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76. sjezd chemickych spoleCnosti

Jak lze snadno v kalenddri zjistit, letosni rok je sudy
a to znaci, Ze tradicni Sjezd chemikii se konal v Ceské re-
publice. V poradi jiz 76. konference nesouci toto prestizni
oznaceni byla uspordddina spolecné Ceskou spolecnosti
chemickou (CSCH) a Slovenskou chemickou spolocnostou
(SCHS) ve spoluprdci s Ceskou spolecnosti priimyslové
chemie ve dnech 26. az 29. srpna 2024 v prostordch Vyso-
ké Skoly bdniské — Technické univerzity Ostrava (VSB-
TUO). Tento vyznamny védecky kongres se konal pod zd-
Stitou vazenych osobnosti, a to prorektorky pro védu
a vyzkum VSB-TUO, pani prof. Mgr. Jany Kukutschové,
Ph.D., naméstka hejtmana Moravskoslezského kraje pro
Skolstvi, mladez a sport, pana Mgr. Stanislava
Folwarczného, a naméstkyné primdtora statutdrniho mésta
Ostravy pro Skolstvi, pani Mgr. Andrey Hoffmannové,
Ph.D.

Letosni sjezd se konal v dobé, kdy chemie jako védni
obor celi mnoha novym vyzvam a prilezitostem. Doufame,
Ze jak organizatori, tak i ucastnici dospéli k presvédceni,
Ze tato akce poskytla jedinecnou platformu pro setkani
Spickovych odbornikii, védcii a studentii, kteri mohli sdilet
své poznatky, diskutovat o nejnovéjsich trendech a navazat
nové spoluprdace. Program sjezdu byl velmi pestry a doufd-
me, Ze si kazdy z ucastnikii nasel v bohaté nabidce prednd-
Sek, posteru, diskuzi a workshopii to své.

Velké pozornosti uicastnikii se tésily vSechny plendrni
predndsky, at uz se jednalo o ,,mirné depresivni* prednas-
ku MUDr. Koukolika o soucasnosti a mozné budoucnosti

www.chemicke-listy.cz

umeélé inteligence, velmi zajimavou predndsku Dr. Drdabo-
vé na téma jaderné technologie v nasich sluzbdch,
doc. Jerigové o aplikaci hmotnostni spektrometrie sekun-
darnich iontii, prof. Strause, ktery nds obohatil o nejnovej-
Si poznatky z oboru daktyloskopie, prednasku mjr. Trefili-
ka, ktery se v jejim pribéhu dostal od Sipového jedu az
k Novicoku, nebo o predndsku doc. Kuchare o 1é¢bé du-
Sevnich chorob psychedelickymi latkami. Pri psani uvede-
né plejady prezentaci dochdzime k zavéru, Ze by se za ni
nemusel stydét ani lecktery kongres kriminalistii, nebo
naopak, kongres pro vzdélavani nekalych zivii.

V ramci sjezdu jsme pristoupili k experimentu, jehoz
vysledky sice musi zhodnotit nejlépe ucastnici, ale podle
dosavadnich ohlasu se domnivame, Ze byl uispésny. Misto
mnoha sekci, jejichz obsazeni by bylo pravdépodobné
nevyvdzené, s mnoha prekryvy a presuny, byly prispévky,
at' jiz ve formé predndsek, ¢i posteri uspordddny do
6 zdkladnich sekci, jez dokonale pokryly vsechny oblasti
odpovidajici ndplni cinnosti vSech odbornych skupin
CSCH: Analytickd chemie, chemie Zivotniho prostiedi
a pribuzné obory (garant bloku: prof. Ing. Tomas Navra-
til, Ph.D.); Organickd, bioorganicka a farmaceuticka
chemie (garant bloku: doc. Ing. Jan Kyselka, Ph.D.);
Anorganicka a bioanorganickd chemie (garanti bloku:
prof. RNDr. Ivan Némec, Ph.D., a doc. RNDr. Vaclav
Slovdk, Ph.D.); Materidalovd chemie (garantka bloku:
prof. Ing. Daniela Plachd, Ph.D.); Chemické vzdeéldavani
a historie chemie (garantka bloku: prof. RNDr. Hana
Ctrndgctovd, CSc.) a Primyslovd chemie (garant bloku:
doc. Ing. Jaromir Lederer, CSc.).
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Poradatele urcité musime pochvdlit za velmi vhodné
a atraktivné zvoleny doprovodny program sestavajici jed-
nak z navstévy Dolni oblasti Vitkovice, kde byla usporadd-
na i posterova sekce, jednak z konferencniho vecirku,
v jehoz ramci vystoupila muzikdalovd hvézda Bohous Josef
a nasledovala k poslechu i tanci produkce skupiny Banda
del Caffe.

Vratme se jesté k posterové sekci, v jejimz ramci bylo
uspordadano nékolik soutéZi studentii a mladych védeckych
pracovnikii do 35 let. Cenu Ceské spolecnosti chemické za
nejlepsi poster si odnesla studentka Oleksandra Labzova
a 1. cenu Pobocky Ostrava Ceské spolecnosti chemické
student David Gabaj, oba z Ustavu fyzikdlni chemie
J. Heyrovského v Praze.

Radi bychom vyjadrili vdecnost vSem nasim partne-
rim a sponzorium, bez jejichz podpory by nebylo mozné
tuto akci uskutecnit. Mezi hlavni partnery patrili spolec-
nost Metrohm Ceskd Republika, Vysokd skola barskd —
Technicka wuniverzita Ostrava, Moravskoslezsky kraj
a dalsi vyznamni prispévatelé, kteri se vyznamné podileli
na uspéchu tohoto sjezdu. Je nam lito, ze vzhledem
k omezenému rozsahu tohoto uvodniku nemiizeme vyjme-
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novat vSechny partnery, ale jejich jména spolu s kratkym
predstavenim firem jsou uvedena ve sborniku (http://
www.ccsss.cz/index.php/ccsss/issue/view/47) a my jim
v§em jeste jednou dekujeme.

Rddi bychom touto cestou podékovali vsem, kdo se
podileli na pripravé, realizaci a organizaci 76. sjezdu
chemikii. Urcité nds napadad rada jmen, kterda bychom
mohli uvést, ale byli bychom nespravedlivi, kdybychom
nekoho nikoliv ve zIé vuli vynechali. Podékujme tedy celé-
mu kolektivu poradatelii. Dobrd prdce! Dékujeme! (Treba
za 10 let znovu?)

Letosni, 76. sjezd chemikii byl uspésné zakoncen,
ucastnici se rozjeli do svych domovii a pracovist. Organi-
zatori urcité nastavili svym ndsledovnikiim velmi vysokou
latku. PFisti rok se sejdeme na 77. sjezdu chemikui, jako jiz
po mnoho let, kde jinde néez ve Starém Smokovci v hotelu
Bellevue. O vysoké kvalité organizace nemdame nejmensi
pochybnosti. Tésime se na bohatou ucast c¢lenii i neclenii
CSCH i SCHS.

Kamila Koci a Tomas Navratil
Ceskad spolecnost chemicka

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autort, zdroje a licence.
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VYVOJ A VYUZITi ELEKTROMIGRACNICH METOD V USTAVU ORGANICKE
CHEMIE A BIOCHEMIE AKADEMIE VED CESKE REPUBLIKY

Clinek je dodateéné vénovdn 70. vyroli zalogeni Ustav organické chemie a biochemie AV CR v Praze
a aktudlné 100. vyroli zaloZeni Katedry analytické chemie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze a vyznamnému Zivotnimu jubileu profesora Jifiho Barka.

VAcLAV KASICKA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm. 542/2, 160 00 Praha 6, Ceskd republika
vaclav.kasicka@uochb.cas.cz

Doslo 15.8.24, piijato 27.9.24.

Tento ¢lanek shrnuje vyvoj a vyuziti elektromigraénich metod v Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd
Ceské republiky v Praze (UOCHB AV CR) od jeho zaloZeni aZ po soucasnost. Popisuje vyvoj instrumentace, metodiky
a vyuziti nasledujicich metod: a) nechlazena a chlazena papirova elektroforéza pro analytické i semipreparativni separace
aminokyselin a peptidd pfi ur¢ovani primarni struktury bilkovin, b) kontinualni pritokova elektroforéza ve volném roztoku
(FFE) pro &isténi biologicky aktivnich peptidd, zejména peptidovych hormond, s preparativni kapacitou 50-100 mgh™',
¢) kapilarni izotachoforéza (CITP) pro kontrolu Cistoty (kvality) synteticky pfipravenych nebo z pifirodniho materialu
izolovanych biologicky aktivnich peptidii a pro stanoveni jejich protiiontl; d) vysokoucinné kapildrni elektromigraéni
metody (HPCE) zahrnujici zonovou elektroforézu, izotachoforézu, izoelektrickou fokusaci, afinitni elektroforézu,
elektrokinetickou chromatografii a elektrochromatografii, a vyuziti téchto metod pro separace, analyzy a fyzikalné-
chemické a biochemické charakterizace Sirokého spektra (bio)molekul izolovanych, (bio)syntetizovanych a studovanych
v UOCHB AV CR, napf. aminokyselin, peptidd, bilkovin, nukleosidi, nukleotidd, fragmenti nukleovych kyselin, steroidu,
katecholaminii a riznych funkénich organickych molekul, napt. azahelicent, helquatt a diquatd.

Klicova slova: kapilarni elektroforéza, izotachoforéza, izoelektrickd fokusace, afinitni elektroforéza, elektrokineticka
chromatografie, elektrochromatografie

Obsah a biologicky aktivnich latek a studium jejich vlastnosti
ainterakci s jinymi latkami v zivych i nezivych systé-
1. Uvod mech. Studované latky se vétSinou vyskytuji ve vice ¢i
2. Papirova elektroforéza mén¢ komplexnich smésich, ze kterych je téeba tyto latky
3. Kontinualni prittokova elektroforéza ve volném roztoku od ostatnich nejprve oddélit, izolovat, purifikovat a analy-
4. Kapilarni izotachoforéza zovat. K tomu slouzi mnoho separa¢nich, spektroskopic-
5. Vysokoug¢inné kapildrni elektromigra¢ni metody kych, elektrochemickych a dalSich analytickych metod
(HPCE) ajednémi z téch, které jsou pro tyto potieby v UOCHB
5.1. Vyvoj instrumentace vyvijeny a vyuzivany jiz od jeho zaloZeni, jsou elektromi-
5.2. Metodicky vyvoj a analytické vyuziti gracni metody. . . .
5.3. FyzikaIng chemicka charakterizace (bio)molekul Elektroforéza je velice (i¢inna separatni metoda zalo-
6. Zavér a perspektivy dalsiho rozvoje zena na jednom z elektrokinetickych jevi, tj. na pohybu

elektricky nabitych ¢astic (malych iontt, makroiontd (bio)
polymerd a zivych i nezivych nano- a mikroc¢astic)

1. Uved v kapalném prostfedi ptisobenim elektrického pole. Jeli-

, koz se tyto castice lisi velikostmi svych naboji i svymi

Hlavnim pfedmétem zékladniho vyzkumu v Ustavu rozméry a tvary, pohybuji se ve stejnosmérném elektric-

organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské re- kém poli riznymi rychlostmi a na tomto principu se od

publiky (UOCHB) je (bio)syntéza, izolace, purifikace sebe oddéluji. Probiha-li tento proces dostatecné dlouhou

a charakterizace novych funkénich organickych molekul dobu, dojde po urgitém &ase k Gplnému oddéleni jednotli-
Chem. Listy 718, 579-587 (2024) https://doi.org/10.54779/chl120240579
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vych druhti ¢astic do samostatnych zon, ve kterych mohou
byt detegovany nebo ze kterych mohou byt izolovéany.
Elektroforéza mize byt vyuzita pro analytické i prepara-
tivni separace Sirokého spektra anorganickych i organic-
kych (bio)molekul a (bio)castic.

Podle autorovi znamych informaci prvni elektrofore-
tické experimenty v Ceskoslovensku byly shodou okolnos-
ti provedeny pravé v budové pozdgji zalozeného UOCHB
jiz v letech 1948-1949 (cit."?). Tehdy tam sidlilo Odd&leni
organické technologie Technické university v Praze, poz-
deji preménéné na Fakultu organické technologie Vysoké
Skoly chemicko-technologické. Tehdejsi priikopnici elek-
troforetickych metod na tomto pracovisti si byli védomi
rusivych jevli termokonvekce a sedimentace v Tiseliové
elektroforéze pohyblivého rozhrani provadéné ve volném
roztoku ve vertikalni U trubici®, a proto provedli elektrofo-
retické separace krevnich bilkovin a bilkovin vajecného
bilku na laboratorné ptipraveném zatizeni v agarovém zelé
umisténém na vodou chlazené sklenéné desce. V tomto
antikonvektivnim a ¢asteCné sitovacim prostfedi byli
schopni oddé¢lit krevni bilkoviny feritin a hemoglobin,
hemocyanin a pepsin a Castecné frakcionovat bilkoviny
vaje¢ného bilku a bilkoviny krevni plasmy'~. Toto praco-
vi§té bylo v roce 1950 pfeménéno na Ustiedni tstav che-
micky a v roce 1953, po vzniku Ceskoslovenské akademie
véd (CSAV), zde zacal pusobit Ustav organické chemie
CSAV, ktery byl od roku 1960 nazvem i zamé&fenim rozsi-
fen na Ustav organické chemie a biochemie CSAV. Oba
tyto Gstavy vedl akademik F. Sorm, ktery si uvédomoval
dilezitost separaénich metod pro organickou chemii
a biochemii a podporoval zavadéni tehdy novych chroma-
tografickych a elektroforetickych metod do chemickych
a biochemickych laboratofi.

2. Papirova elektroforéza

V padesétych letech minulého stoleti bylo v UOCHB
sestaveno nékolik typl tehdy nejrozsifenéjsiho instrumen-
talniho formatu elektroforézy — papirové elektroforézy.
Mezi nimi nejvétsiho vyuziti doséhla nechlazend nizkona-
pétova tzv. sestupna papirova elektroforéza sestrojena
0. Mikesem®. V této aparatufe se vzorky (hydrolyzované
proteiny, oligo- a polypeptidy) nanasely do stfedu svisle
orientovaného chromatografického papiru napInéného
separaénim pufrem. Papir byl na obou koncich ponoten do
elektrodovych nadobek, dolni anodové a horni katodové,
obou naplnénych rovnéz separanim pufrem. Elektrické
napéti bylo na tuto sestavu privadéno platinovymi elektro-
dami. Vysledny pohyb peptidi byl kombinaci jejich elek-
troforetické migrace, elektroosmotického toku a vzlinavé-
ho toku pufru z obou elektrodovych nadobek v pdorovitém
prostiedi nosného papiru v dasledku odpafovani pufru
z papiru zahtivaného prochézejicim elektrickym proudem.
Svétove prioritni bylo vyuZiti této aparatury pro diagonalni
papirovou elektroforézu pro dvoudimenzionalni separaci
peptidd, které umoznilo identifikovat disulfidové mustky
v molekulach bilkovin®.
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Vyssi separacni ucCinnosti a rychlejsi separace nez
v této aparatufe byly dosaZeny ve vysokonapét'ové papiro-
vé elektroforéze chlazené pomoci elektricky izolovaného
vodou chlazeného kovového vymeéniku tepla, kterou vyvi-
nuli Z. Prusik a B. Keil®. U&inné chlazeni umoznilo prové-
dét elektroforézu pti vysokych napétich (az 5 000 V)
a dovolilo dokonalejsi oddéleni analyzovanych latek. Oba
typy téchto papirovych elektroforéz byly Siroce vyuzivany
pro analytické i semipreparativni separace aminokyselin,
peptidi a peptidovych fragmentl bilkovin po jejich pied-
chozim chemickém a enzymovém Stépeni. Z téchto tak
zvanych peptidovych map byly urCovany primarni struktu-
ry bilkovin, tj. sekvence aminokyselin v jednotlivych fe-
tézcich bilkovin véetné uréeni mist intra- 1 inter-
fetézcovych disulfidovych mistki v jejich molekulach.

3. Kontinualni priitokova elektroforéza
ve volném roztoku

Dalsim vyznamnym meznikem v historii elektromi-
gra¢nich metod v UOCHB byl vyvoj aparatury pro konti-
nualni beznosic¢ovou elektroforézu ve volném roztoku
v prutokové elektroforetické komoife tymem vedenym
Z. Prusikem’. Separa¢ni komora se skladala ze dvou rovno-
béznych sklenénych desek o rozmérech 500x500%4 mm,
mezi kterymi byla tenka Stérbina (0,5 mm). Touto Stérbi-
nou kontinualné proudil laminarnim tokem zakladni
(nosny) elektrolyt, do kterého byl ve stfedu vstupni strany
komory tenkym proudem zavadén roztok vzorku, viz
obr. 1. Komora byla oboustranné chlazena na 4 °C rychle
proudicim vzduchem. Ve sméru kolmém na hydrodyna-
micky tok zékladniho elektrolytu i vzorku bylo aplikovano
separacni napéti (2 500-3 000 V), které béhem pritoku
nosné¢ho elektrolytu a vzorku komorou (20—40 minut)
vychylovalo kladné nabité latky ke katodé a zaporné nabi-
té latky k anodé. Katoda a anoda ve formé platinovych
vodic¢t byly umistény v postrannich elektrodovych komuir-
kach oddélenych od separa¢ni komory iontoméni¢ovymi
membranami. Elektroneutralni latky byly hydrodynamic-
kym tokem unaSeny v piimém sméru. Na vystupni strané
byla komora rozdélena do 48 komtrek, ze kterych byly
vice ¢i méné oddélené slozky vzorku v pravidelnych inter-
valech odsavany tenkymi hadickami do sbérace frakei se
48 nadobkami. Tato unikatni aparatura byla hojné vyuzi-
vana pro izolaci a purifikaci biologicky aktivnich peptida
a bilkovin, zejména peptidovych a proteinovych hormont
a enzymdu. Preparativni kapacita dosahovala 50-100 mg
peptidt ¢i bilkovin za hodinu. Schéma komory a princip
kontinudlni prutokové separace jsou ukazany na obr. 1
a fotografie této aparatury je na obr. 2.

Na ptelomu sedmdesatych a osmdesatych let minulé-
ho stoleti byl dalsi vyvoj této metody dokonce zafazen do
programu Interkosmos. V jeho ramci, jiz s Gcasti autora
tohoto ¢lanku, bylo vyvijeno zafizeni pro kontinudlni pri-
tokovou izotachoforézu ve volném roztoku®. V ném méla
byt ovétena hypotéza, zda v podminkach mikrogravitace,
kdy nebude dochazet k termokonvekei a sedimentaci mak-
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Obr. 1. Schéma separa¢ni komory a princip kontinualni pri-
tokové elektroforézy. A*", B', C° a D", slozky vzorku zavadéné
tenkym proudem do stfedu komory; E, zakladni elektrolyt lami-
narné proudici separacni komorou; E’, zékladni elektrolyt turbu-
lentn¢ proudici elektrodovymi komtirkami (EC) oddélenymi
iontoméni¢ovymi membranami (M) od separacni komory

romolekul bilkovin v separa¢ni komote, bude mozné zvy-
Sit preparativni kapacitu této metody a v budoucnosti ji
dokonce vyuzivat k pfipravé supercistych proteinovych
1é¢iv v kosmickém prostoru. Prototyp ,,kosmické izotacho-
forézy“ byl tehdy intenzivné vyvijen ve spolupraci
s Vyvojovymi dilnami CSAV, ale ke hvézdam nakonec
neletél. Kvili nedostatku financi byl projekt predcasné
ukoncen.

4. Kapilarni izotachoforéza

Novym impulzem pro dal$i rozvoj elektromigrac¢nich
metod v Ceskoslovensku v&etné UOCHB byl vyvoj nové
metody, kapilarni izotachoforézy (CITP), skupinou
F. Everaertse na Technické univerzité v Eindhovenu’.
Diky koncentra¢nimu a samozaostfujicimu efektu diskon-
tinualniho elektrolytového systému slozeného z vedouciho
a koncového elektrolytu byly dosazeny velmi rychlé sepa-
race a vysoce citlivé analyzy kationickych nebo anionic-
kych analytt. CITP byla povazovana za velmi perspektiv-
ni analytickou metodu s Sirokym uplatnénim pro analyzu
ve vod¢ rozpustnych ionogennich latek. Jiz v roce 1970 se
na trhu objevil prvni komeréni CITP analyzator Tachophor
vyrabény $védskou firmou LKB.

Z divodu omezenych devizovych prostiedki vSak
nebylo mozné tento piistroj v UOCHB ani na jinych pra-
covistich v tehdejsi CSSR ziskat. Proto Ceiti a slovensti
védci, aby mohli tuto metodu vyuzivat a dale rozvijet, si
nejdiive museli pfislusné zafizeni sami vyrobit. Zpocatku
to byla nevyhoda, ale nakonec se to projevilo jako vyhoda,
nebot’ Cesti a slovensti badatelé hloubgji pronikli nejen do
teoretickych, ale i praktickych zakladl této metody a patfi-
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Obr. 2. Aparatura pro kontinualni pritokovou elektroforézu

li a stale patfi k pfednim mezindrodné uzndvanym odbor-
niklim na tuto metodu a pozd¢ji i na dalsi kapilarni elek-
tromigraéni metody. Cesti a slovensti specialisté zkonstru-
ovali fadu unikatnich zafizeni pro CITP. Vyzkum této
metody a vyvoj instrumentace probihal v nékolika vy-
zkumnych institucich'®'". Jednou znich byl i UOCHB,
dal$imi takovymi pracovisti byly Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Ustav analytické chemie
CSAV v Brng'?, Ptirodovédecka fakulta Univerzity Palac-
kého v Olomouci a Pfirodovédecka fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave.

Prvni funkéni model CITP sestrojil Z. Prusik ve spo-
lupréaci s pracovniky Vyvojovych dilen UOCHB v roce
1976. V nasledujicich letech byl pfistroj zdokonalovan
av letech 1978-1980 jiz s pfispénim autora tohoto ¢lanku
a ve spolupraci s VD UOCHB byl vyvinut CITP analyza-
tor, jenz byl svymi parametry srovnatelny s vySe uvede-
nym analyzatorem Tachophor. Separace probihala v tenké
teflonové kapilafe s vnitinim/vnéjSim primérem 0,45/0,70
mm, celkovou délkou 25-40 cm a efektivnimi délkami
k univerzalnimu kontaktnimu vodivostnimu detektoru
a UV-absorpénimu detektoru) o 6 a 4 cm krat$imi. Kapila-
ra byla umisténa v nevodivé kapaliné v uzaviené kazeté
chlazené peltierovymi termoclanky. Zdvojeny kontaktni
vodivostni detektor byl zalozen na méfeni rozdilu elektric-
kého potencialu v podélné ose kapilary mezi dvéma plati-
novymi mikroelektrodami o priméru 0,1 mm vzdalenymi
rovnéz 0,1 mm. UV-absorpéni detektor pracoval pfi vino-
vé délce 254 nm. Pro analyzu postacovalo n€kolik malo
mikrolitrd 10-100 pM roztok analyzovanych latek
a detekéni limity dosahovaly trovné 10-100 pikomold.
Tato aparatura byla Casto vyuZzivana pro kontrolu Cistoty
syntetickych organickych molekul i izolovanych ¢i bio-
syntetizovanych biologicky aktivnich latek, zejména pep-
tida a bilkovin purifikovanych chromatografickymi meto-
dami"'*. Oblibend byla zejména pro stanoveni anionic-
kych protiionti (fluoridd, acetatd a trifluoracetatti) bazic-
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Obr. 3. CITP separace fluoridu (F"), trifluoracetata (TFA")
a acetati (Ac’). Experimentalni podminky: teflonova kapilara:
270/230 mm celkova/efektivni délka; 0,45/0,7 mm vnitini/vnéjsi
primér (id/od); L, vedouci elektrolyt: 5 mM HCI, 10 mM
histidin, pH 6,1; T, koncovy elektrolyt: 10 mM glutamat sodny,
pH 6,7; konstantni proud: 50 pA; teplota: 20 °C; R, signal vodi-
vostniho detektoru; dR/dt, derivace signalu vodivostniho detektoru;
t, ¢as. Koncentrace analyti: 1 mM F, 1| mM TFA", 2 mM Ac;
davkovany objem: 2 pl

kych peptidu, viz obr. 3. Tato stanoveni byla v nasi labora-
tofi provadéna i pro peptidové preparaty vyrabéné firmou
Léciva Modrany.

Na pocatku osmdesatych let byla tato aparatura modi-
fikovéna vlozenim tzv. sorpéniho elementu mezi ddvkova-
ci ventil vzorku a elektrodovou nddobku koncového elek-
trolytu a byla vyuzita pro vyvoj nové metody, desorpéni
izotachoforézy'®. Sorpéni element obsahoval imobilizova-
ny transferin, na kterém byly z ascitické tekutiny zachyta-
vany monoklondlni protilatky proti tomuto proteinu. Toto
usporadani predstavovalo svétové prioritni online spojeni
extrakce tuhou fazi s kapilarnimi elektromigraénimi meto-
dami. V nésledném kroku byly monoklonalni protilatky ze
sorbentu uvoliiovany elektrodesorpci za mirnych elu¢nich
podminek zachovavajicich jejich vazebnou aktivitu na
rozdil od jejich eluce skokovou zménou pH, pfi které se
vazebna schopnost snizovala nebo dokonce ztracela. Me-
toda rovnéz umoziovala kvantitativni charakterizaci
sorpéni kapacity sorbentu a sorpénich a desorp¢nich pod-
minek v mikrom&fitku'®. Diky koncentraénimu efektu
CITP byly desorbované protilatky online zkoncentrovany
do relativné vysokych koncentraci v malém objemu. Kon-
strukce této sestavy ve vétsim méfitku pak umoznila izola-
ci Gistych protilatek'” a jejich vyuziti pro imunoanalytické
stanoveni transferinu v riznych vzorcich biologického
puvodu.
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5. Vysokoucinné kapilarni elektromigraéni
metody (HPCE)

5.1. Vyvoj instrumentace

V prvni polovin€ osmdesatych let minulého stoleti se
,.horkym tématem™ v oblasti separa¢nich metod stal vyvoj
vysokouc¢innych kapilarnich elektromigraénich metod
(HPCE). Prtlomovymi experimenty byly separace flu-
orescenné znacenych aminokyselin, peptidi a amint
kapilarni  zoénovou elektroforézou (CZE) provedené
v letech 19811983 Jorgensonem a Lukacsovou'®" a se-
parace neutralnich organickych molekul principialné no-
vou metodou, kapilarni micelarni elektrokinetickou chro-
matografii (MEKC), realizované Terabem a spol. v letech
1984-1985 (cit.*?"). Ob¢ tyto metody byly provedeny
v tenkych sklenénych nebo kiemennych kapilarach
o vnitinim/vnégj$im praméru 50-75/375-550 pm. Vyhod-
ny pomér plochy a objemu separa¢niho prostoru zajistil
ucinny odvod Jouleova tepla a umoznil pouziti vysokych
separacnich napéti (az 30 kV na 50-80 cm dlouhé kapila-
fe) pti nizkych proudech v fadu desitek pA. Bylo tak dosa-
zeno vysoké separacni Ucinnosti nékolika set tisic pater
v kratkém case 10-30 min.

V UOCHB jsme nemohli ve vyvoji téchto metod
zlstat stranou. Prvni funkéni model HPCE analyzatoru byl
sestaven jiz vroce 1985. Separace probihala
v kifemennych kapilarach s vnéjsim polymernim povlakem
o vnitinim/vnéj§im priméru 50-75/200-300 um, které
byly ziskany z Ustavu skelnych a keramickych materiali
CSAV. Specificka byla konstrukce UV-absorpéniho foto-
metrického detektoru pfi alternativné volenych tfech vino-
vych délkach, 206, 254 a 280 nm. Zdrojem zafeni pro
vinové délky 206 a 280 nm byla bezelektrodova vysoko-
frekvencné buzena jodova vybojka; pro vinovou délku
254 nm to byla vybojka stejného typu, ale rtutova. Jako
monochromatory slouzily interferen¢ni filtry o vySe uve-
denych vlnovych délkach a detektorem zafeni byla fotodi-
oda se zvySenou citlivosti v hluboké UV oblasti zafeni.
Prvni vysledky dosazené na tomto piistroji jsme prezento-
vali na 5" International Symposium on Capillary Isotacho-
phoresis, ITP 1986, v holandském Maastrichtu. Metodou
CZE byly analyzovany elektricky nabité latky, aminoky-
seliny, peptidy a bilkoviny, a metodou MEKC byly sepa-
rovany elektroneutralni slouc¢eniny, napt. alifatické a aro-
matické alkoholy?.

V pokrocilejsi verzi tohoto analyzatoru (viz obr. 4)
bylo navic mozné ovliviiovat elektrokineticky potencial na
vnitini sténé kapilary vnéjsim pfi¢nym elektrickym polem
a timto zplisobem potlacovat sorpci analyt na vnitini
sténu kapilary a regulovat smér a rychlost elektroosmotic-
kého toku a optimalizovat tak ucinnost separace a dobu
analyzy v zavislosti na rozdilech elektroforetickych po-
hyblivosti analyzovanych latek®2*.

Na zaklad¢ podobnosti kapilarni zénové elektrofo-
rézy (CZE) a volné prutokové zénové elektroforézy
(FFZE) byl vytvotfen model korelace mezi témito meto-
dami, ktery byl vyuzit k pfevodu analytickych separaci
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Obr. 4. HPCE analyzator s regulaci elektroosmotického toku
vnéjSim pricnym elektrickym polem

metodou CZE na preparativni separace metodou FFZE
s kapacitou 50-100 mgh™' (cit.>**"). Metodou FFZE byly
pfipraveny biologicky aktivnich peptidy ve vysokém stup-
ni Cistoty.

Vyvoj dokonalejsich zafizeni pro kapilarni elektro-
migracni metody pokracoval i v dalSich letech. V letech
2006-2008 byl vyvinut univerzalni HPCE analyzator nové
generace, ktery byl vybaven multidimenzionalnim detek¢-
nim systémem. Tento systém obsahoval univerzalni
bezkontaktni vodivostni detektor, vySe uvedeny
UV-absorp¢ni detektor alternativné operujici pfi vlnovych
délkach 206, 254 a 280 nm a fluorescenéni detektor
s laserem indukovanou fluorescenci pfi excita¢ni vlnové
délce 266 nm umoznujici detekci na zéklad¢ nativni flu-
orescence peptidi a bilkovin obsahujicich aromatické
aminokyseliny. Bylo tak mozno separovat a detegovat
nejen latky obsahujici chromofor nebo fluorofor, ale
1 latky UV-transparentni a nefluoreskujici. Detekéni limity
se pohybovaly v fadu subfemtomold.

A)

HV 1 zasobnik
vodivé kapaliny

kovova
kapilara

AN

vialka s BGE porézni
nebo se vzorkem Spicka
separaéni kapilara HV 2 MS
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Toto zatizeni piedstavovalo univerzalni kapildrni
elektrokineticky analyzator, ve kterém bylo mozné prova-
dét vSechny hlavni kapilarni elektromigra¢ni metody, a to
jak elektroforetické techniky, CZE, CITP, izoelektrickou
fokusaci (CIEF) a afinitni elektroforézu (ACE) pro analy-
zy elektricky nabitych latek, tak i kombinované elektro-
chromatografické metody, elektrokinetickou chromato-
grafii (CEKC), zejména jeji micelarni mod (MEKC)
a elektrochromatografii (CEC), pro analyzu latek nabitych
i elektroneutralnich®.

Dalsi vyznamny pokrok v rozvoji instrumentace na-
stal v poslednich letech, kdy se podafilo laboratorni CZE
modul online spojit s hmotnostné spektrometrickou detek-
ci s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS). Tato soucasné uni-
verzalni 1 specificka a vysoce citliva detekce umoziuje
podstatné rozsifit aplikaéni moznosti HPCE metod. Pro
toto spojeni byly vyvinuty dva typy CE-ESI-MS rozhrani:
a) s porézni Spickou separacni kapilary v kovové jehle
a s vodivou kapalinou pro ptivod sprejovaciho napéti a b)
se separacni kapilarou ustici do sklenéného emiteru
s ptidatnou kapalinou, ktera protéka emiterem nizkym
nano-prutokem a na kterou je pfivadéno sprejovaci napé-
ti*>*°, viz obr. 5. Ob& rozhrani byla pouZitelna pro analyzu
draselnych komplexti 18-crown-6-etheru a jeho mono-
a dibenzoderivati a fady dalSich latek, ale rozhrani
s emiterem bylo robustnéjsi; udrzovalo konstantni sprejo-
vaci napéti pfi riiznych separa¢nich podminkach.

5.2. Metodicky vyvoj a analytické vyuziti

Kromé instrumentace byla rozvijena i metodika
HPCE technik. CZE byla provadéna v zakladnich elektro-
lytech v Sirokém rozmezi pH, véetné siln¢ kyselych a silné
alkalickych zakladnich elektrolytti, a to nejen v klasickych
pufrech, ale i v tzv. izoelektrickych pufrech obsahujicich
bud’ jednotlivé amfoterni latky (vétSinou aminokyseliny)
pii pH blizkém jejich izoelektrickému bodu® nebo frakci-
onované smésné amfolyty s uzkym rozsahem pH (cit.***?),

B)
zasobnik
HV 1 pfidatne kapaliny
M ESI emiter
vialka s BGE
nebo se vzorkem
peekovy separacni
kiiz kapilara MS

Obr. 5. Dva typy rozhrani pro spojeni HPCE s ESI-MS. A) Rozhrani s porézni §pi¢kou separa¢ni kapilary bez pfidatné kapaliny, B)
Rozhrani se separa¢ni kapilarou ustici do sklenéného emiteru s proudici ptidatnou kapalinou. BGE, zakladni elektrolyt; ESI, elektrospre-
jova ionizace; HV 1, zdroj separa¢niho napéti; HV 2, zdroj sprejovaciho napéti
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tj. pti nizkych elektrickych vodivostech téchto elektrolytd
dovolujicich pouziti vysokych intenzit elektrického pole
(800-1000 V cm™) a dosaZeni vysokych separagnich u&in-
nosti a kratkych dob analyz peptidovych hormonii. Ve
vodé nerozpustné latky byly analyzovany v zakladnich
elektrolytech v nevodnych®**> nebo smésnych hydro-
organickych rozpoustédlech™®?’.

Metodou CEKC s micelarnimi pseudofazemi tvote-
nymi anionickymi nebo kationickymi detergenty (dodecyl
siranem sodnym nebo cetyltrimethylammonium bromi-
dem) byly analyzovany elektroneutralni latky, napt. pepti-
dy se zablokovanymi N-koncovymi aminoskupinami
a C-koncovymi karboxylovymi skupinami a neobsahujici
aminokyseliny s ionogennimi skupinami v postrannich
fetézcich® a triazolové fungicidy v rajéatech®.

CEKC metoda s monomolekularnimi pseudofazemi
cyklodextrinového typu, kterou lze téz klasifikovat jako
ACE s ptidavky cyklodextrini (CD) jako afinitnich ligan-
di do zakladniho elektrolytu, byla Siroce vyuzivana pro
separaci enantiomerd a diastereomerd chiralnich latek.
Velmi G¢inna ACE metoda s 3-CD jako chiralnim selekto-
rem* byla vypracovana pro kontrolu enantiomerni &istoty
vyznamného anti-AIDS 1é¢iva (9-(R)-[2-(fosfonomethoxy)-
propylladeninu  ((R)-PMPA, tenofovir) vyvinutého
v UOCHB ve skuping A. Holého"'. Rychla separace R- a S-
enantiomertt tohoto preparatu byla dosazena v kratkém
¢ase 5 minut v alkalickém BGE (50 mM borét sodny, pH
10,0), viz obr. 6. Dalsimi ptiklady chirdlnich analyz jsou
separace enantiomert piibuznych antivirovych acyklic-
kych nukleosid fosfonati*, helquati®, diquata* a difluo-
rovanych alkohola™®.

Specialni HPCE metody byly vyvinuty pro separace
komplexnich smési peptidil a bilkovin, napt. pfi peptido-
vém mapovani bilkovin a pfi profilovani peptidi a bilko-
vin v biologickych tekutindch a tkanovych extraktech.
Peptidové mapy ziskané CZE separaci peptidovych frag-
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mentl enzymove Stépenych veptovych a lidskych pepsint
a pepsinogend umoznily rozliSit jejich fosforylované
a defosforylované formy*”*®. CZE profilovani ve vod&
rozpustnych bilkovin extrahovanych z jemné rozemletych
zrn nativnich a geneticky modifikovanych druht kukufi-
ce® a peptidové mapovani tryptickych hydrolyzati téchto
bilkovin® umoznilo rozliit tyto dvé kukuiiéné odridy.
Podobné, na zakladé CZE profilovani peptidi vzniklych
tryptickym $tépenim bilkovin ve zdravych a zanétem po-
stizenych kostnich tkanich bylo mozné tyto dva druhy
tkéni jednoznaéné odlisit’'.

V posledni dobé€ byly vyvinuty nové typy kovalentné
vazanych kationickych® i anionickych™ polymernich
povlakd kfemennych kapilar s riznym stupném naboje,
které potlacuji sorpci analytd se stejnym typem naboje na
vnitini sténu kapilary a dovoluji regulovat smér a rychlost
elektroosmotického toku. Tim ptispivaji ke zvyseni sepa-
racni ucinnosti a optimalizaci doby HPCE analyz.

5.3. Fyzikaln¢ chemické charakterizace (bio)molekul

HPCE metody jsou vyuzivany hlavné pro analytické
ucely, ale velmi vyznamné jsou jejich aplikace i pro fyzi-
kaln¢ chemické a biochemické charakterizace biologicky
aktivnich latek a funkénich organickych molekul. V této
oblasti jsme vypracovali postupy pro presné méfeni efek-
tivnich elektroforetickych pohyblivosti véetné jejich ko-
rekci na konstantni iontovou silu a konstantni teplotu za-
kladnich elektrolyti®* >, které umoznily stanoveni diilezi-
tych parametri ionogennich latek, konstant acidity (pK,),
aktualnich a limitnich iontovych pohyblivosti, izoelektric-
kych bodd, efektivnich naboji a iontovych poloméri fady
nové (bio)syntetizovanych ¢i izolovanych biologicky ak-
tivnich latek, napt. fosfinatovych pseudopeptidia™"*,
peptidovych hormont a jejich fragmentt®, hmyzich anti-
mikrobialnich peptida®*®', antivirovych 1é¢iv na bazi
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Obr. 6. HPCE separace R- a S-enantiomert 9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]adeninu. Experimentalni podminky: kiemenna kapilara:
392/290 mm celkova/efektivni délka, 50/375 pm id/od; zakladni elektrolyt: S0 mM H;BO;, 45 mM NaOH, pH 10,0; chiralni selektor:
20 mg ml”' B-CD; separacni napéti: 15 kV; proud: 22,7 pA; teplota: 25 °C; koncentrace vzorku: 200 uM R-izomer, 100 uM S-izomer;

davkovaci tlak x ¢as: 13,9 mbar x 10 s
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6263 cyklickych dinukle-

acyklickych nukleosidli fosfonata

otida®, nativnich i syntetickych (bio)polymeri®-®
a funkénich organickych molekul, napt. karboranovych
inhibitord enzyma®’ a triazolovych fungicida® ve vodg
a hydrofobnich azahelicent v methanolu®-".

ACE s pridavkem afinitnich ligandt na bazi nativnich
i derivatizovanych CD byla vyuzita pro stanoveni vazeb-
nych konstant komplex téchto chirdlnich selektort
s enantiomery a diastereomery rdznych sloucenin, napf.
acyklickych nukleosid fosfonati s B-CD’', cyklického
diadenosin difosforothiolatu a diastereomerd jeho difluo-
rovaného derivatu s 2-hydroxypropyl--CD"?, antimikro-
bidlntho dipeptidu B-alanyl-p,L-tyrosinu a jeho derivatl
s 2-hydroxypropyl-p-CD"”, diquati s nahodn& vysoce sul-
fatovanymi CD’* a komplexii D- a L-enantiomert Ru(Il)
a Fe(IT) polypyridylovych asociati se single-izomery
2,3-diacetylovanych-6-sulfatovanych a-, B- a y-CD”°. Va-
zebné konstanty byly stanoveny i pro jiné typy molekulo-
vych komplext, napt. komplext cyklickych peptidd, vali-
nomycinu’* a [Gly®]-antamanidu® sionty alkalickych
kovll v methanolu a komplexti benzo- a dibenzo-18-crown-6-
-etheru s ionty alkalickych kovi ve smésnych hydro-
organickych rozpoustédlech, ve vod¢é s methanolem, etha-
nolem nebo acetonitrilem™’,

Metodou ACE s ¢aste¢nym plnénim (PF-ACE) byla
studovana specifita a sila interakci DNA oligonukleotidu
(Dickersonova dodekameru) s klasickym DNA interkala-
torovym ligandem (ethidium bromidem) a s potencialnimi
novymi DNA ligandy oligofenylenového typu’® a kom-
plext helquati s chirdlnimi aromatickymi 1é¢ivy a kataly-
zatory’’.

Tlakem-asistovana PF-ACE byla vyuzita ke studiu
sily interakci mezi lidskym inzulinem (HI) a ¢tyfmi biolo-
gicky aktivnimi ligandy (dopaminem, serotoninem, argini-
nem a fenolem) ve vodném slabé alkalickém prosttedi’®.
Vazebné konstanty komplexti HI-ligand byly ureny ze
zavislosti zmény migrac¢niho Casu ligandd na délce zony
HI v zakladnim elektrolytu. Silny kationicky elektroosmo-
ticky tok byl snizen hydrodynamickym protiproudem vy-
volanym externim tlakem na vystupnim konci kapilary.
Tim bylo zabranéno vyputovani zony HI z kapilary a bylo
umoznéno studovat jeho interakce s ligandy. Komplexy
HI-ligand byly slabé az stfedné silné s vazebnymi kon-
stantami v rozsahu 385-1314 1mol "' vzristajicimi
v poradi HI-arginin < HI-serotonin < HI-dopamin < HI-
fenol.

6. Zavér a perspektivy dalSiho rozvoje

Elektromigraéni metody byly po celou dobu 70 let
existence UOCHB intenzivné rozvijeny a §iroce a usp&sné
vyuzivany pro separaci, kvalitativni i kvantitativni analy-
zu, izolaci, purifikaci a fyzikalné chemickou a biochemic-
kou charakterizaci (bio)molekul v ustavu izolovanych,
(bio)syntetizovanych ¢i studovanych. Na zaklad¢é dosaze-
nych vysledkt 1ze predpokladat, ze tomu tak bude i nada-
le. Dalsi vyvoj bude zaméten zejména na zdokonalovani
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vysokouc¢innych kapildrnich elektromigracnich metod
(HPCE) s cilem zvysit jejich separa¢ni ucinnost, citlivost
arychlost. V oblasti instrumentace bude zdokonalovano
on-line spojeni HPCE s hmotnostné spektrometrickou
detekei s vysokym rozlisenim (CE-HRMS) a bude vyvinu-
to on-line spojeni HPCE modulu se sbéracem mikrofrakei
pro nanaSeni elektroeluovanych nanolitrovych objemi
analytd na membrany nebo desticky, na kterych budou
nasledné analyzovany MS s matrici asistovanou laserovou
desorpci/ionizaci (MALDI-MS). Metodicky rozvoj bude
zahrnovat vyvoj novych: a) elektrolytovych systémt kom-
patibilnich s MS detekei, b) (pseudo)staciondrnich fazi pro
separaci latek nabitych i elektroneutralnich, c¢) stereoselek-
torti pro separace a analyzy chiralnich sloucenin a d) po-
vlakl potlacujicich sorpci analytd na vnitini sténu kie-
mennych kapilar. Vyvinutd instrumentace a metodika
budou $iroce vyuzivany pro separace, analyzy, mikropre-
parace a charakterizace nov¢ pfipravenych funkénich or-
ganickych molekul a biologicky aktivnich latek a pro stu-
dium jejich interakci s jinymi (bio)molekulami a (bio)
Casticemi v Zivych i nezivych systémech.

Prdce byla podporena Akademii véd Ceské republiky,
projekt ¢. RVO 61388963. Autor dekuje spolupracovni-
kiim, kteri se podileli na prezentovanych vysledcich:
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V. Kasicka (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry of the Czech Academy of Sciences, Prague,
Czech Republic): Development and Application of
Electromigration Methods at the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of
Sciences

This article summarizes the development and
application of electromigration methods at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech
Academy of Sciences in Prague (IOCB Prague) since the
founding of the Institute up to the present time. The
development of instrumentation, methodology and
applications of the following methods is described: (i) non-
cooled and cooled paper electrophoresis and its application
for both analytical and semipreparative separation of
amino acids and peptides for determination of primary
structure of proteins; (ii) continuous flow-through
electrophoresis in a free solution (FFE) applied for
purification of biologically active peptides, especially
peptide hormones, with the preparative capacity of 50—
100 mg h''; (iii) capillary isotachophoresis (CITP) used
for the quality control of synthetic or isolated biological
active peptides and their counterions; (iv) high
performance capillary electromigration methods (HPCE)
including  zone  electrophoresis,  isotachophoresis,
isoelectric focusing, affinity electrophoresis, electrokinetic
chromatography, and electrochromatography, and their
application for separation, analysis and physicochemical
and biochemical characterization of a wide spectrum of
(bio)molecules isolated, (bio)synthesized and investigated
at the IOCB, e.g. amino acids, peptides, proteins,
nucleosides, nucleotides, fragments of nucleic bases,
steroids, catecholamines, and various functional organic
molecules, such as azahelicenes, helquats and diquats.

Keywords: capillary electrophoresis, isotachophoresis,
isoelectric focusing, affinity electrophoresis, electrokinetic
chromatography, electrochromatography
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Neptedpokladame, Ze by pan profesor Barek pachal trestnou ¢innost, ale pokud bychom jeho pachovou stopu piesto
odebrali a provedli detailni chemickou analyzu, mohli bychom se pfesvédcit o tom, Ze je to muz, Ze je europoidni rasy
a piipadné zjistit, jaka v jeho zilach koluje krev, zda patii do skupiny A, B nebo 0. Pachova stopa je zdroj informaci, ktery
organy ¢inné v trestnim fizeni prostfednictvim specidlné cvi¢enych psti pouzivaji pro individudlni identifikaci jiz desitky
let. Nyni je snaha vytvofit instrumentalni metodu pro detailni chemickou analyzu pachové stopy tak, aby pachova
identifikace mohla byt objektivizovana a pouzivana jako dikazni prostiedek a samoziejmé, aby poskytovala fadu dalSich

informaci o poskytovateli pachu.

Klicova slova: forenzni olfaktronika, medicinalni olfaktronika, olfaktorika, dvoudimenziondlni plynova chromatografie,

pachova stopa
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1. Uvod

Pachova stopa je v fadé zemi pouzivana organy ¢in-
nymi v trestnim fizeni pro zjiSténi, zda byla dand osoba
pfitomna na urcitém misté. K tomu se pouziva tzv. metoda
pachové identifikace (MPI)!, v ramci které specialng cvi-
¢eni policejni psi porovnavaji pachové vzorky odebrané na
misté ¢inu s pachovymi vzorky odebranymi podezielym
a dalsim osobam?®. Tato, tak zvana olfaktorickd metoda
pachové identifikace, vyuziva jednak vynikajici citlivost®
¢ichového ustroji psi a jednak skutecnost, Ze tito specialné
cviceni psi jsou schopni se naucit rozeznavat tzv. individu-
alni pachovou signaturu, tedy takovou ¢ast lidského pachu,
o které se predpoklada, Ze je unikatni pro kazdého Clove-
ka*®. Tato pachova signatura je povaZovana za geneticky
podmin&nou®, z &eho vyplyva jiz zminéna individualita.
Naopak nevyhodou olfaktorické identifikace je urcitd sub-
jektivnost celého postupu, kterd je dana pouzivanim psu
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a souvisejici zavislosti na jejich naladach, pripadnému
vlivu psovodu a obecné okoli. Jinymi slovy, i kdyz budou
pachové identifikace opakovany za stejnych podminek,
nemusi byt vysledky porovnavani identické. Z tohoto dii-
vodu jsou v poslednich letech vyvijeny objektivni metody
pro detailni chemickou analyzu pachovych stop z mista
¢inu®’. Jedna se o tzv. olfaktroniku, kterd by méla vyuzi-
vat pokrocilé metody analytické instrumentalni chemie.

2. Lidska pachova stopa

Pojem lidska pachova stopa oznacuje skuteCnost, ze
slouceniny pachu konkrétni osoby jsou zanechany na urci-
tém misté a logicky davaji toto misto do souvislosti s touto
osobou. Pojem lidsky pach je obvykle spojovan s ¢icho-
vym vjemem, ktery tyto slou¢eniny vyvolavaji a chemicky
uvazujici ¢lovek, tedy i profesor Jiti Barek, si v této sou-
vislosti vybavi v prvni fadé t€kavé latky. Avsak obecné je
tento pojem mnohem S§irSi. V tomto ¢lanku se budeme
zabyvat pouze koznim pachem, tedy budeme uvazovat
slouceniny, které prochazi pokozkou. Tento kozni pach
obvykle lidé vnimaji jen podprahové a to, co vytvaii Casto
nepifjemny Cichovy vjem, jsou az slouceniny vzniklé de-
gradaci nékterych téchto latek mikroorganismy na po-
vrchu kuze.

V policejni praxi se pouziva pojem ,,pachova signatu-
ra“, ktery vyjadfuje skupinu sloucenin v pachové stopé,
které umoznuji identifikaci jedince. Nedavné vyzkumy
prokazaly'®", Ze v jedné pachové stopé je nékolik tako-

https://doi.org/10.54779/ch120240588
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vych pachovych signatur, které se odliSuji rozdilnou téka-
vosti, mluvime o tzv. multiplicit€ pachové signatury. Tyto
studie'™"" také ukazuji, Ze specialné cviGeni policejni psi
pouzivaji pro identifikaci slouCeniny velmi malo té€kavé
latky, s vy$si molekulovou hmotnostni'?, jako jsou zejmé-
na estery vysSich mastnych kyselin, vitaminy a steroly,
které zlistavaji na misté Cinu relativné dlouhou dobu
a jejichz relativni koncentrace se méni minimalné.

V odorologické literatute' jsou slouceniny lidského
pachu déleny do tfi, potazmo Ctyf skupin, na primarni,
sekundarni, terciarni a kvarterni. Primarni a sekundarni
pachové slouceniny prochazeji pokozkou. Primarni cést
pachu je povazovana za geneticky determinovanou, pfi-
¢emz relativni koncentrace téchto sloucenin jsou
v dlouhodobém horizontu ¢asové nejstabilngjsi. V ramci
této skupiny je uvazovana i jiz zminéna pachova signatura.
Nicméné casté vyroky o neménnosti primarniho pachu
jsou hluboce nespravné, at’ pro epigenetické zmény DNA
nebo pro degenerativni choroby (cukrovka, nadorova one-
mocnéni, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
Huntingtonova choroba a jina onemocnéni neurodegerativ-
ni povahy, véetné schizofrenie atp.). Slou¢eniny sekundar-
ntho pachu jsou ovliviiovany hlavné  aktual-
nim metabolismem, infekcemi, dusevni a fyzickou kondici
nositele. Zavisi tak na stravé, uzivanych lé¢ivych piiprav-
cich  nebo  potravnich  doplicich,  zdravotnim
a hormonalnim stavu apod. Jak jiz bylo zminéno, jde tedy
také o transdermalni slouceniny ovSem ovlivnéné mnoha
faktory a vn&jSim prostfedim. U terciarni ¢asti pachu jde
o slouceniny, které jednak pochazi z kosmetiky a z okolni-
ho prostfedi, jako jsou napiiklad specificky vyznamné
zapachajici oblasti, jako nemocnice, benzinové pumpy,
chemické laboratofe a podobné. Podstatné je, ze tercidrni
latky neprochézi pokozkou doty¢né osoby, ale pii kontak-
tu s jinymi osobami mohou byt pieneseny i transdermalni
slouceniny, které prosly kizi jinych osob, tedy jejich pri-
marni a sekundarni latky. V posledni dob¢ je uvazovana
i kvartérni skupina. Je tvofena metabolity mikroorganismi
na povrchu ktize, které jsou tvofeny degradaci latek s vyssi
molekulovou hmotnosti pochazejicich z lidského pachu,
zejména pusobenim kvasinek a bakterii, které vegetuji
obvykle v nevétranych vlhkych oblastech lidského t&la'.
Tyto slouceniny ¢asto charakteristicky zapéchaji. Je zfej-
mé, ze hranice mezi jednotlivymi skupinami lidského pa-
chu nejsou ostré a vzajemné se prekryvaji, jde tedy spise
o formalni déleni, které ma umoznit hlubsi pochopeni
podstaty lidského pachu.

3. Forenzni olfaktorika a olfaktronika

Individualni charakteristika lidského pachu, resp. jeho
pachové signatury, je v fadé zemi svéta vyuzivana organy
¢innymi v trestnim fizeni v ramci forenzni praxe pro iden-
tifikaci osob, kdy pachova stopa miize spojit konkrétni
osobu napiiklad s mistem cinu. Pro tyto ucely se dosud
vyuziva olfaktoricka metoda pachové identifikace (MPI),
kdy specialné cvi¢eny policejni pes porovnava vzorek
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pachové stopy z mista ¢inu s pachovymi vzorky podezfe-
lych osob?. Tato identifikace je pouZivana jako operativné
patraci prostiedek a jeji pouziti jako dukaz u soudu je ve
veétsin€é zemi neptipustné vzhledem k jeji subjektivité,
nicméné v n&kterych zemich, vietnd Ceské republiky, se
pouziva jako podptrny dikaz. S rozvojem pokrocilych
metod analytické chemie, kdy v latentnim pachovém vzor-
ku lze pozorovat desetitisice pachovych slou¢enin, vznika
postupné olfaktronickd analyza pachovych stop, kterd ma
jiz objektivni charakter, a je statisticky vyhodnotitelna.
Takto mize forenzni olfaktronika doplnit stavajici MPI,
a tak vytvorit dikazni fetézec, ktery lze pouzit u soudu.

V ramci forenzni aplikace olfaktronické analyzy lid-
ské pachové stopy je nejen evidentni individualni identifi-
kace, ale zarovenn bude mozné vyuzivat dalsi forenzni
potencial olfaktroniky, ktery olfaktorika pomoci specialné
cvicenych psii obvykle nenabizi. Jde pfedev§im o skupino-
vou identifikaci. Vzhledem ke genetické a metabolické
determinaci lidského pachu lze podle pachové stopy
v budoucnu urcovat napf. pohlavi, etnicky ptvod, krevni
skupinu zistavitele pachu a fadu dalgich informaci'®. Sa-
moziejmé z pohledu organt cCinnych v trestnim fizeni,
takova analyza konkrétni pachové stopy z mista ¢inu po-
vede bud’ pfimo k ur€eni jedince, ktery stopu zanechal,
pfipadné k podstatnému zuzeni okruhu potencidlnich po-
deztelych (viz obr. 1, 2, 3).

4. Medicinalni olfaktronika

V souvislosti se skupinovou identifikaci se ukazuje,
ze obrovsky informacni potencidl lidského pachu bude
mozné vyuzivat i v 1ékafstvi napiiklad pii neinvazivni
pomocné diagnostice nékterych nemoci (viz obr. 4)'>172!,
Predmétem olfaktronického vyzkumu jsou piredevsim
nadorova onemocnéni. Principialni moznost neinvazivni-
ho vySetfeni pachu by mohla pfispivat ke véasnému za-
chytu téchto onemocnéni tak, aby nasledna 1écba byla po
definitivnim ovéfeni nalezu co nejrychlejsi, nejefektivné;si
a tim padem byla doprovazena nejvétsi Sanci na ispéch.

Vedle diagnostiky rtiznych nadorovych onemocnéni
se rozviji i vyzkum olfaktronické diagnostiky psychickych
poruch, které jsou prakticky v§echny doprovazeny neuro-
degenerativnimi procesy*”. Miize se jednat o neuropsy-
chickd onemocnéni projevujici se rliznorodymi piiznaky
v oblasti pohybu anebo kognitivnich funkci jedince, napii-
klad Parkinsonova a Huntingtonova choroba ¢i jiné typy
demenci, ale také o neurovyvojova onemocnéni s vyznam-
nou neurodegenerativni slozkou, které jsou dnes oznaco-
vany jako schizofrenie, a kde véda stale hleda etiopatoge-
netické mechanismy, pfi¢emz neni stale vylouceno neuro-
toxické pisobeni rtiznych latek®. Neméné vyznamnou
kapitolou by se také mohlo stat hledani markert ¢i predik-
tortt odpovédi na 1é¢bu v oblasti diagnostiky a 1é¢by stale
se roz§itujicich poruch nalady.

Tyto druhy chorob jsou Casto spojovany se zménami
neurotransmiterovych systémi podminénych mutacemi
DNA a vysledné produkty, které tyto mutace ovliviuji
nebo piimo doprovazeji by mély byt i skrze lidsky pach
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Obr. 1. PCA graf rozdéleni lidského pachu na zakladé pohlavi muze a Zeny. Hotellingova kfivka pro hladinu vyznamnosti 5 %.
Pachové vzorky byly méfeny dvoudimenzionalnim plynovym chromatografem s hmotnostnim detektorem. Pfevzato z disertaéni prace'’
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Obr. 2. PCA graf rozdéleni dobrovolnikii mongoloidniho a europoidniho typu dle lidského pachu. Hotellingova kiivka pro hladinu
vyznamnosti 5 %. Pachové vzorky byly méfeny dvoudimenzionalnim plynovym chromatografem s hmotnostnim detektorem. Prevzato

z diplomové prace'®

detegovéany daleko diive, nez jsou pozorovany napt. kla-
sické symptomy onemocnéni. Nejnovéjsi nalezy potvr-
zuji**, Ze v etiopatogenezi fady dusevnich poruch hraje
klicovou roli aktivace imunitnich buné¢k, které produkuji
vysoké koncentrace cytokind, které ovliviiuji vznik a me-
tabolismus neurotransmiterti ptimo v lidském mozku. De-
tekce neurotoxickych latek by mohla byt voditkem pro
volbu nejvhodnéjsiho 1é¢ivého pripravku a jeho pripadné-
ho vlivu na tyto procesy apod.

Olfaktronicky vyzkum prokazal, ze lidsky pach se
sestava z desetitisicli, mozna statisicti riznych sloucenin,
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které se dramaticky odliSuji v relativnich koncentracich
a obsahuje geneticky podminénou slozku, tzv. primarni
pach. V ptipadé¢ degenerativnich onemocnéni dochazi
k ovlivnéni DNA nositele pachu a nasledné dochazi ke
specifickym zménam relativnich koncentraci sloucenin
primarniho pachu. Zakladni vyhodou medicinalni olfak-
troniky je tedy jednak neinvazivnost v porovnani
s béznymi metodami diagnostiky téchto onemocnéni
amoznost ziskat z detailni chemické analyzy jednoho
pachového vzorku informace o celé fadé chorob.
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Obr. 4. Graf komponentniho skére (PCA) rozdéleni pachu dobrovolniki s diabetem 1. a 2. typu. Hotellingova k¥ivka vyznadujici
hladinu vyznamnosti 5 %. Pachové vzorky byly méfeny dvoudimenziondlnim plynovym chromatografem s hmotnostnim detektorem.

Pievzato z bakalaiské prace'’

5. Sorbenty pro odbér lidského pachu

Pro studium latentnich vzorkid je extrémné dilezity
jejich odbér, pii kterém hraje klicovou roli samotna Cistota
sorbentu. Jde totiz o to, Ze koncentrace pachovych slouce-
nin je mensi nez bézné necistoty. Piikladem muze byt
,»Cisty sorbent” (viz obr. 5) pouzivany pro olfaktorickou
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identifikaci osob pomoci pst, kdy se v ramci policejni
praxe CR pouziva komeréné dostupnd netkand textilie
Aratex® (70 % bavlna, 25 % viskdza, 5 % polyester,
280 g m %, vyrobce CHLUM-TEX, CR)®. Tato textilie je
tedy pro pfistrojovou analyzu krajné nevhodna. V této
souvislosti se pocatky olfaktronického vyzkumu®** ubiraly
smérem nalezeni vhodnéjsich alternativ. Zde je dobré zmi-
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Obr. 5. Porovnani GC chromatogramu Cistého Aratexu (vrchni chromatogram) a ¢istych sklenénych kuli¢ek (spodni chromato-

gram) pro odbér lidského pachu. Pievzato z prace®’

nit hlavné dva materialy, a to sklo a teflon. Tyto sorbenty
proto je Cast experimentii vénovana i sterilnim netkanym
Iékaisky vyuzivanym textiliim jako vhodngjsi alternativé
k jiz zminénému Aratexu.

6. Instrumentace

Analyza lidského pachu pomoci pfistrojového vyba-
veni byla sméfovdna hlavné smérem plynové chromato-
grafie asto ve spojeni s hmotnostni spektrometrii’'>?%%.
V poslednich letech je shledavana jako velice uzite¢nou
metoda dvoudimenzionalni komprehenzivni plynové chro-
matografie s hmotnostnim detektorem (GCxGC-MS).
Diky zapojeni druhé kolony do chromatografického systé-
mu Ize dosahnout vyssi separacni ucinnosti, kterd ma za
nasledek detekcei vice latek nez umoziuje systém jednodi-
menzionalni. Z pfedchozich experimenti® bylo zjisténo,
ze pro ucely analyzy lidského pachu je vhodnéjsi tzv. re-
verzni uspofadani obou kolon. Konkrétné prvni tficetime-
trova stiedné polérni kolona (Rtx-200MS)
s dvoumetrovou ptedkolonou a druha jednometrova nepo-
larni kolona (TG-5HT).

7. Zavér

Z predchoziho textu je zfejmy obrovsky informacni
potenciél olfaktroniky, ktery v sobé ukryva lidsky pach.
Z pohledu organt ¢innych v trestnim fizen jde predev$im
o individualni a skupinovou identifikaci, ktera mize vy-
raznym zpusobem pfispét k identifikaci osob, které na
daném misté sviij osobni pach zanechaly. Do skupinové
identifikace patfi nejen urceni pohlavi, etnického plivodu,
ale i ur€eni nemoci, uzivani konkrétnich 1€k, rozpoznani
alkoholismu pfipadné drogové zavislosti atp. Tato medici-
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nalni olfaktronika, kterd je sice zatim v pocate¢nim stadiu
vyzkumu, ma jednoznacné obrovsky potencial pro vcas-
nou neinvazivni diagnostiku fady nemoci (nadorovych,
neurodegenerativnich atp.). Z toho lze také jednoznacné
usoudit, ze profesor Barek stafeckou demenci netrpi,
a proto mu piejeme mnoho zdravi a pracovnich uspéchti
u prilezitosti jeho 75. narozenin.

Tento cldanek byl podpoien Ministerstvem vnitra Ces-
ké republiky, cislo projektu VJ01010123.
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Czech Republic): The Scent Trace of a Professor from
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We do not presume that professor Barek has
committed any criminal act, but, if we nevertheless collect
his scent sample and conduct a detailed chemical analysis,
we could confirm that he is male, of the Caucasian race,
and perhaps determine which blood type flows in his
veins, whether it is A, B, or 0. Scent evidence is a source
of information that prosecuting authorities have been
using for decades to identify individuals through specially
trained canines. There is now an effort to create an
instrumental method for a detailed chemical analysis of
the scent trace so that scent identification can be
objectified and used as an evidence in court, and of
course, to provide arange of additional pieces of
information about the scent provider.

Keywords: forensic olfactronics, medical olfactronics,
olfactory, two-dimensional gas chromatography, scent
evidence

Acknowledgement
This research was supported by Ministry of Interior of The
Czech Republic, project number VJ01010123.

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https:/creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.



Che!@
Listy

www.chemicke-listy.cz

URCOVANI POLOH FqNKCNiCIg SKUPIN V ALIFATICKYCH RETEZCICH LIPIDU
A POLOH ALIFATICKYCH RETEZCU V ACYLGLYCEROLIPIDECH METODAMI

HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Tento ¢lanek je vénovdn profesorovi Jifimu Barkovi u prileZitosti jeho 75. narozenin.

STEPAN STRNAD, VLADIMIR VRKOSLAV a JOSEF CVACKA

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha, Ceskd republika

Jjosef.cvacka@uochb.cas.cz

Doslo 2.10.24, ptijato 16.10.24.

Lipidy hraji kli¢ové role v mnoha biologickych procesech. Vétsina lipidi obsahuje dlouhé alifatické fetézce, jejichz
variabilni struktura piispiva k rozmanitym fyzikalné-chemickym vlastnostem a biologickym funkcim téchto molekul.
Alifatické fetézce lipidi mohou byt rovné nebo rozvétvené, s dvojnymi ¢i trojnymi vazbami, piipadné s riznymi funkénimi
skupinami. V poslednich letech doSlo k vyznamnému pokroku ve strukturni analyze lipidd pomoci hmotnostni
spektrometrie. Nové metody jsou zaloZeny na vyuziti netradi¢nich fragmentaénich technik a novych derivatiza¢nich reakei.
S jejich pomoci lze urovat podrobnou strukturu alifatickych fetézcii, véetné uréeni polohy nasobnych vazeb, funkénich
skupin a uspofadani alifatickych fetézcii v komplexnich lipidech. Tento ptehledovy ¢lanek navazuje na dva predchozi,
které se zabyvaly ur¢ovanim poloh dvojnych vazeb (Chem. Listy /77, 684 (2023), Chem. Listy 717, 747 (2023)). Tento
text je zaméfen na urceni polohy methylového vétveni, kyslikatych funkénich skupin, karbocykli a stereospecifické polohy

acylového fetézce na glycerolu.

Klicova slova: fragmentace, funkéni skupiny, karbocykly, lipidy, methylové vétveni, sn pozice, strukturni analyza
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1. Uvod

V poslednich desetiletich se hmotnostni spektrometrie
stala kli¢ovym néstrojem pro analyzu a charakterizaci bio-
molekul. Moderni hmotnostni spektrometrie diky citlivos-
ti, novym fragmenta¢nim technikdm a vysokému rozliseni
hmotnostnich spekter umoznuje detailni studium struktury
a slozeni smési lipidd. Vétveni alifatickych fetézel a pii-
tomnost funkénich skupin vyznamné ovlivituje fyzikalné-
chemické vlastnosti lipidu, jako je naptiklad jejich polari-
ta, rozpustnost a schopnost tvofit membranové struktury.
Tyto zmény se mohou projevit v jejich biologické aktivité
a hrat klicovou roli pfi vzniku a vyvoji riznych patologic-
kych stavi, vcetné metabolickych a kardiovaskularnich
onemocnéni. Proto je dilezité mit k dispozici pokrocilé
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analytické nastroje, které umoziuji podrobny popis struk-
tury lipida a jejich modifikaci. Tento ¢lanek predstavuje
prehled soucasnych metod hmotnostni spektrometrie pou-
zivanych k charakterizaci vétveni alifatického fetézce,
funk¢nich skupin lipidd a stereoizomerie na glycerolu.
Stru¢né shrnuti principti, vyhod a omezeni hlavnich metod
je uvedeno v tabulce .

2. Methylové vétveni alifatickych Fetézcu

Mastné kyseliny s rozvétvenym ftetézcem (BCFA,
z angl. branched-chain fatty acid) s jednou nebo vice me-
thylovymi skupinami v fetézci se v biologickych vzorcich
vyskytuji pom&mé &asto'. Nejbézngjsi BCFA maji me-
thylovou skupiny v poloze n-2 (iso) nebo n-3 (anteiso).
Tradi¢ni metody uréovani poloh vétveni alifatickych fte-
tézcl jsou zaloZeny na derivatizaci a nasledné GC-MS
analyze®. Nov&jsi postupy vyuzivaji LC-MS s elektrospre-
jovou ionizaci (ESI) a fragmentace vyvolané radikdlovym
centrem (RDD, radical-driven dissociation)® ' nebo frag-
mentace s odlehlym ndbojem (CRF, charge remote frag-
mentation), ¢asto po zmén¢ polarity prekurzorového iontu
(charge-switch)>'°.

https://doi.org/10.54779/chl120240594
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Tabulka I

Chem. Listy /18, 594-601 (2024)

Hlavni metody pro charakterizaci vétveni alifatického fetézce, funkénich skupin lipidli a stereoizomerie na glycerolu

Metoda Princip

Vyhody

Omezeni

Fragmentace vyvolana
radikdlovym centrem
(RDD)

fragmentace iniciovana
radikalem, ktera vede
ke $tépeni vazeb C-C
nebo C-H

fragmentace iont s pevné
lokalizovanym nabojem

Fragmentace s odlehlym
nabojem (CRF)

Fotodisociace (UVPD) fragmentace iontl po jejich

interakci s UV zafenim

Disociace vyvolana
elektrony (EID)

fragmentace iontl po jejich
interakci s elektrony

lokalizace polohy vétveni
alifatického fetézce
a dalsich funkénich skupin

lokalizace polohy methylo-
vych skupin; l1ze vyuzit
bézné dostupnou
fragmentacni techniku —
nizkoenergetickou CID

charakterizace polohy
funk¢nich skupin obsahuji-
cich kyslik; vhodné pro
uréeni sn pozic

podrobna strukturni
charakterizace lipidu

vyZzaduje derivatizaci
(I-AMPP", ¢inidla
obsahujici skupinu TEMPO
atd.)

vyzaduje derivatizaci
(AMPP", [Mg(Terpy),],
atd.)

specidlni nakladna
instrumentace pro UVPD;
nizka vytéznost fragmentace

specialni nakladna
instrumentace pro EID;
nizka vytéznost fragmenta-
ce; spektra slozitych lipida
jsou naro¢na na interpretaci

Pti RDD vznika z iontu se sudym pocétem elektront
radikalovy prekurzor, ktery se dale S§tépi. Prekurzor
s lichym poctem elektronti lze vytvofit pomoci kolizné
indukované disociace (CID, collision-induced dissociati-
on) nebo fotodisociace ultrafialovym zafenim (UVPD,
ultraviolet photodissociation). Fragmenty radikalového
prekurzoru odpovidaji $tépeni jednotlivych C-C vazeb.
Pritomnost methylového vétveni v fetézci se projevi naru-
Senim pravidelného vzoru, pfi¢emz mezi fragmenty vznika
mezera 28 Da. Dosud bylo navrzeno né¢kolik derivati,
které poskytuji RDD rozvétvenych alifatickych fetézcu.
Jedna z metod vyuzivd amidaci mastnych kyselin
o-benzylhydroxylaminem®. Pii kolizni aktivaci eliminuji
lithné adukty téchto derivati benzylové radikaly. Vznikaji

nitroxidové radikal-kationty, které se nasledné rozkladaji
mechanismem RDD. Metoda byla pouzita pro LC-MS
analyzu BCFA ve vzorcich jatiho mléka a lidské plazmy®.
Lze také vyuzit derivatizacni Cinidla obsahujici skupinu
TEMPO, jako je 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl ester 3-(2,2,6,6-
-tetramethylpiperidin- 1-yloxymethyl)pikolinové  kyseliny
(TPN) nebo 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl ester 5-(2,2,6,6-tetra-
methylpiperidin-1-yloxymethyl)nikotinové kyseliny (TBN).
Pi nizkoenergetické CID se TEMPO eliminuje a tvoii
se pyridinmethylovy radikdl, ktery iniciuje RDD pfeno-
sem vodiku z fetézce na misto radikalu (obr. 1). Metoda
byla vyuzita pro studium modifikaci v bakteridlnich fosfo-
ethanolaminech’.
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Obr. 1. CID MS2 spektrum fosfatidylethanolaminu PE 4Me-16:0/4Me-16:0 derivatizovaného pomoci TPN (2,5-dioxopyrrolidin-1-yl
esterem 3-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yloxymethyl)pikolinové kyseliny). Upraveno dle cit.”. Fragmentace C-C vazeb
v alifatickych fetézcich je vyvolana radikalem po eliminaci skupiny TEMPO. Modrou a $edou barvou jsou oznaceny série diagnostickych
iontl ve spektru a mista §tépeni alifatickych fetézcu lipidu
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Radikalovy prekurzor lze vytvofit také fotodisociaci
nekovalentnich’ nebo kovalentnich®'® derivati obsahuji-
cich aryl-jodovou vazbu. Po interakci téchto derivatd
s fotony o vlnové délce 266 nm dochazi k eliminaci jodu,
a vznikly fragment s lichym poctem elektront dale frag-
mentuje mechanismem RDD. Piikladem nekovalentniho
derivatu je komplex fosfatidylcholinu s 4-jodo-benzoovou
kyselinou’. Kovalentni derivaty mastnych kyselin lze pfi-
pravit napiiklad esterifikaci s 4-jodbenzylalkoholem®.
Fotodisociaci sodnych adukti téchto derivatd vznikaji
ionty [M + Na - I]™", které se dale §t&pi za vzniku fragmen-
ti urcyjicich polohu methylového vétveni. Derivace pomoci
1-(3-(aminomethyl)-4-jodfenyl)pyridin-1-ia (I-AMPP") nabi-
zi krom¢& moznosti strukturni analyzy alifatickych fetéz-
¢t také vyssi citlivost detekce'®. Tato derivatizace byla
vyuzita napiiklad pro strukturni analyzu rozvétvenych
mastnych kyselin v lipidech v novorozeneckém mazku'’.
Ucinnost interakce s fotony zavisi na chemické struktufe
latek, proto je dulezité vyvinout derivatizacni Cinidla
s vysokym vytézkem fotodisociace. V ramci zkoumani
vztahu mezi strukturou a aktivitou bylo pfipraveno ¢inidlo
NIBA  (N-(2-aminoethyl)-4-jodobenzamid)'?.  Derivéty
mastnych kyselin s NIBA dosahuji vysoké uc¢innosti kon-
verze (97 %), coz umoziuje vyuziti fotodisociace pfi
266 nm pro LC-MS analyzu mastnych kyselin.

Polohu methylovych vétveni l1ze urcit také s vyuzitim
fragmentaci s odlehlym nabojem (CRF, charge remote
fragmentation), které probihaji u iontd s pevné lokalizova-
nym nabojem. Tyto reakce byly zpocatku sledovany
u rozvétvenych mastnych kyselin pomoci ionizace ostielo-
vanim urychlenymi atomy (FAB, fast atom bombardment)
na magnetickych sektorovych analyzatorech s vysokoener-
getickou CID (cit.'”'®). Dnes b&zn& dostupna nizkoenerge-
tickd CID také umoziuje u nékterych iontll vyvolat CRF.
Naptiklad derivaty AMPP' umoznily charakterizaci me-
thylového vétveni v bakterialnich lipidech'*"*. Dale byly
vyuzity bis-terpiridinové hofetnaté dikationty [Mg(Terpy),]*',
ato i vmetods LC-MS? (cit."®). Alternativou k tomuto
ligandu pro charakterizaci struktury mastnych kyselin je
[Mg(ttb-Terpy),]*", ktery naopak ztritou methylového
radikalu podporuje RDD fragmentaci'’.

3. Funk¢ni skupiny obsahujici kyslik
a karbocyklické slouceniny

Kromé methylovych skupin obsahuji bioaktivni lipidy
také rizné funkéni skupiny s kyslikem a karbocyklické
struktury. Oxylipiny jsou strukturné rdznorodé molekuly
s hydroxylovymi, epoxidovymi a dal§imi funkénimi skupi-
nami obsahujicimi kyslik, které hraji dilezitou roli jako
signalni molekuly pfi zanétu a dalSich biologickych proce-
sech'®?. LC-MS je metodou prvni volby pro analyzu oxy-
lipinti v rozli¢nych biologickych matricich*" **. Analytické
postupy obvykle vyuzivaji ESI v negativnim modu, pfi-
¢emz niz8i citlivost v tomto mdédu 1ze obejit derivatizaci,
napf. zavedenim perfluorobenzylové (PFB) skupiny**?’.
MS? spektra zapornd nabitych oxylipinovych iontii jsou
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strukturné specifickd a poskytuji informace o poloze sku-
pin obsahujicich kyslik. V ptipadé hydroxylové skupiny
obvykle dochazi k a-hydroxy Stépeni ve vinylové a/nebo
allylové poloze s ptenosem protonu®®>°. Pro analyzu oxy-
lipint v pozitivnim mddu byla pouzita Siroka skala deriva-
6°', veetng derivatd N-(4-aminomethylfenyl)pyridinia
(AMPP"y****37 " Nedavno bylo demonstrovano vyuziti
derivatizace AMPP" pro analyzu oxylipinti v plazmé, séru
a buiikach pomoci necilené lipidomiky™. CID derivati
AMPP" byla rovnéZ pouzita k charakterizaci polymethylo-
vanych, hydroxyftyoceranovych a ftyoceranovych kyselin
v bakterialnich sulfolipidech®’. Fotodisociace a RDD frag-
mentace vedou ke specifickému Stépeni vazeb uhlik-uhlik
sousedicich s hydroxylovymi skupinami, diky ¢emuZ jsou
uzite¢né pro identifikaci mista hydroxylace v hydroxy-
mastnych kyselinach (HFA)***’. LC-MS* vyuzivajici
fotodisociaci pfi vlnové délce 266 nm umoziuje strukturni
identifikaci 4-I-AMPP"derivatizovanych eikosanoidi ze
skupiny hydroxyeikosatetraenovych kyselin (HETE)
a hydroxyeikosapentaenovych kyselin (HEPE)** (obr. 2).

HFA 1ze derivatizovat také 4-jodobenzoovou kyseli-
nou. RDD spektrum ziskané naslednou CID iontu [M +
Na - I]”" obsahuje dva produktové ionty, které charakteri-
zuji pozici hydroxylu na alifatickém fetézci®. Brodbelt
a spol. pouzili UVPD (193 nm) spektra téchto derivati ke
studiu hydroxylace acylovych fetézcl bakterialnich gly-
cerofosfolipidii*® a ke strukturni charakterizaci lipopolysa-
charida®.

Dalsi dilezitou funkéni skupinou je esterova vazba
vznikla esterifikaci hydroxyskupiny v HFA karboxylovou
kyselinou. Poloha esterové vazby se ¢asto oznacuje polo-
hou vétveni*' a lipidy obsahujici tento strukturni motiv se
nazyvaji estolidy. Estery hydroxymastnych kyselin
(FAHFA) jsou skupinou estolidii s dilezitymi biologicky-
mi vlastnostmi. Jsou to endogenni bioaktivni lipidy s anti-
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Obr. 2. Fotodisociaéni hmotnostni spektrum 4-I-AMPP" deri-
vatu S-hydroxyeikosatetraenové kyseliny (5-HETE). Uprave-
no dle cit.**. Fotodisociaci dochazi k od§tépeni jodu za vzniku
radikalu, ktery vyvola $tépeni vazeb uhlik-uhlik sousedicich
s OH skupinou. Ionty urcujici polohu hydroxylové skupiny jsou
ve schématu a ve spektru naznaceny Cervené
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rové vazby vyrazné ovliviiuje jejich biologickou aktivitu.
Ke strukturni charakterizaci FAHFA se vétSinou vyuziva
CID zaporné nabitych ionti vytvorenych v ESI. Fragmen-
tadni MS? spektra obsahuji deprotonované mastné a hyd-
roxymastné kyseliny, a dale ionty odpovidajici jejich de-
hydrataci** ™. MS® fragmentaci iontu hydroxy mastné
kyseliny nebo MS* fragmentaci pii vyssich energiich se ve
spektrech objevuji fragmentové ionty, které jsou specific-
ké pro polohu hydroxylové skupiny v HFA***# FAHFA
odvozené od a-hydroxy mastné kyseliny poskytuji v MS?
spektrech® a MS® spektrech®” charakteristické fragmenty
neutralnich ztrat (46 Da). Podobné jako u vySe uvedenych
derivati derivatizace karboxylové skupiny FAHFA pomo-
ci &inidel AMPP" (cit.>**"), 4-I-AMPP" (cit.’"), nebo di-
methylaminoethylaminu (DMED)***®  zvysuje citlivost
detekce a spektra téchto derivati poskytuji fragmenty
kurceni struktury. Kompletni charakterizace struktury
FAHFA, vcetné urCeni délky mastnych kyselin, polohy
dvojnych vazeb a regioizomerie esterové vazby, lze pro-
vést fragmentaci produktti vzniklych reakci deprotonované
FAHFA a trisfenantrolinového hofecnatého komplexu
v plynné fazi**. Tyto experimenty byly provadény v modi-
fikovaném hybridnim hmotnostnim spektrometru s troji-
tym kvadrupdlem/linedrni iontovou pasti a se stfidavé
piepinanou polaritou napéti nanoelektrospreje. Uprava
pfistroje umoznila vstup dikationtli cinidla i aniontl
FAHFA do hmotnostniho spektrometru a jejich reakci.

Cyklopropanové mastné kyseliny (CFA) vznikaji
in situ methylaci dvojnych vazeb nenasycenych mastnych
kyselin. CFA se cCasto vyskytuji v bakteriich, napt.
VE. coli”®. Charakterizace cyklopropylovych —skupin
v alifatickych fetézcich lipidti mize byla provedena s vyu-
Zitim UVPD-MS (cit.>®), RDD (cit.”'®), nebo inverze na-
boje v plynné fazi’’. V UVPD spektrech miizeme pozoro-
vat §tépeni vazby uhlik-uhlik na obou stranach cyklopro-
panového kruhu. Dvojice fragmentt vzdalenych od sebe
14 Da charakterizuje polohu cyklopropanového kruhu.
UVPD-MS s vinovou délkou 213 nm bylo pouzito k cha-
rakterizaci CFA a mykolovych kyselin v bakteridlnich
extraktech®. RDD derivatd I-AMPP" vedla ke 3tépeni
fetézce na obou stranach cyklopropanové ¢asti a poskytla
charakteristickou mezeru 40 Da mezi fragmentovymi
ionty'®. Lipidy derivatizované ¢&inidly obsahujicimi
TEMPO poskytovaly fragmenty odpovidajici Stépeni va-
zeb na obou stranach cyklopropanového kruhu’ podobng
jako v UVPD-MS. K charakterizaci polohy cyklopropylu
v kardiolipinech E. coli byly negativné nabité prekurzoro-
vé ionty fragmentovany pomoci CID a vzniklé produkty
pak reagovaly s trisfenantrolinovymi dikationty hot&iku®’.
CID takto vzniklého komplexu poskytla diagnostické frag-
menty pro ur¢eni polohy cyklopropanového kruhu.

4. Stereospecificka poloha acylového Fetézce na
glycerolu

Glycerol sam o sob¢ neni chiralni, ale rizné substitu-
ce na jeho hydroxyskupinach zpisobuji, ze glycerolipidy
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jsou chirdlni molekuly. Stereospecificky systém c¢islovani
definuje polohy substituentt jako sn-1, sn-2 a sn-3. Analy-
tické metody pro pfifazeni polohy substituentli jsou diile-
zité, protoze poloha acylovych skupin na glycerolu ovliv-
nuje biologické ucinky glycerolipidii. Analyza mtize zahr-
novat kroky, které umoznuji separaci stereoizomert, na-
ptiklad stereoselektivni §tépeni mastnych acyli enzymy
jako je fosfolipasa A2 (cit.>®) nebo separaci pomoci chro-
matografie &i iontové mobility®® 2. Vétsina metod je ome-
zena na rozliSeni sekundarni polohy od primarni (sn-2
vs. sn-1/3). Pii fragmentaci v hmotnostnim spektrometru
je Stépeni mastnych kyselin z poloh sn-7 a sn-3 stejné
vyhodné, a pravdépodobngjsi nez ztrata z polohy sn-2.
K rozliseni substituentt sn-2 od sn-1/3 lze tedy vyuzit
relativni intenzity fragmentii®. Naptiklad fosfatidylcholi-
nové sm-izomery lze rozliSit a kvantifikovat porovnanim
intenzit fragmentd pozorovanych v UVPD a CID spek-
trech dvojnasobné nabitych molekulovych adukti s kovy
([PC + Fe]*")**. Hsu a Turk podrobné zkoumali nizkoener-
getické CID procesy vedouci k regiospecifickym fragmen-
tacim mastnych kyselin v glycerofosfolipidech®’. Tan-
demova hmotnostni spektra deprotonovanych molekul
a molekulovych adukti s riznymi alkalickymi kovy po-
skytla podrobné strukturni informace véetné identifikace
polarni hlavy fosfolipidu, acylovych substituentti a jejich
sn pozic ur¢enych z relativnich intenzit fragmentt. Adukty
fosfolipidd s alkalickymi kovy (napt. Li*, Na") poskytuji
intenzivni fragmenty odpovidajici neutrdlni ztraté poldrni
hlavicky. U fosfatidylcholinli probihd eliminace této sku-
piny pfes meziprodukt s péticlennym kruhem, ¢imz vznika
fragment s 1,3-dioxolanovym kruhem spojenym s sn-2
acylovym fetézcem nové vytvofenou dvojnou vazbou
(obr. 3a). Alternativni cesta mize vést k 1,3-dioxanovym
fragmentiim (obr. 3b)*, nicméné se ukazuje, e prevazné
vznikaji 1,3-dioxolanové izomery®. Struktura téchto frag-
mentl byla nedavno potvrzena pomoci kryogenni infracer-
vené spektrometrie®.

Vyuziti relativnich intenzit fragmentacnich iontl pro
prifazeni mastnych kyselin k s»# pozicim nemusi byt vzdy
spolehlivé, protoze intenzity iontl jsou ovlivnény struktu-
rou mastnych acylovych fetézci a polarni hlavickou lipi-
du. Intenzity iontt ovliviluje i typ pfistroje a velikost ko-
lizni energie. Proto se ve spektrech hledaji unikatni frag-
menty pro jednoznagnou identifikaci regioizomert™ "%,
Tonty s 1,3-dioxolanovym motivem jsou vhodnym cilem
pro dalsi fragmentaci. Brodbelt a spoluautofi pfedstavili
MS? metodu, ktera vyuziva HCD v kombinaci s UVPD
(193 nm) pro piitazeni sn pozic v glycerofosfolipidech”.
Produktovy iont ztraty polarni hlavicky lipidu vytvoreny
pti HCD je aktivovan UV fotony. Mastna kyselina v polo-
ze sn-1 poskytuje allylesterovy fragment vznikajici fotoly-
tickym §tépenim pies dioxolanovou ¢ast. Mensi pik gene-
rovany jinym fotolytickym $t€penim urcuje mastnou kyse-
linu v poloze sn-2 (obr. 4). Metoda byla testovana pro
rtizné fosfolipidy a integrovana do LC-MS? analyzy™.

Kombinace epoxidace pomoci m-CPBA ve spojeni
s LC-MS® byla vyuzita kuréeni polohy dvojné vazby
a sn pozice fosfolipidi™. Dvojna vazba 1,3-dioxolanového
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Obr. 3. Ztrata polarni hlavi¢ky fosfatidylcholinu z aduktu [PC + Na]* p¥i nizkoenergetické CID. Upraveno dle cit.®®. Eliminace
cyklického ethylenfosfatu vede ke vzniku fragmentu s 1,3-dioxolanovym kruhem spojenym s sn-2 acylovym fetézcem nové vytvorenou
dvojnou vazbou (a). Alternativni cesta mize vést k 1,3-dioxanovym fragmenttim (b)

fragmentu mize reagovat s ozonem, ¢ehoz lze vyuzit jako
dalsiho zptsobu identifikace sn izomert. Tento zpisob
uréeni sn poloh byl aplikovany na sodné adukty aduktt
fosfolipidii v hmotnostnim spektrometru s linedrni ionto-
vou pasti’'. 1,3-dioxolanovy fragment z CID byl nasledné
podroben disociaci vyvolané ozonem (OzID, ozone-
induced dissociation). Aktivace 1,3-dioxolanovych frag-
mentt z lipidd derivatizovanych Paterno-Biichiho ¢ini-
dlem (PB) také umoziuje pfifazeni mastnych kyselin
k sn pozicim™. Ma a spolupracovnici pouzili 2-acetyl-
pyridin (2-AP) jako PB c¢inidlo pro nenasycené glycero-
fosfolipidy. Vyhodou 2-AP je jeho vysoka afinita k sodi-
ku. Aktivace 1,3-dioxolanového fragmentu 2-AP derivatu
poskytuje fragmenty, které charakterizuji s» pozice mast-
nych kyselin na glycerolu a polohy dvojnych vazeb v fe-

319.3 335.3
Sn-.
%%

2

tézcich. Tuto metodu Ize snadno implementovat do lipido-
mické analyzy’”.

Pro regiospecifickou analyzu mastnych acylt ve fos-
fatidylcholinech mize byt dostatujici MS? pokud jsou
fragmentovany adukty s hydrogenuhli¢itanovym anion-
tem’”, Jejich fragmentace iniciovana ztratami H,CO;
a N,N-dimethylaminomethylového radikdlu pokracuje
eliminaci mastné kyseliny z polohy sn-2. Vznikly frag-
mentovy iont obsahuje acyl z polohy sn-1, ¢imz se jedno-
znaéné identifikuji sn izomery. Tuto metodu lze snadno
implementovat do LC-MS analyzy, pokud se do mobilni
faze prida hydrogenuhli¢itan amonny’*. V navazujici praci
bylo zjiSténo, ze pti fragmentaci dochdzi také ke vzniku
iontl, které¢ maji potencial pro zji$téni polohy dvojné vaz-
by a methylového vétveni. V kombinaci s LC-MS analy-
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Obr. 4. HCD/UVPD MS? spektrum sodného aduktu fosfatidylcholinu PC 16:0/18:1 (n-9). Upraveno dle cit.”’. Produktovy iont, ktery
vznikl pti HCD ztratou polarni hlavic¢ky lipidu, je dale aktivovan UV fotony. Mastna kyselina v poloze sn-1 poskytuje allylesterovy frag-
ment fotolytickym §tépenim pies dioxolanovou ¢ast. Mensi pik z jiného fotolytického $tépeni identifikuje mastnou kyselinu v poloze sn-2
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Obr. 5. EID MS? spektra sodikovych adukti triacylglycerolovych regioizomeri TG 16:0/16:0/18:1 (n-9Z), TG 16:0/18:1
(n-97)/16:0. Upraveno dle cit.”. Spektra poskytuji dvé odligné skupiny pikd, singlety a dublety ligici se o 2 Da. Singletovy pik identifiku-
je acylovy fetézec v poloze sn-2 (oznaceno Cervené), dubletové piky charakterizuji acylové fetézce v polohach sn-1 a sn-3 (oznaceno

modie a zeleng)

zou byla tato metoda pouzita pro charakterizaci lysos-
fatidylcholint v lidské plazmé’.

Pfi disociaci indukované elektrony (EID, electron-
induced dissociation) interaguji ionty lipidii se svazkem
elektrond, pfi¢emZz vznikaji diagnostické fragmenty (viz
kapitola 4 ¢asti II ¢lanku Urceni poloh ndsobnych vazeb v
lipidech pomoci hmotnostni spektrometrie’). Spektra EID

.....

bylo prokazéno u fosfatidylcholint’®, sfingomyelint’’
a triacylglyceroli’®. Fragmenty glycerolipidii vznikajici
v mistech S§tépeni glycerolové casti charakterizuji regioi-
zomery. Naptiklad EID spektra triacylglyceroli poskytuji
dvé odlisné skupiny pikd, singlety a dublety liSici se
0 2 Da. Zatimco singletovy pik identifikuje acylovy feté-
zec v poloze sn-2, dubletové piky charakterizuji acylové
tetézce v polohéach sn-1 a sn-3 (obr. 5).

5. Zavér

V tomto ptehledovém ¢lanku jsme se zaméfili na
nové metody pro podrobnou analyzu struktury lipidd se
zvlaStnim diirazem na charakterizaci vétveni, vybranych
funkénich skupin a stereoizomerie na glycerolu. Pokrocilé
analytické postupy, jako jsou nové fragmentacni techniky
a nové derivatizacni postupy ve spojeni s tandemovou
a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii nabizeji
nové moznosti strukturni analyzy. Nékteré metody lze
vyuzit pro charakterizaci riznych strukturnich motivi
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v alifatickych fetézcich lipida, naptiklad pro charakteriza-
ci vétveni i poloh nasobnych vazeb ze stejného hmotnost-
niho spektra.

Dalsi rozvoj strukturni analyzy lipidi bude nepo-
chybné spjat s technologickymi pokroky v hmotnostni
spektrometrii. Lze oc¢ekdvat nejen vys§i rozliSeni a citli-
vost hmotnostnich spektrometr, ale i §irs$i vyuziti novych
grace iontové mobility umozni separaci lipida na zakladeé
jejich tvaru pted hmotnostné-spektrometrickou analyzou.
Nové zpusoby derivatizace lipidd zvysi ucinnost ionizace
a pomohou ziskat podrobngjsi informace o jejich struktu-
fe. VSechny tyto inovace vyrazné zlep$i analyzu lipidi ve
slozitych biologickych vzorcich, coz pomiize k lepSimu
pochopeni jejich biologickych funkci. Nové ptistupy mo-
hou vést k dulezitym objeviim v oblasti biologie lipidd,
napiiklad k lepS§imu pochopeni nemoci spojenych s lipido-
vym metabolismem a k vyvoji novych terapii.

Podporeno projektem Ndrodniho institutu pro vy-
zkum metabolickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5104) — Financovano
Evropskou unii — Next Generation EU.
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Organic Chemistry and Biochemistry, Czech Academy of
Sciences, Prague, Czech Republic): Locations of Func-
tional Groups in the Aliphatic Chains of Lipids and the
Arrangement of Aliphatic Chains within Acyl-
glycerolipids by the Methods of Mass Spectrometry

Lipids play key roles in many biological processes.
Most lipids contain long aliphatic chains whose variable
structure contributes to diverse physicochemical proper-
ties and biological functions of these molecules. The ali-
phatic chains of lipids can be straight or branched, with
double or triple bonds, or with various functional groups.
In recent years, mass spectrometry has made significant
progress in the structural analysis of lipids. New methods
are based on unconventional fragmentation techniques and
new derivatization reactions. They can be used to deter-
mine the detailed structure of aliphatic chains, including
the position of multiple bonds, functional groups, and the
arrangement of aliphatic chains in complex lipids. This
review article is a follow-up to two previous articles that
dealt with the determination of double bond positions
(Chem. Listy /17, 684 (2023), Chem. Listy 117, 747
(2023)). Here, we focus on determining the position of
methyl branching, oxygen-containing functional groups,
carbocyclic structures, and the stereospecific position of
the acyl chain on glycerol.

Keywords: carbocyclic compounds, fragmentation, func-
tional groups, lipids, methyl branching, snr-positions,
structural analysis
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Hodnoty potenciali se v elektrochemickych experimentech vztahuji k potencialu standardni vodikové elektrody. Tyto
experimenty jsou realizovany ve vodném ,,idealnim* prostfedi. V mnohych piipadech se vSak elektrochemicka méteni
provadi vtzv. ,neidedlnim* prostiedi, které obsahuje i podil dal$ich rozpoustédel. Uvedené nutné vede k pouziti
kapalinového spoje mezi idealnimi a neidealnimi roztoky nebo aplikaci tzv. pseudoreferencni elektrody. Vysledny
nedefinovany a nereprodukovatelny kapalinovy potencial 1ze eliminovat pomoci zde ptedstavené umiverzalni referencni
elektrody (URE). Nas koncept je zalozeny na kombinaci dvou elektrod: kalibra¢ni voltametrické metalocenové elektrody
a potenciometrické polyanilinové URE. Tento koncept nenahrazuje standardni vodikovou elektrodu. Jde pouze o eliminaci
kapalinového potencidlu pfi praci v neidedlnim prostredi.

Klicova slova: kapalinovy potencial, metalocen, polyanilin, standardni vodikova elektroda

Obsah vztdhnout na standardni vodikovou stupnici. Vodikova
stupnice je zalozena na jednoduché Faradayické reakcei:
1. Uvod
Soucasti univerzalniho systému pro méteni potenciald 2H" +2e¢” = H, (1)
v neidealnim prostiedi
2.1. Univerzalni referen¢ni elektroda ktera probiha ve vodném prostiedi, viz vrchol A na obr. 1.
2.2. Metalocenova elektroda V praxi se reakce / realizuje pomoci standardni vodikové
2.3. Postup eliminace kapalinového potencidlu elektrody (NHE, z angl. Normal Hydrogen Electrode),
pomoci univerzalni referenéni elektrody ktera je vyrobena z platinovou ¢erni pokryté platiny pono-
3. Diskuse fené do kyseliny o aktivité vodikovych iontd ay+ = 1, pod
4. Zavéry tlakem 101,3 kPa H,.
Pt/H, (@=1)/H" (a=1) m=0,000 V (2)
1. Uvod Standardnimu potencialu této elektrody byla definici

piifazena nulova hodnota'. Proto je nutné kazdy elektro-
chemicky experiment X, ;. provadény v neidedlnim pro-
stfedi vztazen k vodikové stupnici, kterd je ov§em defino-
vana ve vodném idedinim prostiedi.

Kazdy elektrochemicky experiment vyzaduje mini-
maln¢ dvé elektrody, protoZe potencial jedné elektrody
neni experimentalné¢ dostupny. M¢éfit 1ze pouze rozdil
potencialti dvou elektrod, tedy napéti clanku E..y:

V elektrochemickém experimentu je elektrolyt ob-
vykle zaloZzeny na vodném roztoku (A), organickém roz-
poustédle (B) nebo specidlnim molekularnim rozpoustédle
o vysoké hustoté, jako jsou napt. iontové kapaliny (C).
Tyto tfi zékladni verze elektrolytl lze znazornit jako tfi
vrcholy trojuhelniku (obr. 1). Skutecné podminky jakého-
koliv elektrochemického experimentu (bod X) jsou pak

libovolnou kombinaci koncentraci a, b, ¢ téchto tii Cistych Ecenr (V) = 7w = ”’ff ' (3)
médii. Tento zdanlivé trivialni popis se zkomplikuje, kdyz Referencni elektroda je pfi tomto méfeni konstruovana
je potieba standardni potencial libovolného elektrochemic- tak, aby jeji p.otenc1él () byl stabilni a reprodukovatelny
kého procesu vnevodném ,neidedlnim® médiu (NIM) (mw — potencial pracovni elektrody). Takova elektroda se
Chem. Listy 718, 602—-607 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240602
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Nizka parcidlni molami
entropie volné vody

Chem. Listy 718, 602—-607 (2024)

ROZPOUSTEDLO
B

Vysoka parcidlni molarni
entropie volné vody

A
VODA

Koncentrované elektrolyty

C
RTIL

Obr. 1. Elektrochemie v idealnim a neidealnim prostiedi. Idealnim prostiedim je voda se zfedénou soli (¢erny pruh v bodé A). Jakyko-
li jiny bod uvniti trojuhelniku je tfeba povazovat za ,,neidealni* prostiedi (NIM). TaktéZ je zobrazeno (modie Srafované) rozdéleni fazi.
Entropie volné vody (pferusovana cervena Sipka) se zvysuje od bodu A k tisecce BC. RTIL: iontova kapalina, z angl. Room Temperature

Ionic Liquid

nazyva sekunddrni referencni elektroda. Jeji potencidl s
je vzdy vztazen k NHE. Prikladem takovych sekundérnich
referencnich elektrod jsou vodné argentchloridové nebo
kalomelové elektrody. Jejich potencial je definovan aktivi-
tou chloridového iontu ve vodném vnitinim prostoru refe-
renéni elektrody. Vodivé spojeni mezi timto vnitinim pro-
storem a prostorem, kde se nachdzi pracovni elektroda, je
zprosttedkovano iontove vodivym kapalinovym spojem,
ktery pfinasi vlastni kapalinovy potencial m; (angl. Liquid
Junction Potential). Kapalinové rozhrani je tedy iontové
vodiva fyzikalni bariéra, ktera odd€luje vmitrni prostor
referencni elektrody od vnéjsiho pracovniho prostoru, kde
se provadi vlastni elektrochemicky experiment. Pokud
jsou média ve vn&jSim a vnitfnim prostoru identicka, je
kapalinovy potencial rovny nule. P#i nulovém proudu
a konstantni teploté a tlaku je takovy systém v termodyna-
mické rovnovaze. Ve skute¢nosti tomu tak ale neni, proto-
ze roztoky ve vnitfnim a pracovnim prostoru témét nikdy
nejsou identické. V bézné praxi se média v obou vyse
popsanych prostorech 1isi, ale pfesto spolu elektricky
komunikuji prostfednictvim kapalinového spoje. Proto
se chemicky potencial (x; = (0G/0On;); 7) vSech chemickych
entit v obou prostorech ma tendenci vyrovnavat. Tato pod-
minka plati jak pro iontové, tak pro elektricky neutralni
systémy. Pokud nejsou média identicka, vede kapalinovy
spoj vzdy ke vzniku nedefinovaného a proménného 7 .
Voda hraje dominantni roli pro fadu elektrochemic-
kych experimenttl, od bioelektrochemie pies vyvoj baterii
az po organickou elektrosyntézu. Ve vod¢ je pouze mala ¢i
nepatrna ¢ast molekul pfitomna ve volné molekularni for-
mé. Zbytek interaguje prostiednictvim vodikovych vazeb
a vytvari tak do jisté miry organizovanou strukturu. Presto
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jsou to praveé volné molekuly vody, které dominuji v inter-
akci (solvataci) s ostatnimi rozpusténymi komponentami.
Castice H, a H' v rovnici / se tedy ve vodé nevyskytuji.
Vzdy interaguji s jinymi molekulami vody, tedy jsou sol-
vatovany. Pokud je pfitomna jind misitelna slozka, docha-
zi ke smisené (multikomponentni) solvataci. Pti provadéni
a porovnavani elektrochemického experimentu v riznych
prostredich je proto tfeba zahrnout solvatacni energie jed-
notlivych chemickych entit do celkové energetické bilance
systému. Protoze NHE (rovnice 2) je definovana
v idealnim vodném prostiedi, musi byt z hlediska interpre-
tace naméfenych potenciali vzata v uvahu solvataéni
energie pro jakykoli bod X mimo vrchol A, ktery je vy-
znacen Vv trojuhelniku na obr. 1. Vychazime zde z volné
energie prenosu mezi idealnim a neidealnim prostiedim
pro viechny rozpusténé &astice. Cim dale je tedy vzdalen
bod X od bodu A v jakémkoli sméru, tim vyssi je entropie
systému. Organizace vody v jakémkoli prostiedi, tj. entro-
pie volné vody, je tedy jednim z klicovych termodynamic-
kych parametri v elektrochemickém experimentu. Na
obr. 1 je zndzornéna entropie vody jako cervena Sipka.
Nejniz$i entropie volné vody je v Cisté vodném roztoku
anejvyssi v prostiedi obsahujicim nizky podil vody (viz
usecka BC v obr. 1).

Pouziti konvenéni vodné sekundarni referencni elek-
trody v NIM vzdy vede k vytvoreni nedefinovaného
a nereprodukovatelného 7 ;. V tomto ¢lanku predstavuje-
me referencni elektrodu, ve které je z;; v NIM eliminovan,
a také systém jeji kalibrace. Experimenty se provadéji
pomoci tii elektrod: univerzalni referenéni elektrody
(URE), metalocenové elektrody (PtMc) a sekundarni refe-
renéni elektrody, jako je napt. argentchloridova nebo kalo-



J. Janata a spol.

melovéa elektroda, pomoci které vztahujeme potencidly
vNIM ke stupnici vodikové elektrody. Vychdzime
z predpokladu, ze solvatacni energie metalocenové elek-
trody jsou ve vSech NIM konstantni. Tento predpoklad
vychazi z netermodynamickych tuvah®. URE systém pro
NIM tedy spojuje URE s NHE, ale nenahrazuje ji. Pouze
eliminuje nedefinovany 7 ;.

s

2. Soudasti univerzalniho systému pro méreni
potencialii v neidealnim prostredi

Eliminace nezadouciho x; v jakémkoli NIM se pro-
vadi vbézném tiielektrodovém voltametrickém experi-
mentu (obr. 2), ktery se skladd z URE, pracovni PtMc
elektrody a pomocné elektrody (Aux). Kapalinové rozhra-
ni je iontové vodivéa fyzikalni bariéra mezi vnitfnim pro-
storem URE a prostorem pracovni elektrody. Tyto dva
prostory musi obsahovat identické médium. Ugelem kapa-
linového spoje (mustku) je zabranit pronikani elektroaktiv-
nich latek (depolarizatord) z pracovniho prostoru do vniti-
niho prostoru URE.

2.1. Univerzalni referen¢ni elektroda

URE musi spliovat nasledujici pozadavky. Jeji kon-
strukce musi byt reprodukovatelna a musi byt vhodna pro
jakékoliv médium znazornéné v trojuhelniku na obr. 1.
Musi byt stabilni po predpokladanou dobu trvani experi-
mentu, obvykle po dobu 24 hodin. Detailni popis URE pro
méfeni v NIM a jeji umisténi v elektrochemické cele jsou

LJ ct A e-
EU =0 =) Sy
vnejsi vnitrni
URE/Ref PtMc/W Aux
b

Obr. 2. (a) Schéma univerzalni referenéni elektrody; (b) volta-
metricka cela pro elektrochemii v neidealnim prosti-edi. Meta-
locenova elektroda (PtMc) je pfipojena ke svorce pracovni elek-
trody (W) pro kalibraci URE. Pfi vlastnim elektrochemickém
experimentu je URE nahrazena pracovni elektrodou a je pfipoje-
na ke vstupu referencni elektrody (Ref); pomocna elektroda je
zde oznaena jako Aux. LJ: kapalinovy spoj, zangl. Liquid
Junction, PANI: polyanilin
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znazornény na obr. 2. Systém se sklada z vnitini elektro-
dy, vnitintho NIM a kapalinového spoje, ktery fyzicky
oddé€luje vnitini a vné&jsi pracovni prostor. Depolarizator je
v pracovnim prostoru vzdy pfitomen v koncentraci mno-
hem niZ§i nez jakykoli jiny elektrolyt, obvykle < 1-107* M,
a proto Ize jeho vliv na 7 ; zanedbat. Protoze média na obou
stranach tohoto pfechodu jsou identicka, plati z;; = 0 V. Eli-
minace 7;; z méfeného napéti ¢lanku plati pro libovolné
NIM a libovolny kapalinovy spoj. Skute¢na konstrukce
a materialy pouzité pro kapalinovy spoj nejsou rozhoduji-
ci. Lze pouzit sklenénou fritu, azbestova vlakna, teflono-
vou kapilaru atd. Ani impedance na rozhrani kapalin neni
rozhodujici, protoze elektroda je pripojena k vysokoimpe-
dan¢nimu vstupu potenciostatu.

Vnitini elektroda URE je Pt elektroda potazena ten-
kou vrstvou vodivého polymeru, napf. polyanilinu (PANI)’.
Utelem této vrstvy je slouzit jako elektronovy/iontovy
vodi¢. Tento vodi¢ umoziuje Cisté elektronovou komuni-
kaci mezi vodivym polymerem a platinou a iontovou vy-
ménu mezi polymerem a elektrolytem ve vnitfnim prosto-
ru elektrody. Jinymi slovy, vnitini elektroda je elektronové
vodivy iontoménic. Pfi absenci elektronicky aktivnich
Castic ve vnitfnim prostoru je mezifazovy potencial mezi
PANI a NIM ur€en pouze iontovou vyménou na rozhrani
polymer/médium. V zasad¢ Ize pouZit i jiny stabilni kon-
jugovany vodivy polymer, napf. i polypyrrol, polythiofen
atd.

Rozhrani polymer/kov je ohmické, coz znamena, Ze
naboj pfenaseji elektrony. V dasledku toho vznika na roz-
hrani PANI/Pt kontaktni potencidl, ktery se v celkovém
namétfeném napéti ¢lanku anuluje. Za téchto podminek pfi
nulovém proudu je PANI stabilni. Nanaseni PANI na Pt
Ize provést z vhodného roztoku (angl. Solvent Casting)*
nebo elektrochemickou syntézou pfi konstantnim potenci-
alu’. Elektrochemické vlastnosti PANI jsou zavislé na
zvoleném prostiedi, coz je dokumentovano na cyklickych
voltamogramech na obr. 3. V silnych kyselinach je elek-
trochemicka transformace pii ~ 0,7 V doprovazena vymeé-
nou aniontd, zatimco pfeména pii ~ 0,2 V je spojena
s vyménou protontl (obr. 3). Potencidl otevifeného obvodu,
mocp = mure (obr. 3, Sipky), je potencial rozhrani PANI/
elektrolyt pfi nulovém proudu (J = 0). Protoze se iontové
vymény mezi PANI a prostfedim volné ucastni vice iontd,
je mocp z definice smiseny potencial. Ten je urcen velikosti
jednotlivych dil¢ich vyménnych proudovych hustot, jj,
vsech iontll prochdzejicich rozhranim PANI/elektrolyt pii
nulovém proudu:

J=2ii=0 @

SmiSenému potencidlu dominuje ion s nejvyssi vy-
meénnou proudovou hustotou. Nazyva se primarni ion,
jehoz aktivita je a,. Ostatni ionty, které pfispivaji mensi
vyménou proudovou hustotou, jsou sekundarni ionty
a jsou obvykle pfitomny s niz§imi aktivitami g;. U iontové
selektivnich elektrod je dominance primarniho iontu mi-
rou selektivity primarniho iontu vii¢i sekundarnim iontm.
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Current
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E vs SCE (V)

-0.2 -04 -0.6

Obr. 3. Cyklické voltamogramy PANI naneseného na Pt elek-
trodé v prostfedi mravenci Kyseliny: Méfeno v prostiedi 2 M
(a) HBF,, (b) H,S0, a (¢) CH;COOH. Sipkami je vyznacen po-
tencial otevieného obvodu (OCP, z angl. Open Circuit Potential).
Pik pti —0,3 V pii prvnim CV zaznamu a isosbesticky bod pfi
—0,2 V jsou charakteristické pro vyménu rozpoustédla v panelech
a, b, c. Pfevzato a upraveno z cit.*

Pfi potenciometrickém méfeni tento stav popisuje Nikol-
ského-Eisenmannova rovnice:

_ 23RT
z. F

H URE

log[ax +ZKX’jaJZ-"/Zj] (5)
ji

Potencial univerzalni referencni elektrody je myge.
Primarni (a,) a sekundarni (a;) ionty maji ndboje z,, resp.
z;. Timto rozhranim volné prochézi vice iontl (rovnice 4),
pfi¢emz proudova hustota vymény jednotlivych naboji (j;)
je v&tsi nez 1-107° A cm”. Konstanta K,; je koeficient
selektivity, ktery normalizuje vyménny proud primarnich
a sekundarnich ionti’. Z pribéhu voltamogramii na obr. 3
vyplyva, Ze celkova vymeéna ionti doprovazejici elektro-
chemické reakce je rychla, coz naznacuje, Ze toto rozhrani
je nepolarizovatelné. Dle naSich znalosti toto plati pro
PANI v sirokém spektru riznych elektrolytt. Souhrnné Ize
tici, ze myrg PANI/NIM je stabilni, ale jeho hodnota se
v riznych prostfedich lisi. Proto je tfeba URE kalibrovat
vici konstantnimu potencialu metalocenové elektrody.

2.2. Metalocenova elektroda

Vliv rozpoustédel na elektrochemické chovani riz-
nych metalocenti (Mc) byl v minulosti podrobné studo-
van’. Metaloceny byly navrZeny a schvaleny IUPAC jako
univerzalni standard pro urceni volné energie u pienoso-
vych dé&ji. Ferrocen a kobaltocen byly pouzity jako stan-
dard pro elektrochemickou definici Hammettovy funkce
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kyselosti*'°. P¥i téchto méfenich byly polarogramy roz-
pusténych metaloceni zaznamendny na kapajici rtutové
elektrodé. Experimenty byly zatizeny adsorpci Mc na po-
vrchu rtuti (obr. 4).

V piipadé NIM se také pravdépodobné méni Stoke-
stiv polomér Mc a Mc', coz zpiisobuje chybu pii uréovani
Ey;, z voltametrickych méfeni. Aby se zabranilo témto
nezadoucim jeviim, musi byt metalocen kovalentné€ nava-
zén k povrchu Pt elektrody'' ™. Pak Ize ziskat dobie vyvi-
nuté CV imobilizovaného Mc. V ptipadé, ze je Faradayic-
ky proud prekryt velkym kapacitnim proudem, je mozné
misto cyklické voltametrie pouzit pulzni voltametrické
techniky'®. Takto piipravenou PtMc elektrodu Ize kalibro-
vat vic¢i vodnym sekundarnim referencnim elektrodam,
coz vede k navazani na potencial vodikové stupnice.

2.3. Postup eliminace kapalinového potencialu
pomoci univerzalni referen¢ni elektrody

Kapalinovy potenciadl URE Ize eliminovat tim, Ze na
obou stranach rozhrani je stejné médium. Smiseny poten-
cial URE se pak kalibruje proti potencialu PtMc elek-
trody ve stejném NIM. Postup je shrnut na obr. 5. Na
Sesti panelech jsou znazornény pouzité elektrodové
systémy a prechody mezi jednotlivymi panely piedsta-
vuji méfeni napéti.

Panel 1 je normalni vodikova elektroda. Panel 2 je
sekundarni referencni elektroda, tj. Agl|AgCl v KCl. Mé-
feni napéti ¢lanku v prechodu 1-2 je kalibraci této sekun-
darni referenc¢ni elektrody vic¢i NHE. Tim se ziska zndma
hodnota potencialu sekundarni referencni elektrody
vuci NHE. Pro Ag|AgCl v 0,1 M KCI je napéti ¢lanku
+0,288 V vs. NHE pti 25 °C.

CI6r

0a2¢

l/jJ A

oos8r

004}

Ty, PZC

i

=EIN

08 07 700

Obr. 4. Polarogram 1-10™* M kobaltocenu na kapajici rtutové
elektrodé v 0,965 M vodném roztoku ethylendiaminu. Pro
srovnani tvara i-f kiivek jsou zobrazeny useky i-¢ kiivek pro
Cob" (E < PZC) a Cob (E > PZC, oto¢ené o 180°). Pllvinovy
potencial () a potencial nulového naboje (PZC, z angl. Poten-
tial 09f Zero Charge) jsou oznaceny Sipkami. Pfevzato a upraveno
Z cit.
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NHE Ag| AgCl PtMc
01MKdl I 0,1M Kcl
=0 Ey=Ty — 1T Ey=Mpew — Mre
1 1 f NHE Tt 5 2= Tpew — Tref Tew 5
T P T
1 e 1
! e I
Reprodukovatelné -7 Pfedpoklad nulového
nap&ti &lanku Rl efektu solvatace v NIM
1 -7 1
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| s < LJ 1
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EXPERIMENT Pt,PANI PtMc
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TT Eq= mtwpim — TTonni TTpANI,NIM Es = Tooas = Tascnina IVENTY:
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Obr. 5. Postup eliminace kapalinového potencialu pomoci URE a kalibrace PtMc elektrody. Vysvétleni viz text

E1 = Tref — TTNHE — 0,288 Y (6)

Na panelu 3 je aplikovana platinova elektroda s kova-
lentn¢ navazanym metalocenem. Méteni 2-3 ve vodném
roztoku KCl je kalibrace PtMc elektrody vici sekundéarni
referencni elektrodé pomoci cyklické voltametrie. Za tce-
lem eliminace vysokého kapacitniho proudu lze pfipadné
pouzit diferen¢ni pulsni voltametrii. Na zakladé¢ naméte-
nych potencidld Mc/Mc" provedeme kalibraci PtMc elek-
trody vuci vodikové stupnici potenciali.

(7)

V ptipad€ panelu 4 je vyuZita stejnd PtMc elektroda,
ale ponofend do NIM. Vychazime zde z predpokladu nulo-
vého vlivu prostfedi na potencidl PtMc. Jinymi slovy se
predpoklada, ze potencidl metalocenové elektrody je stej-
ny ve vode i v NIM.

EZ = MW — Tlref

)

Panel 5 ukazuje URE, ktera je zalozena na Pt s vrst-
vou PANI, ponofené do NIM. Potencial URE je proménli-
vy a zavisi pouze na pouzitém NIM. Méfeni 4-5 kalibruje
URE vuci PtMc elektrodé v daném NIM.

E3 = Ttpant — TvmeNim

E; = myew — menin =0V

©)
Na panelu 6 je skutecny elektrochemicky experiment
v NIM se studovanym depolarizatorem. Pfi méfeni 5-6 je
URE pfipojena k vysoké vstupni impedanci (lpns =
0,000 A) potenciostatu. Pti tomto elektrochemickém expe-
rimentu jsou pracovni a vnitini prostor URE oddéleny, ¢imz
je zabranéno kontaminaci vnitiniho prostoru URE studova-
nym depolarizatorem. Protoze médium je na obou stranach
rozhrani stejné, je rozdil potencild z definice nulovy.

(10)
Potencidl pracovni elektrody v NIM na vodikové
stupnici potenciald pak ziskdme feSenim rovnic 7 az /0.

(11)

Ey=mpant — TTw NIM

Es = mwNiv — TNHE
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3. Diskuse

Predpoklada se, ze zde popsané méfici postupy se
provadéji v plné rovnovazném stavu. Kazda Castice a kaz-
dé rozhrani jsou tak solvatovany médiem. Pti nahlé zméné
prostiedi, napf. pti prechodu z panelu 3 na 4 (obr. 5), se
odpovidajicim zpisobem zméni piislusna solvatace. Tato
solvata¢ni vyména muze byt velmi pomaly proces, nékdy
trvajici hodiny az dny”. Pomald kinetika solvatace
a vymeény rozpoustédel a jeji vliv na rovnovazné potencialy
v NIM mohou byt studovany pomoci nasledujicich experi-
mentl. Pfipravi se dvé identické URE ve vodném roztoku.
Prvni URE; se poneché v daném NIM po libovolné zvolenou
dobu, napt. 24 hodin. Druha URE, se pak vlozi do NIM
v Case t = 0 a zaznamena se EMF(7) = URE, — URE, jako
funkce casu (Een(f) = X3(7)). Pokud je kinetika vymény
rozpoustédla rychld, X; = 0. Pokud vsak plati, ze X;(#) > 0,
je to znamka pomalé kinetiky solvatace a URE se musi
nechat stabilizovat, nez se pouzije v experimentu. Kineti-
ka vymény rozpoustédla neni a priori zndma. Na druhou
stranu by se takovd méfeni mohla stat novym ndstrojem
elektrochemického studia kinetiky solvatace.

V piipadé konstrukce McPt kalibra¢ni elektrody bude
klicovy vybér vhodnégjsiho Mc, a to z hlediska Marcusovy
teorie prenosu elektron (,,outer sphere” model). Byla
provedena komplexni studie elektrochemického chovani
ferrocenu, pentamethyl- a dekamethylferrocenu v osma-
dvaceti organickych rozpoustédlech’. Dekamethylferrocen
se ukazal byt vhodny diky své hydrofobicité. Postup kova-
lentniho navazani dekamethylferrocenu na povrch Pt elek-
trody vSak dosud nebyl publikovan.

4. Zavéry

Navrzeny systém URE vyuziva dvou elektrod. Prvni
(referencni) elektrodou je platina potazend polyanilinem.
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Jedna se o smiSeny iontovy/elektronovy vodi¢, ktery pfi
nulovém proudu vytvaii stabilni, ale nezndmy potencial
v jakémkoli NIM. Tato elektroda je vzdy pfipojena ke
vstupu referencni elektrody potenciostatu, aby bylo zajis-
téno J = 0. Druha (pracovni) elektroda je tvofena platinou
s kovalentné vazanym metalocenem. Na této PtMc elek-
trodé se provadi voltametricky experiment. Predpoklada-
me, Ze postupem popsanym V této praci lze eliminovat
neznamy a nedefinovany 7y ;.

Za financni podporu dékujeme Univerzité Palackého
v Olomouci (RVO 61989592).
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Republic, ‘Institute of Chemistry, Masaryk University,
Kamenice, Brno, Czech Republic): Universal Reference
Electrode System for Non-Ideal Media

Potentials in electrochemical experiments are
referenced to a hydrogen electrode, which is set up in an
ideal aqueous medium. However, most electrochemical
experiments are performed in media which are far from
ideal. This inevitably leads to the necessity of using
a liquid junction between ideal and non-ideal solutions, or
a pseudoreference electrode. The resulting undefined and
irreproducible liquid junction potential can be eliminated
by the Universal Reference Electrode system presented
here. This consists of two electrodes: a voltammetric
metallocene electrode and a potentiometric polyaniline
electrode. The system is not a replacement for a Normal
Hydrogen Electrode. It is only an elimination of undefined
liquid junction potential, when working in a non-ideal
medium.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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V této studii jsou predstaveny miniaturizované membranové iontové-selektivni elektrody (ISE). Télo elektrody je
vyrobeno z poly(vinylchloridové) trubice s vnitini porézni fritou, ktera je mechanickou oporou pro vytvofenou membranu.
Membrana vznikd jednordzovym nebo opakovanym ponofenim konce elektrody do membranového koktejlu rozpusténého
v tetrahydrofuranu (THF). Tloustka membrany muze byt fizena mnozstvim ponofeni a/nebo viskozitou membranového
koktejlu, resp. mnozstvim THF. Navrzené elektrody byly charakterizovany z hlediska opakovatelnosti, dynamické odezvy,
pracovnich rozsah a citlivosti. Jejich parametry byly porovnany s literarnimi daji ziskanymi pro konvenéni membranové
ISE. Tato konstrukce elektrody mtize byt jednoduchou alternativou ke klasickym/tradiénim membranovym elektrodam pro
rizné analytické aplikace.

Klicova slova: iontové-selektivni elektrody, miniaturizace, aplikace

Uvod Bézna ISE se sklada z teflonového téla s pfichycenou
selektivni membranou (obr. 1). Uvniti téla je vnitini roz-
Tontové-selektivni elektrody (ISE) jsou jednim z nej- tok, ktery Ize nahradit gelem®'’. PVC membrana je pfi-
Zast&ji pouzivanych analytickych nastroji v praxi'~. Po- pravena z membranového koktejlu, ktery obsahuje smés
tenciometrie s ISE podléha neustalym inovacim, které jsou PVC, plastifikatoru (zmekcovadla), ionoforu a lipofilni
nezbytné, jak vyplyva ze statistik. Nicméné& pocet analyz piisady rozpusténé v tetrahydrofuranu (THF). Po odpateni
provadénych s ISE ro¢né, predevsim v klinické praxi®, THF z membranového koktejlu se elastickd membrana
predstavuje pouziti nékolika miliont elektrod a kazdé umisti do teflonového téla. Toto uspotadani ISE pro sério-
sebemensi zlepSeni znamena obrovskou tisporu finanénich vou vyrobu neni optimélni z dGvodu velké spotieby mate-
prostiedkd a také Casu. Rovn&Z nutnost analyzy pouze ridlu a Casové narocnosti. V této studii pfedstavujeme
omezen¢ho mnozstvi/objemu vzorku a také sledovani vice piipravu miniaturizovanych elektrod, které jsou jednodu-
analytli najednou vyzaduje malé rozméry elektrod nejen ché, levné a snadno vyrobitelné ve velkych sériich.
pro samostatné vyuziti, ale i pro jejich moznou kombinaci Teflonova a epoxidovd koncova télesa maji lepsi
do elektrodového pole”. chemickou odolnost a jejich vyména za t€lo elektrody
Dosud byly navrZeny a v praxi vyuzivany rtizné kon- z PVC nabizi nové moznosti jako a) nerozbitnost, b) snad-
strukce ISE. Mezi nimi jsou tzv. ,coated wire“ a/nebo n¢ vstfikovani do libovolné formy, ¢) zna¢na uspora finan-
,,solid-state“ elektrody s pevnou vnitini referentni elektro- ci a d) pfirozené lepeni (ve srovnani s teflonem a epoxi-
dou lisici se konstrukei a ptipravou’. Aviak nevyhodou dem). Fixaci membrany na epoxidové a teflonové téleso
téchto elektrod mize byt Spatna reprodukovatelnost elek- Ize provést bud’ kapanim, anebo Sroubovanim. Z technic-
trodového potencidlu a drift, ktery v mnoha piipadech kého hlediska je Sroubovani pomérné nakladné a narocné
muize souviset se $patné definovanym pfenosem naboje na na obrabéni. Naproti tomu fixace membrany k télu elek-
rozhrani mezi selektivni membranou s iontovou vodivosti trody z PVC miiZe byt snadnou a levnou cestou, a to lepe-
a elektronicky vodivym substratem’. Na druhou stranu nim pomoci smési Cistého PVC prasku rozpusténého
konvenéni elektrody s vnitinim plnicim roztokem maji v THF (cit.'"). Tato lepici smé méa podobné vlastnosti
velmi dobfe definovany potenciél, ale piitomnost plnici Jako membréna a tudiz neovliviiuje odezvu systému. Le-
kapaliny ma za nasledek zase dal3{ potiZe. peny spoj je sice trvaly a vyména membrany neni mozna,
Chem. Listy 718, 608-614 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240608
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Obr. 1. Konvenéni vs. miniaturizovana elektroda; a) nakres
konvenc¢ni elektrody: A — Sroubovaci uzavér, B — Ag drat, C —
télo, D — membrana, E — spodni Sroubovaci uzavér; miniaturizo-
vana elektroda: A — vnitini Ag/AgCl referentni elektroda, B —
telo, C — porézni frita; b) realné zobrazeni a c) jejich detail.
Mini-elektroda je umisténa na jednotlivych obrazcich a) az c)
vzdy vpravo

ale v pfipadé levné elektrody to neni vyznamny problém
a lze nahradit celou elektrodu.

Dalsim pozadavkem pro aplikace je mechanicka
odolnost membrany v ISE elektrodach, jednoduse jejich
prakticka nezniCitelnost. Membrana ISE mize byt vzdy
snadno znic¢ena perforaci neadekvatni silou. Tomuto riziku
1ze piedejit pfidanim porézniho materialu jako frity do téla
elektrody, ktery zabezpe¢i mechanickou odolnost mem-

Tabulka I

Chem. Listy /18, 608-614 (2024)

brany. Tato porézni frita umoziiuje vyhnout se Casové
naroéné piipravé membriny pro montdz/vlepeni do téla
elektrody. Konec téla elektrody z PVC s fritou uvniti 1ze
jednoduse ponofit do membranového koktejlu rozpusténé-
ho v THF (obr. 1b). Piiprava ISE je ukoncena po odpareni
THF (typicky 10 az 15 minut). Tloustku membrany pak
lze snadno fidit celkovym mnozstvim ponofeni a mnoz-
stvim THF pro rozpusténi membranového koktejlu. Méné
THF znamena vy$si viskozitu a silnéj§i membranu. Detail
obou membranovych elektrod je na obr. 1c, kdy nase nové
membrany maji primér méné nez 2 mm a jsou priblizné
4,5% mensi nez konvenéni membrany ISE.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Membranové komponenty: poly(vinylchlorid) (PVC,
vysokomolekularni typ), 2-nitrofenyloktylether (0o-NPOE),
tetrafenylboritan sodny (TPB), chlorid tridodecylmethyl-
amonny (TDDMACI), dusi¢nan tridodecylmethylamonny
(TDDMANO:s), ionofor vapenatych ionta II (ETH 129),
ionofor véapenatych iontli IV (ETH 5234), ionofor drasel-
nych iontti (BME 44), ionofor chloridovych iontt II (ETH
9009), bis(2-ethylhexyl)sebakat (BEHS) a tetrahydrofuran
(THF) byly zakoupeny od spole¢nosti Fluka. VSechny
anorganické soli byly zakoupeny od spole¢nosti Lachema
(CR). Viechny roztoky byly piipraveny v redestilované
vod¢é. Vzorky minerdlnich vod (tab.I) byly zakoupeny
v mistnich prodejnach Praha (CR).

Ptiprava elektrod

Keramicka frita 4/1,8 mm byla vlepena do 60 mm
dlouhé trubicky z tvrzeného PVC (AK Plast, CR) o pru-
meéru 5/2,5 mm nahote a 5/1,9 mm dole (obr. 1b). §piéka
téla elektrody z PVC s fritou uvnitf byla ponofena do
membranového koktejlu rozpusténého v THF a ponecha-
na, dokud se THF neodpatil (asi 10 minut). Membranové
koktejly byly pfipraveny podle standardni receptury:
100 mg membranového koktejlu bylo rozpusténo v 0,6 ml
THF. Slozeni membranovych koktejli a vnitinich roztokt
je uvedeno v tab. I1.

Obsah vybranych iontii udanych vyrobcem v testovanych vzorcich pouZitych pro stanoveni pomoci senzorového pole

lonty Dobra voda Karlovarské korunni Aquara Kojeneckda voda  Podé¢bradka Calcium-500
[mg 1] kyselka [mg "] [mg 1] [mg 1] [mg 1] [mg ]

K 9,3 24,30 - - 49,3 -

Ca®* 8,7 78,55 40,0 min. 30 1440 500

NO;5~ 0,1 - 9,5 max. 15 - -

Cl 0,8 14,05 - - 3733 -
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Slozeni membranového koktejlu pouzité¢ho pro ptipravu PVC-membran se zmékcovadlem o-NPOE

Ionofor ITont Slozeni membrany (m/m%) Vnitini roztok
ionofor lipofilni pfidavek® zmékcovadlo PVC

TDDMACI Clo,” - 3,00 64,67 32,33 10 NaCl
ETH 129 Ca*' 2,00 0,70 (TPB) 64,70 32,60 107 CaCl,
ETH 5234 Ca** 1,00 0,28 (TPB) 65,82 32,90 102 CaCl,
BME 44 K" 2,00 0,50 (TPB) 65,00 33,00 107 KCl
ETH 9009 cr 2,00 0,03 (TDDMA) 64,97° 33,00 10 NaCl
TDDMANO; NO;~ 6,00 - 65,00 29,00 10 KNO;

“TPB — tetrafenylboritan sodny, TDDMACI — chlorid tridodecylmethylamonny; °jako zmék&ovadlo byl pouzit sebakat

(BEHS)

Potenciometricka méfeni

Pied méfenim byly elektrody ponofeny do 1-107°
mol I'" roztoku odpovidajiciho iontu. Mé&feni byla prove-
dena pomoci na zakazku vyrobeného automatického ISE
testeru navrzeného se sedmi kanalovou priutocnou celou
(obr. 2). Elektrochemicka cela byla umisténa do termosta-
tu o teploté 25,00 + 0,01 °C.

Stanoveni vzorkd mineralnich vod
Potenciometrickda méreni

Koncentrace Ca** v mineralni vod& byla méfena me-
todou standardniho pifidavku. Jako pozadi standardni kon-

Obr. 2. Potenciometrické elektrodové pole tvofené 7 oznace-
nymi minielektrodami pro draselné (1K, 2K), vapenaté (1Ca
az 3Ca), chloridové (Cl) a dusi¢nanové (NO;) ionty
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centrace vapniku 5-10* mol I'! byl pouzit 1-10"" mol I"!
roztok LiCl pro vzorek Veseta a Matoni a 1:10° mol 1"
LiCl pro vzorek Aquila. Poté byly ptidany 3 ml vzorku do
20 ml standardniho roztoku. Mineralni vody s obsahem
uhli¢itanti byly pfed pouzitim probublany proudem dusiku
a vSechna méfeni byla trikrat opakovana.

AAS mereni

Meteni AAS byla provedena pomoci dvoupaprskové-
ho spektrometru GBC 932AA fizeného PC (GBC, Austra-
lie). Pouzita vinova délka byla 422,7 nm, sitka $térbiny
byla 0,5 nm a proud lampy byl 7,0 mA. Poloha hotdku
a pomér acetylen/vzduch byly optimalizovany podle stan-
dardniho meéficiho postupu. Koncentrace vapniku (II)
v mineralni vod¢ byla méfena metodou standardniho pii-
davku. Jako pozadi standardni koncentrace vapniku 1-107
mol I"' byl pouzit 1-10~ mol I"' roztok KCI. Poté byl pii-
dan 1 ml vzorku do 50 ml standardniho roztoku.

Vysledky a diskuse

Miniaturizované elektrody zalozené na ménici
aniontl

Elektrody byly pfipraveny s TDDMACI jako nejbéz-
ngjSim iontoménicovym lipofilnim aditivem pro ovéteni
funk¢nosti prezentovaného konceptu. TDDMACI je typic-
ky lipofilni kationt schopny reagovat s anionty prostied-
nictvim coulombickych interakci a vykazovat selektivitu
odpovidajici Hofmeisterové tadé'?. Chloristany byly vy-
brany jako modelovy systém pro ovéfeni pouzitelnosti
navrzené konstrukce elektrody. Casova charakteristika
membranové odezvy byla testovana skokovou zménou
koncentrace vzorku vrozsahu 1-10* — 1-10" mol 1"
(obr. 3a) a casova konstanta tg je od 90 do 160 sekund
v zavislosti na rozdilu mezi pocatecni a kone¢nou koncen-
traci. Hystereze odezvy byla velmi nizka (obr. 3b). Po
dobu jednoho mésice byly sledovany potenciometrické
parametry miniaturizované elektrody na bazi TDDMACI.
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Obr. 3. Studium a) dynamické odezvy a b) hystereze miniaturizované ISE zaloZené na TDDMACI v chloristanu sodném

Tabulka III

Parametry kalibracni zavislosti miniaturizované (»=3) a konven¢ni ISE pfi stanoveni chloristanu sodného

Typ elektrody Smérnice [mV/dekadu] Pracovni rozsah [mol 1"'] Usek [mV]
Miniaturizovana —60,1 + 8,4 10°-10" -58,3+24,7
Konvenéni -57,8 10°-10" -75,8

Bylo zjisténo, ze se smérnice ménila nepatrné (—52.4 +
1,9) mV/dekada (S,=3,4 %) a usek kalibracni zavislosti
rovnéz (40,9 £ 3,5) mV (S,;= 8,1 %), pokles potenciome-
trického signalu byl 12 mV/mésic (0,4 mV/den).

Opakovatelnost piipravy membran byla potvrzena
pfipravou tfech stejnych elektrod, jejich parametry jsou
shrnuty v tab. Il a porovnany s parametry konvencnich
ISE. Ve stejné tabulce jsou charakteristiky membrany
zachycené v klasicky konstruovaném teflonovém téle.
Odezvy jsou totozné ve smyslu smérnice a useku kalibrac-
ni zavislosti i pracovniho rozsahu.

Tabulka IV

Miniaturizované elektrody zalozené na komeréné
dostupnych ionoforech

Jako logické pokracovani prace byly pouzity i riizné
ionofory k ovéfeni, zda funkce miniaturizovanych elek-
trod neni omezena pouze na pouziti ménice aniontl. Byly
pripraveny miniaturizované elektrody s komerénimi iono-
fory selektivnimi na kationty (draselné a vapenaté ionty)
a anionty (chloridové, dusi¢nanové) (tab. II). Hlavni para-
metry experimentalnich kalibra¢nich zévislosti jsou shrnu-
ty vtab.IV. Je tfeba poznamenat, Ze potenciometrické
parametry miniaturizovanych a konvenénich ISE jsou
v souladu s o¢ekdvanymi hodnotami z literatury'*™'®. Jak
je vidét z tab. IV, neexistuji zddné vyznamné rozdily mezi

Parametry kalibra¢nich zavislosti ziskanych pomoci nové navrzenych experimentalnich miniaturizovanych elektrod (#=3)

a konvencnich elektrod z literatury

lonty Miniaturizované elektrody Konvenéni elektrody *
smérnice pracovni rozmezi smeérnice pracovni rozmezi
[mV/dekada] [mol I [mV/dekada] [mol I'"]
Ca™ 30,9 +4,9 10°-107 29,7 10°-10"
K" 52,8+4,9 10°-10" 56,0 10°-10"
cr 53,1 £1,1 10%-10" -57,6 10°-10"
NO;~ -50,9 5,7 10*-10" ~60,0 9-10° 10"

“Pro konvenéni elektrody byly potenciometrické parametry pievzaty z cit."* (ionty Ca*"), cit.'* (ionty K*), cit. ** (ionty CI")

a cit.'® (lonty NO5)
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Obr. 4. Sledovani ¢asové stalosti potenciometrické odezvy
Ca-ISE

navrhovanymi a konvenéné konstruovanymi membrano-
vymi ISE v citlivosti a pracovnim koncentracnim rozsahu.
Ptiklad dlouhodobé stability miniaturizované Ca-ISE uka-
zuje, ze elektroda zistdvd funk¢ni v pribéhu 3 mésicl
(obr. 4).

Analytické aplikace

Samostatné elektrody

Abychom demonstrovali vyuziti difve popsanych
elektrod pro realné vzorky, pouzili jsme je pro meéfeni
minerélnich vod. ProtoZe je Ceska republika zndma svymi
minerdlnimi 1é¢ivymi prameny s minerdlnimi vodami,
byla pro testovani vybrana miniaturizovana elektroda na
bazi ionoforu ETH 129 citlivého na ionty vapenaté. Vy-
sledky potenciometrickych stanoveni byly porovnany se
stanovenimi provedenymi technikou AAS (tab. V) a kon-
centraci deklarovanou vyrobcem.

Elektrodové pole

K ovéfeni schopnosti identifikace jednotlivych mine-
ralnich vod pomoci elektrodového pole vytvoreného sed-
mi miniaturizovanymi membranovymi elektrodami byla
vyuzita metoda PCA. PCA nam poskytla transformovanou
mapu, ve které byly velmi dobfe rozliseny jednotlivé vzor-
ky mineralnich vod (obr. 5a). PCA analyza mineralnich
vod obsahuje 96 % celkové variability systému. Rozptylo-
vy diagram komponentniho skére (obr. 5a) ukazuje po-

Tabulka V
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dobnost a zéroven odlisnost jednotlivych vzorkl minerdl-
nich vod, které jsou na zklad¢ blizkosti dat v grafu rozd¢-
leny do 4 skupin. Prvni hlavni komponenta nese 81 %
celkové variability systému a déli mineralni vody na 4
velké shluky. Druhd hlavni komponenta popisuje 15 %
variability dat.

Vliv jednotlivych elektrod na rozliSeni mineralnich
vod je patrny z obr. 5b. Vysoky obsah K’ iontl
v mineralnich vodach Karlovarska korunni kyselka (K)
a Podébradka (P) mél vliv na separaci téchto dvou mine-
ralnich vod vpravo nahofe (zelend elipsa) predevSim vli-
vem miniaturizovanych elektrod pfipravenych s 1K a 2K
receptorem. Mineralni vody Aquara (A) a Kojenecka voda
(KJ) byly separovany opét spole¢né vpravo dole (modra
elipsa) na zakladé podobného slozeni, obsahovaly pouze
Ca’ a NO; ionty, pomoci miniaturizovanych elektrod
pfipravenych s 1Ca a NO; receptorem. Dobra voda (DV)
byla separovana samostatné vlevo nahote (zluta elipsa)
predevsim vlivem receptoru pro vapenaté ionty 2Ca a 3Ca
a receptoru pro chloridové ionty Cl. Posledni testovana
mineralni voda Calcium-500 vytvofila zcela samostatny
shluk (Cervena elipsa) na zakladé ptitomnosti pouze velké-
ho obsahu vapenatych iontd, a tudiz vlivu receptoru pro
vapenat¢ ionty 2Ca a 3Ca.

Z obr. 5 je patrna schopnost elektrodového pole rozli-
Sit jednotlivé vzorky minerdlnich vod a vyuzit je tak
k rychlému screeningovému testu vétsiho mnozstvi odlis-
nych, ale i podobnych vzorkd.

Zavér

Prezentovana data ukazuji, Ze membranové ISE lze
pfipravit jednoduchym ponotenim PVC trubi¢ky do mem-
branového koktejlu. Vysledné elektrody vykazuji stejné
analytické parametry jako jejich konvencni varianty
apredci je jednoduchosti pfipravy a mechanickou odol-
nosti. Jedna z naSich elektrod dokonce poskytla nezméné-
nou odezvu, i kdyz se né€kolik nasich kolegi pokusilo
selektivni vrstvu roztrhnout nehty. Testy provedené se
samotnym iontoméni¢em ukazaly, Ze na§ koncept dobie
funguje. Experimenty s jinymi ionofory potvrzuji, Ze
funkce neni omezena pouze na TDDMACI a analyzou
mineralnich vod byla prokazéana funkce i pro realné vzor-
ky. Obecné tedy mizeme konstatovat, ze macené elektro-
dy s PVC télem jsou velmi zivotaschopnym konceptem.

Vysledky stanoveni Ca*" iontd v redlnych vzorcich mineralnich vod pomoci AAS a nové ISE

Vzorek Metoda stanoveni Vyrobce/etiketa
AAS [mmol '] ISE [mmol 1] [mmol 1'']
Mattoni 1,8+0,7 2,6+0,8 2,5
Veseta 1,0+ 0,1 1,2+0,1 1,2
Aquila 0,7+0,1 09+0,4 0,9
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Obr. 5. PCA analyza mineralnich vod pomoci 7 pF¥ipravenych miniaturizovanych membranovych elektrod s riznymi receptory
pro Ca?, K*, CI a NO; ™ ionty: a) rozptylovy diagram komponentniho skére; b) diagram skére s vyznaéenim jednotlivych zat&i.
Vzorky jsou oznaceny nasledujicimi zkratkami. Pro vzorky mineralnich vod: DV — Dobré voda, P — Podébradka, KJ — Kojenecka voda, A
— Aquara, K — Karlovarska korunni kyselka, Pro vzorek tablety: C — Calcium-500. Pro miniaturizované elektrody testované v senzorovém
poli byly pouzity nasledujici receptory a vnitini roztoky: 1Ca — ionofor ETH 129 (vnitini roztok 1-10 M CaCly), 2Ca — ionofor ETH

5234 (vnitini roztok 1-102 M CaCl,), 3Ca — ionofor ETH 129 (vnitni
(vnitini roztok 110 M KCI), 2K — ionofor BME 44 (vnitini roztok 1-
NaCl), NO; — ionofor TDDMANOj; (vnitini roztok 1-10% M KNO;)

Tato prdce byla podporena instituciondlnimi zdroji
(Katedra analytické chemie, VSCHT Praha, CZ; Cislo
grantu:  402850061).  Autori  dékuji  R.  Volfovi
a M. Kronddkovi za technicky ndavrh a pomoc pri vyrobé
miniaturizovanych iontové-selektivnich elektrod a Viadi-
miru Krdlovi za zakoupeni automatického ISE testeru.
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roztok 1-10* M EDTA a 1-10° M KCI), 1K — ionofor BME 44
10~ M KNO;), Cl — ionofor ETH 9009 (vnitini roztok 1107 M
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H. Brieznova, G. Broncova, and T. V. Shishkanova
(Department of Analytical Chemistry, University of
Chemistry and Technology, Prague, Czech Republic):
Design of Miniaturized Ion-Selective Electrodes and
Practical Applications

Miniaturized membrane ion-selective electrodes are
introduced. The body of electrode is made of a poly(vinyl
chloride) tube with an internal porous frit, which is
a mechanical support for the membrane. The membrane is
created by a one-time or repeated dipping of the electrode
tip into the membrane cocktail dissolved in
tetrahydrofuran (THF). The thickness of the membrane is
controlled by the number of dipping and/or the viscosity
of the membrane cocktail, or the amount of THF. The
electrodes were characterized in term of repeatability,
dynamic response properties, working ranges, and
sensitivity. Their analytical performance was compared
with literature data for conventional membrane ion-
selective electrodes. This electrode design can be a simple
alternative to classical/traditional membrane electrodes for
various analytical applications.
ion-selective miniaturization,

Keywords: electrodes,

application
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Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE — solid bismuth drop electrode) je nova pracovni elektroda, kterou od
roku 2020 komer¢né nabizi na Ceském trhu spolecnost Metrohm. Cilem této prace bylo ovéfit pouzitelnost SBiDE pii
voltametrickém stanoveni modelové organické latky reprezentujici elektrochemicky redukovatelné biologicky aktivni
slouceniny — lé¢iva metronidazolu (antibiotika pouzivaného k 1é¢bé onemocnéni zptisobenych gram-pozitivnimi i gram-
negativnimi anaerobnimi bakteriemi). Podle dostupnych informaci se jedna o viibec prvni publikovanou vyzkumnou praci
vyuzivajici SBiDE. Za optimélnich podminek (Brittontiv-Robinsontiv pufr o pH 12,0 byl pouzity jako zékladni elektrolyt
a povrch pracovni elektrody nebyl elektrochemicky regenerovan) byla ziskdna pomoci diferencni pulzni voltametrie (DPV)
linearni kalibragni zavislost metronidazolu v koncentraénim rozmezi od 1 do 600 pmol 17!, pii¢emz dosazena mez detekce
(LOD) byla 0,41 umol 1" a mez stanovitelnosti (LOQ) byla 1,4 pmol I"'. Cyklicka voltametrie (CV) na SBiDE byla pouzita
pro charakterizaci elektrodového déje pfi ireverzibilni katodické redukci metronidazolu. Nové vyvinuta DPV metoda byla
rovnéz Usp&né pouzita pii stanoveni metronidazolu v autentickych vzorcich pitné vody (LOD = 1,8 pmol 1! a LOQ =
5,8 umol 1) a v riiznych lékovych formach (jako srovnavaci analyticka metoda byla pouzita UV-Vis spektrofotometrie).

Klicova slova: metronidazol, antibiotika, analyza léciv, elektrochemie, diferen¢ni pulzni voltametrie, cyklicka voltametrie,
pevna bismutova kapkova elektroda, UV-Vis spektrofotometrie

Uvod Bc. Johanka JaroSovd stu-
dovala v letech 20202023 baka-
9 larsky obor Klinicka a toxikolo-
gickd analyza na Prirodovédecké
fakulte Univerzity Karlovy, kde
na Katedre analytické chemie
vypracovala svoji  bakalarskou

prdci, kterou obhdjila v cervnu

Bismutové elektrody (BiE) jsou v elektroanalytické
chemii vyuzivany jako pracovni elektrody jiz od roku
2000. Bismut je velmi Setrny k zivotnimu prostiedi a stava
se tak vhodnym elektrodovym materidlem, kterym Ize
velmi dobie nahradit kovova rtut’?. Pomoci téchto elek-
trod byly jiz dfive stanoveny ionty kovt Zn, Cd, Pb, Tl, In,

&

\
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Sn, Sb, Cu, Mn, Cr a Mo (cit.3), téZ Co a Ni (cit.3’4), ale
také nckteré organické slouceniny, jako jsou pesticidy
nebo 1é¢iva'?. Mezi zakladni typy bismutovych pracov-
nich elektrod patii bismutové filmové elektrody (BiFE)
a bismutové pevné (angl. bulk) elektrody (BiBE), mezi
které 1ze fadit i ndmi nové zkoumanou pevnou bismutovou
kapkovou elektrodu (SBiDE, z angl. solid bismuth drop
electrode).

BiFE je nejéastéji vyrabéna elektrochemickym nane-
senim tenkého bismutového filmu na povrch pracovni

£ Metrohm

2023. V' soucasnosti na stejné
katedre vypracovava diplomovou praci v ramci navazuji-
ctho magisterského studia oboru Analyticka chemie, ve
které se zabyvd vyuzitim pevné bismutové kapkové elektro-
dy pri voltametrickém stanoveni léciv. Vysledky své prdce
prezentovala na celostdtni soutéZi o nejlepsi studentskou
védeckou prdci v oboru analytickda chemie ,,0 cenu
Karla Stulika 2024, ve které ziskala zvldtni cenu firmy
Metrohm Ceskd republika za nejlepsi prici v oblasti
elektroanalytické chemie.

* Tento piispévek je soucasti seridlu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovaného firmou
Metrohm Ceska republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujiciho jak pfispévky mladych kolegl

= Ve ° (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegii na vrcholu jejich publikacni aktivity
ceSku rePUbllkq (Experienced Researchers), piipadn¢ i vitanou kombinaci obojiho.
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(substratové) elektrody za konstantni teploty metodou
in situ nebo ex situ'**. Metoda in situ je proveditelna ve
dvou variantach. Prvni variantou je vylouceni povlaku
bismutu piimo v analyzovaném roztoku. Nejcast&ji pouzi-
vanym zdrojem bismutitych iontd je jejich dobie disocio-
vatelna stil — dusi¢nan bismutity®’. Koncentrace pfidavané
bismutité soli jsou 10-20krat vyssi nez predpokladané
koncentrace stanovovanych iontl. Redukce soli probiha za
konstantniho potencidlu (—1,0 az —1,4 V vs. AglAgCl),
ktery umoznuje vylouceni filmu kovového bismutu. Takto
vznikly film bismutu vydrzi pouze jedno méfeni a nakonec
jsou jeho zbytky elektrochemicky odstranény®. Druhou
variantou provedeni metody in situ je vyredukovani kovo-
vého bismutu v priibé¢hu samotného méfeni za pomoci
pevného oxidu bismutitého, ktery je pfimichan do uhliko-
vych past ¢i inkousti. Kovovy film je vylouen pfi poten-
cialech —0,8 az —1,0 V vs. Ag|AgCl (cit.’). Metoda ex situ
naopak spociva ve vylouceni bismutového filmu ze speci-
alnich pokovovacich roztokd. Vyloucené bismutové filmy
metodou ex sifu jsou stabilngj$i nez u metody in situ
a vydrzi tak, pokud pfi rozpoustécim kroku nedojde
k jejich oxidaci, po celou dobu méteni>® %,

BiBE se nejéast&ji pripravuje z bismutového dratku’
nebo nasatim roztaveného bismutu do sklenéné kapilary,
jejiz konec je naslednd vylestén do tvaru disku'?. Vice
podrobnosti o pfipravé a pouziti BiBE lze najit napf.
v pracich®'’.

SBiDE (obr. 1) je nova pracovni elektroda komeréné
dodavana na Cesky trh spole¢nosti Metrohm od roku 2020
(cit.'"). Jedna se o kapku zatuhnutého kovového bismutu
o praméru piiblizné 2 mm na konci sklenéné kapilary. Dle
vyrobce Ize tuto elektrodu pouzit bez lesténi ¢i dalsi modi-
fikace jejtho povrchu pro stanoveni nizkych koncentraci
tézkych kovi v jezerech, fekach, podzemnich vodach
a pfedevSim v kontaminované pitné vod¢. Lze stanovovat

Obr. 1. Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE);
prevzato z materiali poskytovanych vyrobcem'!
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nizké koncentrace od jednotek pg I”', ngkdy je viak moz-
né stanovit koncentraci jiz od jednotek ng 1. Elektroda je
vhodné pro stopovou analyzu iontl tézkych kovd, jako
jsou Cd, Pb, Ni, Co a Fe, proto dokaze v téchto stanove-
nl'clllllzzcela nahradit visici rtutovou kapkovou elektro-
du 7.

Metronidazol (obr. 2), neboli 2-(2-methyl-5-nitro-1-
-imidazolyl)ethanol, je bily, popfipadé nazloutly krystalic-
ky prasek omezené rozpustny ve vod¢, dobie rozpustny
v acetonu, ethanolu, dichlormethanu a v etheru. Jedna se
o antibiotikum vyvinuté v roce 1960, pouzivané pro 1écbu
onemocnéni zpusobenych gram-pozitivnimi a gram-
negativnimi anaerobnimi bakteriemi (pfedev§im Bactero-
ides fragilis)">'°.

V literatuie jsou jako nejCastéj$i analytické metody
pro stanoveni metronidazolu uvadény elektrochemické
metody (DC voltametrie, diferenéni pulzni voltametrie
(DPV) &i square-wave voltametrie)'®'®, separaéni metoda
HPLC-UV'® nebo optické metody UV-Vis absorpéni
spektrofotometrie'® a fluorescenéni spektrofotometrie'’.
V tab. I jsou uvedeny vybrané piiklady stanoveni metroni-
dazolu metodou DPV na riznych pracovnich elektrodach
a pro srovnani jsou uvedeny i vysledky této studie. Pfi-
tomnost metronidazolu l1ze také dokazat pomoci 1ékopisné
metody”” slozené ze dvou hlavnich krokd. Prvnim krokem
je detekce na zaklad¢ teploty tani, ktera se pohybuje
v rozmezi 159-163 °C. Druhym krokem je zaznamendani
infraterveného absorp¢niho spektra, které se porovna se
spektrem standardu metronidazolu. Stanoveni metroni-
dazolu 1ékopisnou metodou® spodivd v rozpusténi
0,1500 g vzorku metronidazolu v 50 ml bezvodé octové
kyseliny a titraci vzniklého roztoku 0,1M HClO4. Bod
ekvivalence je urcen potenciometricky s platinovou indi-
kacni elektrodou a kalomelovou nebo argentchloridovou
referentni elektrodou.

Metronidazol byl v tomto vyzkumu zvolen jako mo-
delové 1éc¢ivo reprezentujici elektrochemicky redukovatel-
né biologicky aktivni latky. Cilem této prace bylo ovéteni
vyuzitelnosti nového typu komeréné dodavané bismutové
pracovni elektrody (SBiDE) ptfi voltametrickém (DPV)
stanoveni modelové organické latky, pticemz dle dostup-
nych informaci se jedné o zcela prvni ve svété publikova-
nou praci na toto téma. Cyklicka voltametrie (CV) na
SBiDE byla v této studii pouzita pro charakterizaci kato-
dické redukce metronidazolu a nové vyvinuta DPV meto-
da byla uspésné aplikovana pii stanoveni metronidazolu
v autentickych vzorcich pitné vody a v riznych Iékovych

N
OZN/[N%C%

OH

Obr. 2. Strukturni vzorec metronidazolu
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Tabulka I
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Ptiklady stanoveni metronidazolu metodou DPV s uvedenim dosazenych mezi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ)

Elektroda * Prostiedi Linearni rozsah LOD LOQ Lit.
[umol 1"'] [umol 1] [umol 1]
AgSE BR pufr pH 10,0 1-400 0,55 1,8 17
BiF-PLE BR pufr pH 4,0 0,2-2 a2-30 0,039 0,13 18
DMIP/CPE BR pufr pH 5,0 0,4-200 0,091 0,30 21
DNA/GCE 0,1M octanovy pufr pH 4,5 1-100 1,7 5,7 22
GCE 0,1M octanovy pufr pH 4,5 2,9-100 3.4 11 22
HMDE BR pufr pH 9,0 0,23-1,8 0,036 0,12 23
m-AgSAE BR pufr pH 8,0 2-100 0,057 0,19 24
p-AgSA-CE BR pufr pH 4,0 2-100 1,2 4,0 25
SBiDE BR pufr pH 12,0 1-600 0,41 1,4 tato prace

* AgSE — stiibrna pevna elektroda, BiF-PLE — bismutovym filmem modifikovana tuhova elektroda, DMIP/CPE — uhlikova
pastova elektroda modifikovana polymernim hybridnim filmem s duplexnim molekulovym otiskem, DNA/GCE — elektroda
ze skelného uhliku modifikovand DNA, GCE - elektroda ze skelného uhliku, HMDE — visici rtutova kapkova elektroda,
m-AgSAE — rtutovym meniskem modifikovana stifbrnd pevna amalgamova elektroda, p-AgSA-CE — lesténa stifbrna pevna
amalgamova kompozitni elektroda, SBiDE — pevna bismutova kapkova elektroda

formach, kde jako srovnavaci analyticka metoda byla pou-
zita UV-Vis spektrofotometrie. Cést tohoto vyzkumu byla
jiz diive prezentovana na studentské konferenci O cenu
Karla Stulika 2024 (cit.”), pfi¢emz tento &lanek predsta-
vuje vyznamné rozsifeni soutézniho ptispévku zahrnujici
rovnéZz popis dalSich experimentt a jejich vysledka.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a vzorky

Zasobni roztok metronidazolu (p.a., Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Némecko) o koncentraci 1:10 mol 1! byl
pfipraven v deionizované vod¢. Zakladnim elektrolytem
byl Brittontiv-Robinsontv (BR) pufr pfipraveny smicha-
nim zasadité slozky (0,2M NaOH (p.a., Penta, Praha, CR))
s kyselou slozkou (85% H;PO4, H;BO; (p.a., Lach:Ner,
Neratovice, CR) a 99,8% CH;COOH (p-a., Penta, Praha,
CR)) o koncentraci viech kyselin 0,04 mol I"". Pro optima-
lizaci prostredi autentickych vzorkd pitné vody byl pouzit
vodny roztok chelatonu IIT (Na,EDTA, p.a., Penta, Praha,
CR) o koncentraci 0,1 mol "' Pitna voda byla odebrana
z vodovodniho fadu v budové Chemického ustavu
(Hlavova 8, Praha 2) Piirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy.

Léciva, infuzni roztok Efloran 500 mg/100 ml
(KRKA, Slovinsko), tableta Entizol 250 mg (Polpharma,
Polsko), vaginalni tableta Entizol 500 mg (Polpharma,
Polsko) a infuzni roztok Noridem 500 mg/100 ml
(Noridem Enterprises Limited, Kypr), byla pouzita pro
voltametrické a srovnavaci UV-Vis spektrofotometrické
stanoveni obsahu metronidazolu v Iékovych formach.
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Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadéna pomoci analy-
zatoru Eco-Tribo Polarograf ovladaného programem Polar
Pro verze 5.1 (Eco-Trend Plus, Praha, CR). Pro méfeni
bylo pouzito tiielektrodové zapojeni. Jako pracovni elek-
troda byla pouzita SBiDE (typ 6.0346.000, primér kapky
bismutu 2 mm, Metrohm, Herisau, §V}'/carsko), jako refe-
rentni elektroda byla pouzita argentchloridovéa elektroda
(typ 10-20+polaro Ag 10 10-2014-3, 3M KClI, Elektroche-
mické Detektory, Turnov, CR) a jako pomocna elektroda
byla pouzita platinova dratkova elektroda (ETP CZ
P01306, Elektrochemické Detektory, Turnov, CR).

Byla pouzita technika DPV s parametry: rychlost
polarizace 20 mV s ', potencidlovy krok 3 mV, §itka pul-
zu 100 ms (proud vzorkovan poslednich 20 ms), vyska
pulzu =50 mV a perioda pulzu 150 ms. CV vyuzivala
rychlosti polarizace 10-1000 mV s~ a potencidlovy krok
3 mV. Ve voltametrické naddobce byly analyzované vzorky
o celkovém objemu 20,0 ml.

Spektrofotometricka méteni byla provadéna na pii-
stroji Agilent 8453 v programu UV-Visible ChemStation
verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). M¢teno bylo v kifemennych kyvetich o mémné
tloust’ce 1,0 cm proti vodnému roztoku BR pufru o daném
pH. Absorbance piipravenych roztokii byla méfena
v rozmezi vlnovych délek 200-1100 nm.

pH bylo méfeno pomoci digitdlntho pH metru
Jenway 3510 (Jenway, Felsted, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou.



J. Jarosova a V. Vyskocil

Vysledky a diskuse

Voltametrické chovani metronidazolu na pevné
bismutové kapkové elektrodé

Prvnim krokem bylo nalezeni vhodného pocatku po-
tencialového okna (E;,) tak, aby naméteny pik analytu byl
co nejlépe vyvinuty, vyhodnotitelny a voltamogramy za-
(obr. 3a). SBIiDE je velmi citliva na pouziti potenciald, pfi
kterych dochazi k tvorbé oxidt bismutu anebo rozpousténi
bismutu samotného. Pokud byla bismutova elektroda po-
nechana v roztoku pufru po dobu 5 s a vice pii potencialu
otevieného obvodu nebo na vzduchu, bismut zacal oxido-
vat a vzniklé oxidy byly nasledné pfi prvnim voltametric-
kém meéfeni redukovany za vzniku signali s velkou vys-
kou piku (obr. 3b).
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Dalsim krokem pfi vyvoji DPV metody bylo nalezeni
vhodného zékladniho elektrolytu. Voltametrické chovéani
metronidazolu o koncentraci 110 ° mol 1! bylo zkouméa-
no ve vodném prostiedi BR pufru o pH 2,0-12,0. Z obr.
4a je patrné, Ze metronidazol ve vodném roztoku BR pufru
v rozmezi pH 3,0-12,0 poskytuje jeden dobfe vyvinuty
pik, ktery odpovida cétyfelektronové ireverzibilni redukci
nitroskupiny na odpovidajici hydroxylaminoskupinu'®. Za
povsimnuti jisté stoji skuteCnost, ze potencial piku (E,)
metronidazolu se s rostoucim pH posunuje k nega-
tivnéj$im hodnotam v urcité sigmoidni zavislosti (obr. 4b),
pfiCemz bézny trend pozorovany u tohoto analytu na elek-
troddch z jinych materidlt je posun E, s pH linearni,
s hodnotou smérnice blizici se ofekavané teoretické hod-
noté —59 mV pH ' (cit.!***). Pro tento jev viak momen-
talné nemame Zadné vysvétleni a bude v ramci dal§iho
vyzkumu zkouman, piedev§im prostiednictvim studia

2
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Obr. 3. (a) Nalezeni pocatku potencialového okna vodného roztoku BR pufru o pH 12,0 na SBiDE technikou DPV (cit.2®).
(b) Priklad prvniho (1) a druhého (2) méfeni ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0 na SBiDE technikou DPV pii E;, = —440 mV
(cit.?®). Barevna verze viech obrazki je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy
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Obr. 4. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-10™ mol I'") zaznamenané na SBiDE ve vodnych roztocich BR pufru
o pH 2,0-12,0 (cit.”). (b) Odpovidajici zavislost potencidlu piku (E,) a vy$ky piku (I,) metronidazolu (c = 1-10° mol 1I"") na pH

618
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dalsich strukturné podobnych elektrochemicky aktivnich
latek na SBiDE. Jako optimélni prostfedi pro dal$i méteni
byl vybran vodny roztok BR pufru o pH 12,0, protoze toto
prostiedi poskytovalo dobfe vyvinuty pik a nejvyssi prou-
dovou odezvu (/,) analytu (obr. 4b).

Voltametrické chovani metronidazolu na SBiDE bylo
rovnéz zkoumano pomoci CV, pfi¢emz hlavni diraz byl
kladen na ureni reverzibility elektrodové reakce pii re-
dukei nitroskupiny piitomné ve struktufe metronidazolu
a na zjisténi, jakym dé&jem je tato reakce, resp. cely elek-
trodovy proces, na SBiDE kontrolovana. Vliv riznych
rychlosti polarizace (10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000
mV s ') na chovani metronidazolu (¢ = 1-10™* mol 1'") pii
CV byl zkouman ve tfech riznych prostfedich — kyselém
(BR pufr o pH 3,0), neutralnim (BR pufr o pH 7,0) a zasa-
ditém (BR pufr o pH 12,0). V kyselém prostiedi nebylo

IuA]
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mozné na ziskanych voltamogramech vyhodnotit odezvu
metronidazolu. CV metronidazolu v neutralnim a zasadi-
tém prostiedi pii rychlosti polarizace 200 mV s ' jsou
zobrazeny na obr. 5a, pficemz je patrné, ze elektrodova
reakce odpovidajici ctyfelektronové redukei nitroskupiny
na odpovidajici hydroxylaminoskupinu je i na SBiDE
ireverzibilni (resp. v prostfedi o pH 12,0 ji lze povazovat
1 za kvazi-reverzibilni). V obou zkoumanych prostiedich
byly pii jednotlivych rychlostech polarizace (v) vyhodno-
ceny vysky piku (/,) metronidazolu a do grafu byly vyne-
seny zavislosti log |I;| vs. log v (obr. 5b), z jejichZ absolut-
nich hodnot smérnic (Jk]) je mozné urcit, jakym krokem
(nejcastéji difuze analytu pfi k| = 0,5, adsorpce analytu pfi
|k| = 1,0 ¢i kinetika elektrodové reakce pii 0 < |k] < 0,5)
jsou elektrodové d&e na SBIiDE kontrolovany®.
V neutralnim prostiedi byla ziskana zavislost logaritmu
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Obr. 5. (a) Cyklické voltamogramy metronidazolu (¢ = 110 mol I'") zaznamenané na SBiDE pri rychlosti polarizace (v)
200 mV s' ve vodném roztoku BR pufru o pH 7,0 (1) a 12,0 (2). (b) Zavislost log |I,| metronidazolu (¢ = 110~ mol 1Y)
na log v zmé&Fena pomoci cyklické voltametrie na SBiDE v rozmezi rychlosti polarizace 10-1000 mV s™' v prostiedi BR pufru
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Obr. 6. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1:107 mol I'") (n = 20) zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru
o pH 12,0 bez pouZiti regenerac¢nich potencialii (1) a s regenera¢nimi potencialy E;, , = —490 mV, Ej, , = —1500 mV (2). (b)
Odpovidajici zavislost proudové odezvy (I,) metronidazolu (¢ = 1-10° mol I'") na potadovém &isle méteni (V) (n = 20), méieno na
SBiDE ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0 technikou DPV bez pouZiti regeneraénich potenciala (1) a s regenera¢nimi poten-

cialy E;, ,=—490 mV, Eg, ,=—1500 mV (2) (cit.?®)
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absolutni hodnoty vysky piku metronidazolu na logaritmu
rychlosti polarizace s absolutni hodnotou smérnice 0,29
ar’=0,9891 (obr. 5b, zavislost 1). To znadi, ze v tomto
prostiedi je elektrodovy dé&j kontrolovany cisté kinetikou
elektrodové reakce, tedy jeji nizkou rychlosti. V zasaditém
prostiedi (obr. 5b, zavislost 2) nelze ziskanou zavislost
spolehlivé prolozit ptfimkou v celém studovaném intervalu
rychlosti polarizace, aviak je mozné ji prolozit v rozmezi
vyssich rychlosti polarizace 50-1000 mV s ' a ziskat ab-
solutni hodnotou smérnice 0,42 a > = 0,9871, které na-
svédcuji d&ji kontrolovanému spise difuzi; v rozmezi rych-
losti polarizace 50-200 mV s ' je vliv difuze jiz zcela
prevazujici (Jk| = 0,50 a * = 0,9965).

Dale bylo zjistovano, zda je nutné provadét elektro-
chemickou regeneraci pti opakovanych DPV stanovenich
metronidazolu na SBiDE, aby nedochazelo k pasivaci
pracovni elektrody a stanoveni vykazovala dobrou opako-
vatelnost. Regeneracni potenciaily27 Ei, .= —490 mV
a Egn = —1500 mV byly vkladany po dobu 30 s pied kaz-
dym méfenim (kazdy z nich stfidavé vzdy po dobu 100 ms
v celkem 150 cyklech). Aplikované regeneracni potencialy
mirné zvysily proudovou odezvu metronidazolu (obr. 6a),
avsak zhorSily opakovatelnost (dochazelo k postupnému
nartistu vySky piku; obr. 6b, sada bodi 2 s hodnotou
s;= 1,2 %, n = 20), proto byla nasledujici méteni techni-
kou DPV provadéna bez vkladani téchto regenera¢nich
potencialtl (obr. 6b, sada bodl 1 s hodnotou s, = 0,045 %,
n=20).
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Voltametrické stanoveni metronidazolu na pevné
bismutové kapkové elektrodé

Kalibra¢ni zavislosti metronidazolu byly méfeny
v koncentraénim rozmezi 1-10° — 1-10~° mol 1”'. Kalibra-
ce byla proméfena kromé optimalniho prostiedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12,0 také v prostfedich o pH 3,0
a 7,0. Jevilo se jako zajimavé zjistit, jaky pribéh bude mit
koncentra¢ni zavislost metronidazolu v kyselém ¢i neut-
ralnim prostedi, av§ak bylo potvrzeno, Ze pro stanoveni
metronidazolu je kyselé i neutralni prostfedi nevyhovujici.
Kalibracni zavislost v prostfedi BR pufru o pH 12,0 je
linearni v koncentraénim rozsahu metronidazolu 1-10°° —
6:10* mol 1", Mez stanovitelnosti (LOQ; 100/k) &inila
14 pmol 1" a mez detekce (LOD; 3o/k) 041 pmol 1.
Na obr. 7a jsou znazornény DP voltamogramy metroni-
dazolu (¢ = 1:10° — 1-10 mol I'") v prostiedi BR pufru
o pH 12,0. Na obr. 7b je zobrazena odpovidajici kalibra¢ni
zavislost vysky piku metronidazolu na jeho koncentraci
(c=110°=1-10" mol I'"). V tab. II jsou uvedeny para-
metry jednotlivych kalibra¢nich piimek.

U tady organickych elektrochemicky aktivnich slou-
¢enin je mozné pro dalsi zvySeni citlivost jejich stanoveni
(a tedy snizeni hodnot LOD a LOQ) vyuzit vlozenym po-
tencidlem stimulovanou adsorpéni akumulaci analytu na
povrch pracovni elektrody®’. V piipadé stanoveni metro-
nidazolu na SBiDE vS§ak nebylo moZné techniku diferenc-
ni pulzni adsorpéni rozpoustéci voltametrie pouzit, proto-
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Obr. 7. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-1000 pmol I"') zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru
o pH 12,0; Gerna barva zna&i zakladni elektrolyt (cit.?®). (b) Kalibra&ni zavislost vy§ky piku na koncentraci metronidazolu
(c =1-1000 pmol 1I""); chybové tisecky pro 1 = 5; rovnice regrese: I, [nA] =-9,47c [umol 1'7-10,585; = 0,9993 (cit.*)

Tabulka II

Parametry kalibrac¢nich piimek metronidazolu pro techniku DPV na SBiDE v prostfedi vodného roztoku BR pufru
opH 12,0

¢ [umol 1] Smérnice [mA 1 mol '] Usek [nA] P

1-10 -10,2 -2,62 0,9963

10-100 -9,43 10,2 0,9723

100-600 -9,30 —84,8 0,9976
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Ze mezi zaCatkem vyuzitelného potencidlového okna ohra-
niceného elektrochemickou oxidaci povrchu bismutové
kapky (—440 mV, obr. 3a) a mezi potencialem piku metro-
nidazolu (cca =700 mV, obr. 7a) se nenachazi zadné pro
tento ucel vhodné akumulacni potencialy, pfi kterych by
bud'to nedochazelo k degradaci povrchu pracovni elektro-
dy, nebo k nechténé elektrolyze metronidazolu.
Aplikovatelnost nové vyvinuté DPV metody byla
ovéfena pii stanoveni metronidazolu v autentickych vzor-
cich pitné vody. Pitna voda byla odebrana z vodovodni
sit¢ v budové Chemického ustavu Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze. Autentické vzorky o objemu
20,0 ml byly tvofeny 18,0 ml pitné vody obsahujici prida-
ny standard metronidazolu o uréité koncentraci a 2,0 ml
BR pufru o pH 12,0, které navic obsahovaly nezbytny
pridavek 100 pl roztoku chelatonu III o koncentraci
0,1 mol I"' pro potlagen interferujiciho vlivu kationti pitom-
nych v pitné vod&®’. Kalibratni zavislost metronidazolu
v autentickych vzorcich pitné vody byla méfena
v koncentraénim rozmezi 1-10° - 1-10™* mol 1"* s rovnici regre-
se celkové linearni zavislosti: /, [nA] = —6,47¢ [pmol 1'1-132;
#=0,9586 (LOD= 1,8 ymol I ' a LOQ = 5,8 pmol I'"). Z nizsi
hodnoty smérnice ziskané zavislosti oproti zavislostem
z obr. 7b a tab. II je patrné, ze matrice pitné vody mirné

a

600 pmol I

-1000
EmV]

-1200 -1400

Obr. 8. (a) DP voltamogramy metronidazolu zaznamenané na SBiDE ve vzorcich tvorenych podilem
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snizuje citlivost stanoveni, pfi¢emz urcitou roli zde hraje
1 nafedéni autentickych vzorkt pitné vody zékladnim elek-
trolytem v objemovém poméru 9:1.

Stanoveni metronidazolu v 1ékovych formach

Voltametrické stanoveni metronidazolu v lé¢ivech
bylo provadéno metodou piidavku standardu za dfive zis-
kanych optimalnich podminek v infuznim roztoku Efloran
500 mg/100 ml, v tableté Entizol 250 mg, vaginalni table-
t¢ Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml. Pro méteni metodou DPV byly pfiprave-
ny roztoky 20,0 ml BR pufru o pH 12,0, které obsahovaly
200 ul zasobniho roztoku 1éCiva bez pridavku a s pridavkem
50 pl zasobniho roztoku standardu (¢ = 1-10 % mol 1), jehoz
objem se v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 50 pl. Stanove-
ni metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v koncentraénim rozmezi ptidaného standardu 5-10° —4-10*
mol I"'. Stanoveni metronidazolu v tabletach a infuznim
roztoku Noridem probihalo v koncentra¢nim rozmezi pfi-
daného standardu 5-10°— 6-10* mol I"'. Na obr. 8a jsou
pro ilustraci ukazany DP voltamogramy metronidazolu
zaznamenané pii jeho stanoveni v tableté Entizol 250 mg
a na obr. 8b je zndzornéna zavislost vysky piku na kon-

I [uA]

,/9{ L L L L L L

100 200 300 400 500 600
¢ [umol I"]

tablety Entizol 250 mg

a pfidanym standardem analytu (¢ = 0-600 pmol I'") p¥i pouZiti metody piidavku standardu ve vodném roztoku BR pufru o pH
12,0. Cerna barva znaci zakladni elektrolyt. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci pridaného standardu metronidazolu v tableté

Entizol 250 mg (c = 0600 pmol I'"); chybové tisecky pro n =5

Tabulka IIT

Parametry linearnich koncentra¢nich zavislosti ptidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
DPV na SBiDE v prostiedi vodného roztoku BR pufru o pH 12,0

Lécivo Cstandard metronidazolu | LMol 171] Smérnice [mA 1 molfl] Usek [nA] 7

Infuzni roztok Efloran 0400 -7,31 -132 0,9961
Tableta Entizol 250 mg 0-600 -7,08 =775 0,9982
Tableta Entizol 500 mg 0-600 —4,80 —466 0,9944
Infuzni roztok Noridem 0-600 —7,42 —580 0,9991

621



J. Jarosova a V. Vyskocil Chem. Listy /18, 615-624 (2024)

084 b

0,6+

. % . . L L

200 300 400 500 600 -20 ) 20 40 60 80
-1
A[nm] ¢ [umol I”"]

Obr. 9. (a) Absorpéni spektra metronidazolu zaznamenana v kiemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm v rozsahu vinovych
délek 200-1100 nm ve vzorcich tvorenych podilem tablety Entizol 250 mg a pfridanym standardem analytu
(c = 0-80 pumol I'") p¥i pouziti metody pFidavku standardu ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0. (b) Zavislost absorbance
pii vinové délce 320 nm (43) na koncentraci piidaného standardu metronidazolu v tableté Entizol 250 mg (¢ = 0—-80 pmol I'");
chybové tusecky pron =35

centraci pridaného standardu metronidazolu v téze tableté. ho roztoku standardu (¢ = 1-10> mol 1'"), jehoZ objem se
V tab. III jsou uvedeny parametry linearnich koncentrac- v nasledujicim vzorku zvys$il vzdy o 100 pl. Stanoveni
nich zavislosti ptridaného standardu metronidazolu metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v jednotlivych 1é¢ivech. v koncentraénim rozmezi ptidaného standardu 1-107° —

Jako srovnavaci metoda k voltametrickému stanoveni 6-10° mol 1"". Stanoveni metronidazolu v tabletdch a in-
metronidazolu v lé¢ivech pomoci metody pridavku stan- fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentra¢nim roz-
dardu za dfive ziskanych optimalnich podminek byla pou- mezi piidaného standardu 1-10° — 8107 mol I''. Na
zita UV-Vis absorp¢ni spektrofometrie. Pro méfeni meto- obr. 9a jsou pro ukazku uvedeny UV-Vis absorpéni spek-
dou pridavku standardu byly pfipraveny roztoky 10,0 ml tra metronidazolu zaznamenané pii jeho stanoveni v table-
BR pufru o pH 12,0, které obsahovaly 200 pl zasobniho té Entizol 250 mg, na obr. 9b je znazornéna odpovidajici
roztoku lé¢iva bez piidavku a s ptidavkem 100 ul zasobni- z4vislost absorbance pii vinové délce 320 nm na koncen-
Tabulka IV

Parametry linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
UV-Vis spektrofotometrie pfi vinové délce 320 nm v kfemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm v prostiedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12,0 v rozsahu vinovych délek 2001100 nm

Lécivo Cstandard metronidazolu | LMO] 171] Smérnice [1 molfl] Usek 7
Infuzni roztok Efloran 0-60 7,96:10° 0,256 0,9999
Tableta Entizol 250 mg 0-80 7,76:10° 0,167 0,9957
Tableta Entizol 500 mg 0-80 7,60-10° 0,131 0,9940
Infuzni roztok Noridem 0-80 7,94:10° 0,167 0,9995
Tabulka V

Hodnoty vypocteného mnozstvi metronidazolu v 1é¢ivech vztazené k deklarovanému mnozstvi metronidazolu na obalech
1é¢iv ziskané pomoci nové vyvinuté metody (Wyolametic) @ sStovnavaci analytické metody (Wspekirofotometric). Pomér vyse uvedenych
hodnot Wyolametric / Wspekirofotometrie Pak udava skutecnou vytéznost metody DPV na SBiDE viici analytické srovnavaci metodé

Lécivo Wyoltametric [ 70] Wspektrofotometrie [%0] Wryoltametric / Wipektrofotometrie [%]
Infuzni roztok Efloran 180 161 112

Tableta Entizol 250 mg 127 131 97

Tableta Entizol 500 mg 134 119 113

Infuzni roztok Noridem 78 106 74
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traci pfidaného standardu metronidazolu. V tab. IV jsou
uvedeny parametry linearnich koncentracnich zavislosti
pridaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢i-
vech. V tab. V jsou porovnané vysledky ziskané pomoci
DPV na SBiDE a UV-Vis spektrofotometrie.

Zavér

V této praci byla studovana nova komercné dostupna
pracovni elektroda — pevna kapkova bismutova elektroda
(SBiDE) — a zkoumaéno jeji vyuziti pro voltametrické sta-
noveni 1é¢iva metronidazolu pomoci techniky diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV). Za optimalnich podminek
bylo v prostfedi BR pufru o pH 12,0 dosazeno LOD =
0,41 umol 1" a LOQ = 1,4 pmol I''. Nové vyvinutd DPV
metoda byla rovnéz uspésné pouzita pii stanoveni metro-
nidazolu v autentickych vzorcich pitné vody (LOD =
1,8 yumol 1" a LOQ = 5,8 umol 1'") a v rtiznych lékovych
formach — v infuznim roztoku Efloran 500 mg/100 ml,
tableté Entizol 250 mg, vaginalni tableté Entizol 500 mg
a v infuznim roztoku Noridem 500 mg/100 ml. Jako srov-
navaci analytickd metoda byla u 1ékovych forem pouzita
UV-Vis spektrofotometrie.

U infuzniho roztoku Efloran 500 mg/100 ml, tablety
Entizol 250 mg a vaginalni tablety Entizol 500 mg jsou
hodnoty stanoveného mnozstvi lé¢iva metronidazolu
(uvadéné jako hodnoty vytéznosti v procentech) za da-
nych optimalnich podminek pfi pouziti DPV na SBiDE
a UV-Vis spektrofotometrie srovnatelné. U infuzniho roz-
toku Noridem 500 mg/100 ml bylo voltametrickou meto-
dou stanoveno 78 % metronidazolu a spektrofoto-
metrickou metodou bylo stanoveno 106 % metronidazolu.
Z toho vyplyva, Ze DPV na SBiDE je vhodna pro stanove-
ni metronidazolu v nasledujicich 1ékovych formach: infuz-
ni roztok Efloran 500 mg/100 ml, tableta Entizol 250 mg
a vaginalni tableta Entizol 500 mg.
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J. JaroSova and V. Vysko¢il (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague, Czech Republic): Voltammetric Determination
of the Drug Metronidazole Using a Solid Bismuth Drop
Electrode

Solid bismuth drop electrode (SBiDE) is a new work-
ing electrode commercially available on the Czech market
since 2020 by the company Metrohm. The aim of this
work was to verify the applicability of SBiDE for the volt-
ammetric determination of a model organic substance
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representing electrochemically reducible biologically ac-
tive compounds, namely, the drug metronidazole (an anti-
biotic used to treat diseases caused by both Gram-positive
and Gram-negative anaerobic bacteria). To the best of our
knowledge, this is the very first published research work
using SBiDE. Under optimum conditions (Britton-
Robinson buffer of pH 12.0 was used as the supporting
electrolyte and the working electrode surface was not elec-
trochemically regenerated), a linear calibration depend-
ence of metronidazole was obtained using differential
pulse voltammetry (DPV) in the concentration range from
1 to 600 umol L', with the limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of 0.41 pumol L™ and 1.4 umol L™,
respectively. Cyclic voltammetry (CV) on SBiDE was
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used to characterize the electrode process of the irreversi-
ble reduction of metronidazole. The newly developed
DPV method was also successfully applied for the deter-
mination of metronidazole in authentic drinking water
samples (LOD = 1.8 yumol L™! and LOQ = 5.8 ymol L)
and in various dosage forms (UV-Vis spectrophotometry
was used as a comparative analytical method).

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: metronidazole, antibiotics, drug analysis, elec-
trochemistry, differential pulse voltammetry, cyclic volt-
ammetry, solid bismuth drop electrode, UV-Vis spectro-
photometry
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Cévni mozkova piihoda, infarkt myokardu a plicni embolie pfedstavuji vyznamnou zdravotni zatéZ pro soucasnou
spolecnost, pfi¢emz jejich hlavni pfi¢inou jsou krevni srazeniny a poskozeni vnitini vystelky cév (endotelu). Piesna
arychla diagnostika téchto srazenin, zejména urceni jejich stafi, je klicova pro optimalni volbu lécebného postupu, jako je
trombolyza (farmakologické rozpusténi srazeniny) nebo trombektomie (mechanické odstranéni srazeniny). Stdvajici
diagnostické metody vSak nedosahuji pozadované urovné presnosti a efektivity.

Tento ¢lanek zkouma potencial jodovanych nanocastic (IoNP) na bazi polyjodovanych biodegradabilnich polymert,
které mohou cilené¢ vyhledavat specifické slozky, jako je fibrin, a umoznit tak vizualizaci krevnich srazenin pomoci
rentgenovych zobrazovacich metod, jako je pocitacova tomografie (CT) nebo skiaskopie. Nanocastice maji schopnost
nejen zobrazit srazeniny, ale také odhadnout jejich stafi, coz by mohlo vyrazné podpofit moderni teranosticky pfistup, ktery
kombinuje diagnostiku a terapii.

Clanek také demonstruje moZnosti testovani farmakokinetiky té&chto teranostik pomoci modelového organismu
(potkana), vyuzivajici metodu laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. Tento pfistup
prispiva k lep$imu porozuméni biodegradability potencidlnich IéCiv a predstavuje klicovy krok v preklinickém hodnoceni.

Klicova slova: cévni mozkova piihoda, teranostika, laserova ablace, nanoc¢astice

Uvod néklady na zdravotni péci. Zbyvajici rozpoétova polozka
byla uréena na nepfimé naklady spojené s dlouhodobou

Kardiovaskularni onemocnéni, zejména ischemicka 1é¢bou, rehabilitaci a ztratou produktivity. V piepoctu ¢ini
choroba srde¢ni a cerebrovaskularni neboli cévni mozkové ro¢ni naklady na lé¢bu kazdého pacienta s cévni mozko-
ptithody (CVP), jsou hlavnimi pfi¢inami umrti ve vyspé- vou pithodou 3 483 euro, tj. 59 euro na ob¢ana EU. Statis-
lych zemich. Dle tdajd WHO byly v roce 2020 zodpovéd- tické prognozy ukazuji, Ze pocet pfipadi tohoto onemoc-
né za vice nez 50 % umrti'. Nejéast&jsim typem CVP je néni v EU se do roku 2035 zvysi az o 36 %. Kromé toho
ischemicka cévni mozkova piihoda (CMP), ktera predsta- je tfeba vénovat pozornost také cévnim mozkovym piiho-
vuje pifiblizné 80 % vSech piihod. U pfeziv§ich mohou dam spojenym s pandemii koronaviru SARS-CoV-2. Ten
komplikace spojené s cévni mozkovou pithodou pretrvavat se prokazal jako vysoce protromboticky (podporuje vznik
po dlouhou dobu. Dokonce i po 15 letech Ziji dvé tfetiny srazenin) a muZe zpusobit mikrovaskularni (malé krevni
pacientl s postizenim, témef dva z péti trpi depresi a vice cévy — arterioly, kapilary a venuly) a makrovaskularni
nez Ctvrtina kognitivnimi  poruchami. Kromé toho se (velké krevni cévy — tepny a zily) trombdzu (stav, pfi kte-
u pacientd s cévni mozkovou pithodou mnohem castéji rém dochazi k tvorbé krevni srazeniny uvnitf cévy)
objevuji dalsi onemocnéni a zdravotni komplikace®. v riznych organech. Béhem pandemie koronaviru mnoho
Z tohoto diivodu je nezbytné brat v uvahu také ekonomic- obyvatel vahalo s vyhledanim 1ékatské pomoci, coz vedlo
kou zatéz s ni spojenou. V Evropské unii (EU) ¢inily cel- ke sniZzeni po¢tu hospitalizaci u méné zavaznych piihod
kové naklady na cévni mozkovou piihodu v roce 2015 a zvySeni hospitalizace u zavazngjSich ptipadu a k zvySeni
45 miliard euro a v roce 2017 se zvysily na 60 miliard euro umrtnosti. Jejim vlivem na spole¢nost a systémy zdravotni
(cit.®). Pouze 45 % této Gastky bylo vynaloZeno na piimé péée je tedy potieba se zabyvat, aby bylo mozné zlepsit
Chem. Listy 718, 625-633 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240625
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lécebné postupy cévnich mozkovych piihod a pfipravit se
na mozné budouci epidemie”.

Vzhledem k vyznamnému spole¢enskému a ekono-
hodobé progndzy piezivsich a jejich navrat do norméalniho
a produktivniho zivota. Klicem k tspéchu je ¢as (co nej-
kratsi). VEasnost diagnostiky a 1é¢by je prvorada, ptesto je
odhaleni pocatku cévni mozkové piihody stale naro¢né,
zejména v piipadech, kdy se pfiznaky projevi béhem span-
ku, tedy pfesny Cas pocatku cévni mozkové ptihody neni
znam (WUS, z angl. wake up stroke). Tito pacienti tvori
20-25 % ptipadl tohoto onemocnéni a jsou Casto vylouce-
ni z konvencni 1é¢by, coz vede k hor§im vysledklim.
V soucasné dob¢ se cévni mozkova ptihoda uspésné dia-
gnostikuje, nejcastéji s vyuzitim pocitacové tomografie
(CT) nebo zobrazovaci magnetické rezonance (MRI). Po-
souzeni stafi cévni mozkové piihody vsak neni mozné,
ackoliv je pro dalsi personalizovanou 1é¢bu nesmirné dile-
zité. Prizptisobeni 1écby kazdému pacientovi vede k vyssi
uspésnosti pii zachrané zivota, zmirnéni piipadné invalidi-
ty a neptimo i ke snizeni ekonomické zatéze spole¢nosti.

Strategie 1é¢by mrtvice

U pacienti s akutni ischemickou cévni mozkovou
pfihodou existuji tfi moznosti 1écby. Prvni moznosti je
farmakologicka 1écba, kdy se pfistupuje k aplikaci trombo-
Iytika (1é¢ivo pouzivané k rozpousténi krevnich sraZenin
pusobici tak, ze aktivuje enzymy, které $tépi fibrin — hlav-
ni slozku krevni sraZeniny), ¢imz obnovuje pratok krve.
V Ceské republice je schvalend pouze altepléza
(rekombinantni tkanovy aktivator plazminogenu, t-PA)
pro rozpu$téni srazeniny vzniklé v krevnim feCiSti pfi
mozkové ptihodé€. Dalsi moznosti je trombektomie, tedy
odstranéni této srazeniny mechanicky pomoci katetra, treti
pripad je kombinace trombolyzy a trombektomie. Cilem
vSech téchto postupi je rekanalizace cévy, tedy obnoveni
jeji priichodnosti poté, co byla uzaviena’. Co nejrychlejsi
zahajeni 1é¢by pacientll je zasadni, protoze ,.Cas je mo-
zek“. Kazda hodina prodleni zhorSuje prognézu plného
uzdraveni o 15 %. Jak trombolyza, tak mechanicka trom-
bektomie maji svoje vyhody i sva rizika. Hlavni vyhodou
trombolytického pfistupu je nizkd cena, nenaro¢nost na
vybaveni a velmi rychlé podani 1é¢iva. Zakladnim piedpo-
kladem pro pouZiti intravendzni alteplazy je doba jeji apli-
kace. Nevyhodou je tuzké terapeutické okno, lze ji pouzit
pouze do 4,5 hodiny od jasné definovaného pocatku pti-
znakd. Dal$i nevyhodou je nizka G¢innost u velkych trom-
bu a zvysené riziko jak systémového, tak intrakranialniho
krvaceni. Vyhodou mechanické trombektomie je naopak
delsi terapeutické okno (do 6 hodin, v indikovanych piipa-
dech i vice) a moznost vyfesit 1 okluzi velkymi tromby.
Nevyhoda spociva v zavislosti vysledkd 1é¢by na zkusSe-
ajeji zahajeni je vzhledem k nutnym ptipravam pozdéjsi.
Nebezpecim muze byt rozdéleni srazeniny na vice casti,
které se mohou uvolnit ddle do krevniho feciste.
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Nejkriti¢téjsi podminkou je identifikace penumbry, tj.
jiz neprokrvované oblasti mozku ale stale jeste¢ potencial-
n¢ zachranitelné, nikoli jiz mrtvé mozkové tkan¢. Bohuzel
v mnoha zemich stéle jesté neexistuje dobra sit’ specializo-
vanych center pro 1écbu cévnich mozkovych ptihod s ne-
pretrzitou pé&ic.

Zobrazovani srazenin in situ

Informace o velikosti, sloZzeni a puvodu sraZeniny
maji potencial poskytnout zasadni podklady pro volbu
lécebné strategie nejen u samotné cévni mozkové piihody,
ale mohou pomoci i pii diagnostice a 1é¢b¢ dalSich zavaz-
nych kardiovaskularnich onemocnéni, jako jsou arterialni
embolizace, infarkt myokardu nebo ledvin, plicni embolie
a hlubok4 Zilni trombéza’. Dne$ni zobrazovaci metody
(napt. CT, rentgen, ECHO — echokardiografie, tedy ultra-
zvuk k vySetfeni srdce) umoziiuji spolehlivou vizualizaci
srazenin. Ty se skladaji pfedevS§im z trombocyti, Cerve-
nych a bilych krvinek a fibrinovych vldken. Podle mnoz-
stvi téchto slozek existuji tii typy sraZenin (a) bilé srazeni-
ny (vysoké mnozstvi fibrinu), (b) cCervené srazeniny
(bohaté na ¢ervené krvinky) a (¢) smiSené. Moderni zobra-
zovaci metody deteguji umisténi srazeniny s velkou pies-
nosti, ale zobrazeni srazeniny je realné pouze v ptipad¢, ze
se jedna o Cervené srazeniny. Ty se velice dobfe rozpous-
téji a nejsou tak lécebnou vyzvou. Hlavnim problémem
zustava uréeni velikosti a charakteru srazeniny. Bilé sraze-
niny maji vysoky podil fibrinu, jsou rezistentni
k trombolyze, a proto je jejich vizualizace klicova pro
volbu spravné 1ééebné strategie.

Teranostika

Teranostika je pomérné nova oblast mediciny
a v soucasné dobé¢ se jevi jako velmi vhodny nastroj perso-
nalizované mediciny, ktera je v mnoha ptipadech pii na-
staveni spravné a ucinné 1é¢by nezbytna. Terminem tera-
nostika oznacujeme spojeni terapeutickych a diagnostic-
kych pristupii do jednoho celku. Vytvofi se tak proces,
ktery je soucCasné diagnostikou, monitorovanim a 1é¢bou
onemocnéni za pouziti jednoho nastroje, latky nebo meto-
dy. Zéakladnim konceptem teranostiky je soucasné fungo-
vani diagnostického a lé¢ebného prvku pfi jediné aplikaci.
Cilem teranostiky bylo vytvofit pro rizné patologické
projevy specifickou a selektivni 1é¢bu a tim dosahnout
zefektivnéni terapie, piizpisobeni terapie na zakladé mo-
nitorovani 1é¢by a nasledné sniZeni pravdépodobnosti
vyskytu nezadoucich uéinka®.

Odborny vyraz teranostika byl poprvé pouzit v roce
1998 Johnem Funkhouserem’ a jiZ 1éta se piistup teranos-
tiky uplatiiuje v nukledrni medicing, kde je uspé$né pouzi-
vana a ma svij nezastupitelny vyznam pii 1écbé napf. na-
dorovych onemocnéni $titné zlazy. Postupné se teranosti-
ka dostava i do dalsich oblasti mediciny vzhledem k po-
stupnému rozvoji nanotechnologii. U nanocastic (NP) je
predpoklad, ze diky svym dobfe modifikovatelnym biolo-
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gickym vlastnostem by mohly mit bohaté spektrum vyuziti
hlavné pfi rozvoji personalizované mediciny a teranostiky.

V nukledrni medicing je jako teranostikum vniman
specificky radioaktivni izotop, ktery je vazan na léCivou
latku. Ta ma pak selektivni afinitu k uréitému typu tkang,
tj. vaze se na receptory bun&k'®. V poslednich letech se
teranostika uspés$né aplikuje u celé fady nadorovych one-
mocnéni, jako je rakovina prostaty a neuroendokrinni na-
dory. Jednim z jiz registrovanych a v terapeutické praxi
pouzivanych teranostik je radioterapeuticky konjugat zva-
ny '"Lu-PSMA-617, ktery je uréen k 16¢bé pokro¢ilé rezi-
stentni formy rakoviny prostaty. Tento preparat americky
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA — Food and Drug
Administration) schvalil zacatkem roku 2022 pod obchod-
nim nazvem Pluvicto® (cit.')). Létivo '"Lu-PSMA-617 je
kombinaci radioaktivniho izotopu lutecia-177 ('7’Lu)
amolekuly, ktera se vaze na PSMA (prostate-specific
membrane antigen), ktery je lokalizovan na builkéch
rakoviny prostaty. Diagnostickou slozkou teranostika
""Lu-PSMA-617 je PSMA, které se vaze na malformova-
né bunky, pak je pomoci zobrazovaci metody — pozitrono-
vé emisni tomografie — detegovan radioaktivni izotop
"Ly, ktery soudasné svym emitovanym zafenim ni&i
rakovinové buiiky'’. Na stejném principu spojeni moleku-
ly s vysokou afinitou k ur¢ité tkdni a radioaktivniho izoto-
pu prvku funguji i dal§i schvalené preparaty: Zevalin
(*°Y-ibritumomab tiuxetan)'?, Bexxar ("*'I-tositumomab)"
a Lutathera ('"’Lu-Dotatate)'*.

Teranostika zaloZzena na pouziti NP jako nosicu se
ukazuje jako velmi perspektivni oblast v oboru mediciny.
Nanocastice mohou byt navazany s terapeutickymi a dia-
gnostickymi latkami, coZ umozZiiuje pacientlim zpfistupnit
cilen¢jsi a efektivnéjsi diagnostiku a 1écbu onemocnéni.
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Prvnim ,,nano“ lé¢ivem registrovanym FDA byl Doxil®”
v roku 1995. U¢inna latka doxorubicin je chemoterapeuti-
kum, které se pouziva v terapii riznych onkologickych
onemocnéni, véetné rakoviny prsu, ovarii a Kaposiho sar-
komu. Doxorubicin je obalen nanocasticemi — liposomalni
vrstvou, kterd je perspektivni pro umisténi ligandt vézaji-
cich se na nadorové buiky, coz zajistuje jeho cilendjsi
ptistup k témto buikam, plsobi tak selektivné a snizuje
vedlejsi uginky 16¢by .

Nanocasticové teranostikum najde uplatnéni i v zob-
razovacich metodach, kde jsou jiZz pouzivany nanocastice
zlata nebo oxidu zelezitého, které podporuji zvyseni kvali-
ty obrazu a tim zlepSeni diagnostiky pfi pouziti MRI. Pti-
kladem takové latky je Combidex® (ferumoxtran-10),
ktery obsahuje syntetické magnetické nanocastice zlepSu-
jici kontrast ve snimcich MRI a ptipadné i diagnostiku
rakoviny lymfatickych uzlin. Na povrch NP Ize pak nava-
zat samotné 16¢ivo. Combidex® je vsak prozatim piedmé-
tem klinickych hodnoceni'®.

Jodované nanocastice jako kontrastni latka

Nizkomolekularni jodované latky jsou nejstarSimi
kontrastnimi latkami pouzivanymi v mediciné s uplatné-
nim pro zobrazovani tkdni pomoci rentgenového zéafeni —
skiagraficka a CT angiografie. V soucasné dob¢ se v kli-
nické praxi pouzivd vice nez deset schvalenych jodova-
nych kontrastnich latek'’, které oviem maji rychlou elimi-
naci z krve prostiednictvim ledvinové filtrace'®, coz ome-
zuje optimalni klinickou diagnostiku.

Nanocastice jsou v medicin€ stale vice vyuZivany
a jejich vyznam roste (viz tab. I a II).

Tabulka I

Priklady uplatnéni NP v preklinické praxi (in vitro diagnostika)
Typ NP Diagnostické vyuziti Lit.
Zlaté nanocastice detekce viru SARS-CoV-2 19
NanoFlares detekce rakovinnych bunék v krvi 20
Nanocastice Europia rychla diagnostika viru ptaci chiipky podtypu H7 21
Polovodic¢ové kvantové tecky fluorescenéni biomarker pro diagnostiku rakoviny 22
Uhlikové nanotrubice diagnostika a 1écba rakoviny plic 23
Nanovlakna detekce negativnich DNA mutaci a exprese gentl 24

Tabulka II

Piiklady uplatnéni NP v klinické praxi

Nazev Terapeutické vyuziti Lit.
Abelcet”, amfotericin B komplex lécba invazivni mykotické infekce 25
Doxil®, nanolipozomy 1é¢ba Kaposiho sarkomu, 1é¢ba karcinomu vaje¢niki 26
ABRAXANE®, paclitaxel-albumin lécba rakoviny prsu, plic a slinivky bfi$ni 27
Genexol -PM, micelarni paklitavex 1é¢ba pokrocilého stadia karcinomu prsu a plic 28
Rapamune®, nanokrystaly prevence odmitnuti transplantovaného organu 29
Zlaté nanotyce inhibice agregace B-amyloidu Alzheimerovy choroby 30

627



M. Kuchynka a spol.

NP vykazuji zésadni rozdily oproti v soucasnosti
pouzivanym nizkomolekuldrnim kontrastnim latkdm
v klinické praxi, a to diky svym fyzikalnim vlastnostem —
zejména velikosti, ktera prodluzuje jejich setrvani v krev-
nim fecisti. Kromé toho mohou byt nosici 1é¢iv a cilit na
jakoukoliv strukturu/tkan. Jednim z potencidlnich teranos-
tik jsou napf. jodované nanocastice (IoNP), které mohou
byt vhodnym doplitkem ke konvenénim jodovym kontrast-
nim latkdm. Ve srovnani s kovovymi nanocasticemi
(superparamagnetické nanocastice oxidu iontd — SPION,
zlaté nanocastice — AuNP), které nejsou v téle rozlozitel-
né, jsou pravé IoNP biologicky odbouratelné. IoNP tak
maji potencial stat se zdkladem moderniho teranostického
ptistupu ke zlepseni 1é¢by.

IoNP jsou tedy diagnostikem — mohou byt uzavieny
do liposomil, které maji na povrchu tzv. binder (ligand)
pro cilovou strukturu, v nasem ptipad¢ fibrin. Diky tomu
mohou byt selektivné vychytdvany v krevnim obé&hu
a zaméfeny na cilovou strukturu, ¢imz ji oznaci. Navic
muize byt na povrchu liposomu terapeutickd molekula,
napiiklad alteplaza, plazmin nebo mikroplazmin, ktera
umoziuje ferapeuticky G¢inek.

IoNP mohou byt vyrobeny z monomeru MAOTIB
(2-metakryloxyethyl(2,3,5-trijodobenzoat))*', viz obr. 1,
a v literatute jsou popisovany jako zadouci kontrastni lat-
ky, naptiklad pfi zobrazovani jater, sleziny a lymfatickych
uzlin®'. Vykazuji zvysenou viditelnost v krvi a mohou byt
vyuzity také pii diagnostice rakovinnych bun¢k
vjatrech™. ToNP navic nabizeji niz§i nefrotoxicitu
(toxicky ucinek latek na ledviny) nez nizkomolekularni
latky a vykazuji specifickou schopnost cileni. Zamétuji se
na fibrin ve srazening a jejich radiopacitni vlastnost (tedy
nepropustnost pro rentgenové paprsky, jevici se na rentge-
novém/CT snimku jako bild oblast) tak mize vizualizovat
srazeninu in situ’.

o
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Laserova ablace s indukéné vdzanym plazmatem
a hmotnostni spektrometrii (LA-ICP-MS)

LA-ICP-MS je vykonna technika zobrazovani prv-
ka** a v n&kterych ptipadech i proteinii (hmotnostni cyto-
metrie®®) s vynikajicimi mezemi detekce, v idealnich pfi-
padech az v fadech jednotek ng g ' (cit.***®). Jak bylo uve-
deno vyse, ischemickd cévni mozkova piihoda (spolu
s rakovinou) je celosvétoveé hlavni pfi¢inou umrti. Neni
proto piekvapivé, Ze v poslednich desetiletich roste zdjem
0 zobrazovani distribuce prvki/kovli a proteini v biolo-
gickych tkanich s cilem ziskat napf. obecné prvkove-
proteomické informace u konkrétniho onemocnéni’’®,
Barveni hematoxylinem a eosinem (HE) pfedstavuje za-
kladni tkanové barveni pouzivané v histologii, které slouzi
jako zéakladni kamen v 1ékaiské diagnostice a je ¢asto po-
vazovano za zlaty standard”’. Nicméné komplexni prekli-
nicky vyzkum vyzaduje multidisciplindrni pfistup zahrnu-
jici studium farmakokinetiky a dynamiky tohoto potenci-
alniho teranostika (IoNP pro detekci a 1éébu mrtvice).
Takové analyzy jsou mozné pravé diky pouziti této jedi-
neéné metody LA-ICP-MS kombinujici detekci vice prvki
a nové 1 proteind. Stanoveni distribuce proteinti/
biomarkeri umoznuje tak popsat informace napf.
o rozsahu poskozeni mozku v zdjmové oblasti. Tim se
otevird jedine¢nd moznost detegovat nové syntetizované
léky/kontrastni latky, zkoumat jejich chovani v modelo-
vém organismu nebo sledovat jejich ucinnost (spolu
s kombinaci histologickych pfistupl), a tim i uspéSnost
celkové 1écby. Proto miize byt tato zobrazovaci technika
velmi vhodna a miize byt vyuzita jako tzv. ,,zlaty standard*
zobrazovaci metody pro vyzkum napf. vySe zminovanych
IoNP pouzitelnych v oblasti teranostické mediciny.

@&K]

o
T Y O)H(CHJ T]/LL Benzoylperoxid
| h, DMAP NEt3, Toluen, 73 °C,
1 DCM, 18 h 15h
TIB-Cl HEMA MAOTIB poly(MAQOTIB)
o
Kolllphor® o
! /\/OTK]
© I N THF, ethenol, 3h 0 o
1
i PEG-IoNPs
Obr. 1. Schéma syntézy IoNP. Monomer je pfipraven esterifika¢ni reakci trijodbenzoylchloridu (TIB-Cl) s 2-hydroxyethyl-

methakrylatem (HEMA) v prostiedi dimethylaminopyridinu (DMAP) a triethylaminu (NEt3) rozpusténého v dichlormethanu (DCM).
Polymerace probiha mechanismem radikdlové polymerizace. Pomoci tetrahydrofuranu (THF), polyMAOTIB, ethanolu a stabiliza¢niho
surfaktantu — polyethylenglykolu (PEG — komeréni nazev Kolliphor®) jsou vytvofeny IoNP
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorku

In vivo: Laboratornim potkanim byla pod narkézou
vyvolana okluze stfedni mozkové tepny (MCAO, Middle
Cerebral Artery Occlusion). MCAO operace byla realizo-
vana zakrokem, kdy do kréni tepny potkana byla aplikova-
na uméla, baryem znacena srazenina na bazi lidského fib-
rinu (umély trombus), ktera se nasledné usadila ve stfedni
mozkové tepn&*’. B&hem terapeutického okna bylo potka-
nim aplikovano trombolytikum (napf. alteplaza) a IoNP.

Ex-vivo: Po eutanazii zvifete (potkana) byl odebran
vzorek krve a vyjmut mozek, spole¢né s dalsimi organy
(pfevazné jatra, ledviny, slezina). (I) Organy byly uchova-
ny pii —20 °C po dobu 60 minut. Takto chladem fixované
organy byly nasledné zality do kryo-média a nakrajeny na
kryotomu do podoby histologickych fezii o tloustce
10 um. Pfenos a skladovani fezid byly realizovany uchova-
nim na podloznim skle pfi teplot¢ —20 °C. (II) Vzorky
krve byly pipetovany na podlozni sklo.

Analyza LA-ICP-MS
Vzorky byly upevnény do komory laserového ablac-

niho systému spole¢né s kalibra¢nimi standardy. Byla
pouzita externi kalibrace s internim standardem telluru

-

Aplikace IoNPs

/_@
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a definovanym obsahem jodu (0, 5, 10, 50, 100, 200
a500 ug g '), které vérné napodobuji charakteristiky ne-
znamych vzorkd (tzv. matrix-matched standardy, tedy
standardy obsahujici stejnou matrici — tkan — jako samotny
vzorek). Ty slouzi nejen ke kvantifikaci mnozstvi jodu, ale
také k minimalizaci matricovych efektl a potlaceni rtizné
ablaéni rychlosti***. Podminky analyzy byly optimalizo-
vany pro kompletni ablaci tkanové hmoty z podlozniho
skla, a vysoké ioniza¢ni UCinnosti pro zvolené prvky
(viz tab. III). Byly méfeny prvky: *'P (zobrazujici cely fez
tkang), '*'I (stanoveni distribuce a farmakokinetiky IoNP),
'Te (interni standard). Ziskané hmotnostni spektrum
bylo kombinovano se zdznamem pozice laserového pa-
prsku a skladanim intenzifikovanych pixeld vznikla prv-
kova distribu¢ni mapa zajmového prvku. Cela metodolo-
gie ptipravy a analyzy je znazornéna na obr. 2.

Vysledky a diskuse
T¢Ini tekutiny

Krev diky své viskozité vykazovala tzv. ,efekt kavo-
vé skvrny* (coffee stain effect). Zminény jev se projevil
tim, Ze nejvyssi mnozstvi jodu bylo naméfeno na periferi-
ich kapky a uprostied kapky. Tento artefakt je viditelny
i na prvkové distribu¢ni mapé jodu (viz obr. 3) a zanasi do

2

B

l Odbér zajmovych organii

LA-ICP-MS analyza

| VloZeni kryo-fezii na podloZni sklo

\ Tvorba tenkych kryo-fezi

v

Analyza dat

Obr. 2. Postup piipravy vzorki pro analyzu pomoci LA-ICP-MS
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Tabulka IIT
Podminky analyzy LA-ICP-MS pro tkanové vzorky
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Laserovy ablacni systém LSX-213G2+ (Teledyne, Photon Machines, USA)

Energie laserového zareni, J cm™ 4,0
Opakovaci frekvence laserového paprsku, Hz 20
Pramér laserového paprsku, pm 150
Rychlost posunu, pm s 200
Ptiprava laserového paprsku s uzavienou clonou, s 10
Posun mezi liniemi, pm 150
Priitok nosného plynu, 1 min™' 1,0
Hmotnostni spektrometr s indukcné vazanym plazmatem Agilent 7900ce (Agilent, Japonsko)
Piikon do indukéni civky ICP, W 1550
Pritok plazmového plynu, 1 min™ 17,0
Celkovy integracni Cas, s 0,5250

3 minuty

Skala normalizovaného obsahu jodu

10

15

20

Obr. 3. Normalizovany obsah jodu ve vzorcich krve potkana po aplikaci IoNP analyzovanych pomoci LA-ICP-MS

dat heterogenitu stanoveni obsahu v celé kapce. Smérnice
pro normalizaci byla ziskana pomoci tkanovych standardt
jodu. Tento zpusob normalizace byl zvolen z divodu za-
jisténi porovnatelnosti mezi jednotlivymi méfenimi. Jeli-
koz ale standardy nereflektuji matrici krve, byla normali-
zace vztazena na bezrozmérné jednotky. Jiz ve 3. minuté
od aplikace IoNP byl zaznamenan nartist mnozstvi jodu
(viz obr. 3, 3 minuty), coz indikuje rychlou distribuci
IoNP v krevnim fecisti a dale do organismu. Tuto hypoté-
zu podporuje i fakt, ze jiz po 30 minutach od jejich aplika-
ce se obsah jodu v krvi vratil na ptivodni hodnoty (viz obr.
3, 30 minut).

Organy
Byly analyzovéany tenké fezy tkani potkana (mozek,

jatra, ledviny) a vysledky jejich distribu¢nich map jodu
v organech popisuje obr. 4. Mizeme zde také pozorovat

630

casové znacky eutanazie potkana po aplikaci IoNP (0,
30 min a 24 h). Pro lepsi vizualizaci struktury organt byly
distribu¢ni mapy jodu v organech doplnény mapami fosfo-
ru. Hodnota ,MAX* vedle kazdé distribu¢ni mapy ozna-
¢uje maximalni nastavenou hodnotu obsahové skaly, kterd
je znazornéna Cerveng.

Sdruzené skupiny distribu¢nich map organti vykazuji
podobny trend jako u krve. Zde se 30 minut po aplikaci
TIoNP ve velkém mnozstvi dostaly z krevniho teCisté do
mozku (pramémy obsah v fezu tkand 570 pg g ™). Zde lze
pozorovat zna¢nou nehomogenitu distribuce jodu po
30 minutach po indukci IoNP (viz obr. 4, Mozek — 30
minut). [oNP se zdrzuji pouze v mistech s vysokym obsa-
hem Zeleza, coz naznacuje distribuci v cévach bez vétsich
prinikd do nervové tkang. Pro spravnou vizualizaci sraze-
niny je potieba optimalizace kroku ,,vymyti“ IoNP z krev-
niho fecisté mozkové tkané, aby nedochazelo k navySova-
ni signdlu v jinych mistech mozkové tkan€, nez kde je
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pfitomna sraZenina. Pak je moZnd sprdvnd interpretace
vysledkt. Primérny obsah jodu v fezu mozkové tkané po
24 hodinach byl stanoven na 0,101 ug g™'. Tento obsah je
stejny, jako u mozku potkana bez aplikace IoNP. Miizeme
tedy fici, ze IoNP jsou po 24 hodinach plné vylouceny
z tohoto organu. Detekci jodu v dalSich organech mizeme
pozorovat, Ze odbourani IoNP probihé v jatrech (4,910 pg g
po 30 min a 3,580 pg g’1 po 24 hodinach, ve srovnani
s primérnym obsahem jodu bez aplikace IoNP, tedy
0,095 ug g, viz obr. 4, jatra), tedy vyloudenim pies Zlu-
cové cesty do stiev. Oproti detekei jodu v ledvinach, je-
jichz obsah po 30 min (0,390 pg™') i 24 hodinach
(0,300 ug g ") po aplikaci IoNP je jen nepatrné zvysen
oproti obsahu v ledving bez aplikace IoNP (0,107 pg g ).
Jiz po 24 hodinach dochazi tedy k vylouceni vétSiny IoNP
Z organismu.

Vyhodou analyzy téchto biologickych vzorkt pomoci
LA-ICP-MS je nejen stanoveni jejich distribuce, posouze-
ni (ne)homogenity v tkani, ale také kvantitatifikce a moz-
nost vypoctu primérného obsahu jodu v tkani, a tedy sta-
noveni farmakokinetiky téchto [oNP. Nevyhodou je stano-
veni IoNP jako signalu '?I, nikoli ve formé ,,single nano-
particle modu®, tedy detekci jednotlivych nanocastic, ktera
se vsoucasné¢ dobé rutinné zatim nepouziva (z diavodu
napf. nedostateCné vyspé€lé instrumentace, velice slozité
optimalizace metody, ¢i dlouhé doby a vysoké ceny analy-
zy). Tato nevyhoda znemoziuje ziskani informace o jejich
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Obr. 4. Stanoveni distribuce a priumérného obsahu jodu v tenkych Fezech organi po aplikaci IoNP pomoci LA-ICP-MS
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Ledvina

Organy - 50 pgg*
Mozek - 3000 pg g*

Opgg*

biodegradabilit¢ (rozlozeni biologickymi procesy), tedy
zda jsou IoNP v organech v pilivodni formé nanocéstic,
nebo jiz rozlozené. Tato informace mize byt nasledné
ziskana pomoci zobrazeni elektronovym mikroskopem.

Zaveér

Vyhodou LA-ICP-MS je pti vyzkumu celé fady one-
mocnéni nejen zobrazeni samotné distribuce zajmovych
prvki, ale také moznost jejich kvantifikace, a to jak celko-
vé (v celém fezu tkang), tak v jeji zajmové oblasti. Muze-
me tedy popisovat farmakokinetiku chemickych latek
uréenych k pouziti v Iékaiské diagnostice, 1é¢bé nebo pre-
venci nemoci zalozenych na prvku, ktery neni organismu
vlastni (abiogenni). V takovém pfipadé mizeme obsah
a distribuci lé¢iva snadno sledovat. V nasem piipadé je jod
sice v organismu Castecné zastoupen (napf. Stitna zlaza),
jak je ale patrné z analyz organti potkani nelécenych
IoNP, jeho realné mnozstvi vyjma §titné zlazy je v tkanich
prakticky zanedbatelné.

LA-ICP-MS se tedy v poslednich letech stava velice
ucinnym nastrojem pro vyvoj a testovani 1éCiv, stanoveni
jejich farmakokinetiky a v neposledni fad¢ také ucinnosti.
Ruku v ruce jde staly vyvoj nové instrumentace, ktera jiz
v dnesni dobé dovoluje nejen nizsi meze detekce, ale také
mnohem rychlejsi a tim levnéjsi analyzy.
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New Opportunities for Theranostics Research in
Stroke
Stroke, myocardial infarction, and pulmonary

embolism represent a significant health burden for modern
society, with their primary causes being blood clots and
damage to the endothelial lining of blood vessels.
Accurate and rapid diagnosis of these clots, particularly
determining their age, is crucial for optimal treatment
selection, such as thrombolysis (pharmacological
dissolution of the clot) or thrombectomy (mechanical
removal of the clot). However, existing diagnostic
methods do not achieve the required levels of accuracy
and efficiency. This article explores the potential of
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iodinated nanoparticles (IoNPs) based on polyiodinated
biodegradable polymers, which can selectively target
specific components such as fibrin, thereby enabling
visualization of blood clots using X-ray imaging
techniques like computed tomography (CT) or
fluoroscopy. The nanoparticles have the capability not
only to visualize clots but also to estimate their age, which
could significantly support a modern theranostic approach
that combines diagnosis and therapy. The article also
demonstrates  the  possibilities of  testing  the
pharmacokinetics of these theranostics using a model
organism (rat), employing the method of laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-
MS). This approach contributes to a better understanding
of the biodegradability of potential therapeutics and
represents a key step in preclinical evaluation.

stroke, laser  ablation,

Keywords: theranostic,

nanoparticles
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I C C T 14.-16. dubna 2025

INTERNATIONAL CONFERENCE ]
ON CHEMICAL TECHNOLOGY Hotel Galant, Mikulov

12. mezinarodni
chemicko-technologicka konference

DEKARBONIZACE ENERGETICKY NAROCNYCH ODVETVi - GREEN DEAL,

« Dekarbonizace - konverze a skladovani energii, zachytavani uhliku a jeho pouziti

« Inovativni zpusoby vyroby vodiku s vyuzitim obnovitelnych a udrzitelnych zdrojt energie
Obéhové hospodarstvi

RGANICKA TECHNOLOGIE, PETROCHEMIE, APLIKOVANA KATALYZA
ORGANICKA TECHNOLOGIE

* Ropa, plyn, uhli - alternativni suroviny, nové technologie, biorafinerie,
- paliva, biopaliva

j,|LPetroc:hemie a organicka technologie - alternativni suroviny, nové
technologie, noveé a rozhoduijici
produkty vcetne vyroby polymert

+ Aplikovana katalyza a organicka technologie

BIOTECHNOLOGIE, TECHNOLOGIE CHEMICKYCH SPECIALIT
+ Biotechnologie a biorafinace

+ Syntéza a vyroba léciv

* Polymery, kompozity

NOVE MATERIALY, ZDROJE ENERGIE, VODIKOVA STRATEGIE, POKROCILE
PROCESY A APARATY, TECHNOLOGIE PRO OCHRANU PROSTREDI

+ Anorganicka technologie
+ Materialoveé inzenyrstvi (v€etné modernich kovovych biomaterialt

pro lekarske ucely)
* Procesni inzenyrstvi Reg iS trace, fo rmu léf
EKONOMIKA CHEMICKEHO PRUMYSLU k zaslapl abs tra kt -
* Ekonomika chemického primyslu v novych podminkach  Q dal_§|' |nformace od r|'J na

2024 na www.kct.cz.

hnologie pro ochranu prostredi o

»

s & @= D R T .-}

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx ¢ CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
SCHP CR v PRAZE
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histogram display
of cell counts

Mounts anywhere
for storage and
charging

Ergonomic design
for fatigue-free use
as if using a pipette

Wireless capability
for instant printing
or data transfer

Precise, microfluidic
technology based
sensors

Accuracy you can count on,
smarter than ever.
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Millipore.
operates as MilliporeSigma in the

U.S. and Canada. Preparation, Separation,

Filtration & Monitoring Products





