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Abstrakt

Cielom tejto prace bolo previest prvotné experimenty separacie toxikologicky
vyznamnych S$pécii arzénu v komplexoch s peptidmi pomocou kombinovanej techniky
vyuzivajucej vysokoucinnt kvapalinovii chromatografiu na obratenych fazach v spojeni
s hmotnostnou spektrometriou s induk¢éne viazanou plazmou (RP-HPLC-ICP-MS). Pre
separaciu bola pouzita C;g chromatograficka koldna a gradientova elticia mobilnej fazy,
ktord obsahovala 0,1% kyselinu mravciu a premenné zastipenie acetonitrilu. Separacia
jednoduchych arzénovych S$pécii  — arzenitanu (As(IIl)), arzeni¢nanu (As(V)),
metylarzenitanu (MA(IIl)), metylarzeni¢nanu (MA(V)), dimetylarzenitanu (DMA(III))
a dimetylarzeni¢nanu (DMA(V)) bola za tychto podmienok netspesna. LepSie vysledky
boli ziskané separaciou zlozitejSich arzénovych Spécii — arzén triglutationu (ATG),
metylarzén diglutationu (MADG) a dimetylarzén glutationu (DMAG), kedy sa za
pouzitia vySSieho obsahu acetonitrilu v mobilnej fdze podarilo zaznamenat’ niekol’ko
chromatografickych pikov zlozitejSich arzénovych Spécii. Bola taktiez prevedena
analyza dvoch in vitro metylanych zmesi, obsahujucich arzenitan (As(IIl)),
S-(5’-adenozyl)metionin chlorid (SAM), tris(2-karboxyetyl)fosfan (TCEP) a enzym
arzén(3+)metyltransferaza (AS3MT) pravdepodobne sa zucastiiujuci metabolizmu
anorganického arzénu v I'udskom tele. V jednej zo zmesi bol taktieZ pritomny glutation
(GSH). Analyzou oboch zmesi bolo ziskanych niekol’ko chromatografickych pikov
zlozitejSich Spécii, ktoré boli eluované za pouzitia vysokého obsahu organickej zlozky

v mobilnej faze. V buducnosti bude nutné jednotlivé Spécie d’alej charakterizovat'.

KUPucové slova:
Arzén, Speciacnd analyza, vysokoucinna kvapalinova chromatografia na obratenych

fazach, hmotnostna spektrometria s indukéne viazanou plazmou.



Abstract

The thesis is mapping possibilities of separation of toxicologically relevant arsenic
species complexed with peptides by reversed-phase high-performance liquid
chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry (RP-HPLC-ICP-MS).
The C;s chromatography column and gradient elution of the mobile phase (0,1% formic
acid with gradient of acetonitrile) was used. At these conditions the separation of simple
arsenic species — arsenite (As(IIl)), arsenate (As(V)), monomethylarsenic acid
(MA(III)), monomethylarsenous acid (MA(V)), dimethylarsenic acid (DMA(III)) and
dimethylarsenous acid (DMA(V)) was not successful. However, separation of arsenic-
-glutathione complexes — arsenic triglutathione (ATG), methylarsenic diglutathione
(MADG) and dimethylarsenic glutathione (DMAG) was obtained. Several
chromatographic peaks were observed at higher concentration of acetonitrile in mobile
phase. The analysis of two in vitro methylation mixtures was also examined. Mixtures
contained  arsenite  (As(Ill)), S-(5’-adenosyl)methionine  chloride = (SAM),
tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and arsenic(3+)methyltrasferase enzyme
(AS3MT) probably participating in human arsenic metabolism. Second mixture also
included glutathione (GSH). Several chromatographic peaks of complex species were
obtained by analyzing these mixtures (eluted with higher content of organic component
in mobile phase). Thus, separation was successful, but the further characterization of

individual species is necessary.

Key words:
Arsenic, speciation analysis, reversed-phase high-performance liquid chromatography,

inductively coupled plasma mass spectrometry.
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Zoznam skratiek a symbolov

As(IID) arzenitan

As(V) arzeni¢nan

AS3MT arzén(3+)metyltransferaza

ATG arzén triglutation

DIV deionizovana voda

DMA(III) dimetylarzenitan

DMA(V) dimetylarzeni¢nan

DMAG dimetylarzén glutation

e elektron

GSH glutation

HPLC vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

1 ("As) intenzita signalu P As (cps)

1(*S) intenzita signalu S (cps)

ICP-MS hmotnostna spektrometria s indukéne viazanou plazmou

IS vnutorny Standard

MA(III) metylarzenitan

MA(V) metylarzeni¢nan

MADG metylarzén diglutation

M; relativna molekulova hmotnost’

m/z efektivna hmotnost’ i6nu

P (B) percentudlne zastipenie zlozky B v zmesi (%)

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxdniovych iénov

RP-HPLC vysokouc¢innd kvapalinovd chromatografia na obratenych
fazach

SAM S-(5"-adenozyl)-L-metionin chlorid

t ¢as (min)

T teplota (°C)

TCEP tris(2-karboxyetyl)fosfan

Tris HCI tris(hydroxymetyl)aminometan hydrochlorid



Uvod

Toxicita arzénu a jeho zlicenin je predmetom skimania uz od dob prvych otrav.
Stucastou vyskumu toxicity je nevyhnutnost poznat metabolicki drahu daného
xenobiotika. Takmer pred pol storocim bol publikovany mechanizmus metabolizmu
arzénu v 'udskom tele, ktory bol po dlhti dobu vSeobecne prijimany. V poslednej dobe
véak boli navrhnuté nové mechanizmy. Cast rozsiahleho vyskumu skumajiuceho
toxicitu arzénu sa teda zamerala na definovanie presnej biotransformacnej drahy tohto
prvku. Aby vsak bolo mozné urcit’ produkty jednotlivych krokov metabolizmu, je nutné
vyvinut® techniku schopnu separovat’ jednoduché aj zlozitejSie arzénové Spécie
v biologickych matriciach. Analyza tychto $pécii bola skiimané za r6znych podmienok
s pouzitim rozlicnych metdd. Za vyuzitia i6novej chromatografie, metody casto
vyuzivanej pre Speciaénu analyzu arzénu, sa podarilo tspeSne separovat jednoduché
Spécie. Separacia zlozitejSich Spécii touto metddou vSak nebola uspesna. Logicky teda
bolo navrhnuté pouzitie inych technik.

Predkladana bakalarska praca mala za ulohu preskimat’ moznosti separacie tychto
zlozitejSich Spécii arzénu za pouzitia kombinovanej techniky spajajicej vysokoucinnu
kvapalinovi chromatografiu na obratenych fazach s detekciou pomocou hmotnostnej

spektrometrie s indukéne viazanou plazmou.



1. Teoreticka cast’

1.1 Arzén

Arzén a jeho zlt¢eniny hrali vyznamnt rolu v I'udskych Zivotoch uz od nepamiti. Do
povedomia sa dostali ako lieCiva, ale slavu si vyslazili najmid ako zname jedy
stredovekych travicov. Dnes su skoro vsetky lieCiva obsahujice arzén (okrem tych,
ktoré¢ st vyuzivané na liecbu akutnej promyelocytovej leukémie) nahradené menej
toxickymi latkami'. Preto sa s otravou arzénom stretivame menej ¢asto ako v minulosti
a prevazne len v podobe chronickych otrav. V poslednej dobe sa zdujem o arzén opit’
zvySil najmd v dosledku zistenia karcinogénnych ucinkov anorganického arzénu
obsiahnutého v pitnej vode na &loveka’. Tieto uginky a d’aliie zdravotné problémy,
ktoré zluceniny arzénu spdsobuji, maji nasledky na T'udstvo zijuce v oblastiach so

zvySenym obsahom arzénu v pitnej vode.

1. 1. 1 Toxicita

Jedna z najdodlezitejSich oblasti vyskumu arzénu sa v sucasnosti venuje sledovaniu
jeho metabolizmu a biotransformaénych produktov’. V mo¢i &loveka chronicky
vystaven¢ho anorganickému arzénu boli najdené organické metylované zluceniny
arzénu — MA(IIl), MA(V), DMA(V) a DMA(III) a taktieZ pozostatky nepremeneného
anorganického arzénu — As(IIl) a As(V). Na zdklade tychto vysledkov bol obecne
prijimany fakt, Ze metylacia je hlavnym procesom detoxifika¢nej drahy arzénu.
Nedavne stadie vSak dokazali, Ze za toxické ucinky spojené s vystavenim organizmu
anorganickému arzénu moézu byt CiastoCne zodpovedné prave trojmocné metylované
metabolity”.

Je zname, Ze toxicita a biodostupnost’ jednotlivych Spécii arzénu zavisi na ich
chemickej forme a oxidaénom stave™® a bolo dokazané, Ze toxicita jednotlivych $pécii
v l'udskych hepatocytoch nasleduje poradie: MA(IIl) > DMA(ID) = As(IIl) > As(V) >
DMA(V) = MA(V). Trojmocné metylované §pécie teda vykazuju vyssiu alebo rovnaka
toxicitu ako samotny anorganicky arzén a preto im mdzeme pripisat’ ulohu v otravach

indukovanych arzénom®. Tento poznatok potvrdzuje aj fakt, Ze trojmocné zlueniny

10



arzénu maju vyssSiu afinitu pre tiolové skupiny proteinov obsiahnutych v organoch
ako pitmocné metabolity’.

Citlivost’ na chronicku otravu arzénom sa vSak vyrazne 1iSi aj medzi jednotlivcami
a vplyv mé taktieZ efektivita a sposob metabolizmu'®. Aby bolo moZné tieto rozdiely
skimat’ a definovat, je nutné analyzovat’ jednotlivé metabolity v biologickej matrici.

Taktiez je nevyhnutné objasnit’ metabolicku drahu arzénu.

1. 1. 2 Toxikologicky vyznamné Spécie

Toxikologicky vyznamné a z hladiska vyskumu metabolizmu relevantné Spécie
arzénu su najmi biotransformacné produkty metabolizmu anorganického arzénu.
Vi&sina $pécii arzénu sa vyskytuje v prirode a biologickych vzorkach vo forme iénov°,
preto pre zjednodusenie uvazujeme ich deprotonizované formy. Struktirne vzorce
jednotlivych Spécii s prislusnymi skratkami pouzivanymi v tejto praci si uvedené na

obrazku 1.1.

,--""D- f__,D_ _,.-~*C|:|3 _;__,CI-_|3 _,.F-*':H3 f_,CHS
.-"3\5:[:_3 D:.-"J\S:D .-&S:D D:.-"J\S:D .ﬁS:CHS D:.-"J\S:CHS
o o o o] ] o
A As rAATI (PR DAL DA
Obr. 1.1 Toxikologicky vyznamné jednoduché Spécie arzénu — zlava : arzenitan, arzenicnan,

. .y . . . .y 3
metylarzenitan, metylarzeni¢nan, dimetylarzenitan, dimetylarzeni¢nan'.

Okrem tychto jednoduchych S§pécii arzénu vznikaju pocas metabolizicie
anorganického arzénu pravdepodobne aj komplexy arzénu s glutationom''. Tieto boli
najdené v ZI¢i potkanov akltne vystavenych (ordlne alebo intravendzne) roztoku
obsahujucemu As(Il), MA(III) a DMA(II) v destilovanej vode aich vyznam je
predmetom mnohych diskusi'”. Schémy komplexov s prislusnymi skratkami

pouzivanymi v tejto praci su uvedené na obrazku 1.2.

63 CH CH
- 3 3
AsT—G35 ASE S ASEC Hs
GS GS S
ATG MADG DMAG

Obr. 1.2 Toxikologicky vyznamné komplexy arzénu s glutationom — zlava : arzén triglutation,

metylarzén diglutation, dimetylarzén glutation',
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1. 1. 3 Metabolizmus

Ako uz bolo uvedené¢, metylacia je po dlhua dobu povazovana za detoxifikacny proces
metabolizmu  arzénu®. Predpoklada sa, Ze prebicha za pomoci enzymu
arzén(3+)metyltransferaza (AS3MT)". V jeho pritomnosti a suasnej pritomnosti darcu
metylovej skupiny S-adenozylmetioninu (SAM) a kofaktoru glutationu (GSH) dochadza
k formacii metylovanych trojmocnych a pitmocnych zlu&enin arzénu’.

Aby bolo vSak mozné aspon ¢iastocne pochopit’ princip toxicity arzénu, je dolezité
poznat' presné metabolické drahy tohto polokovu'*. V sG&asnosti su navrhované tri
mechanizmy: klasicky mechanizmus zroku 1945 navrhnuty Challengerom',
mechanizmus uvazujuci komplexy arzénu s glutationom navrhnuty vroku 2005

11 , - , .
Hayakawaom = anovy mechanizmus navrhnuty Naranmandurom a Suzukim zroku

2006°.

1. 1. 3. 1 Klasicka reduktivnhe — oxidativha metylaéna draha navrhnuta
Challengerom

Donedavna vSeobecne prijimany mechanizmus biotransformacie anorganického
arzénu uvazuje sériu redukcii a oxidacii spojenych s metylaciou'. Najprv dochadza
k redukcii As(V) na As(III), ktory je v takejto podobe schopny podstipit’ oxidativnu
metylaciu, ktorej produktom je MA(V). Podobne dochddza k redukcii MA(V) na
MA(II) a dalSej oxidativnej metylacii na DMA(V). Ten sa moZe nasledne zas
redukovat’ na DMA(III). Schéma metabolizmu je nacrtnutd na obrazku 1.3.

Tento mechanizmus je protichodny s poznatkami, ktoré boli v poslednych rokoch
nadobudnuté. Bolo totiz dok4zané, Ze premena pidtmocnych Spécii na trojmocné
prebieha len s malou pravdepodobnostou'® a §tudie taktiez dokéazali, Ze kone&nym
produktom metabolizmu st zrejme pat'mocné Spécie, ktoré boli vylucované mocom vo
vé&sej miere ako trojmocné'®. Dalsie navrhnuté mechanizmy biotransformacie arzénu sa

preto pokusaju tieto nové poznatky zohladnit’.

1. 1. 3. 2 Metabolicka draha uvazujuca tvorbu komplexov arzénu
s glutationom navrhnuta Hayakawom
Tato metabolickd draha uvazuje vznik komplexov arzénu s glutationom, pricom

glutation povazuje za povinnu zlozku reakénej zmesi, ktorda podporuje metylaciu
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anorganického arzénu pomocou enzymu AS3MT''. Predpoklada sa, Ze nukleofilna
tiolova skupina arzénovych komplexov (As-GS) atakuje kation siry SAM a tym sa
metylova skupina zo SAM premiestni na komplexy arzénu s glutationom. Metylaciou
komplexu ATG teda vznikd komplex MADG , ktory méze byt d’alej metylovany na
DMAG. Tieto trojmocné komplexy arzénu sa povazuju za vel'mi nestabilné a preto
mozu byt oxidované na MA(V) aDMA(V), ktory je hlavnhym metabolitom
vyskytujiicim sa v moéi zivo&ichov’. Mechanizmus je naértnuty na obrazku 1.4.

Aj tato draha sa stretla s urcitymi protindvrhmi. Autori jedného z nich preto navrhli

novy mechanizmus biotransformécie anorganického arzénu.

"o Y
HO—As—0H* 2 HO —As—0H
o OH OH
As(V) As(ID) . | s G5
e HO—As—0H —HO —As—0H —2SH o G5 —A5—50
/ 0 0 ATG
A A1l SAM
H3(T“ HSI:I: (0 *ib &ASSMT
HO—ﬁs—DH*—}zé HO —As—OH CHy CHy CH,
d HO —As—OH =— HO—As—OH b= G5 —As—5G
LA MIATID 8] MADG
+CHy LA AL SAM
/ 3 b lASEMT
nq 1o OH OH o 65
- |
HsC —ps—C Hy 128 H 0 —As—CH, H3C —As—CHy*—H3C —As—CHy ™ HaC —As—CHs
0 0
DA DA DA DR AID DM AG
Obr. 1.3 Schéma metabolizmu navrhnuta Obr. 1.4 Schéma metabolizmu navrhnutd Hayakawom
Challengerom (1945)". (2005)".

1. 1. 3. 3 Nova metabolicka draha arzénu

Najnovsi navrh metabolizmu arzénu je zaloZeny na skuto€nosti, Ze trojmocny arzén
ma va&siu afinitu k proteinom ako ku glutationu®”. Je teda nadrtnuta predstava, Ze sa
v tele metabolizuje viazany na proteiny. V tejto podobe dochédza k jeho postupnej
metylacii enzgmom AS3MT v pritomnosti GSH a SAM’. Po vstupe As(II) do tela
dochddza pravdepodobne k vizbe na protein anésledne kreduktivne; metylacii
konjugaciou s tiolovymi skupinami cysteinovych rezidui. Tymto spdsobom postupne
vznikaju zlozité mono- a dimetylované Spécie arzénu, ktorych oxidéaciou vznikaju

kone¢né produkty — pdt'mocné metabolity MA(V) a DMA(V) pritomné v T'udskom
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moéi’. Schéma metabolizmu je zobrazena na obrazku 1.5.

GH P
HO—As—OH —Relkda
™.
0 5
&)
SAM
sz | F3H
CH4
' Crdckécia -3
HO —fhs—OH w258 .0 —ag
0 5
MACT
SAM
LASEAMT BEH
OH
HoC
| e 3
Hal —As—CH, me—Coitha H;As
0 HaC
DMAT)

Obr. 1.5 Schéma metabolizmu navrhnutd Naranmandurom a Suzukim (2006)".

1. 2 Speciaéna analyza arzénu

V prirode a v biologickych systémoch su pritomné skoro dva tucty arzénovych $pécii
lisiace sa vlastnostami a toxicitou'’. V désledku tychto odlisnosti, je nutné tieto $pécie
stanovovat’ individudlne a nie ako celok. K tomuto dobre sluZzi $pecia¢né analyza, ktora
je v analytickej chémii definovand ako identifikdcia a/alebo urovanie mnozstva jednej
alebo viacerych individualnych chemickych $pécii vo vzorku'®, a ktora za posledné
desatrotia zaznamenala vyznamny pokrok'’. Boli vyvinuté hlavne kombinované
techniky spojujuce efektivne separacné metddy s vysoko citlivymi detekénymi

metodami.

1. 2. 1 HPLC-ICP-MS

Kombinovanou technikou, ktord v Speciacnej analyze arzénu zaznamenala najvacsi
uspech je spojenie vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) a hmotnostne;j
spektrometrie s indukéne viazanou plazmou (ICP-MS)'. Tato kombinicia metod je
viestranne pouzitelna pre analyzu organickych aj anorganickych zlu¢enin arzénu'. Jej

nevyhodou je viak, Ze je mozné pouzivat’ len obmedzené druhy mobilnej faze’. Metoda
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HPLC totiz mnohokrat vyzaduje pouzitie vysokého obsahu organickych zlucenin, ¢o
moze viest’ k destabilizacii plazmy a nésledne k znizeniu detek¢nej Gi¢innosti detektoru.

Samotna detekcia pomocou ICP-MS pontka mnozstvo vyhod, ktorymi s napriklad
nizke limity detekcie, Siroky dynamicky rozsah, schopnost’ stanovovat mnozstvo
roznych prvkov naraz a taktiez schopnost’ uréovat’ izotopové pomery' "2’

Techniky HPLC su zas vysoko Specifické a schopné identifikovat’ Siroké spektrum
arzénovych $pécii'. Su teda velmi univerzalne, ¢o je dané tym, Ze vyuzivaju mnoZstvo
réznych separacnych mechanizmov a preto mézu byt’ pouzité pre separaciu rozlicnych

analytov?'.

1. 2. 1. 1 Ibnovo-vymenna chromatografia

Separacny mechanizmus pouzivany po dlhé roky a povazovany za Standardnu
metddu pre separaciu anorganickych a organickych $pécii arzénu je idnova vymena®.
Zaklad metody je vtom, Ze dochddza k interakcii medzi nabitymi analytmi a i6nmi
viazanymi na povrchu stacionarnej faze®. Iénovo-vymenna chromatografia je teda
pouZivana vyhradne pre separaciu iénov a ionizovanych molekal". Velka ulohu tu hra
spravna vol'ba mobilnej fazy, ktorej pH a iénova sila st hlavné parametre ovplyviiujice
zadrziavanie analytov na kolone®. Bolo dokazané, 7e separacia As(IIl), As(V), MA(V)
a DMA(V) je tspe$na na anionovo-vymennych koldénach s pouzitim mobilnej faze
o vysokej hodnote pH. Naopak, pre separaciu MA(III) a DMA(III) je najvhodnejSie
pouzit’ kationovo-vymennu koloénu a nizku hodnotu pH mobilnej faze, pri ktorej tieto
Spécie tvoria kationy.

Raab et al. Studovali chromatografické spravanie komplexov arzénu s glutationom
(ATG, MADG, DMAG)®. V ramci réznych pokusov testovali aj separaciu tychto
komplexov pomocou anidnovo-vymennej chromatografie s pouzitim bazickej a kyslej
mobilnej faze. Za pouZitia oboch podmienok dochadzalo k elucii glutationu alebo
individudlnych arzénovych Spécii a teda k rozkladu povodnych komplexov. Pri analyze
na kationovo-vymennej koléne neboli dosiahnuté ziadne vyznamné poznatky, pretoze

takmer nedochédzalo k separacii.

1. 2. 1. 2 Chromatografia na obratenych fazach

DalSou separa¢nou technikou pouzivanou pre Specia¢ni analyzu arzénu v spojeni
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s ICP-MS je chromatografia na obratenych fazach. Jej podstatou je, Ze sa pouziva
stacionarna faza, ktora je takmer nepolarna (uhl'ovodikové retazce C4-C;g kovalentnymi
vizbami viazané na silikagél) a mobilnd fiza, ktora je polarna®. Je teda umoznené
zadrziavanie menej polarnych a nenabitych analytov, ktorych vymytie z kolony
mozeme nasledne podporit’ pridavkom nepoldrnych organickych rozpustadiel do
mobilnej fazy.

Raab et al. testovali separdciu komplexov arzénu s glutationom aj pomocou
chromatografie na obratenych fazach®”. Jedinymi separaénymi podmienkami, ktoré
umoznili separaciu vsetkych troch komplexov na C;s kolone, bolo pouzitie gradientovej
elicie mobilnej fazy, ktoru tvorila 0,1% kyselina mravéia a premenné percentudlne
zastupenie acetonitrilu. Rovnaké vysledky boli zaznamenané aj Yehiayan et al., ktori
pre separaciu pouzili Cg kolonu®. Zistili viak, Ze separacia jednoduchych arzénovych
Spécii na kolonach s obratenymi fazami je problematickd. Vsetky Spécie totiz boli
vymyvané bez zadrzania a vynimku tvorili len DMA(III) a DMA(V).

Pridavok i6novo-parového ¢inidla do mobilnej fizy umoziuje rozsSirené vyuzitie
chromatografie na obratenych fazach na nabité analyty”. Takéto usporiadanie
predstavuje samostatni metddu, ktora sa nazyva idnovo-parova chromatografia. Bezne
pouzivanymi ¢inidlami st dlhé retazce alkylovych idnov alebo tetraalkylamoéniové soli,
ktoré st na jednej strane nabité aich druhy koniec je hydrofébny, teda modze
interagovat so stacionarnou fazou'. Pritomnost’ tychto &inidiel v mobilnej faze
umoziuje zadrziavanie nabitych analytov, ktoré s nimi tvoria ibnové pary.

Pre separaciu jednoduchych arzénovych S$pécii bol vyvinuty chromatograficky
systém pouzivajuci tetrabutylaménium hydroxid ako idénovo-parové &inidlo**. Tento
systétm v mobilnej faze taktiez obsahuje kyselinu malonovi a metanol aza tychto
podmienok je mozné separovat’” As(Ill), As(V), MA(IIl), MA(V), DMA(II) a taktiez
DMA(V) na koléne na obratenych fazach.

Separacia komplexov arzénu s glutationom pomocou i6novo — parovej chromatografie

doteraz nebola uskuto¢nena.

1. 2. 2 Stabilita Spécii
Pri $peciadnej analyze arzénu je doblezité sledovat’ stabilitu $pécii. Casto totiz

dochddza kich rozkladu a premene na iné Spécie, ¢o mdze vyvolat' problémy
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pri analyze tychto zlucenin. Preto je nutné spravne zaobchadzat’ so vzorkami a venovat
vel'ku pozornost’ aj ich skladovaniu.

Stabilita jednoduchych metylovanych arzénovych $pécii bola intenzivne sledovana.
Gong et al. pozorovali stabilitu MA(III) a DMA(III) v deionizovanej vode a v 'udskom
moti®>. Bolo zistené, Ze skladovanie pri nizsich teplotach (T = —20 °C) spomaluje
premenu MA(III) na MA(V) a v mensej miere taktiez premenu DMA(III) na DMA(V).
Zaroven bolo zistené, ze vzorky v deionizovanej vode boli stabilnejSie ako vzorky
v moci. Bol taktiez navrhnuty predpoklad, Zze pozorovana vysoka nestabilita DMA(III)
bola sposobend narastom elektronovej hustoty Spécie v dosledku pritomnosti
metylovych skupin a teda vysSej tendencie tejto Spécie sa oxidovat'.

Currier et al. skimali stabilitu tychto $pécii v petefiovych bunkach mysi*®. Zistili, ze
tieto Spécie skladované pri teplote az —80 °C st v tomto prostredi vel'mi stabilné. Na
stabilitu trojmocnych metylovanych Spécii ma teda velky vplyv teplota skladovania
a matrica, v ktorej sa analyt nachadza®.

Dolezity je taktiez vyskum stability komplexov arzénu s glutationom. Vyznam ma
najma sledovanie stability tychto Spécii v zI¢i, do ktorej st vyluCované. Kobayashi et al.
dospeli k zaveru, ze ATG a MADG su v ZI¢i nestabilné a dochadza k ich hydrolyze na
As(IIl) a MA(II)?. Taktiez zistili, Ze pritomnost glutationu v reakénej zmesi vyrazne
podporuje stabilitu tychto $pécii***"*®. Stabilita komplexov bola skumana taktieZ pri
roznych hodnotach pH>. Yehiayan et al. pozorovali, e komplexy su velmi nestabilné
a najstabilnejSie boli za pouZitia nizkej hodnoty pH pufru, v ktorom boli pripravené.
Taktiez zistili, Ze DMAG vykazoval najvacsiu stabilitu, zatial co TAG najnizsiu. Bol
teda pozorovany opacny trend ako pri sledovani stability jednoduchych arzénovych
$pécii. Dalsim faktorom, ktory ovplyviiuje stabilitu komplexov je ich samotna
koncentracia®®. Vyskum ukazal, Ze zvySenie stability TAG moze byt dosiahnuté
zvySenim jeho koncentracie.

Vsetky tieto experimenty ukézali, Ze so vzorkami obsahujucimi arzénové Spécie, je
nutné zaobchadzat’ velmi opatrne®. Aby sme mohli ofakavat’ Gspe$nu detekciu, je
nutné vzorky neustdle chladit, udrzovat' v prostredi o nizkej hodnote pH a hlavne

analyzovat’ ¢o najskor, ako je to mozZné.

17



2. Experimentalna ¢ast’

2.1 Pouzité chemikalie

« Deionizovana voda (DIV; z pristroja Ultrapure (Watrex, USA))

. Kyselina mrav¢ia, 98% p. a. (HCOOH; M, = 46,03; Penta, Ceska Republika)

« Kyselina dusi¢na, 65% (HNOs; M, = 63,01; Merck, Nemecko)

« Hydroxid draselny, chemicky cisty (KOH; M; = 56,11; Lach-Ner, s.r.o., Ceska
Republika)

« Acetonitril, min. 99,9% (C,H;N; M, =41,05; Lach-Ner, s.r.o0., Ceska Republika)

o Tris(hydroxymetyl)aminometan  hydrochlorid, > 99,0%  (Tris  HCL
NH,C(CH,OH); . HCI; M, = 157,60; Sigma-Aldrich, Nemecko)

o Tris(2-karboxyetyl)fosfan (TCEP; CoH;sO¢P; M, = 286,60; Sigma-Aldrich,
Nemecko)

« Glutation (GSH; C10H7N304S; M= 307,32; Sigma-Aldrich, Nemecko)

« S-(5"-adenozyl)-L-metionin chlorid (SAM; C;sH23CNgOsS; M; = 434,90; Sigma-
-Aldrich, Nemecko)

o Arzén(3+)metyltransferaza (AS3MT; pripravené skupinou Miroslava Stybla, Ph.D.
z Univerzity v Severnej Karoline,USA*")

« Argbn, 99,996 % (SIAD S.p.A., Ceska Republika)

« Hélium, 99,998 % (SIAD S.p.A., Ceska Republika)

. Kalibraény pH pufer, 4,01£0,02 (Mettler-Toledo, Svajéiarsko)

. Kalibra¢ny pH pufer, 7,00£0,02 (Mettler-Toledo, Svaj¢iarsko)

o Triton ® X-100 (SERVA Electrophoresis, Nemecko)

2.2 Priprava standardnych roztokov

. Standardné roztoky jednoduchych $pécii arzénu o koncentraciach 20 pg L' a
40 pg L' boli pripravené riedenim 0,1% kyselinou mravéou zo zasobnych roztokov

jednotlivych $pécii:
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*  Zasobny roztok  As(III) o koncentracii 1000 mg L' bol pripraveny
rozpustenim oxidu arzenit¢ho (As;Os; M, = 197,84; Lach-Ner, s.r.o., Ceska
Republika) v 0,5 ml 10% roztoku hydroxidu draselného (M; = 56,11; Lach-Ner,
s.r.0., Ceska Republika) a doplneny DIV.

*  Zasobny roztok As(V) o koncentracii 1000 mg L' v kyseline dusi¢nej
(0,5 mol L") bol komerény roztok (As,Os; M, = 229,84; Merck, Nemecko)
pripraveny na pouzitie.

*  Zasobny roztok MA(III) o koncentracii 1000 mg L' bol pripraveny z oxidu
metylarzenit¢tho ((CH3AsO)s; M, = 105,95; syntetizovany  Williamom
Cullenom, Ph.D. z Univerzity Britskej Kolumbie, Kanada™) v DIV vzdy tesne pred
analyzou.

*  Zasobny roztok MA(V) o koncentracii 1000 mg L' bol pripraveny
z hexahydratu metylarzeni¢nanu disodného (((Na,CH3AsO;. 6 H,O; M, = 291,99;
Chem Service, Inc., USA) v DIV.

*  Zasobny roztok DMA(III) o koncentracii 100 mg L™ bol pripraveny vzdy tesne
pred analyzou rozpustenim presnej navazky dimetylarzén jodidu ((CHj),Asl;
M; = 231,90; syntetizovany Ing. Liborom Havlickom, CSc. z Ustavu experimentélnej
botaniky AV CR, v.v.i.) v DIV a bol neustéle drzany na lade.

*  Zasobny roztok DMA(V) o koncentracii 1000 mg L' bol pripraveny z kyseliny
dimetylarzeni¢nej ((CH3),AsO(OH); M, = 137,99; Chem Service, USA) v DIV.

. Roztoky komplexov ATG, MADG a DMAG o koncentracii 100 pg L™ v 0,1%
kyseline mravcej boli pripravené vzdy tesne pred analyzou riedenim 0,1% kyselinou
mravéou z roztokov o koncentraciach 100 mg L' pripravenych navazenim presného
mnozstva jednotlivych komplexov (syntetizované Ing. Liborom Havlickom, CSc.,
z Ustavu experimentalnej botaniky AV CR, v.v.i., podl'a publikovaného postupu>">")
a rozpustenim v DIV. Vysledné roztoky aj medziroztoky boli neustale drzané na l'ade.

. Roztok teliiru o koncentracii 100 pg L™ pouzity ako vnatorny 3tandard (IS) bol
pripraveny riedenim zasobného roztoku o koncentracii 1000 mg L™ (M, = 127,60;

BDH Prolabo, Anglicko) 0,2% kyselinou dusi¢nou.
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2.3 Priprava in vitro metylacnych zmesi

Zmesi na metylaciu As(IIl) pomocou enzymu AS3MT boli pripravené podl'a postupu
Ding et al.”’. Bolo napipetovanych 74 uL Tris HCI pufru o pH 7,41; 1 uL reduktantu
TCEP a 14 pL enzymu AS3MT. Zmes bola dokladne premieSana a inkubovand pri
teplote 37 °C po dobu 10 minut. Néasledne boli do reakénej zmesi pridané d’alSie zlozky
v nasledujicom poradi: 1 uL GSH podporujuceho metylaciu® (len v pripade zmesi A),
10 uL SAM - darcu metylovej skupiny, a 5 uL As(IIl) o koncentracii 1,5 mg L.
Reakéna zmes bola udrzovana pri teplote 37 °C po dobu 2 hodin. Okamzite po inkubacii
bola okyslend pridavkom 10 pL 10% kyseliny mravcej a bola neustéle drzana na l'ade.

Takto pripravené zmesi boli analyzované v ¢o najkratSej dobe po ich priprave.

2.4 Pouzité metédy merania

2.4.1 Pristrojové vybavenie

« Separa¢na kolona s predkolonou Aeris™ 3,6 pm XB-Cig 100 A, o velkosti 250 x
2,10 mm (Phenomenex, USA)

« HPLC pumpa 1200 Series, Quaternary Pump (Agilent Technologies, USA)

o Hmotnostny spektrometer s indukéne viazanou plazmou 7700 Series (Agilent
Technologies, USA)

« Autosampler ASX-500 Series (Agilent Technologies, USA)

« Injekény Sest’cestny ventil 77251 s davkovacou sluc¢kou z nerezovej ocele (Rheodyne,
USA)

« Analytické vahy R160P, s presnostou na 0,00001 g (Sartorius, Nemecko)

« Predvazky 600-2M, s presnostou na 0,01 g (KERN, Nemecko)

« pH meter, Seven easy pH (Mettler-Toledo, Svajéiarsko)

« pH membranova elektroda, InLab®413 pH (Mettler-Toledo, Svajéiarsko)

« Magneticka mieSacka lab disc (IKA®, Nemecko)

« Systém na Cistenie vody Ultrapure (Watrex, USA)

- Automatické pipety (Biohit, Finsko)
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2.4.2 Experimentalne usporiadanie

Mobilna faza bola Cerpana na kolénu pomocou HPLC bindrnej pumpy s manualnym
injekénym ventilom (rychlostou 0,25 mL min ™), cez ktory boli vstrekované jednotlivé
vzorky. Pred vstupom do ICP-MS systému bola pred zhmlovac¢om riedend DIV
s prietokom 0,66 mL min™' a IS (100 ug L™ Te v 0,2% kyseline dusi¢nej) s prietokom
0,05 mL min'. Schéma systému je zobrazena na obrazku 2.1. Pouzité podmienky

merania su zhrnuté v tabul’ke 2.1.
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Obr. 2.1 Schéma pouzitého HPLC-ICP-MS systému (1 — HPLC pumpa, 2 — injekény Sestcestny ventil,

¥ ¥

AN

(=,

3 — separacna kolona s predkolonou, 4 — privod DIV, 5 — privod IS, 6 — peristaltickd pumpa,
7 — zhmlovac¢, 8 — hmlova komora, 9 — privod riediaceho plynu, 10 — plazmovy horak, 11 — ICP-MS

spektrometer, 12 — peristalticka pumpa odvadzajtica odpad).
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Tab. 2.1 Podmienky merania pouzité pri analyze.

HPLC
Aeris™ 3,6 um XB-C;5 100 A, o velkosti 250 x 2,10 mm
Koléna (Phenomenex, USA)
Prietokova rychlost’ mobilnej fazy 0,25 mL min"'
Davkovany objem vzorku 30 uL
ICP-MS
Vnutorny Standard 100 pg L™ Te v 0,2% kyseline dusi¢nej
Prikon do plazmy 1600 W
Priemer injektoru plazmového horaku
(pre organické rozpustadla) 1,50 mm
Prietok nosného plynu (argén) 0,60 L min™"
Prietok riediaceho plynu 0,25 L min™'
Prietok vnutorného $tandardu 0,05 mL min""
Prietok kolizneho plynu (hélium) 3,50 mL min'

2.4.3 Mobilna faza
Pre analyzu bola pouZitd gradientova elicia mobilnej fazy, ktort tvorili 0,1%
kyselina mravcia a 80% acetonitril. Gradientovy program bol vopred optimalizovany a

je zobrazeny v tabulke 2.2.

Tab. 2.2 Program gradientovej elicie mobilnej fazy pouzity pri merani na kolone Aeris (Phenomenex,

USA), roztok A: 0,1% kyselina mravcia, roztok B: 80% acetonitril.

t Obsah A Obsah B
min obj. % obj. %
0,0 100 0
5,0 100 0
20,0 75 25
25,0 100
35,0 100

2.5 Spracovanie nameranych dat

Namerané signaly boli zaznamenavané pomocou pocitacového softwaru MassHunter
Workstation (Agilent Technologies, USA), v ktorom boli ihned’ integrované. Nasledne
boli data exportované do programu OriginPro 8.5 (OriginLab, USA), kde boli dalej

spracovane.
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3. Vysledky a diskusia

3.1 Sledovanie citlivosti detekcie pri rozli€nych

percentualnych zastupeniach acetonitrilu v mobilnej faze

Pred samotnym experimentom bola zistovana citlivost’ stanovenia pri pouZziti
rozliénych gradientov mobilnej fdzy. Pomocou systému ICP-MS boli prevedené
analyzy roztoku As(V) o koncentracii 20 pug L', priom boli pouzité rozne zloZenia
mobilnej f4zy (menil sa obsah 80% acetonitrilu v roztoku 0,1% kyseliny mravcej).

Jednotlivé merania ukazali, Ze citlivost stanovenia exponencidlne klesala so
vzrastom zastipenia acetonitrilu v roztoku mobilnej fazy (zavislost’ je zobrazend na
obrazku 3.1.) Pri pouziti mobilnej fazy s 40% zastipenim acetonitrilu klesla intenzita
zaznamenaného signalu > As priblizne na 10 % povodnej hodnoty (0 % acetonitrilu), pri

pouziti 72 % acetonitrilu dokonca aZ na 1 % povodnej hodnoty.
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Obr. 3.1 Zavislost' intenzity signalu °As na percentudlnom zastipeni roztoku B v mobilnej faze
ziskana priamym stanovenim As(V) o koncentracii 20 pg L' pomocou ICP-MS. Mobilna fiza bola
tvorena roztokom A: 0,1% kyselina mravcia, roztokom B: 80% acetonitril, jej prietokova rychlost’ bola

0,25 mL min', pred zhmlovacom bola riedena DIV 0,66 mL min~" a IS 0,05 mL min ™.
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Z tejto skutoCnosti vyplyva, ze udaje poskytované vystupom z ICP-MS ziskané
analyzou za takychto podmienok, st problematické z hl'adiska kvantifikéacie. Taktiez
moéze dochadzat’ k tomu, Ze chromatografické piky minoritnych Spécii za pouzitia
vysSieho obsahu organického rozpustadla v mobilnej faze nemusia byt vobec

pozorovang.

3.2 Separacia standardnych roztokov jednoduchych

arzénovych Spécii

Separacia Standardnych roztokov arzénovych Spécii (As(IIl), As(V), MA(II),
MA(V), DMA(III) a DMA(V)) o koncentraciach 40 pg L' v roztoku 0,1% kyseliny
mravcej bola prevedena pomocou chromatografickej Cs kolony na obratenych fazach.
Jednotlivé Spécie boli nasledne detegované pomocou ICP-MS.

Analyza ukazala, Ze pouzitd koldna nie je pre separaciu jednoduchych $pécii arzénu
vhodna. Z obrazku 3.2, zobrazujiceho jednotlivé chromatogramy, je zrejmé, ze
k separacii takmer nedoslo a vsetky Spécie boli eluované takmer v rovnakom case (bez
zadrzania na koldne). Jedinou vynimkou bola analyza roztoku DMA(III), pri ktorej boli
zaznamenané dva chromatografické piky. Prvy pik (tgr = 2,1 min) predstavoval DMA(V)
vzniknuty oxidadciou DMA(III) (nestabilita DMA(II) vo vodnych roztokoch bola
dokézana Gongom et al.””), druhy pik predstavoval povodny DMA(III). Retenéné asy
chromatografickych pikov zaznamenanych detektorom st zobrazené v tabulke 3.1.

Dosiahnuté vysledky st v zhode s poznatkami nadobudnutymi Yehiayan®. T4 pre
separaciu jednoduchych Spécii pouzila podobny gradientovy program, avSak Cg kolonu.
Pomocou tejto kolony sa takisto podarilo separovat’ len DMA(III) a DMA(V), ostatné

Spécie boli eluované z kolony sucasne.

3.2 Separacia roztokov komplexov arzénu s glutationom

Za rovnakych podmienok boli separované a detegované aj komplexy arzénu
s glutationom (ATG, DMAG, MADG) o koncentraciach 100 pg L™ v roztoku 0,1%
kyseliny mravce;.

Analyzou tychto komplexov boli ziskané vzdy tri chromatografické piky (retenc¢né
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Casy su uvedené v tabul’ke 3.1). V prvom piku boli eluované jednoduché nezadrziavané
Spécie. V pripade komplexu ATG Slo pravdepodobne o As(IIl), v pripade komplexu
MADG o MA(III) alebo MA(V) av pripade komplexu DMAG bol v prvom piku
eluovany pravdepodobne DMA(V). Druhy pik pritomny v chromatograme DMAG
predstavoval DMA(III), pretoze jeho retencny c¢as (tg = 4,5 min) bol zhodny
s retencnym Casom piku ziskaného pri separacii DMA(III). Tieto jednoduché Spécie
vznikli hydrolyzou nestabilnych komplexov (ich nestabilita bola Studovanéd v pracach
Yehiayan et al.).

Piky eluované s neskorSim retenénym casom ako 10 minat pravdepodobne
predstavuju pozostatky komplexov. Raab et al. za pouzitia hmotnostnej spektrometrie
s ionizaciou elektrosprejom potvrdili, ze pri separacii na C;s koldéne s vyuzitim
gradientového programu, st jednotlivé komplexy skutocne eluované az pri vyssich
obsahoch acetonitrilu v mobilnej faze®.

Pikom s retenénymi ¢asmi 6,5 min a 8,0 min ziskanym analyzou ATG a MADG sa
nepodarilo priradit’ Spécie. Preto bude potrebné previest dalSie analyzy.

Chromatogramy su pre nazornost’ uvedené na obrazku 3.3.

Tab. 3.1 Retencné cCasy pozorované pri analyze As(Ill), As(V), MA(I), MA(V), DMA(I),
DMA(V), ATG, MADG a DMAG pomocou HPLC-ICP-MS na koléne Aeris™ XB-Cg, roztok A: 0,1%
kyselina mravéia, roztok B: 80% acetonitril, prietok mobilnej fize 0,25 mL min ', pred zhmlovatom bola
riedena DIV 0,66 mL min' a IS 0,05 mL min "', gradient 5-20 min, 0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75
(As) merané pomocou ICP-MS. Pritomnost’ chromatografického piku s danym retenénym casom je

oznacena symbolom +, nepritomnost’ symbolom —.

tg, Min
Spécia 2,0 2,1 2,3 4,5 6,5 8,0 14,3 15,4 16,6

As(IIT) + - - - - - - - -
As(V) - -
MA(III) - -
MA(V) + - - - - - - - -
DMA(III) - + - + - - - - -
DMA(V) - +
ATG + - - - — + + - —
MADG - - + - + - - + —
DMAG - + - + - - - - +

+ +
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Obr. 3.2 HPLC-ICP-MS chromatogramy (1 — As(IIl), 2 — As(V), 3 — MA(I), 4 — MA(V),
5 — DMA(II), 6 — DMA(V)) ziskané separaciou arzénovych $pécii o koncentraciach 40 pg L™ na koléne
Aeris™ XB-Cs, roztok A: 0,1% kyselina mravcia, roztok B: 80% acetonitril, prietok mobilnej faze
0,25 mL min"', pred zhmlovacom riedena DIV 0,66 mL min' a S 0,05 mL min"l, gradient 5-20 min
0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75 (As) merané pomocou ICP-MS. Zobrazenych je len prvych 8 minut

analyzy (neskor neboli eluované Ziadne piky) a zakladna linia chromatogramov je posunuta.
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Obr. 3.3 HPLC-ICP-MS chromatogramy (2 — ATG, 3 — MADG, 4 — DMAG) ziskané separéaciou
arzénovych $pécii o koncentraciach 100 pg L™ na kolone Aeris™ XB-Cig, roztok A: 0,1% kyselina
mravéia, roztok B: 80% acetonitril, prietok mobilnej faze 0,25 mL min”', pred zhmlovatom riedena DIV
0,66 mL min'a IS 0,05 mL min"l, gradient 5-20 min 0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75 (As) merané

pomocou ICP-MS. Zobrazena je taktiez zakladna linia (1) a pre nazornost je posunuta.
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3.4 Analyza in vitro metylaénych zmesi

Separacia metylacnych zmesi A a B bola prevedend v Co najkratSej dobe po ich
priprave pomocou chromatografickej C;g kolony na obratenych fazach. Jednotlivé
Spécie boli nasledne detegované pomocou ICP-MS.

V zmesi A (s glutationom) boli zaznamenané dva chromatografické piky arzénu.
Prvy pik arzénu pravdepodobne predstavoval jednu alebo viacero jednoduchych
arzénovych Spécii, ktoré sa na kolone nezadrzuju. Druhy pik arzénu bol zaznamenany
v ¢ase 15,8 min a predstavuje teda zrejme akusi zlozitejSiu Spéciu arzénu, ktort sa
z kolony podarilo vymyt az vy$§im podielom acetonitrilu v mobilnej faze. Analyzou
tejto zmesi boli taktiez zaznamenané dva piky siry. Prvy pik bol eluovany bez
zadrzania na koldne spolocne s jednoduchou arzénovou Spéciou, druhy pik bol
CiastoCne zadrzany na kolone.

V metylacnej zmesi B (bez pritomnosti glutationu) boli taktiez zaznamenané dva
chromatografické piky arzénu. Retencny €as prvého piku zodpovedal retencnému casu
neseparovanych jednoduchych arzénovych Spécii. Druhy pik bol zaznamenany v Case
24,0 min, kedy bol obsah organickej zlozky v mobilnej faze velmi vysoky. Sira
poskytla v tejto zmesi len jeden pik, eluovany bez zadrzania na koldéne sucasne
s jednoduchymi arzénovymi Spéciami. Citlivost’ stanovenia siry vSak bola vel'mi nizka
a preto je mozné, Ze niektoré chromatografické piky neboli pozorovatelné.

Ziadnemu zo zaznamenanych pikov sa nepodarilo priradit $péciu. Preto bude
vyzadované podrobnejSie preskumanie tychto zmesi pomocou inej detekénej metody,
schopnej identifikovat’ jednotlivé Spécie. Je vSak predpokladané, ze arzénové Spécie
eluované pri vysokom obsahu acetonitrilu v mobilnej faze pritomné v oboch zmesiach
predstavuju komplexy arzénu s proteinom alebo s ostatnymi zlozkami metylacne;j
zmesi.

Chromatogramy ziskané z jednotlivych analyz su zobrazené na obrazkoch 3.4, 3.5

a detailne na obrazku 3.6.
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Obr. 3.4 HPLC-ICP-MS chromatogram metyla¢nej zmesi A (koncentracia As ~ 71,4 pg L") ziskany
separaciou na kolone Aeris™ XB-Cig, roztok A: 0,1% kyselina mravéia, roztok B: 80% acetonitril,
prietok mobilnej faze 0,25 mL min ", pred zhmlovacom riedena DIV 0,66 mL min~" a IS 0,05 mL min’,
gradient 5-20 min 0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75 (As) (2) a 34 (S) (3) merané pomocou ICP-MS.

Zobrazena je taktiez zakladna linia As (1), ktord je pre nazornost’ posunuta.
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Obr. 3.5 HPLC-ICP-MS chromatogram metyla¢nej zmesi B (bez GSH; koncentracia As ~ 71,4 ug L™)
ziskany separaciou na koloéne Aeris™ XB-Cg, roztok A: 0,1% kyselina mravéia, roztok B: 80%
acetonitril, prietok mobilnej faze 0,25 mL min ", pred zhmlovacom riedend DIV 0,66 mL min” alS
0,05 mL min', gradient 5-20 min 0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75 (As) (2) a 34 (S) (3) merané
pomocou ICP-MS. Zobrazena je taktiez zakladna linia As (1), ktora je pre nazornost posunutd. Sipka

ukazuje na malo viditel'ny pik, ktory je detailne zobrazeny na obrazku 3.6.
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Obr. 3.6 HPLC-ICP-MS chromatogramy metylaénych zmesi A (1) a B (2) (koncentracia As
~ 71,4 png L") ziskané separaciou na kolone Aeris™ XB-Cis, roztok A: 0,1% kyselina mravéia, roztok B:
80% acetonitril, prietok mobilnej faze 0,25 mL min', pred zhmlovatom riedena DIV 0,66 mL min" a IS
0,05 mL min "', gradient 5-20 min 0-20% B, 20-25 min 0% B; m/z 75 (As) merané pomocou ICP-MS.

Zakladna linia chromatogramov je pre nazornost’ posunuta.
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4. Zaver

Cielom tejto prace bolo separovat’ jednoduché a taktiez zlozitejSie arzénové Spécie
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie na obratenych fazach. Separacia
tychto Spécii je vyznamna z hladiska dlhodobého vyskumu toxicity arzénu. Aby bolo
mozné charakterizovat’ presnu metabolicki drdhu tohto polokovu, je nutné vyvinat
metodu schopnu UspeSne separovat anasledne idetegovat’ stopové mnoZstva
jednotlivych Spécii pritomné v biologickych matriciach zicastiiujicich sa tohto
metabolizmu.

Separacia bola vo vSeobecnosti uspeSna. Jednoduché arzénové Spécie sa pomocou
pouzitej koloény separovat’ nepodarilo, ¢o bolo pozorované uz Yehiayan et al.”. Ako
vystup z analyzy komplexov arzénu s glutationom a metylaénych zmesi sa vSak
podarilo ziskat' niekol'’ko chromatografickych pikov. Okrem jednoduchych $pécii boli
za pouzitia gradientového programu z kolony vymyté aj zlozitejSie arzénové Spécie.
Tymto Spéciam sa vSak nepodarilo priradit’ Struktiru a preto bude potrebné ich d’alej
charakterizovat pomocou vhodnejSich metéd, napriklad s pouzitim generovania
hydridov. Inou moznostou by mohlo byt pouzitie hmotnostnej spektrometrie
s ionizéciou elektrosprejom, pomocou ktorej je mozné priamo ziskat aj Struktirnu
informéciu.

Problém pri stanoveni predstavovala zmena citlivosti detekcie so vzrastom
zastupenia organického rozpustadla v mobilnej faze. RieSenim by mohlo byt zaradenie
generovania hydridov za chromatografick kolonu a tym c¢iasto€né odstranenie vplyvu

zloZenia mobilnej fazy na analyzu.
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