative (horni liSta) —
Qualitative Parametrs — Similarity Search a nahranim
spravné verze ,,pachové knihovny* (obr. 3).

Zobrazena tabulka obsahuje informace o zkoumané
latce (pole Target: Ret.Index a horni spektrum) a o navrho-
vanych latkach (horni tabulka obsahuje seznam navrhova-
nych latek, procentudlni shoda spekter a jejich retencni
indexy, dolni spektrum potom odpovida spektru zvyrazné-
né navrhované latky). Pokud zadnad z nabizenych latek
v databazi neodpovidd zkoumané molekule, je nutné ji
manudlné pridat do databaze pachovych molekul.

Casto dochazi ktomu, Ze retenéni indexy latky
s nejvetsi procentudlni shodou spekter neodpovidaji, za-
timco u méné shodné latky retencni Cas sedi témér presné.
Potom je potieba porovnat spektra latek, u kterych je re-
tencéni index shodny, coz se provadi kliknutim pravého
tlacitka mysi do okna spektra se zkoumanou latku a volbou
moznosti Subtract, kdy se ve spodni ¢asti okna objevi roz-
dily v intenzitach jednotlivych hmot (Subtraction Result).
V pripadé, Zze nesouhlasi spektrum, ani retencni indexy,
s nejvetsi pravdépodobnosti se jedna o latky nezaznamena-
né v knihovné spekter.

Registrace latek do uzivatelské knihovny

Registrace neznamé slouceniny probiha jiz vyhradné
v zéloZce Library Editor. Pro zobrazeni spektra zkoumané
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do prazdného bilého pole a zvolit moznost Target mode,
kdy se tésné€ pod seznamem registrovanych sloucenin obje-
vi pravé zkoumané spektrum. Pro ptidani latky (spektra)
do knihovny je tfeba opét kliknout pravym tlacitkem mysi
na zkoumané spektrum a zvolit moznost Copy to Current
Library. Uzivatelské knihovny se ¢asto zaméfuji pouze na
urcity typ analyzovanych latek. Registrace latek patficich
do skupiny siloxant do pachové knihovny je nezadouci.

Vysledky a diskuse

Aktualné (k 1. 2. 2016) ,,pachova‘“ knihovna obsahuje
368 z4jmovych molekul v rozsahu od C9 az C40. Lze oce-
kavat, ze s pribyvajicimi daty (vyhodnocenymi chromato-
gramy) dojde k markantnimu nartistu zdznamui. Variabilita
molekul obsazenych v pachovych stopach je samoziejmé
velmi vysokd. Stavajici latky pochézeji z dat ziskanych
z pomérn¢ Uzkého kruhu zkoumanych subjekti. Dal$im
limitujicim faktorem pro zisk&ni ucelenéjSich informaci je
teplotni strop kolon pouzivanych pfi analyze pachovych
stop. Momentélné pouzivané kolony typu SLB — 5ms od
firmy Supelco vydrzi teploty do 350 °C. Latky, které maji
potencial uvoliiovat se ze vzorku za vyssich teplot, tedy
nemohou byt detekovany.

Zavér

Uzivatelska knihovna, vytvotfena pro potieby analyzy
lidskych pachd, obsahuje latky, u kterych se predpoklada
informacni hodnota pfi vyzkumu dané problematiky. Zaro-
veil slouZzi jako zdroj vstupnich dat pro specidlni program
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Obr. 3. Identifika¢ni tabulka pro zkoumané latky

konvulaéniho charakteru, jehoZ vystupem bude pfifazeni
charakteristickych molekul obsazenych v pachu cloveka
k jednotlivym zdjmovym skupindm, at’ uz jde o rozdéleni
dle véku, pohlavi ¢i diagnostikovanému onemocnéni.

Tato prace byla realizovana za podpory projektu Mi-
nisterstva vnitra CR VF20142015036.
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N. Ladislavova, O. Vyhnalek, S. Urban, V. Skefikova,
and P. Cinkova (Department of Analytical Chemistry,
Faculty of Chemical Engineering, UCT Prague): Creation
of Special MS Library for Human Odour Analysis

Universal MS libraries commonly used for GC/MS
analysis and experiments do not suffice for decoding of the
patterns of human odour. First qualitative analysis of human
odour samples revealed that critical amount of chemical
compounds, which were found in odour samples, were not
registered in commercial libraries. However, a specialized
MS library is crucial for decoding human odour patterns for
generic and individual identification. The main idea for
identification is cross-correlation between characteristics of
experimental subject (such as sex, health condition, smoker/
non-smoker etc.) and qualitative and quantitative aspects of
chemical compounds which are present in its odour sample,
therefore compact and reliable spectra database is elemental
tool for further experiments. Issues of creating user library
are described in the text above.

Keywords: human odour, special MS libraries
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Uvod

Polymerni materialy jsou vzhledem ke svym objemo-
vym vlastnostem jiz mnoho let pouzivany v mnoha oblas-
tech primyslu, mediciny, ale i kazdodenniho zivota.
Avsak pouziti polymerti v oblasti mediciny a tkanového
inzenyrstvi je omezeno jejich povrchovymi vlastnostmi
(povrchova chemie, polarita, povrchovy naboj, drsnost
a morfologie)'.

Bylo vyvinuto mnoho metod modifikace za ucelem
zlepsit jejich povrchové vlastnosti a zaroven zachovat
vlastnosti objemové. Vzhledem k nizké reaktivité polyme-
rt, jejich povrch musi byt nejdfive aktivovan za vzniku
chemicky reaktivnich mist. Jednou z metod aktivace po-
vrchu polymeru je chemicka Gprava pomoci tzv. Piranha
roztoku, ktera vede k rozstépeni polymerniho fetézce. Tak-
to aktivovany povrch mize byt roubovan rtiznymi chemic-
kymi slouceninami, které zlepsuji cytokompatibilitu po-
vrchu'”,

V této praci byly studovany zmény povrchovych
vlastnosti dvou polymernich folii modifikovanych
v Piranha roztoku a nasledné roubovanych aminoslouceni-
nami a borany. Smacivost povrchu byla stanovena gonio-
metricky méfenim statického kontaktniho thlu. Povrchova
chemie a povrchovy naboj byly studovany pomoci elektro-
kinetické analyzy. Zmény v chemickém slozeni byly cha-
rakterizovany pomoci rentgenové fotoelektronové spektro-
skopie (XPS). Na vybranych povrSich byly provedeny
mikrobialni testy.
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Experimentalni ¢ast
Material

Pro testovani byla pouzita polymerni folie polyethy-
lentereftalat (PET, tloustka 50 um, GoodFellow, UK)
a polyethylen sultra vysokou molekulovou hmotnosti
(UHMW PE, tloustka 75 pm, GoodFellow, UK). Pro akti-
vaci polymernich povrchii byly pouzity Piranha roztoky
o sloZeni kyselina : peroxid vodiku v poméru 3 : 1. PouZity
byly kyseliny (i) octova (CH;COOH, 99%, Lachema, CR)
a (i) dusiéna (HNO;, 65%, Penta, CR) a peroxid vodiku
(H,0,, 30%, Lach-Ner, CR). Na aktivovany povrch byly
roubovany: (i) cysteamin (HS(CH,),NH,, 98%, Sigma
Aldrich), (ii) ethylendiamin (NH,(CH,),NH,, Merck)
a (iii) chitosan (85% deacetylated powder, Alfa Aesar),
nasledné byly roubovany slouceniny boru: (i) anti-BsH»,,
syntetizovany dle postupu v literatute® a jeho derivat (ii)
(4,4’-(SH),-anti-B,sH,y), ptipraveny dle publikace’.

Aktivace povrchu a chemické roubovani

Vzorky byly povrchové aktivovany pii laboratorni
teploté v Piranha roztoku. Pro polymerni folii PET byl
vybran Piranha roztok z kyseliny octové, pro UHMW PE
z kyseliny dusi¢né. Po uplynuti jedné hodiny byly vzorky
omyty destilovanou vodou a vlozeny do vodného roztoku
(10 hm. %) cysteaminu, ethylendiaminu nebo chitosanu po
dobu 24 hodin. Poté byly vzorky opldchnuty destilovanou
vodou, osuseny a vloZzeny do roztoki boranl
v dichlorethanu po dobu 24 hodin.

Pouzité analytické metody

Povrchové vlastnosti viech vzorkl (pfed modifikaci,
po aktivaci Piranha roztokem, po naroubovani aminoslou-
¢enin i po nasledném naroubovani boranti) byly stanoveny
metodami: (i) elektrokineticka analyza, (ii) rentgenova
fotoelektronova spektroskopie a (iii) goniometrie. Mikro-
bialni testy zahrnovaly testy na inhibici ristu fas a antibak-
terialni testy.

Elektrokineticka analyza (stanoveni zeta potencialu)
vzorkl byla provedena na pfistroji SurPASS (Anton Paar,
Rakousko). Méteni probihalo v cele s nastavitelnou §térbi-
nou urcené pro planarni vzorky (rozmér vzorkt 2x1 cm,
Stérbina nastavena na cca 100 pm), v elektrolytu KCl
0,001 mol dm™ za pokojové teploty, atmosférického tlaku
a konstantni hodnoty pH 6,5. Kazdy vzorek byl proméien
4x s relativni odchylkou méteni 5 %. Pro stanoveni zeta
potencidlu byly pouzity dvé metody, proudovy potencial
a proud (streaming potential, streaming current) a pro vy-
pocet zeta potencialu byly pouzity rovnice Helmholtzova—
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Smoluchowskiho (HS) a Fairbrotherova-Mastinsova (FM)°. Vysledky a diskuse
Zastoupeni jednotlivych prvki na povrchu vzorkd
bylo stanoveno na zakladé fotoelektronovych spekter zis- Hodnoty zeta potencialu ziskané pro jednotlivé vzor-
kanych méfenim XPS spektrometrem Omicron Nanotech- ky jsou prezentovidny na obr. 1. Jak je patrné z obr. 1,
nology ESCAProbeP. vSechny kroky modifikace vedly ke zm&nam povrchové
Na modifikovanych povrsich polymerni folie PET chemie a povrchového naboje.
byly provedeny také testy toxicity. Na povrch vzorku byl Po piisobeni Piranha roztokii (obr. 1, Piranha) dochézi
nanesen 1 ml roztoku obsahujiciho kmen fasy Desmodes-  k rozstépeni polymernich fetézci a na povrchu vznikaji
mus Quadricauda. Po 1hoding, 3 dnech a 8 dnech byla reaktivni mista, coz zplisobuje zmény v chemickém sloze-
odebrana kapka roztoku z povrchu a pod mikroskopem ni a polarité¢ povrchu a tedy zménu zeta potencidlu. Tyto
byly pozorovany zmény v Cetnosti fas. zmény jsou viak malé v porovnéani napf. se zménami zpi-
Na modifikovaném povrchu PET byly také provedeny  sobenymi ptisobenim plazmatu provedené v praci’. Obecné
mikrobialni testy, sledovanim poctu kolonii bakterii  vedou fyzikalni metody modifikace povrchu k vyrazngjsim
E. coli, které byly provedeny podle postupu popsaného zménam povrchovych vlastnosti a nabizeji rovnomérnou
v &lanku’. Gpravu povrchu bez rizika zni¢eni na rozdil od chemickych

metod’. Piesto je aktivace pomoci Piranha roztoki G¢inn4,
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Obr. 1. Hodnoty zeta potencialu pro PET (vlevo) a UHMW PE (vpravo) nemodifikovanych (Pristine), po aktivaci Piranha rozto-
kem (Piranha), po naroubovani aminosloucenin (Cys, Dia, Chit) a nasledné borany (B;sH,; a B;sH»(SH),

Tabulka I
Koncentrace atomi stanovenych XPS metodou na povrchu PET (Pristine), po aktivaci Piranha roztokem (Piranha), po na-
roubovani aminosloucenin (Cys, Dia, Chit) a nasledné borany BigHy, a B;sHyo(SH),

Vzorek C(1s) O (1s) N (1s) B (1s) S (2p) 1(3d5/2) Si (2p)
Pristine 73,0 27,0 - - - - -
Piranha 71,0 29,0 - - - - -
Pir/Cys 73,0 24,0 1,1 1,3 0,6 - -
Pir/Cys/B 70,0 15,0 1,6 9,4 1,5 0,7 1,7
Pir/Cys/BSH 84,0 7,0 0,5 4,9 1,4 - 2,4
Pir/Dia 70,0 27,0 1,5 1,0 0,1 - 0,6
Pir/Dia/B 59,0 18,0 2,5 17,4 0,4 1,0 1,8
Pir/Dia/BSH 88,0 5,0 0,3 33 0,9 - 2,2
Pir/Chit 73,0 25,0 1,6 0,3 - - 0,2
Pir/Chit/B 63,0 20,0 1,5 13,1 0,2 0,5 2,0
Pir/Chit/BSH 75,0 12,0 1,2 8,8 2,4 - 0,8

20



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 74, 19-22 (2016)

Tabulka II

Cena Karla Stulika 2016

Hodnoty kontaktnich thld PET a PE nemodifikovanych (Pristine), po aktivaci Piranha roztokem (Piranha), po naroubovani
aminosloucenin (Cys, Dia, Chit) a nasledné borany B;sHy, a BisH,o(SH),

Vzorek Kontaktni uhel 6 [°]
PET UHMW PE

Pristine 72,9 70,5
Piranha 76,6 93,3
Pir/Cys 62,8 85,0
Pir/Cys/B 57,1 89,2
Pir/Cys/BSH 77,1 90,6
Pir/Dia 60,6 83,4
Pir/Dia/B 61,8 84,4
Pir/Dia/BSH 75,9 86,5
Pir/Chit 53,6 68,7
Pir/Chit/B 70,1 66,3
Pir/Chit/BSH 84,5 93,3

jelikoz byly poté Gspésné naroubovany aminoslouceniny,
coz je patrné z obr. 1. Naroubovani aminosloucenin zpiiso-
bilo narist hodnoty zeta potencialu, protoze -NH, skupina
vytvaii na povrchu v pfitomnosti elektrolytu pozitivni na-
boj?. Nejvyrazng&jsi narist je pozorovan u vzorki
s naroubovanym chitosanem.

Vyse uvedené vysledky dokazuji ispésné naroubova-
ni aminosloucenin na chemicky aktivovany povrch PET
a UHMW PE, coz je téZ potvrzeno stanovenim prvkového
slozeni povrchu vzorkii pomoci XPS. Uspé§né naroubova-
ni aminosloucenin dokazuje ptitomnost dusiku, naroubo-

vani borant pfitomnost boru (u thiolovaného derivatu si-
ra). Namétené vysledky jsou uvedeny v tab. L.

Cytokompatibilni vlastnosti povrchu jsou ovlivnény
nejenom chemickym slozenim povrchu vzorku a povrcho-
vym nébojem, ale také smacivosti povrchu?. V tab. II jsou
uvedeny hodnoty kontaktnich uhli povrchu vybranych
vzorki.

Vysledky mikrobidlnich testi jsou uvedeny na obr. 2.
Vlevo jsou znazornény zmény v Cetnosti fas po 1 hoding, 3
dnech a 8 dnech. Vyrazny pokles mlizeme pozorovat na
folii s naroubovanym cysteaminem a thiolovanym bora-
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Obr. 2. Pocet bunék Fas (vlevo) a pocet kolonii E. coli (vpravo) na vzorcich PET nemodifikovanych (Pristine), po aktivaci Piranha
roztokem (Piranha), po naroubovani aminosloucenin (Cys, Dia, Chit) a nasledné borany B;sH,, (B) a B1sH»o(SH), (BSH)
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nem a také na folii s naroubovanym chitosanem a bora-
nem.

Na obr. 2 vpravo je znazornén pocet kolonii E. coli na
modifikovanych vzorcich PET po 3 hodinach. Z obr. 2 je
patrné, Ze vzorek snaroubovanym ethylendiaminem
a boranem (Pir/Dia/B) ma nejvétsi antibakterialni ucinek.
Mensi antibakterialni vlastnosti ma vzorek
s naroubovanym chitosanem a thiolovanym boranem (Pir/
Chit/BSH).

Zavér

Pouzité analytické metody prokézaly uspéSnou aktiva-
ci polymernich povrchil, Gispésné naroubovani vybranych
sloucenin na povrch materiald a také potvrdily zmény po-
vrchovych vlastnosti studovanych polymert. Aktivace
Piranha roztoky zpisobuje vznik reaktivnich mist na po-
vrchu a zmény povrchového naboje. Ackoli je aktivace
plazmatem mnohem 0¢innéjSi metoda, chemické aktivace
jsou dostupnéjsi, méné narocné a pro ucely roubovani dal-
Sich sloucenin dostate¢né u¢inné.

Prace byla realizovana diky financni podpore projek-
tiim GACR 13-06609S a Agentury pro zdravotnicky vy-
zkum Ceské republiky ¢. 15-33018A.
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medu

Uvod

Med je lidstvu znam odedavna. Zpocatku byl vybiran
z hnizd divoce Zijicich vcel, jak o tom sveédci asi 15 tisic
let staré malby v Pavoudi jeskyni ve Spanélsku. Pozd&ji
¢lovek presel od sbéru k chovu. Nejstarsi Gly byly naleze-
ny na Blizkém vychod&'. Na naSem tzemi pochazeji za-
znamy o chovu véel jiz z 9. stoleti®. Med byl vzdy velice
cenén nejen pro svou sladkou chut, ale i pro 1é¢ivé Gcin-
ky'. I v dne$ni dobé je med oblibeny nejen jako sladidlo.
Kromé¢ sacharidii obsahuje dalsi biologicky aktivni latky
pochézejici z nektaru rostlin (kvétovy med) a ze msSic
(medovicovy med) a fadu metabolickych produkti vcel.
Ptiblizn€é 75 % medu tvoii monosacharidy, 10-15 % disa-
charidy. Dale obsahuje proteiny ve variabilnim mnozstvi
od desetin po jednotky %. Vyznamnymi bilkovinami jsou
enzymy ze tiidy hydrolas, §tépici sacharidové fetézce,
a enzymy s baktericidnim u¢inkem. Obsazeny jsou i volné
aminokyseliny a fada organickych kyselin majicich pivod
v nektaru, resp. vzniklych pfi enzymatickych reakcich
béhem zpracovani nektaru na med. Obsahové malou, ale
biologicky vyznamnou slozkou jsou minerdly a stopové
prvky. Jejich obsah je dan druhem medonosnych rostlin
i prostiedim, kde Ziji’. Pro své slozeni je med pouZivan
k posileni imunity, k podpofe organismu pii nachlazeni ¢i
jiném oslabeni. MiZe obsahovat i slozky nezadouci, a to

Tabulka I

jak latky organické (rezidua pesticidd, apod.), tak i tézké
kovy>*. Na sledovani vyskytu vybranych stopovych prvka,
véetn€ nekterych tézkych kovi, byla zaméfena tato prace.
Cilem bylo hodnotit obsah vybranych prvki v ceském
medu s ohledem na zdravotni rizika a pokusit se najit sou-
vislosti mezi sloZzenim a geografickym ptivodem. Ve vy-
zkumu bylo pouzito 44 vzorkli medu z riznych lokalit
v Ceské republice a nékolika mist na Slovensku. Byl sle-
dovéan obsah 11 prvkd — hliniku, kadmia, kobaltu, médi,
manganu, niklu, zinku, olova, thallia, chromu a zeleza. Z
nich Fe, Mn, Zn, Cu, Cr a Co jsou dle praci5 S ve stopovém
mnozstvi biogenni, naproti tomu Pb, Cd a TI jsou povazo-
vany za silné toxické. I stopové biogenni prvky vSak mo-
hou byt ve vyssich davkéach nebezpetné.

Experimentalni ¢ast

V praci byla pouzita demineralizovana voda Milli-Q
(Millipore, USA); HNO; 65% Suprapur® (Merck, SRN);
standardni roztoky Al, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Zn, Pb, Tl, Cr,
Fe, Bi, Rh, o koncentraci 1,000 = 0,002 g I (20 °C)
(Analytika, CR); Ar technicky 4.6 a CH, 5.5 (Siad, CR).

Vzorky medl byly ziskdny piimo od vcelaii b&hem
sezony roku 2015. Mezi chovatele byly distribuovany
plastové vzorkovnice vylouzené v HNO; a pokyny pro
odbér. Medy byly odebirdny pifi staceni, odkapanim
z plastd, stocenim z vypusti medometu nebo z konve se
sity. Z kazdého vzorku byly pfipraveny dvé navazky, roz-
kladané v mikrovinném rozkladném zafizeni Speedvawe4
(Berghof Products + Instruments, SRN). Do rozkladné
nadobky byl pfesné navazen piiblizné 1 g medu. K navaz-
ce byly pfidany 3 ml vody a 1 ml HNO;. Vzorek rozlozeny
dle programu (tab. I) byl kvantitativné pfeveden do 50 ml
plastové odmeérné batiky. Byl pfidan 1 ml roztoku vnitfni-
ho standardu (IS) a doplnéna voda. Ptiprava slepych poku-
s probihala stejné jako pfiprava vzorkl, pouze do roz-
kladnych nadobek nebyl navazovan med.

Prvky byly stanoveny metodou kalibracni zévislosti.
K potlaceni vlivu matrice bylo vyuzito IS — pro stanoveni
Pb a T1 byl pouzit Bi, pro ostatni prvky Rh. Méfeni probi-

Parametry rozkladu vzorkl. Vykon uveden v % z maximalniho vykonu zatizeni

Etapa Teplota [°C] Tlak [bar] Doba trvani [min] Vykon [%]
1 130 30 2 60
2 180 60 2 70
3 240 100 7 90
4 50 60 48 0

23



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 74, 23-26 (2016)

Tabulka II

Parametry méteni stopovych prvkl pomoci ICP-MS

Cena Karla Stulika 2016

Parametr

Hodnota

Etapa

Ptikon do plazmatu
Pratok Ar zmlZzovacem
Prutok pomocného Ar
Pratok plazmového Ar
RPQ

Pritok methanu

Mgétené isotopy

Doba odectu
Pocet odectii na opakovani
Pocet opakovani na repliku

Pocet replik

1. bez reak¢éniho plynu
1100 W
0,7 I min™*
1 1min"'

11 I min™

analyty: ’Al, '''Cd, *Co, ®Cu, **Mn,
60N, %57, 298P, 205T]

vnitini standard: 2°Bi, '®Rh
50 ms na isotop
10
1
10

2. s reakénim plynem
1100 W
0,7 1 min"'
1 1 min™
11 1min™’
0,8
0,7 ml min™'

analyty: °Cr, *Fe

vnitini standard: '“Rh
50 ms na isotop
10
1
20

hala na hmotnostnim spektrometru s indukéné vézanym
plazmatem (ICP-MS) ELAN DRC-e¢ (Perkin Elmer, Kana-
da) ovladaném softwarem ELAN ICP-MS Instrument Con-
trol Version 3.4 (Perkin Elmer, Kanada). VSechna méfeni
probihala ve dvou etapach (tab. II), tj. bez pouziti reak¢ni-
ho plynu a s nim. Ke stanoveni meze detekce (LOD) byly
spocteny primérné hodnoty obsahu stanovovanych prvkl
v 11 slepych pokusech a piislusné vybérové smérodatné
odchylky. Ke stanoveni opakovatelnosti byly pro kazdy
prvek vyuzity vSechny dvojice koncentraci nad LOD.
Vzhledem k tomu, ze nebyl nalezen certifikovany refe-
ren¢ni materidl medu, byla vyt€Znost stanovena metodou
standardniho pfidavku. Data byla zpracovana v MS Office
2010 (Microsoft, USA). Analyza hlavnich komponent
(PCA) byla provedena v programu The Unscrambler 10.2
(Camo, Norsko).

Vysledky a diskuse

Byly spocéteny hodnoty LOD, relativni smérodatné
odchylky opakovatelnosti a vytéznost metody (tab. III).
Nejvyssi LOD ma Al, coz je zpusobeno jeho vysokym
pfirozenym pozadim. Obecné je patrné, Ze hodnoty LOD
pro jednotlivé prvky se odviji mimo jiné od jejich vyskytu
v pracovnim prostiedi.

Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti je pro
nekteré prvky (zvlaste Pb) pomeérné velkd. Pravdépodob-
nym vysvétlenim je nehomogenita vzorkt. Z analyzy pou-
zitou metodou ziskdvame informace o celkovém obsahu
prvki ve vzorcich (resp. v navazkach) a nikoli o jejich
formé&. Praveé na ni vSak mize zaviset rovnomérnost rozlo-

24

zeni prvku ve vzorku. Takto si lze vysvétlit nizkou opako-
vatelnost u Pb, kde se predpoklada, ze se vyskytuje adsor-
bované na prachovych casticich, hlavné jako pozistatek
z aditiv do benzinu. Vytéznost pro vétsinu prvkd je velmi
dobra. Nejhorsi (93,6 %) je u Al, ktery ma vSak také ze
vSech sledovanych prvki nejvyssi LOD. Vzhledem k tomu
povazujeme vytéznost i u Al za uspokojivou.

Ze stanovovanych prvkl je mezinarodné v potravi-
nach nejvice kontrolovan obsah Pb a Cd. Pro posouzeni
rizikovosti obsahu téchto prvkd v medu byl vyuzit text
natizeni Evropské komise’ vychéazejici z udaji Svétové
zdravotnické organizace (WHO). Dle textu’ byly v roce
1992 Védeckym vyborem schvaleny tolerovatelné tydenni
piijmy Pb 25 a Cd 7 ug kg ' télesné hmotnosti. Text’ uvadi
maximalni pfipustné limity koncentraci pro riizné druhy
potravin. Udaje pro med k dispozici nejsou, hodnoty pro
Pb se pohybuji (v mg kg™ &erstvé suroviny) od 0,020 pro
mléko a kojeneckou vyZivu az po 1,5 pro mlze. Limity pro
Cd (v mg kg™ &erstvé suroviny) se pohybuji od 0,050 pro
maso, ovoce a zeleninu az po 1,0 pro mlze a hlavonozce.’
Srovnanim téchto hodnot s naméfenymi daty pro vzorky
medu je zfejmé, ze obsah Pb je pro dospélou populaci bez-
problémovy, avsak 4 vzorky (z 6) z Moravskoslezského
kraje by neprosly pfisnymi limity pro kojeneckou vyzivu
stejné jako 1 vzorek (z 10) z Prahy a po jednom také
z Ceskomoravské vrchoviny (z 12) a ze Slovenska (z 5).
Srovname-li nejpiisngjsi nalezeny limit pro Cd (50 pg kg™),
zjistime, Ze vSechny zkoumané vzorky se nachdzeji pod
urovni tohoto limitu.

Pro ostatni prvky nebyly nalezeny limity stanovené
Evropskou unii ¢i WHO, jejich kontrola se fidi mistni le-
gislativou ¢i u nich existuji jen doporuc¢ené denni piijmy.
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Tabulka III
Hodnoty LOD, relativni smérodatné odchylky opakovatelnosti s, a vytéznosti v
Al Cd Co Cu Mn Ni Zn Pb Tl Cr Fe
LOD ng/g vzorku 592 0,126 0,348 797 7,24 10,2 479 4,62 0,0199 7,88 168
Sr 6,0% 12,2% 2,0% 2,6% 1,1% 8,4% 6,7% 23,7% 2,1% 8,3% 5,1%
v 93,6% 98,5% 99,7% 97,2% 99,9% 97,7% 95,6% 101,2% | 103,0% [ 105,2% | 101,8%
) =
O
o

PC1

Obr. 1. Graficky vystup rozloZeni vzorki podél PC1 a PC2 s elipsami vyjadiujicimi 68% pravdépodobnost vyskytu vzorku z dané

lokality. Vektory znazoriuji zatéze studovanych prvka

Napiiklad pro Tl nastava dle cit.® zdravotni riziko pti dlou-
hodobém piijmu nad 10 pg denné. Med s nejvyssim obsa-
hem TI (z Frydku-Mistku) obsahoval necelych 7 pg kg™,
coz znamend, Ze pii bézné konzumaci otrava nehrozi.
I vyskyt ostatnich prvkd ve vzorcich by na zékladé udaja
plynoucich z ¢eské legislativy nemél byt rizikovy. Je vSak
nutné zminit, Ze limity pro koncentraci prvkd v medu nee-
xistuji, a tak byly naméfené udaje srovnavany s limity pro
jiné potraviny.

Ziskana data obsahti prvkii ve vzorcich byla hodnoce-
na analyzou hlavnich komponent (PCA). Z vyslednych
grafli komponentniho skére a zatéZi (napf. obr. 1) je patr-
né, ze vyskyt studovanych prvki ve vzorcich souvisi
s lokalitou plivodu. Je naptiklad vidét, Ze medy pochazejici
z Prahy jsou si az na jednu vyjimku sloZzenim velice blizké,
a pokud se podivdme na vektory zatéZi, vidime, Ze je spo-
juje relativné nizky obsah prakticky vSech stanovovanych
prvki. Naopak vzorky ze Slezska se vzajemné zfetelné lisi,
z vektorl zatézi a polohy vzorkid v roviné PC1 a PC2 je
zfejmé, ze jsou mezi nimi vice zastoupeny vzorky bohatsi
na stopové prvky, zvlasté TI ¢i Pb. Ackoli je zavislost ob-
sahu studovanych prvkd na lokalit¢ ziejma, neni mozné
pouze na zéklad¢é vyskytu studovanych prvki zpétné jed-
noznaéné urcit geograficky ptivod.
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Zavér

Byly proméieny obsahy 11 vybranych prvki ve vzor-
cich medti z Ceské a Slovenské republiky. U vétsiny prvki
se pouzita metoda ukazala byt dostatecné citlivou pro sta-
noveni koncentraci ve vSech zkoumanych vzorcich.
Z hlediska zdravotniho nebyla zjisténa rizika pro dospélou
populaci. Ukéazalo se, ze rozdily ve slozeni mezi jednotli-
vymi lokalitami jsou patrné. Do budoucna je cilem vyzku-
mu prozkoumat dal§i aspekty ovliviujici slozeni medu,
zvlasté vliv zpracovani a baleni. Cenné vysledky by mohlo
pfinést studium vlivu druhu medonosnych rostlin.
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K. Matéjkova, A. Kana, and O. Mestek
(Department of Analytical Chemistry, University of Che-
mistry and Technology, Prague): Determination of Trace
Elements in Czech Honey

Honey is generally considered as nutritionally valuable
food. The aim of this study was (a) determination of the
content of selected (both essential and toxic) metal ele-
ments in the Czech honey samples using the inductively
coupled plasma — mass spectrometric method, (b) evalua-
tion of the data obtained considering the influence on hu-
man health and (c) elucidation of the relationship between
the elements contents and geographic origin of the honey
employing the principal component analysis. The results
show that the contents of elements do not represent any
health risks for adults. The geographic source is somewhat
reflected in the honey composition but the relationships
are too complex to allow us the determination of the honey
origin based on the information about metal elements con-
tents.

Keywords: honey, inductively coupled plasma — mass
spectrometry, principal component analysis, honey origin
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Uvod

Pachova signatura ¢loveka patii do skupiny krimina-
listickych stop. Zatim je jen podpurnym dikazem, ov§em
jsou zde snahy zaradit ji mezi dikazy pfimé. K tomu napo-
maha analyza pachu. Vyzkumy zaméfené na detekovani
slozeni pachu maji za cil dospét az do faze, kdy bude moz-
né propojit nalezeny pach s konkrétni osobou.

Pach clovéka se Cleni na tfi mozné kategorie. Pach
individualni (primarni) je po celou dobu Zivota staly, pro-
toze je spojen s genetickou informaci. Druhovy pach
(sekundarni) je ovlivnitelny (stravou, léky, nemoci) a na-
pomaha doty¢nou osobu zaradit do urcité skupiny, ¢imz se
mini rozliSeni pohlavi, etnika, chorob a dalSich. Pachy
pridruzené (terciarni) nemaji spojitost s lidskym organis-
mem. Jsou vytvafeny okolim, ve kterém se ¢loveék pohybu-
je a pouzivanou kosmetikou'*.

Lidsky pach je pro kazdého €loveka jedinecny a neza-
meénitelny. Jde o latku slozenou z velkého mnozstvi riz-
nych komponent, kam lze zatadit mastné kyseliny a jejich
estery, thioly, steroidy, aldehydy, aminy, ketony, alkoholy
a mnohé¢ dal$i. Mezi charakteristické vlastnosti latek tvori-
cich pach patii jejich dobra rozpustnost v tucich, t€kavost
a nizka molekulova hmotnost' .

Mastné kyseliny a jejich estery jsou jednim z hlavnich
nositelt pachové signatury. Lidsky organismus je schopen
si v malé mife syntetizovat mastné kyseliny sam, ovSem
vétS§ina mastnych kyselin se do organismu dostava
v potravé. Jejich hlavnim zdrojem jsou oleje a maso. Zivo-
¢iSna strava je bohatd na nasycené kyseliny s dlouhym
fetézcem, zatimco u rostlinné prevladaji mononenasycené
a polynenasycené kyseliny s dlouhym Fetézcem®.

V  téle se vyskytuji volné nebo vazané
v triacylglycerolech, poptipad€ v jinych lipidech. Aby byl
organismus schopen si kyseliny syntetizovat, potiebuje
k tomu neustdlou dostupnost Acetylkoenzymu A. Ten
napomaha prodluzovat uhlikaty fetézec vzdy o dva uhliky.
Organismus dokaze nejen prodlouzit fetézce mastnych
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kyselin, ale je rovnéz uzpusoben k jejich zkracovani,
k ¢emuz dochézi prostfednictvim p-oxidace. Retdzce jsou
zkracovany o dva uhliky az na vychozi Acetylkoenzym A.
Veskeré reakce probihaji na tfetim atomu uhliku, tzv.
B uhliku’.

Problematika estertt mastnych kyselin neni samostat-
né zcela prozkoumana. Jsou rovnéz soucasti biotransfor-
macnich procest. Daji se detekovat v lidském téle, napii-
klad ve formé FAEE (ethylestery mastnych kyselin), ale
Ize je nalézt i v externich zdrojich, jako jsou oleje’.

Ethyl estery vyssich mastnych kyselin jsou metaboli-
tem ethanolu. V krvi je lze detekovat béhem 24 hodin po
poziti alkoholu. Ale ani poté se FAEE z téla zcela neztrati,
ukladaji se v tukové tkani a ¢ast z nich prechdzi i do vlast.
V nich se daji detekovat po velmi dlouhé ¢asové obdobi.
Prakticky se da fict, ze ve vlasech FAEE zistavaji
az do chvile, nez vlasy odrostou a ostiihaji se. ’

r wr

Experimentalni ¢ast

K pfipravé roztokt byly pouzity standardy aldehydu,
ketonti, esterti, kyselin, n-alkand a skvalenu od firmy Sig-
ma-Aldrich o Cistoté 99,5 %. Nasledujici tfi rozpoustédla
byla pouzita k rozpusténi standardd: Hexan od Sigma-
Aldrich (Cistota > 99% pro GC), Ethanol od VWR Chemi-
cals (Cistota > 99,7 %) a Acetonitril od Fluka (Cistota >
99,9 % pro LC-MS).

Modelovéa smés byla pfipravena navaZenim standar-
da, ktera byla prevedena do 10 ml odmérné banky, a to tak
aby vysledna koncentrace byla 1 mg ml'. Vie bylo roz-
pusténo v hexanu. Z tohoto zasobniho roztoku byl pfipra-
ven pracovni roztok o koncentraci 50 pg ml'. Dal§im
fedénim pracovniho roztoku byla pfipravena kalibracni
fada, ktera zahrnovala celkem sedm roztokd v koncen-
tracich od 0,5 pug ml™" do 50 pg ml™".

Bylo vytvofeno celkem devét modelovych vzorkd
a tii vzorky slepé. Pfiprava spocivala v naneseni 20 pl
modelového roztoku o koncentraci 50 pg ml™' na sorbent
(sklenéné kulicky) umistény v Cistych vialkach. Po odpare-
ni rozpoustédla (hexan) byly kuli¢ky pfevrstveny 10 ml
rozpoustédla (hexan, acetonitril nebo ethanol). Vialky byly
umistény do ultrazvukové lazn¢ a latky byly extrahovany
po dobu 10 minut pti laboratorni teploté. 5 ml extraktu
bylo postupné pfevedeno do vialek s koénickym dnem,
extrakéni rozpoustédlo bylo odstranéno volnym odparem
do sucha. Odparek byl nasledné rozpustén v 50 ul hexanu.
Pro kazdé rozpoustédlo byly ptipraveny tii modelové vzor-
ky a jeden slepy vzorek, kde byly oplachovany kulicky bez
aplikované modelové smési.

Sklenéné kulicky se pfed kazdym pouzitim Cisti stan-
dardizovanym postupem. Kulicky se nechaji minimalné
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24 hodin stat v kyselin¢ chromsirové. Po sliti kyseliny jsou
kulicky oplachnuty v 30 % peroxidu vodiku. Nasleduje
dvojnasobné promyti v supercisté vod¢, hexanu a ethanolu.
Takto vycisténé kulicky jsou napocitany po Ctyficeti do
kadinek a vysuSeny v susarné, kde se nechaji tfi hodiny pifi
teploté 230 °C. Po vyjmuti ze suSarny jsou uchovavany
v exikatoru, a to maximalné po dobu 7 dnd.

Kalibra¢ni tada i vzorky byly proméfovany na ptistro-
ji Shimadzu GC-MS — QP 2010 SE. Vysledné chromato-
gramy se vyhodnocovaly softwarem GCMS-Solution
a jednotlivé latky v chromatogramech byly identifikovany
pomoci reten¢nich indext a na zakladé shody hmotnost-
nich spekter se spektry uvedenymi v knihovné spekter
NIST. Pro separaci latek byla pouzita kapilarni kolona
SLB™-5ms o délce 30 m s vnitinim primérem 0,25 mm
a filmem 0,25 pum.

Davkovani roztokl do piistroje bylo provadéno hor-
kou jehlou, kdy do sklenéné davkovaci stfikacky Hamilton
byl natazen 1 pl roztoku. K nému byl nabran 0,5 pl vzdu-
chu. Takto pfipravena stiikacka byla zavedena do davko-
vace a 5 s temperovana na teplotu davkovace. Po uplynuti
této doby byl vzorek pfeveden do nastfikového prostoru
davkovace. Liner davkovace byl vyhiivan na 280 °C. Vzo-
rek byl na kolonu davkovan za tlaku 200 kPa (udrzovan po
dobu 1 min) v moédu splitless.

Optimalni teplotni gradient obsahoval tfi rampy
a Ctyfi izokratické kroky. Teplota kolony na zacatku méte-
ni byla 50 °C po dobu dvou minut. Poté zaala postupné
nardstat rychlosti 5 °C min™' na teplotu 150 °C. Tato teplo-
ta byla isokraticky drzena po dobu péti minut. Pak doslo
znova k néristu teploty na 220 °C rychlosti 8 °C min™'
(opé&t isokraticky ustdleno na 5 minut). Posledni narGst
teploty byl na 320 °C, opé&t 8 °C min". Tato teplota byla
udrzovéana 16,75 minut. Celkova doba analyzy byla 70
minut.
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Vysledky a diskuse

Prvni méfeni probéhly podle pfedchozich experimen-
tt, kde byl jako pocate¢ni gradient pouzit linearni gradient
s naristem teploty 50 — 300 °C rychlosti 8 °C min', a 15
minutovym izotermickym krokem pii 300 °C. Separace
vsech slozek modelové smési ale nebyla dostatecna. Nej-
vetsi problémy byly v jedenacté a Sestnacté minuté, a dale
za dvacatou minutou, kde dochazelo ke koeluci nékolika
latek. Pti 300 °C byl poslednim eluovanym pikem tetratri-
akontan (C34), pficemz modelovd smés obsahovala
n-alkany az do tetrakontanu (C40).

Pro odstranéni téchto nedostatkti byla nastavena nova
metoda, kterd kombinovala snizeni strmosti naristu teploty
s pfidanim tii teplotnich plat. Toto feSeni se ukdzalo jako
velice efektivni, protoZze v kritickych mistech doslo
k separaci latek. Snizeni strmosti teplotniho gradientu
umoznilo oddélit nonan od elu¢ni zény rozpoustédla. Zvy-
Seni koncové teploty na 320°C pak umoznilo eluci vSech
n-alkanti az po tetrakontan.

Na obr. 1 je vidét chromatogram modelové smési
o koncentraci 50 pg ml™'. Tento vzorek byl proméfovan
optimalizovanou metodou.

V experimentu byla porovndvédna tfi rozpoustédla:
hexan, ethanol a acetonitril. Ackoliv se jedna o rozpouste-
dla ur¢end pro chromatografii, nebo pfimo pro hmotnostni
spektrometrii (acetonitril), pti odparovani do sucha u nich
doslo k zakoncentrovani necistot. V hexanu zlstdvaji ne-
polarni latky, jako jsou n-alkany. V ethanolu a acetonitrilu
se naopak vyskytuji latky polarniho charakteru (alkoholy,
aldehydy, estery mastnych kyselin). Ethanol, na rozdil od
acetonitrilu, vykazoval dobrou odezvu i pro nepolarni lat-
ky. Diivodem je niZsi polarita, nez u acetonitrilu.

V experimentu byla pozornost vénovana nejen kvali-
tativnimu sloZeni extraktu, ale i kvantitativnimu obsahu
latek. Obsah jednotlivych latek byl uréen metodou kalib-
racni kiivky, ktera byla ziskana proméfenim 7 kalibra¢nich
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roztokd v rozmezi koncentraci 0,5-50 ug ml™'. Modelovy
vzorek byl pfipraven z 20 pl modelové smési. Postupnym
fedénim, zakoncentrovanim volnym odparem a zno-
vurozpusténim odparku v 50 pl hexanu, byl pfipraven roz-
tok o teoretické koncentraci 10 ug ml™'. Ze zjisténych real-
nych koncentraci a znalosti teoretické koncentrace jednot-
livych latek v modelovém vzorku byla vypoclitdna vytéz-
nost extrakce.

Zavér

Byla vytvofena metoda pro separaci modelové smési
latek ptitomnych ve vzorcich lidského pachu. I tak se
ovSem v chromatogramu vyskytuji oblasti, které je stale
zapotiebi podrobit optimalizaci. Upravy teploty v uz opti-
malizované metod¢ nevedly k pozadovanému vysledku,
tim padem bude v dal$im kroku optimalizace pozornost
zaméfena na Upravu tlaku, popfipadé na upravu pritoku.

V ramci porovnani rozpoustédel se jako nejlepsi jevil
ethanol, ve kterém vidime jak latky polarni, tak i nepolar-
ni. V jeho neprospéch vypovidd vySS8i cena a nizké t€ka-
vost majici za nasledek zdlouhavou pfipravu vzorku. Otaz-
kou ziistava, jestli bychom neztratili ¢ast latek ze vzorku,
pokud bychom odtékani rozpoustédla napomohli napft.
snizenim tlaku. Jistym kompromisem se tak jevi pouziti
acetonitrilu.

Tato prace byla realizovana za podpory projektu Mi-
nisterstva vnitra CR VF20142015036.
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K. Paroulkova, V. Skefikova, and P. Cinkova
(Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical
Engineering, UCT Prague): The Solubility of Odorous
Molecules

Human odour is a very complex chemical mixture;
however main components were successfully described.
Human odour contains fatty acids and their esters, there-
fore is rather lipophilic and less volatile. Based on the pre-
vious experiment, standard mixture, which consists of
Fatty acids and their esters, Aldehydes, Ketones,
n-Alkanes and Squalene, was prepared. Three solvents
with various polarities were used for extraction of target
compounds from glass beads. The main goal of this experi-
ment was to determine differences in the extraction selec-
tivity of solvents used in the GC-MS analysis of the human
odour — acetonitrile, ethanol and hexane.

Keywords: human odour, fatty acids, esters, GC-MS
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Uvod

Cilem prace je ptinést nové znalosti a praktické zku-
Senosti v oblasti degradace organofosfatii na reaktivnich
sorbentech s orientaci na vyvoj a testovani novych, ucin-
nych nanokrystalickych sorbenti na bazi oxidi kovl
s jejich naslednou aplikaci na odstraniovani organofosfo-
reénych pesticidi z Zivotniho prostiedi'”. Tyto poznatky
mohou byt do zna¢né miry aplikovany i na degradaci bo-
jovych otravnych latek. Jako predstavitel organofosfatil
byl testovan parathion methyl a jeho hlavni degradacni
produkt 4-nitrofenol (obr. 1, 2).

O,N
o(8S)

CH,
r,
0

O\CH3

Obr. 1. Strukturni vzorec parathion methylu

o-

Parathion methyl je organofosfore¢ny vysoce toxicky
akaricid a insekticid, ktery je Casto pouzivan k hubeni
hmyzich $ktdci a pii ochran¢ zemédélskych plodin,
zejména ryzovych a bavlnénych poli’. V Zivotnim prostie-
di dochazi k jeho distribuci jak v atmosféfe, pude, tak i ve
vodnim prostfedi a snadno tak pronika do potravniho fe-
tézce. Jeho absorpce do t€la je velmi snadnd a béhem pro-
cestl biotransformace pesticidu v jatrech, mohou vzniklé
oxony inhibitovat acetylcholinesterazu. Ta jiz neni schop-
na rozkladat acetylcholin, (diilezity neurotransmiter)*.
Mize tak dojit k trvalé poruse nervové soustavy, ktera
muze vést az ke smrti udusenim. Pfedpokladany mecha-
nismus degradace parathion methylu na povrchu reaktiv-
nich sorbentd” je schématicky zndzornén na obr. 3.

Zkoumané sorbenty byly pfipraveny rliznymi meto-
dami (metoda sol-gel’, srazeni atd.) jak na pracoviitich
fakulty zivotniho prostiedi UJEP, tak i ve spolupraci
s vyzkumnym ustavem anorganické chemie v Rezi
(UACH Rez). Probéhlo testovani nanokrystalickych oxi-
di kovii TiO,, ZrO,, CeO; a jejich smési v riznych molar-
nich pomérech jednotlivych kovt (napt. 2Ti.8Ce predsta-
vuje smes TiO; a CeO,s molarnim zastoupenim prvkd Ti
a Ce v poméru 2:8)

HO :
NO,

Obr. 2. Strukturni vzorec 4-nitrofenolu

P-O-aryl
Cleavage

O,N Nu:
N
_—
P—O/

O\CH3

Obr. 3. Schéma predpokladaného mechanismu degradace parathion methylu na povrchu reaktivnich sorbentii na hlavni degra-

daéni produkt 4-nitrofenol, kdy dochazi ke $tépeni P-O vazby
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Experimentalni ¢ast

Pro testovani pfipravenych sorbentli se pouzil roztok
vybraného pesticidu parathion methylu v heptanu o kon-
centraci 0,035 M. Do sedmi 4 ml vialek SUPELCO se
navazilo 50 mg pfislusného praskového sorbentu. Poté se
pridalo 0,4 ml rozpoustédla a nadavkovalo se 100 pl za-
sobniho roztoku pesticidu, ¢imz se zah4jila rozkladna reak-
ce. Doba reakce byla volena v ¢asové fadé 0,5, 8, 16, 32,
64, 96 a 128 minut. Po uplynuti reak¢éni doby se ke smési
pfidal 4 ml methanolu, ¢imz se reakce zastavila. Vialka se
poté odstied’ovala po dobu 4minut pii 4000 otacek/minutu
a odstfedény supernatant se prevedl do odmérné barky.
K odsttedénému zbytku se pridaly dal§i 4ml methanolu
aznovu se odstfedilo. Extrakce se takto provedla celkem
4 krat. Bailka se doplnila methanolem po rysku a vzorek
byl analyzovan metodou HPLC na kapalinovém chromato-
grafu Merck Hitachi L-7000, vybavenym detektorem
s diodovym polem L-74501 a kolonou SXG NH, Sum
(Tessek). Pritok mobilni faze (100 % metanol) byl 0,3 ml/
min. Monitorovaci vlnova délka pro detekci parathion
methylu a degradacnich produkti byla 230 nm.

Vysledky a diskuse

Vysledky pokusii na pfipravenych sorbentech proka-
zaly jejich schopnost odbourdvani parathion methylu
a vznik jeho degradaéniho produktu 4-nitrofenolu. Jako
nejucinnéjsi byly vyhodnoceny sorbenty 2Ti.8Ce, 1Ti.1Ce,
0Ti.1Ce. Jako stfedn¢ G¢inné se ukazaly sorbenty 1Ti.1Zr,
8Ti.2Ce, 8Ti.2Zr, 2Ti.8Zr. Nejméné ucinné byly sorbenty
TiO,, ZrO,, 1T1.0Ce. Grafické znazornéni kinetické zavis-
losti degradace je uvedeno na obr. 4, kde je znazornén
ubytek parathion methylu a pfirtistek 4-nitrofenolu na mé-
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fenych praSkovych reaktivnich sorbentech. U zadného
z testovanych sorbentd nedoslo k Gplnému odstranéni pes-
ticidu (maximalni konverze 66 % parathion methylu na
4-nitrofenol za 128 minut bylo dosazeno na sorbentu
2Ti.8Ce). Zistava tedy prostor pro dalsi upravy vlastnosti
testovanych sorbentt (derivatizace) a vybér novych funke-
nich sorbentll na bazi nanokrystalickych oxidi kovi.

Zavér

Byly prokazany degradacni vlastnosti nekterych pfi-
pravenych reaktivnich sorbenti (2Ti.8Ce, 0Ti.1Ce,)
z hlediska jejich aplikace pro bezpecnou a rychlou dekon-
taminaci ZP od organofosfore¢ného pesticidu parathion
methylu. Tyto poznatky 1ze na zaklad¢ identického mecha-
nismu degradace ve zna¢né mife vyuzit i pro degradaci
dalsich organofosfore¢nych pesticidl a také nebezpecnych
bojovych chemickych latek na bazi organofosfore¢nych
sloucenin (soman, sarin, VX, apod.). Dale bylo prokéazano,
ze pro stanoveni organofosfore¢nych pesticidi a jejich
hlavnich degrada¢nich produktli je mozné pouziti kapali-
nové chromatografie (HPLC) s UV/VIS detekci pomoci
detektoru s diodovym polem, ktera je dostatecné rychla,
robustni a citliva.

Tento vyzkum byl financéné podporovin z projektu
1IGA — Reaktivni sorbenty -44201-15-0061-01.
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Obr. 4. Priklady kinetickych zavislosti degradace parathion-methylu na vybranych reaktivnich sorbentech v heptanu
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M. PSenicka and P. Kuran (J. E. Purkyné University
in Usti nad Labem, Faculty of Environment): Study of
Kinetics Degradation of Organophosphorus Pesticide
Parathion Methyl on Nanocrystals Metals Oxides

This work was focused on research of parathion me-
thyl kinetics on nanocrystal of metals oxides. Some of
prepared reactive sorbents have degradation properties,
maximum conversion (66 %) of parathion methyl to
4-nitrophenol was reached within 128 minutes on sorbent
2Ti.8Ce. The use of HLPC-UV-Vis for determination of
organophosphorus pesticides by means of quick, robust
and sensitive diode array detector was shown to be possi-
ble.

Keywords: degradation, reactive sorbents, parathion methyl
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Uvod

Komplexy Ln(III) iont jsou diky svym spektrosko-
pickym, elektrochemickym a magnetickym vlastnostem'~
vyuzitelné v nejriznéjSich chemickych a biologickych
aplikacich, napt. Ln(IIT) komplexy DOTA makrocyklické-
ho ligandu se pouzivaji v mediciné jako radiofarmaka®*
nebo Gd(III) komplexy jako kontrastni latky pro diagnos-
tické ucely pomoci MRI (cit.' ). V biologickych aplika-
cich jsou pouzivany luminiscencni sondy na béazi Ln(III)
komplext diky jejich neobvyklému luminiscen¢nimu cho-
vani vykazujici vysoké Stokesovy posuny uzkych emis-
nich pasti o polosifce 10-20 nm a vyjimecné dlouhé polo-
Casy vyhasinani, které dosahuji az stovky us (cit."?). Mak-
rocyklické hexadentatni (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-1,7-dioctovd  kyselina, H;DO2A) a heptadentatni
(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova  kyselina,
H;DO3A) ligandy tvofi s Eu(Ill) iontem komplexy o vy-
soké termodynamické stabilitd a kinetické inertnosti®’,
pfi¢emZ jsou schopny dale reagovat s dal§imi mono-
a bidentatnimi ligandy (napf. F~, octan, uhli¢itan, hydro-
genfosforeénan, aj.) za vzniku terndrnich komplexa®’,
¢ehoz lze vyuzit k jejich stanoveni. Tato prace popisuje
vyuziti Eu(Ill) komplext DO2A a DO3A makrocyklic-
kych ligandl pro voltametrické a luminiscenéni stanoveni
vybranych analytt.

Experimentalni ¢ast

Pro experimenty byly pouZity nasledujici chemikalie:
uhli¢itan sodny, kyselina pikolinova = PA, kyselina dipi-
kolinovd = DPA (vSechny p. a. Cistota) byly dodany fir-
mou Sigma-Aldrich, USA), kdeZto kyselina isochinolin-3-
-karboxylova = ICQA (p. a.) firmou Acros Organics
(Belgie). Makrocyklické ligandy H;DO3A a H;DO2A
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byly syntetizovany firmou CheMatech (Francie). Zasobni
roztok EuCl; byl ptipraven rozpusténim Eu,O; (p. a., Alfa
Aesar Némecko) v malém mnozstvi kyseliny chlorovodi-
kové a jeho standardizace byla provedena chelatometric-
kou titraci. Tontova sila 0,1 mol dm byla nastavena rozto-
kem KCI. Méteni bylo provadéno pti 25,0 + 0,5 °C.

Luminiscen¢ni spektra byla zméfena na spektrometru
Aminco-Bowman Series 2 (Thermo-Spectronic, USA)
s vlnovym rozsahem 200-800 nm, ktery pouziva jako
zdroj kontinudlni nebo pulsni Xe-lampu. Cyklicko-
voltametricka (CV) méfeni byla provedena na potenciosta-
tu Autolab PGSTAT 30 (Metrohm, Svycarsko) ovladany
GPES 4.9 software s pouzitim tfi-elektrodového usporada-
ni — visici rtut'ova kapkové elektroda (pracovni), platinova
elektroda (pomocnd) a argentochloridova elektroda
(referentni), dale na potenciostatu Metrohm 910 PSTAT
mini (Metrohm, Svycarsko) za pouziti ti§ténych elektrod
(tfi-elektrodové zapojeni, Au — pracovni, C — pomocnd, Ag
— referentni). VétSina experimentti byla provedena s nasta-
venou rychlosti polarizace 50 mV s, kdy na elektrodé
probiha redoxni proces fizeny difiizi®. Roztok (cg. = 0,1
mM, pH 7,4 (fluorimetrie) nebo 0,5 mM, pH 7,0 (CV)) byl
probublavan argonem za ucelem odstranéni rozpusténého
kysliku z atmosféry.

Vysledky a diskuse

Tvorba ternarniho komplexu [Eu(DO3A)(PA)]”
(Schéma 1) byla studovana pomoci luminiscen¢ni spektro-
skopie a cyklické voltametrie (obr. 1). Po ptidavku kyseli-
ny pikolinové dochézi k zvySeni intenzity luminiscenc¢nich
past pii 594 a 618 nm (obr. 1A) v disledku vytésnéni
dvou molekul vody, které vykazuji zhaseci efekt,
z koordina¢ni sféry Eu(IIT) komplexu. Kyselina pikolinova
vykazuje tzv. anténovy efekt, nebot’ v jeho disledku do-
chazi k asi 170-nasobnému zvyseni intenzity fluorescence
(Aexe = 286 nm) ve srovnani se 7-ndsobnym navySenim pfi
pifimé excitaci Eu(Ill) iontu (Aexe = 394 nm). Analogicky
byl pozorovan narGist hodnoty katodického proudu
(obr. 1B) pfi hodnoté Ey, ~—1,18 V, ktery odpovida jed-
noelektronovému redukénimu déji EuL + e — EuL".

Tvorba ternirnich [Eu(DO3A)CO5)* a [Eu(DO3A)PA)[
komplexti studovana pomoci luminiscenéni spektrosko-
pie umoznila stanovit jejich rovnovazné konstanty,
10gK[Eu(D03A)(CO3)] = 4,6 + 0,1 a analogicky lOgK[Eu(D03 A)PA) =
2,84 £ 0,06.

Tyto vysledky ukazuji, Ze substitu¢ni reakce (Schéma
2) je z termodynamického hlediska mozna, a proto byla
tato reakce dale studovéna.

Pribéh substituéni reakce komplexu [Eu(DO3A)PA)]
s uhli¢itanem je mozné detekovat jak luminiscencné, tak
elektrochemicky. Pfidavkem uhli¢itanu do roztoku
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Obr. 1. Luminisceéni emisni spektra (A, Ay =286 nm) a CV zaznam (B) [Eu(DO3A)] komplexu zméfena v koncentraénim rozme-

zi kyseliny pikolinové 0-2 mM

[Eu(DO3A)(PA)] vznika stabilnéjsi komplex
[Eu(DO3A)(CO;)]*, coz se projevi opétovnym poklesem
intenzity luminiscence (obr. 2A) a snizenim katodického
proudu (obr. 2B). Zavislost obou analytickych signald
linearné zavisi na koncentraci uhli¢itanu, a proto Ize vyuzit
tohoto nepfimého zptisobu detekce pro citlivé stanoveni
uhlic¢itanu. Podobny pfistup lze vyuzit pro substitucni re-
akci [Eu(DO3A)(ICQA)] komplexu s uhli¢itanem, kdy je
k excitaci pouZito zafeni o vinové délce 326 nm.

Dalsi CV experimenty pak byly provedeny s potenci-
ostatem Metrohm 910 PSTAT mini a ti§ténou elektrodou
kvuli miniaturizaci a zjednoduseni méftici aparatury. Jak je
patrné (obr. 3 vs. obr. 1 a 2), tak doslo k deformaci zazna-
mu, nicméné zavislost katodického proudu na koncentraci
kyseliny pikolinové a uhli¢itanu zGstava linearni.

Analogicka reakce [Eu(DO2A)(H,0);]" komplexu
s kyselinou dipikolinovou je doprovazena zménou hodno-
ty jak katodického, tak anodického proudu (obr. 4). Po
pfidavku uhli¢itanu dochézi k obnoveni plivodniho zazna-

//0
o
. c—/ \ 0'/ \0'
0\\ N\ / C\) N= O\\ N/
(\: N// &NH/ 2 ? /N/ \\NH AN
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Schéma 2. Substitu¢ni reakce pouZita pro neprimou detekci uhli¢itanu
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Obr. 2. Luminiscen¢ni emisni spektra (A, Aexe = 286 nm) a CV zaznam (B) [Eu(DO3A)(PA)] komplexu zméiena v koncentra¢nim

rozmezi uhli¢itanu 0-6 mM (A) a 0-2 mM (B)
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Obr. 3. CV zaznam [Eu(DO3A)(H,0),] komplexu (A) po piidavku kyseliny pikolinové (0-2,5 mM). CV zaznam [Eu(DO3A)(PA)|”

komplexu (B) po piidavku uhli¢itanu (0-0,5 mM)

mu (obr. 3 vs. obr. 4), protoze komplex [Eu(DO2A)(CO;)]
se tvofi kvantitativné. Ackoliv pracovni koncentraéni roz-
sah pro stanoveni uhli¢itanti je uzs§i pti pouziti tiSténych
elektrod, citlivost stanoveni a mez detekce jsou o fad
vy$§i, resp. nizsi nez pti pouziti AUTOLAB aparatury.

Zavér

Substituéni reakce komplexu [Eu(H,0),(DO3A)]
s bidentatnimi ligandy (uhlicitan, pikolinat) byla studova-
na pomoci molekulové luminiscenéni spektroskopie
a cyklické voltametrie. Bylo zjisténo, ze konstanta stability
ternarniho  komplexu [Eu(DO3A)(CO;)]*” je mnohem
vys$si nez [Eu(DO3A)(PA)] komplexu, a proto Ize pouzit
substituéni reakce k detekci organickych latek (kyseliny
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pikolinova a dipikolinova) a aniontl (uhli¢itan, Stavelan).
Ob¢ navrzené analytické metody (spektroskopicka, elek-
troanalyticka) maji podobné metrologické parametry
(dynamicky koncentracni rozsah 0-2 mM, mez detekce
kolem 0,1 mM), a proto lze pouzit Eu(Ill) komplexy
DO2A/DO3A makrocyklickych ligand@i jako dudlni
(opticky a voltametricky) senzor k mozné detekci uhlicita-
nu nebo néekterych organickych sloucenin (napt. kyselina
dipikolinovd jako marker anthraxového patogenu®).
Z diuvodu vysoké stability ternarnich komplexi
s uhli¢itanem neinterferuji jiné anionty (napf. citraty, St’a-
velany), proto navrzena analytickd metoda umoznuje jeho
rychlé a selektivni stanoveni, kdy 1ze pouZzit pfenosny po-
tenciostat s tisténymi elektrodami pro analyzu vzorkl zi-
votniho prostiedi v terénu.
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Obr. 4. CV ziznam [Eu(DO2A)(H,0);]" komplexu (A) po pridavku kyseliny dipolinové (0—1,2 mM). CV ziznam [Eu(DO2A)(DPA)]

komplexu (B) po pFidavku uhli¢itanu (0-0,5 mM)

Tento vyzkum byl financné podporovan Ministerstvem
Skolstvi CR (ME09065 a MUNI/A/1500/2015), Grantovou
agenturou CR (grant 13-08336S) a EU programy (projekt
CEITEC 2020 LQ 1601, COST CM1006). Dékujeme Dr. 1.
Triskové a Doc. L. Trnkové za moznost provedeni CV ex-
perimentit na pristroji AUTOLAB.
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F. Smrcka, J. Vanék, and P. Lubal (Department of
Chemistry&CEITEC, Masaryk University, Brno): Dual
Sensor based on Eu(III) Complex

This paper describes the study of the formation of
ternary Eu(III) complex with DO2A and DO3A macrocy-
clic ligands including the picolinate-like ligands serving as
the antenna for luminiscence spectroscopy. The luminis-
cent and electrochemical properties of the ternary Eu(III)
complex formed can be used for determination of bicar-
bonate ions and they can be utilized in order to develop a
new dual sensor for bicarbonate anion analysis.

Keywords: makrocyclic ligands, Eu(Ill) complex, cyclic
voltametry, luminiscence spektroscopy, antenna effect
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Uvod

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani (MSI) je
ucinnym nastrojem pro lokalizaci analytd v biologickych
tkanich. Zpocatku bylo demonstrovano piedevSim pro
zjistovani lokalizace peptidii a proteini'. Brzo byla tato
metoda aplikovéna i pro nizkomolekularni latky a ve srov-
nani s tradi¢nimi metodami ma nékolik vyhod. Pii vyzku-
mu a vyvoji 1é¢iv je dulezité znat distribuci 1éc¢iva a jeho
metabolitl v organismu. Tradi¢ni metody neposkytuji do-
statecnou prostorovou informaci (napf. extrakce tkané
a nasledna analyza pomoci LC-MS) nebo mohou byt malo
specifické, napf. nelze rozliSit 1é¢ivo ajeho metabolity
(autoradiografie celého t&la nebo organu)’. MSI je citliva
metoda vyuZivajici ,,label-free* pfistup (nepouZzivd se izo-
topové znaceni) vhodna k zobrazovani 1é¢iv i jejich meta-
bolitd v tkanich.

Cilem této prace byla optimalizace metodiky pfipravy
vzorkll pro zjisténi distribuce 1é¢iva metforminu, nejrozsi-
fengjSiho peroralniho antidiabetika proti diabetu II typu,
v tkatlovych fezech ledvin technikou MSI MALDI-TOF.
To zahrnovalo pripravu vzorkd pied nanesenim MALDI
matrice, testovani matric zhlediska meze detekce
a interferenci s analytem a samotnou optimalizaci parame-
tra MSI analyzy.

Experimentalni ¢ast

Pro vybér vhodné MALDI matrice byly pfipraveny
zasobni roztoky metforminu s koncentraci 1, 1078, 1072,
107, 10* mgml ™" v 50 % acetonitrilu. Pro detekci 1é¢iva
metforminu  byly zvoleny tfi  matrice:  2,5-di-
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hydroxybenzoovd kyselina (DHB), a-kyano-4-hydroxy-
skoficova kyselina (CHCA) a 2,4,6-trihydroxyacetofenon
(THAP). Dale byla testovana moznost métfeni bez pouziti
matrice (desorpce/ionizace laserem (LDI)). Zasobni rozto-
ky matric o koncentraci 10 mg ml™! byly pfipraveny roz-
pusténim v acetonitrilu. Jako kalibrant byl pouzit PEG
(200, 400, 600, 1 000, 7,5 mM). Analyza probihala
v pozitivnim médu na pfistroji ultrafleXtreme™ (Bruker,
Neémecko) s parametry méfeni uvedenymi v tab. I. Nasta-
veni intenzity laseru bylo optimalizovdno vzhledem
k intenzité signalu, pozadi a rozliSeni. Pro DHB byla pou-
zita relativni intenzita laseru 40 %, pro CHCA 25 %, pro
THAP 45 % a pro techniku LDI 60 %.

Samciim mysi C57 bylo peroralné podano 100 mg kg
metforminu. Nasledné byla sledovana distribuce 1éCiva
v tkéni ledvin 30 a 60 min po podani. Pfed odebranim
tkan¢ byla provedena perfuze fyziologickym roztokem. Po
sbéru nasledovalo zabaleni tkdn¢ do hlinikové folie
azmrazeni v isopentanu (vsuchém ledu). Rezy tkani
o tloustce 12 um z mysich ledvin byly pfipraveny na mi-
krotomu. Poté byly umistény na vodiva ITO sklicka
(Bruker).

Sublimacni aparatura pro nanaseni MALDI matrice
byla vyrobena ve sklaiskych dilnach UOCHB AV CR
podle komeréné dostupné piedlohy (Chemglass Life
Science, Vineland, NJ). Sublimace optimalni vrstvy matri-
ce DHB probihala pfi tlaku 0,4 mbar, teploté¢ 140 °C po
dobu 4 min (cit.%).

Samotna MALDI MSI analyza fezi tkan¢ probihala
pfi rozliSeni 100 pm a intenzité laseru 40 %. Ziskana MSI
data byla dale zpracovavana v programu flexImaging
(Bruker).

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem byl vybér nejvhodnéjsi MALDI ma-
trice. Z naméfenych intenzit iontdi metforminu ([M-+H]";

Tabulka I

Parametry méfeni

Iontovy zdroj 25,07 kV
Reflektronovy mod zapnuty
Polarita pozitivni
Potlaceni iontd matrice vypnuto
Pocet pulzi 1000
Pouzita frekvence laseru 1000 Hz
Intenzita laseru 25-60 %
Hmotnostni rozsah 80-1000 Da
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zevni zona:

vnitini zona

Obr. 1. MALDI MSI fezu ledviny — zobrazeni fosfolipidii; zelené — kira [PC(38:4)+K]"; m/z 844,53; modfe — zevni prouzek zevni
zony [PC(40:6)+K]"; m/z 872,56; &ervené — vnitini prouzek zevni zény [PC(38:6)+K]"; m/z 848,56; nezobrazena &ast — vnitini zona;

rozliSeni 100 pm; TIC normalizace

m/z 130,16) o riznych koncentracich (1, 107, 107, 107,
10~ mg mI™) byl vytvoren graf zavislosti intenzity signalu
metforminu na jeho koncentraci. Bylo zjiSténo, Ze citlivost
meze detekce pfi pouziti matrice THAP a techniky LDI
jsou pfili§ nizké. Matrice CHCA poskytovala nejlepsi me-
ze detekce, ale v hmotnostnim spektru ¢isté matrice byla
patrnd vyraznd interference v oblasti sledovaného iontu
metforminu (m/z 130). Matrice DHB s metforminem nein-
terferovala, a proto byla déle pouzita pro navazujici MSI
experimenty.

Ledviny jsou vyznamnym orgdnem pro eliminaci
1é¢iv a dalSich xenobiotik z t€la. Ledvina mysi se sklada
z kliry (cortex) a dien€ (medulla). Dren ledviny 1ze rozdélit
jednak na zevni zonu, ktera hranic¢i s kiirou a vnitini zonu.
Zevni zéna obsahuje zevni a vnitini prouzek a vnitini zoéna
formuje papilu®. Obr. 1 ukazuje distribuci n&kolika fosfoli-
pidi v ledviné mysi zjiSténou technikou MALDI MSI.
Distribuce téchto fosfolipidi velmi dobte odpovida jednot-
livym vySe zminénym ¢astem ledviny, které jsou podrobné
popsany v praci’. Kiira je v obr. 2 zobrazena zelen& pomo-
ci draslikového aduktu fosfolipidu PC(38:4). Zevni prou-
zek zevni zony diené je zobrazen modie a odpovida drasli-

kovému aduktu fosfolipidu PC(40:6) a vnitini prouzek
zevni zony dfené Cervené, draslikovy adukt PC(38:6). Ne-
zobrazend Cast uprostfed ledviny odpovidd vnitini zéné
dren¢.

Pied méfenim redlnych vzorki fezli s obsahem met-
forminu bylo tieba zjistit, zda nedochazi k prostorové za-
vislému ovlivnéni signalu analytu v rdmci fezu. Proto byl
na povrch fezu ledviny neobsahujici metformin nadavko-
van standard metforminu o koncentraci 102 mgml™ ve
formé trech “spotd“ abylo sledovéano pfipadné potlaceni
intenzity signalu v rliznych ¢astech fezu. Z obr. 2 je patrno,
ze spoty metforminu na fezu jsou vzajemné velmi podobné
(intenzita signalu), z ¢ehoz plyne, ze vliv pozadi je ve
vSech ¢astech fezu srovnatelny.

Distribuce 1é¢iva metforminu v ledvinach 30 a 60 min
po oralnim podani metforminu je ukazana na obr. 3.
K zobrazeni byl pouzit iont metforminu [M+H]" (m/z
130,16). Je zfejmé, Ze vyssi relativni koncentrace metfor-
minu je ve vnitini zoné ledviny oproti ostatnim jejim ¢as-
tem. Z obrazkl je patrno, ze 30 min po podani 1éCiva je
jeho koncentrace vyssi, nez 60 min po podani. Z toho lze
usoudit, ze jiz 60 min po podani zafina dochazet

metformin: 130,16 Da £ 0

Obr. 2. MALDI MSI metforminem “spotovaného” fezu ledvin; metformin [M+H]"; m/z 130,16; rozlideni 100 pm; TIC normalizace
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Obr. 3. a) MALDI MSI fezu ledvin 30 min po podani 1é¢iva; b) 60 min po podani lé¢iva; metformin [M+H]"; m/z 130,16; rozliseni

100 pm; TIC normalizace

k vylucovani. Koncentrace metforminu se v daném caso-
vém intervalu snizuje a zacina se soustied’ovat ve vnitini
zOng diené.

Zavér

Cilem této prace byla optimalizace postupu pfipravy
vzorku andsledné hmotnostné spektrometrické zobrazeni
metforminu v tkdnovych fezech ledvin. Byla nalezena
vhodna matrice DHB, kterd poskytovala dostate¢nou mez
detekce, a zaroven nedochazelo k interferenci iontd analy-
tu s matri¢nimi ionty. Tato matrice byla na fezy nanaSena
sublimaci. Pfi MALDI MSI analyzach na realnych vzor-
cich mysi, kterym byl perordlné podan metformin, bylo
zjisténo, Ze v ledvinach byla nejvyssi relativni koncentrace
metforminu ve vnitini zén¢ dfené 30 min po podani 1éciva.
Jednu hodinu po podani se jiz koncentrace metforminu
zacala sniZovat.
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Pro potvrzeni téchto vysledki bude tato studie dale
rozSifena o kvantifikaci metforminu v ledvinach, ktera
bude provedena analyzou homogenatt tkani ledvin pomoci
LC-MS.

Prace byla financné podporena projektem MSMT ¢.
20/2015 pro VSCHT Praha a z projektu RVO 61388963.
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S. Strnad™”, D. Sykora®, V. Vrkoslav®, J. Cvatka®,
L. Maletinska®, Z. Pirnik™*® (“ Department of Analytical
Chemistry, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue, U Institute of Organic Chemistry and Biochemistry,
Prague, © Institute of Experimental Endocrinology of the
Slovak Academy of Sciences, Bratislava, * University of
Veterinary Medicine and Pharmacy, Kosice): Mass Spec-
trometry Imaging of Metformin in Tissue Sections

Mass spectrometry imaging is a powerful technique
suitable for visualization of the distribution of a wide vari-
ety of compounds within tissue sections. The main aim of
the study was the development and optimization of a sam-
ple preparation procedure allowing determination of the
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distribution of orally dosed metformin in mice kidney sec-
tions. Metformin is the first-line medication for the treat-
ment of type 2 diabetes. The optimization of the sample
preparation step before imaging experiments included the
selection of a suitable matrix and the optimization of vari-
ous parameters of MALDI analysis. 2,5-dihydroxybenzoic
acid was identified as the best matrix providing highest
sensitivity. A sublimation method was successfully used
for the matrix deposition. The highest relative concentra-
tion of metformin was found in the inner zone of kidney 30
minutes after the drug administration.

Keywords: mass spectrometry metformin,
MALDI, MALDI MSI

imaging,
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Uvod

Pouziti elektrotermického odpatovani (ETV) jako
vnaseciho systému do optického spektrometru s indukcéné
vazanym plazmatem (ICP-OES) je vhodné i pro multiele-
mentérni analyzu biologickych vzorki'. Tato metoda opro-
ti ICP-OES analyze s klasickym vnasecim systémem
(pomoci zmlzovace a mlzné komory) pfinasi fadu vyhod.
ETV nevyzaduje prakticky zadnou upravu vzorku, ¢imz se
zkracuje celkovy Cas analyzy a snizuje riziko kontaminace
¢i ztrat t€kavéjsich analytd. Touto metodou lze pfimo ana-
lyzovat kapaliny a suspenze i pevné latky, pficemz diky
vynechani zfedovaciho kroku a téméf kvantitativnimu
prevedeni vzorku do plamene vede pouziti ETV ke snizeni
limité detekce (LOD)?. Diky tomu lze analyzovat i velmi
mala mnozstvi vzorkd, typicky jednotky mg (cit.®). Déle
lze  optimalizaci  teplotntho  programu  pouZitého
k vypafovani vzorku zabranit vzajemnym interferencim
signald analytti v ICP-OES (cit.*). K potlageni interferenci
rovnéz prispiva vhodna volba modifikatoru pouzivaného
k pfevadéni méne tekavych forem analytli na formy snad-
né&ji odparitelné. K dalsim vyhodam pouzité metody patii
ivysokd Casova stabilita® metody, diky niz neni nutna
kompletni rekalibrace pred kazdym métenim.

Cilem mé prace bylo najit a optimalizovat podminky
metody ETV ICP-OES analyzy pro simultanni multiele-
mentarni stanoveni Ba, Co, Cu, Fe, Mn, Na, Sr, Zn
(mikrobiogennich  prvk®’) i Ca, K, Mg, P
(makrobiogennich prvki’) v rostlinném materialu, urdit
LOD, ov¢fit piesnost a preciznost této metody a posoudit
vliv velikosti navazky na pfesnost metody a kvalitu vy-
sledkt.
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Experimentalni ¢ast
Instrumentace

Vsechna méteni byla provedena na ICP-OES spektro-
metru Spectro Arcos s radidlnim pohledem do plazmatu
(Spectro  A.L, Némecko) s fixni optikou v Paschenoveé-
Rungeové montazi a detekénim systémem umoZiiujicim
plné simultanni snimani analytickych ¢ar prvkd v rozsahu
130-770 nm a casové rozliSeny zdznam intenzit. Vykon
generatoru byl nastaven na 1600 W, pritok chladiciho
plynu na 15 dm’min"' a pritok plazmového plynu
na 1,2 cm® min™'. Jako vnadeci systém do ICP-OES spek-
trometru bylo pouZzito zafizeni pro elektrotermické odpato-
vani ETV 4000c (Spectral Systems, Némecko). Toto zafi-
zeni umoziuje nastaveni libovolného teplotniho programu
v peci, prubéh teploty je elektronicky fizen a kontrolovan
vestavénym pyrometrem. Pritok nosného argonu byl nasta-
ven na 0,140 dm® min ™!, ,,bypass“ argonu na 0,380 dm® min™!
a modifikatoru na 2,0 cm® min~\.

Pro zakladni ovladani ICP-OES spektrometru byl
pouzit software Smart Analyzer Vision a ke zpracova-
ni a vyhodnoceni méfeni pomoci ETV modul Smart
ChromPro.

K navazovani vzorkll byly pouzity mikrovahy MYA
5.3Y (Radwag, Polsko), standardni vodné roztoky byly
pfed analyzou vysuSeny na regulovatelné elektrické plo-
ténce (IKA, Némecko).

Pouzité chemikalie

Demineralizovana voda Milli-Q (Millipore, Bedford, Spo-
jené staty americké)

Kyselina dusicnd 65% Suprapur® (Merck, Darmstadt,
Némecko)

Argon ¢&istoty 4.6 (Messer, Ceska republika)

Freon R 12 (TEGA, Wiirzburg, Némecko)

Certifikované referencni materialy:

RM P-ALFALFA Vojtéska (Institute of Radioecology and
applied nuclear techniques, Ceska republika)

NCS ZC73011 Soéja, NCS ZC73016 Kuieci maso (China
National Analysis Centre for Iron and Steel, Cina)

BCR RM No. 482 Lisejnik, BCR RM No. 101 Smrkové
jehli¢ci (Commission of the European Communities,
Community bureau of references)

IAEA — 336 LiSejnik (International Atomic Energy
Agency, Analytical Quality Control Services)

SRM NIST 1575 Jehli¢i borovice pinie (U.S. Department
of Commerce, National Institute of Standards and techno-
logy, Spojené staty americke)

INCT-TL-1 Cajové listy, INCT-OBTL-5 Tabakové listy



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 14, 41-44 (2016)

(Institute of Nuclear Chemistry and Technology, Polsko)
Jednoprvkové a smésné vodné standardy (Analytika, spol.
s 1.0., Ceska republika)

Vysledky a diskuse
Vyvoj metody

Na zéklad¢ studia literatury zabyvajici se stanovenim
obdobnych prvkii v organickém materidlu'*, doporudeni
vyrobce zafizeni a vzhledem k vybaveni laboratoie byl
jako modifikator pouzit freon R12, vhodny pro stanoveni
vétsiny prvki', s pritokem 2 cm’ min'. Poméry pritoki
nosného a ,,bypass® argonu byly nastaveny podle doporu-
¢eni vyrobce.

Sledované spektralni ¢ary (tab. I) byly vybrany cas-
te¢né dle literatury4, Castecné vlastnim experimentovanim.
Pti analyze metodou ETV ICP-OES jsou v ptipadé prvki
s vy$§im obsahem sledovany atypické, méné citlivé spek-
tralni Cary, aby nedoslo k prehlceni detektoru pfili§ vyso-

Tabulka I
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kou intenzitou signdlu. V naSem piipad¢ se jednalo o prv-
ky Ca, Mg, KaP, obsazené v rostlinnych vzorcich na
urovni desetin az jednotek procent. Pomoci roztokii vod-
nych standardi vnaSenych do ICP pomoci zmlzovace
(Modified-Lichte) a cyklonické komory byla optimalizova-
na poloha piku pro odecitani intenzit na vinovych délkach
jednotlivych prvki a definovano pozadi pro jednotlivé
cary.

Optimalizace teplotniho programu byla provedena
porovnanim casovych pribéhi intenzity signalu na spek-
tralni care Ar I 404,442 (monitorovani stavu plazmatu)
a intenzit spektralnich Car jednotlivych analytd pii analyze
miligramovych navazek RM P-ALFALFA Vojtésky
za pouziti Ctyf riznych teplotnich programi.

Teplotni program 25-300 °C/10's, 300-600 °C/50 s,
600-800 °C/2 s, 800 °C/10 s, 800—1650 °C/6 s, 1650 °C/10s,
1650-2000 °C/2's, 2000-2500 °C/5s, 2500-25°C/15 s
jako jediny z vyzkouSenych umoznil kvantitativni ptechod
vSech stanovovanych analytli do ICP. U tohoto programu
nedochazelo k presyceni detektoru signalem u zadné ze
sledovanych c¢ar, ani u car prvki, jejichz obsah v CRM

Parametry kalibrace a vysledky ovéfovani piesnosti a preciznosti metody

Makrobiogenni rostlinné prvky

Spektralni cara  LOD [ng]  Kalibrac¢ni Kalibra¢ni Sy Vytéznost Nejistota Presnost
rozsah [ug] zavislost [%] [%] vytéznosti [%]

Call 155,318 180 0-50 nelinearni 2,87 98,0 42 ovéfena

Ca1443,496 59 0-50 linearni 2,04 102,9 1,9 ovéfena

K 1404,721 1 080 0-80 linearni 3,48 82,3 1,6 neovétena

Mg1278,142 21 0-11 linearni 2,55 104,6 2,2 ovéfena

P1168,599 7,0 0-22 linearni 5,04 100,2 39 ovéfena

P1169,403 9,6 0-26 linearni 5,07 100,9 3,9 ovéfena

Mikrobiogenni rostlinné prvky

Spektralni ¢ara  LOD [ng]  Kalibra¢ni Kalibra¢ni Sy Vytéznost Nejistota Presnost
rozsah [ng] zavislost [%] [%] vytéznosti [%]

Ba Il 233,527 0,35 0-200 linearni 2,84 107,1 3,2 ovéfena

Ba Il 389,178 1,8 0-200 linearni 2,86 105,5 3,1 ovéfena

Co 11228,616 0,29 0-100 nelinedrni 2,82 105 3,7 ovéfena

Cul324,754 0,16 0-100 nelinearni 1,74 111,9 3,1 neovéfena

Cul327,396 0,44 0-200 linearni 5,35 111,9 3,0 neovéfena

Fe1218,720 25 0-2000 nelinedrni 3,57 101,1*

Fe 1373,486 1,1 0-2000 nelinearni 3,15 105,4°

Mn 1403,076 1,4 0-1700 linearni 2,28 104,8 1,9 ovéfena

Na1330,237 24 0-6000 nelinedrni 6,16 145,8"

Sr11215,284 0,44 0-1600 linearni 2,46 96,1 2,4 ovéfena

Zn 11 206,200 1,5 0-200 nelinearni 2,01 107,8 2,0 neovéfena

Zn1213,856 0,074 0-150 nelinearni 2,26 111,5 2,1 neovéiena

*V piipadé téchto analytii byla u CRM uvedena jen orientaéni hodnota hmotnostniho zlomku.
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dosahuje jednotek procent. Déle byl pouZivan jen tento
teplotni program.

Diky vhodné zvolenému teplotnimu programu, kdy
pfi pomalé teplotni rampé na zacatku analyzy dochazi
k pyrolyze a prechodu organické matrice do plazmatu
pred odpafenim samotnych analytii, bylo mozno pouzit
kombinovanou kalibraci pomoci riznych materiald. Byly
zméfeny kalibracni zavislosti intenzit signalu na absolut-
nim mnozstvi analytl obsazenych v napipetovanych jedno-
prvkovych i smésnych vodnych standardech a v rdzné
velkych navazkach pevnych CRM, jejichz vycet je uveden
vyse.

V piipadé vodnych standardt bylo do lodicky napipe-
tovano 10 pl roztoku (obvykle prostiedi 2% w/w HNO;)
apfed analyzou vysuSeno na elektrické ploténce. Pevné
CRM byly navazovany v mnozstvi 0,5-4 mg do lodicky,
umistény do autosampleru a analyzovany.

Pomoci Mandelova testu linearity byl pro vétSinu
stanovovanych analytl ovéfen linearni prubéh kalibracnich
zavislosti (tab. I). Tam, kde se linearitu nepodafilo proka-
zat, byla pro dals$i métfeni pouzita kvadraticka kalibra¢ni
zavislost.

Pro vSechny sledované spektralni Cary byly rovnéz
pomoci analyz deseti prazdnych grafitovych lodicek jako
slepych pokust ziskany hodnoty LOD (tab. I).

Vyzkum vlivu velikosti navazky na kvalitu vysledki

Vliv velikosti navazky na ptesnost metody byl sledo-
vén pomoci CRM INCT-TL-1 Cajovych listd (Institute of
Nuclear Chemistry and Technology, Polsko). Vyvinutou
metodou byly vzdy zanalyzovany tfi navazky CRM
o hmotnosti kolem 0,5 mg, 1 mg, 2 mg a 3 mg. Naméiené
obsahy jednotlivych analytli v replikdch byly nésledné
porovnany s certifikovanymi hodnotami obsahti analytt.

U navazek kolem 0,5 mg dochéazelo k vétSimu rozpty-
Iu naméfenych hodnot hmotnostnich zlomkt v porovnani
s vy$§imi navazkami, mén€ ovlivnénymi nehomogenitou
pouzitého referen¢niho materialu.

U vétSiny sledovanych car byly naméfené obsahy
analytd na velikosti navazky témér nezavislé nebo nevyka-
zovaly Zadny trend. U Mg a Ba se naméfené obsahy analy-
tu srostouci navazkou sniZovaly, pravdépodobné kvili
nekvantitativnimu pfevedeni t&€chto analyti do ICP
u vysSich navazek, protoze byl pouzity teplotni program opti-
malizovany pro miligramové navazky RM P-ALFALFA
Vojteésky. I naméfeny obsah Mn s rostouci navazkou kle-
sal, nebot’ doSlo k pfesyceni detektoru signalem. Obsah
Mn v CRM INCT-TL-1 Cajovych listech je totiz padesat-
krat vyssi nez u RM P-ALFALFA Vojtésky. Jen naméteny
obsah Zn sledovany na spektralni c¢afe Znl213,856
s rostouci navazkou vzorku rostl, coz mohlo byt zptisobeno
interferenci s vy$$im absolutnim mnozstvim fosforu ve
vétich navazkach CRM INCT-TL-1 Cajovych listd.
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Ovéfeni pfesnosti a preciznosti metody

K uréeni presnosti metody bylo analyzovdno deset
priblizné¢ miligramovych navazek CRM INCT-OBTL-5
Tabakovych listt (Institute of Nuclear Chemistry
and Technology, Polsko). Naméfené obsahy analytl byly
porovnédny s referencni hodnotou. Vypoctem vytéznosti
byla posouzena piesnost metody v zavislosti na sledované
spektralni care (tab. I). Pro posouzeni preciznosti metody
byla vypoctena i relativni smérodatnd vybérova odchylka
méfenti (s,).

Ackoli statistickym testem vytéZnosti nebyla potvrze-
na presnost vysledk ziskanych na vSech sledovanych
spektralnich ¢arach, u vétSiny analytd se hodnota vytéz-
nosti pohybovala mezi 90 % a 110 %, coZ je srovnatelné
s publikovanymi vysledky ICP-OES analyz s ETV*. Rov-
néz hodnoty relativni vybérové smérodatné odchylky do
sedmi procent jsou srovnatelné s publikovanymi vysled-
ky'*a svéd&i o dobré preciznosti vyvinuté metody.

Zavér

Podatilo se vyvinout vhodnou analytickou metodu
ICP-OES analyzy ve spojeni s ETV pro rychlou kvantita-
tivni analyzu rostlinnych makro- i mikrobiogennich prvki.
Pro tuto metodu byl zvolen plynny modifikator, optimali-
zovan teplotni program a zvoleny sledované spektralni
cary. U vétSiny téchto Car byla pomoci Mandelova testu
linearity ovéfena linedrni kalibracni zavislost intenzity
signalu na mnozstvi analytu, u ostatnich byla pouzita za-
vislost kvadratickd. Dale byly pro vSechny spektralni ¢ary
uréeny LOD ze slepych pokusi. Také byl sledovan vliv
velikosti navazky vzorku na pfesnost méteni, kde optimal-
ni se jevi navazky mezi jednim a dvéma miligramy,
v zavislosti na ocekavaném obsahu analytl ve vzorku.

Analyzou CRM INCT-OBTL-5 Tabakovych listd
byla u 7 ze 12 stanovovanych analytl testem vytéznosti
potvrzena presnost vyvinuté metody. I tak byla u vétSiny
analytll zjiSténa odchylka mezi certifikovanou a naméfe-
nou hodnotou obsahu analytu v CRM do deseti procent,
coz jesrovnatelné s publikovanymi vysledky a s poza-
davky béZn€ kladenymi na pouZitou metodu.

Dalsim cilem vyzkumu bude posouzeni vlivu pritoku
nosného a ,,bypass* plynu na prib¢h a piesnost analyzy.
Dale se pokusime vyzkouSet soucasné zapojeni ETV
a zmlzovace jako zdroje signélu interniho standardu a po-
soudit vliv takového zapojeni na pribéh analyzy a jeji vy-
sledky.
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L. Sera™®, S. Matéjkova”, and O. Mestek® (“ De-
partment of Analytical chemistry, University of Chemistry
and Technology, Prague, ® Institute of Organic Chemistry
and Biochemistry CAS, v.v.i., Prague): Quantification of
Elements in Plant Materials by Electrothermal Vapori-
zation Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

This paper describes optimization and validation of
operating conditions of electrothermal vaporization (ETV)
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inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) method for quantification of Ba, Ca, Co, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Sr and Zn in plant materials. Be-
sides the optimization of the temperature program, the
selection of the gaseous modifier and the spectral wave-
lengths to be measured, it was studied how the sample
quantity affects the result quality of the developed method.
During the validation process, the accuracy and precision
of the method were checked by analysis of a certified ref-
erence material. Limits of detection were estimated by
analyses of blank samples. For almost all previously men-
tioned elements, the method meets requirements common-
ly applied on analyses by ETV combined with ICP-OES.

Keywords: electrothermal vaporization, optical emission
spectrometry, inductively coupled plasma, plants
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Uvod

Cesnek, cibule, paZitka a dalsi druhy zeleniny maji
charakteristickou chut’ a vlini. Toto vyrazné aroma je zpu-
sobené predevsim teékavymi latkami, které se z dané rostli-
ny uvoliluji po jejich desintegraci. Po mechanickém po-
Skozeni buriky se spousti enzymatickd reakce a vznikaji
organické slouceniny, které se v neposkozené buiice nevy-
skytuji. Tyto metabolity, zodpovédné za charakteristicky
zapach, je mozné analyzovat. U rostlin Celedi Alliaceae
(¢esnekovité) maji nejvétsi vyznam organické slouceniny
obsahujici siru. Z této celedi je znamych asi 30 roda a asi
600 druhii, které jsou rozsifeny po celém svété. V CR ros-
tou pouze zastupci jediného rodu, a to Cesnek (Alium).
Cesnek kuchynisky (4llium sativum L.) obsahuje celou
fadu t€kavych organickych sloucenin. Na vysledném aro-
maprofilu a chuti se pak podileji pfedevsim sirné slouceni-
ny. Cesnek mé antimikrobialni, protinadorové, protizanét-
livé, kardiovaskularni a dali pozitivni G¢inky'~.

Pro izolaci nebo zakoncentrovani t€kavych sloucenin
z rostlin je moZné vyuZit Sirokou $kalu modernich extrak¢-
nich metod, které nahrazuji diive pouzivanou metodu zalo-
zenou na destilaci s vodni parou. Mezi tyto moderni meto-
dy patii napiiklad extrakce nadkritickou tekutinou (SFE —
Supercritical Fluid Extraction), vysokotlaka extrakce roz-
poustédlem (PFE — Pressurised Fluid Extraction) nebo
extrakce prehiatou vodou (PHWE — Pressurised Hot Water
Extraction). V poslednich letech se vSak stale ¢astéji uplat-
fluji metody mikroextrakeni, jako jsou mikroextrakce tu-
hou fazi (SPME - Solid Phase Microextraction) nebo
sorpéni extrakce na michadélku (SBSE — Stir Bar Sorptive
Extraction)’.

SBSE je zalozena na sorpci analytd ze vzorku na po-
lymerni sorbent pokryvajici magnetické michadélko. Tuto
sorpéni ty€inku lze vlozit jak do kapalného vzorku, ¢imz je
soucasné zajisténo i jeho michani béhem extrakce, tak i do
prostoru nad vzorkem (tvz. headspace). V tomto piipad¢ je
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metoda zndmé;jsi pod nazvem HSSE — Headspace Sorptive
Extraction. Zachycené slouceniny lze z michadélka uvolnit
bud’ tepelnou desorpci ve specialni termodesorpéni jednot-
ce nebo lze provést desorpci rozpoustédlem. Ve srovnani
s metodou SPME m4 tato metoda mnohem vyssi sorpéni
kapacitu vzhledem k vétSimu objemu polymerni stacionar-
ni faze a diky tomu je i vyznamné citlivéjsi.

Cilem této price byla optimalizace parametri metody
HSSE s ohledem na naslednou GC analyzu ziskanych ex-
traktl. Pro tuto optimalizaci bylo cilem urcit, které
z testovanych parametrii maji statisticky vliv na extrakéni
ucinnost a tyto parametry poté optimalizovat na zaklad¢
principti planovani experimentu. Zamérem bylo nalézt
podminky, pomoci kterych by bylo mozné identifikovat co
nejvice sloucenin podilejicich se na celkovém aromaprofi-
lu ¢esneku.

Experimentalni ¢ast

Pro extrakci t€kavych latek ze vzorkl cesneku bylo
pouzito michadélko Twister o délce 10 mm a tloustce
sorpéni vrstvy PDMS (Polydimethylsiloxan) 0,5 mm
(Gerstel, Miilheim an der Ruhr, Némecko). Michadélko
bylo aktivovano po dobu 60 min pfi teploté 250 °C.

Analyzovan byl Cesnek z oblasti Vysocina sklizeny
vroce 2015. Pfed analyzou byl vzorek oc€iStén, zbaven
slupky, rozmélnén a pro potieby optimalizace zhomogeni-
zovan.

Do 20ml sklenéné vzorkovaci nadobky (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) bylo navazeno 0,5 g vzorku ¢esneku
a do prostoru nad vzorkem umisténa sorpcni ty¢inka. Pro
jeji uchyceni byl vyuzit dratek prochazejici skrz septum ve
vicku vzorkovaci nadobky. Cela nadobka byla vlozena do
vodni lazné¢ (Julabo F12, Schwabach, Némecko) vyhraté
na extrakéni teplotu 80 °C tak, aby cela navazka cesneku
byla pod hladinou. Po 15 min extrakci byla michaci tycin-
ka vyjmuta a pfemisténa do desorpcni nadobky, kde byly
zachycené slouceniny desorbovany do 1,5 ml diethyletheru
(Cistota p. a., Penta, Chrudim, CR) po dobu 1 min pti 25 °C
v termobloku (IKA Dry Block Heater 1, IKA-Werke, Stau-
fen, Némecko). Nasledné byl extrakt proudem dusiku od-
paren, odparek prevrstven 20 pl n-hexanu (Sigma Aldrich,
Praha, CR) a po promichéani podroben GC-ECD analyze.

Do plynového chromatografu GC 17A s detektorem
elektronového zachytu ECD-17 (Shimadzu, Kyoto, Japon-
sko) byl davkovan 1 pl. Pro separaci byla pouzita kapilarni
kolona HP-5 o rozmérech 30 m x 0,32 mm s tloustkou
filmu 1 pm (J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Nosnym
plynem byl dusik pii konstantnim pietlaku 30 kPa. Teploty
nastiiku i1 detektoru byly udrzovany na 250 °C. Teplotni
program byl nasledujici: pocatecni teplota 55 °C po dobu
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3 min, nasledoval linedrni nartst teploty rychlosti 6 °C/min
do 250 °C, ktera byla udrzovana 10 min.

Vysledky a diskuse

Pfi optimalizaci podminek extrakce je tfeba nejprve
vyhodnotit, které parametry maji statisticky vyznamny vliv
na UCinnost extrakce a které maji vliv nevyznamny. Pro
tento ucel se dobfe hodi tfidici plan Plackett-Burmana, kdy
lze o statistickém vyznamu jednotlivych parametrii roz-
hodnout za pomoci relativné malého poctu experimentd.
Mezi testované parametry patiily: navazka vzorku, teplota
a doba extrakce, Uprava iontové sily pfidavkem NaCl, tep-
lota a doba desorpce rozpoustédlem a objem desorpcniho
rozpoustédla. Pro téchto sedmero parametrii lze pouzit
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Plackett-Burmantiv navrh sestavajici z celkem 8 experi-
mentl (viz tab. I), avSak kvili vyhodnoceni statistické
vyznamnosti na urovni p 0,05 je tfeba alesponi jeden
z experimentll zopakovat. V tomto piipadé byl jeste¢ 2x
zopakovan experiment vykazujici nejvétSi odezvu pfi
GC-ECD analyze.

Pred optimalizaci bylo tfeba jesté pomoci tzv. pted-
béznych experiment zvolit systém rozpoustédel. Pro de-
sorpci latek z michadélka byl z testovanych rozpoustédel
zvolen diethylether, ktery vykazoval dostate¢nou rozpous-
téci kapacitu vici studovanym latkdm, ¢imz byla zajiSténa
ucinna desorpce, a souCasné je dostatecné tékavy, aby
mohlo dojit k jeho odpatfeni bez vyznamné ztraty cilovych
sloucenin. Pro naslednou GC-ECD analyzu se vsSak tato
tékavost ukazala byt problematickou vzhledem k ptipadné
prodlevé mezi desorpci a GC analyzou. Tento problém byl

Tabulka I

Plackett-Burmaniiv navrh

Pokus  Navazka Hmotnost NaCl Teplota Doba Teplota Doba Objem
Cislo vzorku [g]  [g] extrakce [°C] extrakce [min] desorpce [°C] desorpce [min] rozpoustédla [ml]
1 0,5 (-1) 0-1) 30 (-1) 30 (+1) 25 (+1) 10 (+1) 1(-1)
2 1,5 (+1) 0(-1) 30 -1) 5(1) 10 -1) 10 (+1) 3(+1)
3 0,5 (-1) 0,5 (+1) 30 (-1) 5(1) 25 (+1) 1(-1) 3(+1)
4 1,5 (+1) 0,5 (+1) 30 (-1) 30 (+1) 10 (-1) 1(-1) 1(-1)
5 0,5(-1) 0(-1) 80 (+1) 30 (+1) 10 -1) 1(-1) 3(+1)
6 1,5(+1) 0(-1) 80 (+1) 5(1) 25 (+1) 1(-1) 1(-1)
7 0,5 (-1) 0,5 (+1) 80 (+1) 5(1) 10 (-1) 10 (+1) 1(-1)
8 1,5 (+1) 0,5 (+1) 80 (+1) 30 (+1) 25 (+1) 10 (+1) 3(+1)
Pozn.: Cisla v zavorkach predstavuji hodnoty kodované matice navrhu

Tabulka II

Centralné kompozitni plan (pokusy oznacené tu¢né¢ se shoduji)

Pokus  Doba Teplota Objem Pokus Doba Teplota Objem
¢islo extrakce [°C] extrakce [min] rozpoustédla [ml] |Cislo extrakce [°C]  extrakce [min] rozpoustédla [ml]
1 10,0 (-1) 40 (-1) 1,00 (-1) 11 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
2 10,0 (-1) 70 (+1) 2,50 (+1) 12 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
3 25,0 (+1) 40 (-1) 2,50 (+1) 13 5,0 (-o) 55(0) 1,75 (0)
4 25,0 (+1) 70 (+1) 1,00 (-1) 14 30,0 (+a) 55(0) 1,75 (0)
5 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0) 15 17,5 (0) 30 (-o) 1,75 (0)
6 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0) 16 17,5 (0) 80 (+a) 1,75 (0)
7 10,0 (-1) 40 (-1) 2,50 (+1) 17 17,5 (0) 55(0) 0,50 (-or)
8 10,0 (-1) 70 (+1) 1,00 (-1) 18 17,5 (0) 55(0) 3,00 (+a)
9 25,0 (+1) 40 (-1) 1,00 (-1) 19 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
10 25,0 (+1) 70 (+1) 2,50 (+1) 20 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)

Pozn.: Cisla v zavorkach predstavuji hodnoty kodované matice navrhu
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Doba extrakce (min)

5 15 30 30

Obr. 1. Odezvové profily optimalizovanych parametri

eliminovén tim, Ze byl diethylether po desorpci zcela odpa-
fen a odparek prevrstven n-hexanem, ktery neni tak tékavy
jako diethylether. Navic tato sloucenina neni aktivni pfi
pouziti ECD detektoru a nerusi tak odezvu sledovanych
sloucenin.

Na zaklad¢ vysledkd analyzy ve statistickém progra-
mu STATISTICA 12Cz (Dell Software, Praha, CR) byly
jako vyznamné parametry uréeny teplota extrakce, doba
extrakce a objem desorp¢niho rozpoustédla. Tyto parame-
try byly dale optimalizovany dle principl centralné kom-
pozitniho planovani experimentu (viz tab. I), ktery umoz-
fuje 1épe vyhodnotit vzajemnou korelaci testovanych para-
metrt. Ostatni parametry byly zvoleny nasledovné: navaz-
ka vzorku 0,5 g bez ptidavku NaCl, desorpce diethylethe-
rem pii 25 °C po dobu 1 min. Po provedeni vSech 20 expe-
rimentd v nahodném potadi byly pocty piki a jejich celko-
va plocha opét statisticky zpracovany.

Na zaklad¢é odezvovych profild pro jednotlivé para-
metry (viz obr. 1) byly nasledn¢ vyhodnoceny optimalni
podminky pro aplikaci metody HSSE pro analyzu celkové-
ho aromaprofilu ¢esneku.

Jako vhodna teplota extrakce byla urcena teplota 80 °C.
Je to nejvyssi testovana teplota, avSak jeji dalsi navySeni
neni vhodné s ohledem na zvysujici se riziko tepelné de-
gradace. Pfi hodnoceni doby extrakce bylo zjisténo, Ze pii
kratsi dob¢ bylo zaznamenano vice pikd, ale pfi delsi dobé
mély piky vétsi plochu. Bylo tedy vybrano 15 min, coz
pfedstavuje vhodny kompromis. Objem desorpéniho roz-
poustédla je 1,5 ml. Pfi vy$$im mnozstvi je extrakt zbytec-
né zfedén, coz predstavuje vyssi riziko ztraty analyti be-
hem odpafovani diethyletheru. Pfi niz$im objemu neni
michaci ty¢inka zcela ponofena, ¢imz dochazi
k nedokonalé desorpci.

Teplota extrakce (°C)
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Objem desorpéniho
rozpoustédla (ml)
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Zavér

Na zékladé principt planovani experimentu byly opti-
malizovany podminky pro aplikaci metody HSSE pfi ana-
lyze aromaprofilu Cesneku, kde hraji vyznamnou roli sirné
slouceniny. Vzhledem k tomu bylo mozné pro analyzu
téchto predevsim sirnych sloucenin s vyhodou vyuzit GC
analyzu s detektorem elektronového zachytu, ktery je
v tomto pfipad¢ jesté citlivejsi nez detektor hmotnostni.

Optimalizované podminky byly aplikovany na extrak-
ce redlnych rostlinnych vzorkl ¢esneku kuchynského, pii-
¢emz v chromatogramu bylo nalezeno 50 piki, z toho se
prozatim pouze dle retencnich indext a literatury podafilo
identifikovat 25 latek®. Nejvétsi zastoupeni mé&ly dimetyl
tetrasulfid, benzothiazol, propenyl propyl trisulfid
a 2 fenetylisothiokyanat. Pro potvrzeni spravnosti identifi-
kace a pfipadné pro identifikaci dalsi slozek by bylo tieba
metodu HSSE spojit s GC-MS analyzou, avSak v tomto
pripad¢ je tieba eliminovat rusici vliv n-hexanu. Pro identi-
fikaci latek s nizS§imi reten¢nimi ¢asy by bylo vhodné napf.
opakovani  experimentu za  stejnych  podminek
s rozpousStédlem, jeZ poskytuje piky s vySSim retencnim
Casem a nasledné porovnani zdznami. Nabizi se také moz-
nost vyuziti termické desorpce, kde by byl vliv rozpouste-
dla na vyslednou analyzu zcela eliminovan.
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try, Pardubice): Analysis of Sulphur Compounds in Garlic
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This study is focused on the optimisation of stir-bar
sorptive extraction method for isolation of volatile sulphur
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compounds of garlic followed by gas chromatography
coupled with electron impact detector analysis. By the
Plackett-Burmantiv design the significant experimental
parameters affecting the extraction process were evaluated
and these parameters were then optimised by central com-
posite design principles.

Keywords: garlic, volatile sulphur compounds, SBSE,
GC-ECD
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odpafovanim

Analyza sirnych sloucenin v ¢esneku s vyuzitim mikroextrakce
na michaci ty¢ince
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