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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim 6-Thioguaninu (6-T) metodami DC
voltametrie (DCV), diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a pritokové injekéni analyzy
s elektrochemickou detekci (FIA-ED) na borem dopované diamantové filmové
elektrodé¢ (BDDFE). Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni 6-T a za téchto
podminek proméfeny kalibracni zavislosti a vypocteny meze stanovitelnosti (LOQ) pro
jednotlivé metody.

Jako optimalni prostiedi pro DCV a DPV stanoveni 6-T na BDDFE bylo zvoleno
prostiedi 60% methanolu a fosfatového pufru (PB) o pH 2,0. Pro obé voltametrické
metody byly ziskany linearni koncentraéni zavislosti proudu v rozmezi 2 pmol-I" az
10 pmol-I'' s LOQ 0,9 pmol-I"! pro DCV a 1,5 pmol-I"' pro DPV. Nizsi LOQ bylo
dosazeno pouze v prostiedi PB o pH 2, kde byla LOQ 0,6 pmol-I"' pro DCV i DPV,
problémem byla ale niz8i opakovatelnost méteni.

V prosttedi PB o pH 2 metodou DCV byl 6-T stanoven v pitné a ficni vodé
s dosazenymi LOQ 1,3 pmol-I"' jak v pitné tak i v ¥iéni vod&. Pro stanoveni 6-T v mo&i
byla zkouméana moZnost extrakce na tuhé fazi jako predstupné pro metodu DCV.

Metodou FIA byly, pfi optimalnich podminkach (polarizaéni potencial 1300 mV,
pritokové rychlost 5 ml'min~" a objem vzorku 50 pl), ziskané linearni koncentradni
zavislosti proudu v rozmezi 2,0 pmol-1™" az 10,0 pmol-1" a 0,2 pmol-I"" az 1,0 pmol-I"!
s LOQ 0,05 pmol-I"". Optimalni podminky FIA byly pouzity pro stanoveni 6-T v lé&ivu
Lanvis. Pro porovnéni vysledkl byl béhem méfeni FIA piedsazen UV detektor, kde byl
ziskan LOQ 0,06 pmol-1".

6-T byl stanoven v léCivu Lanvis metodami DCV na BDDFE za stanovenych
podminek, UV-VIS spektrometrie v prostiedi methanolu, podle amerického 1ékopisu
v prostiedi hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové také metodou
UV-VIS spektrometrie a metodou FIA s elektrochemickou a UV detekei.

Byla sledovana stabilita zasobniho roztoku 6-T v methanolu pomoci

UV-VIS spektrometrie. Roztok 6-T byl stabilni po dobu osmi dni.



Abstract

This master’s thesis is focused on the determination of 6-thioguanine (6-T) by
DC voltammetry (DCV), differential pulse voltammetry (DPV) and flow injection
analysis with electrochemical detection (FIA-ED) on a boron doped diamond electrode
(BDDFE). The optimum conditions for determination of 6-T were found and under
these conditions, concentration dependences were measured and the limits of
quantification (LOQ) were calculated for each method.

Medium of 60% methanol and phosphate buffer (PB) pH 2,0 was chosen as optimum
for DCV and DPV determination of 6-T at BDDFE. For both DCV and DPV, the linear
concentration dependences were obtained in concentration ranges of 6-T from
2 pmol-I"! to 10 pmol-I"" with LOQ 0,9 pmol-I"' for DCV and 1,5 pmol-I"' for DPV.
Lower LOQ was achieved in PB pH 2,0, where LOQ was 0,6 umol-I"' for both DCV
and DPV, but the problem was lower repeatability.

In PB pH 2 6-T was determined by DCV in drinking and river water with LOQ
1,3 pmol-1"" in both drinking and river water. The possibility of solid phase extraction
was investigated as a method for preliminary separation of 6-T from urine.

For FIA under optimized conditions (polarization potential 1300 mV, flow rate
5 ml'min” and sample volume 50 pl) the linear concentrations dependences were
obtained in concentration ranges of 6-T from 2,0 umol-1" to 10,0 pmol-I"" and from
0,2 pmol-I"" to 1,0 pmol-I"'with LOQ 0,05 pmol-1"". 6-T was determined in drug Lanvis
using FIA under optimized conditions. For comparison of FIA-ED 6-T was determined
also by FIA using UV detector, where LOQ was 0,06 pmol-1"".

6-T was determined in drug Lanvis by DCV under optimized conditions, by UV
spectrometry in methanol and by the UV spectrometry according to U.S.
Pharmacopoeia in sodium hydroxide and hydrochloric acid and by FIA with
electrochemical and UV detection.

The stability of stock solution of 6-T in methanol was monitored using UV

spectrometry. The solution of 6-T was stable for eight days.
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Seznam pouzitych zkratek

6-T — 6-Thioguanin

BDDFE — borem dopovana diamantova filmova elektroda

BR pufr — Brittoniv — Robinsonliv pufr

CAS.R.N. —registracni ¢islo (Chemical abstract service registration number)

CPE — uhlikova pastova elektroda

DCV — DC voltametrie

DPV — diferen¢ni pulzni voltametrie

FIA — prutokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)

Ein, E, — pulvlnovy potencial, potencial piku (v hornim indexu je uvadéno cislo
viny/piku)

ED detektor — elektrochemicky detektor

Epol — polarizaéni potencial

L, L, — proud vlny, piku (v hornim indexu je uvadéno ¢islo viny/piku)

HDME — visici rtutova kapkova elektroda

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

LC-MS — kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie

LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

M, — relativni molekulova hmotnost

NMR — nuklearni magneticka resonance

PB — fosfatovy pufr

pH — zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtti (H;0")

pH' — pH smési s pufrem a methanolem

Q — pratokova rychlost nosného roztoku, ml-min™

RSD — relativni smérodatnd odchylka

SPE — extrakce pevnou fazi (solid phase extraction)



1 UVOD
1.1 Cil prace

Tato prace se zabyva studiem elektrochemickych vlastnosti 6-Thioguaninu (6-T)
pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a DC (,,direct current) voltametrie (DCV).
Cilem prace bylo stanovit 6-T na borem dopované diamantové filmové elektrodé
stanovitelnosti a stanovit 6-T v realnych vzorcich pomoci DPV nebo DCV a metodou

pratokové injekéni analyzy s elektrochemickou detekci (FIA-ED).

1.2 6-Thioguanin

6-T je analogem guaninu, ktery je soucasti nukleonovych kyselin (obr. 1.1).
Chemicky se 6-T nazyva 2-amino-1H-purin-6(7H)-thion a patfi do rodiny
thiopurinovych 1é¢iv, jako jsou azathioprin a 6-merkaptopurin, které byly také
elektrochemicky stanoveny." * Elion a Hitchings objevili purinové antimetabolity 6-T a
6-merkaptopurin v roce 1950.’

V téle je 6-T metabolizovan na kyselinu thiomo€ovou a to dvéma cestami: Za prvé je
6-T pfeménén enzymem guanin deaminasou na thioxanthin, ktery je pak metabolizovan
na thiomocovou kyselinu pomoci xanthin oxidasy. Nebo za druhé je 6-T nejdiive
metabolizovan aldehyd oxidasou na 8-hydroxy-thioguanin, ktery je pak konvertovan
opét xanthin oxidasou na kyselinu thiomo&ovou.*

V tabulce 1.1 jsou uvedeny zakladni informace 6-T.

S O
N

N NH
I A

P N
N N"" “NH, H NTNR
H
6-Thioguanin (6-T) guanin

Obr. 1.1 Struktura studované latky 6-T a guaninu, od kterého je odvozen.



Tab. 1.1 Zakladni informace

Nazev Systematicky nazev Sumarni vzorec CAS R.N. M;

6-Thioguanin 2-amino-1H-purin-6(7H)-thion CsHsNsS 154-42-7 167,193

1.2.1 Uziti

6-T se diky svym chemoterapeutickym vlastnostem pouZziva pro 1é¢bu rakoviny a to
nejcastéji leukemie. Jeho cytotoxicky efekt vychazi z reakce s nukleotidy DNA a RNA
v buiikach kostni dfeng.’

Metabolismus 6-T enzymem hypoxanthin-guanin fosforibosyl transferasou (HGFRT)
vede k cytotoxickému efektu 6-T. HGFRT pfeméiiuje 6-T na 6-thioguanosin
5-monofosfat, ktery je dale metabolizovan kinasami a reduktasami na
deoxy-6-thioguanosin 5’ trifosfat (dGF). Inkorporace dGF do DNA zpusobuje
zpomaleni bunééného cyklu a nasledné apoptozu.*

Pti rakovin€ prsu nebo vajecniku, kde mutace ptislusnych gent zptsobuje chybnou
homologni rekombinaci, je 6-T schopen selektivné likvidovat poskozené geny v DNA.°
Dale je 6-T pouzivan k 1écbé zanétlivého onemocnéni stfev a autoimunitni hepatitidy
(chronicky zanét jater).’

Hladina 6-T je nejcastéji sledovana v krvi a moc€i po intravendznim anebo oralnim
podani. Inkorporace 6-T do DNA pii 1é€bé leukemie zavisi na stavu kostni dfen¢ a
davce. Po jediné davce 6-T bylo jeho zaclenéni do DNA velmi malé, ale po péti dennich
davkach byl guanin v DNA z vétsi ¢asti nahrazen 6-T. Po prvnich dvou hodinach od
podani se 6-T vyluCuje nezménén, pozdéji uz jen ve formé metabolitl, nejcastéji ve
formé kyseliny 6-thiomogové.®

Uzivani 6-T je zatizeno jeho toxicitou. 6-T mize byt zodpoveédny za snizeni tvorby
krevnich desti¢ek a bilych krvinek v kostni dfeni, coz muze vést k infekci. Jelikoz
rozpéti mezi terapeutickou a toxickou davkou je velmi Uzké, je identifikace 6-T
v biologickych vzorcich dilleZita ke kontrole hladiny 6-T v priib&hu 1é¢by.’

Derivaty 6-T jsou uzivany v terapii idiopatickych sttevnich onemocnéni. Pedstavuji
zakladni 1éky v terapii kortikodependentni a kortikoresistentni formy idiopatickych

stfevnich zanétt a dale u chronicky aktivni Crohnovy nemoci a ulcerézni kolitidy. '’
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1.2.2 Fyzikalni vlastnosti, pfiprava

Chemicky modifikované baze jako je 6-T jsou studovany pro jejich cetné
farmakologické, biochemické a biologické funkce.

Molekularni parametry tautomerd 6-T jsou podobné jako u guaninu, coZ naznacuje
nenaroénou vyménu 6-T za guanin a zdivodiiuje biologickou aktivitu 6-T."" Rozlozeni
vodikl je stejné, jako u standardnich bézi, ale atom siry miZe vyvolat zmény ve
vlastnostech baze a jejich interakcich. Vodikova vazba u modifikovanych bazi je o néco
slab$i nez v pfipadé nemodifikovanych a vazba N-S je delsi neZz vazba N-O.
Thioskupina zvySuje polarizovatelnost a dipélovy moment monomerd, a tim zvySuje
disperzni sily a elektrostatické interakce mezi thiobdzemi.'?

6-T je moZno pfipravit zahfatim smési Cistého guaninu a pentasulfidu fosforu
s pyridinem. Vyt&zek reakce je 93 % ¢&istého 6-T."

6-T je zlutou krystalickou latkou, kterda ma bod tani >360°C. Hodnota logaritmu
rozdélovaciho koeficientu 6-T mezi oktanol a vodu (log P,,) byla stanovena

na — 0,07.(Cit. ')

1.2.3 Metody stanoveni

6-T byl stanoven nékolika analytickymi technikami jako spektrofotometrii,
spektrofluorimetrii, NMR spektrometrii, pritokovou injekéni analyzou (FIA) a HPLC,
ktera je nejpopularnejsi metodou pro stanoveni thiolovych 1éciv. Problémem u technik
HPLC a spektrometrie je to, ze 6-T postrada dostate¢nou UV absorpci, a proto vybér
vhodné mobilni faze a vhodného reaktantu zvysuje naklady.'® "’

Pro stanoveni 6-T byla vyvinuta mikrocipova elektroforéza s chemiluminiscencni
(CL) detekei, kterd v porovnani s vySe uvedenymi analytickymi technikami mé vyhodu
v potiebé malého mnoZstvi vzorku a rychlosti separace.'’

6-T byl dale stanoven pomoci fosforimetrie za pokojové teploty, kdy ma 6-T
vysokou fosforescenci. Stanoveni 6-T bylo provedeno po jeho adsorpci na pevném
substratu. Vyhody fosforescence za pokojové teploty v pfitomnosti pevného substratu

jsou jednoduchost, velka selektivita, dobra citlivost a rychlost. Metoda mtize analyzovat

G&innou latku v tabletach bez interferenci.'®
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LC-MS metoda byla pouzita pro zméfeni obsahu 6-T v chromozomdalni DNA bez
uZiti enzymu nebo inkubace. "

Koncentrace 6-T v krevni plazmé byla stanovena pomoci fluorimetrie. Lé€ivo bylo
méfeno v oxidované formé (guanin 6-sulfonat) pro ziskani vétsi fluorescence.”

6-T v tableté¢ byl podle amerického 1ékopisu stanoven pomoci UV spektrometrie
rozdilem absorbanci v prostiedi hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové.*'

Piehled metod stanoveni 6-T je uveden v tabulce 1.2.

Tab. 1.2 Prehled metod stanoveni 6-T

Metoda Matrice Prostredi LOD mol I! LoQ Cit.
Mikrocipova
elektroforéza Krevni L, P
s CL detekei plasma Boratovy pufr 10-10 — 17
Fosforimetrie NaOH, NaOH, Indium sulfat 2810 B 18
voda
PufropH 5
(chloroacetaldehyd 2,510 8,4-107"7
LC-MS DNA ve fosfatu draselném)  pug' DNA  pg ' DNA 19
Krevni
Fluorimetrie plasma Voda, fenylrtut’ acetat 3010 — 20
uv
spektrometrie ~ Tableta NaOH, HCl — — 21
HPLC Efvrlvninye HCI, dithiothreitol - 0,310° 22

Elektrochemicky byl 6-T stanoven pomoci voltametrie na uhlikové pastové elektrodé
(CPE) modifikované ferrocenedikarboxylovou kyselinou. 6-T (1) na obr. 1.2 byl na
CPE elektrochemicky oxidovan na 8-oxo-thioguanin (2). Optimalni pH roztoku pro

stanoveni 6-T bylo pH 9. Oxidaéni potencial 6-T klesal s rostoucim pH BR pufru.*

12



S S
| !
N NH N NH +
</ | )\ + HO —— O=<I;\ + 2 + 2H
N N NH, NTOONT ONHy
H,C H3C

(1 )

Obr. 1.2 Elektrochemicka oxidace 6-T na CPE modifikované

ferrocenedikarboxilovou kyselinou

CPE modifikovand p-aminofenolem byla pouzita ke stanoveni 6-T v tableté¢ a ve
vzorku moc¢i. Vyhodou metody byla nizkd interference, vysoka reprodukovatelnost a
pouZiti v redlnych vzorcich.**

CPE modifikovana 2,7-bis(ferrocenyl—ethyl)fluoren-9-onem byla pouZita pro zjisténi
elektrochemického chovani 6-T v prostfedi fosfatového pufru o pH 7 a pro stanoveni
6-T v moéi.”

Pomoci katodické rozpoustéci voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé
(HDME) byly urceny optimalni podminky pro 6-T a nasledné bylo popsano jeho
stanoveni v realnych vzorcich (16&ivo a krevni sérum) a ve smési s kaptoprilem.*

Square-wave voltametrie na HMDE byla pouZita pro stanoveni 6-T na zaklad¢
interakce s DNA v tabletdch a v modelovém krevnim vzorku s pfidanym 6-T.%

Adsorpéni chovani 6-T bylo studovdano na HDME cyklickou voltametrii. Byly
studovany faze chemicky a fyzikaln¢ adsorbované.*

Piehled elektrochemickych stanoveni 6-T je uveden v tabulce 1.3.

13



Tab. 1.3 Prehled elektrochemickych stanoveni 6-T

Potencial LOD
Metoda Elektroda Prostiedi detekce, > Cit.
pmol-1
mV
CPE modifikované
Cv ferrocenedikarboxylovou BR pufr 250 0,0085 23
kyselinou
Cv, . ,
Square wave CPE modlﬁkovana BR pufr 840 0,08 24
. p-aminofenolem
voltametrie
CPE modifikovana
2,7-bis(ferrocenyl Fosfatovy pufr
DPV ethyl)fluoren-9-onem (PH7) 260 0,022 2
Adsorpéni BR pufr
rozpousteéci HDME (pH 3.5) s Cu*" =320 0,08:10° 26
voltametrie
Square wave Octanovy pufr
q . HDME (pH 4,8), DNA —-1390 0,0021 27
voltametrie
AC voltamterie, Na,SO,, acetat
cV HDME sodny (pH 4,3) -200 - 28

1.3 Borem dopovana diamantova filmova elektroda

Pro studium chovéani 6-T byla v této praci jako pracovni elektroda pouzita borem
dopovand diamantova filmova elektroda (BDDFE) s mikrokrystalickym diamantem
(obr. 1.4), protoZe se svymi vlastnostmi jevila jako vhodné pro pfimé elektroanalytické
stanoveni této latky.

Diamant je vhodny materidl pro tvorbu elektrod, jelikoz je biologicky kompatibilni a
je nejtvrdSim materidlem ptirody. Je odolny proti opotfebeni, chemické korozi a je
skvélym tepelnym vodi¢em. Diamant lze snadno dopovat a tim z n¢j vytvofit polovodi¢
se Sirokym potencidlovym oknem.

Jedna z moznosti, jak vyrobit diamant, je technika za vysokého tlaku a teploty. Je to
metoda, kterd simuluje podminky, za jakych diamant vznikd v pfirodé v podzemi.
Diamant pfipraveny touto technikou je monokrystalicky.

Dalsi metoda pro vyrobu diamantu je chemicka depozice par za niZsi teploty a tlaku.

Vyhodou metody je ekonomiénost a vznik diamantu ve form& velmi tenké vrstvy.?*
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Borem dopované diamantové filmy se obvykle pfipravuji metodou chemické
depozice par. K depozici diamantového filmu je nejcastéji pouzivdna smes methanu a
vodiku, dopovani borem je dosazeno pridavanim diboranu do smési téchto plynt.

Pro pouziti BDDFE v elektrochemii organickych latek existuji dva hlavni sméry:
elektrochemicka oxidace organickych latek obsazenych v odpadnich vodach na borem
dopované diamantové anod¢ zaloZend na jejich uplné konverzi nebo destrukci a uziti
BDDFE jako elektrochemickych senzorli ve voltametrii nebo pii ampérometrické
detekci v pratokovych metodach (HPLC, pritokova injekéni analyza, kapilarni
elektroforéza).”!

Oproti klasickym uhlikovym elektrodim ma BDDFE vyhodu v linearnim
dynamickém rozsahu, limitu detekce, pesnosti a stabilits. >

Existuji ¢tyfi typy diamantovych elektrod: elektroda s dopovanym diamantovym
filmem, bez vrstvy nebo s vrstvou (€asto karbidu kovu) umisténou mezi podkladem a
filmem, elektroda dopovand diamantovymi Casticemi, kde Castice jsou na vodivém
pasivovaném povrchu nebo jsou ¢astice imobilizovany na izola¢nim filmu.

Podklad mtze byt bud’ monokrystalicky, polykrystalicky kiemik nebo z kovd, jako je
titan, tantal, wolfram, molybden a niob nebo na bazi uhlikovych materiali jako grafit,

skelny uhlik anebo uhlikové vlakno.*
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Obr. 1.4 Borem dopovand diamantova filmova elektroda. Kremikova desticka s
mikrokrystalickym diamantovym povrchem (1), priimér pracovni casti elektrody 3 mm,
plocha pracovni casti  elektrody 7,1 mm®, télo elektrody je vyrobeno z

polyetheretherketonu. (2)
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1.4 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je v soucasné dob¢ diky ekonomické dostupnosti, Setrnosti
k Zivotnimu prosttedi, rychlosti, jednoduchosti, moznosti odbérii vzorkli v terénu a
bezpecnosti popularni technikou pro zakoncentrovani a separaci v mnoha riznych
oblastech analytické chemie, zejména zivotniho prostiedi a farmaceutické analyzy.
vybérem lze totiz kontrolovat analytické parametry, jako jsou selektivita, afinita a
kapacita.

Dulezity trend v SPE je vyvoj kolonek stakovym sorbentem, ktery bude co
nejuniverzalngjsi, levny a s dobie definovanymi vlastnostmi.**

Extrakce tuhou fazi (SPE) je Siroce uzivdna pro izolaci vybranych analytii nejcastéji
z kapalnych vzorkli. Analyt je pfeveden na pevnou fézi, kde je ukotven po dobu
vzorkovaciho procesu. Eluci je analyt vymyt z pevné faze za uziti jiné kapaliny nebo je
uvolnén metodou termalni desorpce a tim je ptreveden do plynné faze.

Hlavni cile SPE jsou obohaceni vzorku, zjednoduseni matrice (pteciSténi vzorku) a
pfevod vzorku z jedné kapaliny do jiné nebo do plynné faze.

SPE miize slouzit jako doplnék nebo néhrada za extrakci kapalina—kapalina.”

1.5 Pritokova injekéni analyza

Pritokova injekéni analyza (FIA) byla poprvé popsana v roce 1975. (Cit. *°) Jde o
analytickou metodu, kde se uplatiiuje plynuly tok vSech roztokl, do né&jz jsou vstiikem
davkovany velmi malé objemy vzorki pomoci ddvkovaciho ventilu. V proudu mize byt
vzorek fyzikalné a chemicky pfeménén a zplsobit tak odezvu na pfislusném detektoru.
Je to jednoduchd a praktickd technika, kterd umoziiuje vysokou frekvenci
vzorkovani.*” ** Daldi vyhody FIA jsou jednoducha konfigurace, vysoka propustnost
vzork a zvysena selektivita na zakladé kinetické povahy procesu méteni.*

FIA se dale vyuziva ke kvantifikaci sloucenin, které jsou ve vzorcich s rozmanitym
slozenim. Pouziti FIA systému pro pfepravu vzorkll do detektoru elektroanalytickych
metod snizuje dobu kontaktu mezi vzorkem a elektrodou, ¢imz se minimalizuje

v . ’ 40
nebezpeci pasivace pracovni elektrody.
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Vyvoj priatokovych analyz je soucdsti trvalého zlepSovani celé analytické
instrumentace a zdvisi také na z4jmu o pouZzivani téchto metod v riznych oblastech
praktické aplikace. V pocatcich byly aplikace pritokovych analyz pouzivany pfedev§im
v klinickych metodach. Pozdé&ji se ale zacaly Siroce vyuZivat i v environmentalni
analyze a analyze potravin.

V poslednich letech je vyvoj této techniky zaméfen na pfeménu pritoku do
mikrofluidniho formatu, coz miize oteviit nové pole praktického vyuziti pratokovych
analyz.*!

Pro vyuziti elektrochemické detekce je Casto zarazen "wall-jet" detektor. Pouziva se
nejen u FIA, ale také b&zné v kapalinové chromatografii a kontinualni pritokové
analyze. Pfi tomto uspofadani je nosny roztok se vzorkem piiveden k detektoru, kde
tryska na pracovni elektrodu. Vyhodou wall-jet uspofddani je snadna udrzba a

jednoduchy design, viz obr. 1.5. (Cit **%)

referentni elektricky kontakt
s ———pomocna Pt elektroda
ptivod dusiku
pracovni elektroda
piepad %

teflonova trubicka

Obr 1.5 Elektrochemické uspordddnt "wall-jet". ™
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Reagencie

Zasobni roztok 6-T (Sigma Aldrich, >98 %) o koncentraci 1-10™* mol-1"' pro méfeni
kalibra¢nich ktivek a zavislosti na pH roztoku byl ptipraven rozpusténim vypocteného
mnozstvi latky ve 100 ml methanolu (Merck, Némecko) za pomoci ultrazvukové lazné.
Roztoky o niz§ich molaritach byly pfipravovany presnym fedénim zasobniho roztoku
sledované latky methanolem anebo pufrem.

Pro stanoveni 6-T v pitné vodé (odebrana 10. 12. 2012 v budové chemickych kateder
na PiF UK, Hlavova 8, Praha 2) a vfi¢ni vodé (odebrana 12. 12. 2012 z Vltavy,
v oblasti Vyton¢, Praha 2) byl zdsobni roztok pfipraven rozpusténim vypocteného
mnozstvi latky v 250 ml pitné nebo #i¢ni vody na vyslednou koncentraci 1-10~> mol-1"".

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky o pfislusném pH byly pfipraveny
smisenim 0,2 mol-I" NaOH (Lachema Ner., CR) s roztokem obsahujicim kyselinu
boritou (Lachema, Brno, CR), fosfore¢nou (Lachema, Brno, CR) a octovou (Lachema
Ner., CR), kazdou o koncentraci 0,04 mol-I"'. Pro piipravu vodnych roztokd byla
pouzivana deionizovana voda (Millipore Q-plus System, Millipore, USA). VSechny
chemikalie pouZité pro ptipravu BR pufru byly Cistoty p.a.

Fosfatovy pufr (PB) o piislusném pH byl piipraven smisenim 0,2 mol-1"' NaOH
(Lachema Ner., CR) a 0,04 mol-1! kyseliny fosfore¢né (Lachema, Brno, CR), obé o
Cistot¢ p.a.

Lécivo Lanvis (Sarze 904202, Heumann PCS GmbH, Feucht, Némecko,
GlaxoSmithKline Pharmaceuticals S.A., Poznan, Polsko) s deklarovanym obsahem 6-T
40 mg v jedné tableté.

Dalsi pouzité chemikalie: ferrokyanid draselny (Lachema, N.P., Brno, p.a.), chlorid
draselny (Lachner Neratovice, CR, p.a.), kyselina dusi¢na (&istota p.a., Penta)., kyselina
chlorovodikovéa (Lachema, Brno, p.a.) a acetonitril (Merck, Praha, chromatograficka

Cistota).
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2.2 Aparatura

Pti voltametrickych technikach, DC voltametrii a diferen¢ni pulzni voltametrii, byla
pouzita sestava Mini — and Microelectrode System UMuE (ETP-21-10) se softwarem
PolarPro verze 5.1, (Polaro-Sensors, CR). Software pracoval v operaénim systému
Windows XP.

Jednotlivd méfeni byla provadéna ve tiielektrodovém zapojeni, kde byla jako
referentni pouzita elektroda argentochloridova (3 mol-I"' KCI, EcoTrend Plus, CR) a
jako pomocna elektroda byla pouZzita platinova dratkova elektroda ETP-CZ-PO1006
(EcoTrend Plus, CR). Pracovni elektrodou byla borem dopovana diamantové filmova
elektroda (Windsor Scientific, D-257-SA, o priméru 3 mm).

Pii DPV byly na elektrody vkladany pulzy o Sifce 100 ms a modula¢ni amplitudé
50 mV. Pti technice DCV i DPV byla pouzita rychlost nartistu potencialu 20 mV.s .

Spektrofotometrickd méteni byla provadéna na pfistroji Agilent Technologies 8453
UV-Visible Spectrophotometer v kiemennych kyvetach mérné tloustky 10 mm.

Piesna hodnota pH byla méfena digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway Essen,
Velka Britdnie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005, Jenway LTD,
Essex, Velka Britanie), ktery byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za laboratorni
teploty.

Pro predbéZnou separaci a prekoncentraci studované latky byly pouzity kolonky
Lichrolut EN (Merk, Darmstadt, Némecko) vhodné pro separaci slabé polarnich latek z
vodného prostiedi. Tyto kolonky jsou naplnény 200 mg sorbentu na bazi kopolymeru
ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu.

Pii méfeni technikou pritokové injekéni analyzy (FIA) s davkovacim ventilem
(Sample injektor D, Ecom, CR) byl pouzit elektrochemicky detektor v uspofadani
wall-jet tvofeny prepadovou nddobkou s nosnym roztokem, v niz byla fixovina mérna
elektroda piimo proti Gsti teflonové trubicky, kterou byl pfivadén vzorek s nosnym
roztokem (obr. 1.5). Mérmou elektrodou zde byla BDDFE. Zapojeni a pouziti elektrod
bylo obdobné jako pfti voltametrickych métenich. K elektrochemické detekci byl pouzit

Amperometric Detector ADLC 1 (Laboratorni pfistroje, Praha).

19



Spektrofotometrickd detekce pfi FIA byla zajistovana UV detektorem LCD 2040
(Laboratorni ptistroje, Praha). Signal byl méten pfi vlnové délce A = 344 nm, vystupni
napéti odpovidalo 1V na 1 A.U. Bylo pouZito vysokotlaké linearni ¢erpadlo HPP 5001
(Laboratorni ptistroje, Praha). Dale byl pouZit program Clarity Lite (DataApex, Praha),

ktery pracoval v opera¢nim systému Windows XP (Microsoft Corp.).

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametricka méreni

BDDFE se nejdiive aktivovala cyklickou voltametrii v kyselin¢ dusi¢né o
koncentraci 1 mol-1"' ve 20 cyklech od 0 mV v potencialovém rozsahu od —2500 do
+2500 mV a rychlosti nariistu potencialu 100 mV-s™.(Cit. **) Pro urychleni mé&feni byla
zvySena rychlost aktivace na 400 mV-s' a pro dostate¢nou aktivaci po zrychleni,
ptidana navic aktivace v 1 mol-I"' KCI.

Kazdy novy den méfeni, nebo kdyz byla elektroda dlouho v klidu, byla elektroda
aktivovana v kyseling dusi¢né a KCI o koncentracich 1 mol-I"" ve 20 cyklech od 0 mV v
potencidlovém rozsahu od —-2500 do +2500 mV a rychlosti nariistu potencidlu
400 mV.s"'. V pribéhu dne byla po zméné prostiedi elektroda aktivovana pouze v
1 mol-I"' KCI ve 20 cyklech od 0 mV v potencidlovém rozsahu od —2500 do +2500 mV
a rychlosti nartistu potencialu 400 mV.s™.

Po kazdé aktivaci byla elektroda kontrolovana cyklickou voltametrii, kdy byla
sledovdna reverzibilita redoxniho systému ferrokyanid/ferrikyanid. Cyklické
voltamogramy byly méfeny v roztoku ferrokyanidu draselného o koncentraci
1:10° mol-I" v 1 mol-I"' KCI v potencialovém rozsahu od —200 do 1000 mV. Timto
procesem se kontrolovalo, jestli neni elektroda zpasivovana. V piipad€, ze se na
cyklickych voltamogramech objevily piky, mezi jejichz maximy byl rozdil vétsi nez
150 mV, byla elektroda zpasivovana a musela byt podrobena dalsi aktivaci v kyseliné
dusi¢né a KCI. Na obr. 2.1 jsou znazornény kiivky ukazujici, kdy je a kdy neni potieba
elektrodu aktivovat.

Pti voltametrickych métenich bylo do 10 ml odmérné baiiky odpipetovano piislusné

mnozstvi zasobniho roztoku studované latky v methanolu, ¢i ve vodé, byl pfidan
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methanol k ziskani jeho pozadovaného obsahu (nejcastéji 60 % (v/v)) a roztok byl
doplnén PB nebo BR pufrem o pfislusném pH na celkovy objem 10 ml.

Pro stanoveni 6-T vpitné a ti¢ni vodé¢ byl modelovy vzorek 6-T pfipraven
rozpuSténim 6-T pfimo ve vzorku pitné ¢i ficni vody na vyslednou koncentraci
1:10” mol-I"'. P#i voltametrickych méfenich bylo do 10 ml odmémé baiky
odpipetovano piislusné mnozstvi zasobniho roztoku studované latky ve vode¢, roztok byl
doplnén pitnou nebo ficni vodou na celkovy objem 10 ml a k takto fedénym roztokim
byl ve voltametrické nddobé ptidan 1 ml PB o pH 2.

6-T byl stanoven v tableté 1éc¢iva Lanvis, kterd ma deklarovany obsah 6-T 40 mg
v kazdé tableté. Rozdrcena tableta byla rozpus§téna v methanolu za pomoci ultrazvukové
lazné tak, aby zasobni roztok mél koncentraci 1-107* mol-1"" 6-T.

V piipadé¢ metody standardniho ptidavku bylo do ¢Etyf 10 ml odmérnych banék
pipetovano 400 ul zasobniho roztoku vzorku tablety. Do zbylych tfi byl postupné ptidan
z4sobni roztok standardu 6-T o koncentraci 1-10™* mol-1"' v methanolu a to tak, Ze do
druhé byl pfidan objem 200 pul, do tieti 400 ul a ¢tvrté 600 pl. Do vSech ¢tyi banck byl
pridan methanol pro ziskani obsahu 60% methanolu a baniky byly doplnény po rysku PB
o pH 2. O&ekavana koncentrace vzorku tablety v roztoku byla 4 pmol-1"".

Takto pfipravené roztoky byly pfevedeny do voltametrické nadobky. Pied métenim
roztokli se studovanou latkou byl vzdy zaznamenéan signal zékladniho elektrolytu.
Kftivky zakladniho roztoku byly zméfeny tiikrat a kiivky se studovanou latkou pétkrat.
Vsechna méfeni probihala za laboratorni teploty.

Postup pifi vyhodnocovani kiivek se liSil podle pouzitych voltametrickych technik.
Vyhodnoceni DCV viny bylo provadéno prodlouZenim linedrni ¢asti zaznamu pied
nastupem a po nastupu viny a byl zméten potencial v poloving vysky viny. Vyska DPV
piku byla vyhodnocovana od spojnice minim po jeho stranach, zméfenim velikosti

proudu mezi touto spojnici a maximem piku.
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Obr 2.1 Cyklické voltamogramy 1-107 mol. " K,[Fe(CN)s] v I mol.I”" KCI bez (1) a
s potiebou aktivace (2). Méreno na BDDFE.

2.3.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi byla provadéna nésledujicim postupem, kolonka byla napojena
na specialni vakuovou nadobu, kterd byla spojena s vyvévou. Podtlak byl kontrolovan
manometrem a byl nastaven tak, aby byla udrZovdna konstantni rychlost pritoku
cca 2 ml'min~', hodnota podtlaku byla 78 kPa. Pfed vlastni extrakci byla kolonka
aktivovana promytim 3 ml methanolu, ktery byl nasledné¢ vymyt 3 ml deionizované
vody. Poté byl na kolonku nanesen modelovy vzorek 10 ml 6-T v destilované vodé o
koncentraci 1-10~° mol-1" nebo 10 ml modelového vzorku 6-T v mo&i. Zachyceny 6-T
byl eluovan 6 ml methanolu do odmérné banky a doplnén PB o pH 2 do 10 ml
Nasledné byl roztok preveden do polarografické nadobky a byly zaznamendny
voltamogramy metodou DCV na BDDFE.

Shodnym postupem byl pfipraven slepy pokus s pouZzitim destilované vody
neobsahujici 6-T. K nému bylo po zaznamenani voltamogramu pfidano pfislusné
mnozstvi 6-T, které odpovidalo koncentraci v méfeném roztoku po SPE a znovu byl

zaznamenan voltamogram.
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Procentovy vytézek extrakce byl uréen z poméru I,/1,°, kde I, znaéi vysku piku po
provedené extrakci 6-T z vodného roztoku a I,” je vyska piku 6-T v roztoku
pfipraveném piidavkem potfebného objemu standardniho roztoku 6-T k roztoku po

extrakci slepého vzorku.

2.3.3 Dalsi postupy

Pro spektrometrické stanoveni byl zasobni roztok tablety 6-T ptipraven stejné€, jako
v pfipad¢ voltametrie (viz kap. 2.3.1) a byl navic zcentrifugovan. Stanoveni 6-T
v tablet¢ léciva spektrometricky pomoci kalibracni kiivky bylo provedeno
odpipetovanim pfislusného mnozstvi zdsobniho roztoku 6-T a vzorku tablety do 10 ml
odmérnych ban¢k a doplnénim po rysku methanolem. Po zméfeni vzorku tablety o
oéekavané koncentraci 4 pmol-1"' 6-T byl vysledek dosazen do rovnice regrese
kalibra¢ni ktivky. Pfiprava pro metodu standardniho piidavku bylo podobna jako u
voltametrie, ale baniky byly dopInény po rysku methanolem.

Pti FIA bylo davkovani vzorkd do systému provadéno s pouzitim injekéni stiikacky
ptes davkovaci ventil. U méfeni 6-T v prostfedi 60% methanolu a PB o pH 2 byly
vzorky pfipravovany obdobné jako pti voltametrickych métenich.

Mez stanovitelnosti (LOQ) byla uréena jako koncentrace odpovidajici signdlu

vypoctenému z desetindsobku smérodatné odchylky proudu dvaceti opakovanych

cvwr

2.4 Stalost zasobnich roztoku

Stalost zasobniho roztoku studované latky v methanolu o koncentraci 1-10~* mol-1"!
byla sledovéana spektrofotometricky v kemennych kyvetdch o mérné tloustce 10 mm.
Jelikoz hodnota absorbance zdsobniho roztoku byla vyssi nez 1,5, byla stalost zasobniho
roztoku 6-T sledovdna po zfedéni. K tomuto ucelu byl kazdy den méfeni stalosti
zésobni roztok nafedény methanolem 2 krat na vyslednou koncentraci 5-10~ mol-1"".
Referentni kyveta byla naplnéna methanolem. Absorbance zasobniho roztoku byla
meétena pri vinové délce, kde méla studovana latka absorpéni maximum (A = 346 nm).

Vysledky sledovani stalosti zasobnich roztoktl jsou uvedeny v tabulce 2.1.
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Absorbance 6-T byla po 11 dnech o néco nizsi nez absorbance Cerstvého roztoku a
v pribéhu dni mirné klesla. Z vysledkl vyplyva, zZe zasobni roztok 6-T v methanolu byl
pii uchovani ve tm¢ a za laboratornich podminek stadly po dobu nejméné 8 dni.

Absorp¢ni spektrum 6-T je na obrazku 2.2.

Tab. 2.1 Spektrofotometrické — méreni  stdlosti  zdsobniho  roztoku  6-T
(c = 5-107 mol-l'') v methanolu. Hodnoty relativni zmény absorbance jsou vztazené k

nultéemu dni, kdy byl zasobni roztok pripraven.

DNY 0 8 11 27
A (346nm) 0,9882 0,9853 09117 0,8910
SIGNAL (%) 100,0 99,7 923 90,2

1,0 B I 2 1’0 ’L.
A
A 0,5
O’OO 15 30
0,5 T, dny
0,0 — ' —
300 400 A, nm 500

Obr. 2.2 Absorpéni spektrum roztoku 6-T (¢ = 5-107° mol-l"*) v methanolu. Méfeno
proti methanolu v kiemennych kyvetach o merné tloustce 10 mm. Kvivky — 1 Cerstvy
roztok, 2 — roztok po 8 dnech 3 — roztok po 11 dnech, 4 — roztok po 27 dnech. VloZena

zavislost absorbance pri vinové délce 346 nm na case.
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3 VOLTAMETR’ICKE STANOYENi 6-THIOGIUANINU NA
BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE ELEKTRODE

3.1 DC Voltametrie

Vzhledem k tomu, Ze 6-T byl rozpustén v methanolu, byl sledovan vliv obsahu
methanolu na vySku signalu a na opakovatelnost méfeni v prostfedi BR pufru o pH 7.
Z obrazku 3.1 je zfejmé, ze optimdlni bylo prostfedi 60% methanolu, protoze zde byl
ziskan nejvyssi signal a nejuzsi interval spolehlivosti.

Vliv pH na chovéani 6-T (¢ = 1:10° mol-I'") pi#i DCV na BDDFE byl sledovan
v prostiedi BR pufr-methanol (4:6). BR pufr byl pfipraven o pfislusném pH v rozmezi
2,0 — 12,0, v tabulce 3.1 jsou uvedeny hodnoty pH smésného vodné-methanolického
roztoku (pH') po ptidani methanolu k pufru o prislusném pH. Latka poskytuje v oblasti
pH"3,0 — 11,9 jednu vlnu, pii pH' 4,2 a 5,0 se objevuji viny dv&. Viny mohou odpovidat
oxidaci 6-T na 8-oxo-thioguanin, nebo oxidaci 6-T v mistech thiacetamidu a kruhu

247 Zaznamenané voltametrické kiivky ukazuje obr. 3.2. Potencidl viech vin

purinu.
s rostoucim pH klesa.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost pulvinového potencidlu £, na pH'
v roztoku v rozmezi pH' 3,0 — 11,9 vypoéten vztah:

Ep (mV)=-58,7 pr +1214,0 (korelac¢ni koeficient 0,9829).

Zjisténé hodnoty pulvlnového potencidlu Ej, a proudu viny /I, v zavislosti na pr
roztoku jsou uvedeny v tab. 3.1. Graficky je zavislost Ei a I, na pH' zndzornén na
obr. 3.3. Ze zavislosti I, na pH' je vidét, Ze zavislost proudu viny klesé s rostoucim pH'
a nejvyssi signdl je v oblasti pr 3,0. Proto vedle BR pufru byl testovan PB a roztoky
béznych kyselin s cilem nalézt optimalni prostfedi pro stanoveni.

Vliv riiznych zakladnich elektrolytl v prostiedi 60% methanolu na voltametrické
chovani 6-T (¢ = 1-10° mol-I") piti DCV na BDDFE je shrnut v tabulce 3.2 s
hodnotami ptlvlnového potencidlu E;, a proudu viny /,. Pfislusné voltamogramy 6-T

pro jednotliva kysela prostiedi jsou zndzornény na obrazku 3.4.

25



Jako optimalni bylo zvoleno prostfedi 60% methanolu a PB o pH 2. V tomto
prostiedi latka poskytovala nejlépe vyhodnotitelnou vinu a signal byl v tomto prostiedi
stalejsi nez v prostiedi v 0,1 mol-1" H3PO4, kde byl naméfen vyssi signal.

Opakovanym méfenim roztoku 6-T (¢ = 1:10° mol-1") ve zvoleném prostiedi
60% methanolu a PB o pH 2 byla zisSténa stabilita signdlu elektrody s
RSD =4,2 %.

120 -

I, nA ®

60

O . 1 . 1
methanol % 80

Obr. 3.1 Zavislost proudu 6-T (¢ = 110 mol-l'"") na obsahu methanolu v prostiedi
BR-pufru o pH 7, méreno technikou DCV na BDDFE.
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Obr. 3.2 Voltamogramy 6-T (¢ =1-107 mol-l"') méFené technikou DCV na BDDFE
v prostiedi 60% methanolu a BR pufru o pH 2 — 12 (hodnoty pH BR pufru odpovidaji

cislum krivek v grafu).

(@)
1000 © 1400
E ,mV | | I,nA
500 - 1200
O 1 1 1

Obr. 3.3 Zavislost pulvinového potencialu (I — e, o) a proudu viny (2 —wm,0 ) 6-T
(¢ =1-107 mol-I") na pH' roztoku, méfeno technikou DCV na BDDFE v prostiedi BR

pufru a 60% methanolu. e, m — prvni vina, o, 0 —druhd vina.
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Tab. 3.1 Hodnoty Ei;; a I, pri pH (2 — 12) a pr, 6-T (¢ = 1107 mol'lI™"), méreno
technikou DCV v prostredi BR pufru a 60% methanolu.

2,0 3,0 1034 336,7 - -

3,0 4,2 938 183,2 1080 37,19
4,0 5,0 911 204,7 1051 27,53
3,0 5,9 875 183,2 - -

6,0 7,2 826 151,1 - -

7,0 8,1 752 101,9 - -

8,0 8,9 693 132,0 _ -

9,0 9,4 675 126,9 - -
10,0 10,3 629 99,64 - -
11,0 11,1 562 69,79 - -
12,0 11,9 469 46,16 - -

I, nA

1000 1200 £, my 1400

Obr. 3.4 Voltamogramy 6-T (c =1-107 mol-I"') méfené technikou DCV na BDDFE
v prostiedi 60% methanolu: a BR pufiu o pH 2 (1), 0,01 mol-I" HCI (2), 0,1 mol-I"" HCI
(3), 1 mol-I' HCI (4), 0,01 mol-I'" HNO; (5), 0,1 mol-I'" HNO; (6), 1 mol-I" HNO; (7),
0,01 mol-I"' H;POy (8), 0,1 mol-I'" H;POy, (9), 1 mol-I'" H;PO, (10) a PB o pH 2 (11).
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Tab. 3.2 Hodnoty Ei; a I, 6-T (¢ = 1-10° mol-l""), méfeno DCV v prostiedi
60% methanolu a dané kyseliny ¢i pufru.

Kyselina / pufr Ell\/i’ :IVA

BR pufr, pH 2 1027 360,2
0,01 mol-I" HCI 1056 355.1
0,1 mol-I" HCI 1097 3130
1 mol-I" HCI 1097 81,6
0,01 mol-I" HNO; 1051 316,0
0,1 mol I HNO; 1100 354,9
I molI" HNO; 1124 1356
0,01 mol-I" H;PO,4 ™ 3373
0,1 mol-I" H3POy, 1057 380,7
I mol-I" H;PO, 1090 321,0
PB, pH 2 1027 363,7

Kalibra¢ni zavislost pro 6-T byla proméfena metodou DCV na BDDFE v prostredi
PB o pH 2 a methanolu (4:6) v koncentraénim rozmezi 2 — 10 pmol-1"'. Zméfené
voltamogramy jsou zndzornény na obr. 3.5 (A).

Graf zavislosti vysky vlny I, na koncentraci 6-T v rozmezi 2 — 10 pmol-1"' je na
obr. 3.5 (B). Zavislost vySky vIn na koncentraci je linearni v celém méfeném rozsahu
2 — 10 umol-I"". Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.3.

Kontrola opakovatelnosti vysky vln pfi pouzitém rezimu byla provedena

opakovanym zméfenim  voltamogrami pifi nejniz§i dosaZzené koncentraci

¢ =2 pmol-1""). DosaZena mez stanovitelnosti byla 0,9 pmol-I"' (RSD = 4,5 %).
1
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Obr. 3.5 Voltamogramy 6-T meérené technikou DCV na BDDFE v prostredi
60% methanolu a PB o pH 2. ¢ (6-T): 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8(5), 10 (6) umol-I"" (4)

a pFislusna zavislost proudu viny I, na koncentraci 6-T v rozmezi 2 — 10 umol-I”" (B).

Tab. 3.3 Parametry kalibracni zavislosti 6-T vrozmezi 2 — 10 umol-l"'. Méfeno

technikou DCV na BDDFE v prostiedi 60% methanolu a PB o pH 2.

Koncentrace, Usek, Smeérnice, Korelaéni LOQ,
pmol-I"! nA  nA-umol -1  koeficient pmol-1"!
2-10 —6,01 33,1 0,9917 0,9

Pro dosazeni niz§i meze stanovitelnosti byla zmétfena kalibracni zavislost také
v prostiedi bez methanolu.

Kalibra¢ni zavislost 6-T byla prométfena metodou DCV na BDDFE v prostiedi PB o
pH 2,0 v koncentraénim rozmezi 0,6 — 10 pmol-I"'. Zavislosti proudu viny na
koncentraci jsou zndzornény spolecné s pfislusnymi kiivkami na obr. 3.6.

Zavislost vysky vin na koncentraci je linearni v rozmezi 0,6 — 6 pmol-1"'. Parametry
kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.4.

Kontrola opakovatelnosti vysky vln pfi pouzitém reZzimu byla provedena

opakovanym zméfenim  voltamogrami pifi nejniz§i dosazené koncentraci

(c = 0,6 pmol-1""). DosaZena mez stanovitelnosti byla 0,6 pmol-I"' (RSD = 9,2 %).
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Bylo dosazeno pouze nevyrazného sniZzeni meze stanovitelnosti, coZz mohlo byt
zplisobeno pravé nepiitomnosti methanolu, ktery snizoval vySku signalu latky.
Odchylka od linearni kalibraéni zavislosti pii koncentraci nad 6 pmol-1" zfejmé& souvisi

s omezenou rozpustnosti analytu v nepfitomnosti methanolu.

480 F

A 3601 B o
I,nA I,nA °
240 - 180
O » - 1 1 O , 1 A 1
840 1120 1400 0 5 10
E,mV ¢, htM

Obr. 3.6 Voltamogramy 6-T mérené technikou DCV na BDDFE v prostiedi PB o pH
2.¢(6-T): 0 (1), 0,6 (2), 0,8 (3), 1,0 (4), 2,0(5), 4.0 (6), 6,0 (7), 8,0 (8) a 10 (9) umol-I"*

(4) a zavislost proudu viny I, na koncentraci 6-T v rozmezi 0,6 — 10 umol-l"" (B).

Tab. 3.4 Parametry kalibracni zavislosti 6-T v rozmezi 0,6 — 6 umol-l". MéFeno

technikou DCV na BDDFE v prostredi PB o pH 2.

Koncentrace, Usek, Smérnice, Korela¢ni LOQ,
pmol-I"! nA  nA-umol -1  koeficient pmol-1"!
0,6 -6 4,02 45,8 0,9987 0,6
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3.2 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Pro DPV bylo zvoleno stejné jako pii DCV prostifedi 60% methanolu. Vliv pH na
chovani 6-T (¢ = 1-10 mol-1"") pti DPV na BDDFE byl sledovan v prostiedi BR pufiu
a methanolu (4:6) o pr smési 3,0 az 12,0. Zaznamenané voltametrické kiivky ukazuje
obr. 3.7. Latka poskytuje v oblastech pH' 3,0 — 12,0 jeden pik a pii pH' 4,2 a 5,1 se
objevuji piky dva, coZ miZe odpovidat oxidaci 6-T na latky stejné jako v ptipadé¢ DCV
(viz kapitola 3.1). Potenciél a signal pikd, které se objevuji v celé skale pH', s rostoucim
pH" kles4, viz obr. 3.8.

Metodou linearni regrese byl vypocten vztah pro zavislost potencialu piku E, na pH'
roztoku v rozmezi pH' 3,0 — 12,0 pro potencial prvniho piku E,:

E, (mV)=-57,8 pH'+ 1197,4 (korelagni koeficient 0,9814).

Zjisténé hodnoty potencialu piku E, a proudu piku 7, na pH' roztoku jsou uvedeny
v tab. 3.5. Graficky je zavislost £, a I, na pH' znazornéna na obrazku 3.8. Ze zavislosti
I, na pH" vyplyva, Ze vyska piku s pH' postupné klesa. Nejvyssiho signalu bylo
dosazeno pti pH' 3,0. Proto vedle BR pufiu byl testovan PB a roztoky b&znych kyselin
s cilem nalézt optimalni prostfedi pro stanoveni.

Vliv riznych zdkladnich elektrolyti v prostfedi 60% methanolu na 6-T
(c =1-10" mol-1"") pii DPV na BDDFE je shrnut v tabulce 3.6 s hodnotami potencialu
piku E, a proudu piku /,. PfisluSné voltamogramy 6-T pro jednotliva kysela prostiedi
jsou znazornény na obrazku 3.9.

Opakovanym méfenim roztoku 6-T (¢ = 1:10° mol-1"") ve zvoleném prostiedi
60% methanolu a PB o pH 2 byla potvrzena dobréd stabilita signdlu elektrody s
RSD = 4,8 %.
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Obr. 3.7 Voltamogramy 6-T (¢ =1-107 mol-l"') mérené technikou DPV na BDDFE
v prostiedi 60% methanolu a BR pufru o pH 2 — 12 (hodnoty pH BR pufru odpovidaji

cislum krivek v grafu).

1000} o © 1160
E?an’ L _AQ,nA
500 | 180
0 0

Obr. 3.8 Zavislost potencialu piku E, (I — e, o) a proudu piku I, (2 —wm, 0) 6-T,
(c = 1107 mol I'") na pH' roztoku. Méreno v prostiedi methanolu a BR pufru (6:4)
metodou DPV na BDDFE. e, m —prvni pik, o, 0 — druhy pik.
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Tab. 3.5 Hodnoty E, a I, pii pH (2-12) a pH., 6-T (c = 1-10° mol-l""), méreno DPV
v prostredi BR pufru a 60% methanolu.

2,0 3,0 1047 118,3 - -
3,0 4,2 924 98,4 1038 55,9
4,0 5,1 898 97,7 1041 23,0
5,0 6,0 853 76,3 - -
6,0 7,2 791 48,5 - -
7,0 8,2 716 41,4 - -
8,0 8,9 683 50,5 - .
9,0 9,3 661 54,8 - -
10,0 10,3 637 43,1 - -
11,0 11,1 581 9,5 - -
12,0 12,0 457 242 - -

I, nA __F/L’/—\_//

750 1000 E, mV 1250

Obr. 3.9 Voltamogramy 6-T (¢ =1-107 mol-I"") mérené technikou DPV na BDDFE
v prostiedi 60% methanolu a: BR pufru o pH 2 (1), fosfatovém pufru o pH 2 (2),
0,01 mol'I' HCI (3), 0,1 mol-I'" HCI (4), 1 mol-I'" HCI (5), 0,01 mol-I" HNO; (6),
0,1 mol-I' HNO; (7), 1 mol-I'" HNO; (8), 0,01 mol-I"' H;PO, (9), 0,1 mol-I" H;PO, (10)
a 1 mol'I'" H;PO, (11).
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Tab. 3.6 Hodnoty E, a I, 6-T (¢ =

1-107

v prostiredi 60% methanolu a kyseliny ¢i pufru.

mol-l"'), méfeno DPV na BDDFE

Kyselina / pufr ElpV ipA
BR puft, pH 2 1066 100,3
fosfatovy puft, pH 2 1078 126,0
0,01 mol-I" HCI 1045 102,5
0,1 mol-I" HCI 1072 123,6
1 mol-I" HCI 1097 121,8
0,01 mol-I"" HNO;3 1115 47,5
0,1 mol-I"" HNO;s 1059 1422
1 mol-I"" HNO; 1089 116,5
0,01 mol-I" H;PO, 1150 89,4
0,1 mol-I" H3POy 1048  125,5
1 mol-1" H3PO, 1072 1218

Kalibra¢ni zavislost pro 6-T byla proméfena metodou DPV na BDDFE v prostredi

60% methanolu a PB o pH 2,0 v koncentraénim rozmezi 2 — 10 pmol-1"'. Graf zavislosti

vysky piku 7, na koncentraci 6-T je na obr. 3.10 spole¢né s pfisluSnymi voltamogramy.

Zavislost vysky pikli na koncentraci byla linearni v celém méfeném rozsahu. Parametry

kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.7.

Kontrola stability vysSky pikd pfi pouzitém rezimu byla provedena opakovanym

[RA4

mez stanovitelnosti byla 1,5 umolfl (RSD =4.,8 %).
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Obr. 3.10 Voltamogramy 6-T merené technikou DPV na BDDFE v prostredi
60% methanolu a PB o pH 2. ¢ (6-T): 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8(5), 10 (6) umol-I"" (4)

a zavislost proudu piku I, na koncentraci 6-T v rozmezi 2 — 10 umol-I" L (B).

Tab. 3.7 Parametry kalibracni zdavislosti 6-T v rozmezi 2 — 10 umol-l"". MéFeno

technikou DPV na BDDFE v prostiedi 60% methanolu a PB o pH 2.

Koncentrace, Usek, Smérnice, Korela¢ni LOQ,
pmol-I"! nA  nA-pmol 1 koeficient pmol-1"!
2-10 -12,1 11,1 0,9992 1,5

Pro dosazeni niz8i meze stanovitelnosti byla kalibra¢ni zévislost 6-T zméfena
v prostiedi bez methanolu.

Kalibra¢ni zavislost pro 6-T byla prométena metodou DPV na BDDFE v prostfedi
PB o pH 2,0 v koncentraénim rozmezi 0,6 — 10 umol-I"". Graf zavislosti vysky piku I,
na koncentraci 6-T je na obr. 3.11 spole¢né s jeho voltamogramy. Zavislost vysky piku
na koncentraci byla linearni v rozmezi 0,6 — 6 pmol-I". Parametry kalibra¢ni zavislosti

jsou uvedeny v tab. 3.8.
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Kontrola opakovatelnosti vySky piku pfi pouzitém rezimu byla provedena
opakovanym zméfenim  voltamogramii pifi nejniz§i dosaZzené koncentraci
(c = 0,6 pmol-1'"). DosaZena mez stanovitelnosti byla 0,6 pmol-1"' (RSD = 10,5 %).
Nevyrazné zvyseni citlivosti 1 pozorovana odchylka kalibracni zavislosti od piimky pfi

vy$8ich koncentracich analytu lze vysvétlit stejné jako v ptipadé DCV.

360 B °
°
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Obr. 3.11 Voltamogramy 6-T mérené technikou DPV na BDDFE v prostredi PB o pH
2. ¢ (6-T): 0 (1), 0,6 (2), 0,8 (3), 1,0 (4), 2,0 (5), 4,0 (6), 6,0 (7), 80 (8 a
10,0 (9) umol-I"" (4) a zavislost proudu piku 1, na koncentraci 6-T v rozmezi 0,6 — 10
umol-I"" (B).

Tab. 3.8 Parametry kalibracni zavislosti 6-T v rozmezi 0,6 — 6 umol-l". Méreno

technikou DPV na BDDFE v prostiedi fosfatového pufru o pH 2.

Koncentrace, Usek, Smeérnice, Korela¢ni LOQ,
pmol-I"! nA  nA-umol -1  koeficient pmol-1"!
0,6 -6 0,803 21,9 0,9923 0,6
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3.3 Stanoveni 6-Thioguaninu v pitné a Fi¢ni vodé pomoci DC voltametrie

Metodami DCV a DPV byla ziskdna podobna mez stanovitelnosti. Pro méfeni 6-T
v redlnych vzorcich byla dale pouzivana metoda DCV, u které byl obecné signal
v okraji potencidlového okna 1épe vyhodnotitelny.

Kalibra¢ni zavislost pro 6-T v pitné vodé byla proméfena metodou DCV na BDDFE
v prostiedi PB o pH 2,0 v koncentranim rozmezi 2 — 10 pmol-1"'. Graf zavislosti vysky
viny I, na koncentraci 6-T v rozmezi 2 — 10 pumol-I"' je na obr. 3.12 spoleénd
s ptisluSnymi voltamogramy. Zavislost vysky vIn na koncentraci je linedrni v celém
meéteném rozsahu. Parametry kalibracnich zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.9.

Kontrola opakovatelnosti vysky vln pfi pouzitém rezimu byla provedena
opakovanym zméfenim  voltamogramii pfi nejniz§i dosaZzené koncentraci
(c = 2 pmol-I'"). DosaZeni mez stanovitelnosti v pitné vodé byla 1,3 pmol-1"

(RSD = 4,5 %).

5001 A 360| B
IV, nA IV, nA
250+ 180 L
O - : 1 | 0 A 1 , |
700 1050 1400 0 5 ¢, tM 10
Ew, mV

Obr. 3.12 Voltamogramy 6-T v pitné vode mérené technikou DCV na BDDFE
v prostredi fosfatového pufru o pH 2. ¢ (6-T): 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5),
10 umol-I"" (6) v pitné vodé (4) a zavislost proudu viny I, na koncentraci 6-T v pitné
vodé v rozmezi 2 — 10 umol-l”" (B).
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Tab. 3.9 Parametry kalibracni zavislosti 6-T v pitné vode v koncentracnim rozmezi
2 — 10 umol-l'. Méreno technikou DCV na BDDFE v prostiedi fosfitového pufiu
opH 2.

Koncentrace, Usek, Smérnice, Korela¢ni LOQ,
pmol-1"! nA nA-umol -1  koeficient — pmol-1""
2-10 -16,9 38,9 0,9950 1,3

Kalibra¢ni zavislosti pro 6-T v fi¢ni vodé byly proméfeny metodou DCV na BDDFE
vprosttedi PB o pH 2,0 vkoncentratnim rozmezi 6-T v{fi¢ni vodé
2 — 10 pmol-l"'. Graf zavislosti vysky vlny I, na koncentraci 6-T v rozmezi
2 — 10 pmol-I"" je na obr. 3.13 spoleéné s piislusnymi voltamogramy. Zavislost vysky
vin na koncentraci je linedrni vcelém méfeném rozsahu. Parametry kalibracnich
zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.10.

Kontrola opakovatelnosti vysky vln pfi pouzZitém reZzimu byla provedena
opakovanym zméfenim  voltamogrami pifi nejniz§i dosaZzené koncentraci
(c = 2 umol-1"). Dosazend mez stanovitelnosti byla viiéni vodé 1,3 pmol-1"'
(RSD =5,0 %).

Z vysledki je patrné, Ze linedrni dynamicky rozsah je pfi méfeni v matricich pitné a
ficni vody vyssi, nez byl v samotném PB. To by mohlo souviset se snizenym obsahem

zakladniho elektrolytu v méteném roztoku.
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Obr. 3.13 Voltamogramy 6-T v Ficni vode meérené technikou DCV na BDDFE
v prostredi fosfatového pufru o pH 2. ¢ (6-T): 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5),
10 umol-I"" (6) v Ficni vodé (A) a zdvislost proudu viny I na koncentraci v Ficni vodé 6-T

v rozmezi 2 — 10 umol-I™" (B)

Tab. 3.10 Parametry kalibracni zavislosti 6-T v Ficni vodé v koncentracnim rozmezi
2 — 10 umol-l'. MéFeno technikou DCV na BDDFE v prostiedi fosfatového pufiu
opH 2.

Koncentrace, Usek, Smérnice, Korela¢ni LOQ,
pmol-T"! nA  nA-umol 1 koeficient pmol-1"!
2-10 -22,1 38,0 0,9930 1,3
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3.4 Stanoveni 6-Thioguaninu v mo¢i a extrakce tuhou fazi

Bylo testovano pfimé DCV meéfteni v prostiedi lidské moci, ale pozadi na BDDFE
bylo v oblasti potencidlli pfes 800 mV pfili§ vysoké pro stanoveni 6-T. Proto byl
modelovy vzorek 6-T v moc¢i 20 krat zfedén PB o pH 2 a byl pfimo zméfen technikou
DCV na BDDFE. I v tomto piipad€ pfi voltametrii interferovala matrice moci tak, ze
nebylo mozné vyhodnotit signal 6-T, proto bylo testovano zjednoduseni matrice moci
pomoci extrakce tuhou fazi. Pro optimalizaci byl pouzit vzorek lidské moci, do kterého
byl ptidan zasobni roztok 6-T v PB tak, aby vzorek mo¢i obsahoval 1-10~° mol-1"" 6-T.

Podle vyrobce kolonek™ jsou pro extrakci 6-T vhodné kolonky Lichrolut RP-18, CN,
NH, a EN naplnéné 200 mg sorbentu. Extrakce 6-T z 10 ml destilované vody byla
uspésna pouze na kolonce Lichrolut EN s vytézkem 72,2 %, pfi eluci 6 ml methanolu. U
ostatnich kolonek byl ziskan nulovy vytézek. Dale byla snaha optimalizovat extrakci
6-T z destilované vody o koncentraci 1107 mol-1"' na kolonce Lichrolut EN.

Jelikoz pfi eluci 6 ml methanolu byl vytézek extrakce niz§i nez 100 %, byl
optimalizovan objem methanolu pro eluci 6-T. S rostoucim objemem methanolu roste i
vytézek extrakce, a pii 9 ml doséhl pfiblizn¢ 100 %, viz obr. 3.14. Tento elu¢ni objem
byl pouzit pro dalsi méteni.

Dale byla kontrolovana schopnost kolonky udrzet 6-T po naneseni vétSiho objemu
vzorku v destilované vodé. Na kolonky byly davkovany rGzné objemy vzorku
destilované vody (10 — 100 ml) vzdy s koncentraci 1-10~ mol-1"" 6-T, které byly
nasledné eluovany methanolem. Vytézek extrakce klesal s rostoucim objemem, viz obr.
3.15. To znamend, Ze v prub¢hu nanaSeni vzorku ve vétSim objemu se na kolonce
neudrZelo celé mnozstvi 6-T. Maximalni objem, ktery Ize na kolonku nanaSet bez ztraty
6-T bylo 10 ml.

Zjisténé optimalni podminky byly aplikovany na extrakci 6-T z modelového vzorku
moci. Extrakce byla provedena kolonkou Lichrolut EN bez jakékoliv Upravy vzorku
moci. Matrice mo¢i i po SPE interferovala pfi DCV, a proto nebylo mozno 6-T v moc¢i
stanovit.

Pro odstranéni interferujicich latek z moc¢i byla kolonka po naneseni vzorku
pro¢i§téna promytim 20% methanolem anebo acetonitrilem.” Cisténi kolonky bylo

nejdiive vyzkousSeno na extrakci 6-T z destilované vody, aby byl zjiStén vliv €isténi na
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vytézek extrakce. Po €isténi kolonky 20% methanolem klesl vytézek extrakce z 97,9 %
na 76,1 % a u acetonitrilu na 50,0 %.

Po aplikaci ¢isténi na modelovy vzorek 6-T v moci byl vzorek po proplachnuti
kolonky acetonitrilem a eluci methanolem odbarveny, na rozdil od Ccisténi
20% methanolem, kdy eluent zlstaval zazloutly. Ani jedna z moZznosti ¢isténi kolonky
neodstranila matrici moc¢i dostate¢n€, aby bylo mozno vyhodnotit signal 6-T piti DCV
na BDDFE.

Dale bylo vyzkouSeno odstranit interferujici matrice z moci filtraci modelového
vzorku pied extrakei.”® Modelovy vzorek moéi byl pred nanesenim na kolonku filtrovan
ptes fritu S4 a poté nanesen na kolonku, kde byl dale procistén acetonitrilem, ktery se
zdal byt GCinnéj$i nez 20% methanol. Signal pfi DCV na BDDFE byl stale
nevyhodnotitelny.

Selektivita nami navrzené metody nebyla dostatecnd, aby bylo mozné ji pouzit pro
stanoveni 6-T v lidské moci 1 pfi pouziti jednoduchych separacnich postupti. Pro vyuziti
elektrochemické detekce s pomoci BDDFE by bylo nutné pouzit napt. HPLC, aby se

oddélil signal analytu a interferujicich slozek moci.
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Obr. 3.14 Zavislost vytézku SPE 6-T o ¢ = 1-10~ mol-l”" na kolonce Lichrolut EN
z destilované vody na objemu methanolu pouzitého k eluci 6-T, méreno technikou DCV

na BDDFE v prostiredi 60% methanolu a PB o pH 2.
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Obr. 3.15 Zavislost vytézku SPE 6-T o ¢ = 1-10” mol-lI”" na kolonce Lichrolut EN
z destilované vody na objemu 6-T v destilované vodé nandseného na kolonku, mereno

technikou DCV na BDDFE v prostredi 60% methanolu a PB o pH 2.
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4 PRUTOKOVA INJEKCNI ANALYZA

4.1 Optimalizace

Pro stanoveni 6-T v pritoku bylo pouzito optimalni prostfedi z pfedchozich
voltametrickych méteni. Byl pouzit methanol a PB o pH 2,0 (6:4) jako nosny roztok. U
vSech méfeni byl elektrochemickému detektoru predsazen UV detektor pro porovnani
s nastavenou A = 344 nm (viz obr. 4.1), kde ma 6-T v prostfedi methanolu a PB o pH 2
(6:4) absorpéni maximum. Optimalizace metody byla provedena se vzorkem 6-T o
koncentraci 6107 mol-I"".

U FIA (polarizaéni potencial 1000 mV, davkovani vzorku 0,1 ml, pritok 2 ml-min~")
byla nejprve pouzita BDDFE po aktivaci, jako byla pfi voltametrickych métenich,
cyklickou voltametrii v 1M HNO; a 1M KCI ve 20 cyklech od 0 mV v potencidlovém
rozsahu od —2500 do +2500 mV a rychlosti naristu potencialu 400 mV.s™. Po této
aktivaci nebyly ziskany vyhovujici vysledky z FIA, protoze signal béhem 12 nastiikt
klesl na 71 % své pavodni vySky. Proto byla pracovni elektroda opét aktivovana
voltametricky v 1M HNOs jednim potencidlovym skokem mezi +2500 mV a 2500 mV
po dobu 30 s na obou potencidlech, ale signal opét béhem 12 meéteni klesal, a to na
56 % své puvodni vysky.

Pfi stejném nastaveni FIA byla déale zkouSena aktivace pfimo v pritoku nosného
roztoku. BDDFE byla aktivovana potencidlovym skokem mezi +2000 mV a —2000 mV
po dobu 30 s na obou potencidlech. Signal stale klesal. Z vysledki je patrné, Ze nebylo
mozné elektrodu aktivovat tak, aby nedochazelo pti opakovanych métfenich k poklesu
signalu, proto byla do méficiho programu zafazena aktivace pred kazdym méfenim.
Byla vyzkouSena aktivace v pritoku vloZzenim na potencidlu +2000 mV po dobu 30 s a
porovnana s aktivaci pouze po dobu 10 s na +2000 mV. U obou aktivaci signal
z pocatku stoupal a pak se ustalil, rozdil mezi aktivaci po dobu 10 s a 30 s byl nepatrny.
Pro dosaZeni rychlejsiho ustaleni vysky signalu byl proto vloZen pfed prvnim méfenim
potencial +2000 mV na dobu 2 minut a nasledné se aktivace provad¢la jen po dobu 10 s
na potencidlu +2000 mV pted kazdym méfenim. Pfi dodrzovéani tohoto postupu bylo

dosazeno opakovatelnych méfeni, tudiz bylo mozné vzorek davkovat s frekvenci jedné
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minuty. Ukazky jednotlivych aktivaci jsou zndzornény na obrazku 4.2.

Po optimalizaci aktivace byl nejprve sledovan vliv polariza¢niho potencidlu na
odezvu elektrochemického detektoru pfi objemu davkovaci smycky 100 pl a rychlosti
prittoku nosného roztoku 2 ml'min~'. Byl proméfen rozsah 800 az 1600 mV. Jako
optimalni byl zde zvolen polarizacni potencidl E,; = 1300 mV, jelikoz pfi tomto
potencidlu byl poskytovan vysoky pik snizkym pozadim métfeni. Pfi vysSSich
potencidlech vlivem rostouciho pozadi zacala stoupat relativni smérodatna odchylka
méfeni. Hydrodynamicky voltamogram je zndzornén na obr. 4.3.

Nasledné byl sledovan vliv pritokové rychlosti Q na odezvu elektrochemického
detektoru a UV detektoru. Byly testovany pritokové rychlosti v rozsahu 0,5 az
7 ml-min”'. Zavislost je zobrazena na obr. 4.4. Jako optimalni byla zvolena pritokova
rychlost Q = 5 ml-min ' z diivodu nejvyssiho piku, pfi kterém jesté nezadal vzriistat
interval spolehlivosti opakovanych méfeni.

Dale byl sledovan vliv ddvkovaného objemu na odezvu elektrochemického detektoru
a UV detektoru. Byly testovany objemy 10, 50, 100, 200, 300 a 400 ul. Zavislost je
zobrazena na obr. 4.5. Jako optimdlni byla zvolena davkovaci smycka o objemu
V =50 ul, a to s ohledem na velikost piku a spotfebu vzorku.

Pfi zvolenych optimalnich podminkéach (Epo = 1300 mV, Q =5 ml-min', V = 50 pl)
byla sledovdana opakovatelnost signalu elektrochemického detektoru pii pouziti
koncentrace 6-T 6-10° mol-1". Bylo nadavkovano 20 nastiikti v co nejkrat$i mozné
dobé& (RSD = 1,0 %). Nizkou RSD bylo potvrzeno, Ze aktivace v pritoku na potencialu
+2000 mV po dobu 10 s po kazdém meéfeni za optimalnich podminek je dostatecna.

Ptislusny zdznam je na obr. 4.6.
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Obr. 4.1 Absorpcni spektrum roztoku 6-T (¢ = 5-107 mol-1") v 60% methanolu a PB
o pH 2. Méreno proti 60% methanolu a PB o pH 2 v kiemennych kyvetach o mérné

tloustce 10 mm.
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Obr. 4.2 Vyvoj signdlu 6-T (¢ = 6-107 mol-I"") pii opakovanych ampérometrickych
meérenich v zavislosti na aktivaci BDDFE: CV (4), £2,5 V (B), v prutoku 10 s na 2 V po
kazdem mereni (C), v pritoku s prvni aktivaci 2 min na potencialu 2 'V, poté pouze

10 s na 2V po kazdém méreni (D). Méreno technikou FIA pri E,, = 1000 mV, priitoku

2 ml-min a davkovéni 0,1 ml vzorku.
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Obr. 4.3 Zavislost signalu 6-T (¢ = 6-10° mol-I"') z elektrochemického detektoru na
polarizacnim potencialu E,, (2), méreno technikou FIA v prostiedi methanolu a PB o
pH 2,0 (6:4), objem smycky V = 100 ul, priitokovd rychlost Q =2 ml-min™". Kivka (1)

zndzornuje pozadi detektoru.
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Obr. 4.4 Zavislost signalu 6-T (¢ = 6:107 mol-I"") z elektrochemického detektoru (1)
pri Eyg = 1300 mV a UV detektoru (2) pri A = 344 nm na priitokové rychlosti Q, méreno
technikou FIA v prostredi methanolu a PB o pH 2,0 (6:4), davkovano 100 ul vzorku.
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Obr. 4.5 Zavislost signalu 6-T (¢ = 6:107 mol-I"") z elektrochemického detektoru (1)
pri Eyg = 1300 mV a UV detektoru (2) pri A = 344 nm na nadavkovaném objemu V,
meéreno technikou FIA v prostredi methanolu a PB o pH 2,0 (6:4), pri
O =5 ml'min”.
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Obr. 4.6 Zavislost proudu piku I, 6-T (c = 6-107° mol-l'1) na poctu méreni N. MéFeno
technikou FIA pri stanovenych optimalnich podminkdich (E,,; = 1300 mV,
O = 5 mlmin’, V = 50 ul) na elektrochemickém detektoru s BDDFE v prostiedi
methanolu a PB o pH 2 (6:4).
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4.2 Kalibraé¢ni zavislosti

Kalibragni zavislosti v rozmezi 2 — 10 a 0,2 — 1,0 pmol-1"! pro 6-T byly promé&ieny
technikou FIA za optimalnich podminek (Epo = 1300 mV, Q =5 ml-min~', V = 50 pl)
v prostiedi methanolu a PB o pH 2 (6:4). Zaznamenané signaly z elektrochemického a
UV detektoru jsou uvedeny na obr. 4.7 a 4.8. Pfislusné kalibracni zavislosti jsou
znadzornény na obr. 4.9 a 4.10. Kalibracni zavislosti byly linearni v celém rozsahu
métenych koncentraci. Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v tab. 4.1 a 4.2.

Kontrola opakovatelnosti vySky piku pii pouzitém rezimu byla provedena
opakovanym zméfenim 6-T pii nejniz&i stanovované koncentraci (¢ = 0,2 pmol-1™).
Dosazena mez stanovitelnosti byla pro elektrochemicky detektor 0,05 pmol-1"'

(RSD = 1,6 %) a pro UV detektor 0,06 pmol-1"" (RSD = 1,8 %).

R ;
”Lumm L
100F — h min

A,A.g)

OLLLLLLLLLLLLIMH

Obr. 4.7 Zdaznamy FIA z meéreni kalibracni zavislosti 6-T o koncentraci: 2,0 (1),
4,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4), 10 (5) umol-I"". Elektrochemickd detekce (A4) na BDDFE pFi
Eyo = 1300 mV a UV detekce (B) pri vinové délce 344 nm. Méieno v prostiedi nosného
roztoku (methanol a PB o pH 2 (6:4)) pii priitoku 5 ml-min™" a davkovani 50 ul vzorku.
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Obr. 4.8 Zdaznamy FIA z mereni kalibracni zavislosti 6-T o koncentraci: 0,2 (1),
0,4 (2), 0,6 (3), 0.8 (4), 1,0 (5) umol-I"'. Elektrochemickd detekce (A) na BDDFE pii
Eyo1 = 1300 mV a UV detekce (B) pri vinové délce 344 nm. Méieno v prostiedi nosného
roztoku (methanol a PB o pH 2 (6:4)) pii priitoku 5 ml-min™" a davkovani 50 ul vzorku.
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Obr. 4.9 Kalibracni zavislosti 6-T v koncentracnim rozmezi 2 — 10 umol-I”'. MéFeno
technikou FIA s elektrochemickou detekci (4) na BDDFE pri E,, = 1300 mV a
UV detekct (B) pri vinové délce 344 nm. Méreno v prostiedi nosného roztoku (methanol

a PB o pH 2 (6:4)) pFi pritoku 5 ml-min™" a davkovani 50 ul vzorku.
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Obr. 4.10 Kalibracni zavislosti 6-T v koncentracnim rozmezi 0,2 — 1,0 ,umol-l_].
Meéreno technikou FIA s elektrochemickou detekci (A) na BDDFE pri E,,; = 1300 mV a
UV detekci (B) pri vinove délce 344 nm. Méreno v prostredi mobilni faze (methanol a
PB o pH 2 (6:4)) pii pritoku 5 mI'min™" a davkovani 50 ul vzorku.

Tab. 4.1 Parametry kalibracnich zavislosti 6-T v koncentracnim rozmezi 2 — 10 a
0,2 — 1,0 umol-I' I Méreno technikou FIA s elektrochemickou detekci v prostredi 60%
methanolu a PB o pH 2.

Koncentrace,  Usek, Smérnice, Korelatni LOQ,
pmol-T"! nA nA-umol™"-1 koeficient pmol-l"
2-10 1,48 87,3 0,9992 -
0,2-1,0 8,04 77,6 0,9963 0,05
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Tab. 4.2 Parametry kalibracnich zavislosti 6-T v koncentracnim rozmezi 2 — 10 a
02-10 ,umol-l']. Meéreno technikou FIA s UV detekci v prostiedi 60% methanolu a PB
opH 2.

Koncentrace, Usek, Smérnice, Korelacni  LOQ,

pmol-1"! AU A-U-pumoll" koeficient pmol-1"
2-10 3,10 7,59 0,9977 -
0,2-1,0 0,865 7,48 0,9992 0,06
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5 STANOVENI 6-THIOGUANINU V TABLETE LANVIS

5.1 DC voltametrie

6-T byl stanoven pomoci DCV v tableté Lanvisu, kterd ma deklarovany obsah 40 mg
6-T. Tableta byla rozpuSténa v methanolu za pomoci ultrazvukové lazné tak, aby
vznikly roztok mé¢l koncentraci cca 1-10* mol-I'! 6-T (viz kapitola 2.3.1)

Obsah 6-T v tableté byl stanoven metodou standardniho pifidavku a méfen pomoci
DCYV v prostfedi 60% methanolu a PB o pH 2 (podle jiz popsanych podminek pro 6-T,
viz kapitola 3.1). K 0,4 ml roztoku vzorku bylo ptfidano 5,6 ml methanolu a PB o pH 2
na celkovy objem 10 ml, byla zaznamenana kiivka a nasledné byly provedeny tfi
ptidavky standardu 6-T v methanolu (200 ul o koncentraci 1-10* molI"), které
odpovidaly naristu koncentrace vzdy o 2 pmol-I"'. Dosazenim do rovnice vzniklé
linedrni zavislosti byla vypoctena koncentrace 6-T v tableté.

Vytézek stanoveni byl 101,3 £ 1,0 %. Graficky je metoda standardniho ptidavku

zobrazena na obrazku 5.1 a parametry kiivky jsou uvedeny v tabulce 5.1.
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Obr. 5.1 Stanoveni 6-T metodou standardniho pridavku, v koncentracnim
rozmezi standardnich pridavkii 0 — 6 umol-l". Méfeno technikou DCV na BDDFE
v prostiedi PB o pH 2 a 60% methanolu. Zakladni elektrolyt (0), vzorek tablety (1),
prvni (2), druhy (3) a treti (4) standardni pridavek.
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Tab. 5.1 Parametry metody standardniho pridavku 6-T v rozmezi 2 — 6 umol-l".
Meéreno technikou DCV na BDDFE v prostiedi PB o pH 2 a 60% methanolu.

Usek, Smérnice, Korela¢ni Cyzo pmol- 1! Vytézek
nA  nA-umol 1 koeficient (%)
Ocekavana Stanovena
113,2 28,2 0,9998 4,0 4,1 101,3+1,0

5.2 Pritokova injek¢ni analyza

Stanoveni 6-T v tableté Lanvis bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky. Ptiprava
vzorku probihala stejné, jako v piipadé stanoveni spektrometrick¢ho (viz kapitola
2.3.3). Byl proméien vzorek tablety o oekavané koncentraci 4,0 pmol-I"' a ziskany
signal byl dosazen do rovnice regrese z kalibraénich kfivek v rozsahu 2 — 10 pmol-1"!
z elektrochemického a UV detektoru viz tabulky 4.1 a 4.2. Vytézek byl pro
elektrochemicky detektor 95,2 + 0,4 % a 96,7 £ 0,8 % pro UV detektor.

5.3 UV spektrometrie

Stanoveni 6-T bylo provedeno pro srovnani spektrometricky metodami kalibracni
kiivky a standardniho ptidavku pti vinové délce 345 nm. Pro spektrometrické stanoveni
byl roztok vzorku pfipraven dle postupu v kapitole 2.3.3. Jako slepy vzorek byl pouZzit
methanol.

Vytézek stanoveni metody standardniho pfidavku a kalibraéni kiivky byl pies 80 %
pro obé metody. Absorpcéni spektrum 6-T standardniho pfidavku je na obrazku 5.2,
parametry zavislosti jsou v tabulkdch 5.2 a 5.3. Niz8i vytézek spektrometrického
stanoveni muze souviset s interferujicimi Casticemi, které ziistaly v roztoku i1 po

centrifugaci vzorku.
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Obr. 5.2 Spektrofotometrické stanoveni 6-T metodou standardniho pridavku,
v koncentracnim rozmezi standardniho pridaviku 0 — 6 umol-I”" v methanolu. MéFeno
proti methanolu v kiemennych kyvetich o mérné tloustce 10 mm. Cisla kiivek
odpovidaji koncentraci pridavku standardniho pridavku v méreném vzorku. (A)
Zavislost absorbance pri vinové délce 345 nm na koncentraci standardniho pridavku

6-T v rozmezi 0 — 6 umol-I"' (metoda standardniho pridaviku). (B)

Tab. 5.2 Parametry metody standardniho pridavku 6-T v rozmezi 2 — 6 umol-l”.
Mereno UV-VIS spektrometrii proti methanolu.

, Smérnice, Korelaéni Cyzy pmol- T
Usek X Vyteézek, %
pmol -1 koeficient Ocekavand Vypoctena
0,0975 0,0286 0,9988 4,0 3,4 85,4+32

Tab. 5.3 Parametry kalibracni kiivky 6-T vrozmezi 2 — 6 umoll'. Méreno

UV-VIS spektrometrii proti methanolu.

, Smérnice, Korela¢ni Cyz pmol ™!
Usek Vytézek, %
umol "1 koeficient Ocekavand Vypoctena
0,00250 0,0271 1,000 4,0 3.4 85,5+1,2
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Pomoci nami navrZzené metody s vyuzitim UV-VIS spektrometrie v prostiedi
methanolu byl 6-T ve vzorku lé¢iva stanoven s relativné nizkym vytéZkem. Proto byl
pro kontrolu stanoveni 6-T v léCivu pomoci spektrometrie prométfen postup stanoveni
podle amerického 1ékopisu.”’ Zasobni roztoky standardu 6-T a vzorku tablety 1é&iva
s obsahem 6-T 40 mg byly pfipraveny v 0,1M NaOH. Ze zésobnich roztok bylo
odebrano 0,5 ml a pfevedeno do dvou 10 ml odmérnych ban€k a obé banky byly
doplnény po rysku 10krat fedénou HCIL Takto byly pfipravené roztoky kyselého
standardu a vzorku. Pro pfipravu bazického standardu a vzorku bylo ze zasobnich
roztokli odebrano dalsich 0,5 ml a pfevedeno do 10 ml odmérnych ban¢k. Do banck byl
pfidan 1 ml IM NaOH a barky byly doplnény destilovanou vodou po rysku.

Pti spektrometrickém méteni byly bazické roztoky pouzity jako blank. Absorbance
kyselych roztokt pti vinové délce 349 nm byly dosazeny do uvedeného vzorce:

m=10-C-(4/A4s)

kde C je koncentrace standardu 6-T v pg-ml”' vkyselém standartu, 4, a 4, jsou
absorbance kyselého vzorku a standardu a m je ziskana hmotnost 6-T z 1é¢iva v mg.

Vytézek stanoveni 6-T byl 93,4 + 0,4 %.

5.4 Porovnani metod stanoveni

6-T byl stanoven v tabletich léc¢iva Lanvis nc€kolika metodami, viz tab. 5.4.
V postupu podle amerického 1ékopisu®' je uréeno, e vzorek ma byt ptipraven z 20
tablet 1éCiva. To nemohlo byt dodrZzeno vzhledem k tomu, Ze jsme nem¢li k dispozici
dostatecné mnozstvi 1é¢iva. Proto byl metodou standardniho piidavku pomoci
spektrometrie 6-T stanoven v n¢kolika jednotlivych tabletich a byl uréen obsah na
urovni 85,4 + 3,2 % deklarovaného mnozstvi. Podle amerického 1ékopisu je, Ze tableta
nesmi obsahovat mén¢ nez 93,0 % a ne vice nez 107,0 % udavaného mnozstvi 6-T.
Proto se d4 pfedpokladat, Ze vyjma nami navrzené spektrometrické metody poskytu;ji
vSechny ostatni spravné vysledky. Pro potvrzeni této domnénky vSak nebylo 1é¢ivo

dostupné v dostate¢ném mnozstvi.
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Tab. 5.4 Prehled vytezkii stanoveni 6-T v tableté Lanvis s uvedenim poradovych cisel

tablety uzité pro danou metodu

Metoda Cislo tableta Vytézek, %
DCV 1 101,3+ 1,0
Standardni pridavek 1,2,3 85,4+3,2

UV-VIS spektrometrie
Kalibrac¢ni kfivka 1 85,5+1,2
UV-VIS spektrometrie Podle U.S. 1€kopisu 5 93,4+ 0,4
FIA ED detektor 4 952+0,4
FIA UV detektor 4 96,7+0,8
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6 ZAVER

Pro stanoveni 6-Thioguaninu (6-T) byly vypracovany metody DC voltametrie
(DCV), diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a pritokové injekéni analyzy (FIA)
s elektrochemickou detekci (ED) na borem dopované diamantové filmové elektrode

(BDDFE).

Pfed pouzitim technik DCV a DPV byla optimalizovana aktivace elektrody
cyklickou voltametrii (CV). Aktivace byla provadéna CV o rychlosti naristu potencialu
400 mV-s ™', ve 20 cyklech od 0 mV v potencialovém rozsahu od — 2500 do + 2500 mV
v kyseling dusiéné a chloridu draselném o koncentracich 1 mol-1"".

Bylo zjisténo, Ze latka poskytuje v prostfedi BR-pufru o pH 2,0 — 12,0 jednu nebo
dvé viny pti DCV a jeden nebo dva piky pii DPV. U metod DCV a DPV bylo jako
optimalni prostfedi ur¢en PB o pH 2,0 s pfidavkem 60% methanolu, pii kterém byla
ziskana linearni kalibragni zavislost v rozsahu koncentraci 2 — 10 pmol-I"". Vypogitana
mez stanovitelnosti byla 0,9 pmol-I"' pro DCV a 1,5 pmol-1"" pro DPV. Pro zvyseni
citlivosti byla méfeni provedena v prostfedi bez methanolu. Byly zmétfeny kalibracni
zévislosti vrozmezi 0,6 — 10 pmoll'. Zavislosti byly linearni v rozsahu
0,6 — 6 umol-1"'. Mez stanovitelnosti byla 0,6 pmol-I' pro DCV i DPV. Meze
stanovitelnosti byly u metod DCV 1 DPV srovnatelné, ale pii nizkych koncentracich byl
signal u DCV Iépe vyhodnotitelny.

V prostfedi pitné a ficni vody byly metodou DCV naméfeny kalibracni zévislosti
v rozmezi 2 — 10 pmol-1"', které byly linedrni v celém méfeném rozsahu. Dosazené
limity stanovitelnosti byly 1,3 pmol-I"" v pitné i #i¢ni vodg.

Pokus o vyuziti DCV pro stanoveni 6-T ve vzorcich mo¢i nebyl uspéSny, protoze ani
s pouzitim extrakce tuhou fazi nebyl nalezen vhodny postup k odstranéni interferujici
matrice vzorku.

Optimalni prostiedi z DCV (60% methanol a PB o pH 2) bylo pouZito pro stanoveni
6-T metodou FIA s ampérometrickou detekci na BDDFE a UV detekci. Byly nalezeny
nasledujici optimalni podminky pro stanoveni 6-T v pritoku: polariza¢ni potencial

1300 mV, rychlost prittoku nosného roztoku 5 ml-min~' a davkovany objem vzorku
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50 pl. Za téchto podminek byly ziskany linearni kalibracni zavislosti v rozmezi
2—10 pmol-1" a 0,2 — 1,0 pmol-1"". Vypoéitand mez stanovitelnosti byla 0,05 pmol-1"'
pro elektrochemicky a 0,06 umol-1"' pro UV detektor.

Obsah 6-T v léCivu Lanvis (uzivaného pfi 1écbé leukemie) byl stanoven metodou
standardniho pfidavku pomoci DCV. Vytézek metody byl 101,3 + 1,0 % oproti
deklarovanému mnozstvi 40 mg v tableté. Stanoveni obsahu 6-T v 1é¢ivu pomoci FIA
bylo provedeno metodou kalibracni kiivky svytézkem 95,2 + 04 % pro
elektrochemicky detektor a 96,7 £ 0,8 % pro UV detektor. Jako srovnavaci technika
byla pouzita UV/VIS spektrometrie, kdy metoda standardniho pfidavku poskytla
vytézek 85,4 + 3,2 % a metoda kalibra¢ni kiivky poskytla vytézek 85,5 + 1,2 %. Rozdil
ve vysledcich spektrometrie a voltametrie mlize byt dany tuhymi ¢asticemi v tableté,
které pti spektrometrickém meéteni interferuji. Proto byl pro kontrolu 6-T v tableté
Lanvis dale stanoven spektrometricky podle amerického Iékopisu®' s vytézkem
93,4 + 0,4 %. Rozdilnost vysledkii mohla byt dana tim, Ze bylo pouZito rozdilnych
tablet vzorku, ale podle 1ékopisu je pfijatelné rozmezi (93 — 107 %) obsahu 6-T v tableté
lé¢iva. Tento pozadavek splnuji vSechny nami vyvinuté metody, kromé spektrometrie
v prostiedi methanolu.

Vtabulce 6.1 jsou shrnuty dosazné meze stanovitelnosti vSemi pouzitymi
technikami. Pro stanoveni 6-T byla nejcitlivéj$i metoda FIA s ampérometrickou detekei,
kde byl ziskan nejniz§i LOQ a technika byla také oproti DCV a DPV rychlejsi. Pti
volbé metody je ale také potieba zohlednit mensi selektivitu ampérometrické detekce

oproti voltametrii.
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Tab. 6.1 Prehled limitiu stanovitelnosti v daném prostiedi pro pouzité metody

stanoveni 6-T.

Metoda Prostiedi LOQ, pmol-1™!
DCV Methanol a PB o pH 2 (6:4) 0,9
DPV Methanol a PB o pH 2 (6:4) 1,5
DCV PBopH?2 0,6
DPV PBopH?2 0,6
DCV Pitna voda, PB o pH 2 1,3
DCV Ri¢ni voda, PB o pH 2 1,3
FIA (ED detektor) Methanola PB o pH 2 (6:4) 0,05
FIA (UV detektor) Methanola PB o pH 2 (6:4) 0,06
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