UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Pfirodovédecka fakulta

Katedra analytické chemie

FIA METODY PRO STANOVENI
GLYKOSAMINGLYKANU

FIA Methods for Glycosaminoglycans Determination

Bakalarska prace

studijniho oboru Klinickd a toxikologickd analyza

Praha 2009 Monika Klusackova



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii 2

Tato bakalarska prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zaméru

MSM0021620857.

Kli¢ova slova: heparin, chondroitin sulfat, safranin, injek¢ni pritokova analyza,

Piredmétova hesla: analyticka chemie, glykosaminglykany

ré

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto bakaldiskou praci vypracovala samostatné, pod vedenim skolitele
RNDr. Karla Nesméraka, Ph.D., a Ze jsem vSechny pouZité¢ prameny fadn¢ citovala.
Jsem si védoma toho, ze ptfipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 28. kvétna 2009.



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii 3

Podékovani

Rada bych na tomto misté¢ vyjadfila pod€kovani mému Skoliteli RNDr. Karlu
Nesmérakovi, Ph.D., za jeho cenné rady, pfipominky, pomoc a ¢as, ktery mi pii méteni a
psani bakalarské prace vénoval. Dale bych rada pod€kovala své rodiné a pratelim, ktefi me

podporovali za dosavadni dobu mého studia.



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii

Obsah

2.1
2.1.1
212
2.2
23
24

3.1
3.2
3.2.1
322
33

4.1
4.1.1
4.1.2
4.2
421
4.2.2

Seznam zKratek a SYMDOIT ......c.coiiiiiiiiiiieie et sttt 5
(05 11502 - T TSP 6
Pichled a rozbOor HEETAtUIY .....c.ccveiiieiieiicie ettt se et e e e sea e seesseensens 7
GlyKOSAMINGIYKANY ....veevieiiieiiiiieiietieie ettt eteeee st e saeesseesbeessessaessaesseessesssesssesssesseesseessenssens 7
2 1] 13 TSP 8
Chondroitin SUITAL .......c..ooiiiiiiiiiei ettt s 9
Metody stanoveni glykosaminglyKantl .............ccocoeeiieiieiiiiineeeee e 10
SATTANIIN <.ttt ettt ettt e st e e bt et ea e e st et e en st et e eneeeneesneeene e st enteeneenn 11
Pritokova injekEni analyza .........ccceeiiiiiiiiiieie et e 12
EXPerimentalni CASE ........coooiiiiiiieieee ettt sttt 15
PouZité ChEMIKALIE .......ooeiiiiiiiitiice ettt 15
POUZILE PIISTIOJC 1.vvevieiieiieieiieetteete et et e et e et e st e steesteesbeesaeseeesseeseesseessaessesssesssesseeseensesssenseenns 15
Molekulova absorpni SPEKIIOMELIIC ........c.eevvieeiieieeientietieieereseesteseeesseeaeenseseeesseeseenseensens 15
Pritokova injeKCni analyza ..........ccocveviieiinieniieiee e 16
Zpracovani namerenyCh dat ..........occooiiiiiiii e 16
VYSIEAKY @ QISKUSE ...eoutieiieiieieeie ettt ettt ettt ettt e s et e ste e eeeneeeneeas 18
SEAICKE METEN ...ttt ettt ettt et et ae et es e es e b e seeeaesaeeneeneenean 18
HEPATII <.ttt et e et b ettt ettt ae e bt et et et 18
Chondroitin SUITAL € ....oe.eiieiiiiiii ettt ettt 20
DyNamiCKE MEFENI ....cveervieiieiiieieeiieiieeteeieetesee et esbeesteeeeeeteesseeseesseessesssessaesseesseessesssenssenns 23
Optimalizace FIA STANOVENT .....ccueevieiiiieiiierieeie ettt ettt beebeeaesnaesseesseensesnnesneenns 23
Kalibracni PIIMKA ......ccueeiiieiieieeeee ettt ettt ettt 26
ZLAVET .ttt ettt ettt ettt ettt a et a e e n bt et e At Rt et e enten b et et e st eheeneentenbensenseeseeteereeneenes 29



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii
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1 Cil prace

Cilem této bakalafské prace je navrhnout a optimalizovat metodu pritokové injekéni
analyzy se spektrofotometrickou detekci pro stanoveni glykosaminglykant. Jelikoz tyto
latky spektrofotometricky neposkytuji potiebnou odezvu, vyuziva se v této praci jejich
interakce s barvivem safraninem, ktery s nimi vytvari barevné iontové komplexy, které Ize

poté snadno detekovat.
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2 Prehled a rozbor literatury

21 Glykosaminglykany

Glykosaminglykany (GAG), znamé také jako mukopolysacharidy, jsou z hlediska
struktury negativné nabité, linedrni polysacharidy, tvofené opakujicimi se disacharidovymi
jednotkami o molekulové hmotnosti 10 000 az 100 000 g mol . P¥itomny zaporny naboj
v molekulach zprostiedkovavaji navazané karboxylové a sulfatové skupiny [1].
Glykosaminglykany se 1i§i podle typu opakujici se jednotky hexuronové kyseliny
(D-glukuronova nebo L-iduronova kyselina) a aminocukru (D-galaktosamin nebo
D-glukosamin), jejichz struktury jsou zobrazené na obr. 2.1 a dale pak geometrii navazani

glykosidické vazby mezi témito jednotkami (o, B) [1].

(ofole}
O OH O OH
(a) (b) COO-
OH OH
HO HO
OH OH
OH OH
O HO o
() d
OH ( ) OH
HO OH OH
NH, NH,
Obr. 2.1 Stavebni jednotky glykosaminglykant

(a) D-glukuronova kyselina, (b) L-iduronova kyselina,

(c) D-glukosamin, (d) D-galaktosamin



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii 8

Glykosaminglykany jsou heterogenni polydispersni skupinou latek, protoze nejsou
syntetizované jako homologické kopie [2]. Diky vazbé na proteiny jsou pfitomny v extra-
celularnim prostoru vSech zivych buné¢k, kde se ucastni mnoha biologickych procest. Na
zaklad¢é pritomnosti siranového zbytku je lze klasifikovat do dvou zékladnich skupin:
(1) na non-siranovy typ, kam patii hyaluronova kyselina, a (2) siranovy typ, kam patii

chondroitin sulfat, dermatan sulfat, keratan sulfat, heparin a heparan sulfat [1].

211 Heparin

vvvvvv

molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 6 000 az 20 000 g mol' [4]. V molekule
heparinu dochazi ke stfidani hexuronovych kyselin vdzanych o (1—4) glykosidickou
vazbou s D-glukosaminem [3]. Obvykle je tvofen 90 % L-iduronové kyseliny a 10 %
D-glukuronové kyseliny [1]. Struktura heparinu (obr. 2.2) neni doposud zcela objasnéna,
nebot’ pfitomné disacharidové jednotky brani kompletni strukturni analyze. Slozita
struktura molekuly je zplsobena proménlivosti postrannich navazanych karboxylovych,
sulfatovych a acetylovych skupin [3]. Oproti jinym biomolekulam se odliSuje vyrazné

nejvetsim zdpornym nabojem [1].

0S0j;

oH €00 OH

OR' NHR

Obr. 2.2 Struktura heparinu (Rl =-H, -0SOs, R?= -S0;, —COCHj;)

Na rozdil od ostatnich GAG se heparin vyskytuje v granulich zirnych bunék, kde je
syntetizovan jako heparin proteoglykan, ktery se sklada z proteinového jadra serglycinu, na
které jsou kovalentné ptipojeny dalsi polysacharidové fetézce heparinu [3].

Heparin se od roku 1935 (objeven v roce 1916) pouziva pro své klinicky vyznamné
vlastnosti a po inzulinu patii k nejpouzivangj§im pfirodnim lé€ebnym prostiedkim.

Nejvice zndmy je pro svou antikoagulacni aktivitu, kromé té se vSak ucastni fady dalSich
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biologickych procesti, které vyplyvaji z jeho interakci s proteiny [3]. Jednim z nejvice
studovanych vazeb heparinu s proteiny je pentasacharidovy fetézec odpoveédny za navazani
antithrombinu III s naslednym zamezenim koagulace [2]. M4 také mirny antihistaminicky
ucinek [5], dale se pouziva na lécbu trombozy, embolie a zanétu zil [1].

Heparin se ziskava vyhradné izolaci ze zvifecich (obvykle hovézich) jater, plic a stiev,
kde je jeho nejvétsi zastoupeni. Podava se vyhradné parenteralng, nebot’ pii peroralnim
pouziti by dochdzelo k jeho rozkladu v travicim traktu a tim ke ztrdtdm jeho Uc¢inku [4].
Nejvétsiho ucinku se dosdhne intravenosnim poddnim [5]. Ptfi davkovani heparinu se
Castéji pouziva vyjadfovani v mezinarodnich jednotkach (IU) jako aktivita deklarovaného
mnozstvi mezinarodniho standardu [6]. Heparin neprostupuje placentou a nevylucuje se do
matefského mléka. Jeho ucinek je dokoncen biotransformaci v jatrech a exkreci
v ledvinach [5].

Antikoagulacni schopnost heparinu je zavisla na ptitomnosti antithrombinu III, ktery
ireverzibiln¢ inhibuje aktivitu trombinu a dalSich koagulacnich faktord. V podstaté
zrychluje a podporuje funkci antithrombinu III, snizuje adhezivitu desti¢ek k endotelialnim
buiikdm a tim snizuje vyplavovani destickového ristového faktoru. Mezi nezddouci u¢inky
patii krvaceni do organti, precitlivélost a pti dlouhodobém pouzivani hrozi osteoporosa [5].

Kromé vysokomolekularniho heparinu existuje téz nizkomolekularni, ktery je obecné
vyhodnéjsi pro lepsi antikoagulacni vlastnosti a men$i mnozstvi nezadoucich Uc¢inkda.
Mechanismus U¢inku nastava v ¢asné fazi srazeni krve, podava se subkutanné, nejcastéji

do bricha [5].

21.2 Chondroitin sulfat

Z hlediska struktury ptedstavuje chondroitin sulfat (CS) linedrni fetézec tvoreny
opakujicimi se disacharidovymi jednotky D-glukuronové kyseliny s N-acetyl-D-galaktos-
aminem, které jsou stfidavé spojeny vazbou B(1—3) a B(1—4). Jedna se tedy o mnohem

jednodussi strukturu nez u heparinu. Jeho molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi

10 000 az 60 000 g mol ™" [7].
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Chondroitin sulfat (obr. 2.3) lze rozd¢lit podle polohy navéazané sulfatové skupiny
v N-acetyl-D-galaktosaminu na chondroitin-4-sulfat, nazyvany téZz chondroitin sulfat a

(CSA) a na chondroitin-6-sulfat, nazyvany téz chondroitin sulfat ¢ (CSC) [7, 8].

coo

OH NHCOCHS,

Obr. 2.3 Struktura chondroitin sulfitu a (R' =-SO5, R? = —H)
a chondroitin sulfatu ¢ (R' = —H, R* =-S05)

Chondroitin sulfat se vyskytuje u vSech savct jako hlavni soucast chrupavek, dale
v pojivove tkani a ve sténach cév [7, 8]. Vyznamna je jeho vazba na bilkoviny podobné
jako u heparinu [7]. Z vlastnosti CS vyplyva jeho vyuziti jako prevence proti osteoartrose a

arteroskleroze [8].

2.2 Metody stanoveni glykosaminglykant

Heparin se nejcastéji stanovuje biologickymi metodami in vitro, které jsou zalozené na
schopnosti zpomaleni precipitace srazeni ov¢i plazmy se srovnanim se standardem [6].
Mezi hlavni techniky stanoveni GAG patii spektrofotometrie, chromatografie a elektro-
foretick¢ déleni latek [6, 8]. Spektrofotometrické stanoveni heparinu je zaloZzeno na
interakci heparinového anionu s kationtovym barvivem, coz se projevi zabarvenim roztoku
[6]. Spektrofotometrické techniky jsou mnohem jednodussi, levnéjsi a Casto 1 citlivéjsi na
rozdil od ostatnich metod [6, 8].

Z elektroforetickych metod je vhodnou technikou analyzy GAG kapilarni elektroforéza,
kde je predni vyhodou silny aniontovy charakter téchto molekul, zejména heparinu a
minimalni pozadavky na vzorek (10-20 pg). ZlepSeni detekéni citlivosti a selektivity lze
provést kombinaci kapilarni elektroforézy s laserem-indukovanou fluorescenci. Pro ziskani
potfebné informace o struktufe je vhodné spojeni s hmotnostni spektrometrii nebo

s nuklearni magnetickou rezonanci [2].
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Kromé vyse uvedenych technik bylo navrhnuto stanoveni pomoci priatokové injekéni
techniky se spektrometrickou detekci pro heparin [6] a pro chondroitin sulfat [8] uzitim

thiazinovych barviv.

2.3 Safranin

Safranin (SF) je krystalicka latka s charakteristicky nazelenalym leskem snadno rozpustna
ve vod¢ za vzniku syt€é Cerveného zabarveni. Patifi do skupiny azinovych barviv,
odvozenych od N-fenylfenazonia [9]. Systematicky se jedna o 3,7-diamino-2,8-dimethyl-
-5-fenylfenazinium chlorid (CASN 477-73-6) a jeho struktura je zobrazena na obr. 2.5.

H.C N CH
3 AN 3
+Z
H,N N NH,
Cl

Obr. 2.5 Struktura safraninu

Safranin se v histologii a cytologii pouzivé jako kontrastni barvivo pro barveni vSech
bunéénych jader, v mikrobiologii mé& vyznam v Gramové barveni bakterii [10]

a v analytické chemii jako indikator v redoxnich titracich [11].

24 Prutokova injekéni analyza

Pratokova injekéni analyza (FIA) byla poprvé pouzita roku 1975 jako vysoce ucinna
technika vhodnd pro automatizované analyzy vzorkt. Pfinesla rychlou sekvenéni analyzu,
neomezeny pocet vzorkll s nizkou spotfebou (fddové v ul), miniaturizaci, automatizaci
analyzy, niz8i ekonomické naklady, nebyvalé uspory ¢asu a tim i sniZeni produkce odpadu.
FIA zacala byt pouzivana v celém rozmezi spektroskopickych a elektrochemickych metod,
at uz v UV-VIS ¢i atomové absorpcni spektroskopii nebo ve spektroskopii s indukcéné

vazanou plazmou. V poslednich letech se FIA vyvinula do metody sekvenéniho nebo
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perlickového vstiikovani. Tyto nové metody nedavno umoznily nové ptistupy ke zvyseni
imunochemickych stanoveni, stopovych analyz drog a studii v buné¢né biologii [12, 13].
Pratokova injek¢éni analyza predstavuje skupinu pratokovych metod, které jsou
zalozeny na pravidelném vstfikovani kapalného vzorku do nosného proudu cinidla. Na
obr. 2.3 je znazornéno nejjednodussi schéma FIA aparatury, ktera se sklada z jednoho
kandlu s jednim ¢inidlem. Toto ¢inidlo je uloZeno v zasobniku, ze kterého je pohdnéno za
konstantniho pratoku cerpacimi hadi€¢kami pomoci peristaltické pumpy. Vzorek
nadavkovany do nosného proudu se s timto ¢inidlem smicha a v disledku neptetrzitého
toku vytvari zony, které pokracuji na detektor, kde dochazi ke vzniku ptechodného signalu.
Tvar tohoto signalu zavisi na fyzikéalnich a chemickych procesech, které probihaji mezi

dobou nasttiku a dobou detekce [12].

ngsny proud /‘\ 000

davkovaci  reakéni detektor
zasobnik  peristaltitcka yentil civka

c¢inidla pumpa odpad

Obr. 2.3 Schéma zakladniho zapojeni prutokové injekeni analyzy

Vzorek nadavkovany do proudu ¢inidla vykazuje charakteristicky obdélnikovy profil
toku se Sitkou w. V reakéni zoné, ve které dochazi k miSeni vzorku s €inidlem, se profil
Sitky toku zvySuje v disledku disperse. Primérnim procesem disperze v prvnich 100 ms po
nadavkovani vzorku je konvence vzorku zplsobena laminarnim proudénim toku ¢inidla,
pfi kterém je linedrni rychlost vzorku na sténach trubice nulova, zatimco ve stfedu je
dvakrat vétsi. V duasledku konvence ma Sifka toku parabolicky profil. Asi po 25 s po
nastiiku vyrazné piispiva k dispersi jediné difize v dasledku koncentraéniho gradientu
mezi vzorkem a proudem C¢inidla. Difize poméaha udrZzovat neporusenost profilu toku

vzorku a tim predchazi rozptyleni vzorkii do proudu cinidla. Difize mtze probihat



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii 13

rovnobézné (axialng), vétsiho vyznamu ale nabyva kolma (radidlni) difize na tok Cinidla,
pti které linedrni rychlost vzorku ve stfedu trubek klesa a na okrajich se zvySuje. Piiblizné
mezi 3 az 20 sekundami od nadavkovani vzorku se disperse Ucastni oba dva zminéné

procesy. Tato doba je typickym casovym métitkem pro vlastni analyzu [13].

S t
[
O
]
X
(O]
]
(O]
©
© h
>
N
(O]
o
o vzorek
T T v
cas
ta At

Obr. 2.4 Zaznam FIA piku a jeho charakteristika: z, ¢as potfebny k dosazeni piedni hrany toku k detektoru,
At ¢as vzorku straveny v detektoru (Sitka FIA piku pii zékladné), ¢ ¢asovy rozdil maximalniho signalu a
ptfedni hrany toku, 7 ¢as potfebny k dosazeni maximalniho signalu, 7° ¢as od maximalniho signalu po konec

detekce, i vyska FIA piku.

Pii grafickém zndzornéni pribéhu meéteni FIA se vynasi zavislost velikosti
detekovaného signalu na Case, jejiz prubéh je zobrazen na obr. 2.4 a nazyva se FIA kiivka
neboli fiagram. Fiagram lze charakterizovat pomoci nékolika nasledujicich parametrt.
Parametry ¢, a T popisuji ¢as potiebny k pohybu vzorku od nastfiku k detektoru. Cas, t,,
urCuje Casovy interval od nadavkovéani vzorku po dobu, kdy dorazi hrana profilu toku
k detektoru a 7, je Cas potfebny k dosazeni maximalniho signdlu na detektoru. Jejich
rozdilem dostaneme cas, ¢’, jehoz hodnota je nulova pouze tehdy, pokud je primarnim
prostfedkem disperse konvekce a zvySuje se s rostoucim piispévkem diftize. DalSimi
parametry popisuji ¢as jsou Az, ktery popisuje uplynuly ¢as mezi dobou, kdy dorazi hrana
profilu toku k detektoru a po ukonceni toku vzorku detektorem a 7" je uplynuly Cas mezi
maximalnim signdlem a jeho ndvratem do vychozi hodnoty. Zavérem je fiagram
charakterizovan vyskou piku, 4, kterd odpovida rozdilu mezi maximalnim a vychozim

signalem a jeho hodnota souvisi s kvantitou, kdy zavisi pfimo nebo nepifimo na
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koncentraci analytu. NejdiilezitéjSimi parametry jsou tedy vyska piku, ktera urCuje citlivost
metody a Cas navratu, ktery urcuje frekvenci, se kterou lze vzorky davkovat. Tyto
parametry jsou ovlivnény dispersi vzorku a dale fyzikdlnimi a chemickymi vlastnosti toku
vstiikovaciho systému. Z fyzikalnich parametrti sem patii objem vstfikovaného vzorku,

prutok, délka, priimér, geometrie michani i1 reakéni zony [13].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Jako prvni analyt byla pouzita sodna stl heparinu, CAS 9041-084. Jako zdroj byl pouzit
injekéni roztok Heparin Forte Légiva (Zentiva CR) s aktivitou 25 000 TU heparinu v 1 ml
(pii deklarované aktivité 150 TU mg ' tomu odpovida koncentrace heparinu 167 mg ml™).
Z tohoto injekéniho roztoku byl vhodnym natfedénim deionizovanou vodou piipraven
zasobni roztok heparinu o koncentraci 5,0x10~* mol dm .

Dalsi studovanou latkou byl chondroitin sulfat ¢ (Sigma-Aldrich, Némecko), CAS
12678-07-8. Rozpusténim odvazeného mnozstvi CSC v deionizované vod¢ byl pfipraven
zasobni roztok o koncentraci 1,0x 10 mol dm™.

Jako barvivo byl pouzit safranin O (Griibrel, Némecko), M = 350,84 g mol .
Rozpusténim odvazeného mnozstvi safraninu O v deionizované vod¢ byl pfipraven zasobni
roztok o koncentraci 1,0% 10 mol dm>.

Vsechny ptipravené roztoky byly doplnény deionizovanou vodou, které byla ptipravena
na zafizeni MiliQ (Milipore) s naslednou upravou pH. Pro méfeni pH byl pouzit pH-metr
3510 (Jenway) s kombinovanou sklenénou elektrodou. Vysledné pH deionizované vody
bylo upraveno na hodnotou pH = 6,0 pomoci roztoku hydroxidu sodného o koncentraci

2,0 mol dm.

3.2 Pouzité pristroje

3.21 Molekulova absorpéni spektrometrie

K méteni absorpcnich spekter slouzil diode-array spektrofotometr HP 8453 (Hewlett
Packard), spektra byla méfena ve viditelné oblasti spektra v rozsahu vinovych délek

400-700 nm v kifemenné kyveté o tloust'ce absorbujici vrstvy 1 cm. Namétena spektra byla

zpracovana fidicim softwarem UV-Visible Chemstation A.09 (Hewlett Packard).
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3.2.2 Prutokova injekéni analyza

Meéieni v modu pritokové injekéni analyzy bylo realizovano v jednoduché aparatuie, jejiz
schéma je na obr. 2.3. Nosnym proudem byl vodny roztok safraninu O o koncentraci
3,0x10° mol dm™, s pH roztoku upraveném na hodnotu 6,0. K jeho &erpani byla pouZita
peristaltickdi pumpa Masterflex (Cole-Palmer) s cerpacimi hadickami Tygon R-3603
(Cole-Palmer). Do aparatury byla zatfazovéana reakcni civka sestrojend navinutim hadicky
Tygon R-3606 o délce 40 cm na trubici priméru 5 mm. Vzorky byly vstfikovany pomoci
Sesticestného davkovaciho ventilu V—450 (Upchurch Scientific) s ddvkovacimi smyckami
o objemu 30, 50 a 100 ul. Detekce byla realizovana na spektrofotometru HP 8453
v kinetickém programu pii vinové délce 520 nm v kiemenné pritokové kyveté (Hellma)

o vnitinim objemu 130 pl a optické draze 1 cm.

3.3 Zpracovani namérenych dat

Nameétena data byla vyhodnocena v softwarovych programech Origin 7.5 (Microcal), ve
kterém byly odecteny hodnoty vysek FIA pikl a jako vysledky byly brany jejich medidny a
dale Microsoft Excel XP (Microsoft), ve kterém byly provadény vypocty faktorového
pokusu. Tyto data byla zpracovana obvyklymi statistickymi postupy [14].

Pro stanoveni stechiometrického poméru glykosaminglykan:safranin byla pouzita
metoda kontinudlnich variaci [15, 16]. Za ptedpokladu, Ze safranin SF a pfislusny glykos-

aminglykan GAG spolu vytvaii komplex podle vztahu

a GAG + b SF 5 GAG,SF, (3.1)

byla proméfovana zavislost absorbance pii vinové délce charakteristické pro komplex
GAG,SF, série roztokt safraninu (o koncentraci csr) a prisluSného glykosaminglykanu
(o koncentraci cgag) s celkovou stalou koncentraci ¢y (co = csr + cgag). Pomér obou slozek
byl vSak proménny, takZe se postupné ménily molarni zlomky xsr a xgag 0od 0 do 1. Jelikoz
absorbovalo samotné pouzité barvivo (safranin), byla do Jobovy funkce 4 = flxgac)

vynasena korigovana absorbance, tedy naméfena absorbanci komplexu SF-GAG, od které
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byla odectena hodnota absorbance samotného safraninu pii dané¢ xsp. Moldrni zlomek
XGAG, max» V N€mZ Jobova funkce prochazela maximem, udaval pomér stechiometrickych

koeficientl a 1 b podle vztahu

xGAG, max = a— (32)

Pro stanoveni maximalni vzorkovaci frekvence pfi FIA stanoveni byl pouzit vztah

3600
S =" 33
max At ( )

kde Smax [h™'] je maximalni po&et vzorkd stanovitelnych za hodinu, At [s] je $itka FIA piku

pti zékladné pro nejvyssi koncentraci vzorku z kalibra¢ni pfimky.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Statické méreni

411 Heparin

Na obr. 4.1 je zobrazeno absorpéni spektrum vodného roztoku safraninu o koncentraci
3,0x10° mol dm™, které vykazuje absorpéni maximum pii 519 nm. V piitomnosti
heparinu o koncentraci 9,0x10° mol dm™ dochazi k poklesu intenzity absorpéniho
maxima. Odectenim téchto absorpcnich kiivek byla ziskdna diferencni kiivka, ktera

dosahuje absorpcniho maxima pti 520 nm.

1,00 , ; , ; , ;

0,75

0,50

0,25

0,00 ‘ = ‘ 1.
400 450 500 550 600

A, NM

Obr. 4.1 Absorpéni spektra vodnych roztoka (1) safraninu (¢ = 3,0x10~> mol dm),
(2) safraninu (¢ = 3,0x10"° mol dm) v pfitomnosti heparinu (¢ = 9,0x10 ° mol dm ) a

(3) diferencni kiivka spekter (1) a (2). Méfeno v 1 cm kyvete.
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K urceni stechiometrického poméru mezi heparinem a barvivem safraninem byla
pouzita metoda kontinualnich variaci pfi celkové koncentraci slozek 3,0x10~> mol dm™.
Pomoci grafického vyhodnoceni Jobovy funkce (obr. 4.2) byl pomér reagujicich slozek
stanoven HEP:SF = 1:3,21.

0,6

0,5 -

04

0,3 -

0,1

HEP:SF = 1:3,21

0,0 L Il L Il L Il L
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Obr. 4.2 Jobova funkce kontinualnich variaci komplexu safraninu a heparinu

(csp + cupp = 3,0% 107° mol dm’3) meéfend pii A = 520 nm. Méfeno v 1 cm kyveté.

Pro spektrofotometrické stanoveni heparinu bylo vyuzito faktu, ze v jeho pritomnosti
dochazi k poklesu absorbance vodného roztoku safraninu. Pfi vlnové délce absorpcniho
maxima 520 nm byla prométena kalibra¢ni zdvislost, ze které byla vynesena kalibra¢ni
pfimka (obr. 4.3) v linearnim koncentraénim rozsahu heparinu 0,0-6,0x10° mol dm™.

Kalibracni ptimku Ize popsat nasledujici rovnici

A =-97000 c + 0,844

4.1
r=10,9986 &0
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0,90 T T T T

0,75 - -
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Obr. 4.3 Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance vodného roztoku safraninu (¢ = 3,010~ mol dm™)

na koncentraci pfidané¢ho heparinu pti 520 nm. Méfeno v 1 cm kyvete.

422 Chondroitin sulfat c

Na obr. 4.4 je zobrazeno absorpéni spektrum vodného roztoku safraninu o koncentraci
3,0x10° mol dm™, které vykazuje absorpéni maximum pii 519 nm. V piitomnosti
chondroitin sulfitu ¢ o koncentraci 9,0x10° mol dm™ dochazi k poklesu intenzity
absorpniho maxima na hodnotu 515 nm. Odetenim téchto absorpénich kiivek byla
ziskédna diferencni ktivka, ktera dosahuje absorpéniho maxima pti 520 nm.

K urceni stechiometrického poméru mezi chondroitin sulfatem ¢ a barvivem safraninem
byla pouzita metoda kontinualnich variaci pii celkové koncentraci slozek
3,0x10~° mol dm . Pomoci grafického vyhodnoceni Jobovy funkce (obr. 4.5) byl pomér
reagujicich slozek stanoven CSC:SF = 1:2,33.



Monika Klusackova: FI4 metody pro stanoveni glykosaminglykanii

1,00 - . - . - .

0,75

0,50

0,25

0,00 ' : ' ' 1 e
400 450 500 550 600
A, NM

Obr.4.4 Absorpéni spektra vodnych roztokii (1) safraninu (¢ = 3,0x10° mol dm™),
(2) safraninu (¢ = 3,0x107° mol dm ) v p¥itomnosti chondroitin sulftu ¢ (¢ = 9,0x10° mol dm>) a

(3) diferencni kiivka spekter (1) a (2). Méfeno v 1 cm kyveté.

0,4

0,3

0,1

CSC:SF =1:2,33

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Obr. 4.5 Jobova funkce kontinualnich variaci komplexu safraninu a chondroitin sulfatu ¢

(s + cese = 3,0%107° mol dm ) méFena pii A = 520 nm. Mé&feno v 1 cm kyvets.
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Pro spektrofotometrické stanoveni chondroitin sulfatu ¢ bylo vyuzito faktu, Ze v jeho
ptitomnosti dochazi k poklesu absorbance vodného roztoku safraninu. Pii vinové délce
absorp¢niho maxima 520 nm byla proméiena kalibracni zavislost, ze které byla vynesena
kalibra¢ni ptimka (obr. 4.6) v linedrnim koncentra¢nim rozsahu chondroitin sulfatu c

0,0-9,0x10°® mol dm . Kalibra&ni p¥imku Ize popsat nasledujici rovnici

A =-53000 c + 0,825

4.2
r=0,9978 2

0,90 " T " T

0,75

0,60

0,45

0,30 ‘ 1 ‘ 1 ‘
0 3 6 9

6 -3
Coser 10" mol dm

Obr. 4.6 Kalibraéni k¥ivka zavislosti absorbance vodného roztoku safraninu (¢ = 3,0x10° mol dm™)

na koncentraci pfidané¢ho chondroitin sulfatu ¢ pfi 520 nm. Méfeno v 1 cm kyvete.
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4.2 Dynamické méreni

421 Optimalizace FIA stanoveni

K optimalizaci FIA stanoveni glykosaminglykanl byl pouzit faktorovy pokus, jako urcujici
parametry byly zvoleny: pritokova rychlost nosného proudu (faktor A), davkovany objem
vzorku (faktor B) a délka reakéni civky (faktor C). Prehled jednotlivych parametri, jejich
oznaceni a hodnoty jejich hladin jsou uvedeny v tabulce 4.1.

Faktorovy pokus byl realizovan za téchto konstantnich podminek: A= 520 nm,
csk = 3,0% 10~ mol dm™ , cgag = 3,0x 10°° mol dm™. Vysledky méfeni faktorového pokusu

jsou zachyceny v tabulce 4.2.

Tab 4.1 Piehled optimalizovanych parametrti pro FIA stanoveni glykosaminglykant a Grovné jejich hladin

parametr faktor turoven faktoru oznaceni
2 ml min~" -
prutokova rychlost |
4 ml min~ +
30 ul -
objem déavkovaného vzorku B
100 pl +
0cm -
délka reakéni civky C
40 cm +

Tab 4.2 Ptehled zavislosti vysky FIA pikd heparinu a chondroitin sulfatu ¢ na trovnich sledovanych faktord

(A=1520 nm, cgr = 3,0x107° mol dm >, cygp = 3,0x107° mol dm ™, ccsc = 3,0x10°° mol dm™)

uroven faktoru h
A B C HEP CSC
- - - 0,347 0,277
- - + 0,193 0,183
— + + 0,501 0,507
+ - - 0,308 0,372
+ + + 0,517 0,522
+ + — 0,631 0,673
+ - + 0,210 0,185

- + - 0,589 0,638
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Tab 4.3 Vypocitané vahy optimalizovanych faktord a jejich kombinaci (4 = 520 nm, cgg =

=3,0x10" mol dm™, cypp = 3,010 mol dm >, ccse = 3,0x10°° mol dm ™)

faktor, kombinace A B C AB BC AC
HEP 0,009 0,295 -0,113 0,020 0,013 0,008
Wi
CSC 0,036 0,331 -0,141 -0,012 -0,001 -—0,028

Z namétenych vysledkl faktorového pokusu byly vypocitany vahy optimalizovanych
faktori a jejich kombinaci (tab. 4.3). Je zfejmé, Zze nejvétsi vliv na vysku FIA piku pro obé
studované latky mél davkovany objem vzorku (faktor B) s optimalni tirovni (+), tedy 100
ul. Dalsi sledované parametry mély velmi maly nebo negativni vliv. Druhym vyznamnym
parametrem v piipadé chondroitin sulfatu ¢ byla pritokova rychlost nosného proudu
(faktor A) s optimélni Grovni (+), tedy 4 ml min"' a pro heparin kombinace obou t&chto
faktord. Proto bylo dale provedeno podrobnéjsi méteni vlivu pratokové rychlosti nosného
proudu a davkovaného objemu vzorku na vySce FIA piku pro heparin (obr. 4.7) a
chondroitin sulfat ¢ (obr. 4.8). Délka reakcni civky (faktor C) vysla jako zanedbatelny

efekt, proto byla reakéni civka z aparatury vyfazena.

0,8 T T T T T T
h

1

0’6 i \/\/\ﬂ |
2

04} .
3

0’2 L 1 L 1 L 1 L

1 2 3 4 5

. -1
F, ml min

Obr. 4.7 Zavislost vysky FIA piku 4 na pratokové rychlosti nosného proudu
pfi davkovaném objemu heparinu (1) 100 ul, (2) 50 pla (3) 30 ul
(A =520 nm, cgr = 3,0<10° mol dm >, cygp = 3,0x10°° mol dm ™)
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Obr. 4.8 Zavislost vysky FIA piku 4 na pritokové rychlosti nosného proudu
pti davkovaném objemu chondroitin sulfatu ¢ (1) 100 ul, (2) 50 pla (3) 30 ul
(A =520 nm, cgr = 3,0x10° mol dm >, ccsc = 3,0x10°° mol dm™)

Z vysledku faktorového pokusu a nasledného méfeni vlivu pritokové rychlosti a
objemu davkovaného vzorku plyne, Ze nejvyznamnéjSi efekt na FIA stanoveni
glykosaminglykanli ma ddvkovany objem vzorku, ktery ¢im vétsi je, tim citlivéjsi je
odezva detektoru na pfitomny vzorek, proto byl ddvkovan objem 100 pl. Vliv pritokové
rychlosti je velmi maly, ale pfi vétSim pritoku dochazi k mensi dispersi vzorku a je mozné

Gasté&jsi davkovani, proto byl vybran parametr s vy3si hodnotou 4 ml min .
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4.2.2 Kalibraéni prfimka

Kalibracni pfimka pro FIA stanoveni heparinu (obr. 4.9) byla proméfena v linedrnim
dynamickém rozsahu koncentraci 0,0-6,0x10° mol dm™ heparinu. Kalibracni p¥imku

heparinu lze popsat nésledujici rovnici

h=24000 c + 0,592

4.3
r=10,9864 “3)

0,75 T T T T

0,70

0,65

0,60

0,55 : ' : ] :
0 2 4 6

6 -3
Cieps 10" mol dm

Obr. 4.9 Kalibracni ptimka stanoveni heparinu FIA metodou se spektrofotometrickou detekci

(cse= 3,0x107° mol dm™, Vygp =100 pul, F =4 ml min', A = 520 nm)
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Kalibra¢ni pfimka pro FIA stanoveni chondroitin sulfatu ¢ (obr. 4.10) byla prométfena
v linedrnim dynamickém rozsahu koncentraci 0,0—9,0><1076 mol dm~ chondroitin

sulfatu c. Kalibra¢ni pfimku chondroitin sulfatu ¢ 1ze popsat nasledujici rovnici

h=11000 c + 0,594

4.4
r=0,9757 “4)

0,70 T T T T

0,65 —

0,60 - © B

0,55 : ' : ' :
0 3 6 9

6 -3
Cescr 10" mol dm

Obr. 4.10 Kalibra¢ni ptimka stanoveni chondroitin sulfatu ¢ FIA metodou se spektrofotometrickou detekci

(csp= 3,0x107° mol dm™, Ve = 100 pl, F =4 ml min', A= 520 nm)
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Hodnota maximalni vzorkovaci frekvence Smax byla vypoctena pomoci vyrazu (3.3) pro
ob¢ studované latky z primérnych hodnot Sitek FIA pikd pifi zakladné ziskanych
z fiagrami namétenych pro nejvyssi koncentraci piislusného glykosaminglykanu. Pro
ilustraci je na obr. 4.11 uveden fiagram heparinu o koncentraci 6,0<10° mol dm™.

Stanovené hodnoty maximalni vzorkovaci frekvence jsou uvedeny v tab. 4.4.
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Obr. 4.11 Fiagram tii stanoveni heparinu o koncentraci 6,010 ° mol dm

(cse= 3,0x107° mol dm>, Vypp =100 pul, F =4 ml min', A = 520 nm)

Tab 4.4 Koncentrace glykosaminglykant pouZité pro stanoveni maximalni ddvkovaci frekvence, odpovidajici
sitky FIA pikt pii zakladné a vypoéitana maximalni davkovaci frekvence (csp = 3,0x10°° mol dm3, Vgag =

=100 ul, F=4 ml min', A= 520 nm)

¢, 10° mol dm At,s Saxs 0!

heparin 6,0 26 138
chondroitin sulfat ¢ 9,0 24 150
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Cilem této bakalarské prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu pritokové injekéni
analyzy se spektrofotometrickou detekci pro stanoveni glykosaminglykanti zaloZzenou na
tvorbé komplexu mezi ionty zadporné nabitych molekul glykosaminglykanti s azinovym
barvivem safraninem ve vodném prostiedi. Pro spektrofotometrickou detekci bylo vyuzito
faktu, ze tvorba komplexu se projevi poklesem intenzity absorpéniho maxima vodného
roztoku safraninu.

V statické Casti méfeni byla nalezena vhodnd vlnova délka pro stanoveni 520 nm.
Pomeéry reagujicich slozek byly stanoveny metodou kontinualnich variaci, pro heparin byl
pomer stanoven HEP:SF = 1:3,21 a pro chondroitin sulfat ¢ na CSC:SF = 1:2,33. Z téchto
rozdilnych pomérii reagujicich slozek je patrny i rozdil, pro¢ pfislusné glykosaminglykany
byly pfi prométeni kalibracnich pfimek linedrni v jiném koncentranim rozsahu; kalibra¢ni
zévislost heparinu byla linearni v koncentraénim rozmezi 0,0-6,0x10° mol dm” a
chondroitin sulfatu ¢ v rozsahu 0,0-9,0% 107® mol dm>.

V dynamické casti mefeni byla navrzena aparatura pro pritokovou injekéni analyzu
stanoveni studovanych glykosaminglykani. Pomoci faktorového pokusu byla provedena
optimalizace FIA méfeni. Bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv mél davkovany objem vzorku a
¢im je vétsi, tim citlivéjsi je odezva detektoru na pritomny vzorek. Ostatni parametry byly
proti tomu zanedbatelné nebo mély negativni vliv. Protoze pii vétsi pritokové rychlosti
dochdzi k mensi dispersi vzorku a ¢astéjSimu davkovani, bylo dale provedeno podrobng;jsi
méteni vlivu pratokové rychlosti nosného proudu a davkovaného objemu vzorku. Jako
optimalni parametry méfeni proto byly stanoveny: pratokova rychlost nosného proudu
4 ml min"', objem davkovaného vzorku 100 pl a reakéni civka pro jeji negativni vliv
nebyla pouzita. Za téchto podminek byla pro FIA stanoveni glykosaminglykant proméiena
kalibra¢ni zavislost v pfislusném linedrnim rozsahu koncentraci. Z fiagramt, které
odpovidaly nejvyssi koncentraci dané latky v kalibra¢ni pfimce byly vypocitany hodnoty
maximalni vzorkovaci frekvence pro heparin 138 vzorkli za hodinu a pro chondroitin

sulfat ¢ 150 vzorku za hodinu.
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