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Abstrakt

Na souboru 15 karboxylovych kyselin riznych strukturnich typi byl testovan novy
postup esterifikace téchto latek v moci bez predchozi extrakce s vyuzitim plynové
chromatografické koncovky. Kyseliny byly nejprve stanoveny referenénim zptisobem
bez matrice a poté novym postupem, piicemz k lyofilizované moci bylo piidano
derivatiza¢ni ¢inidlo alkohol-HCI, které se poté odpafilo, odparek se rozpustil
ve vodé, estery se vyextrahovaly do organického rozpoustédla a nasledné stanovily
metodami GC/FID a GC/MS. Prace je zaméfena hlavné na kyselinu
2-hydroxyethylmerkapturovou (HEMA) a karboxymethylmerkapturovou (CMMA),
které¢ byly doplnény dal$imi hydroxykyselinami a vicesytnymi kyselinami, zndmymi

jako fyziologické slozky moc¢e nebo markery metabolickych poruch.
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esterifikace
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Abstract

A set of 15 carboxylic acids of various structural types was used to test a new procedure
of esterification of these substances in the urine without previous extraction. The acids
were first measured by a reference method without the matrix, and then
by a procedure, where lyophilized urine was treated with derivatizing reagent
alcohol-HCI, which was then evaporated, the residue dissolved in water, esters extracted
into an organic solvent and subsequently determined by GC/FID and GC/MS. The work
is mainly focused on 2—hydroxyethyl- and carboxymethyl-mercapturic acids, but the
procedure was also tested on di-, tri- and hydroxy-carboxylic acids, known

as physiological urinary components or markers of metabolic disorders.
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1. Uvod

V moci jsou stanovovany Cetné karboxylové kyseliny jako ukazatele klinického
stavu organismu nebo jeho zatéze cizorodymi chemickymi latkami. Stanoveni
karboxylovych kyselin se uplatituje naptiklad pii biologickém monitorovani expozic
na pracovistich, ovéfeni ochrannych opatfeni a osobnich ochrannych prostiedk
a vySetfeni v ramci preventivnich prohlidek. Mezi nejéastéji provadéna vysetieni v CR
patii v souCasné dob¢ stanoveni kyseliny hippurové, kyselin methylhippurovych
a kyseliny mandlové v moci, které jsou ukazateli expozice toluenu, xylenlim a styrenu.
Dale se stanoveni vyuziva v oblasti metabolického profilovani
a screeningu diagnosticky vyznamnych markert metabolickych poruch. Mezi takové
poruchy patii naptiklad organické acidurie, coz je skupina né¢kolika desitek onemocnéni,
pro které je charakteristické vylucovani karboxylovych kyselin do moci.

Pro stanoveni téchto kyselin, at s dal§imi funkénimi skupinami
nebo bez nich existuje cela ftada analytickych postupt. Pred plynové
chromatografickym stanovenim se obvykle provadi extrakce do organického
rozpoustédla s naslednou derivatizaci, napt. esterifikaci. Velmi poldrni kyseliny
se vSak extrahuji obtizné. Tento problém lze piekonat pouzitim reaktivnich
alkylchlorformiatt, které umoziuji kombinovat derivatizaci a extrakci v jediném
kroku, ale derivatizace ¢asto neprob&hne kvantitativné.

V této praci byl studovan nové zavedeny postup provedeni esterifikace kyselin
vV moci bez piedchozi extrakce. Podnét k této praci dal projekt pracovniki Statniho
zdravotniho Ustavu v Praze, ve kterém se studoval osud proteinovych adukth
elektrofilnich Skodlivin s krevnimi proteiny. Jednou ze studovanych latek byl
ethylenoxid, ktery se vadze na krevni proteiny a jejich odbouravanim se uvoliuji
merkapturové kyseliny 2-hydroxyethylmerkapturova (HEMA)
a karboxymethylmerkapturovda (CMMA). Kromé& toho tyto dvé latky vznikaji 1 pfimou
reakci ethylenoxidu s glutathionem. Kyseliny HEMA
i CMMA jsou velmi polarni latky a obvykly postup derivatizace by mohl byt
problémovy, proto byl navrzen novy postup, v némz se derivatiza¢nim ¢inidlem ptisobi
pfimo
na lyofilizovanou moc¢ bez ptedchozi extrakce vzorkl. Prace je zaméfena praveé na vysSe

popsané¢ merkapturové kyseliny a nové navrZzeny postup byl zéroven aplikovan



I na roz$ifeny soubor podobné polarnich karboxylovych kyselin v mo¢i.
Cilem této prace bylo podchyceni kritickych bodi nové zavedeného postupu
stanoveni karboxylovych kyselin v moci, aplikace tohoto postupu na merkapturové

kyseliny a poté na realné exponované vzorky.



2. Teoreticka cast

2.1. Karboxylové kyseliny

2.1.1. Charakteristika a vlastnosti karboxylovych kyselin

Karboxylové kyseliny jsou organické slouceniny, které jsou charakteristické
pritomnosti funk¢éni karboxylové skupiny -COOH. Podileji se na bunécném
metabolismu a slouzi jako vychozi latky pro pfipravu fady derivatd. Jsou
nepostradatelnou slozkou zivych organismi. Aminokyseliny tvofi zékladni stavebni
slozku proteint, tedy i enzymu, které umoziuji slozité metabolické procesy. Estery
ve formé triacylglycerolu maji zasobni i strukturni funkei [1].

Karboxylové kyseliny mohou mit ve své molekule jednu nebo vice
karboxylovych skupin. Podle poctu karboxylovych skupin se organické kyseliny déli
na jednosytné (monokarboxylové), obsahujici jednu karboxylovou skupinu a vicesytné
(di-, trikarboxylové), obsahujici dvé a vice karboxylovych skupin [2]. Podle druhu
uhlovodikového zbytku se kyseliny deli na alifatické (nasycené, nenasycené)

a aromatické [3].

2.1.2. Vyskyt karboxylovych kyselin v Zivotnim prostfedi

Mnohé karboxylové kyseliny se v pfirod€ vyskytuji jako takové nebo ve formé
svych derivati. Hojné rozsifené jsou naptiklad nejriiznéjsi estery, s nimiz se setkavame
nejcastéji v ovocnych plodech, jimz obvykle udéluji piijemnou vini. Kyselina mravenci
je pritomna jako volnéd v ptirod€, naptiklad v koptivach nebo mravencich, ve formé
formylové skupiny je vazana na koenzym - Kkyselinu tetrahydrolistovou. Kyselina
octovd vznikd octovym kvaSenim zfedénych vodnych ethanolickych roztoku.
Metabolismu se ucastni jak volnd, tak ve formé svych soli. Zvlast vyznamna je
pritomnost této kyseliny ve formé acetylu v acetylkoenzymu A, protoze tato sloucenina
je klicovym meziproduktem metabolismu Zzivin a vychozi latkou pii biosyntéze
nejruznéjsich ptirodnich produkti, jako jsou napfiklad mastné

kyseliny, terpenoidy, rostlinna barviva a mnoho dalsich. Kyselina propionova



se vyskytuje v rostlinach volna i ve formé svych soli. Kyselina maselna je nejnizsi
kyselinou obsazenou v glyceridech, pifedev§im v masle. Volna se vyskytuje v mnoha
rostlinach, naptiklad v houbach a dale i v potu. Kyselina §tavelovd je obsazena
Vv rostlinach rodu Rumex a Oxalis, ve fom¢ vapenaté soli v jednom z druhi ledvinovych
kamenii. Kyselina jantarovd se vyskytuje volna jak v rostlinné, tak v Zivo¢iSné fisi.
Také je obsazena ve fosilni pryskyfici jantaru. Kyselina citronova se vyskytuje
ve  velkém  mnozstvi  vcitrusovych  plodech.  Vyrdbi se  ucinkem
mikroorganismu, napiiklad Aspergillus niger na roztoky sacharézy. Kyselina glykolova
je nejjednodussi hydoxykyselina a spolu s nejjednodussi oxokyselinou, kyselinou
glyoxylovou, je obsazena v nezralych plodech rostlin. Kyselina mlécna je rozsifena
Vv rostlindch. Pravotoc¢iva sl L- mlécné kyseliny je koneénym produktem anaerobné
probihajici glykolyzy. Protoze glykolyzou ziskévaji svalové bunky zivocicht
energii, stoupa v nich jeji obsah tmérné praci svalu. Racemicka forma této kyseliny
vznikd pfi rGznych mikrobidlnich procesech (kvaSeni). Kyselina vinnd, predevsim
pravoto¢iva  forma, je obsazena vmnoha plodech rostlin.  Kyselina
pyrohroznova, nebo jeji stl, je klicovym meziproduktem glykolyzy, pfi niz se tvofi
ze soli kyseliny fosfoglycerové. Kyselina panthotenova je soucasti koenzymu A tadi
se do skupiny vitamini B. Kyselina benzoova a kyselina skoficova jsou soucasti
nékterych pfirodnich pryskyfic a balzdma. Kyselina gallovd je stavebni slozkou

tatinu, hotké a sviravé latky, ziskavané predevsim z dubének [4].

2.1.3. Analytické metody pro stanoveni karboxylovych kyselin

Pro analyzu karboxylovych kyselin se pouzivda celd fada analytickych
technik, jako napftiklad plynova chromatografie (GC), iontové—vymeénna chromatografie
(IEC), vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforéza
(CE).

Iontova chromatografie je jednoduchd a efektivni metoda pro separaci
karboxylovych kyselin, jejiz pomoci se stanovuji niz$i monokarboxylové
a dikarboxylové kyseliny [5]. Pomoci HPLC s gradientem se analyzuji zejména vyssi
monokarboxylové a dikarboxylové kyseliny. Pro detekci se pouzivd MS nebo UV
detekce detektorem diodového pole (DAD) [6].

Pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci se stanovuji dikarboxylové
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kyseliny [7]. Mezi vyhody této techniky patii vysoka rychlost analyzy, malé mnozstvi
vzorku potiebné pro analyzu (v fadech nanolitrd), mala spotieba elektrolytu
a tedy nizké naklady na provoz [8]. Nejrozsifengjsi analytickou technikou pro stanoveni
monokarboxylovych

a dikarboxylovych kyselin ve vzorcich zivotniho prostiedi a v biologickém materialu je
plynova chromatografie. Mezi vyhody této metody patii vysoka rozliSovaci schopnost.
Plynova chromatografie se v soucasné dobé nejcastéji kombinuje s hmotnostni
spektrometrii (MS), tedy s nejlepsi analytickou technikou pro identifikaci a kvantifikaci
stopovych mnozstvi organickych latek. K detekci karboxylovych kyselin 1ze také zvolit
plamenové ionizacni detektor (FID). Karboxylové kyseliny maji relativné vysokou
teplotu varu a malou tepelnou stabilitu, proto jsou pied analyzou derivatizovany

na stabilné;si derivaty [8].

2.1.4. Metody derivatizace karboxylovych kyselin

Plynova chromatografie se pouzivd pro separaci a detekci tekavych latek.
Slouceniny obsahujici funk¢éni skupiny s aktivnim vodikem (-SH, -OH, -NH, -COOH)
tvoii intermolekularni vodikové vazby. Tyto vodikové vazby piisobi na vlastni té€kavost
slouCenin, které tyto vazby obsahuji, ovliviuji jejich tendenci reagovat s materidly
kolony a dale maji vliv na jejich tepelnou stabilitu, je tedy potfeba tyto vazby
eliminovat. Modifikace funkéni skupiny v molekule pomoci derivatizace umoznuje
analyzu téchto latek. Mezi nejCastéjsi derivatizatni reakce patii silylace, esterifikace

a dale reakce s alkyl chlorformiaty [9, 10].

2.1.4.1. Silylace

Silylace je castd derivatizacni technika, vyuZivana v plynové chromatografii
k piipravé vysoce tékavych a tepelné stabilnich derivati. Principem této reakce je
pusobeni silylaéniho c¢inidla na slouCeniny obsahujici poldrni skupinu s aktivnim
vodikem. Nejcastéjsi reakce jsou trimethylsilylaéni, kdy je aktivni vodik v molekule
stanovované latky nahrazen trimethylsilylovou skupinou -Si(CHgs)s, tzv. TMS.

Schopnost  riznych  funkénich skupin tvofit silylové derivaty je
nasledujici: alkoholy > fenoly > karboxylové kyseliny > aminy > amidy.

Silyla¢ni reakce se odehravaji za piitomnosti aprotického rozpoustédla, obvykle
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v pyridinu, dimethylformamidu (DMF), dimethylsulfoxidu (DMSO), tetrahydrofuranu
(THF) a acetonitilu (ACN) [11, 12, 13, 14]

TMS derivaty se snadno pfipravuji a vykazuji vyborné chromatografické
vlastnosti. Existuje Sirokd Skala silylacnich cinidel liSici se reaktivitou, selektivitou
a charakterem vedlejSich reakci. TMS cinidla i derivaty jsou nachylné k vlhkosti a jejich
hydrolyzou bézn¢ vznikd hexamethyldisiloxan. Pokud je v analyzovaném vzoku
pfitomna voda a nelze ji pfed analyzou odstranit, je nutné¢ piidat mnohonasobné
mnozstvi silylacniho ¢inidla, které pisobenim vody zhydrolyzuje a tim ji ze vzorku
odstrani. Dalsi molekuly ¢inidla pak mohou s analytem zreagovat. K dosazeni vyssi
hydrolytické stability derivati se do latky misto TMS skupiny zavadi skupina
t—butyl-dimethylsilylova (TBDMS). Také tepelna stabilita TBDMS derivati je lepsi
nez u TMS derivata. Ptiprava TBDMS nachazi uplatnéni v oblasti analyzi sloucenin
s relativné vysokou molekulovou hmotnosti (napt. dlouhé fetézce nasycenych kyselin),

které vyZaduji vyssi teplotu GC injektoru nebo v chomatografické koloné.

Jistou nevyhodou silylderivati je zanaSeni elektrod a celého prostoru plamenové
ioniza¢niho detektoru (FID). Proto je nezbytné vénovat vétsi péci udrzbé detektoru
a prabéznému sledovani  jeho citlivosti, zvlasteé \ souvislosti
S kvantitativnimi analyzami. V tomto sméru je vyhodné pouzivat ¢inidla, kterd ve své
molekule obsahuji atom fluoru, ktery potlacuje depozice SiO, béhem FID detekce.
Silyla¢ni ¢inidla i derivaty mohou rovnéz reagovat s aktivnimi vodiky obsazenymi

ve stacionarni fazi kolony, coZ muze vest k jejimu poSkozeni [11, 12, 13, 14].

2.1.4.2. Reakce s alkyl chlorformiaty

Metoda derivatizace za pouziti alkyl chlorformiati (ACF) je ¢asto pouzivana
pro jeji jednoduchost. Vyhodou této reakce je, Ze trva fadové par minut a probiha
1 pfi pokojové teploté a ve vodném prostiedi. Podminkou pro spravny pribéh reakce je
udrZeni zasaditého pH reakéni smési. Pfi reakcei je potieba pouzit katalyzator (pyridin
nebo 3 — pikolin). Pouzitim ACF se zvySuje citlivost FID detektoru a zarovén

se zlepSuje separace analytu, s izce souvisejicimi retencemi. [9, 10, 15, 16].
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2.1.4.3. Esterifikace

Esterifikaci se rozumi vyména aktivniho vodiku za alifatickou
nebo alifatickoaromatickou skupinu (napf. benzyl). Vyména mize byt uskuteénéna
u organickych latek obsahujicich funk¢ni skupinu —OH, -COOH, -NH, -SH a SO3zH.
Nekteré reakce mohou byt provedeny ve vodném prostiedi.

Produkty reakci jsou ve srovnani s pivodni latkou méné polarni. Derivaty jsou
také  velmi  stabilni a mohou byt wuchoviavany po  delsi  dobu.
Reakce obvykle vyzaduji pritomnost Kkatalyzatoru, (typicky Ag,O, BaO, NaH)
a mnohdy 1 pouziti specifického rozpoustédla (DMF, DMSO). Dal§im znamym
¢inidlem je N,N—dimethylformamid dimethylacetal [12].

Esterifikace pfedstavuje kondenzacni reakci karboxylové skupiny kyseliny
s hydroxylovou skupinou alkoholu nebo fenolu za wvzniku esteru a vody.
Nederivatizované kyseliny jsou reaktivni a vysoce polarni slou€eniny, které v disledku
adsopcnich a nespecifickych interakci v koloné poskytuji chvostujici piky. Na druhé
stran¢ estery patii mezi latky s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi. Jsou
podstatné t¢kaveéjsi a méné polarni, nez jim odpovidajici kyseliny, a proto byva
esterifikace , pfedevSm v plynové chromatografii prvni volbou pro derivatizaci
karboxylovych kyselin. Aby méla reakce kvantitativni prab¢eh, je tfeba reakei kysele
katalyzovat. Mezi oblibené katalyzatory patii chlorovodik nebo trionylchlorid, které
mohou byt posléze rychle odstranény s nadbytkem alkoholu. Dobfe fizena esterifikace
rovnéZ vyzaduje odstranéni vzniklé vody uzitim chemickych €inidel nebo azeotropni
destilaci. Mezi materidly odstraiiujici vodu patii molekulovd sita, bezvody siran
nebo latky, které s vodou reaguji (napt. 2,2—dimethoxypropan) [12, 17].

Klasicky postup esterifikace karboxylovych kyselin z biologického materidlu
zahrnuje v prvnim kroku extrakci do organického rozpoustédla. Extrakce mize probihat
bud’ v kyselém nebo zasaditém prostfedi. Pti kysele katalyzované esterifikaci jsou
volné kyseliny  zahfivany v prebytku bezvodého organického rozpoustédla.
Nejcastéjsim cinidlem je 5% kyselina chlorovodikova v alkoholu. Pii bazicky fizené
esterifikaci jsou latky esterifikovany velmi rychle v bezvodém methanolu v pfitomnosti
bazického katalyzatoru. Nejbézné€jsim ¢inidlem bazicky katalyzovanych reakci je roztok

methoxidu sodného v bezvodém methanolu. DalSimi pouzivanymi ¢inidly jsou
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methoxid draselny nebo hydroxid sodny v methanolu [18].

Dalsim pouzivanym ¢inidlem je diazomethan, ktery rychle reaguje s kyselinami
jiz v pfitomnosti malého mnozstvi organického rozpoustédla. Roztok diazomethanu je
stabilni pouze po kratkou dobu. Nevyhodou je vysoka toxicita tohoto Cinidla, jeho
karcinogenita a potencionalni explozivita. Pii praci s diazometanem jiz neni vhodné
pouzivat dalsi ¢inidla [18].

V této praci byl pouzit nové navrzeny postup esterifikace, ktery spocival
V ptsobeni derivatiza¢niho ¢inidla ptimo na lyofilizovanou mo¢ (in-matrix esterifikace).
Latky neni potfeba pied derivatizaci extahovat do organického rozpustédla a stanoveni
je tak vhodné 1 pro velmi poléarni latky, které se aplikaci bézného postupu esterifikace

stanovuji obtizné.

2.1.5. Merkapturové kyseliny

2.1.5.1. Objev a charakteristika merkapturovych kyselin

Kyseliny merkapturové jsou kondenza¢ni produkty vytvofené spojenim
aminokyseliny cysteinu s aromatickymi slou¢eninami. Jsou vytvatreny ptes glutathion
V jatrech a jsou vylu¢ovana moci.

Nékteré latky a jejich metabolity se v téle konjuguji s endogennimi latkami
za vzniku metabolitli, které jsou zpravidla polarnéjsi nez latky vychozi a proto se
s kyselinou glukuronovou, glutathionem a kyselinou sirovou. Zvlastni toxikologicky
vyznam ma slucovani latek s glutathionem. Pfi ném se elektrofilni latky vazi
na nukleofilni -SH skupinu glutathionu. Tato reakce je katalyzovana enzymy
glutathion-S—transferazami a modeluje kovalentni vazbu elektrofilnich latek
na nukleofilni mista v molekuldch proteinii a nukleovych kyselin, kterd casto vede
k toxicité. Tvorba glutathionovych konjugatd je tedy mirou jejich schopnosti atakovat
za fyziologickych podminek biologicky vyznamné makromolekuly a neptimo
také mirou rizika poSkozeni zdravi pfi vniknuti dané latky do organismu. Vzniklé
glutathionové konjugaty se dale metabolizuji az na merkapturové kyseliny, derivaty

N-acetylcysteinu [19].
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HOOC R

g
GSH+R-X — GS5-R —
NHCOCH 4
R- alkyl merkapturova kyselina

GSH- glutathion

Obr. 1- Schéma vzniku merkapturové kyseliny, prevzato z [19].

K objevu merkapturovych kyselin doslo ve dvou laboratofich v roce 1879.
Clenové Fyziologického tUstavu na univerzité v Berliné E. Baumann a C. Preuss
zkoumali metabolismus brombenzenového krmiva pro psy. Zjistili, Ze krom¢ siranu
se v moci psi objevoval druhy metabolit obsahujici siru, ktery pojmenovali
jako merkapturovou kyselinu [20]. Kromé toho se zjistilo, Ze hydrolyzou
tohoto metabolitu se ziska kyselina octova a p-brom fenylmerkaptan. Ve stejném roce
M. Jaffe, v Konigsbergu, objasnil biotransformaci chlorbenzenu a jodobenzenu
a zjistil, ze i tyto latky tvoii merkapturové kyseliny [21]. Pouze o 5 let pozdéji E.
Baumann  ozndmil  spravnou  strukturu = merkapturovych  kyselin, jako

acetylcystein-konjugatt [22].

2.1.5.2. Merkapturové kyseliny ve vlastni experimentalni praci

Jak jiz bylo zminéno vuvodu, tato prace je zaméfena na Kkyseliny
2—-hydroxyethylmerkapturovou (HEMA) a karboxymethylmekapturovou (CMMA) [1.]
Obé latky jsou mocovymi metabolity n¢kolika nebezpecnych chemickych latek, véetné
vinylchloridu, ethylenoxidu, ethylendibromidu. Ethylenoxid je reaktivni epoxid, Siroce
vyuzivany v prumyslu a pii sterilizaci v nemocnici. Je genotoxicky a karcinogenni
jak pro zvirata, tak i pro lidi [23].

Ethylenoxid se vaze na krevni proteiny, se kterymi vytvaii adukty. Jednim
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z amino—aduktd ethylenoxidu je 2-hydroxyethylcystein (HEC), ktery je dale
preménovan pravé na HEMA a CMMA.
V této praci byly studovany vzorky potkanich moc¢i po intraperitonealnim podani

2—hydroxyethylcysteinu (4.).

2.1.6. Karboxylové kyseliny ve vlastni experimentalni praci

Pro wvlastni experimentalni praci byl vybran soubor karboxylovych
kyselin - od mono—karboxylovych az po tri—karboxylové kyseliny. V souboru bylo
ptvodné 16 latek, kyselina FPMA byla ze souboru vyloucena a byla pouzita jako vnitini

standard. Vysledny soubor latek je uveden v tabulce €. 1.

Tabulka ¢.1 - Soubor vybranych karboxylovych kyselin pro vlastni experimentadlni prdci

pocet pocet pocet bod
latka CAS Mw -COOH -OH aromatickych varu
skupin skupin kruhi [°C]
kyselina mlé¢éna 50-21-5 90,08 1 1 - 122
kyselina
S-hydroxymaselna 300-85-6 104,11 1 1 - 119
kyselina
p-hydroxyfenyloctova 156-38-7 152,15 1 1 1 347
kyselina hippurova 495-69-2 179,17 1 - 1 240
kyselina malonova 141-82-2 104,03 2 - - 157
kyselina §tavelova 144-62-7 90,03 2 - - 149-160
kyselina jantarova 110-15-6 118,09 2 - - 235
kyselina glutarova 110-94-1 132,12 2 - - 200
kyselina adipova 124-04-9 146,14 2 - - 338
kyselina jable¢na 617-48-1 134,09 2 1 - 306
kyselina vinna 526-83-0 150,09 2 2 - 210
kyselina
t,t - mukonova 3588-17-8 142,11 2 - - 345
kyselina citronova 77-92-9 192,13 3 1 - 175
CMMA 26177-54-8 221,23 2 - - 565
HEMA 97170-09-7 207,24 1 1 - 175
FPMA 331-93-1 257,28 1 - 495

Monokarboxylové kyseliny:

Kyselina mlécna: Kapalina dobie rozpustna ve vodé¢. Jeji L-enantiomer je
koncovym produktem mlécného kvaseni cukrl a je proto pfitomen v kyselém mléku
a zeli. Kyselina mlééna se uzivd v potravindiském a kozeluzném pramyslu. Jeji

anion, L-laktat, je vyznamnym metabolitem [24].
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Kyselina f-hydroxymaselna: Bily prasek. Je prekurzorem pro polyester, znamy
jako poly (f—hydroxybutyrat), ktery je také biologicky produkovan bakterii Alcaligenes
eutrophus [25].

Kyselina p-hydroxyfenyloctova: Bily prasek, nalezeny Vv olivovém oleji
a pivu [26]. V chemickém primyslu je jako meziprodukt pouzivan pro syntézu

atenololu a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové [27].

Kyselina hippurova: Vyskytuje se v moci koni a jinych bylozravct. Kyselina
hippurové krystalizuje v kosoctvercové hranoly, které jsou snadno rozpustné v horké

vodé. Vysoka koncentrace kyseliny hippurové mize zpusobit intoxikaci [28].
Dikarboxylové kyseliny

Kyselina malonova: Bilé krystaly nebo krystalicky, ve vodé rozpustny prasek.

Sublimuje ve vakuu [29].

Kyselina stavelovd: Bezbarva krystalickd pevna latka, rozpustna
ve vodé [30]. Je redukénim cinidlem a jeji konjugovana baze (oxalat), je chelata¢ni

¢inidlo pro kovové kationty [31].

Kyselina jantarova: Je dilezity biochemicky meziprodukt, ktery se vyskytuje u
vSech  Zivych  tvorl.  Stejné¢  jako ostatni  jednoduché, mono- a
di—karboxylové kyseliny se nepovazuje za nebezpecnou, i kdyz mize drazdit pokozku

[32].

Kyselina glutarova: Je spoleCnym prekurzorem pro polyestert, vyrabénych

hydrogenaci kyseliny glutarové a jejich derivata [31].

vvvvvv

Kyselina adipova: Z primyslového hlediska nejdulezitéjsi dikarboxylova
kyselina. Ro¢n¢ se tohoto bilého krystalického prasku vyrobi okolo 2,5 bilionu

kilogrami. Slouzi zejména jako prekurzor pii vyrobé nylonu [31].

Kyselina jable¢na: Je meziproduktem citratového cyklu a procesu fixace oxidu

17



uhli¢itého u C4 a CAM rostlin. Oxidaci kyseliny jablecné vznika kyselina oxaloctova

[1].

Kyselina vinna: Samotna kyselina i jeji derivaty maji nepieberné mnozstvi
vyuziti v oblasti 1é¢iv. Vyuziva se pii vyrob¢é Sumivych soli a v kombinaci s kyselinou
citronovou za ucelem zlepSeni chuti peroralnich 1é¢iv [33]. Kyselina vinna se vyuziva
také v pimyslu. Vyuziva se v zeméd¢lstvi a v odétvich hutnictvi, jako chelata¢ni ¢inidlo
po komplexotvorné mikroziviny puadnich hnojivech a pro cisténi kovovych povrchd,

skladajicich se z hliniku, médi, Zeleza a slitin téchto kovi [31].

Kyselina t,t — mukonova: Je metabolitem benzenu u lidi, je proto pouzivana jako

biomarker expozice benzenu, jak v pracovnim prostiedi, tak v Zivotnim prostiedi [34].

Trikarboxylové kyseliny:

Kyselina citronova: Vyskytuje se ve velkém mnozstvi v ovoci, hlavné v ovoci
citrusovych plodech. Citrony a limety maji obzvlasté vysoké koncentrace této kyseliny.

Miize ptedstavovat az 8% hmotnosti susiny téchto plodu [35].
Merkapturové kyseliny:

HEMA: Svétle hnédy ole;.

FPMA: Bily, aZ naZloutly prasek, dilezity metabolit benzenu.

I
E\HD H
CH4 HO !/,C' H
HOOC —< m|
OH CHy © OH
kyselina mlé¢na kyselina S—hydroxymaselna kyselina p-hydroxyfenyloctova
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kyselina citronova

HO O
s 5 Ho. 0
HO | H HO | H
s
07 CH, 07 ™cH,
kyselina hydroxyethylmerkapturova (HEMA) kyselina karboxymethylmerkapturova (CMMA)
0 oy J/,D H
5
|"‘“x
T HyC” 0

kyselina p—fluorofenylmerkapturova (FPMA)

Vzorce kyselin byly vytvoreny v programu ACD/ChemSketch

2.2. Biologické monitorovani
Hlavnimi oblastmi vyuziti biologického monitorovani je méfeni expozice
na pracovistich, ovéfeni ochrannych opatfeni a osobnich ochrannych prostredki
a vysetfeni v rdmci preventivnich prohlidek. Mezi nejéastéji provadéna vysetieni v CR
patii v souCasné¢ dob¢ stanoveni kyseliny hippurové, kyselin methylhippurovych
a kyseliny mandlové v moci, které jsou ukazateli expozice toluenu, xyleniim a styrenu.
Biologické monitorovani, nebo biologick¢ expozi¢ni testy, zahrnuji

monitorovani sledované latky nebo jejich metaboliti pfimo v organismu - Vv tzv.
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biologickém materidlu. NejCastéjSim biologickym materidlem byvad krev a moc.
Stanovovana latka se oznacCuje jako biomarker (ukazatel) expozice. V oblasti
biologickych expozi¢nich testll se vyuziva tzv. biologicky limit (BL), ktery vyjadiuje
povolenou koncentraci méfené¢ho indikatoru davky nebo uCinkll vétSinou v moci.
Biologicky limit odpovida takové urovni expozice, o niz se podle soucasnych
védeckych poznatkli piedpoklada, ze ani pii dlouhodobém kazdodennim opakovani
neposkodi zdravi exponovanych osob. Biologické limity jsou navrhovany tak, aby byly
v souladu s pfipustnymi expozi¢nimi limity (PEL), pro koncentraci vychozich skodlivin
v pracovnim ovzdusi. VySetfeni, jehoz vysledek je porovnatelny s biologickym limitem,

se nazyva biologicky expozi¢ni test (BET) [36].

2.2.1. Metabolické profilovani

Metabolické profilovani, neboli metabolomika, je méfeni v biologickych
systémech komplementu nizkomolekuldrnich metabolitii a jejich meziproduktl, které
odrazi dynamickou odezvu na genetick¢é modifikace a fyziologické, patofyziologické
nebo vyvojové podnéty. Méfeni a interpretace endogenniho metabolického profilu
biologického vzorku (typicky moc¢i nebo séra) poskytla mnoho moznosti, jak
prozkoumat zmény vyvolané vnéjSimi podnéty (naptiklad 1écba drogové zavislosti).

Na bunécné trovni mohou podnéty, jako jsou léky, dietni zmény, endogenni
hormony nebo chemické latky vyvolat sled biochemickych reakci, zahrnujici aktivaci
receptoru, genovou transkripci a translaci do proteinovych produktl. Nes¢etné mnozstvi
bunécnych biochemickych interakei vytvaii obrovskou a komplexni fadu metaboliti.
Mnoho z téchto metaboliti prechézi do krevniho ob&hu a také moci, kde jsou ptistupné

technologiim metabolického profilovani [37].

Mocové organické kyseliny jsou kategorii, kterd odrdazi mnoho dilezitych
metabolickych cest — aminokyselin, lipidt, sacharidd, biogennich aminti a bakterialnich
kone¢nych produkti. Onemocnéni, jako methylmalonova acidurie, onemocnéni
»javorovy sirup* a glutarova acidurie byly snadno detegovany analyzou denaturovanych
nebo silylovanych extraktii. VétSina z téchto genetickych poruch ma v bézné populaci
nizky vyskyt a vice nez 99 % zkoumanych vzorkii odhaluje velmi zajimavé
profily, které se ¢asto méni s pribéhem nemoci a s pacientovym stavem [38].

2.2.3. Biologické monitorovani merkapturovych kyselin
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V poslednich letech bylo identifikovano mnoho novych merkapturovych kyselin
a byly objasnény jejich metabolické cesty. Teoreticky muze byt v lidském téle
syntetizovano neomezené mnozstvi merkapturovych kyselin. Jakykoliv elektrofilni
produkt pfitomen v téle, at vstieban ze zivotniho prostfedi, ¢i odvozeny
z oxido-reduk¢nich metabolickych procest v jatrech, ¢i jinych organech, ,najde*
v glutathionu —SH skupinu, kde miZe ke konjugaci dojit spontanné¢ nebo mize byt

katalyzovan enzymem glutathion—S—transferazou.

V roce 1879 bylo zjisténo, ze u laboratornich zvifat nékteré halogenované
uhlovodiky vedly ke specifické syntéze merkapturovych kyselin. Nicméné po mnoho let
tato informace v primyslové toxikologii pouzita nebyla. V posledni dobé bylo nékolik
merkapturovych kyselin povazovano za biomarkery v biologickém monitorovani
profesionédlnich expozic. Tento pocet je ovSem omezeny. Omezené pouziti
merkapturovych kyselin v profesnim monitoringu je zptisobeno nizkou znalosti syntézy
téchto latek, specifické analyzy téchto latek vyzaduji obecné komplikované
metody, které nejsou vhodné pro screening velkého pocétu pracovnikii a pouze malo
merkapturovych kyselin prokazalo lepsi farmakokinetické vlastnosti, nez ostatni
metabolity ze stejného matetského produktu. Presto se nékteré merkapturové kyseliny
pouzivaji pfi profesnim monitorovani expozici benzenu (Kyselina fenylmerkapturova),
styrenu  (kyselina 2-fenyl, 2-hydroxyethylmerkapturova a kyselinal—fenyl,
2—hydroxyethylmerkapturova), toluenu (kyselina S—4-toluylmerkapturova),
N,N—dimethylformamidu (N—-methylkarbamoyl), perchlorethenu (kyselina
trichlorvinylmerkapturova), trichlorethylenu (kyselina 2,2- a
1,2—dichlorvinylmerkapturova), 1,3dichlorpropenu (kyselina Z- a E-3-chloro—2-
propenylmerkapturovda) a akrylonitrilu  (kyseliny karboxymethylmerkapturova,
2-hydroxyethylmerkapturova a kyselina 1-kyano—2—hydroxyethylmerkapturova).

Analyza merkapturovych kyselin v moc¢i neni lehkou otdzkou, protoze je jich
velké mnoZstvi a jejich struktura je podobna. N-acetylovany cystein je pro vSechny
merkapturové  kyseliny  totozny.  Vysledné  merkapturové  kyseliny  jsou
vZdy hydrofilni, aby mohly byt vylou¢eny do moci, kde jsou smichény se spoustou
jinych organickych produkti, od kterych je obtizné je poté separovat. Byly navrzeny
GC a HPLC metody pro stanoveni merkapturovych kyselin v moc¢i, ale vétSina téchto

metod je pfili§ drahda a casov€ néaroc¢nd. DileZitou uvahou je, ze vétSina metod
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pro analyzu téchto latek byla navrzena pro kinetické studie na laboratornich zviratech
s rozdilnym mnozstvim podané latky. Dokud byly kyseliny v moc¢i detekovany
ve vysokych koncentracich, analyzy se provadély relativné lehce. Situace ale byla
komplikovanéjsi, pokud se analyzovaly vzorky od pracovnikii, exponovanych ddvkami
100 — 1000krat niz§imi, nez u zvirat. Metody, pouzivané na zvifeci vzorky se vétSinou
na vzorky lidské pouzit nedaly. V tabulce ¢. 2 jsou shrnuty metody analyzy
merkapturovych kyselin v lidské moc¢i. VétSina z nich dava uspokojivé

vysledky, vétsinou jde ale o metody komplikované a Casoveé narocné.
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Tabulka ¢. 2 - Hlavni analytické metody pro stanoveni riiznych merkapturovych kyselin

V Moci lidi, exponovanych priumyslovymi polutanty, prevzato z [39]

merkapturova Kyselina

detekéni limit

mateiska latka (MK) metoda g/l
GC/ECD 60
GC/MS 1000
benzen S—fenyl MK GC/MS 5000
HPLC/UV -
HPLC fluorescencni 500
LC /EC/IMS/IMS 100
GC/ECD 64
toluen S—fenyl MK
HPLC/ESI/MS 3200
1 (a 2)-fenyl-2— HPLC/UV 7000
styren hydroxyethyl MK LC/ESI/MS/MS 700 — 1000
TLC 100 (kazdé)
o-xylen o—methylbenzyl MK HPLC/ESI/MS 3000
2,3— a 2,6-dimethylbenzyl
trimethylbenzen MK HPLCIESIMS 5500
3,4-dimethylbenzyl MK HPLC/ESI/MS 2400
1,3-butadien 1,2—dihydroxybutyl MK LC/NECI/MS/MS 5000
mono-hydroxy—butenyl MK LC/NECI/MS/MS -
Trichlorethylen dichlorovinyl MK GC/MS 10 320
dichlorovinyl MK GC/MS 12 900
tetrachloroethylen trichlorvinyl MK GC/NCI/MS 250 000
Cis-1,3-dichloropropen  Cis—chloro—2—propenyl MK GC/MS -
ZaE-13- Z a E-3—chloro—2-propenyl
dichloropropen MK GC/sulfur detektor 100 000
GC/NPD -
N,N- GC/TSI nebo MS 30000
dimethylformamid N-methylkarbamoyl MK GC/MS 300 000
HPLC 1320000
HPLC 1800 000
2—kyanoethyl MK GC/FID 1 000 000

akrylonitril
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Kromé¢ metod shrnutych v tabulce ¢. 2 byl navrzen postup, ktery teoreticky
umoziuje analyzu vSech merkapturovych kyselin. Spojeni pentafluorbenzyl bromidu
S kyselym cysteinovym zbytkem umoziiuje pfeménu merkapturové kyseliny
v produkt, potencionalné detegovatelny pomoci GC/ECD. Tato metoda byla aplikovana
na kyseliny S—fenylmerkapturové a benzylmerkapturové. Prvnim krokem stanoveni je
acidifikace vzorku moci koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Byl pfidan vnitini
standard  rozpusStény v akrylonitrilu.  Vzorek byl opakované extrahovan
do ethylacetatu, ktery byl poté odpaten dusikem. Alikvotni dil akrylonitrilu byl pouzit
pro rozpusténi odparku. Methylace vzorku byla povedena pfidanim diisopropylaminu
a pentafluorbenzyl bromidu. Vzorky se poté derivatizovaly pii 40°C po dobu 35 minut
a byla zastavena ptridanim vody. Tento krok byl nésledovan druhou opakovanou
extrakci, tentokrat pomoci hexanu. Pfitomnost interferujiciho piku ukazalo na nutnost
dalsi purifikace vzorku pomoci HPLC. Teoreticky tato metoda miize byt pouzita
pro analyzu vSech merkapturovych kyselin, tento postup je ale nadro¢ny a drahy.

Byla navrzena dalsi analytickd GC/MS metoda s nékolika Gpravami, kterd by se
dala povazovat za jedinou oficidlni metodu pro stanoveni merkapturovych kyselin.
Vzorek moci byl acidifikovan pfi hodnoté¢ pH nizs$i nez 2 pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové. Do vzorku se ptidal vnitini standard. Vzorek se extrahoval
dvakrat pomoci ethylacetatu v samostatnych nalevkach. Jednotlivé extrakty se spojily
a odstfedily ptfi 300 ot/min po dobu 20 min v rotaéni odparce pii teplot¢ 40°C.
Odstranéné rozpoustédlo bylo poté vysuSeno dusikem. Zbytek se rozpustil v methanolu
a pridal se roztok diazomethanu. Takto pfipraveny vzorek se poté nechal reagovat
po dobu 1 hodiny a byl analyzovan pomoci GC/MS.

Tato metoda je piesna (mez detekce je 1 mg/l analytu) a umoziiuje skladovani
biologického vzorku pii teploté 4°C po dobu 5 dni nebo pfi teploté -20°C po dobu az 6
mésici. Mozné chyby mohou byt zplsobené nizkym pouZitym rozmezim hmotnosti
hmotnostniho spektrometru, kvalitou ethylacetatu, ktery miize obsahovat stopy
oxidacnich €inidel a stabilitou hmotnostniho spektrometru, kterd je kritickym faktorem
tohoto stanoveni. Hlavni nevyhodou tohoto stanoveni je pouziti diazomethanu, ktery je
znamym karcinogenem.

Pro stanoveni dalSich merkapturovych kyselin byl tento postup ruzné

modifikovan [39].
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3. Experimetalni ¢ast

Experimentalni ¢ast zahrnuje zavedeni zékladniho analytického postupu pro stanoveni
karboxylovych kyselin, provedeni modelovych experimentt s lyofilizovanou

moci (pfidavek derivatiza¢niho ¢inidla do moci, odpaieni Cinidla, rozpusténi vzorku
a jeho extrakce do ethylacetatu, odpafeni rozpoustédla a naslednd GC/FID a GC/MS
analyza), s pfidavkem analytli, a nakonec aplikace metodiky na redlné vzorky moce
potkant, kterym byl podan 2—hydroxyethylcystein. Zarovei byla testovana pouZzitelnost
metodiky pro stanoveni $ir§iho souboru karboxylovych kyselin, Na zakladé predbézné
analyzy byl sestaven reprezentativni soubor 12 karboxylovych kyselin s riznym poctem
karboxylovych a hydroxylovych skupin, jejichz smésny roztok o znamych
koncentracich byl ptidavan do vzorkt potkani moéi a analyzovan nové zavedenym
postupem. Byly podchyceny kritické body celého stanoveni a postup byl aplikovan

na merkapturové kyseliny samotné a poté¢ na realné exponované vzorky.

3.1. Pristroje a chemikalie
Pristroje: vortex IKA MS3 basic
vyhtivaci blok IsoTemp 125 D, Fisher Scientific
centrifuga Hettich Zentrifungen EBA 20
plynovy chromatograf Agilent 6890N s plamenové ionizaénim
detektorem
plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostné spektrometrickym
detektorem 5975C
lyofiliza¢ni zatizeni Fynn-Ley
predvazky Kern 440 — 33N
analytické vahy Mettler AE 240
Chemikalie: ethanol, Penta
ethylacetat, Merck
isooktan, Aldrich Chemical Company, ¢istota 99,5 %
siran sodny bezvody, Lach-ner s.r.o.
kyselina jantarova, Medika

kyselina glutarova, LaChema Brno, ¢istota 99%
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kyselina t,t - mukonova, Fluka, ¢istota 97%

kyselina stavelova, LeChema Brno

kyselina hippurova, Sigma Aldrich Company, ¢istota 99%

kyselina jable¢na, Spolek pro chemickou a hutni vyrobu

kyselina f~hydroxymaselna, Aldrich Chemical Company, Cistota
95%

kyselina p—hydroxyfenyloctova, Sigma Aldrich Company

kyselina mlé¢nd, LaChema Brno, Cistota 89%

kyselina malonova, zasoby SZU

kyselina vinna, zasoby SZU

kyselina adipové, zasoby SZU, ¢istota 99%

kyselina p—fluorofenylmerkapturova (FPMA), zasoby SZU
kyselina 2-hydroxyethylmerkapturova (HEMA), syntetizovano
na katedfe organické chemie VSCHT, dodano ve form& vodného
roztoku

kyselina karboxymethylmerkapturova (CMMA), syntetizovano

na katedfe organické chemie VSCHT, dodéno ve formé vodného

roztoku

3.2. GC analyza

3.2.1. GC/FID analyza

Stanoveni byla provedena na pfistroji Agilent 6890N s plamenové ioniza¢nim
detektorem. Vzorky byly analyzovany na kolon¢ DB — SMS UI (délka 30 m, vnitini
pramér 250 um a tloustka filmu 0,25 pm) od firmy J&W Scientific. Nosnym plynem
byl dusik o pratokové rychlosti 1,5 ml/min. Analyzy byly provadény v reZimu splitless.
Teplota injektoru: 250 °C. Teplota detektoru: 250 °C. Teplota kolony se pro jednotliva
stanoveni liSila. Pro analyzy vzorkli bez matrice byla teplota kolony 80 — 250 °C
s teplotnim gradientem 20 °C/min do 140 °C a poté 10 °C/min do 250 °C. Pro analyzy
vzorkll s matrici a ethanolem a isooktanem jako rozpoustédlem byla teplota kolony
80 — 300 °C s teplotnim gradientem 20 °C/min do 140 °C a poté 10 °C/min do 300 °C.

A pro analyzy vzorkd s matrici a ethylacetatem jako rozpoustédlem byla teplota kolony
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60 — 300 °C s teplotnim gradientem 20 °C/min do 140 °C a poté¢ 10 °C/min do 300 °C.
Doba jedn¢ analyzy byla 23 minut.

3.2.2. GC/MS analyza

Stanoveni byla provedena na pfistroji Agilent 7890A s hmotnostné spektrometrickym
detektorem. Vzorky byly analyzovany na kolon¢ DB — SMS UI (délka 30 m, vnitini
prumér 250 um a tloustka filmu 0,25 pm) od firmy J&W Scientific. Nosnym plynem
bylo helium o pritokové rychlosti 2,5 ml/min. Analyzy byly provadény v rezimu
splitless. Teplota injektoru: 250 °C. Teplota detektoru: 150 °C. Teplota kolony byla
60 °C s teplotnim gradientem 20 °C/min do 140 °C a poté 10 °C/min do 300 °C. Doba

jedné analyzy byla 23 minut. Hmotnostni rozsah detektoru: 25 — 300.

3.3. Priprava roztokt

3.3.1. Pfiprava derivatiza¢niho Cinidla EtOH-HCI

Molekulové sito bylo v susarné suseno pii 200 °C po dobu 2 hodin. Poté bylo
nasypano do prazdnych bangk tak, aby bylo zakryté dno a bylo ponechano pfes noc.
Poté byla sestrojena aparatura na vyvijeni plynu, ktera se skladala ze 100ml slzy
S bo¢nim vyvodem, pfikapavaci nalevky s bocnim vyvodem a velkou a malou
promyvackou s fritou.

Do slzy bylo odvazeno 20 chloridu sodného a pfilito 20 ml kyseliny
chlorovodikové. Do velké promyvacky se dala koncentrovand kyselina sirova
a do malé promyvacky vysuSeny ethanol. Mala promyvacka i s alkoholem byla
zvazena na predvazkach. Z horni nalevky se pfikapavala koncentrovand kyselina
sirovdi  a plyn se zafal vyvijet. Zaroven se pomoci pH papirku
kontrolovalo, zda z promyvacky s etanolem na konci aparatury neunikaji zadné
kyselé pary. Pfiprava se provadéla dvakrat.

Timto postupem byly ziskdny dva zasobni roztoky. Z ptirtstku hmotnosti
ethanolu po rozpusténi kyseliny chlorovodikové byly stanoveny jejich koncentrace,
které ¢inily 11,9 mol/l a 13,3 mol/l.

Z prvniho roztoku o koncentraci 11,9 mol/l bylo do 10ml zkumavky
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odpipetovano 840 pul a roztok byl doplnén 9,160 ul vysuseného ethanolu
na vyslednou koncentraci 1,0 mol/l. Takto zfedény roztok derivatizacniho Cinidla
byl pouzit k vlastnim analyzam.

Analogickym postupem byly pfipraveny i derivatizacni cinidla MeOH-HCI,
PrOH-HCI a IsoButOH-HCI.

3.3.2. Priprava zasobnich roztokl jednotlivych kyselin

Roztoky pevnych latek (1 mg/ml) byly pfipraveny navazenim 2 mg dané latky
na analytickych vahach a rozpusténim ve 2 ml destilované vody. Roztoky kapalnych
latek (kyselina mlécnd a kyselina S-hydroxymaselnd) byly pfipraveny odpipetovanim
20 ul dané latky a doplnény 2 ml destilované vody. Koncentrace jednotlivych latek
Vv analyzovanych byla 5, 10 a 20 ug/ml.

3.3.3. Priprava smésného roztoku kyselin

Pro piipravu smésného roztoku byla pfipravena novéa sada zasobnich roztoki
0 koncentraci 10 mg/ml. Z takto piipravenych roztokd bylo do 20ml Erlemayerovy
bailkky odpipetovano po 1 ml kyselin mlécné, Stavelové, citronové, glutaroveé,
hippurové, f—hydroxymaselné, p—hydroxyfenyloctové, t,t—-mukonové a adipové (finalni
koncentrace ve smésném roztoku c¢inila 500 pg/ml), dale 2 ml kyseliny jablecné (findlni
koncentrace ve smésném roztoku c¢inila 1 mg/ml), a 3 ml kyseliny vinné, jantarové

a malonové (finélni koncentrace ve smésném roztoku ¢inila 1,5 mg/ml).

3.3.4. Priprava zasobnich roztokd HEMA a CMMA

Roztoky latek HEMA a CMMA byly pfipraveny a analyzovany zvIlast' kvili
jejich omezenému mnozstvi. Pivodni zasobni roztok CMMA o koncentraci 100 pg/ml
nebylo potieba dale fedit. Pivodni zasobni roztok HEMA o koncentraci 1 mg/ml byl

ziedén na koncentraci 100 pg/ml.
3.3.5. Pfiprava roztoku FPMA jako vnitfniho standardu

Do 10ml zkumavky se odvazilo 10 mg FPMA a ptidalo se 5 ml destilované

vody. K jednotlivym analyzam bylo odebirano 100 pl roztoku a jeho koncentrace
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v analyzovanych vzorcich ¢inila 20 pg/ml.

3.4. Postup derivatizace jednotlivych kyselin

Ze zéasobnich roztok kyselin o koncentraci 1mg/ml bylo do 2ml vialek
odpipetovano 5,10 a 20 pl danych latek. Koncentrace latek tedy byly 5,10 a 20 pg/ml.
Vzorky se dusikem odfoukaly dosucha. K odparkim bylo pfiddino 100 pl 1M
derivatizacniho ¢inidla EtOH-HCI. Poté byly vzorky vloZzeny na 1 hodinu
do vyhiivaciho bloku o teploté¢ 50 °C. Po ukonceni derivatizace byly vzorky znovu
odfoukany dusikem dosucha a poté rozpustény ve 20 pl vysuseného ethanolu a 200 pl
isooktanu. Takto pfipravené vzorky byly dale analyzovany plynovou chromatografii
S plamenovym ioniza¢nim detektorem. Zméfenim jednotlivych vzorkd kyselin byla
zjisténa jejich retenéni Casy a charakteristické odezvy (Tab. 3),(Obr. 3).

Stejnym postupem byla analyzovana i pfipravena smés kyselin o koncentraci 50
a 100 pg/ml (respektive dvojnasobné koncentrace pro kyselinu jable¢nou a trojnasobné
pro kyseliny vinnou, jantarovou a malonovou), (3.3.3.). Pro analyzu bylo odebirano 100
a 200 pl.

3.5. Provedeni modelovych experimentu

3.5.1. Postup lyofilizace

Zmrazena potkani moc¢ byla rozpuSténa pii pokojové teploté a poté nafedéna
destilovanou vodou v poméru 1:1. Z takto nafedéné moci se k vlastni lyofilizaci do 4ml
vialek odebiral 1 ml vzorku. Kromé& kontrolnich moc¢i byly vzorky ospikovany roztoky
kyselin nebo smési kyselin podle aktualni potfeby. Dale bylo pfidano 100 pl roztoku
FPMA, ktery pii vSech analyzach slouzil jako vnitini standard. Vzorky byly vloZeny
do  misky se suchym ledem, ktery byl pfelit lihobenzinem.
Po vytvofeni ledové krustiCky na povrchu byly vzorky zabezpeceny gazou a byly
jesté na 15 min vlozeny do lednice o teplot¢ -80 °C. Poté byly vzorky vlozeny

do pristroje a nechaly se pies noc lyofilizovat.
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3.5.2. Provedeni modelového experimentu pro smés Kkyselin pfitomnych
v matrici (vychozi postup)

Ke vzorkiim lyofilizované moci ve 4ml vialkdch bylo pfidano 400 pul 1,0M
derivatizacniho ¢inidla EtOH-HCIl. Vzorky se nechaly reagovat v bloku pii 50 °C
po dobu 1 hodiny a byly prabézné kazdych 10 minut protfepavany. Poté se vzorky
odfoukaly dusikem dosucha a odparky byly rozpustény v 1 ml destilované vody.
K rozpusténym odparktim bylo pfidano 1,5 ml ethylacetatu a vzorky se nechaly 5 min
promichavat na vortexu. Dale byly vzorky stoCeny v centrifuze po dobu 5 minut
pii 5000 otackach za minutu. Do 2ml vialek byla odebrana celd ethylacetatova
vrstva, ktera se poté opét odfoukala dusikem dosucha. K odparktim bylo pfidano 10 pl
vysuSeného ethanolu, 100 pl isooktanu a vzorky byly zméfeny pomoci GC/FID.

Jelikoz nékteré latky pii GC/FID analyze neposkytovaly dostateéné odezvy
pro jejich spolehlivou identifikaci, byly vzorky analyzovany také pomoci GC/MS.

Tento postup pro stanoveni karboxylovych kyselin v moci byl ale nevyhovujici,
dochazelo k velkym ztratam latek pfi druhém odfoukévani, odparky se obtizné
rozpoustély a GC/FID analyza neposkytovala statisticky spravné vysledky, nékteré
parametry stanoveni byly zménény (3.6.3.), (4.).

3.5.3. Provedeni vysledného modelového experimentu pro smeés kyselin
vV matrici

Tento postup se od piedchoziho 1iSil v nékolika krocich. Po prvnim odfoukani
vzorkll dusikem a jejich rozpusténi v destilované vodé¢ byly ptidany 3 ml ethylacetatu
a po stoceni vzorki v centifuze bylo pfeneseno 2,5 ml ethylacetatové vrstvy do 10ml
zkumavek. Do vsech zkumavek byl pfidan 1g bezvodého siranu sodného, vzorky byly
promichdny, nechany 1 minutu odstat pfi pokojové teploté a poté byly stofeny
Vv centrifuze po dobu 2 minut pfi 5000 otakach za minutu. Ze vzorkil se poté do 2ml
vialek odebrala pomoci vysuSena ethylacetitovd vrstva a vzorky byly odfoukany
dusikem dosucha. Poslednim rozdilem oproti piivodnimu postupu bylo rozpousténi
vyslednych odparkd. Vzorky byly rozpustény pouze ve 300 ul vysuseného ethylacetatu.
Takto pripravené vzorky byly analyzovany pomoci GC/FID a GC/MS (4.).

Soucasné s modelovym experimentem pro smés latek v matrici se stejnym

postupem analyzovaly 1 neospikované potkani moce, které slouzily jako vzorky
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kontrolni.

3.5.4. Provedeni experimentu na realnych vzorcich potkani moci

Pro tyto analyzy byly pouzity vzorky moc¢i potkanli, exponovanych
2-hydroxyethylcysteinem (HEC). Sada vzorki obsahovala c¢tyfi vzorky potkani
moci, odebrané ptred expozici (vzorky kontrolni). Jeden z nich byl ospikovan HEMA
a CMMA o odstuptiovanych koncentracich a byl pouzit pro piipravu kalibra¢nich
vzorkt. Dalsi ¢tyfi vzorky byly odebrany jeden den po expozici a Ctyfi vzorky dva dny
po expozici a analyzovaly se samostatné.

Zasobni roztoky HEMA a CMMA o koncentraci 100 pg/ml byly ziedény
na koncentrace 10 pg/ml a 1 pg/ml. Do vybraného vzorku pied expozici (1 ml) bylo
piidano 50, 100, 200 a 500 ul takto pfipravenych roztoki. Koncentrace latek
ve vzorcich tedy ¢inily 0,1;0,2; 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 pg/ml.

Zasobni roztok FPMA byl zfedén na koncentraci 10 pg/ml. Z takto zfedéného
roztoku vnitiniho standardu se Kkanalyzam odebiralo 50 pl a byl piidan
do vsSech analyzovanych vzorkii této sady. Koncentrace vnitinitho standardu
v analyzovanych vzorcich ¢inila 0,5 pg/ml.

Analyza této sady vzorki probihala jiz pouze pomoci GC/MS.
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4. Vysledky a diskuze

Vybrany soubor testovacich karboxylovych kyselin byl derivatizovan cinidlem
EtOH-HCI postupem v zakladnim provedeni (3.6.2.) a pro vytvoiené estery byly
nameéfeny jejich retencni Casy (Tab. 3) a charakteristické odezvy, na jejichz zakladé byla
poté sestavena vhodnd smés. Bylo zjisténo, Ze kyseliny mléénd a Stavelova
se v prub¢hu stanoveni zcela ztraceji. Jejich pfitomnost nebyla potvrzena ani analyzou

GC/FID, ani analyzou GC/MS. Chromatogram je ukazan obrazku ¢. 2.

Tabulka ¢. 3 - Retencni casy jednotlivych karboxylovych kyselin

latka R: [min]
kyselina malonova 5,052
kyselina jantarova 6,117
kyselina jable¢na 7,128
kyselina glutarova 7,218
kyselina vinna 8,194
kyselina adipova 8,441
kyselina 3-hydroxymaselna 8,807
kyselina t,t-mukonova 9,430
kyselina p-hydroxyfenyloctova 10,504
kyselina citronova 11,607
kyselina hippurova 13,021
Chromatogram Lok malonové
2 — k. jantarova
3 —jable¢na
3 1000 - 6 4 — k. glutarova
2 900 - 5 —Kk. vinna
S 800 - 2 6 — k. adipov
= 34 . adipova
RS 700 - 5 8 9 11 7 K f-
S 600 + . .
hydroxymaselna
400 B 8 — k t,t'
300 - 1 mukonova
200 - | 7 9—k. p-
100 + J I A hydroxyfenyloctova
I
0 T T T T J T T T T T 1 10 _ k
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 . .
citronova
timin] | 11-k
hippurova

Obr. 2 — Chromatogram smési karboxylovych kyselin bez matrice
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Ptipravend smés byla pfiddvana do potkani moci a byla analyzovana vychozim
postupem (3.6.2.), pomoci kterého byl testovan vliv délky odfoukavani na koncentrace
latek ve vzorku. Prvni sada vzorkd byla odfoukévana ptresné dosucha, u druhé sady
vzorkll bylo odfoukéni pfetazeno o 30 minut. Porovnani vysledkd prvniho a druhého
odfoukani naznacovalo, Ze pietazené prvni odfoukani ke ztratam analyti nevede (latky
pravdépodobné drzi matice), pretazené druhé odfoukédni ke ztratdm vede. Dale bylo
zjisténo, ze vzhledem k redlnym (a timto méfenim pravé zjisténym) koncentracim
analytll v kontrolni mo¢i jsou pouzité ptidavky jednotlivych analyta (5 a 10 pg/ml)
piilis nizké. Casto nebyl viibec vidét trend naraistu v sekvenci 0 - 5 - 10 pg/ml.

Zvysledki téchto analyz bylo zifejmé, ze takto provedeny postup je
pro stanoveni karboxylovych kyselin v moc¢i nevhodny. Po druhém odfoukani ztistaval
na dn¢ vialky material, ktery se kvuli obsahu vody $patné dosusoval, a také bylo obtizné
piesné¢ ur¢it konec odfoukavani. Vysledky jednotlivych analyz navic nebyly
reprodukovatelné ani v rameci tripletd. Tyto problémy se pii zpracovani novym
postupem (3.6.3.) eliminovaly tak, Ze se vzorek extrahoval vétsim objemem
ethylacetatu, diky ¢emuz se poté mohl odebrat jen bezpecny objem extraktu, ktery byl
pred druhym odfoukavéanim jesté vysusen siranem sodnym.

Jak jiz bylo fe€eno, 1. odfoukévani ke ztratdm analytii nevedlo. Vzorky byly
tedy zpracovany novym postupem a byl testovan pouze vliv 2. odfoukani.

V tabulkach ¢. jsou uvedeny vysledky analyz, zpracovanych novym postupem.

Veskeré vzorky byly analyzovany v tripletu.

Tabulka ¢. 4 - Nameérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro kontrolni
vzorky, odfoukavani prave dosucha

kontrola
Latka vz.a vz.b VZ.C arit. primér
k. malonova 16,6 19,1 22,3 19,3
k. jantarova 1330,0 1713,3 1346,7 1463,3
k. jable¢na - - - -
k. glutarova - - - -
k. vinna - - - -
k. adipova - - - -
K. - hydroxymaselna - - - -
k. t,t - mukonova - - - -
K. p - hydroxyfenyloctova - - - -
K. citronova 533,5 473,9 4731 4935
k. hippurova 520,9 516,5 495,9 5111
FPMA - VS 1397,6 1331,9 1290,6 1339,8
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Tabulka ¢. 5 - Nameérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro pridavek
50 ug smesi, odfoukavani prave dosucha

RU + 50 pg

Latka vz.a vz.b VZ.C arit. primér
k. malonova 1036 491,1 542,0 516,55
k. jantarova 3507,4 2402,7 2324,1 2363,4
k. jable¢na 1064,3 881,3 887,2 884,3
k. glutarova 768,4 592,3 532,8 562,6
k. vinna 12114 1213,2 903,7 1109,4
k. adipova 1387,6 1138,7 1122,5 1216,3
K. 8 - hydroxymaselna - - - -

k. t,t - mukonova 216,6 179,2 169,5 188,4
k. p - hydroxyfenyloctova 763,9 624,2 657,9 682,0
K. citronova 562,1 454 5 518,9 511,8
k. hippurova 1130,9 982,9 1003,7 1040,4
FPMA - VS 1338,6 1176,5 1214,6 1243,2

Tabulka ¢. 6 - Namérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro pridavek

100 ug smesi, odfoukavani prave dosucha

RU + 100 pg

Latka vz.a vz.b VZ.C arit. primér
k. malonova 1279,7 953,4 671,8 968,3
k. jantarova 3732,4 2868,7 2764,3 3121,8
k. jable¢na 1495,3 1506,9 1555,9 1519,4
k. glutarova 1221,8 901,9 987,0 1036,9
k. vinna 891,3 771,9 822,2 828,5
k. adipova 1789,1 1553,2 1665,4 1669,2
k. S8 - hydroxymaselna - - - -

k. t,t - mukonova 446,7 393,5 4454 4285
K. p - hydroxyfenyloctova 1335,8 1273,6 1239,8 1283,1
K. citronova 809,9 732,8 740,6 761,1
k. hippurova 1438,9 1439,8 1355,6 1411,4
FPMA - VS 1074,5 1210,9 1116,9 1134,1
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Graf ¢.1 - Porovnadni jednotlivych méreni smési standardii karboxylovych
kyselin v matrici s kontrolnimi vzorky, odfoukavani pravé dosucha

Tabulka ¢. 7 - Namérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro kontrolni

vzorky, odfoukavani pretazené o 30 minut

kontrola
Latka vz.a vz.b VZ.C arit. primér
k. malonova 20,3 23,0 23,8 224
k. jantarova 198,6 214,6 231,7 215,0
k. jable¢na - - - -
k. glutarova - - - -
k. vinna - - - -
k. adipova - - - -
k. S8 - hydroxymaselna - - - -
k. t,t - mukonova - - - -
K. p - hydroxyfenyloctova - - - -
K. citronova 180,8 215,0 188,9 1949
k. hippurova 1357,8 1429,3 1292,3 1359,8
FPMA - VS 928,3 952,9 844,1 908,4
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Tabulka ¢. 8 - Namérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro pridavek

50 ug smesi, odfoukavani pretazené o 30 minut

RU + 50 pg
Latka vz.a vz.b VZ.C arit. primér
k. malonova 8,9 13,3 13,4 11,9
k. jantarova 12,2 96,9 87,5 85,5
k. jable¢na 212,7 199,3 321,1 244 .4
k. glutarova - - - -
k. vinna 278,7 272,9 321,7 291,1
k. adipova 72,6 30,4 143,0 82,0
K. 8 - hydroxymaselna - - - -
k. t,t - mukonova - - - -
k. p - hydroxyfenyloctova 473,7 552,6 474,2 500,2
k. citronova 170,9 171,7 183,4 175,3
k. hippurova 1296,6 1488,0 1276,2 1353,6
FPMA - VS 679,3 743,4 683,3 702,0

Tabulka ¢. 9 - Nameérené hodnoty ploch pikii, provedené novym postupem pro pridavek

100 ug smesi, odfoukavani pretazené o 30 minut

RU + 100 pg

Latka vz.a vz.b VZ.C arit. priamér
k. malonova - - - -

k. jantarova 273,4 259,9 259,4 264,2
k. jable¢na 588,8 566,7 540,0 565,2
k. glutarova - - - -

k. vinna 688,9 687,8 551,9 642,9
k. adipova 193,4 170,3 181,2 181,6
k. - hydroxymaselna - - - -

k. t,t - mukonova - - - -

k. p - hydroxyfenyloctova 1237,9 1153,3 1218,0 1203,1
k. citronova 290,8 286,1 200,9 259,3
k. hippurova 2123,9 1952,6 1999,6 2025,4
FPMA - VS 902,9 844,2 774,8 840,6
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Graf ¢. 2 - Porovnani jednotlivych méreni smesi standardii karboxylovych

kyselin v matrici s kontrolnimi vzorky, odfoukdvani pretazené o 30 minut
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Graf'¢. 3 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina malonova
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Graf ¢. 4 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina jantarova
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Graf'¢. 5 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina jablecnad
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Graf ¢. 6 - Vliv délky odfoukdani na koncentraci analytu — kyselina glutarova

k. vinna
1200 -
S
3 1000 - =
& 800 -
8 600 - ¢
S 400 -
200 - u
O ‘ T T T ‘ T T 1
0&’6 0(, 2 (\J(\’b . QQO . QQO . QQO
S S S \ N N
P L P 06‘ 0@ 06‘
N ) ) X < Q
& $ 3 ¥ ¥
x Y 2 Q
<z~° g S X
oS N Q
délka odfoukani

Graf ¢. T - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina vinna
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Graf'¢. 8 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina adipova

k. t,t - mukonova

4

plocha piku
N
(9]
o

délka odfoukani

Graf ¢. 9 - Vliv délky odfoukdni na koncentraci analytu — kyselina t,t-mukonova
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Graf ¢. 10 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina
p—hydroxyfenyloctova
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Graf ¢. 11 - Vliv délky odfoukadni na koncentraci analytu — kyselina citronova
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k. hippurova
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Graf ¢. 12 - Vliv délky odfoukani na koncentraci analytu — kyselina hippurova

Z vysledki uvedenych v tabulkdch a grafech je zfejmé, Ze pfi stanoveni,
provedeném novym postupem, pietazeni druhého odfoukani ke ztratam analytt
sice vede, ale vysledky jsou zaroven v ramci jednotlivych tripletti reprodukovatelné.
Pro kyseliny malonovou, jantarovou, jable¢nou, glutarovou, vinnou, adipovou,
t,t-mukonovou a citronovou je odfoukdvani kritickym faktorem, je tedy tfeba
odfoukavat pravé dosucha. Naopak aromatické kyseliny p-hydroxyfenyloctova
a hippurova, jsou vuci pietazenému odfoukani odolné. Také trend nardstu v sekvenci
0—50— 10 pg/ml je jiZ znatelny.

Na dalSich dvou sadach vzorkl byly sledovany vytézky extrakce. Prvni sada
byla analyzovéana klasickym postupem s jednou extrakci. U druhé sady byla provedena
extrakce opakovand. Z vysledkt téchto analyz bylo ziejmé, ze vytézky 2. extrakce byly
u vétSiny do kyselin do 20 % a pro celé stanoveni byla tedy jedna extrakce dostacujici.

Z veskerych uvedenych vysledkl je ziejmé, ze pii novém zplisobu zpracovani
se spravnou délkou odfoukdni vzorkd k vétSim ztratdm analytl nedochézi, ze vySsi
pouzité pridavky jednotlivych analyti (50 a 100 pg/ml) jsou dostate¢né a trend nartstu
v sekvenci 0 — 50 — 100 pg/ml je krom¢ kyseliny vinné a citronové znatelny. Vytézky
druhé extrakce byly u vétSiny latek do 20% a postup Sjednou extrakci je
proto dostacujici. Déle bylo zjisténo, Ze kyselina f—hydroxymaselnd se v pribéhu

analyzy zcela ztraci. Jeji pfitomnost nebyla potvrzena ani analyzou
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GC/FID, ani analyzou GC/MS.

Postup stanoveni karboxylovych kyselin v mo¢i byl tedy podchycen
a pristoupilo se khlavnimu kroku celého experimentu, a to ke stanoveni
merkapturovych kyselin HEMA a CMMA.

Pro vlastni experiment byly pouzity vzorky moci potkanti, po intraperitonealnim
podéani 2-hydroxyethylcysteinu (HEC). Sada vzorkl obsahovala Ctyfi vzorky potkani
moci, odebrané pred expozici. Jeden z nich byl ospikovan HEMA a CMMA a byl
pouzit pro piipravu kalibra¢nich vzorkl. Dalsi Ctyfi vzorky byly odebrany jeden den
po expozici a Ctyfi vzorky dva dny po expozici. V téchto vzorcich byla ocekdvana
pritomnost obou merkapturovych kyselin a na zéklad¢ kalibracnich pfimek méla byt

stanovena jejich koncentrace v exponované mo¢i.

Tabulka ¢. 10 - Namérené hodnoty ploch pikit HEMA v kalibracnich vzorcich, metoda
GC/MS, rezim Full scan

HEMA
m/z: 157
arit.

C [pg/ml] VZ. a) vz. b) pramér
0 2048761 - 2048761
0,1 1918315 - 1918315
0,2 2049335 1948842 1999089
0,5 2301430 2064573 2183002
1,0 2028830 2112728 2070779
2,0 2152779 1967986 2060383
5,0 1931904 - 1931904
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Tabulka ¢. 11 - Nameérené hodnoty ploch pikit HEMA v redlnych vzorcich, metoda
GC/MS, rezim Full scan

HEMA — realné vzorky

¢islo vzorku m/z 157

RU 272 1347688

pied expozici RU 273 1475176
RU 274 0
RU 275 0

RU 276 2430032

1 den po expozici RU 277 2689041

RU 278 1762165

RU 279 2787916

RU 280 1658584

2 dny po expozici RU 281 1404132

RU 282 1760922

RU 283 1137498

Tabulka ¢. 12 - Namérené hodnoty ploch pikit CMMA v kalibracnich vzorcich, metoda
GC/MS, rezim Full scan

CMMA
m/z: 190
arit.
C [ng/ml] vZ. a) vz. b) prumér
0 15 - 15
0,1 223292 191695 207494
0,2 389749 303246 346498
0,5 863275 752525 807900
1,0 1639233 1587387 1613310
2,0 3147598 2499010 2823304
5,0 7505305 - 7505305
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Graf ¢. 13 - Kalibracni primka CMMA, metoda GC/MS, rezim Full scan

Nalezy vnitiniho standardu FPMA ve vSech vzorcich a CMMA v kalibra¢nich
vzorcich ukazovaly, Ze metoda je v principu pro stanoveni merkapturové kyseliny
schtidna.

V redlnych vzorcich CMMA ale oproti ocekavani detegovana nebyla. To mohlo
byt zplsobeno tim, Ze koncentrace CMMA v téchto vzorcich byly pod mezi detekce.
V ptvodnim experimentu pracovnikti SZU a VSCHT s exponovanymi mo¢emi CMMA
nalezena sice byla, analyza byla ale provedena pomoci HPLC/MS, kterd byla ziejmé
citlivéjsi, nez zde pouzita GC/MS. Kvantifikace metodou HPLC/MS provedena nebyla.
Pro zvyseni citlivosti této metody je mozné pracovat v reZimu SIM a ne v reZimu Full
scan, vycistit liner nebo zkréatit kolonu.

Z veskerych vysledki meéfeni HEMA (analyza samotného standardu
zjednoduSenym postupem 1 v lyofilizovanych mocich) nebylo jisté, zda byl opravdu
méfen ethylester HEMA. Méfeni ukazala, Ze kalibracni vzorky v celém rozsahu
0 — 5 pg/ml poskytovaly téméf stejné plochy piku HEMA, stejné¢ tak tomu bylo
I U vzorkd realnych. Dale bylo zjisténo, ze m/z identifikované latky bylo mnohem
nizsi, nez molekularni ion a latka eluovala o téméf 10 minut diive, nez CMMA
a FPMA.

Je mozné, ze stanovovana latka je néco jiného nez ethylester HEMA, zatimco

ten neeluuje, coz je u latek s volnou hydroxyskupinou mozné. Z poslednich analyz
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vzorki HEMA vyslo najevo, ze pik, ktery byl povazovan ethylester HEMA nejspise
interferuje s necistotou z FPMA, ktera byla pouzita jako vnitini standard. Z ¢asovych

davodu se bohuzel tato problematika nestacila dokoncgit.

47



5. Zavér

Byla testovana novéa metodika stanoveni karboxylovych kyselin, ktera spocivala
V pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla pfimo na lyofilizovanou mo¢ bez piedchozi extrakce
analyti. Postup dale zahrnoval odpafeni Cc¢inidla, rozpusSténi odparku, extrakci
a naslednou GC/FID a GC/MS analyzu.

Na souboru 12 testovacich karboxylovych kyselin riznych struktur byly
podchyceny kritické body celého stanoveni. Prvnim kritickym faktorem je délka
odfoukani ethylacetatového extraktu. Bylo zjiSt€no, ze na aromatické karboxylové
kyseliny délka odfoukani vliv nemd. Naopak, pro zbylé kyseliny z testovaného souboru
je délka odfoukani kritickym faktorem. Je tieba co nejpiesnéji odhadnout
jeho konec, jinak dochazi k velkym ztratdm analyti. Druhym kritickym faktorem je
extrakce do organického rozpoustédla. Je tfeba vzorky pfed odebiranim ethylacetatové
vrstvy vysuSit, jinak hrozi, Zze ve vzorku zlistane material, ktery obsahuje vodu
a poté se obtizn¢ dosusuje.

Postup byl aplikovan na merkapturové kyseliny HEMA a CMMA a na reéalné
vzorky potkanich mo¢i, exponovanych 2-hydroxyethylcysteinem. Pro CMMA je
metoda vhodnd, kyselina byla detegovéana jak samotnd, tak i1 v lyofilizovanych vzorcich
moci. Pouze v realnych vzorcich detegovana nebyla, coz bylo nejspiSe zplsobeno
nizkou citlivosti metody. Pro budouci studie je vhodnéj$i pracovat v rezimu SIM
a ne vrezimu Full scan. Pro HEMA, kterd ve své molekule obsahuje volnou
hydroxylovou skupinu stanoveni vhodné neni. Neni jisté zda pik, ktery byl zpocatku
povazovan za ecthylester HEMA, byl detegovan spravné (4.). Z Casovych duvodi
studium HEMA nebylo dokonceno. Pro ovéteni identifikace latky je mozné provést cely
postup s piibuznymi derivatiza¢nimi ¢inidly (MeOH-HCI, PrOH-HCI apod.), déle je
mozné provést derivatizaci volné hydroxylové kyseliny (silylaci nebo acetylaci). Dalsi
moznosti je zkraceni nebo vymeéna kolony a vyciSténi lineru.

Cel¢ stanoveni je Casoveé naroc¢né a pracné, ale jeho hlavni vyhodou je ptisobeni
derivatizacniho ¢inidla pfimo na lyofilizovanou mo¢, bez nutnosti predchozi
extrakce, a je tak umoznéna analyza latek velmi polarnich, které se pii bézném postupu
esterifikace analyzuji obtizn€ a dochazi k jejich ztratam. Dals§i vyhodou je, Ze neni

potieba pracovat s roztokem diazomethanu, ktery je karcinogenni.
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