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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Lenka Koudelkova

Konzultant: Ing.Vladimir Kubicek, CSc.

Néazev diplomové prace: Studium stability derivatu glycinu s NBD-Cl

V praci je studovana stabilita derivatu glycinu s NBD-CI pomoci HPLC a fluorescenc¢ni
detekce za tfech rtiznych podminek (teplo svétlo, teplo tma, tma zima). Po stabilizaci
derivatu kyselinou chlorovodikovou bylo dosazeno lepsi stability derivati NBD-Gly, avSak
koncentrace derivatu zjisténé v prubéhu nekolika tydnt vykazuji velky rozptyl. Dale byly
navrzeny alternativni chromatografické podminky pro pfisluSnou analyzu. Acetonitril
s hydrogenfosfore¢nanovym pufrem (pH 7,0) v poméru 70:30 na koloné Atlantis poskytl

symetrické piky s kratkym elu¢nim ¢asem.

ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of biophysics and physical chemistry
Candidate: Lenka Koudelkova

Consultant: Ing.Vladimir Kubicek, CSc.

Title of Thesis: Study of glycine-NBDCI derivate stability

In this thesis the stability of glycine-NBDCI derivative under three different conditions
(heat+light, heatt+dark, cool+dark) is studied by HPLC with fluorimetric detection. Ater
being stabilized by hydrochloric acid the derivatives exhibit a better stability, but the
concentrations found during several weeks are too scattered. In addition an alternative
chromatographic conditions were proposed for the HPLC analysis. Acetonitrile with
hydrogen phosphate buffer (pH 7,0) in ratio 70:30 on an Atlantis column gave symetric

peaks with a short time of elution.
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1 Zadani prace

Glycin je aminokyselina ucastnici se mnoha biochemickych dé&ji v lidském organismu.
Tato prace pojednava o studiu stability derivatu glycinu s NBD-CIl, coz je derivatiza¢ni
¢inidlo umoznujici fluorescencni detekci pomoci HPLC. Cilem prace je urcit, zda existuji
vhodné podminky pro uchovavani derivatizovanych biologickych vzorkll po stabilizaci
kyselinou chlorovodikovou po dostatecné¢ dlouhou c¢asovou periodu. Tim tato prace
navazuje na diplomovou praci Uhlafové (1), v niZ byla zkoumdéna stabilita stejnych
derivath za stejnych podminek ovSem bez stabilizace kyselinou chlorovodikovou
po derivatizaci. Z uvedené diplomové prace vyplyva, ze stabilizace je nutnym krokem. Ma

diplomova prace slouzi k ovéfeni, ze tento zavér Uhlatrové byl spravny.



2 Teoreticka cast

2.1 Glycin
NH, CH; COOH, M;= 75,07

Glycin je aminokyselina bézné se vyskytujici v nasem téle. Je nejjednodussi ze zakladnich
jedenadvaceti aminokyselin. Ucastni se mnoha syntéz: kreatininu, glutathionu, porfyrin,
hemu, purint, hippuratu, konjugatii Zlucovych kyselin a 1é¢iv. Vznika ze serinu specifickou
hydroxymetyltransferazou (2). Fyziologicky pisobi jako inhibi¢ni neurotransmiter v CNS
(micha, thalamickd jadra, periaqueduktalni Sed’) obdobné jako GABA (kyselina gama-
aminomaselnd) nebo acetylcholin. Specifické glycinové receptory jsou ionotropni. Glycin
zvySuje na subsynaptické membrané vodivost pro chloridové anionty. Membrany se tak
hyperpolarizuji a vznikd inhibi¢ni postsynapticky potencidl. Po vyplaveni je zpétné
vychytavan. Strychnin, znamy kiecovy jed, plsobi jako jeho inhibitor (3). Studium
stability derivati glycinu je proto dulezit¢ z hlediska proteinové determinace pro
pochopeni fyziologickych funkci v téle, pfipadné pii studiu patologickych jevi a pii
farmakologické 1é¢be (4).

2.2 Neurotransmitery

Neurotransmiter je fyziologicky aktivni latka, kterd ptendsi informace na synapsich.
Uvolniuje se z presynaptické nervové burnky, difunduje synapsi k postsynaptickému
neuronu a aktivuje tak receptory k rychlé odpovédi. Aktivace postsynaptickych receptorii
ma za nasledek zménu elektrické aktivity v neuronu. Dojde-li ke snizeni polarity
membrany postsynaptického neuronu, vznikad excitacni postsynapticky potencial a vzruch
mize byt veden k dalSim synapsim. Pokud je vysledkem hyperpolarizace, vznikne
inhibi¢ni postsynapticky potencial, ktery snizuje aktivitu postsynaptického neuronu.
Neurotransmitery jsou z presynaptického neuronu uvolilovany ze zasobnich granuli
exocytozou poté, co akéni potencial zprostupni membranu pro ionty sodiku a vapniku.
ZvySend koncentrace volnych iontli kalcia indukuje uvoliovani neuropienasece.
Uvolnovani se ukonéi inaktivaci napétové fizenych kalciovych kanald. Pienos je
reverzibilni, nebot neurotransmiter je enzymaticky degradovédn, pfipadné zpétné

vychytavan. (3)



Dle chemické podstaty klasifikujeme neurotransmitery na:
-aminokyseliny:excitatni: glutamat, aspartat
inhibicni: glycin, GABA
-katecholaminy: dopamin, noradrenalin, adrenalin
-peptidy: vasopresin, cholecystokinin, neuropeptid Y, oxytocin, somatostatin, tachykinin,
opioidni peptidy

-ostatni: acetylcholin, histamin, puriny, serotonin, melatonin, oxid dusnaty

2.3 NBD-Cl

7-chloro-4- nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol, M,=199,6

Stabilni svétle zluta pevna latka, t, = 97°C.

Ptipravuje se nitraci 4-chlorobenzofuranu ziskaného =z 2,6-dichloranilinu pfes
dichlornitrobenzen. NBD-Cl je odolny vu¢i vlhkosti, rozpustny ve vodnych roztocich
a vyhodny pro detekci a determinaci malych mnozstvi amini a aminokyselin v podob¢
fluorescen¢niho derivatu. (5) Nitroskupina prokazatelné zintenziviiuje nejen fluorescenci,

ale posunuje absorpcni a emisni frekvence, coz je ponékud neobvyklé.

2.4 Princip reakce

Reakce, kterd probihd mezi glycinem a NBD-CI, je bimolekularni nukleofilni substituce.
(6)

Bimolekularni nukleofilni substituce je vedle substituce elekrofilni mechanismus
typicky pro aromaty. Urcujicim krokem je vznik meziproduktu, ptfipadné jeho rozpad.
Reakce nukleofilu s polarizovatelnymi dvojnymi vazbami alifatickych systéma probiha
ve srovnani s aromatickymi systémy ochotnéji a rychleji.

Substituce nukleofilni je Ctyfelektronova zalezitost. V prvnim stupni se porusuje
aromaticky systém, kdy je nutna dostatecna polarizace aromatického systému, aby mohla
reakce prob&hnout potiebnou rychlosti. Méné bazickd skupina je nahrazovana skupinou

Prosttedi je t¢Z vyznamnym faktorem z hlediska funkénich skupin. V aprotickém
prostiedi jsou mald zaporn¢ nabitd nukleofilni c¢inidla mnohem reaktivnéjsi oproti

protickému, zatimco reaktivitu neutralnich ¢inidel ovlivituje prostfedi pomérné malo.



Substituenty ovliviiuji rychlost reakce. Lze to vyjadfit 1 kvantitativng.
Na centralnim jadie je obvykle ptfitomno vice substituentti, mezi kterymi dochazi k polarni,
poptipad¢ 1 sterické interakci, coz ovliviiuje reakéni centrum. Substituenty se zdpornym
mezomernim efektem stabilizuji intermediat pfimou rezonanci s reak¢nim centrem.

Nukleofilni aromaticka substituce je dvoustupiiova reakce. Rychlost prvniho stupné
zavisi na tom, zda odstupujici skupina snizi elektronovou hustotu na aromatickém uhliku,
na kterém je vazana. Cim je sniZeni elektronové hustoty vétsi, tim ochotn&ji bude uhlik
reagovat s nukleofilem a reakce bude v tomto stupni probihat rychleji.

MnozZstvi energie potfebné k polarnimu Stépeni vazby mezi aromatickym uhlikem

a odstupujici skupinou (rozpadu intermediatu) je urcujici pro rychlost druhého stupné.

NH, + Cl NO,

OH

/\
=

HN NO,

oH + HCI



2.5 Priklad optimalizace reakénich podminek

Na zéklad¢ studia reakci mezi lisinoprilem (ACE inhibitor) a NBD-Cl byly navrzeny
standardni podminky derivatiza¢ni reakce (7). Reaktanty poskytuji zluté zbarveny produkt
s maximen absorpce na 470 nm. Odli§né experimentalni parametry ovliviiuji intenzitu

zbarveni. Jejich studium umoznilo navrzeni optimalnich reak¢nich podminek.

1) pH: pH bylo méfeno v rozmezi 7,0-10,0 za pouziti boratového pufru. Maximum
absorbce bylo pfi pH 9,0. NBD-CI se v alkalickém prostfedi hydrolyzuje a vznika
NBD-OH, ktery ma maximum absorpce pii 462 nm.

2) Okyseleni: Pred métenim bylo nutné okyselit reakéni smés na pH 2,0 pfidanim
0,2 ml koncentované kyseliny chlorovodikové. Za tohoto pH slepy pokus neukazuje zddné

signifikantni absorp¢ni pasy v rozmezi 420-500 nm.

3) Teplota: Vliv teploty byl studovan v rozmezi 50—100°C pro rizné ¢asové periody.
Bylo zjiSténo, Ze zahtivani pii relativné niz$i teploté po delsi ¢as, dava reprodukovatelné
vysledky. Zahtivani po dobu dvaceti minut pii 60 °C poskytovalo adukt stabilni ptiblizné

jeden a pil hodiny. Poté pomalu slabla intenzita jeho zbarveni (8).

4) Koncentrace NBD-CI: Koncentrace NBD-Cl byla zkoumana v rozmezi 0,1 — 0,4%.
Jako idedlni bylo ur¢eno 1,6 + 0,2 ml NBD-CI roztoku.

2.6 Derivatizacni Cinidla (sondy)

Fluorescence, zvlast¢ v kombinaci s HPLC je jednou z nejcitlivéjsich metod proteinové
detekce.(9) Flourescentni derivatizacni Cinidla reaguji s proteiny na N-konci fetézce.
Proteiny maji nejméné dvé funkéni skupiny, kde by se mohla uskutecnit derivatizace,
tj. aminoskupinu a karboxylovou skupinu. Karboxylové skupina je mén¢ aktivni a musi byt
pred derivatizaci nejprve aktivovana. Je tudiz jen velmi vzacné uZzivéna pro proteinové
znaceni. Naproti tomu aminoskupina na N-konci je snadno derivatizovatelna.

Proteiny jsou trojrozmérné struktury, coz ¢ini nckteré aminoskupiny obtizné
dosazitelné pro reagenty. Pouze primarni nebo sekundarni aminoskuiny mohou byt snadno

oznadeny. Zadn4 jina spektroskopické technika neni tak rozsifena mezi peptidy a proteiny
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jako fluorescencni detekce proteinti separovanych za pomoci HPLC. V porovnani s jinymi
druhy spektralni detekce (UV) je evidentni vyssi citlivost. V posledni dobé vSak zadina
fluorescencni detekci vyznamné konkurovat MS detekce.

Pti fluorescenc¢ni detekci jsou diilezité dvé vinové délky, a to sice excitani a emisni
vlnova délka. Ob¢ charakteristicky zavisi na chemické struktufe fluorescencniho ¢inidla.

Prestoze fluorescence vydavana z nativnich proteint muize byt intenzivni, ne
vSechny proteiny vydavaji vhodny fluorescen¢ni signal. Dlraz se klade na spravné
oznaceni proteind. Pfi vhodném vybéru reagenti (sond) mohou derivatizované proteiny
emitovat intenzivnéjsi flouorescenci nez aromatické skupiny proteinil.

NBD-CI patii mezi ¢inidla pfednostné reagujici se sekundarni aminoskupinou
oproti skupin€ primarni. Na zaklad¢ uspéchi s NBD-F 4-( N,N- dimethylaminosulfonyl)-
7-flouoro-2,1,3-benzoxadiazolu se oteviela cesta pro studium aktivity peptidl, potazmo
proteint na N-konci fetézce. (9)

Ptiklady dalSich derivatiza¢nich ¢inidel pro aminoskupinu:
-4-fenylspiro-[furan-2(3H),1-ftalan]-3,3'-dion (Fluram)

-5-dimetylaminonaftalen-1-sulfonyl chlorid (Dansylchlorid)
-1,2-naftochinon-4-sulfonova kyselina

-fluorenylmetylkarboxychlorid (FMOC)

11



3. Experimentalni Cast

Pro vlastni zkoumani studia stability derivati glycinu s NBD-CI za rtiznych podminek bylo

nutné pripravit si reakéni smes. Smes sestava z téchto komponent:

1) glycin:
Zasobni roztok 2 mmol/I:
Navazili jsme 0,0154 g glycinu, rozpustili v destilované vodé, doplnili na 100 ml a z tohoto

zasobniho roztoku jsme pfipravili koncentrace 5 pmol/l, 10 pmol/1, 25 pmol/l.

2) 0,3% roztok NBD-CI :
0,0298 g NBD-CI jsme rozpustili v malém mnozstvi methanolu a doplnili po rysku 10 ml

odmérné banky.

3) Boratovy pufr: Navazili jsme 0,6204 g H;BO;, rozpustili jsme toto mnozstvi
v destilované vod¢ a pH jsme upravili na pfedem nakalibrovaném pH-metru pomoci

roztoku NaOH na 9,0. Odmérnou bariku jsme doplnili do objemu 100 ml.

3.1 Priprava reaké¢ni smési

Do ¢tytf odmérnych desetimililitrovych ban¢k jsme napipetovali:

slepy vzorek: 2,5 ml vody
2,5 ml boratového pufru o pH 9,0
0,5 ml 0,3% roztoku NBD-Cl

vzorek o koncentraci 5 umol/l glycinu: 2,5 ml 5 umol/l roztoku glycinu
2,5 ml boratového pufru o pH 9,0
0,5 ml 0,3% roztoku NBD-Cl

12



vzorek o koncentraci 10 umol/l glycinu: 2,5 ml 10 pmol/I roztoku glycinu
2,5 ml boratového pufru o pH 9,0
0,5 ml 0,3% roztoku NBD-Cl

vzorek o koncentraci 25 umol/l glycinu: 2,5 ml 25 pmol/l roztoku glycinu
2,5 ml boratového pufru o pH 9,0
0,5 ml 0,3% roztoku NBD-Cl

Reakéni smési v odmérnych bankéch jsme dikladné promichali a vlozili do 60°C
teplé vodni 1azné&, kde jsme je protiepavali tfi minuty. Poté jsme je vlozili do ledové 14zné
a reakci jsme zastavili ptidanim 20 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové.

Po zchladnuti jsme vzorky rozdélili do dvanacti vialek dle koncentrace a dle

podminek, za kterych jsme vzorky skladovali.

TS =teplo + svétlo (bilé vialky skladované za laboratorni teploty)
TT = teplo + tma (vialky zabalené do alobalu skladované za laboratorni teploty)
TZ = zima + tma (vialky zabalené do alobalu, skladované v chladicim boxu NS

600.3 VV Frigera pii 2°C)

3.2 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr spolecné s acetonitrilem tvofil mobilni fazi. Pfipravili jsme jej navazenim
3,40 g KH,PO,, ktery jsme rozpustili pfiblizné v 950 ml supercisté vody. Pomoci pfedem
nakalibrovaného pH-metru inoLab 720 s pH elektrodou Sentix 61 (WTW) jsme upravili
kyselinou fosforecnou pH na 2,5. Kalibraci pH metru jsme provedli s vyuzitim
kalibrac¢nich pufra TEP Trace (WTW) o hodnotach pH 4,01 a 7,00.

Roztok jsme ptevedli do tisicimililitrové odmérné banky a doplnili superCistou
vodou po rysku. Tento roztok jsme prefiltrovali pomoci filtracniho zatfizeni (Supelco)
s filtrem Nylon66 s pory o velikosti 0,45 pm (Supelco) za pomoci membranové vyvévy

KNF, typu N810 fy KNF Neuberger. a ptevedli do nepruhledné litrové zasobni lahve.

13



3.3 Vlastni méreni

Jednotlivé vzorky jsem métila na HPLC Shimadzu za pomoci fluorescenc¢niho detektoru.

Chromatograf sestaval z téchto komponent:

* Zasobniky mobilni faze: acetonitril, voda, methanol, pufr. M¢fili jsme za nasledujicich
podminek: mobilni faze = fosfatovy pufr +acetonitril 75:25 pfti pratoku 1 ml/min.

s Cerpadlo: kvaternarni ¢erpadlo LC-10 ADVP vybavené misi¢em mobilni fize FCV 10-
ALVP

* Davkovaci zarizeni: manualni Sesticestny ventil RHEODYNE 7125 s nastfikovou
smyckou 20ul. Pouzivali jsme 50 pl injekéni stiikacku Hamilton.

* Kolona. Zorbax SB C18, 150x4,6 mm, zrnitost 5 um (Agilent Technologies)

 Detektor: fluorescencni RF-10-Axl, excitacni vinova délka 470 nm, emisni vilnova délka
535 nm

* Whodnocovaci zarizeni: Data stanice CSW 1,7 (Data Apex) pro sbér a vyhodnocovani

dat.

14



3.4 Schéma chromatografické sestavy

Obrazek 1: Schéma chromatografické sestavy (10)
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3.5 Fluorescen¢ni HPLC detektor

Fluorimetrické detektory pracuji na principu fluorescence. Mé&fi sekundarni zéieni
(emisni), které latka vyda po absorpci primdrniho elektromagnetického zateni (excitacni).
Fotoluminiscence trva obvykle 108 a7 107 sekundy. Molekuly zkoumanych latek
pfechazeji pohlcenim elektromagnetického zafeni ze zadkladniho stavu do vysSich
vibrac¢nich hladin. S absorbovanou energii mize excitovand molekula nalozit rGznym
zpusobem. Muze ji opét vyzafit jako fluorescenci, pifeménit ji na energii vibra¢ni nebo ji
predat jinym molekuldm. Tim se vraci molekula do zakladniho vibra¢niho stavu a nasledné
emituje fluorescencni zéafeni o stejné vinové délce jako absorbované zatreni (rezonanc¢ni
fluorescence) nebo Castéji o vétsi vinové délce emitovaného zaieni v disledku vibraéni

relaxace.

Obrazek 2: Schéma fluorescenéniho detektoru
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http://www.hplc.cz/Teorie/Figure/FL_Detector.gif
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Fluorimetrické detektory jsou zkonstruovany tak, aby zachytily maximdlniho mnozstvi
fluorescen¢niho zafeni vznikajiciho v cele detektoru nasobi¢em. Cidlo musi byt chranéno
pied dopadem excita¢niho zafeni pomoci interferencnich filtrti a tim, Ze je nasobi€ umistén
kolmo ke zdroji excitacniho zafeni. RozliSujeme fluorimetrické detektory jednoduché
konstrukce. Ty jsou kombinaci rtutové vybojky a interferen¢niho filtru jako zdroje
monochromatického excitacniho zatfeni a detekuji fluorescencni zafeni soucasné pii vSech
vlnovych délkach po oddéleni zbytku rozptyleného excitacniho zatreni, a -fluorimetrické
detektory moderni konstrukce, které umozniuji nastavit délku excitacniho i emitovaného
zafeni pouzitim monochromatoru, soucasné lze programovat tyto vinové délky v prubéhu
eluce k dosazeni maximalni citlivosti pro kazdou separovanou latku.
Fluorimetrické detektory umoziuji méfit v pritokové kyveté detektoru excitacni
fluorescencni spektra pii konstantni vinové délce emitovaného fluorescencniho zareni,
nebo emisni fluorescencni spektra pii nastavené vinové délce excitatniho zafeni. Méfeni
spekter se uskuteCiiuje bud’ v systému "stop-flow" nebo u nékterych detektorti i bez
zastaveni toku mobilni faze a jsou pak obdobou detektorti s diodovym polem (11).
Zavislost mezi intenzitou fluorescence a koncentraci fluoreskujici latky vystihuje

ptiblizny vztah:

Dy e kD,.2,3¢, ¢

Plati pro nizké koncentrace fluoreskujici latky a tehdy, je-li vrstva roztoku (1)
dostatecn¢ tenkd. Zavislost mezi fluorescenénim tokem FF a koncentraci fluoreskujici
latky popisuje nasledujici graf. Z n¢ho je patrné, Ze kiivka je linearni pouze v nizkych
oblastech koncentrace c, se zvétSujici se koncentraci ¢ se asymptoticky blizi hodnota

fluorescenéniho toku hodnoté FFax.
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Obrazek 3: Zavislost fluorescence na koncentraci fluoreskujici latky

(I)F,max

» Of

[

» C

http://www.hplc.cz/Teorie/Figure/FL_fluorescence.gif
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4. Vysledky a diskuse

Chromatografickd méteni jsme provadéli u kazdého vzorku za zadanych podminek (teplo a
svétlo, teplo a tma, tma a chlad) celkem devétkrat. Odstup mezi métenimi byl vzdy jeden
tyden.

Nasledujici chromatogramy jsou reprezentativnim vzorkem z pocetného mnoZzstvi
ziskanych dat, na zdkladé kterych jsme vyvodili zavéry tykajici se studia stability derivati
glycinu s NBD-CL

Obrazek 4:slepy pokus, teplo svétlo, 1. tyden
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Obrazek 5: slepy pokus, teplo svétlo, 9. tyden

1,264

1,00

woltage (1B mv]
6,64 NEL-OH

0,74+

0,40+

1,31

0,25+

0,00+

o.o 2.4 4.0 7.4 0,0 12,4 14,0
Timme [min]

19



Obrazek 6: slepy pokus, teplo tma, 1.tyden
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Obrazek 7: slepy pokus, teplo tma, 9.tyden
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Obrazek 8: slepy pokus, tma zima, 1.tyden
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Obrazek 9: slepy pokus, tma zima, 9. tyden
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Chromatogramy vzorku skladovanych za laboratorni teploty bez piistupu

svétla

Obrazek 10: teplo tma, koncentrace 5 ug/l, 2. tyden

1,254

1,00

woltage |1Ed miv]

0,754

6,17 MBL-OH

NBL-GLY

0,50+

0,25

0,00+

0.0 2.5 5,0 7.5 0,0

Obrazek 11 : teplo tma, koncentrace 5 ug/l, 6. tyden
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Obrazek 12: teplo tma, koncentrace 5 ug/l, 8.tyden
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Obrazek 13: teplo tma, koncentrace 10 ug/l, 2. tyden
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Obrazek 14: teplo tma, koncentrace 10 ug/l, 6. tyden
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Obrazek 15: teplo tma, koncentrace 10 ug/l, 8. tyden
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Obrazekl6: teplo tma, koncentrace 25 ug/l, 2.tyden
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Obrazek 17: teplo tma, koncentrace 25 ug/l, 6. tyden
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Obrazek 18: teplo tma, koncentrace 25 ug/l, 8. tyden
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Chromatogramy vzorku skladovanych za sniZené teploty bez pristupu svétla

Obrazek 19: tma zima, koncentrace 5 ug/l, 2.tyden
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Obrazek 20: tma zima, koncentrace 5 ug/l, 6.tyden
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Obrazek 21: tma zima, koncentrace 5 ug/l, 8.tyden
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Obrazek 22: tma zima, koncentrace 10 ug/l, 2.tyden
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Obrazek 23: tma zima, koncentrace 10 ug/l, 6. tyden
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Obrazek 24: tma zima, koncentrace 10 ug/l, 8.tyden
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Obrazek 25: tma zima, koncentrace 25 ug/l, 2.tyden
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Obrazek 26: tma zima, koncentrace 25 ug/l, 6.tyden
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Obrazek 27: tma zima, koncentrace 25 ug/l, 8.tyden
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Obrazky 4-9 zachycuji chromatogramy slepych vzorkl dle jednotlivych podminek
vzdy v prvnim a devatém tydnu. Na kazdém chromatogramu je patrny pik NBD-OH.

Obrazky 10-18 zachycuji chromatogramy vzorkil sledovanych za laboratorni
teploty bez pfistupu svétla vzdy v druhém, Sestém a osmém tydnu u kazdé ze tii
sledovanych koncentraci.

Obdobné obrazky 19-27 znézoriiuji chromatogramy vzorku sledovanych pfi teploté
2 °C bez pristupu svétla opét u kazdé z méfenych koncentraci vzdy v druhém, Sestém a

osmém tydnu.
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Z chromatogramtl jsme odecetli hodnoty ploch piki. Na zakladé kalibra¢ni kiivky (obr. 28)
jsme dosazenim do vzorce spocitali koncentrace jednotlivych vzorkli v pribéhu méfeni.

Kalibra¢ni kiivku jsme sestavili na zakladé praimérnych hodnot dvou méfeni.

Obrazek 28 : Kalibracni primka
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Tabulka 1: Namérené koncentrace u vzorkii, které mely puvodni koncentraci 5 ug/l

5 ng/l 1. tyden | 2. tyden | 3. tyden | 4.tyden | 5.tyden | 6. tyden | 7.tyden | 8.tyden | 9. tyden
teplo, svétlo 1,6 0,8 4,3 3,5 4,5 4,1 2,3 2,5 1,3
teplo, tma 52 9,1 9,5 10,1 11,3 7,7 9,5 10,6 12,6
tma, zima 5,0 5,7 7,9 7,2 6,5 3,7 34 4,4 5,2

Tabulka 2: Namérené koncentrace u vzorkii, které mély pitvodni koncentraci 10 ug/l

10 pg/l 1. tyden | 2. tyden | 3. tyden | 4.tyden | 5.tyden | 6. tyden | 7.tyden | 8.tyden | 9. tyden

teplo, svétlo 53 6,2 8,4 8,0 6,9 6,2 5,1 5,1 33
teplo, tma 12,3 18,9 19,9 20,9 14,5 14,4 15,8 16,1 18,4
tma, zima 14,3 17,1 19,7 197, 21,4 12,1 11,3 13,9 17,2
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Tabulka 3: Namérené koncentrace u vzorku, které mely piivodni koncentraci 25 ug/l

25 ug/l 1. tyden | 2. tyden | 3. tyden | 4.tyden | 5.tyden | 6. tyden | 7.tyden | 8.tyden | 9. tyden
teplo, svétlo 19,8 17,0 22,8 17,3 15,9 17,3 15,8 19,8 22,0
teplo, tma 29,5 39,5 434 40,0 32,5 32,8 32,0 35,8 44,4
tma, zima 30,6 36,2 36,6 37,6 40,6 25,8 23,8 27,4 27,5

Obrazek 29: Srovnani vzorkii o koncentraci Sug/!
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Obrazek 30: Srovnani vzorkii o koncentraci 10ug/!
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Obrazek 31: Srovnani vzorkii o koncentraci 25ug/|
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Grafy zobrazuji zménu pocatecni koncentrace, kterd byla pro vSechny vzorky stejna
a kterou jsme chromatograficky ovéfili dle sledovanych podminek.

Z tabulek 1-3 a néasledné grafii je patrné, Ze vzorky skladované na svétle
za laboratorni teploty vykazuji oproti obéma sériim vzorkil skladovanych za odlisnych
podminek zfeteln& nizsi koncentrace.

Série vzorkl skladovanych bez ptistupu svétla a to za laboratorni teploty respektive
pfi 2 °C vykazuji podobné koncentrace, pficemz se zdd, ze vzorky skladované
za laboratorni teploty bez pfistupu svételnych paprskii vykazuji nepatrné vySsi
koncentrace.

Je vidét, ze paradoxné nejstabilnéji, pokud jde o udrzeni stale koncentrace, se
chovaly vzorky uchovavané na svétle a v teple, nicméné zjiSténé koncentrace jsou nizsi. Je
to dano tim, Ze svétlo rozkladda NBD-Gly. Je vSak neocekavané, ze rozkladné pusobeni
svétla se dominantné projevilo v prvnim tydnu. Pak je jiZ tento vliv sporny.

U vzorkli uchovavanych ve tmé¢ koncentrace nejprve stoupala, poté klesla, ale pak
zaCala opét pozvolna stoupat. Degradace NBD-Gly nastala u vzorkli, kterym se
nedostavalo svétla, pozdé€ji, coz se projevilo poklesem koncentrace zhruba v Sestém tydnu.
Vzestup koncentraci NBD-Gly béhem prvnich cca péti tydnt méteni je pirekvapujici
skutecnosti. Vysvétleni této skuteCnosti je obtizné, protoze vzorky byly stabilizovany
kyselinou chlorovodikovou, kterd méla zastavit derivatizani reakci. Je mozné se
domnivat, Ze v reak¢éni smési doslo k tvorbé n&jakych fluoreskujicich latek, které pii HPLC
analyze eluovaly spole¢né¢ s NBD-Gly nebo byla pouzita stabilizace z n&jakého divodu
nedostateCna.

Z chromatogramll je rovnéZz patrné, Ze piky nespliuji idealni predstavy o své
podobé&. RozliSeni je dobré, avsak faktor symetrie neni optimalni. Proto jsme zkusili
modelové vzorky zanalyzovat i za jinych podminek chromatografické analyzy.

Krom¢ dihydrogenfosfore¢nanového pufru (pH 2,5) jsme vyzkouseli
1 hydrogenfosfore¢nanovy pufr (pH 7,0) a to v kombinaci jak s acetonitrilem, tak
s methanolem v poméru 75:25. Pro zjednodusSeni jsme pouzili vzorky skladované pfi
laboratorni teploté bez piistupu svétla. Acetonitril poskytnul pekné symetrické piky NBD-
OH, avsak reten¢ni ¢as NBD-Gly byl pfili§ dlouhy. Methanol se neosvedcil.

V druhé fazi jsme zménili kolonu-Atlantis T3 (Waters) o rozmérech 4,6x150 mm
plnénou sférickymi Casticemi o velikosti Sum a opét jsme sledovali vzorky v kombinaci
acetonitril, methanol, difosfore¢nanovy (pH 3,0) a hydrogenfosforecnanovy pufr (pH 7,0),

tentokrat v poméru 70:30. Kolona Zorbax, kterou jsme pouzivali béhem naSeho méfeni je
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vhodna pro méteni i za znacné kyselého pH (pod 2,0), avsak piky vykazuji ztetelny chvost.

Acetonitril s hydrogenfosforecnanovym pufrem (pH 7,0) poskytly chromatogramy
s kratkym elucnim Casem, kratce po treti minut¢ NBD-OH a NDB-Gly kratce po sedmé
minut¢. (obr. 32-34).

Obrazek 32: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
hydrogenfosforecnanovy pufr (pH 7,0) s acetonitrilem 70:30, koncentrace 10 umol/|
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Obrazek 33 :Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
hydrogenfosforecnanovy pufr (pH7,0) s acetonitrilem 70:30, koncentrace 25umol/l
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Obrazek 34:Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
hydrogenfosforecnanovy pufr (pH 7,0) s acetonitrilem 70:30, slepy pokus
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Methanol poskytoval s hydrogenfosfore¢nanovym pufrem symetrické piky. Retencni cas

NBD-OH byl v§ak v jedenacté minuté¢, NBD-Gly dokonce v 18. minuté.

Obrazek 35 :Chromatogram vzorku méreného na kolone Atlantis, mobilni faze
hydrogenfosforecnanovy pufr (pH 7,0) s methanolem 70:30, koncentrace 10 umol/I.
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Acetonitril s dihydrogenfosforecnanovym pufrem (pH 3,0) poskytuje chromatogramy, kde
se NBD-OH eluuje kolem c¢tvrté minuty, NBD-Gly v sedmé minuté. Nedostatkem

chromatogrami je nedokonald symetri¢nost pikda.

Obrazek 36:Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
dihydrogenfosforecnanovy pufr(pH 3,0) s acetonitrilem 70:30, koncentrace 10 umol/l
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Obrazek 37: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
dihydrogenfosforecnanovy pufr (pH 3,0)s acetonitrilem 70:30, koncentrace 25 umol/l
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Obrazek 38: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
dihydrogenfosforecnanovy pufr (pH 3,0) s acetonitrilem 70:30, slepy pokus
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Methanol s dihydrogenfosforecnanovym pufrem (pH 3,0) poskytl chromatogramy s piky,
jejichz retencni Casy jsou v Sest¢ (NBD-OH), respektive v desaté (NBD-Gly) minuté, s

patrnym chvostem.

Obrazek 39: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni fdze
dihydrogenfosforecnanovy pufr (pH 3,0) s methanolem 70:30, koncentrace 10 umol/l
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Obrazek 40: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
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dihydrogenfosforecnanovy pufr (pH 3,0) s methanolem 70:30, koncentrace 25 umol/l
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Obrazek 41: Chromatogram vzorku méreného na koloné Atlantis, mobilni faze
dihydrogenfosforecnanovy pufr (pH 3,0) s methanolem 70:30, slepy pokus
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5. Zavér

Sledovali jsme stabilitu NBD-Gly v sérii tiech vzorkii za odlisnych podminek, to jest
za laboratorni teploty a pfistupu svétla, za laboratorni teploty bez pfistupu svétla a za
teploty 2 °C za nepfistupu svétla.

Nejstabilngji se chovaly vzorky skladované na svétle a teple, ackoli zjisténé
koncentrace byly oproti dal§im seriim nizsi.

Stabilita NBD-Gly je ve vSech ptfipadech vyrazné lepsi v porovnani se zjiSténimi
Uhlarové (1). AvSak spravnost zjiSténych koncentraci po skladovani derivatizovanych
vzorki po del$i dobu, tj v fadu tydnd, je velmi Spatna.

Piky nebyly z hlediska symetrie optimalni a vykazovaly zfetelny chvost, tudiz jsme
navrhli jiné podminky-kolonu a mobilni fazi. Z vysledkl nejlépe vysly vzorky métfené
na kolon¢ Atlantis s mobilni fazi hydrogenfosfore¢nanovy pufr (pH 7,0) a acetonitril
v poméru 70:30. Elucni ¢as byl rovnéz ptiznivy, a to kratce po sedmé minuté¢ pro NBD-

Gly.
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