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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva nalezenim optimdlnich podminek pro stanoveni
vitaminu B12 metodou techniky sekvenc¢ni injek¢éni analyzy (SIA).

Zakladem stanoveni je chemiluminiscen¢ni reakce, pfi niz dochéazi k oxidaci luminolu
peroxidem vodiku za katalyzy iontd kobaltu v bazickém prostiedi.

Pomoci  spektrofluorometrického  detektoru  byla  proméfovana  intenzita
chemiluminiscen¢niho zéafeni a naméiené intenzity byly zaznamenavany.

Pted samotnym stanovenim byly experimentdlné¢ nalezeny vhodné experimentalni
podminky. Celkem byly optimalizovany 4 parametry, a to hmotnostni procento peroxidu
vodiku, pomér objemu mezi ddvkovanym vzorkem kobaltnatych iontli a roztokem
luminolu, pratokova rychlost vzorku a koncentrace luminolu.

Za optimalizovanych podminek doslo k proméfeni nékolika roztoki o znamé
koncentraci kobaltnatych iontl, na zakladé ¢ehoz byla sestavena kalibracni zavislost
intenzity chemiluminiscen¢niho zafeni na koncentraci iontli kobaltu. Pro toto stanoveni
byly uréeny zakladni charakteristiky.

Pro stanoveni samotného vitaminu B12 technikou SIA bylo vychazeno z faktu, ze
molekula tohoto vitaminu obsahuje pravé jeden atom kobaltu, ktery byl za pomoci
pusobeni UV zéfeni z molekuly uvolnén. V zavéru prace byla porovnana koncentrace

ziskand métenim s deklarovanou koncentraci vzorku vitaminu B12 od vyrobce.
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Abstract

This bachelor thesis deals to find the optimal conditions for the determination of
vitamin B12 by the Sequential Injection Analysis (SIA).

The basis of the determination is a chemiluminescence reaction in which luminol is
oxidized by hydrogen peroxide under the catalysis of cobalt ions in a basic medium.

The intensity of the chemiluminescence radiation was measured using
a spectrofluorometric detector and the measured intensities were recorded.

Suitable experimental conditions were found experimentally before the actual
determination. A total of 4 parameters were optimized, namely, the mass percentage of
hydrogen peroxide, the ratio between the dosed cobalt ion sample and the luminol
solution, the sample flow rate and the luminol concentration.

Under optimized conditions, several solutions of known cobalt ion concentration were
measured, from which a calibration dependence of chemiluminescence intensity on cobalt
ion concentration could be established. For this determination, the basic characteristics
were determined.

For the determination of vitamin B12 itself by the SIA technique, it was assumed that
the vitamin molecule contains exactly one cobalt atom, which was released from the
molecule by the action of UV radiation. At the end of the work, the concentration obtained
by the measurement was compared with the declared concentration of the vitamin B12

sample from the manufacturer.

Keywords

Sequential injection analysis
Chemiluminescence
Luminol

Vitamin B12



Obsah

L U 1o T OSSPSR 8
1.1 Cile baKalAISKE PraACE.......cci ittt e e e e e e e e e s aaees 8

2 TEOrEtICKA CAST.....coi e 9
21 Pritokove tECINIKY ........ooiiiee e 9
211 SekvenlniinjeKENi @nalyzZa .........occueeiiiiiiiiiiiii e 11

2.2 LUMINISCENCE ...ttt e s e e e e s e e e e e 13
221 ChemilumINISCENCE ........eiiiiiiiiiie ittt b e 14
2.2.2  Princip chemiluminiscence luminolU.............cccuiiiiiiiii e 15

2.3 RV 122 12 011 0}V OO PPPPPUPPRRN 17
2.3.1 Vitaminy B ..o 17
2.3.2  VHAMIN B2 ..ottt sttt b e 18

3 EXPerimentalni CASt.......c.uiii e 20
3.1 Pouzité pristroje @ vybaveni ... 20
3.2 POUZIté ChEMIKAIIE........oeeeiii e 20
3.3 PFiprava pouzivanyCh roztOKU............c.uuiiiiiiii i 21
3.4 Experimentalni uspofadani aparatury SIA ... 21
3.5 Statistické zpracovani VYSIEdKU ...........coooiiiiiiie e 23

4  Vysledkova Cast a diskUze ... 25
4.1 Optimalizace parametrl ............uvviiiii e 25
4.1.1  Hmotnostni procento roztoku peroxidu VOdiKu............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
4.1.2 Pomér mezi davkovanym vzorkem kobaltnatych iontd a roztokem luminolu.......... 26
4.1.3  Pritokova ryChlost VZOIrKU ..........cociiiiiiiiiiic e 27
4.1.4  Koncentrace IUMINOIU .........oocuiiiiiiiiiee e e e 28

4.2 Souhrn optimalizovanych parametrl............oocooiiiiiiiiiii e 28
4.3 Kalibracni zavislost pro stanoveni kobaltnatych iontl v roztoku.............ccccceeeeennee. 29
4.4 Zakladni charakteristikKy StanOVeNT ..........oooiuiiiiiii e 30
4.5 Stanoveni vitaminu B12 v analyzovaném vZorku ...........ccccoiiiiiiiieiiiiiiieeeee e 30

LT - 1V RSP SSTRSTR 32
I o TU P41 = 11 (=Y = (U = USRS 33



Seznam pouzivanych zkratek

c(Co?") koncentrace roztoku kobaltnatych iontl [mg/1]

¢ (lum) koncentrace roztoku luminolu [mmol/I]

CL chemiluminiscence

FIA prutokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)

Len intenzita chemiluminiscen¢niho zéfeni

LOD mez detekce (Limit od Detection)

LOQ mez stanovitelnosti (Limit of Quantification)

SFA segmentova pritokova analyza (Segmented Flow Analysis)

SIA sekven¢ni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)

s smérodatnd odchylka

Sy relativni smeérodatna odchylka

THF tetrahydrofolat

Uuv ultrafialové zafeni (Ultraviolet)

V (Co ?") davkovany objem roztoku kobaltnatych iontd [pl]

V (lum) davkovany objem roztoku luminolu [pl]

w (H20;) hmotnostni procento peroxidu vodiku [%]

X median

vp (Co %) objemova prutokova rychlost roztoku kobaltnatych ionti [ml/min]
v p (H202) objemova pritokova rychlost roztoku peroxidu vodiku [ml/min]



1 UVOD

1.1 Cile bakalarské prace

V této bakaléaiské praci bylo cilem stanoveni vitaminu B12 za pomoci vyuziti
sekvenéni injekéni analyzy (SIA) ve spojeni se spektrofluorimetrickou detekci méfenim
intenzity chemiluminiscen¢niho zareni. V prvnim kroku byly optimalizovany vhodné
podminky pro samotné méfeni a nasledn¢ byla proméiena sada roztoka kobaltnatych
iontd, kterd byla vhodna pro sestaveni kalibra¢ni pfimky pro nasledné urceni koncentrace
vitaminu B12. Bylo vychdzeno ze skutecnosti, ze molekula B12 obsahuje pravé jeden
kobaltnaty ion, ktery byl za pomoci UV zéfeni vyvazan a bylo tak mozné ho stanovit

pomoci vySe zminéné techniky SIA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pratokové techniky

Pritokové metody byly ve svych pocatcich, tedy v 50. letech 20. stoleti, pfedevSim
zaméfeny na mechanizaci sbéru elucnich frakci pfi chromatografickych separacich
a ke vzorkovani monitorovanych procest fyzikalné-chemickych parametrti v praimyslové
vyrob¢. Postupné byl tento cil dale rozsifovan, piichazela tak jednoduché a prakticka
automatizace, kdy byla zkousena manipulace vzorku v kapalné formé¢, ktera prochazela
uritym prutokem za pouziti prutokového detektoru. Kromé mechanizace stanoveni, ktera
byla docilena diky pouziti pritokovych analytickych metod, byla oproti manualnimu
procesu zvySena piesnost, propustnost analyzy, a naopak doSlo ke snizeni moznosti
kontaminaci vzorku. Vysledek stanoveni vSak nezévisel pouze na pouzité chemii, ale byl
také odrazem vSech dynamickych procest, které béhem procesu méteni probihaly. [1]

Prvni praktickou aplikaci pritokové techniky byla metoda segmentové prutokové
analyzy (SFA — Segmented flow analysis). Vzorek nebo promyvaci roztok je nasavan ke
slouceni s proudem vzduchu (popi. s proudem nemisitelného rozpoustédla), coz vede ke
vzniku segmentovaného proudu, ktery obsahuje nékolik samostatnych zatek. Dlsledkem
segmentace proudu je minimalizovano rozsiteni zon, v kazdé zatce dochazi tak vylepSeni
promichani a vnitini st€ny trubice jsou vycistény, uvniti zatek v disledku téchto jevl
dochazi k typickému proudéni. ProtoZe jsou zde ptfitomny dvé faze, manipulace se vzorky
je omezena kompresi, resp. expanzi, asto jsou tyto jevy zavislé na teploté, coZz omezuje
univerzalnost a propustnost vzorku. K odstranéni vzduchové faze dochézi vétSinou pred
samotnou detekci, v piipadé modernich pfistrojui je tato faze odstranéna elektronicky
zafizenim na vtokové bubliny. [1, 2]

Prvnim komerénim pfistrojem, ktery byl sestrojen v roce 1957 a pouzival metodu SFA
s fotometrickou detekci se nazyva Technicon Autoanalyzer slouZici k analyze krevniho
séra. Prestoze v pribéhu 70. let doslo k zavedeni metody priitokové injekéni analyzy,
SFA byla diky vysoké pfesnosti a nizkému detekénimu limitu i nadéle pouzivéana. [3]

Analyzatory vyuzivajici metody SFA hraly nemalou roli v chemické analyze,
a 1 v soucasnosti jsou v odvétvi primyslu, klinickych a enviromentéalnich laboratotich
vyuzivany, konkrétné pro analyzu vody, moiské vody, padnich extraktti, hnojiv, tabaku

a napoju. [1, 3]



V roce 1975 byla zavedena nova technika — pritokova injek¢ni analyza (FIA — Flow
injection analysis), u jejihoz zrodu stal tym analytik z University of Washington pod
vedenim J. Ruzicky a E. H. Hansena. Zakladni komponenty pro FIA jsou srovnatelné
s SFA, jedna se o peristaltické cerpadlo, které slouzi k pohonu vzorku a jednotlivych
reagencii, nékolik plastovych trubek, jejichz funkce je ptenos kapaliny do detektoru. [4,5]

Na rozdil vSak od SFA ve FIA neni vyuzivano zddného druhu segmentace plynu, coz
této metod¢ poskytuje vlastnosti jako jednoduchost a robustnost. [1]

Dal§sim rozdilem mezi témito dvéma metodami je, ze SFA pracuje v rezimu
turbulentniho proudéni, ale FIA vyuziva proudéni lamindrniho. Diky tomu je sniZena
pravdépodobnost pienosu mezi vzorky davkovanych po sobé. [5]

Zakladni principem FIA je pfevedeni analytu na detekovatelny produkt, cehoz je
dosazeno probéhnutim reakce s danym cinidlem a vysledny produkt je poté kvantifikovan
ptislusnou analytickou metodou. Vzorek je za pomoci ddvkovaciho kohoutu davkovan
do kontinudlniho nosného proudu, dochdzi k promiseni s reakénim cinidlem, vznikly
produkt je unasen jednotlivymi zénami plynulého pritoku vicekandlovym systémem az
k samotnému detektoru. [4]

Zasadnimi pozitivnimi vlastnostmi FIA oproti SFA jsou snizeni objemt vzorku, tedy
mensi spotieba reagencii, krat$i doba odezvy a mensi primér trubek ¢i hadicek, kterymi
kapalina proudi. FIA také nevyzaduje, aby bylo béhem reakce dosazeno chemické
rovnovahy, Zadouci vSak je, aby rozsah reakce byl konstantni a reprodukovatelny. Velkou
vyhodou FIA je taky jednoduché a snadné sestaveni aparatury, coz vedlo k velkému

roz§ifeni v chemickych laboratofich. [5]
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2.1.1 Sekvencni injekéni analyza

Na pocatku 90. let byla publikovana a zacala byt také pouzivana metoda sekvencni
injekéni analyzy (SIA). U jejiho zrodu stdl opét tym analytiki z University od
Washington a za cil si kladl odstranit nevyhody metody FIA. Metoda SIA ma analyticky
princip stejny jako metoda FIA, tedy pfevedeni analytu na produkt, ktery je mozny
detegovat po probéhnuti reakce s ¢inidlem. Hlavni rozdilem téchto metod je smér toku,
u STA je moznost kromé piimého toku také tok zpétny, viz Obr. 2.1. Toho je dosazeno
diky oddé€lenym méticim cyklim, kdy jsou za pomoci vicecestného ventilu a pistového
cerpadla nadavkovany do systému vZdy postupné jednotlivé reagencie, poté dojde k jejich
promiseni, tedy probéhnuti pozadované chemické reakce na vysledny produkt, ktery je

za pomoci detektoru detegovan. [4, 6, 7]

B_‘
D‘__ﬁ

E S, I
—_—

Obr. 2.1 Schéma principu SIA a jejiho vyuziti zpétného toku (prevzato z [7])

I kdyz u metody FIA doslo k pomérné velkému sniZzeni mnoZstvi reagencii, spotieba je
stale pomérne vysoka. U SIA je spotieba reak¢nich ¢inidel a mnozstvi odpadu podstatné
niz$i ve srovnani s FIA. Vzorky a reagencie potfebné pro probéhnuti reakce a detekci
analytu jsou spotfebovavany v fadek mikrolitri. [8]

SIA spole¢né s FIA diky nizké spotiebé chemickych reagencii a vzniklého odpadu
spliuji parametry tzv. Green analytical chemistry (GAC), v ptekladu Zelené analytické
chemie. [9]

Mezi vyhody SIA ve srovnani s FIA fadime jeji univerzalnost, spolehlivost. [10]
DalSimi klady metody jsou kromé& jiz vySe zminéné nizké spotieby cinidel také

robustnost, rychlost a flexibilita, diky zmén¢ parametrii pomoci pocitace. [1, 4]
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Obr. 2.2 Porovnani schémat pro techniku FIA (schéma 1) a techniky SIA (schéma 2),
(pFevzato a upraveno z [6]);

P — nosny proud, JP — jednosmérna pumpa, OP — obousmérna pumpa, MC — misici
civka, V —vzorek, C — ¢inidlo, D — detektor, O — odpad

Provoz aparatury SIA a samotna detekce mohou byt plné automatizovany pomoci
pocitace, coz snizuje moznost chyby lidského faktoru a vysledky jsou Iépe
reprodukovatelné. [10, 11]

Detektory jsou voleny podle typu probéhnuté reakce, nejvice pouZivanymi jsou
spektrometrické, fluorescencni ¢i elektrochemické. [4]

Pomoci SIA je mozné stanovit anorganické ionty i latky organické povahy. Technika
SIA je vyuzivana v oblastech chemie zivotniho prostfedi, klinické chemie, potravinarské
chemie a chemie 1éCiv. [4, 12]

Konkrétng mize byt SIA pouZita pro stanoveni iontl ve vodé (napi. Ca®*, Mg**, Fe**,
CI', F, NO*, NO? a dalgi), a tak ur¢it jeji kvalitu. Pro bioanalytickou aplikaci je ¢asto
vyuzivana SIA s imobilizaci protilatek ¢i antigend. SIA je vhodna piedevs§im pro rutinni
analyzy, kde existuje velka sada vzork. [4]

Technika SIA byla pouzita v této bakalatské praci pro stanoveni vitaminu B12.
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2.2 Luminiscence

Luminiscence byla blize vysvétlena v pocatcich 20. stoleti, kdy dochazelo k rozvoji
kvantové mechaniky. Jev luminiscence, ¢eské oznaceni také svétélkovani, je definovan
jako prebytek zéfeni télesa nad jeho tepelnym zéafenim, pokud ptebytek trva déle nez
piiblizné 10 s (po ukonéeni budiciho tw¢inku). Dochazi tedy k uvolnéni
elektromagnetického zaieni, které je zptisobeno piedchozim dodanim energie — molekula,
ktera byla uvedena do stavu s vyS$$i energii (excitovany stav, ktery neni stabilni) se
pfechodem do svého zékladniho stavu o energii niz§i dostane vyzatenim svételného
kvanta, ¢imz uvolni pfebytek energie ziskané. [13—15]

Tuto vySe uvedenou skutecnost 1ze popsat jednoduchym schématem:

luminofor + E — luminofor* — luminofor + hv

kde luminofor je svétélkuji latka, E znaci pfijatou energii, (*) znaci excitovany stav, hv
znaci uvolnénou energii ve formé zareni (vychdzi z Planckova zakona pro popis energie
fotonu). [13, 14]

Rozlisujeme n€kolik druhd luminiscence podle typu budici energie, tedy na zaklad¢
mechanismu, diky némuz se luminofor dostane do excitovaného stavu (viz Tab 2.1). [13,

15]

Tab. 2.1. Rozdéleni druhii luminiscence (prevzato z [13])

Druh luminiscence Budici energie
Radioluminiscence kratkovinné elektromagnetické zafeni
Termoluminiscence tepelna
Elektroluminiscence elektricka

Katodové luminiscence  elektrony urychlené v elektrickém poli

Triboluminiscence mechanickd — tfeni, stlacovani apod.
Chemiluminiscence chemickad reakéni

Fotoluminiscence svételné zareni, popt. UV zareni
Sonoluminiscence ultrazvuk
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Latky, které jsou schopny luminiscence, jsou nazyvany luminofory. Obecné se déli na
organické a anorganické. Do skupiny organickych luminofort patii roztoky a krystaly,
anorganické délime na skla a krystalofosfory. [14]

V ptipad¢ organickych luminofort je piivodcem luminiscence molekula, nelisi se tedy
zateni od latky pevné (krystal) od latky v kapalné formé, roztoku. Oproti tomu
u anorganickych latek pevnych je podminkou pro schopnost luminiscence seskupeni

nékolik atomd. [16]

2.2.1 Chemiluminiscence

V ptipad€ chemiluminiscence (CL) je luminiscencni svétlo ziskdno diky prob&hnuti
chemické reakce, tato reakce zahrnuje piesun elektronu z nizsi energetické vrstvy do
vrstvy vyssi, tedy do excitovaného stavu. Pfi rozpadu excitovaného stavu nasledné miize
dojit k emisi fotonll. Takto emitované svétlo mlze byt zultrafialové, viditelné ci
infracervené oblasti. [17]

Vyuziti CL jako analytické techniky ma né€kolik vyhod — neni potieba zadny externi
svételny zdroj, coz zpusobuje vysokou citlivost a za vhodnych experimentalnich
podminek je zde pfima umérnost mezi intenzitou vystupniho svétla a koncentraci analytu
ve zkoumaném vzorku. [18, 19]

Ve velké vétsing v piipadeé CL jde o probéhnuti oxidacni reakce. Nejzndméjsi je reakce
zlutého fosforu na vzduchu, ktera dala reakci jméno fosforescence. V praxi se pro

indikaci probéhnuté reakce pouzivd luminol (reakce s peroxidem vodiku), lucigenin

a derivaty siloxenu. [14]
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2.2.2 Princip chemiluminiscence luminolu

Luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion) je zluta krystalicka praskovita latka,
kterd je rozpustnd ve vétSin€ polarnich organickych rozpoustédlech. Jedna se
o diprotickou kyselinu, kterd v kyselych roztocich protonizuje a v bazickych dochazi
k jeji disociaci. Roztok luminolu neni pfili§ tepelné stabilni, neni vhodné ho vystavovat

vysokym teplotdm. [13, 20]
O

NH

NH
NH, O

Obr. 2.3 Strukturni vzorec luminolu (prevzato z [13])

Je jednou z nejpouzivangjSich luminiscenénich latek diky své dostupnosti a nizkym
nakladim. [19, 20]

K emisi CL luminolu dochazi v alkalickém prostiedi za pomoci téchto oxidac¢nich
¢inidel: ozon, halogeny, singletovy kyslik, persirany, chlornany, peroxid vodiku,
manganistan, jodistan ¢i hexakyanoZelezitan draselny, nebo je moZzné provést jeho
elektrooxidaci na vhodné elektrodé. K CL dochazi pii vlnové délce 425 nm.
Nejpouzivangj$im oxidacnim ¢inidlem je peroxid vodiku [19, 20]

CL vlastnosti luminolu byly objeveny v roce 1928 némeckym chemikem H. O.
Albrechtem. Luminol existuje ve 2 izomerech, které jsou vyobrazeny na Obr. 2.3, kdy
izomer I je stabilngj$i, vykazuje CL a fluorescencni vlastnosti, oproti izomeru II, ktery

jevy nevykazuje. [19]

NH,; ﬂ) NH, ﬂ)
C. C
NH
| N—NH,
NH
c” C
[ I
O o]
I 11

Obr. 2.4 Chemické struktury izomerii luminolu (prevzato z [19])
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Mechanismus CL reakce luminolu je zalozen na jeho oxidaci za piitomnosti
katalyzatoru (pokud je pouzito vodné rozpoustédlo) v alkalickém prostiedi.
Meziproduktem této reakce je a-hydroxiperoxid, jehoz rozklad vede k excitovanému
stavu a nasledné poté k vyzareni svétla (tento proces je zcela unikatni a zavisi na pH

prostiedi, ve kterém probihd). [21]

I?IH
NH
NH; O NH;
a-hydroxiperoxid
-N2
OH OH
*
(8] 0
a
09 —_——
NH; O NH; O

+ svétlo

Obr. 2.5 Zjednoduseny reakcni mechanismus CL luminolu (prevzato a upraveno z [21])

CL vlastnosti luminolu jsou vyuzivany pro analytickou analyzu v enviromentalnim
prostiedi, u imunotestd, monitorovani metabolickych drah, ve farmaceutickém

a biologickém primyslu, v minulosti byl vyuzivan pfi forenznich identifikacich. [13, 20]
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2.3 Vitaminy

Vitaminy jsou pfirodni bioaktivni latky, které jsou fazeny do skupiny hlavnich zivin
pro lidsky organismus. V téle funguji pfedevsim jako katalyzatory chemickych reakci.
Vitaminy jsou molekuly organické povahy a mohou byt soucasti kofaktorii (nepeptidova
¢ast enzymt, kterd je nezbytnd pro katalyzu). Jsou dilezité pro spravné fungovani
organismu, Ucastni se metabolismu a regulaci bun¢k a klicovou roli maji také pro spravny
vyvoj a rust. Esencidlni vitaminy je nutné piijimat jako soucast potravy, protoze télo
nema tu moznost je syntetizovat, jsou vsak zasadni pro zachovani zakladnich zivotnich
funkci. Jako provitaminy oznacujeme skupinu latek, které slouzi k syntéze vitaminu
v téle, dochazi tak k jejich pteméné. Obecné vitaminy délime do 2 zakladnich skupin,
a to podle jejich rozpustnosti. Prvni skupinou jsou vitaminy rozpustné v tucich, které se
predevsim vazi na bunééné jaderné receptory a ovliviiuji expresi gentl, maji vetsi
uhlovodikovou strukturu a jejich vazby jsou ve vét§in€ nenasycené. Do této skupiny
fadime vitaminy A, D, E a K. Druhou skupinu tvofi vitaminy rozpustné ve vodé, tedy
vSechny vitaminy skupiny B a vitamin C. Ty jsou zodpovédné za enzymatickou aktivitu,
protoze jsou kofaktory pfislusnych enzymi, casto jsou nabitymi molekulami nebo

obsahuji funk¢ni skupiny polarni. [22-25]

2.3.1 Vitaminy B

Vitaminy B nemaji jako celek podobné chemické struktury, jejich spole¢nou vlastnosti
je pouze rozpustnost ve vodé¢ a funkce bunécnych koenzymil v katabolickych
1 anabolickych reakcich. Do této skupiny fadime 8 vitaminti: thiamin (B1), riboflamin
(B2), niacin (B3), kyselina pantothenova (B5), vitamin B6, folat (B9) a vitamin B12.
Mezi jejich spolecné ucinky na organismus fadime naptiklad udrZzovani spravné funkce
nervového systému, vyrobu energie v metabolickych drahach, ddle maji vliv na syntézu
a opravy genetické informace, genomovou i negenomovou metylaci a v neposledni fadé
1 na syntézu signalnich molekul. [26, 27]

Tato skupina vitaminu je syntetizovana v organeldch rostlin (chloroplasty,
mitochondrie, cytosol) a jejich regulace je fizena podle ménicich se potieb rostliny,
pfi¢emz jejich funkce je zde srovnatelnd s funkei u Zivo€isnych organismi. I kdyz jsou
ptuvodci vitaminQ rostliny, jsou casto konzumovéany z zivoCiSné stravy, kde dochazi

k jejich pocateCnimu ptizptsobeni pro bioaktivni funkci. Vitamin B12 je oproti ostatnim
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vitaminim skupiny B syntetizovan bakteriemi, jeho pfijem je z ZivocCiSné stravy
(u ptezvykavct dochazi k dalsi syntéze). [26]

Byl také zkouman vliv nedostatku vitamind skupiny B v souvislosti na nachylnost
a ¢etnost zlomenin. Na zéklad¢ téchto poznatkii jsou vitaminy B fazeny k dilezitym
zivinam spolu s vitaminem D a vapnikem pro spravnou fyziologii kosti. [27]

Vliv na stav duSevniho zdravi maji z této skupiny piedev§im vitaminy B1, B3 a B12.

[28]

2.3.2 Vitamin B12

Vitamin B12, kobalamin, je jeden z vitamind rozpustnych ve vodé. Pro lidské potieby
vyzivy je ziskavan z zivociSnych zdroji potravy, a to piedevsim z Cerveného masa,
mlécnych vyrobkl, vajec a ryb. [29-31] Jako doporuceny denni pfijem je udavéana
hodnota 2,4 pg/den. [30, 32]

Zakladem struktury vitaminu je korinovy makrocyklus s centralné vdzanym atomem

kobaltu. [33]

Obr. 2.6 Struktura kobalaminu (vitaminu B12) (prevzato a upraveno z [33])

18



Kdyz je vitamin B12 (vytvofeny B komplex spolu s vnitinim faktorem) absorbovan
do téla (k jeho absorpci dochazi v termindlnim ileu), i€astni se nékolika metabolickych
drah, které jsou dulezité pro neurologické i hematologické funkce. Vitamin B12 je
kofaktorem enzymu — methion synthdza, ktery se ucastni premény homocysteinu na
methionin. VedlejSim produktem této preménné reakce je methyl-THF, ktery je
preménovan na THF, ktery je dale pifevadén na meziprodukty ucastnici se syntézy
pyrimidinovych bazi DNA. V pfipad¢ nedostatku vitaminu B12 dochazi ke zpomalené
syntéze DNA, kterd vede k megaloblastické anémii. Vitamin B12 se také jako kofaktor
enzymu ucastni pfemény methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA. V piipad¢ nedostatku
kofaktoru dojde k hromadéni kyseliny methylmalonové z diivodu nefunkéni pfemény,
coz spolu se zvySenym homocysteinem piispiva k neurologickym porucham. [29] Tyto
drahy jsou dulezité pro tvorbu Cervenych krvinek, rist a spravnou funkénost nervového
sytému. [31]

Poprvé v roce 1948 byl vitamin B12 izolovan ve své kyanoformé a je dodnes pouzivan
k 1é¢eni hypovitaminozy B12. [31]

Nedostatek vitaminu B12 je ¢asto zaznamenan u starSich osob, kdy je problém s jeho
absorpci v gastrointestinalnim traktu, nebo u pfisnych vegant, kteti jsou bez piijmu
zivocisné stravy. [31, 32]

Hypovitaminéza vitaminu B12 je také spojovana s nékterymi psychiatrickymi
poruchami: zhorSeni paméti, podrazdénost, demence, deprese, velmi malo 1 vyskyt
psychoz. [34]

K rozkladu vitaminu B12 pro uvolnéni iontu kobaltu zjeho struktury a nésledné
stanoveni je mozné vyuZit n€kolik moZnych zpisobl: acidifikace pomoci ziedéné
HCI1 [35], pouziti oxida¢niho ¢inidla spolu s UV zéatenim [36], acidifikace pomoci HNO3
a vypafeni sméesi ve vodni 1azni [37] nebo mokry rozklad pomoci koncentrovanych

kyselin pfi atmosférickém tlaku za zvysené teploty. [38]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Pouzité pfistroje a vybaveni

Spektrofluorimetr AMINCO-Bowman Series 2 (Thermo Electron Corp., USA)
FIAlab - 3500 Sequential and Flow Injection Analyzer (FIAlab, USA)
Analytické vahy 2004 MP (Sartorius, Ceska republika)

Laboratorni vahy EW600-2M (Gottl. KERN & Sohn GmbH, Némecko)
pH-metr AD1000 (Adwa, Mad’arsko)

MilliporeMili plus Q systém (USA)

Tygonové hadicky o vnitinim priméru 1,42 mm (Ismatec, USA)

Nizkotlaka rtutova UV vybojka (délka 61 cm, vykon 20 W) vlastni vyroby

Pouzité chemikalie

Luminol (3-aminophthalhydrazide), ¢istota 97 % (Sigma-Aldrich, USA)
H>02, roztok 30 %, p. a. (Analytika, Ceska republika)

NaOH, perly ¢&. (Lach-Ner Neratovice, Ceska republika)

Na,CO:s, bezvody, p. a. (Penta, Ceska republika)

NaHCO3, pevny, p. a. (Penta, Ceska republika)

(NH4)2COs, pevny, p. a. (Lach-Ner Neratovice, Ceské republika)
CoSO4-7H>0, pevny, p. a. (Lachema Brno, Ceska republika)
Deionizovana voda, kterd neméla odpor mensi nez 18,2Q

Vitamin B12 Lé¢iva 1000 pg (Zentiva a.s., CR) - jeden ml injekéniho roztoku
obsahuje cyanocobalaminum 1000 mikrogrami

Peroxodisiran drasleny, p.a. (Lach-Ner Neratovice, Ceska republika))
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3.3 Priprava pouzivanych roztok
e Ptiprava 100 ml 16,9 mmol/I roztoku luminolu v uhli¢itanovém pufru o pH 9,0

V asi 60 ml deionizované vody bylo nejdiive rozpusténo 0,4 g uhli¢itanu sodného
apoté 0,3 g luminolu. Nasledné bylo pfidano 2,4 g hydrogenuhli¢itanu sodného a 5 g
uhli¢itanu amonného. Tento roztok byl dikladné promichian a doplnén po rysku
deionizovanou vodou. Vysledné pH roztoku bylo 8,7 a bylo tedy upraveno za stalého
michani na magnetické michacce a neustdlym premefovanim pomoci pH metru na
hodnotu 9,0 pomoci malych pfidavki pevného hydroxidu sodného ve formé malych
pecicek. Béhem upravovani hodnoty pH roztoku byl pozorovan vliv rozpustnosti
luminolu, pii zvySovani hodnot pH doslo k u¢innéjSimu rozpusténi jeho krystalkti tedy
k jeho vyssi rozpustnosti.
e Piiprava 100 ml 0,5% roztoku peroxidu vodiku

Za pomoci sklenéné pipety bylo pipetovano 1,67 ml 30% peroxidu vodiku do 100ml
odmérné baiilky, roztok byl doplnén deionizovanou vodou po rysku a dikladné
promichan.
e Piiprava 100 ml standardniho roztoku kobaltnatych iontd o koncentraci 1000 mg/1

Navézka siranu kobaltnatého o hmotnosti 0,48 g byla kvantitativné prevedena do 100
ml odmérné banky, roztok byl doplnén po rysku deionizovanou vodou a dikladné

promichan.

3.4 Experimentalni uspofadani aparatury SIA

Pro vSechna méfeni v této praci byla vyuzita jedind aparatura. K jejimu ovladani byl
pouzivan software FIAlab2. Prostfednictvim naprogramovanych piikazii bylo do
aparatury ze zasobnich lahvich pomoci 2 pistovych €erpadel nasdvana deionizovand voda
a peroxid vodiku, dale pak pomoci osmicestného davkovaciho ventilu nasavan roztok
luminolu a kobaltnatych iontl v ptipadé optimalizovani podminek, prométeni kalibra¢ni
zavislosti a v posledni fad¢ také roztok obsahujici uvolnéné ionty kobaltu z molekuly
vitaminu B12. Stanovovanym analytem byl vzdy tedy iont kobaltu, konkrétn¢ jeho
kvantita. Po nasati pozadovanych objemt byly jednotlivé roztoky smichdny v misici
civce, v civce reak¢ni, kterd byla umisténa ve spektrofluorimetru dochéazelo k promiseni
s luminolem, coZ zpisobilo vySe popsanou reakci luminiscence. Intenzita
luminiscen¢niho zafeni byla naméfena a vyhodnocena z vysky pikd. Z detektoru

samovoln¢ odtékala odpadni smés.
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Schéma pouzité aparatury je vyobrazeno a popsano nize na obr. 3.1.

pC
H,0

RC

%

MC

Lum AL

Hz0:

Obr. 3.1 Schéma aparatury SIA; H>O — deionizovana voda, H,O; — roztok peroxidu vodiku o
prislusné koncentraci, Lum — roztok luminolu, AL — analyt (vodny roztok iontii kobaltu), PC —
pistoveé cerpadlo, MC — misici civka, V — osmicestny davkovaci ventil, RC — reakcni civka, D —

detektor (konkrétné spektrofluorimetr), O — odpad

Obr. 3.2 Fotografie pouzité aparatury SIA
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3.5 Statistické zpracovani vysledkd

Vsechna meéfeni v této praci byla opakovana pétkrat. Naméfené hodnoty byly
statisticky zpracovany tak, ze byl z daného souboru vzdy vybran mediadn, pomoci n¢hoz
a zjisténého rozpéti vysledkli byla vypocitana smérodatnd odchylka. Ta je uvedena

v grafickém provedeni ve form¢ kladnych a zapornych chybovych usecek.

Median

Median je charakterizovan jako stfedni hodnota ze série vysledk, které byly sefazeny
podle velikosti (zpravidla pouzivan pro mensi pocet vysledki). V ptipadé lichého poctu
vysledkt je median ptimo stfedni hodnota, u sudého poctu je vypocitan jako aritmeticky

pramér dvou vysledki prosttednich. [39]

Odhadnuta smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka

Odhad smérodatné odchylky (s) je charakterizovan jako $ifka intervalu, ve kterém se
nachazeji vysledky opakovaného méteni. [39]

Pro maly pocet méteni 1ze odhad smérodatné odchylky vypocitat podle vztahu:

s =knR

kde kn je tabelovany koeficient pro dany pocet méteni, R je rozpéti vysledkl (R = Xmax —
Xmin)-

Relativni smérodatna odchylka (s-) neboli variacni koeficient je vyjadieni smérodatné
odchylky v procentech. [39] Pro jeji urCeni je vypocten podil smérodatné odchylky

a medianu.

Opakovatelnost

Opakovatelnosti je vyjadiena té€snost souhlasu mezi vysledky nezavislych méfeni
identického analytu, které byly provedeny totoZznou metodou, totoznym clovékem, na
totozném zafizeni, mist€¢ a za nezménénych podminek v kratkém casovém obdobi.

Opakovatelnost urcuje vlastnost metody, nikoliv vysledku. [40]
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Citlivost
Citlivost piislusné metody urcuje smérnice kalibracni pfimky (schopnost rozlisit dvé

koncentrace). Tato skute¢nost plati pro linearni zavislost. [40]

Mez detekce a mez stanovitelnosti
ve zkoumaném vzorku, které je mozné urcit a odlisit jej od Sumu, pticemz dojde k odezve

pfistroje. Hodnotu LOD je mozné vypocist ze vztahu
3:s
LOD = —
a

kde s je smerodatnd odchylka Sumu, o je smérnice kalibraéni piimky. [40, 41]
Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejniz$i detekovatelna koncentrace zkoumaného
analytu, kterou lze stanovit s pfijatelnou presnosti a spravnosti. LOQ je mozné vypocist

ze vztahu
10 -s

LOQ =

kde s je smérodatna odchylka Sumu, a je smérnice kalibra¢ni pfimky. [40, 41]
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

4.1 Optimalizace parametr

Pted samotnym meétfenim obsahu vitaminu B12 byly nejprve provedeny nize uvedené
optimalizac¢ni experimenty tak, aby bylo dosaZeno co nejvyssi citlivosti stanoveni. Byly
optimalizovany celkem Ctyfi rizné parametry, a to hmotnostni procento peroxidu vodiku,
pomér nasatych objemi vzorku roztoku standardniho roztoku kobaltnatych ionta
a luminolu, objemova pratokovd rychlost vzorku a poslednim optimalizovanym
parametrem byla koncentrace luminolu. Pti kazdé zméné dané¢ho parametru bylo vzdy
provedeno pét méteni a vysledky byly staticky zpracovany a zndzornény graficky. Pokud

neni uvedeno jinak, vSechny experimenty probihaly pti pH = 9.

4.1.1 Hmotnostni procento roztoku peroxidu vodiku

7,0
lch

65
60 |
55
50 |
45 |
40 |

35

3,0 L Il L Il L Il L Il L

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
WHzOZ'%

Obr. 4.1 Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na hmotnostnim procentu peroxidu
vodiku,

Podminky: ¢ (Co?") = 10 mg/l; ¢ (lum) = 16,9 mmol/l; V (lum) = 300 ul;
V(Co?)=300ul v, (Co?")=46ml/min; v, (H>0:) = 2,0 ml/min

Pro tuto optimalizaci byly pfipraveny 4 roztoky peroxidu vodiku o koncentraci 0,20;
0,5; 1,0 a 2,0 %. VSechny ostatni parametry zlstaly beze zmény. Naméfené intenzity
chemiluminiscen¢niho zafeni na hmotnostnim procentu byly zaznamenany graficky na
Obr. 4.1.

Z uvedeného grafu (Obr 4.1) je patrné, Ze nejvyssi intenzity zafeni a nejveétsi stability
signalu je dosazeno pii koncentraci 0,50 % peroxidu vodiku, kdy pro toto hmotnosti

procento byla smérodatna odchylka 2,37 %. Pro roztok 1,0 % peroxidu vodiku byl signal
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sice nepatrné vyssi, ale smérodatnd odchylka byla podstatné vyssi, a to 8,6 %. Pro

nasledujici méteni byl tedy pouzit 0,50% roztok peroxidu vodiku.

4.1.2 Pomér mezi davkovanym vzorkem kobaltnatych iontl a roztokem
luminolu

Dal$im zkoumanym parametrem byl pomér mezi objemy kobaltnatych iontd
aroztokem luminolu. Pomér jednotlivych slozek byl vzdy takovy, Ze celkovy objem

smési ¢inil 600 pl.

Ich

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 V24l 600

Obr. 4.2 Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na poméru davkovanych objemii
kobaltnatych ionti a luminolu

Podminky: ¢ (Co?*) = 10 mg/l; ¢ (Ium) = 16,9 mmol/l; w (H20 5) = 0,5 %,

V (lum) + V (Co?") = 600 uL; v, (Co **) = 4,6 ml/min; v, (H:03) = 2,0 ml/min

Zvyse uvedeného grafu (Obr. 4.2) vyplyvd, Ze nejvy$§i intenzita
chemiluminiscenéniho zéfeni a zaroven nejmensi smérodatnd odchylka je pro pomér

objemt Co?" : luminol 550:50 pul. Pro dalsi mé&feni byl tedy vyuzivan tento pomér objemd.
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4.1.3 Pritokova rychlost vzorku
Zkoumanym parametrem byla také pratokova rychlost vzorku, kterd byla ménéna

v rozmezi od 1,0 do 6,0 ml/min, ostatni parametry zlstaly nezménény.

lch 7,1

7,0

6,9

| L
L

65 %
64 |

6,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5

6 7
v(pritok), ml/min

Obr. 4.3 Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na priitokové rychlosti vzorku
Podminky: ¢ (Co **) = 10 mg/l; ¢ (lum) = 16,9 mmol/l; w (H:05) = 0,5 %; V (lum) = 50 ul;
V(Co?)=550ul v,(H:0) = 2,0 ml/min

Z vyobrazeného grafu (Obr. 4.3) vyplyva, Ze nejvyssi intenzita chemiluminiscencniho
zafeni byla naméfena pro objemovou pritokovou rychlost 6,0 ml/min, avSak u této
hodnoty pritokové rychlosti je pomérné velkd smérodatnd odchylka. Proto byla pro
nasledujici méfeni jako nejvhodnéjsi zvolena hodnota pratoku 5,0 ml/min, u které je

znateln¢ mensi odchylka.
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4.1.4 Koncentrace luminolu
Poslednim optimalizovanym parametrem byla koncentrace roztoku luminolu méfena

v rozmezi od 5,0 do 25 mmol/l.

lch

80 | /,// § i

70 F //

6,0 F

5 ) 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 5 8 11 14 17 20 23 26

¢ (lum), mmol/|

Obr. 4.4 Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na koncentraci luminolu
Podminky: ¢ (Co?") = 10 mg/l; w (H:05) = 0,5 %; V (lum) = 50 ul;
V(Co?") =550 ul; v ,(H:05) = 2,0 ml/min

Z uvedeného grafu (Obr. 4.4) je patrné, ze nejvyssi intenzita chemiluminiscen¢niho
zafeni byla naméfena pro koncentraci luminolu 20 mmol/l, avSak byla zde vyssi
smérodatnd odchylka neZ v ptipadé koncentrace 17,5 mmol/l, proto byla pro méfeni

vybrana tato koncentrace.

4.2 Souhrn optimalizovanych parametra
V Tab. 4.1 jsou shrnuty v§echny optimalizované parametry, které jsou vySe zminény
a podrobnéji rozebrany. Za téchto podminek probihaly vSechny dal$i méfeni pro ziskani

maximalni citlivosti stanoveni.

Tab. 4.1 Souhrn jednotlivych optimalizaci

Optimalizovany parametr Hodnota
Hmotnostni procento roztoku peroxidu vodiku 0,5 %
Pomé&r mezi davkovanym vzorkem kobaltnatych
.o . 550 ul: 50 pl
iontll a roztokem luminolu
Pritokova rychlost vzorku 5,0 ml/min
Koncentrace luminolu 17,5 mmol/l
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4.3 Kalibracni zavislost pro stanoveni kobaltnatych iontd v roztoku

Pro kalibra¢ni zavislost bylo proméieno celkem 9 roztokti iontii kobaltu, od nulové
koncentrace po koncentraci 25 mg/l. VSechna méteni probihala za optimalizovanych
podminek, které¢ jsou shrnuty v Tab. 4.1. Pro koncentraci 25 mg/l jiz intenzita
chemiluminiscen¢niho zafeni nebyla naméfena, doslo k presaturovani. Z namétenych

intenzit byla sestavena kiivka.

10

lch 3
9t y=0,862x +0,0733
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Obr. 4.5 Kalibracni zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na koncentraci
kobaltnatych iontii

Podminky: ¢ (lum) = 17,5 mmol/l; w (H:03) = 0,5 %; V (lum) = 50 ul; V (Co**) = 550 ul;
vy, (H203) = 2,0 ml/min
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4.4 Zakladni charakteristiky stanoveni

Pro urceni hodnot LOD a LOQ byl desetkrat prométen roztok kobaltnatych iontt
o koncentraci 0,010 mg/l. Z naméfenych hodnot intenzit CL zafeni byla vypoctena
smérodatnd odchylka a podle vzorct v kapitole 3.5 byly vypocteny LOD a LOQ. Citlivost
je dana smérnici kalibra¢ni pfimky viz Obr. 4.5. Pro opakovatelnost byl desetkrat
proméien roztok kobaltnatych iont o koncentraci 1,0 mg/l. Z naméfenych hodnot
intenzit CL zafeni byla vypoctena smérodatnd odchylka, primér hodnot intenzit CL
zateni, z podilu smérodatné odchylky a priméru byla vypoctena relativni smérodatna

odchylka, ktera byla vyjadiena v procentech.

Tab. 4. 2 Zakladni charakteristiky stanoveni kobaltnatych iontit metodou SIA

Charakteristika Hodnota
LOD 0,013 mg/l
LOQ 0,044 mg/1
Citlivost 0,862 1/mg
Opakovatelnost 3.9%

4.5 Stanoveni vitaminu B12 v analyzovaném vzorku

V nésledujici ¢asti prace bylo provedeno stanoveni vitaminu B12. Stanoveni bylo
zalozeno na rozkladu molekul kobalaminu a pfimém stanoveni koncentrace Co®" iontl
vyvazanych z molekuly vitaminu B12. Ze vSech zptsobu rozkladu uvedenych v kap.
2.3.2 teoretické Casti prace bylo vyuzito rozkladu prostfednictvim UV-zafeni v prostiedi
peroxodisiranu draselného. K 1,0 ml injekéniho roztoku B12 bylo pfidano 10 ml
5,0 mmol/l roztoku peroxodisiranu draselného a roztok byl doplnén v 25ml odmérné
bance deionizovanou vodou. Tento roztok byl v odmérné bance vystaven po dobu 60 s
UV-zéfeni generovaném nizkotlakou rtutovou vybojkou. Po ukoncéeni ozafovani byl
roztok promichén a ihned prométen. Porovnanim namétenych signald, jejich prepoctu na
koncentrace a po zapoc€teni ptislusného fedéni byly ziskany vysledky uvedené v Tab. 4.3.
Ty byly porovnany s deklarovanou hodnotou koncentrace vitaminu B12 na etiketé

vyrobku.
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Tab. 4.3 Vysledky stanoveni vitaminu B12 a porovnani s deklarovanou hodnotou

Namérena Deklarovana Vytéznost
hodnota hodnota [Yo]
[mg/1] [mg/1]
856 £ 39,4 1000 85,6 £ 3,94

Po piepoctu z hodnoty naméfenych intenzit na obsah iontu kobaltu a samotného
vitaminu B12 ve vzorku byla naméfend hodnota obsahu vitaminu B12 mensi, nez byl jeho
deklarovany obsah ve zkoumaném injek¢nim roztoku. Tato nepfesnost mohla byt
predevsim zplsobena nedostate¢nym rozkladem vitaminu B12 a tedy nedoslo k uvolnéni
vSech iontil kobaltu. Vytéznost je 1 pfesto pomérné vysoka, a to pres 80 %, jak je uvedeno

v Tab. 4.3.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovani metody stanoveni vitaminu B12 zaloZzené na
katalytickych ucincich kobaltnatych iontl pfi chemiluminiscencni reakci luminolu.
Experimenty byly realizovany v uspofadani sekvenéni injek¢ni analyzy (SIA). Dilezité
tedy nejprve bylo nalezeni vhodnych experimentalnich podminek pro stanoveni
kobaltnatych iont v rezimu SIA. Celkem byly optimalizovany 4 parametry, které byly
pouzivany pro dal$si méfeni. Konkrétn€ byl pouzivan 0,5% roztok peroxidu vodiku,
17,5 mmol/l roztok luminolu, byl dodrzovdn pomér mezi davkovanym objemem
kobaltnatych iontli a roztokem luminolu 550 pl : 50 pl a pritokova rychlost vzorku
5,0 ml/min. Za optimalizovanych podminek byla prométena kalibra¢ni zdvislost pro
stanoveni iontil kobaltu v roztoku a byly uréeny zdkladni charakteristiky.

Pro stanoveni vitaminu B12 byl vybran léCivy ptfipravek firmy Zentiva, ktery
obsahoval injekéni roztoky, ptfi¢emz jeden mililitr tohoto injekéniho roztoku obsahoval
1000 mikrogram kyanokobalaminu. Roztok vitaminu byl vhodné nafedén, tak aby byl
obsah kobaltu v rozsahu kalibra¢ni zavislosti. Z molekuly kobalaminu byl za pomoci
UV-zafeni uvolnén atom kobaltu a rozloZeny vzorek byl ithned prométen.

Z namétenych intenzit byla pomoci pfepoctu stanovena koncentrace vitaminu B12 na
856 + 39,4 mg/l. Vytéznost tak Cinila kolem 85 %. Niz8i vytéZznost je pravdépodobné

zpisobena nedokonalym uvolnéni v§ech atomt kobaltu z molekul vitaminu B12.
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