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SOUHRN

Diserta¢ni prace je zaméfena na vyvoj novych plynové-chromatografickych metod
uréenych pro separaci a stanoveni vybranych polarnich latek, pro které byly navrZeny
vhodné derivatizacni postupy. Diky chemické derivatizaci bylo mozné stanovit 1 polarni
slouceniny, které by v jejich nativni podob¢ nebylo mozno analyzovat. Teoreticka ¢ast prace
pojednava o definici polarity latek, problematice spojené s jejich analyzou, popisuje piiciny
vedouci k vyuziti chemické derivatizace a v neposledni tadé rovnéz podava piehled
tradi¢nich 1 méné Castych derivatizacnich zplsobl. Teoretickou cast uzaviraji kapitoly
prace navrzeny a vyvinuty prekoncentrani a derivatizaéni postupy, vcetné
chromatografickych a detek¢nich podminek.

Vysledky prace zahrnuji studium a vyvoj metody uréené pro soucasné stanoveni
akroleinu a akrylamidu, ve vzorcich tabakového koufe a koufe z elektronickych cigaret.
Pro tento Ucel byla navrZena aparatura umoziujici zachyt jak hlavniho, tak vedlejSiho koure
do vodného prostiedi. Z diivodu vysoké polarity a nizké molekulové hmotnosti akroleinu
1 akrylamidu, bylo pfistoupeno k jejich chemické derivatizaci prostfednictvim bromace,
pficemz byla provedena optimalizace celého procesu. Vysledkem této modifikace bylo
snizeni polarity obou analytli, zvySeni jejich stability, molekulové hmotnosti
a extrahovatelnosti. Vnesenim atomd bromu do molekul téchto analyti bylo rovnéz
dosazeno lepsi selektivity a nizSich detek¢nich limith. Navrzend metoda byla Uspé$né
validovana. Limit detekce byl v piipadé akrylamidu stanoven na 0,27 pg/cig. ek.,
a pro akrolein na 8,35-107 pg/cig. ek. Analyzou realnych vzorki byl zjistén obsah akroleinu
ve vSech testovanych vzorcich, tzn. v tabdkovém koufi i koufi z elektronickych cigaret,
u kterych je jeho pfitomnost vysvétlena degradaci glycerolu nachézejiciho se v néplni tohoto
zafizeni. Pfitomnost akrylamidu pak byla prokazana jen v pfipad¢ koufe z tabakovych
vyrobkii, ve kterych akrylamid vznika prostfednictvim Maillardovy reakce.

Mezi dalsi studie provadéné v ramci této prace patii navrh, vyvoj a validace
headspace metody uréené ke stanoveni zbytkovych rozpoustédel v kyseliné
isobutylboronové, kterd je vyuzivdna pii syntéze protinddorového léc¢iva Bortezomibu.
Z divodu vysoké reaktivity a tékavosti této kyseliny bylo nezbytné, pro tispésné stanoveni
pfitomnych zbytkovych rozpoustédel, provedeni jejtho maskovani pomoci Ccinidla

1,8-diaminonaftalenu. Touto kondenzacni reakci byl piipraven produkt, ktery jiz nemél



tendenci prechazet do headspace faze, a nedochézelo tak k poskozovani stacionarni faze
kolony jako v pfipad¢ analyzy nemaskované kyseliny isobutylboronové. Cely navrzeny
proces byl optimalizovan a validovan podle smérnic mezinarodnich Iékopisii. Vyvinuta
metoda je rutinné vyuzivdna ve farmaceutické spolecnosti Teva, v jejichz spolupraci byl
tento projekt fesen.

Dalsi polarni latkou, pro kterou byla v ramci této prace navrzena analyticka metoda,
je alloxan. Tato sloucenina je zndma svoji schopnosti zptusobovat diabetes a existuje
ditvodné podezieni na jeji pfitomnost v bélené mouce. Alloxan je opét latka reaktivni
a nizkomolekularni, pro niz byl vyvinut dvoukrokovy derivatizaéni postup vedouci
ke sniZeni jeji polarity a zvySeni stability. V prvnim derivatizaénim kroku bylo vyuzito
dosud nepublikované kondenzacni reakce mezi alloxanem a 4,5-dibrom-1,2-
fenylendiaminem za vzniku 7,8-dibromalloxazinu, ktery byl v druhém kroku podroben
silylaci. Diky vyssi retenci vysledného derivatu na nepolarni stacionarni fazi se podafilo
ziskat pik jasné separovany od matricnich sloZek. Pfitomnost dvou atom@ bromu v molekule
derivatu napomohla jeho citlivé detekci. Funkénost metody byla ovétfena prostfednictvim
analyzy vzorku mouky spikovaného alloxanem, avSak u zadného z testovanych redlnych
vzorkli nebyl obsah alloxanu prokazan. Z tohoto diivodu byla zaméiena pozornost
na degradac¢ni produkty alloxanu — kyselinu alloxanovou a parabanovou. Ob¢ kyseliny bylo
mozné analyzovat jako TMS derivaty, avSak ani tyto produkty vznikajici rozkladem

alloxanu nebyly v redlnych vzorcich mouky detegovany.



SUMMARY

The dissertation is focused on the development of new gas-chromatographic
methods, intended for separation and determination of selected polar substances, for which
suitable derivatization procedures have been proposed. Chemical derivatization allowed
for determination of polar compounds, which could not be analyzed in their native form.
The theoretical part deals with the definition of the polarity of substances, the problems
associated with their analysis, describes the causes leading to the use of chemical
derivatization and last but not least, it also gives an overview of traditional and less frequent
derivatization methods. The theoretical part is terminated with chapters providing more
detailed information about selected polar analytes for which preconcentration and
derivatization procedures have been proposed and developed, including chromatographic
and detection conditions.

The results include the study and method development for the simultaneous
determination of acrolein and acrylamide in samples of tobacco smoke and smoke from
electronic cigarettes. For this purpose, an apparatus for capturing both the main and
the secondary smoke in the aqueous solution has been devised. Due to the high polarity and
low molecular weight of acrolein and acrylamide, both analytes were chemically derivatized
by bromination. Optimization of the whole derivatization process was performed
concurrently. As a result of this modification, the polarity of both analytes was reduced, their
stability, molecular weight and extractability increased. Introduction of bromine atoms into
the molecules of these analytes led to better selectivity and lower detection limits.
The proposed method has been successfully validated. The limit of detection was
0.27 pg/cig. eq. for acrylamide and 8.35-107 pg/cig. eq. for acrolein. Analysis of real
samples revealed acrolein content in all tested samples, i.e. in tobacco smoke as well
as smoke from electronic cigarettes, in which its presence is explained by the degradation
of glycerol present in the e-liquid. The presence of acrylamide was proved only in the case
of smoke from tobacco products in which acrylamide is generated during Maillard reaction.

Other studies in this thesis include the design, development and validation
of a headspace method for determination of residual solvents in isobutylboronic acid, which
is used in the synthesis of antitumor drug Bortezomib. Due to the high reactivity and
volatility of this acid, it was necessary to use masking derivatization with

1,8-diaminonaphthalene, which allowed the determination of present residual solvents.



This condensation reaction led to formation of a product that no longer tended to transfer
into the headspace phase, and thus did not damage the stationary phase of the column as in
the case of unmasked isobutylboronic acid. The entire proposed process has been optimized
and validated according to international pharmacopoeia guidelines. The developed method
is routinely used in the pharmaceutical company Teva, where this project was carried out.
Alloxane is another polar substance for which an analytical method has been
proposed. This compound is known for its ability to cause diabetes and there is a reasonable
suspicion of its presence in bleached flour. Alloxane is reactive and has low molecular
weight. Therefore, a two-step derivatization process has been developed to reduce its
polarity and increase stability. In the first derivatization step, a previously unpublished
condensation reaction between alloxane and 4,5-dibromo-1,2-phenylenediamine was
utilized to give 7,8-dibromalloxazine, which was silylated in the second step. Due to the
higher retention of the resulting derivative on the non-polar stationary phase, a peak clearly
separated from the matrix components was obtained. The presence of two bromine atoms in
the resulting molecule supported its sensitive detection. The performance of the method was
verified by analyzing a sample of flour spiked with alloxan, but none of the tested real
samples showed alloxane presence. For this reason, attention has been focused on
the degradation products of alloxane, alloxanic and parabanic acid. Both acids could be
analyzed as TMS derivatives. However, these alloxane decomposition products were not

detected in real flour samples.
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1. UVOD

Plynova chromatografie je analytickou separacni technikou, ktera je jiz po nékolik
desetileti v mnoha zavedenych aplikacich nezastupitelna. Uplatnéni nachazi jak ve védecko-
vyzkumné oblasti, tak také pfi rutinnich analyzach ve farmacii, forenznich a klinickych
laboratofich, v petrochemickém, potravinaiském a kosmetickém primyslu, monitoringu
zivotniho prostfedi aj. K jejimu rozsifeni prispivaji nejen jeji separacni schopnosti, cenova
dostupnost a relativné nizké provozni naklady, ale také flexibilita, se kterou lze tuto techniku
vyuzit pfi zcela odlinych aplikacich. Siroké spektrum t&kavych latek, které lze
prostiednictvim této instrumentace analyzovat, je mozné diky spravné zvolené chemickeé
derivatizaci dale jeSté¢ doplnit o fadu dalSich analyti. Chemickou modifikaci cilovych
sloucenin je mozné dosdhnout vyznamného zlepSeni nejen z hlediska jejich separace
a detekce, ale taktéZ samotné izolace analytli ze vzorku, kterd mlze byt v pfipad¢ analyzy
polarnich latek pfitomnych v komplexnich matricich vcelku komplikovand. A pravé
problematice analyzy polarnich latek prostfednictvim plynové chromatografie ve spojeni
s chemickou derivatizaci je vénovana pozornost v této disertacni praci.

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium, vyvoj a aplikaci novych plynové
chromatografickych metod v analyze polarnich slouc¢enin. Konkrétné byla navrzena plynové
chromatograficka metoda s hmotnostni detekci (GC/MS) pro soucasné stanoveni akroleinu
a akrylamidu v tabdkovém kouii a koufi z elektronickych cigaret. Déle byla vyvinuta
headspace plynové chromatografickd metoda s plamenoionizac¢ni detekci (HS-GC-FID)
umoznujici stanoveni zbytkovych rozpoustédel pritomnych v kyselin€ isobutylboronové,
pricemz tato metoda byla validovana a je vyuzivana pro rutinni analyzy ve farmaceutickém
pramyslu. Byla rovnéz studovana problematika stanoveni alloxanu a jeho degrada¢nich
produkti v bélené mouce, véetné aplikace navrzenych metod a derivatizacnich postupil

pro analyzu realnych vzorku.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uvod do plynové chromatografie a chemické derivatizace

Prvotni koncept plynové chromatografie (GC) byl navrzen jiz ve 40. letech minulého
stoleti britskym biochemikem Richardem Syngem a chemikem Archerem Martinem [1],
ktery nasledné ve spolupraci s Anthony Jamesem piedstavil roku 1952 prvni plynové
chromatograficky systém uplatnény pii separaci smési t€kavych mastnych kyselin [2].
Vyznam tohoto objevu byl velice rychle potvrzen obrovskym zdjmem ze strany védct
z ruznych odvétvi a jejich spoluprace méla za nésledek nebyvale prudky rozvoj plynové
chromatografie a vyvoj na tehdejsi dobu velmi sofistikovanych systému [3-6].

Diky Siroké vyuzitelnosti a moznostem, které plynova chromatografie nabizi, je tato
technika jiz fadu let ,,zlatym standardem* soucasné separacni instrumentace s celosvétovym
prodejem vice nez 30 000 systému za rok [7]. Hlavnimi jejimi vyhodami jsou ucinnost
a vysoka rozliSovaci schopnost, citlivost, vysokd ptesnost pii kvantitativni analyze, moznost
rychlych analyz (v fddech sekund az minut), ddvkovani nizkych objemt vzork, spolehlivost
a finan¢ni nenaro¢nost. Rovnéz dostupnost fady detektorti, jak univerzalnich, tak vysoce
selektivnich, pfispiva k Siroké vyuzitelnosti této techniky, ktera je v ptipad¢ spojeni
s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci schopna poskytnout cenné informace o struktufe
molekuly vcetné moznosti snadné identifikace latek pomoci databaze spekter. Nejvice
limitujicim faktorem plynové chromatografie je zavislost na tékavosti analytu a omezeni
jeho molekulovou hmotnosti (vétSina tékavych analyti zpravidla pod 500 Da) a dale
nevhodnost pro analyzu termolabilnich latek [7,8]. Jinymi slovy lze fici, Ze ptiblizné 10 %
vSech organickych latek je pfimo analyzovatelnych prostiednictvim plynové
chromatografie. Iontové, velmi poldrni, termolabilni a vysokomolekularni latky nejsou
pro GC analyzu vhodné. Avsak v zavislosti na struktufe jejich molekuly a na pfitomnosti
raznych funkénich skupin, je v fad¢ ptipadii mozné uplatnit chemickou derivatizaci téchto
analyt, jejimz vysledkem jsou produkty, které jiz z hlediska t¢kavosti, teplotni stability
apod., splituji podminky pro plynové chromatografickou separaci [9]. I pies rychly rozvoj
na poli analytické instrumentace a vyvoj celé fady novych alternativnich aplikaci, pfedevsim
pak z oblasti vysokoucinné kapalinové chromatografie, se nelze obejit bez discipliny, jakou
je chemické derivatizace v plynové chromatografii. Derivatizace je stale velmi aktudlni

a nenahraditelnd v celé tfad¢ analytickych aplikaci, zvlasté z oblasti environmentalni,



farmaceutické, forenzni, biochemické a potravinarské [10-19]. K uplatnéni chemické
derivatizace nemalou mérou pfispivda 1 rozsifenost metod zalozenych na GC/MS
instrumentaci, kdy derivatizace je Casto jedinou moznosti, diky které lze odseparovat
stopova mnozstvi analytu z komplexni matrice a diky hmotnostnimu spektrometru nésledné

ziskat informace o struktufe dané latky.

2.2. Definice polarity latek

Polarita molekul je fyzikalni vlastnost sloucenin, ktera je zplisobena nerovnomérnym
rozloZenim naboje mezi riznymi atomy v molekule. Toto nerovnomérné sdileni elektronti
mezi dvéma atomy v polarni kovalentni vazbé ma za nésledek vznik parcidlniho kladného
a parcialniho zadporného naboje a tim vznik dipolu. To je ptipad polarnich molekul, které
jsou elektricky asymetrické a vykazuji dip6élovy moment. U nepoldrnich molekul
rozliSujeme dva typy. Molekuly, jejichz atomy maji shodnou nebo téméf shodnou
elektronegativitu, disponuji nulovym nebo velmi malym dipdlovym momentem. Druhy typ
nepolarnich molekul obsahuje polarni vazby, ale molekulova geometrie je symetricka. To
ma za nasledek vzdjemné vyruseni dipolt. Takovym piikladem je oxid uhlicity. Jedna se
o nepolarni molekulu, ptestoze obsahuje dvé polarni vazby. Diivodem je, ze tato molekula
ma linedrni tvar a ob¢é polarni vazby jsou v symetrickém uspofadéani, coz déla z CO;
molekulu navenek nepoldrni. U vétSiny latek ale existuje pfimé spojeni mezi polaritou
molekuly a pfitomnym poctem polarnich nebo nepolarnich kovalentnich vazeb. Co se tyce
vlivu polarity na fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly, tak ten je vyznamny. Ovliviiuje
jak reaktivitu latky, tak jeji rozpustnost, povrchové napéti, viskozitu, teplotu tani, teplotu
varu a fadu dal$ich vlastnosti [20,21].

V chromatografii se pojem polarita poji rovnéz s ochotou latek tvofit vodikové
vazby. K tomuto typu dipolarni interakce dochézi, kdyz se vodik vaze k atomtiim jako kyslik,
dusik a halogeny, kter¢ jsou elektronegativnéjsi a maji tendenci mit parcidlni zdporné naboje.
Vodik pak miize interagovat s blizkou elektronové bohatou molekulou pravé za vzniku této
slabé vodikové vazby. Prikladem latek, pro které je tvorba vodikové vazby typicka, jsou
voda, alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aminy, amidy aj. Molekuly spojené
vodikovymi vazbami maji v disledku silné vzajemné pfitazlivosti zpravidla vyssi teplotu
tani a varu, a také lepsi rozpustnost ve vodé ve srovnani s molekulami, které jsou polarni,

ale schopnost tvofit vodikovou vazbu nemaji [20,22,23].



Veskeré uhlovodiky, zvlasté pak ty nasycené, jsou charakteristickymi nepolarnimi
latkami. Nizkou polaritu maji rovnéz molekuly latek, které ve své strukture obsahuji vétsi
uhlovodikové zbytky v podobé arylt, alkyli a cykloalkyld. Tyto molekuly byvaji
hydrofobni a lipofilni. Typickymi poldrnimi latkami, které vykazuji permanentni dipdlovy
moment, jsou ty, jejichz molekula obsahuje nékterou z polarnich funkénich skupin -
hydroxylovou, karboxylovou, karbonylovou, sulfanylovou, nitroskupinu, aminoskupinu a;.
Nejpolarn¢jSimi latkami jsou vSak ionizované formy organickych kyselin a bazi [24].

Setazeni latek od nejvice polarnich po zcela nepolarni je uvedeno na Obr. 1.

Tetraalkylamoniové slouceniny
Sulfonové kyseliny
Karboxylové kyseliny

Alkoholy a fenoly

Amidy

Primarni aminy

Aldehydy a ketony

Estery karboxylovych kyselin
itroslougeniny

Obr. 1: Sefazeni skupin organickych latek podle jejich polarity [24].

2.3. Moznosti chemické derivatizace v plynové chromatografii

Chemicka derivatizace je bézné pouzivanou technikou, kterd umoziuje rozsifit
spektrum latek analyzovatelnych pomoci GC ptip. GC/MS. Bez ptedchozi konverze
sloucenin, jakymi jsou naptiklad aminokyseliny nebo cukry, by plynové chromatograficka
analyza téchto latek nebyla jinak mozna. Pfitomnost riznych polarnich skupin v molekule
latek je nejvyznamnéjSim zdrojem problému spojenych s jejich GC analyzou. Funkéni
skupiny typu hydroxylovd, karboxylova, karbonylova, thiolovd a aminoskupina jsou
zodpoveédné, kvuli jejich polarité a skloniim vytvaret vodikové vazby, za nizkou tékavost
latek, za silnou adsorpci analytu na staciondrni fazi a aktivni centra a tim za Spatnou symetrii
piku. V neposledni fadé rovnéz za termalni a chemickou nestabilitu vedouci ke ztratdm

sloucenin v chromatografickém systému béhem analyzy.



Obecné lze konstatovat, ze k derivatizatnimu kroku se pfistupuje piedev§im
z nasledujicich divodu:
e zvySeni t€kavosti
e zvyseni tepelné stability, popf. snizeni reaktivity analytl
e zlepSeni chromatografického chovani (symetrie piki)
e zlepSeni separace strukturné piibuznych sloucenin (izomery)
e zvySeni selektivity a citlivosti detekce

Slouceniny o vysoké relativni molekulové hmotnosti nejsou obvykle vhodné
pro pfimou GC analyzu z divodu jejich nizké tékavosti. V ptipad€, ze se v molekulach
téchto latek navic nachazeji polarni funkéni skupiny, tak dochazi k jesté dalSimu snizeni
t€kavosti. Pro takové slouceniny je typicka silné retence na stacionarnich fazich, coz vede
k pfili§ dlouhym retenénim ¢astim, pfipadné k tomu, Ze tyto latky nejsou z kolony vibec
eluovany. Pokud je vSak vhodnym derivatizaénim postupem zamezeno silnym
mezimolekuldrnim interakcim polarnich skupin, naptiklad jejich blokaci nepolarnim
substituentem, tak Ize velice ¢asto docilit vyznamného zvyseni t&kavosti téchto latek. Radu
latek nelze analyzovat prostfednictvim GC také z divodu jejich termalni nestability.
U takovych latek dochazi krozkladu jiz pfi nadavkovéani do vyhtatého nastfikového
prostoru, coz se muze v chromatografickém zédznamu projevit absenci ptisluSného piku,
nebo naopak ziskanim vétSiho poctu pikd patficich rozkladnym produktim.
U nizkomolekularnich latek se lze Casto setkat s jejich vysokou tékavosti, ¢imz dochazi
ke ztratdm analytl béhem pfipravy vzorku, at’ jiz pfi jejich extrakci nebo odstranovani
rozpoustédla. To je nasledn¢ zdrojem chyb pii pfipadné kvantifikaci téchto sloucenin.
Provedeni derivatizace u téchto latek je tedy nejen vyhodné =z pohledu samotné
chromatografie, ale také z hlediska ptedupravy vzorku.

Slouceniny s nizkou tékavosti a vysokou polaritou ve vétSiné piipadid podléhaji
adsorpci ¢i absorpci pii kontaktu s aktivnimi misty chromatografického systému. To ma
za nasledek zhorSeni chromatografického chovani téchto latek, projevujici se chvostovanim
pikt, ptipadné Spatnou nebo dokonce zadnou odezvou. Kvantifikace téchto sloucenin je
bez provedeni derivatizace prakticky nemozna. Ptikladem Ize uvést omezené moznosti
pii analyze aktivnich polarnich latek v podobé alkoholli, aldehydt, organickych kyselin
a velmi bazickych amini na tradiné pouzivanych polyethylenglykolovych (PEG)
stacionarnich fazich, kdy se tyto latky z diivodu jejich reaktivity ochotné sorbuji na aktivnich

mistech. AvSak diky vyvoji a zdokonalovani technologii, které jsou pti vyrobé novych



plynovych chromatografi, staciondrnich fazi kolon a dalSiho spotfebniho materialu pouzity,
se lze u nékterych latek podléhajicich adsorpci/absorpci na aktivnich mistech obejit
bez derivatiza¢niho kroku. Je to déno snahou vyrobci o dosaZeni co nejinertnéj$iho
chromatografického prostiedi [25,26].

Castym déivodem vedoucim k vyuziti derivatizaéniho kroku je separace tzce
ptibuznych sloucenin, které by jinak nemohly byt rozliSeny. Pfikladem mohou byt optické
izomery, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti jsou v achiralnim prostfedi shodné, a tak
nemohou byt v tomto prostiedi separovany. Pii pouziti vhodného derivatiza¢niho ¢inidla je
vSak mozné optické izomery separovat v podob¢ diastereomerickych derivat. Prikladem
1ze uvést separaci (R)- a (S)- enantiomerti ibuprofenu, ketoprofenu a naproxenu v odpadni
vodé. Tyto enantiomery byly pomoci (R)-1-fenylethylaminu derivatizovany za vzniku
ptislusnych amidovych diastereomerti s naslednou analyzou prostfednictvim plynové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS). VSechny
diastereomerni pary téchto tfi 1é¢iv byly ispéSné separovany s vysokym rozliSenim [27].

Zména struktury analytu s cilem dosdhnout vyssi selektivity a niz§ich detek¢nich
limitd je dal$i z divodl, pro¢ vyuzit chemickou derivatizaci. Nejcastéji vyuZivanym
selektivnim detektorem v plynové chromatografii je detektor elektronového zachytu (ECD),
jehoZz odezva je zna¢né zavisla na ptitomnosti ur¢itého typu funkcéni skupiny ¢i prvku
v molekule analytu. ECD je detektorem velice citlivym na atomy halogeni. Mezi nej¢astéjsi
zpiisoby derivatizace patii vneseni halogenovanych funkénich skupin (trifluoracetaty,
heptafluorbutyraty, pentafluorfenyly aj.) do molekuly analytu, ktery by jinak nebylo mozno
detegovat. ECD je rovnéz velice citlivy na pfitomnost nitroskupiny, proto se pro dosazeni
co nejlepsi citlivosti mohou vyuzit 2,4-dinitrofenylderivaty [28]. Taktéz pro spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci byla vyvinuta fada derivatizanich postupt, diky
kterym lze ziskat hmotnostni spektra s charakteristickou fragmentaci, coz usnadiuje
naslednou identifikaci a kvantifikaci. Mezi nejbéznéji pouzivané patii trimethylsilyl (TMS)
derivaty. Jejich vyhodou je snadnd pfiprava, velice dobré chromatografické vlastnosti,
tvorba charakteristickych MS fragmenti a skutecnost, ze fada dostupnych knihoven
obsahuje hmotnostni spektra TMS derivatt pro Sirokou skupinu latek [29].

Nejvyznamnéjs$i a nejcastéji vyuzivané zpltsoby chemické derivatizace latek jsou

popsany v podkapitolach 2.3.1 - 2.3.6.



2.3.1. Silylace
Jak jiz bylo zminéno, tak silylace je pravdépodobné nejpouzivanéjsim zpiisobem
derivatizace funkénich skupin u nedostate¢né tékavych latek. Ukolem silylace je blokovani
protickych mist molekuly, ¢imz dochdzi k potlaceni interakci typu dipol-dip6l, zvySeni
tékavosti analytu a zaroven snizeni jeho povrchové adsorpce. Jednd se o vneseni silyl
skupiny do molekuly derivatizované latky nahradou za aktivni vodik pfitomny v polarnich
funkénich skupindch (-COOH, -OH, =NH, -NH>, -SH) (Obr. 2). Pro tento ucel byla vyvinuta
fada silylacnich ¢inidel, pfi€emz vybér toho spravného ¢inidla se odviji od jeho reaktivity
a selektivity vici derivatizované latce. Dale je potieba zvazit stabilitu derivatu, mnozstvi
vznikajicich vedlejSich reakénich produkti a separovatelnost ptipraveného derivatu
od ostatnich slozek pfitomnych ve vzorku [30,31]. Silyla¢ni ¢inidla (Obr. 2) lze rozdé¢lit
do téchto skupin [25]:
e silylaminy
e silylamidy
e hexamethylsilazany
e trialkylchlorsilany
Typickym zastupcem silylamint je N-trimethylsilylimidazol (TMSI), ktery je jednim
z nejucinngjSich silylacnich ¢inidel hydroxylovych skupin [25,30]. Je tedy vhodny pro
derivatizaci alkoholli, fenolii, mastnych kyselin, steroidi apod. Jeho nevyhodou je,
ze nereaguje s alifatickymi aminy. Ze skupiny silylamida patfi mezi nejznaméjsi a zaroven
nejvice  vyuzivana  Cinidla N, O-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) a  N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA). Ob¢ <cinidla jsou vhodna k derivatizaci
alkoholt, fenolil, karboxylovych kyselin, amidd, amint a v ptipadé BSTFA i sulfonamidu.
Pouzivaji se samotna nebo s pifidavkem katalyzatoru v podob¢ pyridinu, kyseliny
chlorovodikové, trifluoracetamidu (TFA) pfipadné trimethylchlorsilanu (TMCS). BSTFA
vSak oproti BSA reaguje rychleji a kompletnéji. Jeho vedlejsi produkty jsou vice tékavé
ve srovnani s jinymi silylaénimi c¢inidly, coz zplsobuje méné¢ chromatografickych
interferenci a pfitomnost atomt fluoru vede k mensimu zneciSténi plamenoionizacniho
detektoru (FID) usazeninami kiemiku. Zastupcem dalsi skupiny silylacnich ¢inidel je
hexamethyldisilazan (HMDS). Jedna se o jedno z nejptivodnéjsich silylacnich ¢inidel. Neni
pfili§ silnym donorem TMS skupiny, pfesto se pouziva diky fad¢ jeho vyhod. Je cenové
dostupny, ma relativné nizky bod varu a jeho jedinym reakénim produktem je amoniak.

Miize byt pouzit bez piidavku rozpoustédel a schopnost jeho reakce s prislusnymi analyty



lze zvysit pomoci riznych katalyzatort. Toto ¢inidlo je vhodné pro derivatizaci alkohold,
fenold, karboxylovych kyselin a aminti. TMCS je ptedstavitelem posledni skupiny latek
pouzivanych k silylaci. Poprvé byl pouzit v roce 1944 R. O. Sauerem pfi silylaci alkohold,
coz z n¢j dela nejstarsi silylacni €inidlo viibec. Samotny TMCS je velice slabym silyla¢nim
¢inidlem, avsak v piitomnosti baze je schopen silylovat fadu funkénich skupin. Casto je viak
vyuzivan v kombinaci s n€kterym z jinych silylac¢nich ¢inidel (nejcastéji BSTFA), jelikoz
diky vznikajicimu meziproduktu v podobé HCI je schopen zvysit silu silnéjSiho silylového
donoru.

Pyridin a jin4d polarni rozpoustédla s velkou solvataéni kapacitou (acetonitril,
dimethylformamid, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran) mohou usnadnit samotnou
derivatizaci, proto patii mezi nejcastéji pouzivana rozpoustédla pii silylanich reakcich.
Hlavni vyhodou pyridinu je, Ze je jak aprotickym rozpoustédlem, tak také katalyzatorem,
ktery zaroven absorbuje HCI béhem organochlorsilanovych reakei [31].

Pt ptipravé silyl derivath je tieba brat v potaz jejich citlivost na pfitomnou vlhkost,
ktera zptsobuje rozklad jak silylacnich cCinidel, tak také derivati. Tento problém Ize
zredukovat pouzitim nadbytku cinidla a rozpoustédlem, které neobsahuje aktivni atomy
vodiku. Dal§im feSenim, jak =zabranit hydrolyze derivatli, je pouziti CcCinidla
N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamidu (MTBSTFA), které je méné citlivé
na vlhkost, vyzaduje mirnéjsi derivatiza¢ni podminky a piislusné derivaty poskytuji vyssi
odezvy v porovnani s BSTFA. Je to dano daleko vyssi fragmentaci trimethylsilyl derivatt

oproti terc-butyldimethylsilyl derivatim [32,33].
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Obr. 2: Struktury vybranych silylacnich cinidel; schéma znazoriiujici reakci funkénich

skupin s trimethylsilylaénim ¢inidlem za vzniku TMS derivatt [25,34].

2.3.2. Acylace

Acylace je alternativni derivatizaéni metodou k silylaci a byva preferovanou
v ptipadech, kdy acylovana latka je stabiln¢j$i nez silylovana, coz je ptipad tfeba primarnich
amind. Vyuziva se k pfeméné sloucenin obsahujicich aktivni atomy vodiku v podob¢ -OH,
-NH a -SH funkénich skupin za vzniku esteri, amidl a thioesterit (Obr. 3). Acylace se
podobn¢ jako dal$i typy derivatizaci pouziva ke snizeni polarity a zlepSeni
chromatografického chovani latek béhem separace. Rovnéz 1 acylaci mize dojit ke zvySeni
tékavosti analyt(, to ale zpravidla neni tak vyznamné jako v ptipad¢ silylace. Nejcastéji se
tento zplisob derivatizace aplikuje pfi analyze monosacharidl a aminokyselin. Acylace mlize
byt také jednim ze zptlisobt, jak zlepsit detegovatelnost dané slou¢eniny. Jedna se napiiklad
o roz$ifeni molekuly o perfluoracylovou skupinu, ktera je velice dobte detegovatelna ECD
detektorem. DalSim benefitem acylace je tvorba charakteristickych fragmenti
pfi hmotnostné spektrometrické analyze [3,25,29].

Mezi tfi hlavni skupiny acylacnich ¢inidel patii [35]:

e acylhalogenidy

e anhydridy kyselin

e acylimidazoly

Nejcastéji vyuzivanymi acylhalogenidy v GC analyzach jsou ty, které obsahuji fluor
a vytvareji acylové derivaty s kratkym fetézcem. Vyhodou téchto derivati je velice dobra
odezva u detektori jako ECD pfipadné¢ MS s negativni chemickou ionizaci (NCI).
Acylhalogenidy jsou velmi reaktivni a jejich nadbytek ve vzorku musi byt
pfed chromatografickou analyzou odstranén pravé z tohoto divodu. Tato ¢inidla mohou
zpusobovat interference a mohou poskodit chromatografickou kolonu. Daleko vyhodnéjsi je
vyuziti anhydridi kyselin, které jsou vice tékavé a mohou byt snadno odstranény odpatenim.
Hlavnimi ¢inidly v této skupiné jsou anhydrid kyseliny trifluoroctové (TFAA), anhydrid
kyseliny pentafluorpropionové (PFPA) a anhydrid kyseliny heptafluorméselné (HFBA).

9



Tato ¢inidla se pouzivaji k priprave stabilnich a tékavych derivata alkoholt, fenolti a amind
pro ECD, FID a MS detekci. Ze skupiny acylimidazoll je bézn¢ komeréné dostupnym
trifluoracetylimidazol (TFAI) a heptafluorbutyrylimidazol (HFBI). PouZiti téchto ¢inidel ma
oproti chloridiim a anhydridiim kyselin vyhodu v podob¢ hladké reakce, pti které nedochézi
k uvolnovani zadnych kyselin. Vedlej$im produktem je imidazol, ktery je relativné inertni.
Derivaty jsou i ptes svoji velikost tékavé a k jejich stabilité ptispivaji pevné navazané atomy
fluoru. Snadno reaguji s hydroxylovymi skupinami, primarnimi a sekundarnimi aminy [34-

36].

R OH

. » R 0 COR’
(R ——CO0),0

R——NH; :> » R——NH—COR’

R SH » R——S——COR

Obr. 3: Schéma znéazornujici reakci funkénich skupin s acyla¢nim ¢inidlem [25].

2.3.3. Alkylace

Alkylace se vyuziva k zaméné aktivniho vodiku u slou€enin jako R-COOH, R-OH,
R-SH, R-NH-R’, R-NH2, R-CONHz, R-CONH-R’, R-SO,-NH; a R-CO-CH:-CO-R’,
za alkylovou skupinu, kterd mize mit podobu alifatickou ptipadné alifaticko-aromatickou
(Obr. 4). Zaména tohoto aktivniho vodiku vede ke snizeni polarity a mezimolekuldrnich
interakci dané latky a usnadiiuje tak chromatografickou analyzu. Alkylace miize rovnéz
napomoci pii separaci smesi Uzce pribuznych sloucenin, které by jinak nebyly rozliSeny
a také pfi stabilizaci termalné labilnich latek [34,37]. V ptipadé alkylace latek obsahujicich
vodikové atomy s nizkou reaktivitou, jedné se napt. o alkoholy, se pro katalyzu derivatizacni
reakce vyuzivaji €inidla v podobé Lewisovych kyselin (napt. komplex fluoridu boritého
a diethyletheru) [38].

Nejvyznamnéjs$i oblasti, ve které je alkylace vyuzivdna, je analyza sacharidd
v podobé jejich methylderivatd a velice Castou je také alkylace organickych kyselin
za vzniku esterti, pfedevsim methylesterti (esterifikace). Prestoze silylace karboxylovych
kyselin neni obtiznd, tak tyto derivaty vykazuji nizsi stabilitu. Zatimco alkylestery jsou
velice stabilni a mohou byt uchovavany po delsi dobu.

Nejbéznéjsimi alkylacnimi €inidly jsou:

e alkylhalogenidy (bromidy a jodidy)

e diazoalkany
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e dialkylacetaly
e alkoholy v ptfitomnosti katalyzatoru (esterifikace)

Ze skupiny alkylhalogenidi se casto vyuzivd methyljodidu v pfitomnosti
dimethylsulfoxidu (DMSO) a pevné baze (KOH, NaOH) k alkylaci sacharidii. Alkylbromidy
a alkyljodidy s kratkym fetézcem nachéazeji uplatnéni pii derivatizaci aminokyselin,
sulfonamidl, fenoll, barbituratl, organickych kyselin apod. Vyznamnym methyla¢nim
¢inidlem ze skupiny diazoalkanl je diazomethan. Jedna se o plynnou latku, kterd nemtize
byt dlouho skladovéna kvili své nizsi stabilité. Proto se ¢asto pfipravuje pouze v malém
mnozstvi, zpravidla jako roztok v diethyletheru. Diazomethan velmi u¢inné derivatizuje
karboxylové a sulfonové kyseliny, fenoly a enolové skupiny. V ptipadé alkoholii probiha
methylace  pomaleji.  Pfedstavitelem  dialkylacetald je  komeréné  dostupny
N,N-dimethylformamid dimethylacetal, ktery je ¢astecné citlivy na vlhkost, proto vyzaduje
bezvodé podminky béhem derivatizace. Toto ¢inidlo Ize pouzit pro alkylaci amini a amidi,
avSak s alifatickymi alkoholy pfili§ dobfe nereaguje. Esterifikace je Castou technikou
derivatizace organickych kyselin zahrnujici kondenzaci karboxylové skupiny kyselin
s hydroxylovou skupinou alkoholu za soucasné eliminace vody. Pfipravené estery jsou
nepolarni, vice tékavé a vykazuji lepsi chromatografické chovani ve srovnani s kyselinami
nederivatizovanymi. Jako alkyla¢ni ¢inidla se mohou vyuzit samotné alkoholy v kombinaci
s katalyzadtorem v podob¢é fluoridu boritého, kyseliny chlorovodikové, kyseliny
trifuoroctové nebo thionyl chloridu. Zvysit G¢innost esterifikace 1ze odstranénim vznikajici
vody pomoci suSidel jako CaC,, MgSOs4, 2,2-dimethoxypropanu nebo molekulovych sit
[25,35-37,39].

RCOOH RCOOR 1
RSO,0H RSO,0R iy
ROH ROR;kyi
RSH RSR iyl
RNH Raikyl
2 > > RN(Raiky1)2
RoNH RoNR iy
RCONH, RCON(Rgjky1)2
RSO,NH, RSO,N(Raikyi)2
RCOCH,COR RCOCH—C(ORa|ky|)R

Obr. 4: Schéma znazornujici reakci funkénich skupin s alkylaénim ¢inidlem [38].
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2.3.4. Kondenza¢ni reakce

Do této skupiny derivatizacnich reakci 1ze zaradit jak jiz vySe zminénou esterifikaci,
tak také pfedevsim reakce za vzniku oximu a hydrazonl. Pfitomnost karbonylové skupiny
v molekule analyzované latky obvykle nezplsobuje vyznamnéjs$i chromatografické
problémy. V nékterych piipadech vSak muze byt pivodcem nestability latek a diky své
polarit¢ mtze pii separaci komplexnich vzorkl zptsobit problémy v disledku interference
s jinymi slozkami. Separace je pak v takovém piipadé mozné aZ po konverzi karbonylové
slouceniny na vhodny derivat, naptiklad oxim (Obr. 5), ktery se obvykle pfipravuje reakci
s hydroxylaminem (pfipadné¢ O-alkylhydroxylaminem) v prostfedi pyridinu [25,39].
A prave této reakce vedouci ke vzniku oximt vyuzil J. M. Vogh pti analyze karbonylovych
sloucenin ve vyfukovych plynech automobilii [40]. Diky pfitomnosti dusiku v molekule
oximu je mozné pro dosazeni lepSich detekénich limith vyuzit selektivni termoioniza¢ni

(dusiko-fosforovy; NPD) detektor.

R
Ry 2
/O\ + O:C/ EE—— . O—N:C/ +  H,0
R NH,
Ro R Ri

Obr. 5: Reakce za vzniku oximu.

Ptiprava hydrazoni (Obr. 6) je dal$i zplisob derivatizace aldehydi a keton
vyuzivany jak v plynové, tak v kapalinové chromatografii. Principidlné se jedna
o kondenzaci karbonylové skupiny se substituovanym hydrazinem probihajici obvykle
v kyselém prostiedi [25,41]. Zéakladnim a soucasné¢ nejpouzivanéjSim cCinidlem
pro derivatizaci karbonylovych sloucenin je 2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) [41]. Pfestoze
kapalinové chromatografické metody s UV detekci (HPLC/UV) pro stanoveni
nitroaromatickych hydrazonii jsou obecné vice preferovany, tak také plynove
chromatografické metody maji své vyhody. Piikladem lze uvést metodu pro stanoveni
formaldehydu a dalSich ¢trnacti karbonylovych sloucenin ve vzduchu zalozenou pravé
na derivatizaci pomoci DNPH. Tato metoda prokazala, ze je diky citlivosti, dobrému

rozliSeni a rychlosti analyzy vhodnou alternativou k HPLC [42].
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Obr. 6: Reakce za vzniku hydrazond.

Pti pouziti FID detektoru mohou byt pfipravené hydrazony analyzovany jiz
od koncentrace 0,15 pg/ml a v kombinaci s ECD detekei je mozné dosahnout citlivosti az
1,5 ng/ml. ECD detekce vSak vyzaduje pfeciSténi analyzovaného extraktu od nadbytku
DNPH c¢inidla, které obsahuje fadu interferujicich necistot [42]. Pro detekci hydrazont se
diky pfitomnosti atomt dusiku v jejich molekule nabizi rovnéz pouziti selektivniho NPD
detektoru, ¢ehoz vyuzil T. Shiraishi a kol. v plné automatickém systému pro stanoveni
aldehydii v ovzdusi v ppb koncentracich. Metoda je zalozena na zachytu aldehydt z ovzdusi
na silikagelu impregnovaném DNPH ¢inidlem. Vzniklé derivaty jsou nasledné separovany
plynovym chromatogratfem s NPD detekci, pficemz pro formaldehyd a acetaldehyd bylo
dosazeno limiti detekce na tirovni 2,2, resp. 1,2 ppb pii analyze 21,9 litri prosatého vzduchu

[43].

2.3.5. Cyklizaéni reakce

Pokud se v molekule analytu vyskytuji dvé a vice funkénich skupin, které by mély
byt blokovany, je mozné vyuzit derivatizaci prostfednictvim bifunkéniho ¢inidla za tvorby
cyklického produktu. K derivatizaci fady diola se vyuziva reakce s boronovymi kyselinami
za vzniku alkyl boronatd, které byly diky jejich vysoké schopnosti cyklizovat Siroce
vyuzivany v 70. letech 20. stoleti. Tyto cyklické produkty jsou dostate¢né stabilni, aby
mohly byt analyzovany plynovou chromatografii a jejich pfiprava muze byt dokonce
provadéna piimo v nasttikovém prostoru GC. Avsak hydrolyticka stabilita téchto derivati
neni dobra. V pripad¢ ze cyklicky produkt obsahuje kromé diolu i dalsi -OH skupinu
(prikladem jsou steroidy), tak jej nelze bez dodatecné derivatizace v podobé acetylace ¢i
silylace analyzovat. Tyto dodatecné reakce vsSak mohou vést ke vzniku nezadoucich
vedlejsich derivati.

Pyrimidiny jsou dal§imi derivaty ze skupiny cyklickych sloucenin, které 1ze ptipravit
reakci acetylacetonu, hexafluoracetylacetonu nebo malonaldehydu s guanidinovou
skupinou. Tento zpiisob chemické derivatizace se vyuziva napt. pro modifikaci argininu

[25,44].
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2.3.6. Dalsi typy derivatiza¢nich reakci

Kromé jiz zminénych derivatizanich postupil existuje celda fada dalSich reakci
pro piipravu derivatl, které mohou vyznamné zlepSit chromatografické vlastnosti
a detegovatelnost danych slouc¢enin. Mezi tyto reakce patii napt. substituce na aromaticky
kruh, hydrolyza, oxidace a redukce, adice na dvojnou vazbu aj. [35]. Jednim z ptikladi
téchto ne tak Castych derivatizacnich technik je bromace, kterou lze vyuzit pro derivatizaci
dvojnych vazeb alkent (adice elektrofilni) nebo arenil (substituce elektrofilni). Vnesenim
halogenu do struktury analytu lze snizit jeho polaritu a zvysit selektivitu, ¢imz se tato latka
stava 1épe detegovatelnou pomoci ECD nebo MS, kde Ize v hmotnostnim spektru pozorovat
charakteristické fragmenty. A prave téchto a dalSich vyhod bromace bylo vyuzito v ramci
této disertani prace pii vyvoji metody pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu
v tabdkovém kouii a koufi z elektronickych cigaret. Vlastnosti téchto dvou analytl

a moznosti jejich GC analyzy jsou podrobn¢ popsany v nasledujici kapitole.

2.4. Akrylamid a akrolein

Akrylamid (prop-2-enamid; Obr. 7) je nejmensim nenasycenym primarnim amidem
s velmi vysokou polaritou. Jedna se o nizkomolekularni krystalickou latku bez barvy
a zapachu, ktera ve své molekule obsahuje reaktivni dvojnou vazbu a amidovou skupinu,
ktera nese aktivni atomy vodiku s ochotou vytvatet pevné vodikové vazby, ¢imz je
akrylamid velice dobie rozpustnym ve vod¢, ethanolu a acetonu a vyznacuje se i vyssi
teplotou tani a varu [45]. Tento vinylovy monomer lze pfipravit hydrolyzou akrylonitrilu
za pritomnosti médi jako katalyzatoru [46]. Na vzduchu je tato latka reaktivni a velmi rychle
polymerizuje za tvorby polyakrylamidu [47-49]. Polyakrylamid se praimyslové vyuziva jako
flokulant pii Upravé pitnych a odpadnich vod, jako tésnici a zpeviujici material
ve stavebnictvi, dale v papirenském a textilnim primyslu, v obalovych materidlech a také
v kosmetickych ptipravcich. Siroké uplatnéni nachazi rovnéz v biochemickych laboratofich
za ucelem elektroforetické separace a Cisténi proteinti [50,51]. Polyakrylamid neni toxicky,
rizikem v ném jsou zbytky nezpolymerizované¢ho akrylamidu, ktery vykazuje vyznamné
toxické ucinky pro centralni nervovy a reprodukéni systém laboratornich zvitat i ¢lovéka. Je
nebezpecnym jak pro imunitni, tak také ob&hovy systém a mize se akumulovat v ledvinach
a jatrech [52,53]. U laboratornich krys vystavenych akrylamidu bylo prokdzano zvySené

riziko nadori prsnich zlaz, nervového systému, Stitné zlazy, délohy a tlustého streva [54-
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56]. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zatadila akrylamid do skupiny 2A,
kterda odpovida pravdépodobnym lidskym karcinogentim [52,57,58]. V roce 2002 bylo
za spoluprace védcil z univerzity ve Stockholmu a §védskou narodni agenturou pro kontrolu
potravin zjisténo, ze tepelné upravené potraviny bohaté na skrob obsahuji pravé akrylamid.
K jeho vytvareni dochézi za teplot vyssich jak 120°C (pii peceni, grilovani, smazeni) béhem
Maillardovy reakce mezi aminokyselinou asparaginem a redukujicimi cukry, typicky
glukézou a fruktézou. Akrylamid se nachazi v Siroké Skdle potravin — od peciva, suSenek,
miisli, bramborovych hranolkii a chipsti aZz po prazené ofechy, mletou ¢ervenou papriku,
kakao, kavu a jeji obilninové nahrazky aj. Jeho relativné vysoké koncentrace byly rovnéz
nalezeny v cigaretovém kouti [59-62]. AvSak jakékoli spojeni mezi rizikem rakoviny
a dlouhodobym pfijmem nizkych koncentraci akrylamidu nebylo dosud prokazano a

pohybuje se pouze na hypotetické trovni [63].

AN X

NH, H
akry|amid akrolein

Obr. 7: Struktura akrylamidu a akroleinu.

Akrolein (prop-2-enal, Obr. 7) je nejjednodussim a,B-nenasycenym aldehydem se
tremi atomy uhliku a vysoce reaktivni dvojnou vazbou. Jedna se o bezbarvou az mirné zlutou
kapalinu s nepfijemné Stiplavym zapachem, nizkym bodem varu (52,6°C), vysokou
tékavosti a velmi dobrou rozpustnosti ve vod¢. Tato nizkomolekularni latka se miize ucastnit
fady transformacnich reakci, piikladem je Michaelova a Diels-Alderova reakce [64].
Nejvétsiho vyuziti nachézi jako meziprodukt pii vyrobé kyseliny akrylové. Diky svym
biocidnim vlastnostem se vyuzivd k zamezovani ristu fas a plevele v zavlaZzovacich
kanalech (pfi koncentraci okolo 10 ppm), chladicich vézich, recirkulacnich vodnich
systémech, v papirenském pramyslu, ropnych vrtech, dale se pouziva pii vyrobé
modifikovaného potravinatského Skrobu, syntetického glycerinu, glutaraldehydu, tady
polymeri a také jako chemicka zbran [65,66]. Akrolein je vysoce toxicky jak pfi inhalaci,
oralnim podani, tak také pii dermalni expozici. Je silné drazdivy, zptsobuje nekrézu
pokozky, o¢i a dychacich cest [67-69]. Vykazuje mutagenni U€inky zplsobujici poskozeni

DNA a proteinti [70]. V roce 1992 Americké agentura pro ochranu zivotniho prostredi (U.S.

15



EPA) zaradila akrolein do skupiny C (pravdépodobny lidsky karcinogen). IARC vsak
v r. 1995 provedla revizi této klasifikace, pti¢emz ji v r. 2003 nasledovala rovnéz U.S. EPA.
Ob¢ agentury dospély k zavéru, Ze neexistuje dostatek dikazii k tomu, aby byl akrolein
nadéle oznacovan za karcinogen pro ¢lovéka [71-73]. Do Zivotniho prostiedi se akrolein
denné¢ dostavd z mnoha zdrojii v podob¢ automobilovych emisi, lesnich pozard, emisi
z uhelnych a plynovych elektraren, spalovanim plastd, pfi pouziti akroleinu jako biocidu
ve vodach a mnoha dalSich primyslovych procesech [67,74]. Z hlediska lidského zdravi
patfi mezi hlavni zdroje akroleinu kouf ztabakovych vyrobkli a tepelné upravované
potraviny bohaté na sacharidy a tuky. V tad¢ ptipadit dochazi ke vzniku akroleinu z davodu
tepelného rozkladu Siroce vyuzivaného glycerolu, ktery nastava pii teploté dosahujici 290°C
[75-77].

A pravé kout z tabdkovych vyrobki, ktery kromé akrylamidu a akroleinu obsahuje
nekolik tisic dalSich chemickych sloucenin vcetné karcinogent, je tak nejvyznamnéj$im
zneciStovatelem vnitiniho prostiedi. Mezinarodni agentura Science Advisory Board (SAB)
spolu s U.S. EPA fadi zneCi$téni ovzdu$i uvnitf budov mezi nejvyznamnéjsi rizika
pro vetejné zdravi. Odhadem je cigaretovy kouf pouze ve Spojenych stitech zodpovédny
za priblizn€ 3000 timrti na rakovinu plic u nekuidka [78]. Proto neni piekvapujici rostouci
obliba elektronickych cigaret, které jsou povazovany za zdravéjsi alternativu piijmu
nikotinu. Potencidlni rizika souvisejici s jejich pouzivanim jsou vSak nadéle v oblasti zajmu

védci a predstavitelll fady zdravotnickych organizaci [79].

2.4.1. Metody pro stanoveni akrylamidu a akroleinu

Jak pro stanoveni akrylamidu, tak také akroleinu, byla vyvinuta a publikovéna fada
analytickych metod. Nejbéznéji pouzivané metody jsou zalozeny predevsim na kapalinové
[80-88] a plynové chromatografii [68,89-96] za vyuziti riznych typti detektorti a Casto
rovnéz ve spojeni s chemickou derivatizaci analytu. V piipad¢ stanoveni akrylamidu se 1ze
okrajové setkat i skapilarné¢ elektroforetickymi metodami [97-100] a metodami
bioanalytickymi v podobé imunoenzymatickych testi [101,102] a elektrochemickych
biosenzortt [103,104]. Z oblasti kapalinové chromatografie byly popsany metody
vyuzivajici nejen konvenéni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), ale i ultra-
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (UHPLC), diky které Ize v kombinaci se
stacionarni fazi o velikosti ¢astic 1,7 um dosahnout u¢innéjsi separace a lepsi symetrie pikt
za soucasného zkraceni doby analyzy. NejcastéjSim zplisobem detekce obou analytil

(ptipadné jejich derivatll) je pii separaci prostfednictvim HPLC i UHPLC hmotnostni
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spektrometrie, respektive tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS), dale UV detekce,
detekce pomoci detektoru s diodovym polem (DAD), fluorescencni detekce aj. [105-117].
Piestoze je MS preferovanou detekéni technikou, tak jeji nevyhoda pii detekci
nederivatizovaného akrylamidu a akroleinu spoc¢ivd v poskytovani nespecifickych
fragmentovych iontl téchto nizkomolekuldrnich analyti a jejich interferenci s ionty
pochazejicimi z matrice. Z tohoto diivodu je nezbytné vénovat zvysenou pozornost vyvoji
vhodného prekoncentraéniho a izola¢niho postupu, ptipadné vybéru adekvétni chemické
derivatizace.

Mezi nej€astéjSi derivatizacni techniky pouzivané pii GC 1 HPLC analyze
karbonylovych sloucenin patii pfiprava oximl nebo substituovanych (fenyl)hydrazonit
[80,81,86,88,118,119], a to 1 ptes vznik geometrickych izomert vedoucich k nejednotnym
produktim a nadmérnému poctu piki. Tato skutecnost milze zplsobovat komplikace
pii vyhodnocovani analytickych vysledkt, zvlasté v ptipad¢é analyzy slozitéjSich vzorki.
Existuji rovnéz metody vyuzivajici 1 jiné zpusoby derivatizace téchto analyta. K. Yamazaki
a kol. naptiklad vyvinuli GC/MS metodu pro stanoveni akrylamidu v potravinach po jeho
derivatizaci xanthydrolem (Obr. 8) za pouziti interniho standardu v podobé isotopicky
znacené¢ho akrylamidu (ds-akrylamid). Popsand metoda dovoluje stanovit vysledny produkt
N-xanthyl-akrylamid s limitem kvantifikace (LOQ) v rozmezi 5-20 pg/kg [120]. Obdobu
této metody vyuzivajici rovnéz xanthydrol jako derivatiza¢ni ¢inidlo, publikoval H. H. Lim
a kol. v souvislosti se stanovenim stopovych mnozstvi akrylamidu v povrchové a pitné vodé

s limitem detekce (LOD) 3,0 ng/l a LOQ 9,7 ng/1 [91].

=

J 0 50T

krylamid
akrylami xanthydrol xanthyl-akrylamid

Obr. 8: Reakce akrylamidu s xanthydrolem za vzniku xanthyl-akrylamidu [120].

F. Tateo a kol. navrhli metodu pro stanoveni akrylamidu ve vatené ryzi, rajéatové
omacce a ,,fast food* pokrmech dostupnych na italském trhu. Autofi taktéz vyuzili spojeni

GC/MS, avsak na rozdil od predchozi metody nepfistoupili k derivatizaénimu kroku
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a akrylamid po odstranéni vody a tuku ze vzorku pouze extrahovali do 2-propanolu. Extrakt
po zakoncentrovani a filtraci davkovali do plynového chromatografu s kapilarni kolonou
s polarni staciondrni fazi. LOD dosaZeny touto metodou ¢inil 25 pg/kg a LOQ 75 pg/kg.
Pti pouziti MS v m6du monitorovani selektivniho iontu (SIM), konkrétné iontu 71 m/z (Obr.

9), bylo dosazeno LOQ 50 ug/kg [121].

Acrylamide
miz 71
F Lhiias Laaa T Y T T T T T T u T T T T T T T ¥ T
[A) 6.0 1700 180 19.0 200 210 220 230 240 250 260
Acrylamide
mfe 71
W%
TIC*1.00

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
(B min

Obr. 9: GC/MS chromatogramy namétené v SIM modu (m/z = 71), A) analyza extraktu
raj¢atové omacky s bazalkou (obsah akrylamidu <50 pg/kg), B) analyza extraktu omacky
s olivami a kapary (obsah akrylamidu =124 pg/kg). Pfevzato z citace [121].

Selektivity a citlivosti ECD detekce vyuzil I. Notardano a kol. pti vyvoji metody
pro kvantitativni analyzu akrylamidu v potravinach z obilovin a v bramborovych chipsech.
Metoda je zaloZena na reakci akrylamidu s anhydridem kyseliny trifluoroctové (Obr. 10)
s naslednou GC-ECD analyzou. Jelikoz autofi vyuzili dosud nepopsany zpusob derivatizace
akrylamidu, tak bylo nutné potvrdit strukturu pfipravené¢ho tri(trifluoracetyl) derivatu
o molekulové hmotnosti 377 m/z pomoci GC/MS s elektronovou (EI) ionizaci.

Prosttednictvim této metody bylo dosazeno LOD na urovni 1 pg/kg [122].

18



FsC 0
NH, 0 o) \]/
N
o) FsC o) CF, /Y \K
o) CF,

FsC 0 FsC o
H+
* HOo —>
/\[(N\"/O K\H/N\H/CF3
o) CFs OH 0 o)

FsC 0 FsC (0]
(0] (0]
+ S— .
N CF; N (0]
W T FiC o CFy m{ \K
OH (0] (0] (0] (0] CF;

F3CT
Obr. 10: Reakce akrylamidu s anhydridem kyseliny trifluoroctové [122].

0]

V piipadé stanoveni akroleinu prostiednictvim GC se Ize v fad¢ aplikaci setkat s jeho
derivatizaci za vzniku jiz zminénych fenylhydrazont. Castou prekoncentraéni technikou pak
je mikroextrakce na tuhé fazi (SPME). V. M. Osorio a kol. pro stanoveni akroleinu
v bramborovych hranolcich smazenych v riiznych typech rostlinnych oleji vyuzili prave
kombinace derivatizace tohoto analytu pomoci DNPH s naslednou extrakei pfipraveného
derivatu na polyakrylatové SPME vlakno ponoiené do reakcni smési. Koncentrace akroleinu
ve vzorku se odvijela jak od typu pouzitého rostlinného oleje, tak také od toho, kolikrat byl
tento olej pouzit (Obr. 11). Stanoveny detekéni limit pro tuto metodu ¢ini 0,84 ng/g
a kvantifikacni limit 1,40 ng/g [123].
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Obr. 11: Graf zobrazujici koncentrace akroleinu v bramborovych hranolkach smazenych
v sdjovém, kanolovém, slunecnicovém, kukuficném a palmovém oleji. Kazdy z olejii byl

znovu pouZit ve ¢tyfech cyklech smazeni. Pfevzato z citace [123].

Pti pouziti akroleinu jako biocidu, pfipadné pii vyrobé neékterych organickych latek
mize dochazet ke kontaminaci povrchovych a pitnych vod. Za G¢elem stanoveni akroleinu
v téchto typech vzorkil vyvinuli a validovali H. H. Lim a kol. GC/MS metodu zaloZenou
na reakci akroleinu s 2,2,2-trifluorethylhydrazinem za vzniku dostatecné té¢kavého akrolein-
hydrazonu umoznujiciho headspace (HS) SPME extrakci. Autofi mimo jiné testovali vliv
materidlu SPME vldkna na adsorpci derivatu akroleinu, pfic¢emz nejvyssi Gi€innosti bylo
dosazeno s vldknem z karboxen/polydimethylsiloxanu (CAR/PDMS). Kombinaci tohoto
derivatiza¢niho a extrak¢niho postupu ve spojeni s hmotnostni detekci v SIM modu bylo
dosazeno LOD s hodnotou 0,06 pg/l a LOQ o hodnot¢ 0,2 pg/l [124].

Z hlediska analyzy potravin Ize akrolein detegovat v napojich, které byly vyrobeny
z jablek. V tomto piipadé je akrolein piirozenou slozkou vznikajici degradaci glycerolu
amajici negativni vliv na organoleptické vlastnosti téchto napojt. J. Ledauphin a kol. navrhli
pro stanoveni akroleinu v kalvddosu a cideru metodu s derivatizaci akroleinu pomoci
3-methylbenzothiazolinon hydrazinu (MBTH) za vzniku dvou geometrickych stereoisomerti
(Obr. 12). Pripravené hydrazony byly nasledné analyzovany plynovou chromatografii
s NPD detekci, ktera byla zvolena z diivodu pfitomnosti tii atomit dusiku v molekule
derivatu. Limit kvantifikace pro kalvados byl stanoven na 600 pg/l a v ptipadé cideru

na 6 pg/l [125].
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Obr. 12: Reakce akroleinu s MBTH za vzniku dvou geometrickych stereoizomert [125].

Stejn¢ jako v ptfipadé akrylamidu, tak 1 u akroleinu lze nalézt pouze minimalni
mnozstvi metod, které nevyzaduji derivatizaci analytu. Jednim takovym ptikladem je
metoda N. Sakury a kol., kteti navrhli postup vyuzivajici headspace GC/MS pro stanoveni
akroleinu v moci pacientli 1é€enych vysokymi dadvkami cyklofosfamidu. Piestoze autofi
pii pouziti SIM mdédu hmotnostniho detektoru dosahli nizkych limita detekce v rozmezi
56-280 ng/l, tak se museli potykat s nestabilitou tohoto nederivatizovaného akroleinu.
Stabilni byl pouhych 30 min pti 4°C, coz je zplsobeno jeho vysokou t€kavosti a reaktivitou
[126].

Z tady hledisek se jako velice vyhodny zptlisob derivatizace umoziiujici soucasné
stanoveni akrylamidu a akroleinu jevi bromace. Ta je jiz v piipadé akrylamidu, ktery se
bromaci pfevadi na 2,3-dibrompropionamid, respektive 2-brompropenamid, relativné
vyuzivanou metodou. Nékolik metod zalozenych na bromaci jiz bylo popsano [60,92,127-
130], avsak tyto metody se 1isi jak v pouziti bromacniho Cinidla, tak reakcni teploty, nefesi
vliv svétla, odliSuji se v doporucovaném reakénim case a nékteré z nich rovnéz nevyuzivaji
pfevedeni pfipraveného dibromderivatu na vice stabilni 2-brompropenamid. Co je
predevs§im podstatné, zadna z téchto popsanych metod neni uréena pro soucasné stanoveni
obou zminénych analytl. Akrylamid i akrolein jsou neiontové vysoce polarni latky s nizkou
molekulovou hmotnosti a bromace jejich dvojné vazby se jevi jako vhodny zpiisob, jak lze

jednim derivatizacnim postupem u téchto analyti docilit nejen dostatecné retence
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a selektivity na bézn¢ pouzivanych nepolarnich staciondrnich fazich, ale také jak lze zvysit
jejich molekulovou hmotnost. Diky pfitomnosti atomu bromu v jejich struktuie a vyssi
molekulové hmotnosti se obé latky stanou snadnéji detegovatelné hmotnostnim
spektrometrem, obzvlasté jsou-li stanovovany ve vysoce komplexnich vzorcich se slozitou
matrici. V pfipad¢ velmi tékavého a reaktivniho akroleinu Ize bromaci dosdhnout rovnéz
zadouciho zvyseni stability, naopak u akrylamidu se bromaci docili zvyseni tékavosti.
Bromace je taktéz vyhodnd z toho hlediska, Ze se provadi ve vodném prostiedi, ve kterém
jsou oba analyty velmi dobfe rozpustné. Vnesenim bromu do jejich struktur se dosdhne
snizeni polarity téchto molekul a tim je mozné oba analyty snadné&ji izolovat, jelikoz se
ochotnéji extrahuji do méné polarniho rozpoustédla.

Vyvoj metody umoziiujici soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu v tabdkovém
koufi a koufi z elektronickych cigaret [131] za vyuziti bromace, jakoZto zptisobu jejich
derivatizace, je jednim zcili této disertatni prace a je soucasti experimentalni Casti

a vysledk.

2.5. Isobutylboronova kyselina — stanoveni zbytkovych rozpoustédel

Organickd rozpoustédla jsou nepostradatelnou soucésti syntézy aktivnich
farmaceutickych substanci a jejich rezidua jsou nezddouci jak v samotnych aktivnich
latkach, tak také v pomocnych slozkach 1é¢iv [132]. Obsah zbytkovych rozpoustédel je
kontrolovan na zéklad¢ limitd stanovenych Mezindrodnim vyborem pro harmonizaci
(International Committee for Harmonization; ICH) a hodnoty téchto limiti se odvijeji
od toxicity ptisluSného rozpoustédla [ 133]. Pfestoze se pro jejich odstranéni vyuzivaji rizné
techniky a vyrobni postupy, tak fada rozpoustédel v nizkych koncentracich v 1éCivech
pretrvava, ¢cimz dochazi k ovlivnéni celkové kvality produktu [134]. Stanoveni zbytkovych
rozpoustédel v surovinach, meziproduktech a konec¢nych farmaceutickych vyrobcich
prostiednictvim plynové chromatografie se statickym headspace davkovanim vzorkt je jiz
rutinni a dobfe zavedenou praxi, ktera je rovnéz doporuCena evropskym i americkym
Iékopisem [135-140]. Relativni jednoduchost pfipravy vzorki, citlivost a nizké riziko
kontaminace chromatografického systému nezddoucimi netékavymi latkami patfi mezi
hlavni vyhody headspace techniky [141,142]. Avsak ani tuto osvéd¢enou metodu nelze
bez predchozi Gpravy vzorku pouzit v ptipadech, kdy tékavé slozky matrice piechazeji do

plynné faze a pusobi negativné na stacionarni fazi chromatografické kolony, piipadné
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zpusobuji interference béhem analyz. Do této kategorie tékavych a reaktivnich latek, které
maji vliv na spolehlivost analyzy v dasledku silného posSkozeni stacionarni faze, spada
kyselina isobutylboronova (IBBA), pouzivana v poslednim kroku syntézy Bortezomibu
(Obr. 13). Stanoveni koncentrace zbytkovych rozpoustédel u takto specifické suroviny

vyzaduje rovnéz specificky analyticky pristup.
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Obr. 13: Schéma syntézy Bortezomibu reakci Bortezomib esteru s IBBA [143].

Bortezomib

Isobutylboronova kyselina je abiotickou slou¢eninou ptipravenou synteticky z boru,
jehoz zdrojem je kuptikladu kyselina boritd. Strukturné se jednd o slouc¢eninu obsahujici
trojvazny atom boru, na ktery jsou navazany dvé hydroxylové skupiny a jeden isobutylovy
substituent [144]. Komplikace, ke kterym dochazi pfi stanoveni zbytkovych rozpoustédel
v IBBA, souviseji s te¢kavosti této latky. IBBA vykazuje vyznamnou tenzi par pod jeji
teplotou tani, kterd se pohybuje mezi 108-111°C. Tyto pary maji nasledné negativni vliv
na vlastnosti stacionarni faze analytické kolony béhem headspace analyzy [ 145]. Stacionarni
faze kapilarni kolony, ktera byla vystavena isobutylboronové kyselin€é v ramci
cca 20 headspace analyz, je posSkozena do t¢ miry, ze je prakticky nepouzitelna pro dalsi
analyzy, predev§im pak pro stanoveni polarnich rozpoustédel, zejména alkoholti. Z tohoto

divodu je nezbytné zaradit do metody urcené pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel
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v IBBA takovou ptedupravu vzorku, kterd povede ke snizeni tékavosti a reaktivity této latky
tak, aby bylo zamezeno interferencim béhem statické headspace analyzy.

Boronové kyseliny jsou vyznamnymi slouceninami nachdzejicimi vyuziti
v makromolekuldrnich védéch, farmaceutickém primyslu a pii vyrob¢ fady chemikalii [ 146-
148]. Komercné prodavané 1é¢ivo Bortezomib je pouze jednim z piikladl vyuziti boronové
kyseliny. Bortezomib je derivatem pyrazinu a boronové kyseliny a patii do nové skupiny
protinadorovych lé€iv, jejichZ mechanismus ucinku je zalozen na inhibici proteasomu. Diky
jeho antineoplastickému ucinku se vyuziva pii [é€bé mnohocetnych myeloml a lymfomu
z plastovych bunék a v soucasné dobé se jednd o jedno znejucinngjSich 1é¢iv proti
zminénym typim onemocnéni [144-150]. Boronové kyseliny rovnéZz nachazeji uplatnéni
jako vyznamnd skupina cinidel pouzivanych pii Suzukiho-Miyaurové a tfadé dalSich
reakcich [151]. Pouzivani nechrdnénych boronovych kyselin je spojeno s fadou nevyhod
v podobé jejich komplikovaného ptecistovani, nestabilitou v kyselém a oxidativnim
prostiedi a obtiznou kvantitativni analyzou z divodu tvorby trimernich boroxint (Obr. 14).
Z té&chto dliivodl se velice Casto vyuzivaji boronové kyseliny v jejich chranénych formach

[144,152].

o) 0]
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Obr. 14: Struktura trimerniho boroxinu.

NejcastejSim zptisobem chranéni reaktivnich boronylovych skupin je reakce kyseliny
boronové a pinakolu za tvorby dostatecné stabilniho pinakol esteru. Mezi dalsi nejcastéji
vyuzivané derivaty patii vici hydrolyze velmi rezistentni pinandiol ester, dale katechol ester,
neopentylglykol ester, ester kyseliny N-methyliminodioctové (MIDA) a za Siroké skaly
podminek stabilni diaminonaftalenamid [144,152,153]. Na zékladé¢ schopnosti
1,8-diaminonaftalenu tvofit spolu s kyselinou isobutylboronovou stabilni derivat bylo toto
¢inidlo pouzito pro jeji maskovani. Tento U€¢inny zptisob maskovani boronylové skupiny byl
vyvinut roku 2007 skupinou okolo Noguchia a je vyuzitelny pro rtizné druhy reakei,

ve kterych je nativni boronylova skupina nezadouci [154,155] a byl rovnéz aplikovan pfti
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vyvoji metody pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA, ktery je soucasti

experimentalni ¢asti této disertacni prace (viz kapitola 4.2.) [143].

2.6. Alloxan

Alloxan (2,4,5,6-tetraoxypyrimidin; Obr. 15a) je pyrimidinovym derivatem
objevenym Brugnatellim vroce 1818, plvodné jako jeden zrozkladnych produkt
vznikajici pfi ptisobeni kyseliny dusi¢né na kyselinu mocovou. O dvacet let pozdé&ji Wohler
spolu s Liebigem béhem jejich studii tykajicich se oxidace kyseliny mocové tuto latku
pojmenovali. Dunn a jeho spolupracovnici roku 1943 prokézali diabetogenni ucinek
alloxanu, ktery se projevuje nekrozou beta-bunck slinivky bfisni produkujicich inzulin [156-
158]. A pravé v nich se alloxan velmi rychle a selektivné akumuluje, coz kontrastuje s jeho
nizkym pfijmem buiikami jiného typu [159]. Afinita alloxanu k beta-bunikdm je dédna jeho
strukturni podobnosti glukéze. Jedné se o glukdzovy analog, jehoZ cytotoxicky ucinek je
spojen s jeho hydrofilitou, schopnosti vytvafet reaktivni formy kysliku a reagovat
s thiolovou skupinou riznych enzymt pfitomnych v beta-bunikach, zeyména pak s nejvice
citlivym enzymem glukokinazou [160,161]. Podle zpravy Svétové zdravotnické organizace
(WHO) dosahovala v roce 2014 celosvétova prevalence diabetu u dospélych nad 18 let témét
9 %. Vroce 2012 byla cukrovka pfimou pfti¢inou 1,5 milionu umrti [162]. Jednou
z nejbézngjSich strategii vyuzivanych pii studii diabetu a pfi vyvoji novych 1é¢iv je vyuziti
pokusného zviteciho modelu [163], jehoZz podoba se béhem let vyvijela, piicemz se jako
nejucinngj§i zpusob vyvolani experimentalniho diabetu osvédcila chemickd indukce
alloxanem [156,164,165]. Studie, kterou publikoval Mrozikiewicz a kol., byla zamétena
na sledovani hladiny alloxanu v krvi u zdravych déti a déti s diabetem. Tento vyzkum
prokazal ptitomnost endogenniho alloxanu u obou testovanych skupin déti [166]. Rovnéz
Korzhenevskiy a kol. svoji studii potvrdili pfitomnost rizného mnozstvi alloxanu v krvi
zdravych jedinct [167]. V poslednich letech se lze také setkat s tvrzenimi o pfitomnosti
alloxanu v bélené pSenicné mouce, ve které vznika jako vedlejsi produkt oxidace xantofyli
béhem procesu béleni mouky [168,169]. Skutecnost, ze je alloxan ptitomen v bélené mouce,
byla vérohodné prokdzana az v roce 2017 Giacconem a jeho kolegy [170].

Z dtvodu nestability se alloxan ve vodném roztoku o pH vys$im nez 3,5 spontanné
rozklada béhem nékolika minut na kyselinu alloxanovou. V ptipad¢ krystalického alloxanu

skladovaného pti laboratorni teplot¢ pak dochédzi k rozkladu za vzniku tady produkta
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v podob¢ oxidu uhli¢itého, mocoviny, alloxantinu, kyseliny §tavelové, parabanové (Obr.
15b) a alloxanové (Obr. 15c¢) [169,171,172]. Tato nestabilita alloxanu muze vést k

problémiim pfi vyvoji metod pro jeho stanoveni.

a o b c Q
OH
0O H 0 H
HN N N OH
/J‘\ O:< O:<
o N o) N N
H - o) H o)

Obr. 15: Struktura alloxanu (a), parabanové kyseliny (b) a alloxanové kyseliny (c).

Prvni metody urcené k detekci alloxanu pochazeji z 19. stoleti a jsou zalozeny
na reakci alloxanu se sulfanem za vzniku zékalu (koloidni sira), na tvorb¢ charakteristickych
krystalt reakci s roztokem méd'natych iontl v pyridinu, na barevné reakci s a-naftylaminem.
Pozdéji navrzené gazometrické a titraéni metody byly vyuZity pro stanoveni Cistoty
pfipravené¢ho alloxanu, pfipadné jeho stanoveni jako necistoty v produktech oxidace
kyseliny mocové [171]. Citlivgjsi kolorimetrické metody vyuzivaji reakce alloxanu
s kyselinou fosfowolframovou, diacetylmonoximem a o-fenylendiaminem. A pravée reakci
alloxanu s o-fenylendiaminem lze pfipravit produkt alloxazin, ktery Ize stanovit
fluorimetricky [171]. V roce 1964 Said a kol. publikovali metodu pro separaci a detekci
alloxanu v krvi a plazm¢ prostiednictvim papirové chromatografie, kdy skvrny alloxanu
po vystaveni param amoniaku vykazuji silnou modrou fluorescenci pod ultrafialovym
svétlem [173]. Z metod publikovanych v neddvné dobé¢ lze zminit praci Shpiguna a kol.,
kteti navrhli pratokovou injekéni analyzu s amperometrickou detekci pro stanoveni alloxanu
pfevedeného redukci pomoci glutathionu na kyselinu dialurovou (Obr. 16) detegovanou
prostiednictvim elektrody ze skelného uhliku. Limit detekce byl u této metody stanoven
na hodnotu 50 uM. Shpigun ve stejné publikaci prezentoval taktéz druhou metodu zaloZenou
na prutokové injekéni analyze, avSak se spektrofotometrickou detekci. Metoda vyuziva
moznosti alloxanu ptisobit jako generator reaktivnich forem kysliku v pfitomnosti unithiolu
(2,3-dimerkapto-1-propansulfonova  kyselina), pfiCemz dochazi prostfednictvim
vznikajicich volnych radikala ke tvorbé modie zbarveného 1,3,5-trifenylformazanu
z 2,3,5-trifenyltetrazoliového iontu. Zminénou metodou bylo pro alloxan dosazeno LOD

36 uM [174].
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Obr. 16: Struktura kyseliny dialurové.

Raghavamenon a kol. roku 2009 vyvinuli metodu zaloZenou na HPLC separaci
v médu reverznich fazi s fluorimetrickou detekci. Metoda zahrnuje chemickou derivatizaci
alloxanu prostfednictvim 1,2-fenylendiaminu za vzniku fluoreskujiciho alloxazinu (Obr. 17)
[169]. Tento zplsob derivatizace alloxanu byl jiz diive publikovan Archibaldem [171].
Autofi metodu vyuzili pro stanoveni alloxanu pfidaného k bunéénym kulturam a lze ji vyuzit
1 k analyze komplexnich fyziologickych tekutin a tkani s pikomolarni koncentraci alloxanu

[169].
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Obr. 17: Reakce 1,2-fenylendiaminu s alloxanem za vzniku alloxazinu [169].

Prvni diikaz o pfitomnosti alloxanu v bélené mouce poskytl Giaccone a kol., ktefi
publikovali UHPLC-MS/MS metodu vyuzivajici jiz vySe zminéné chemické derivatizace
alloxanu 1,2-fenylendiaminem za vzniku alloxazinu. K detekci tohoto derivatu vyuzili
trojity kvadrupdl s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim moédu za soucasného sledovani
protonované molekuly 215,1 m/z. Autofi podrobili testovani celkem 175 vzorkil bélené
mouky rtzného typu (chlebova, dortovd aj.) a hrubosti, pficemz piitomnost alloxanu
potvrdili u 42 vzorkii, a to v mnozstvi pohybujicim se mezi 0,88-1,02 mg/kg. Ve vSech
ptipadech se jednalo o mouku uréenou pro ptipravu dortll, coz autoti davaji do souvislosti
se zpusobem béleni tohoto typu mouky, pro ktery se pouziva béleni pomoci plynného chloru
a oxidu chlori¢itého, a také s vy$§im obsahem glutenu, ktery je pro tento typ mouky typicky.
Zminéna bélici Cinidla se pouzivaji z diivodu vylepSeni vlastnosti mouky v procesu tzv.
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umélého zrani mouky, které by pfirozenym zpiisobem trvalo az n€kolik mésicti. Navrzenou
metodou bylo dosazeno LOD o hodnoté 0,73 mg/kg [170].

Vyvoj GC/MS metody pro stanoveni alloxanu (v€etné metody pro stanoveni
produktt jeho rozkladu - kyseliny alloxanové a parabanové) je dal$im tématem feSenym
v ramci této disertacni prace a je detailnéji popsan v experimentalni ¢asti (viz kapitola 4.3.).
Vyvoj této metody byl zapocat jesté pred publikovanim metody Giaccona v roce 2017, tedy

v dobé¢, kdy pfitomnost alloxanu v bélené mouce nebyla jesté spolehlivé prokazana.
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Védecko-vyzkumna ¢innost v ramci doktorského studia byla zaméfena na nové
moznosti a postupy v analyze polarnich latek prostfednictvim plynové chromatografie, at’
jiz ve spojeni s FID nebo MS detekci. Cilem bylo rozsifit spektrum latek analyzovatelnych
touto instrumentaci o dal$i analyty, a to pfedevsim diky spojeni této techniky s chemickou
derivatizaci, které je v této praci vénovana zvlastni pozornost. Mezi konkrétni cile vyzkumné
¢innosti patii vyvoj metod pro toxikologicky vyznamné analyty z oblasti potravinafstvi

1 farmacie:

. Navrh a vyvoj plynové chromatogratické metody ve spojeni s hmotnostné
spektrometrickou detekci umoznujici souCasné stanoveni akrylamidu a akroleinu
v tabakovém koufi a koufi (aerosolu) z elektronickych cigaret.

o Néavrh, vyvoj a validace metody pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel
v kyseling isobutylboronové, pouzivané piti syntéze léCiva Bortezomib, pii jejiz analyze
neni mozné z ditvodu poskozovani stacionarni fdze kolony vyuzit bézné pouzivanou
metodu pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel.

. Navrh a vyvoj; GC/MS metod pro stanoveni polarniho analytu — alloxanu

a jeho degradacnich produkti v bélené mouce.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. GC/MS metoda pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu

v tabakovém koufi a koufri (aerosolu) z elektronickych cigaret [131]

4.1.1. Chemikalie, ¢inidla a vzorky

Pouzity byly tyto chemikalie: Allyl alkohol (CH,=CH-CH>-OH), kyselina sirova
(H2SO4; 96%), n-propanol (n-PrOH), ethylacetat (EtAc) vSe v analytické Ccistoté
od spolecnosti Merck (Darmstadt, Némecko). Bromi¢nan draselny (KBrOs), bromid
draselny (KBr), dichroman sodny (NaxCr207), bezvody siran hotecnaty (MgSOs),
pentahydrat thiosiranu sodného (NaxS>03 - 5 H0), triethylamin (TEA; 99%), akrolein
(99%), akrylamid (99%) byly ziskany od spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Voda byla ptecisténa Milli-Q systémem (Millipore, Darmstadt, Némecko) s 0,22um filtrem.

Pro analyzu realnych vzorki byly zakoupeny doutniky jednoho druhu
a 2 elektronické cigarety. Jedna z téchto elektronickych cigaret byla jednordzového typu
(ptichut’ Marlboro; Obr. 18), druhd z cigaret byla plnitelnd (Obr. 19) a byly u ni pouzity

naplné s prichuti visen a turecky tabak.

u = PRT P p e

Obr. 18: Elektronicka cigareta jednorazového typu.
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Obr. 19: Plnitelna elektronické cigareta v¢etné testovanych naplni.

4.1.2. Pfiprava standardu akroleinu

Standard akroleinu byl pfipraven vzdy cerstvy podle postupu publikovaného
Sedivcem a kol. [175]. P¥i piipravé bylo smichdno 100 ml H>O s 5 ml oxida¢niho roztoku
a 250 pl allyl alkoholu. Takto pfipravend smés byla pozvolna zahfivana v destilacni
aparatuie. Oxidac¢ni roztok se skladal z 10 g NaxCr207, 70 ml H2O a 25 ml H2SOs. Tento
roztok byl uchovavan pii -5°C. Po ziskédni 5 ml destilatu bylo do destilacniho systému
ptidano dalSich 5 ml oxida¢niho roztoku a 250 pl allyl alkoholu, tak aby bylo vydestilovano

dalsich 5 ml roztoku akroleinu.

4.1.3. Aparatura pro zachyt plynnych vzorki

Pro napodobeni redlné¢ho uzivatele tabdkovych vyrobkil/e-cigaret byla sestavena
aparatura (Obr. 20), ktera byla vybavena regulatorem pratoku vzduchu a ptipojena ke zdroji
vakua. Tato aparatura byla navrzena tak, aby bylo mozné simulovat zdkladni proménné
uréené Mezindrodni organizaci pro normalizaci (ISO) [176]. Tento standardizovany postup
zahrnuje simulaci koufeni, pfi kterém je kazdou minutu po dobou 2 sekund vzorkovéano
35 ml koute. Pro zachyt pevnych i plynnych castic v koufi byla pouzita demineralizovana
Milli-Q voda. Odpovidajici tlak vakua byl pfedem nastaven pomoci bublinkového
priutokoméru. Prostfednictvim tohoto systému byl v ptipadé¢ elektronické cigarety provadén
zachyt pouze hlavniho koufe, zatimco v piipad¢ cigarety/doutniku byl rovnéz zachycovan
koui vedlejsi (pii otevieném ventilu €. 1; Obr. 20), ktery je dilezity z hlediska pasivniho

koufeni. V tomto ptipad¢ bylo nezbytné upravit tlak vakua tak, aby byly udrzeny potiebné
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pratoky. Po skonceni vzorkovani bylo z promyvacky odebrano 10 ml roztoku, které byly

nasledné podrobeny derivatizaci.
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Obr. 20: Aparatura pro zachyt tabakového koute a koute z elektronickych cigaret [131].

4.1.4. Derivatizace

K derivatizaci akroleinu a akrylamidu byla vyuzita modifikovand metoda bromace
(Obr. 21) podle Hashimota [177]. Proces bromace zahrnuje piidavek 2 ml roztoku 0,1M
KBrOs a nadbytku pevného KBr k 10 ml vzorku odebraného z promyvacky (kouf zachyceny
ve vod€). Naslednym piidavkem 2 ml 0,1M roztoku H>SOs byla zahajena bromace.
Ke tvorbé bromu dochéazi prostfednictvim redoxni reakce, ktera je indikovéana zlutym
zbarvenim sme¢si. Po 30 minutach, kdy byla reakéni smés umisténa na chladném a tmavém
mist¢, byl nadbytek bromu rozlozen takovym piidavkem 0,1M roztoku Na,S>03, aby se zluty
roztok praveé odbarvil (cca 1,5 ml). Tato smes s nabromovanym akrylamidem a akroleinem
byla nésledn¢ 3x extrahovana 2 ml ethylacetatu, ktery byl poté vysusen pomoci MgSO4
a zakoncentrovan na objem 1 ml pod jemnym proudem cistého dusiku. Nasledné bylo

k tomuto extraktu piidano 10 ul TEA.
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Obr. 21: Bromace a dehydrobromace akrylamidu a akroleinu.

4.1.5. Pristrojové vybaveni a parametry metody

K vlastnimu méteni byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890B s automatickym
davkovacem Agilent 7963 a nepolarni kapilarni kolonou (HP-5ms, 30 m x 0,25 mm X
0,25 um) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C (vSe Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kapaln¢ vzorky byly davkovany v pulznim splitless
modu pfi tlaku 20 psi po dobu 0,4 minuty. Teplota nastfikového prostoru byla nastavena na
280°C a teplotni program metody byl nasledujici: 50°C po dobu 6 minut, nasledné nartst
teploty o 10°C/min do 300°C a poté byla tato teplota udrzovana 10 minut. Jako nosny plyn
bylo zvoleno helium ¢istoty 5.0 s pratokem kolonou 0,9 ml/min.

V ptipadé hmotnostniho spektrometru byla zvolena elektronova ionizace (EI)
pii 70 eV. Data byla sbirdna jak v modu celkového iontového proudu (TIC), tak také
v rezimu monitorovani selektivniho iontu (SIM). Piistroje byly ovladany a data byla sbirana

softwarem GC/MSD ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.1.6. Valida¢ni parametry

Kvantifikace akrylamidu byla provedena za pouziti metody standardniho piidavku.
Ptfed provedenim derivatizace byly k roztoku odebraném ze zachytné aparatury ptidany
rizné objemy vodného roztoku (1 mg/ml) akrylamidu (5, 10 a 50 pl).

Pfesna koncentrace pripraveného standardu akroleinu nebyla zndma, coz bylo rovnéz

dano chemickou nestabilitou akroleinu. Pro kvantifikaci akroleinu v tabakovém kouii
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a kouti z elektronickych cigaret byl vyuzit predem kvantifikovany akrylamid, jakozto interni
standard. V pribéhu celého procesu vykazoval podobné vlastnosti jako akrolein, ale
poskytoval signal odliSitelny od signalu bromovaného akroleinu. Odezvovy faktor byl
stanoven na riiznych koncentrac¢nich urovnich z komeréné ziskanych standardii. Plocha piku
bromovaného akrylamidu byla shledana 4,35-krat vétsi (relativni smérodatna odchylka
<10 %) nez plocha piku bromovaného akroleinu pii stejné koncentraci.

Pro lepsi srovnani jsou namétené vysledky uvedeny v mikrogramech na ekvivalent
jedné cigarety. Na zdklad€ naSich vypoctl jsme stanovili, Ze 15 standardnich ,,vdechnuti*
kouie odpovida jedné klasické cigareté, takze mnozstvi akrylamidu a akroleinu bylo

vyjadifeno v mikrogramech na 15 ,,vdechnuti* koufe.

Metoda pro stanoveni akrylamidu a akroleinu byla validovéana v téchto parametrech:

Linearita

Roztoky byly ptipraveny piidanim 10 pl akroleinu a akrylamidu pii Sesti riznych
koncentra¢nich urovnich vrozmezi 0 — 2 pg/ml do vodného roztoku s absorbovanym
koutem. Vzorky kalibracnich fad byly pfipraveny ve tfech opakovanich a byly podrobeny
celému procesu zpracovani vzorku od derivatizace az po extrakci a zakoncentrovani. Kazdy
z kalibra¢nich bodl byl néasledné 3-krat analyzovan. Kalibracni kiivka pro akrylamid byla
sestrojena jako zavislost koncentrace na primérné plose piku. Rovnice kalibra¢ni pfimky
byla vypoctena metodou nejmensich ctvercli pomoci programu Microsoft Excel.

V posuzovaném rozsahu byla linearni (koeficient determinace R? = 0,9990).

Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)
Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly vypocitany jako 3,3 x /S
respektive 10 X 6/S, pticemz 6 odpovidd smérodatné odchylce useku na ose y a S hodnoté

smérnice kalibraéni zavislosti.

Preciznost

Preciznost byla vypocitana jako relativni smérodatna odchylka (RSD) z ploch pik.
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4.2. Stanoveni zbytkovych rozpoustédel v isobutylboronové kyseliné —

vyuziti maskovaci derivatizace ke zlepSeni stability GC kolony [143]

4.2.1. Chemikalie, ¢inidla

Pouzity byly tyto chemikalie: Isobutylboronova kyselina (IBBA) byla dodana dvéma
dodavateli Apollo Scientific (Stockport, UK) a Optima Chemical (Douglas, GA, USA).
1,8-diaminonaftalen (DAN; > 99%), 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO; > 99%)
a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA, pro GC derivatizaci) byly zakoupeny
od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Methylpyrrolidon (MP; > 99,5%)
a benzylalkohol (BA; > 99,5%) byly dodany spole¢nosti Merck (Darmstadt, Germany).

Standardy: terc-butyl methyl ether (~-BME), toluen, ethylacetat (EtAc), hexan,
methanol (MeOH), 2-propanol, tetrahydrofuran (THF) a heptan (vSe > 99,5%) pouzité
pro ptipravu kalibra¢nich roztokl zbytkovych rozpoustédel byly zakoupeny od spolecnosti

Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany).

4.2.2 Piiprava roztoki a vzorku

Priprava maskovaciho roztoku

Maskovaci roztok (MR) byl pfipraven piesnym navazenim 11,0 g DAN a 2,5 g
DABCO do 50ml odmérné baiky. VSe bylo ndsledné rozpusténo asi ve 40 ml BA
za soucasného zahtivani pti teploté 60°C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na laboratorni

teplotu byla odmérné batika doplnéna po rysku BA.

Pfiprava vzorku

Asi 50,0 mg vzorku bylo piesné navazeno do 20ml headspace vialky, do které bylo
nasledn¢ pomoci plynotésné stiikacky ptidano 0,5 ml MR, vialka byla proplachnuta argonem
a okamzit¢ utésnéna. Maskovaci reakce mezi vzorkem IBBA a ¢inidlem DAN byla
provadéna v susarné pfii teplot€¢ 50°C po dobu 60 minut. Po 10 minutach zahtivani byla
headspace vialka lehce promichana, tak aby doSlo k uplnému rozpusténi vzorku IBBA.
Po inkubaci a ekvilibraci byl 1 ml plynné faze davkovan do plynového chromatografu.

Kazda z vialek byla analyzovana jen jednou. Jako blank bylo pouzito 0,5 ml MR.
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Ptiprava kalibraénich roztoku

Priprava zasobniho kalibracniho roztoku (SCS)

Ptiblizné 15 ml MP bylo nalito do 50ml odmérné baiiky. Nasledn¢ byla pomoci
plynotésné stiikacky pod hladinu MP postupné pfidavéna vybrana rozpoustédla, pficemz
pridavek kazdého rozpoustédla byl presné zvazen. Poté byla odmérna banka doplnéna
po rysku MP. Mnozstvi jednotlivych rozpoustédel v SCS roztoku a jejich ptiblizna
koncentrace v pracovnim kalibracnim roztoku (WCS) jsou vztazeny k navazce vzorku (Tab.

I). Zasobni kalibra¢ni roztok byl pfipraven ve dvou opakovénich.

Tab. I: Obsah jednotlivych rozpoustédel v kalibra¢nich roztocich.

Al ICH limit Navazka v SCS Obsah ve WCS Obsah vztazeny k navazce
(ppm) roztoku (mg) roztoku (ng/ml) vzorku (ppm)

MeOH 3000 375 300 3000
2-propanol 5000 625 500 5000
t-BME 5000 625 500 5000
hexan 290 36 28,8 288
EtAc 5000 625 500 5000
THF 720 90 72 720
heptan 5000 625 500 5000
toluen 890 111 88,8 888

Priprava pracovniho kalibracniho roztoku (WCS)

Ptiblizn¢ 5 ml MR bylo nalito do 10ml odmémé banky a nasledné bylo ptfesné
pfidano 0,4 ml roztoku SCS plynotésnou stiikackou a baiika byla doplnéna po rysku
roztokem MR. Pracovni kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ve dvou opakovanich. Piesné
0,5 ml WCS roztoku bylo inkubovano a ekvilibrovano ve 20ml headspace vialce
s naslednym nadavkovanim 1,0 ml plynné faze do plynového chromatografu. Z kazdé vialky

byla provedena jedna analyza.

Priprava roztoku pro test zpiisobilosti (TSS)

Ptiblizn¢ 5 ml MR bylo nalito do 10ml odmérmné banky a nasledné bylo ptfesné
pfidano 200 pl roztoku WCS plynotésnou stiikackou a banka byla doplnéna po rysku
roztokem MR. Piesn¢ 0,5 ml TSS roztoku bylo inkubovano a ekvilibrovano ve 20ml
headspace vialkce s naslednym nadavkovanim 1,0 ml plynné faze do plynového

chromatografu. Z kazdé vialky byla provedena jedna analyza.
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4.2.3. Optimalizace reak¢ni doby maskovaci reakce

Reakce mezi IBBA a DAN v molarnim poméru 1:1,4 (vSe rozpusténo v 1 ml
benzylalkoholu s pfidavkem DABCO) byla provedena ve 2ml krimpovacich vialkach
pii 50°C s dobou reakce v rozmezi 0-90 minut. V piislusném case bylo vzdy do ¢isté vialky
odebrano 100 pl reakéni smési. Reakce byla zastavena silylaci nezreagovaného ¢inidla DAN
pridavkem 250 pul BSTFA a 50 pl pyridinu. Smés byla ponechana po dobu 30 minut
pfi teploté 80°C. Nasledné k ni bylo pfidano 0,5 ml toluenu a byla provedena analyza

metodou pifimého nasttiku do plynového chromaotgrafu.

4.2.4. Pristrojové vybaveni a parametry metody

K vlastnimu méfeni byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 78904 ve spojeni
s plamenoioniza¢nim detektorem (FID) a kapilarni kolonou (RES-SOLV, 30 m x 0,53 mm
x 1 um) (vSe Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Statické headspace davkovani
vzorku bylo provedeno pomoci automatického headspace davkovace Agilent 76974 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Zakrimpované 20ml headspace vialky obsahujici vzorek byly ekvilibrovany
pii teploté 90°C po dobu 20 min. Doba nastfiku vzorku byla nastavena na 2 minuty
pfi teploté davkovaci smycky 150°C a teploté transferline 160°C. Nastiik plynné faze byl
proveden za téchto podminek: teplota nastfikového prostoru byla nastavena na 220°C,
davkovéan byl 1 ml v mddu split 1:6. Teplotni program metody byl nastaven nasledovné:
40°C po dobu 4,2 minuty, nasledné narast teploty o 25°C/min do 220°C a poté byla tato
teplota udrzovana 1 minutu. Parametry detektoru byly nastaveny na nasledujici hodnoty:
teplota 280°C, prutok vzduchu 300 ml/min, pritok vodiku 30 ml/min, pratok makeup plynu

(N2) 20 ml/min. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium (4.6) s pritokem kolonou 4,8 ml/min.

4.2.5. Valida¢ni parametry

Specificita

Specificita metody byla testovana na zakladé¢ meéfeni blanku, roztoku TSS, WCS
a roztoku vzorku. V chromatogramu z analyzy blanku byla nasledné v reten¢nich ¢asech
(RT) analytt zjistovana pfitomnost interferujicich pikt o plose vétsi nez je uroven Reporting

level (RL).
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Z analyzy roztoku TSS bylo stanoveno rozliSeni vypocitané dle vzorce:

t
R=1176 x (=22F4

— tra

2

)

kde tra, tr — jsou reten¢ni Casy latek A a B, W% " W%  — Sifka pikil v polovin€ vysky

latky A a B.

Linearita

Linearita kalibra¢ni zavislosti zbytkovych rozpoustédel (MeOH, 2-propanol, t-BME,

hexan, EtAc, THF, heptan a toluen) byla testovana na koncentra¢nich urovnich 2 % (RL),

5 %, 10 %, 100 % a 120 % ICH limitu (viz Tab. II). Pro testovani linearity bylo fedénim

ze dvou zasobnich kalibracnich roztokd (SCS) pfipraveno celkem 6 roztokli ve dvou

kalibra¢nich fadach. Korela¢ni koeficient pro kazdé rozpoustédlo byl vypocitan na zéklade

sestrojeni kalibracni zavislosti plochy piku analytu na jeho koncentraci. Linearni regrese

byla vypoctena metodou nejmensich ctvercii pomoci programu Microsoft Excel.

Tab. II: Obsah zbytkovych rozpoustédel v roztocich pro méteni linearity.

Roit:k SCS MeOH | 2-propanol | #~BME hexan EtAc THF heptan toluen
linsaritu roztok
& ¢ (% ICH specifikace/ppm)

Linl (RL) 1 2/60 2/100 2/100 2/5,8 1/50 2/14,4 2/100 2/17,8
Lin2 2 5/150 5/250 5/250 5/14,5 2,5/125 5/36 5/250 5/44,5
Lin3 1 10/300 10/500 10/500 10/29 5/250 10/72 10/500 10/89
Lin4 2 50/1500 50/2500 50/2500 50/145 25/1250 50/360 50/2500 50/445
Lin5 1 100/3000 100/5000 | 100/5000 | 100/290 | 50/2500 | 100/720 | 100/5000 100/890
Lin6 2 120/3600 120/6000 | 120/6000 | 120/348 | 60/3000 | 120/864 | 120/6000 120/1068

Preciznost

Preciznost byla stanovovana na urovni Reporting Level na zaklad¢ 6-ti néstiika

roztoku TSS. Preciznost byla vypoctena jako relativni smérodatna odchylka (RSD) z ploch

pikl a rovnéz 1 z retencnich Cast.

Presnost

Ptesnost byla stanovovana na zaklad¢ tii opakovani nastfiku roztoku pro linearitu

(Linl — Lin6). Pfesnost byla ur€ena porovnanim hodnot ziskanych z kalibra¢nich zavislosti

a pravych hodnot (obsah standardu v roztoku pro linearitu).
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Vytéznost
Vytéznost byla stanovena na zakladé spikovani IBBA vzorku zndmym mnozstvim

analytl na ¢tyfech riznych arovnich (120 %, 100 %, 10 % a 2 % (RL) ICH limitd).

Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)
Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) analytii (s vyjimkou toluenu) byly

vypocitany na zakladé 6-ti nastiikl roztoku TSS, dle rovnice 1 a 2.

LOD =3 xc xg (1)
LOQ =10xcx= (2)
kde n — je Sum, s — vySka piku (signalu), ¢ — koncentrace analytu v roztoku TSS

v jednotkach ppm.

V ptipadé toluenu byly hodnoty LOD a LOQ stanoveny z linedrni regresni rovnice
z diivodu jeho ptitomnosti v blanku. LOD a LOQ byly vypocitany jako 3 x &/S respektive
10 x 6/S, pficemz 6 odpovida smérodatné odchylce tiseku na ose y a S hodnoté smérnice

kalibra¢ni zavislosti.

Akceptacni kritéria vybranych valida¢nich parametrt jsou uvedena v Tab. IV, ktera

je soucasti kapitoly 5.2.3.
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4.3. GC/MS metoda pro stanoveni alloxanu a jeho rozkladnych

produkti v mouce

4.3.1. Chemikalie, ¢inidla a vzorky

Pouzity byly tyto chemikalie: alloxan monohydrat, N-terc-butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoracetamid (MTBSTFA) s obsahem 1 % terc-butyldimethylchlorsilanu
(z-BDMCS), N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid ~ (BSTFA), vSe  zakoupeno
od spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 1,2-fenylendiamin, 4-chlor-1,2-
fenylendiamin, 4,5-dichlor-1,2-fenylendiamin, 4-brom-1,2-fenylendiamin a 4,5-dibrom-1,2-
fenylendiamim byly dodany spolec¢nosti TCI Chemicals (Tokyo, Japonsko). Methanol,
acetonitril, pyridin a kyselina chlorovodikova (HCI; 37 %) byly pofizeny od spolecnosti
Merck (Darmstadt, Némecko). Voda byla ptecistena Milli-Q systémem (Millipore,
Darmstadt, Némecko) s 0,22um filtrem. Pro extrakci tuhou fazi (SPE) byly pouZzity kolonky
Oasis HLB 3 cc Vac Cartridge (60 mg, 30 um) od firmy Waters (Milford, MA, USA).
Pro filtraci methanolického extraktu byl vyuzit sttikackovy nylonovy filtr o velikosti port
0,45 pm dodany firmou Labicom. Pro testovani realnych vzorkl byly zakoupeny 3 druhy
bélenych mouk z amerického trhu (Obr. 22) a dale také nékolik nebélenych mouk ceskych

vyrobcu.

&) enriched |
bleached |

Obr. 22: Bélené mouky dodané z USA, které¢ byly testovany na obsah alloxanu.

4.3.2. Piiprava vzorku pro stanoveni alloxanu v mouce

Do plastové centrifugacni zkumavky byl navazen 1 g mouky, ke kterému bylo
nasledné pridano 5 ml 0,3M HCI. Pfipravend smés byla tfepana po dobu 2 minut, dalSich
5 minut sonifikovana a 3 minuty pii 4400 rpm centrifugovana. 0,5 ml tohoto extraktu bylo

odpipetovéano do sklenéné 20ml vialky a smichdno se 4,5 ml derivatiza¢niho roztoku, ktery
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byl pfipraven rozpusténim 18 mg 4,5-dibrom-1,2-fenylendiaminu v 50 ml 0,3M HCI.
Reakéni smés byla temperovana pii teploté 60°C po dobu 60 minut a nasledné ochlazena
na laboratorni teplotu a postupné nandSena na SPE kolonku OASIS HLB, ktera byla piedem
kondicionovana 1 ml acetonitrilu, 1 ml pyridinu a 1 ml 0,3M HCI. 7,8-dibromalloxazin,
pfipraveny kondenzaci 4,5-dibrom-1,2-fenylendiaminu s alloxanem (Obr. 23), byl z SPE
kolonky eluovan 2 ml smési acetonitrilu a pyridinu (v poméru 1:1). Tento extrakt byl
ve sklenéné krimpovaci champagne vialce postupné pod jemnym proudem dusiku odpatren
do sucha a poté rozpustén ve 100 pl pyridinu a 100 pl silylaéniho ¢inidla MTBSTFA
s obsahem 1 % #-BDMCS. Smés byla v uzaviené vialce po dobu 45 minut zahiivana

na teplotu 60°C a nasledn¢ byla analyzovana prostiednictvim GC/MS.

O O

Br NH, o Br N
NH X NH
—+ —_—
/

Br NH, ¢} N O Br N N O

H H

4,5-dibrom-1,2-fenylendiamin alloxan 7,8-dibromalloxazin

MTBSTFA (s 1 % t-BDMCS)

\

! /J<
Br N\ \N / \

7,8-dibrom-1,3-bis(terc-butyldimethylsilyl)alloxazin /><

Obr. 23: Schéma derivatizace alloxanu.

4.3.3. Identifikace produkti vznikajicich rozkladem krystalického alloxanu

Krystalicky alloxan (500 pg) byl ponechan v oteviené sklenéné krimpovaci
champagne vialce po dobu 24 hodin pfi laboratornich podminkéach. Nasledn¢ bylo do vialky
pfidano 100 pL pyridinu a 100 pL silylacniho ¢inidla BSTFA. Smés byla po dobu jedné
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hodiny zahfivana v uzaviené vialce na teplotu 60°C a nésledn¢ byla analyzovana

prostiednictvim GC/MS.

4.3.4. Priprava vzorku pro stanoveni kyseliny parabanové a alloxanové v mouce

Do plastové centrifugani zkumavky byl navazen 1 g mouky, ke kterému bylo
nasledné ptidano 5 ml methanolu. Pfipravena smés byla tfepana po dobu 2 minut, dalSich
5 minut sonifikovdna a 3 minuty pti 4400 rpm centrifugovana. Methanolicky extrakt byl
zfiltrovan pomoci nylonového stiikackového filtru o velikosti port 0,45 pm, preveden
do sklenéné krimpovaci champagne vialky, kde byl postupné pod jemnym proudem dusiku
odpafen do sucha. Poté byl rozpuStén ve 100 pl pyridinu se 100 pl silylacniho ¢inidla
BSTFA. Smés byla v uzaviené vialce po dobu 30 minut zahfivana na teplotu 70°C a nasledné

byla analyzovéna prostfednictvim GC/MS.

4.3.5. Pristrojové vybaveni a parametry metod

K vlastnimu méfeni byl pouzit plynovy chromatograt Agilent 6890N s automatickym
davkovacem Agilent 7963 a nepolarni kapilarni kolonou (HP-5ms, 30 m x 0,25 mm x
0,25 wum) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973N (vSe Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Parametry metody pro analyzu degradacnich produktd alloxanu a analyzu

parabanové a alloxanové kyseliny v mouce

Kapalné vzorky byly davkovany v pulznim splitless médu pfi tlaku 20 psi po dobu
0,4 minuty. Teplota nastiikového prostoru byla nastavena na 280°C a teplotni program
metody byl nasledujici: 90°C po dobu 2 minut, nasledné nartst teploty o 5°C/min do 200°C
a poté narust teploty o 10°C/min do 300°C a tato teplota udrzovana po dobu 10 minut. Jako
nosny plyn bylo zvoleno helium ¢istoty 5.0 s pratokem kolonou 0,9 ml/min.

V ptipadé hmotnostniho spektrometru byla zvolena elektronova ionizace (EI)
pii 70 eV. Data byla sbirana jak v médu TIC, tak také v rezimu SIM, kdy pro kyselinu
parabanovou byly sbirany ionty 243 a 258 m/z, a pro kyselinu alloxanovou ionty 331, 405 a
433 m/z. Ptistroje byly ovlddany a data byla sbirdna softwarem GC/MSD ChemStation
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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Parametry metody pro analyzu alloxanu v mouce

Kapalné vzorky byly davkovany v pulznim splitless moédu pfi tlaku 20 psi po dobu
0,6 minuty. Teplota nastfikového prostoru byla nastavena na 300°C a teplotni program
metody byl nasledujici: 90°C po dobu 2 minut, nasledné narist teploty o 10°C/min do 300°C
a tato teplota udrzovana po dobu 20 minut. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium ¢istoty 5.0
s prutokem kolonou 0,9 ml/min.

V piipadé hmotnostniho spektrometru byla zvolena elektronovéd ionizace (EI)
pfi 70 eV. Data byla sbirdna jak v modu TIC, tak také v reZimu SIM, ve kterém byly
monitorovany ionty 541, 543, 545 m/z. Pristroje byly ovladiany a data byla sbirana
softwarem GC/MSD ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. GC/MS metoda pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu

v tabakovém koufi a koufi (aerosolu) z elektronickych cigaret

Vysledky uvedené v této Casti byly publikovany v praci: R. Papousek, Z. Pataj, P.
Novakova, K. Lemr, P. Bartdk, Determination of Acrylamide and Acrolein in Smoke from

Tobacco and E-Cigarettes, Chromatographia 77 (2014) 1145-1151.

5.1.1. Zachyt plynnych vzorki
vzorkovani, které by vérné napodobovalo realného uzivatele tabakovych vyrobkl
a elektronickych cigaret. Pomoci aparatury (Obr. 20), kterd byla specialné pro tento ucel
navrzena, bylo mozné dodrzet standardizovany postup zachytu vzorku zahrnujici simulaci
kouteni s odbérem definovaného mnozstvi vzorku v pravidelnych intervalech. Misto filtru
ze skelnych vlaken a vzduchotésného vaku, které jsou doporuceny ISO normou [178], byl
zachyt pevnych 1 plynnych castic pfitomnych v kouii uskute¢nén prostiednictvim
promyvacky naplnéné Milli-Q vodou. Pro zachyt polarnich analyti a jejich naslednou

chemickou derivatizaci se toto prostfedi ukdzalo byt jako nejvhodné;si [62].

5.1.2. Derivatizace

Separace neiontovych, vysoce polarnich molekul s nizkym bodem varu a nizkou
molekulovou hmotnosti mize byt z divodu pfiili§ slabé retence téchto latek na standardné
pouzivanych nepolarnich staciondrnich fazich problematickd. Rovnéz jejich detekce miize
byt negativné ovliviiovdna interferencemi s jinymi nizkomolekuldrnimi latkami nebo
fragmenty pochazejicimi ze slozek matrice a také horSi odezvou hmotnostné
spektrometrického detektoru na slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti. Spole¢nym
feSenim vétSiny uvedenych problémti mize byt derivatizace téchto malych polarnich analytti
spojena se zvySenim jejich molekulové hmotnosti.

Pfi vyvoji metody pro soucasné¢ stanoveni akrylamidu a akroleinu v koufi
z tabakovych vyrobkii a elektronickych cigaret byla vyuzita derivatizace téchto analytii
bromaci (Obr. 21). Adici bromu na dvojnou vazbu pifitomnou v molekule téchto sloucenin

1ze docilit vyznamného zlepSeni vlastnosti cilovych molekul. Vedle snizeni polarity obou
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analytt je dalsi vyhodou zejména zvySeni jejich extrahovatelnosti a taktéz jejich molekulové
hmotnosti. V neposledni fadé pro bromovany akrylamid i akrolein jsou typické vice
symetrické piky v naméfenych chromatogramech. Rovnéz piitomnost specifického
isotopického vzoru v jejich hmotnostnich spektrech (Obr. 24 a 25) pfispiva k podstatné lepsi

selektivité, snadné identifikaci pikil a niz§im detekénim limitam.
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Obr. 24: Hmotnostni spektrum 2-bromprop-2-enamidu.
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum 2-bromprop-2-enalu.
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5.1.3. Vyvoj metody

Pii vyvoji metody byly vyuzity jak komeréné¢ dostupné standardy akroleinu
a akrylamidu, tak rovnéz Cerstvé pfipraveny vodny roztok akroleinu. K tomuto kroku bylo
ptistoupeno z ditvodu piitomnosti stabilizatorti zabrafiujicich polymerizaci v komercné
dostupném standardu [179].

Pro zjisténi vlivu reakéniho Casu na proces bromace akrylamidu a akroleinu bylo
soucasn¢ piipraveno 6 vzorkl a to tak, Ze bylo smichdno 15 pl vodného roztoku akrylamidu
o koncentraci 1 mg/ml s 10 pl Cerstvé pfipraveného vodného roztoku akroleinu a s 10 ml
deionizované vody. Pro kazdy z téchto vzorkll byl pouzit jiny ¢as bromace v rozmezi
10-90 minut. Pokusem bylo zjiSténo, Ze nejucinnéji jsou oba analyty derivatizovany pii délce
bromace v ¢ase 30 minut (Obr. 26). Rovnéz byl zjistén vliv prostiedi na proces derivatizace,
kdy nejlepsich vysledk bylo dosazeno v tmavém a chladném prostiedi. Tareke a kol. vyuzili
pro stanoveni akrylamidu taktéz bromaci [60], avSak derivatizacni reakci nechali probihat
pfes noc, coz se pii sou¢asném stanoveni akrylamidu a akroleinu ukéazalo byt nevhodné.
Bromace alkenl je dvoustupiiovou elektrofilni adici. V prvnim pomalej$im kroku vznika
cyklicky kationtovy intermediat s miistkovym atomem bromu. Delsi reakéni doba miize byt
v tomto piipadé uzitecna, ovSem nékteré vedlejsi a nasledné reakce mohou derivatizacni
proces komplikovat. V pfipad¢€, ze nebyly reakéni podminky spravné nastaveny, tak bylo
mozné v naméfenych chromatogramech pozorovat ptfitomnost i dal§ich bromovanych
derivati vznikajicich radikélovou a elektrofilni substituci. Tmavé a chladné derivatizacni
prostiedi ucinn¢ eliminuje radikalovou substituci a vyznamné zpomaluje substituci
elektrofilni. Pfitomna reaktivni karbonylova skupina muze podléhat dalSim reakcim napf.
oxidaci, elektrofilni adici a nukleofilni substituci [180,181], a to v zavislosti na slozkéch
matrice a primarnich produktech vzniklych pfi reakci s nadbytkem bromu. V disledku
naslednych reakci poklesla po 30 minutadch vytéznost jak dibromderivatu akrylamidu, tak

také akroleinu, a to i v tmavém a chladném prostiedi.
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Obr. 26: Studium vlivu reakéniho ¢asu na proces bromace akrylamidu (¢tverecky) a

akroleinu (kolecka).

Aby bylo zabranéno nezadouci reverzibilni nukleofilni adici vody na karbonylovou
skupinu [182], bylo nezbytné ziskané ethylacetitové extrakty vysuSit pomoci siranu
hofe¢natého. Navic, aby bylo zamezeno reaktivni karbonylové skupiné v dalSich
nezddoucich reakcich, tak bylo ke vzorku po prekoncentra¢nim kroku pifidano 10 pl
n-propanolu. Na zaklad¢ informaci z literatury lze piedpokladat, ze ptidavkem n-PrOH
dochazi v kyselém prostiedi ke tvorbé acetalu a tim také k ochran¢ aldehydové skupiny
[182]. Vzhledem k tomu, Ze vysoka teplota nastfikového prostoru zpisobuje eliminaci
alkoholu, tak se v chromatogramu acetal jiz neobjevuje a je tak mozné kvantitativné
detegovat obnoveny brompropenal.

Z hlediska ucinnosti separace byla taktéz podstatna teplota nastfikového prostoru,
ktera by méla byt dostatecné vysoka, tak aby bylo zajisténo okamzité zplynéni/odpateni
nadavkovaného vzorku. Obvykle vyuzivana teplota inletu (280°C) nebyla dostate¢nou
pro kvantitativni dehydrobromaci derivatu akrylamidu (Obr. 27), protoze byl
v chromatogramu pozorovan jak ve form¢ monobromderivatu, tak také dibromderivatu. Pro

ziskani jedné derivatizované formy v podob¢ stabilnéjsiho 2-bromprop-2-enamidu byl tedy
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ke kone¢nému extraktu pred nasttikem do GC ptidan triethylamin. Konjugace nevazebného
elektronového paru aminoskupiny akrylamidu vedla ve srovnani s akroleinem ke zvyseni
delokaliza¢ni energie a ¢astecné kompenzaci negativniho indukéniho efektu atomu bromu,
coz vedlo kziskani stabilngjSitho derivatu. V pifipad¢ akroleinu nastavend teplota
nasttikového prostoru pro kvantitativni dehydrobromaci dostac¢ovala [177].

Dalsim faktorem ovliviiujicim vyznamné separaci, byla pocatecni teplota teplotniho
programu. Pfi pocatecni teploté niz§i nez 50°C byla pozorovana nizka reprodukovatelnost
retencnich Casii diive eluovaného bromovaného akroleinu. Posuny reten¢nich cast byly
pravdépodobné zpusobeny kondenzaci ethylacetatu (bod varu 77,1°C) na zacatku kolony,
coz vedlo k nereprodukovatelnému odpafovani a nereprodukovatelnému ptispévku
zkondenzovaného filmu k retenci t€kavych latek. Nastaveni pocatecni teploty na vice nez
50°C pak vedlo k silnému sniZeni retence bromovaného akroleinu a jeho interferenci
s pikem rozpoustédla. Z téchto diivoda bylo tedy za optimalni pocatecni teplotu zvoleno

50°C.
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Obr. 27: Chromatogram bromovaného akrylamidu bez piidavku (a) a s pfidavkem

triethylaminu (b).
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5.1.4. Validace metody a analyza realnych vzorkia

V ptipad¢é stanoveni akrylamidu byla pozorovana velmi dobra linearita kalibra¢ni
zavislosti s koeficientem determinace R? = 0,9990 (y = 21,657x — 22,797). Limit detekce
(LOD) pro akrylamid byl stanoven na 0,27 pg/cig. ek. a pro akrolein 8,35-107 ug/cig. ek.,
zatimco hodnota limitu kvantifikace (LOQ) pro akrylamid cinila 0,81 pg/cig. ek.
apro akrolein 2,50-10 pg/cig. ek. Z hlediska preciznosti bylo pro oba analyty opakovanymi
GC/MS analyzami dosazeno v pfipadé plochy piki RSD o hodnoté mensi nez 7 %,
pro reten¢ni casy pak byla hodnota RSD mensinez 1 %. Primérny retencni ¢as bromovaného
akrylamidu a akroleinu €inil 11,39 min, respektive 4,29 min.

Analyzou realnych vzork bylo zjisténo, ze v zadném vzorku koufte z elektronickych
cigaret akrylamid nebyl pfitomen, respektive jeho koncentrace byla niz§i nez limit detekce
pouzité metody. Jak jiz bylo zminéno, zdravi Skodlivy akrylamid se vytvaii béhem
Maillardovy reakce z aminokyselin a redukujicich cukri vystavenych teplotam vysSich
jak 120°C. JelikoZ zminéné prekurzory nebyly v naplnich elektronickych cigaret ptitomné,
tak také nebyl akrylamid nalezen (Tab. III). AvSak pfi analyze redlného tabdkového koufe
(z doutniku) byl prokazan relativné¢ vysoky obsah akrylamidu, a to jak v hlavnim, tak
ve vedlejsim kouti (2,40 respektive 1,52 ug/cig. ek.).

Z diavodu charakterizace slozeni naplni do elektronickych cigaret byla rovnéz
provedena piimd analyza téchto vzorkil, kterou byl mimo jiné zjiSt€n vysoky obsah
glycerolu. Jedna se o latku bezpecnou, kterd vSak muze byt zdrojem akroleinu, na ktery se
pusobenim vysokych teplot rozklada. Existuje fada primyslovych postupli pro konverzi
glycerolu na akrolein, které¢ popisuji pouziti raznych katalyzatorti za riznych podminek
a za optimalizovanych teplot pohybujicich se nejcastéji v rozmezi 267-307°C [183].
Prestoze pracovni teplota elektronické cigarety je nizsi, tak urcité kovové ¢asti odpafovace
(vaporizéru) jsou schopny dodat dostatek energie, ptipadné i katalyticky povrch potiebny
k tomuto tepelnému rozkladu. To je pravdépodobné diivod, pro¢ byla nalezena piitomnost
akroleinu ve vSech testovanych vzorcich elektronickych cigaret, pficemz jeho nejvyssi obsah

se nachdzel v jednorazové elektronické cigareté (Tab. III).
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Tab. III: Vysledky zanalyz akrylamidu a akroleinu v tabdkovém kouii a koufi

z elektronickych cigaret.

Vzorek Akrylamid (pg/cig. ek.)  Akrolein (pg/cig. ek.)
Doutnik — hlavni kour 2,40 4,48
Doutnik — vedlejsi kouf 1,52 8,27
E-cigareta — prichut’ visen ND 0,17
E-cigareta — pfichut turecky tabak ND 0,70
Jednorazova E-cigareta — ptichut’
cednorazova £-cigarcta — prichu ND 3’70

Marlboro

ND nebylo detegovano

ug/cig. ek. mnozstvi v pg uvolnéné z jedné bézné cigarety nebo ekvivalentu elektronické cigarety

(vypocteno na zakladé poctu vdechnuti koufe podle podle normy ISO)

5.1.5. Zavér

Byla vyvinuta GC/MS metoda pro sou€asné stanoveni akrylamidu a akroleinu
v tabakovém kouti a koufi z elektronickych cigaret. Metoda vyuziva derivatizace obou
analytli prostfednictvim bromace elementdrnim bromem ve vodném prostiedi. Byla
provedena optimalizace derivatiza¢ni reakce a jejich podminek. Nejucinnéjsi bromace obou
analytii bylo dosazeno po 30 minutich v tmavém a chladném prostfedi. Metodou byla
prokdzéna ptitomnost akroleinu ve vSech testovanych vzorcich a rovnéz pfitomnost
akrylamidu, ktery se ovSem vyskytoval pouze v kouti tabakovém. Spolehlivost metody byla

potvrzena valida¢nim procesem.
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5.2. Stanoveni zbytkovych rozpoustédel v isobutylboronové kyseliné —

vyuziti maskovaci derivatizace ke zlepSeni stability GC kolony

Vysledky uvedené v této &asti byly publikovany v praci: R. Papousek, S. Zak, P.
Stverka, A. Gavenda, L. Borovcova, P. Bartak, Determination of residual solvents in

isobutylboronic acid: Masking derivatization improves stability of GC column, J. Sep. Sci.

(2019) - v tisku.

5.2.1. Optimalizace maskovaci reakce mezi IBBA a DAN

Vyznamné poSkozeni stacionarni faze kapilarni kolony, ke kterému dochézelo
po provedeni n¢kolika headspace analyz vzorku kyseliny isobutylboronové, vedlo k nutnosti
vyvoje metody umoznujici stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA tak, aniz by byla
negativné ovliviiovdna separacni schopnost pfislusné staciondrni faze. Proto byl navrzen
derivatiza¢ni postup zalozeny na maskovaci reakci IBBA s 1,8-diaminonaftalenem (DAN),
jakozto vhodnym ¢inidlem umoziujicim konverzi tékavé a reaktivni IBBA na mén¢ tékavy

a méné reaktivni 2-(2-methylpropyl)-2,3-dihydro-1H-nafto[1,8-de][1,3,2]diazaborin (Obr.

28).
B, - >
4<7 OH H,N O 4<7HN

IBBA 1,8-diaminonaftalen 2-(2-methylpropyl)-2,3-dihydro-
(1,4 ekvivalent) -1Hnafto[1 8-de][1,3,2]diazaborin

Obr. 28: Schéma reakce IBBA s DAN.

Kondenzac¢ni reakce mezi IBBA a DAN byla provadéna pii 50°C, za bazické
katalyzy DABCO rozpusténym v benzylalkoholu. Toto rozpoustédlo se diky jeho dostate¢né
vysokému bodu varu Casto vyuziva pii headspace analyzach zbytkovych rozpoustédel.
V tomto ptipad¢ bylo vybrano i na zakladé jeho dobré schopnosti rozpoustét IBBA 1 DAN.
Pravé diky dobré rozpustnosti ma IBBA malou tendenci piechazet do plynné faze, coz je
dilezité pro kvantitativni prib&h maskovaci reakce. Bazicky katalyzator DABCO ptidany
do maskovaciho roztoku tspésné akceleroval pribéh kondenzacni reakce. Reakéni doba
60 minut byla stanovena na zéklad¢ optimalizace provedené v rozmezi 0 az 90 minut (Obr.

29). Za pomoci ¢inidla BSTFA, které bylo pouzito pro silylaci nezreagovaného DAN, byla
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ve zvolenych ¢asovych intervalech ukoncena probihajici reakce. Naslednou GC analyzou

s pfimym nastiikem byl stanoven reakéni produkt (pfesny postup je uveden v kapitole 4.2.).
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Obr. 29: Zavislost plochy aduktu IBBA+DAN na dobé¢ reakce.

5.2.2. Optimalizace headspace GC metody

Pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA byla vyuzita bézné¢ pouzivana
plynové chromatografickd metoda se statickym headspace davkovanim vzorkd. Optimalni
doba ekvilibrace analytii mezi kapalnou a plynnou fazi v headspace vialce byla stanovena
z experimentll provedenych pfii teploté 90°C a v Casovém rozmezi 15-60 minut. Prakticky
v celém Casovém intervalu ekvilibrace byla pozorovana konstantni odezva pro jednotliva
zbytkova rozpoustédla, kterymi byl vzorek IBBA spikovan na urovent odpovidajici jejich
ICH limitam. Nicméné, s nartistajici dobou ekvilibrace byl pozorovan vznik degradacnich
produkti isobutanu, isobutanalu a isobutanolu. Z tohoto diivodu bylo vybrano 20 minut jako
dostate¢na doba pro ekvilibraci vzorku.

K degradaci aduktu IBBA+DAN dochazi pravdépodobné dvéma zpiisoby. Jeden
z procesit degradace souvisi s eliminaci isobutanu, zatimco druhy spoc¢iva v oxidativni
hydrolyze vedouci ke vzniku isobutanalu a isobutanolu. Bylo testovano, zdali by druhy
z procestt mohl byt potlacen odstranénim vody a oxidantil, naptiklad vzdusného kysliku.
Ptimy ptidavek dehydrata¢niho cinidla v podobé bezvodého Na>SOs4, MgSOs, piipadné
CaC», nevedl k potlaceni vzniku degradacnich produktii. Pti proplachnuti headspace vialky
argonem, jeSté¢ pred zahdjenim inkubace vzorku, byla nahrazena pfitomna oxidativni
atmosféra inertnim plynem. Tim byl vyznamné potlacen vznik oxidacnich produktt

(isobutanalu a isobutanolu) za souc¢asné mirného nartstu tvorby isobutanu.
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Obr. 30: Zavislost plochy pikii degradacnich produktii na dob¢ ekvilibrace v pfitomnosti
vzduchu, respektive inertni atmosféry argonu.
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Obr. 30 znazornuje narGst koncentraci vSech degradac¢nich produkti béhem
ekvilibrace, a to jak ve vzduchu, tak v atmosféfe argonu. Zatimco koncentrace isobutanu
v inertni atmosféfe mirné¢ vzrostla (Obr. 30A), tak koncentrace obou oxidac¢nich produktl
(isobutanalu a isobutanolu) se v inertni atmosféfe argonu pfiblizné€ o jeden fad snizily (Obr.
30B, C). Na zékladé tohoto zjisténi bylo do procesu pripravy vzorku zahrnuto rovnéz

proplachnuti headspace vialek argonem.

5.2.3. Validace metody a analyza realnych vzorku

Navrzena metoda byla validovana a aplikovana pro stanoveni zbytkovych
rozpoustédel ve vzorcich IBBA urcenych k syntéze Bortezomibu. Valida¢nim procesem
bylo zjisténo, Ze pouZzita metoda je precizni, specificka, linearni a presna v rozmezi 2-120 %
ICH limita (Tab. IV). Pfi ovéfovani specificity byla v roztoku blanku prokdzana pfitomnost
toluenu, avSak v mnozstvi pod hodnotou RL.

RozliSeni (R) mezi kritickymi pary bylo vzdy vétsi néz 1,0 a to pro vSechna
rozpoustédla v chromatogramu z analyzy roztoku TSS. Hodnoty LOD se pro jednotliva
rozpoustédla pohybovaly v rozmezi 0,06-0,53 ppm, v piipadé¢ LOQ pak v rozmezi 0,20-1,76
ppm. Vyjimku tvofil toluen, pro ktery byly stanoveny vyssi limity a to z divodu jeho
pfitomnosti v blanku (LOD = 7,40 ppm; LOQ = 24,67 ppm). Pfesnost vyjadiena odchylkou

od linearity se pro vSechna zbytkova rozpoustédla pohybovala v rozmezi 101,5-103,7 %.
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Tab. IV: Souhrn vysledkl ziskanych validaci metody vcetné jejich akceptacnich kritérii.

Vysledky z validace
Parametr Akceptacni kritérium
MeOH 2-Propanol t-BME hexan EtAc THF heptan toluen
Koncentraéni rozsah - 60 - 3600 100 - 6000 100 - 6000 | 5,8 - 348 50-3000 | 14,4-864 100 - 6000 | 17,8 - 1068
[ppm]
Linearita:
- korelaéni koef. R? > 0,990 0,9998 0,9999 0,9999 0,9996 0,9996 0,9996 0,9996 0,9999
- usek na ose y <10,0% na urovni 0,38% 0,13% <0,01% 0,08% 0,06% 0,18% 0,10% 0,36%
100%
RL Preciznost:
- opakovatelnost RSD plochy, 1,2% 0,8% 0,7% 0,7% 1,1% 1,4% 0,8% 5,7%
<10,0%* <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1%
RSD ret. ¢asii, < 606 909 2020 266 279 82 3694 307
5,0%
priumérny S/N > 10
Presnost:
- odchylka od linearity 95,0 — 105,0%* 102,7% 102,3% 101,7% 102,8% 101,5% 102,5% 103,1% 103,7%
(max. hodnota)
- primérna vytéznost 80,0 — 120,0% 110,7% 108,2% 107,2% 102,8% 102,3% 100,0% 119,8% 119,5%
(max. hodnota)
LOD [ppm] - 0,30 0,33 0,09 0,06 0,06 0,53 0,08 7,40
LOQ [ppm] - 0,99 1,10 0,30 0,20 0,20 1,76 0,28 24,67
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Chromatogramy odpovidajici analyzam derivatizované¢ho vzorku IBBA na nové
koloné, nederivatizovaného vzorku na nové kolon€ a nederivatizovaného vzorku na koloné
se stacionarni fazi poskozenou dvaceti (tficeti, ¢tyficeti) analyzami nederivatizované IBBA
jsou znazornény na Obr. 31. Chromatogramy odpovidajici opakovanym analyzam
spikovanych vzorkl a standardni smési obsahujici 22 rozpoustédel jsou uvedeny na Obr. 32
a 33. Z téchto vysledk je jasné€ patrna nizka vytéznost polarnich sloucenin po 20 analyzach
nederivatizované IBBA (v pfipad¢é 2-propanolu se jednd o vytéZnost 64 %) ve srovnani
s prakticky neovlivnénymi vysledky po 20 analyzach derivatizované IBBA (pro 2-propanol
vice nez 99 %). Chromatogramy ziskané z analyzy standardni smési rozpoustédel na nové
kolon¢ a na téZe kolon¢ po 40 nastticich derivatizované IBBA jsou uvedeny na Obr. 34.
Toto srovnani jednozna¢né dokazuje pozitivni vliv maskovaci derivatizace, kterd chrani

analytickou kolonu, zlepSuje stabilitu systému a zajist'uje kvalitu dat pfi rutinnich analyzach.

38.00° | . .
S | —analyza po derivatizaci IBBA
34,001 e ‘ Il = 1. nastfik nederivatizované IBBA
] 2 IIl - 20. nastfik nederivatizované IBBA
30 004 a IV — 30. nastfik nederivatizované IBBA
] N Il V — 40. nastfik nederivatizované IBBA
< 26.001 3 |
o
22.001 A1 \
LIV
18.00+ Vv |
14.00{ ‘f \ \
' 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Minuty

Obr. 31: Chromatogramy =z analyzy derivatizivaného vzorku na nové koloné¢ (I),
nederivatizované¢ho vzorku na nové kolon¢ (II) a nederivatizovaného vzorku na koloné

poskozené 20 (30; 40) analyzami nederivatizované IBBA (III; IV; V).
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Obr. 34: Chromatogramy z analyzy standardni smési rozpoustédel na nové koloné (I)

a na stejné koloné po 40 nastticich derivatizovaného vzorku (II).
Z realnych vzorkl byly analyzovany 4 rizné Sarze IBBA zakoupené od dvou riznych
dodavatelli. Naméiené vysledky tykajici se obsahu zbytkovych rozpoustédel v téchto Sarzich

jsou shrnuty v Tab. V.

Tab. V: Shrnuti vysledkl z analyzy zbytkovych rozpoustédel v riznych Sarzich IBBA.

Sarse & 2-Propanol t-BME Hexan Ethylacetat THF
(ppm)
01 <RL 127 <RL <RL <RL
02 898 <RL <RL <RL <RL
03 128 <RL 7,0 <RL 48
04 <RL <RL 6,0 56 <RL
5.2.4. Zavér

Byla navrzena, optimalizovana a validovana headspace GC-FID metoda
pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA. Metoda vyuziva derivatizace IBBA

¢inidlem DAN za vzniku stabilni a net€kavé slouceniny, ¢imz je zabranéno ptfechodu IBBA
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do plynné headspace faze. Diky tomu je chranéna stacionarni faze GC kolony pied
negativnim piisobenim IBBA. Tento koncept maskovaci derivatizace otevira nové moznosti

pti analyze stopovych necistot ptitomnych v ptebytku vysoce reaktivnich sloucenin.
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5.3. GC/MS metoda pro stanoveni alloxanu a jeho rozkladnych

produkti v mouce

Vysledky uvedené v této casti byly prezentovany formou plakatovych sdéleni
v ramci védeckych konferenci: 20th International Conference ,, Analytical Methods and
Human Health*, Patince, SK, (15. — 18. 6. 2015), Advances in chromatography and
electrophoresis & Chiranal, Olomouc, CR, (6. — 9. 6. 2016).

5.3.1. Vyvoj derivatiza¢ni a chromatografické metody

Alloxan je analytem s niz$i molekulovou hmotnosti, vykazujici jak zvySenou
reaktivitu, tak také hydrofilitu. Aby bylo mozné jej ze vzorku mouky/spikované mouky
izolovat a nasledn¢ pomoci GC/MS techniky stanovit, tak bylo nezbytné navrhnout vhodny
derivatiza¢ni a prekoncentracni postup. Pro sniZzeni polarity a soucasné zvySeni stability
alloxanu byla vyvinuta dvoukrokova chemicka derivatizace (Obr. 23). Prvni derivatiza¢ni
krok je zalozen na reakci alloxanu se 4,5-dibrom-1,2-fenylendiaminem. Kondenzacni reakci
mezi aminoskupinami ¢inidla a karbonylovymi skupinami alloxanu vznika
7,8-dibromalloxazin, derivat obsahujici dvé vazby C=N. Tato reakce probihd ve vodném
prostiedi za ptitomnosti HCI jako katalyzatoru. Pfipraveny derivat byl z reakéni smési
izolovan prostiednictvim extrakce tuhou fazi za pouziti kolonek Oasis HLB, ze kterych byl
nasledné eluovan 2 ml smési acetonitrilu a pyridinu. Po odpafeni extraktu do sucha byl
odparek rekonstituovan v pyridinu. V ramci druhého derivatizaéniho kroku byl
7,8-dibromalloxazin silylovan pomoci MTBSTFA s obsahem 1 % t-BDMCS za vzniku
7,8-dibrom-1,3-bis(ferc-butyldimethylsilyl)alloxazinu, jehoz hmotnostni spektrum je
zobrazeno na Obr. 35. Tato kombinace silylacnich ¢inidel ve srovnani s BSTFA prokazala
vyssi ucinnost silylace 7,8-dibromalloxazinu a rovnéz i vyssi stabilitu a odolnost tohoto
terc-butyldimethylsilyl derivatu proti vlhkosti [32].

V pfipadé¢ prvniho derivatizaéniho kroku byl pro reakci s alloxanem testovan
1,2-fenylendiamin a jeho halogenované formy 4-chlor-1,2-fenylendiamin, 4,5-dichlor-1,2-
fenylendiamin, 4-brom-1,2-fenylendiamin a 4,5-dibrom-1,2-fenylendiamin. VSechna tato
Cinidla prokazala schopnost reagovat s alloxanem za vzniku stabilniho produktu
extrahovatelného z reakéni smési. Hlavni nevyhodou reakce alloxanu se 4-chlor- respektive
4-brom- substituovanym 1,2-fenylendiaminem je tvorba dvou izomeri projevujici se

v chromatogramu ptitomnosti dvou pikt. Nejlepsich vysledka bylo dosazeno se 4,5-dibrom-
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1,2-fenylendiaminem, ktery byl v souvislosti s derivatizaci alloxanu pouzit viibec poprve.
Toto ¢inidlo efektivné reagovalo s alloxanem za vzniku jednotného produktu vykazujiciho
vy$si retenci na nepolarni stacionarni f4zi, coz umoznilo ziskat chromatogram s pikem jasné
separovanym od matri¢nich slozek. Vyhodnost této reakce je také dana symetrii molekul
¢inidla i analytu. Tak jako v ptipad¢ bromovanych derivati akroleinu a akrylamidu, tak i zde
lze diky pfitomnosti dvou atomti bromu v molekule derivatu pozorovat v naméfeném

hmotnostnim spektru charakteristicky isotopicky vzor (ionty 541, 543, 545 m/z).

Abundance

220000 3.4

180000

140000

147.1
100000 543.0
60000 541.0 |545.0
443.0
20000 b9.1 ‘ j 486.0
. 98.1 283.1 .
0 T ‘\ ‘\“ T M? f ‘\‘I“\ ““‘ \““I “\”mw‘“ “ IL? ey “| \2140\.9“| fid 1“ ™ fo \?’fg\qi ‘\3\99‘.\9 T “I‘ \l““‘ Tt |“m= T \58\5\1\ T T
m/z--> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 @
Obr. 35: Nameétené hmotnostni spektrum 7,8-dibrom-1,3-bis(terc-

butyldimethylsilyl)alloxazinu.

5.3.2. Analyza realného vzorku mouky

Vyse popsana metoda pro stanoveni alloxanu byla aplikovéna na 3 realné vzorky
bélené mouky pivodem z USA (Obr. 22) a na 2 vzorky ¢eské nebélené mouky. Pritomnost
alloxanu v zddném z testovanych vzorkl nebyla prokdzéna, avSak funkcnost metody byla
ovéfena prostiednictvim vzorku mouky spikovaného alloxanem (Obr. 36) v koncentraci
10 ng/g. Podle dostupné literatury se predpoklada, ze alloxan vznikd jako meziprodukt
pfi béleni plynnym chlorem [184]. U testovanych vzorki mouky nebyl zndm zpisob, jakym
byly béleny, coz mize byt jednim z divodl, pro¢ v nich nebyl alloxan detegovan. DalSim
divodem muze byt zvysSend reaktivita alloxanu, ¢imz by se v mouce nemusel vyskytovat

v nativni podobé, ale ve formé svych degradacnich produktt (viz kapitola 5.3.3).
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Obr. 36: Prekryv chromatogrami (TIC mod) z analyzy mouky nespikované (Cerna linie)

a mouky spikované alloxanem (Cervena linie).

5.3.3. Identifikace degradacnich produkti alloxanu a stanoveni Kkyseliny
parabanové a alloxanové v mouce

Na zdklad¢ literarni reSerSe bylo zjisténo, ze jednim z degradacnich produkth
alloxanu je kyselina alloxanova. Pro ovéfeni tohoto tvrzeni byl proveden experiment, kdy
byl standard alloxanu, ktery ma byt z divodu jeho nestability skladovan v chladném
a temném prostredi, ponechan po dobu 24 hodin pfi laboratornich podminkach. Po silylaci
a nasledné GC/MS analyze tohoto vzorku byla ze ziskaného chromatogramu (Obr. 37)
a hmotnostnich spekter (Obr. 38 a 39) kromé jiného potvrzena ptitomnost kyseliny
alloxanové a rovnéz i1 kyseliny parabanové v podobé jejich TMS derivati (Obr. 40). Byly
tedy provedeny experimenty zaméfené na piitomnost téchto dvou rozkladnych produkta
alloxanu v testovanych vzorcich mouky. Pro tento ucel byl navrzen jednoduchy postup
zahrnujici extrakci mouky methanolem, nésledovany jeho odpatfenim a silylaci odparku
pomoci smési pyridinu a BSTFA. Avsak ani prostiednictvim téchto experimentii nebyla

v zadném z testovanych vzorkii prokazana ptitomnost rozkladnych produktt alloxanu.

62



Abundance

Alloxanové kyselina 4 TMS
2.2e+07
26+07
1.86+07
Parabanova kyselina 2 TMS
1.66+07
1.4e+07
1.26+07
1e+07
8000000
6000000
4000000
2000000
| mAAJ{J :
T P t T T T T
Time—> 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Obr. 37: Chromatogram z analyzy degrada¢nich produktt alloxanu.
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Obr. 38: Namétrené hmotnostni spektrum 4 TMS derivatu kyseliny alloxanové.
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Obr. 39: Namétené hmotnostni spektrum 2 TMS derivatu kyseliny parabanové.
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Obr. 40: Schéma silylace kyseliny alloxanové a parabanové.
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5.3.4. Zavér

Byla navrzena a testovana GC/MS metoda jak pro stanoveni alloxanu, tak také
metoda pro stanoveni jeho degradacnich produktii ve vzorcich bélené a nebélené mouky.
Experimenty, které byly provedeny na standardu alloxanu, pfispély k identifikaci jeho dvou
rozkladnych produktii — kyseliny alloxanové a parabanové. Alloxan a jeho zminéné

rozkladné produkty vSak nebyly nalezeny v zadném z testovanych vzorkli mouky.
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6. ZAVER

V souladu se stanovenymi cili byla vramci této disertacni prace studovana
problematika analyzy poldrnich latek prostfednictvim plynové chromatografie. Prvotni
vyzkum v této oblasti byl zaméfen na vyvoj metody umoziujici soucasné stanoveni dvou
nizkomolekuldrnich polarnich analytl - akroleinu a akrylamidu v tabdkovém kouti a koufi
z elektronickych cigaret. Navrzena a optimalizovand metoda zahrnuje chemickou
derivatizaci obou analytli elementarnim bromem, ¢imz bylo docileno snizZeni jejich polarity,
oba analyty byly snadnéji izolovatelné od matrice a Iépe detegovatelné diky
charakteristickym fragmentim poskytovanym v hmotnostnich spektrech. Metodou, jejiz
spolehlivost byla ovéfena validaci, byl potvrzen relativné vysoky obsah obou analyti
v tabdkovém koufti. V piipad¢ elektronickych cigaret, které jsou mnohymi preferovany jako
zdrav§jsi alternativa tabakovych vyrobkd, byla detegovana ptitomnost akroleinu, jakozto
degradacniho produktu glycerolu, ktery je hlavni komponentou naplné pouzivané v tomto
zafizeni.

V dal$i fazi védecko-vyzkumné cinnosti byla ve spolupraci s farmaceutickou
spolec¢nosti Teva Czech Industries, s.r.0. vyvinuta GC-FID metoda se statickym headspace
davkovanim vzorkli urena ke stanoveni zbytkovych rozpoustédel v kyseling
isobutylboronové. Jednd se o latku vyuzivanou pii syntéze protinadorového 1é¢iva
Bortezomibu, u které je nezbytné monitorovat obsah zbytkovych rozpoustédel. Z divodu
zvySené té€kavosti a reaktivity IBBA dochéazelo pii pouziti bézné headspace metody
k poskozeni stacionarni faze jiz po né€kolika analyzach. Takto posSkozena GC kolona byla
poté prakticky nepouzitelnd pro dalsi analyzy, pfedevSim pak pro stanoveni alkoholt.
Navrzena maskovaci metoda vyuziva reakce IBBA s 1,8-diaminonaftalenem za vzniku
stabilni a netékavé slouceniny, kterd zlstava v roztoku a neptechazi do plynné headspace
faze. Nasledné stanoveni zbytkovych rozpoustédel tak neni ovlivnéno interferencemi
s reaktivni matrici. Metoda byla uspésné validovana podle smérnic ICH a mezinarodnich
Iékopist a je rutinné€ vyuzivana.

Alloxan a jeho identifikované degrada¢ni produkty, kyseliny alloxanova
a parabanovd, jsou dalSimi ze skupiny polarnich latek, kterym byla v rdmci této prace
vénovana pozornost. Alloxan, ktery pravdépodobné vzniké pii procesu béleni mouky, je
reaktivni latkou zptlisobujici diabetes. Pro jeho stanoveni v mouce byla navrzena metoda

zahrnujici dvoukrokovou derivatizaci vedouci k zisku stabilniho a tékavého derivatu.
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Z divodu nizké stability alloxanu byla rovnéZ navrzena metoda pro stanoveni jeho
degradacnich produkti. VSechny zminéné analyty se podatilo detegovat ve spikovanych

vzorcich, avSak v redlnych vzorcich bélené mouky nebyla jejich pfitomnost potvrzena.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU
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ECD - electron capture detector, detektor elektronového zachytu
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GC — gas chromatography, plynovéa chromatografie
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HFBI — heptafluorbutyrylimidazol
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MTBSTFA — N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid
n — Sum

NCI — negative chemical ionization, negativni chemicka ionizace
ND — nebylo detegovéano

NPD — nitrogen-phosphorous detector, dusiko-fosforovy detektor
n-PrOH — n-propanol

PDMS — polydimethylsiloxan

PEG — polyethylenglykol

PFPA — anhydrid kyseliny pentafluorpropionové

R — rozliSeni
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R? — coefficient of determination, koeficient determinace

RSD - relative standard deviation, relativni smérodatna odchylka
RT pfip. tr— retention time, retencni ¢as
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S — smérnice kalibracni zévislosti

SAB — Mezinarodni agentura Science Advisory Board

SCS — stock calibration solution, zasobni kalibra¢ni roztok
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SOUHRN

Disertacni prace je zaméfena na vyvoj novych plynové-chromatografickych metod
uréenych pro separaci a stanoveni vybranych polarnich latek, pro které byly navrZeny
vhodné derivatizacni postupy. Diky chemické derivatizaci bylo mozné stanovit 1 polarni
slouceniny, které by v jejich nativni podob¢ nebylo mozno analyzovat. Teoreticka ¢ast prace
pojednava o definici polarity latek, problematice spojené s jejich analyzou, popisuje pii¢iny
vedouci k vyuziti chemické derivatizace a v neposledni fad€ rovnéz podava piehled
tradi¢nich 1 méné cCastych derivatizacnich zplsobl. Teoretickou ¢ast uzaviraji kapitoly
poskytujici bliz§i informace o vybranych polarnich analytech, pro které byly v rdmci této
prace navrzeny a vyvinuty prekoncentracni a derivatizaéni postupy, vcetné
chromatografickych a detek¢nich podminek.

Vysledky prace zahrnuji studium a vyvoj metody uréené pro soucasné stanoveni
akroleinu a akrylamidu, ve vzorcich tabakového koufe a koufe z elektronickych cigaret.
Pro tento Ucel byla navrZena aparatura umoziujici zachyt jak hlavniho, tak vedlejSiho koure
do vodného prostiedi. Z diivodu vysoké polarity a nizké molekulové hmotnosti akroleinu
1 akrylamidu, bylo pfistoupeno k jejich chemické derivatizaci prostfednictvim bromace,
pficemz byla provedena optimalizace celého procesu. Vysledkem této modifikace bylo
snizeni polarity obou analytli, zvySeni jejich stability, molekulové hmotnosti
a extrahovatelnosti. Vnesenim atomi bromu do molekul téchto analyti bylo rovnéz
dosazeno lepsi selektivity a nizSich detek¢nich limitt. Navrzena metoda byla uspéSné
validovana. Limit detekce byl v piipadé akrylamidu stanoven na 0,27 pg/cig. ek.,
a pro akrolein na 8,35-107 pg/cig. ek. Analyzou realnych vzork byl zjistén obsah akroleinu
ve vSech testovanych vzorcich, tzn. v tabdkovém koufi i koufi z elektronickych cigaret,
u kterych je jeho pfitomnost vysvétlena degradaci glycerolu nachéazejiciho se v néplni tohoto
zafizeni. Pfitomnost akrylamidu pak byla prokazana jen v pfipadé¢ koufe z tabdkovych
vyrobkii, ve kterych akrylamid vznika prostfednictvim Maillardovy reakce.

Mezi dalsi studie provadéné v ramci této prace patii navrh, vyvoj a validace
headspace metody uréené ke stanoveni zbytkovych rozpoustédel v kyseliné
isobutylboronové, kterda je vyuzivana pii syntéze protinddorového lé¢iva Bortezomibu.
Z divodu vysoké reaktivity a t€kavosti této kyseliny bylo nezbytné, pro tispésné stanoveni
pfitomnych zbytkovych rozpoustédel, provedeni jejiho maskovani pomoci Ccinidla

1,8-diaminonaftalenu. Touto kondenzacni reakci byl piipraven produkt, ktery jiz nemél



tendenci prechazet do headspace faze, a nedochazelo tak k poskozovani stacionarni faze
kolony jako v pfipad¢ analyzy nemaskované kyseliny isobutylboronové. Cely navrzeny
proces byl optimalizovan a validovan podle smérnic mezinarodnich Iékopist. Vyvinutd
metoda je rutinné vyuzivdna ve farmaceutické spolecnosti Teva, v jejichz spolupraci byl
tento projekt fesen.

Dalsi polarni latkou, pro kterou byla v ramci této prace navrzena analyticka metoda,
je alloxan. Tato sloucenina je zndma svoji schopnosti zptusobovat diabetes a existuje
diivodné podezieni na jeji pfitomnost v bélené mouce. Alloxan je opét latka reaktivni
a nizkomolekularni, pro niZz byl vyvinut dvoukrokovy derivatizaéni postup vedouci
ke sniZeni jeji polarity a zvySeni stability. V prvnim derivatizaénim kroku bylo vyuZzito
dosud nepublikované kondenzacni reakce mezi alloxanem a 4,5-dibrom-1,2-
fenylendiaminem za vzniku 7,8-dibromalloxazinu, ktery byl v druhém kroku podroben
silylaci. Diky vyssi retenci vysledného derivatu na nepolarni stacionarni fazi se podafilo
ziskat pik jasné separovany od matricnich sloZek. Pfitomnost dvou atom@ bromu v molekule
derivatu napomohla jeho citlivé detekci. Funk¢énost metody byla ovéfena prostifednictvim
analyzy vzorku mouky spikovaného alloxanem, avSak u zaddného z testovanych redlnych
vzorkli nebyl obsah alloxanu prokazan. Z tohoto diivodu byla zaméiena pozornost
na degradac¢ni produkty alloxanu — kyselinu alloxanovou a parabanovou. Ob¢ kyseliny bylo
mozné analyzovat jako TMS derivaty, avSak ani tyto produkty vznikajici rozkladem

alloxanu nebyly v redlnych vzorcich mouky detegovany.



SUMMARY

The dissertation is focused on the development of new gas-chromatographic
methods, intended for separation and determination of selected polar substances, for which
suitable derivatization procedures have been proposed. Chemical derivatization allowed
for determination of polar compounds, which could not be analyzed in their native form.
The theoretical part deals with the definition of the polarity of substances, the problems
associated with their analysis, describes the causes leading to the use of chemical
derivatization and last but not least, it also gives an overview of traditional and less frequent
derivatization methods. The theoretical part is terminated with chapters providing more
detailed information about selected polar analytes for which preconcentration and
derivatization procedures have been proposed and developed, including chromatographic
and detection conditions.

The results include the study and method development for the simultaneous
determination of acrolein and acrylamide in samples of tobacco smoke and smoke from
electronic cigarettes. For this purpose, an apparatus for capturing both the main and
the secondary smoke in the aqueous solution has been devised. Due to the high polarity and
low molecular weight of acrolein and acrylamide, both analytes were chemically derivatized
by bromination. Optimization of the whole derivatization process was performed
concurrently. As a result of this modification, the polarity of both analytes was reduced, their
stability, molecular weight and extractability increased. Introduction of bromine atoms into
the molecules of these analytes led to better selectivity and lower detection limits.
The proposed method has been successfully validated. The limit of detection was
0.27 pg/cig. eq. for acrylamide and 8.35-107 pg/cig. eq. for acrolein. Analysis of real
samples revealed acrolein content in all tested samples, i.e. in tobacco smoke as well
as smoke from electronic cigarettes, in which its presence is explained by the degradation
of glycerol present in the e-liquid. The presence of acrylamide was proved only in the case
of smoke from tobacco products in which acrylamide is generated during Maillard reaction.

Other studies in this thesis include the design, development and validation
of a headspace method for determination of residual solvents in isobutylboronic acid, which
is used in the synthesis of antitumor drug Bortezomib. Due to the high reactivity and
volatility of this acid, it was necessary to use masking derivatization with

1,8-diaminonaphthalene, which allowed the determination of present residual solvents.



This condensation reaction led to formation of a product that no longer tended to transfer
into the headspace phase, and thus did not damage the stationary phase of the column as in
the case of unmasked isobutylboronic acid. The entire proposed process has been optimized
and validated according to international pharmacopoeia guidelines. The developed method
is routinely used in the pharmaceutical company Teva, where this project was carried out.
Alloxane is another polar substance for which an analytical method has been
proposed. This compound is known for its ability to cause diabetes and there is a reasonable
suspicion of its presence in bleached flour. Alloxane is reactive and has low molecular
weight. Therefore, a two-step derivatization process has been developed to reduce its
polarity and increase stability. In the first derivatization step, a previously unpublished
condensation reaction between alloxane and 4,5-dibromo-1,2-phenylenediamine was
utilized to give 7,8-dibromalloxazine, which was silylated in the second step. Due to the
higher retention of the resulting derivative on the non-polar stationary phase, a peak clearly
separated from the matrix components was obtained. The presence of two bromine atoms in
the resulting molecule supported its sensitive detection. The performance of the method was
verified by analyzing a sample of flour spiked with alloxan, but none of the tested real
samples showed alloxane presence. For this reason, attention has been focused on
the degradation products of alloxane, alloxanic and parabanic acid. Both acids could be
analyzed as TMS derivatives. However, these alloxane decomposition products were not

detected in real flour samples.
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1. UVOD

Plynova chromatografie je analytickou separacni technikou, ktera je jiz po nékolik
desetileti v mnoha zavedenych aplikacich nezastupitelnd. Uplatnéni nachazi jak ve védecko-
vyzkumné oblasti, tak také pfi rutinnich analyzach ve farmacii, forenznich a klinickych
laboratofich, v petrochemickém, potravinaiském a kosmetickém primyslu, monitoringu
zivotniho prostredi aj. K jejimu rozsieni prispivaji nejen jeji separacni schopnosti, cenova
dostupnost a relativné nizké provozni naklady, ale také flexibilita, se kterou lze tuto techniku
vyuzit pfi zcela odlinych aplikacich. Siroké spektrum t&kavych latek, které lze
prostiednictvim této instrumentace analyzovat, je mozné diky spravné zvolené chemickeé
derivatizaci dale jeSté¢ doplnit o fadu dalSich analyti. Chemickou modifikaci cilovych
sloucenin je mozné dosdhnout vyznamného zlepSeni nejen z hlediska jejich separace
a detekce, ale taktéZ samotné izolace analytli ze vzorku, kterd mize byt v pfipadé analyzy
polarnich latek pfitomnych v komplexnich matricich vcelku komplikovand. A pravé
problematice analyzy polarnich latek prostfednictvim plynové chromatografie ve spojeni
s chemickou derivatizaci je vénovana pozornost v této disertacni praci.

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium, vyvoj a aplikaci novych plynové
chromatografickych metod v analyze polarnich slouc¢enin. Konkrétné byla navrzena plynové
chromatograficka metoda s hmotnostni detekci (GC/MS) pro soucasné stanoveni akroleinu
a akrylamidu v tabdkovém kouii a koufi z elektronickych cigaret. Déle byla vyvinuta
headspace plynové chromatografickd metoda s plamenoionizac¢ni detekci (HS-GC-FID)
umoznujici stanoveni zbytkovych rozpoustédel pfitomnych v kyselin€ isobutylboronové,
pricemz tato metoda byla validovana a je vyuzivana pro rutinni analyzy ve farmaceutickém
pramyslu. Byla rovnéz studovana problematika stanoveni alloxanu a jeho degrada¢nich
produkti v bélené mouce, véetné aplikace navrzenych metod a derivatizacnich postupti

pro analyzu realnych vzorku.



2. ANALYZA POLARNICH LATEK PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII

Prvotni koncept plynové chromatografie (GC) byl navrzen jiz ve 40. letech minulého
stoleti britskym biochemikem Richardem Syngem a chemikem Archerem Martinem [1],
ktery nasledné ve spolupraci s Anthony Jamesem piedstavil roku 1952 prvni plynové
chromatograficky systém uplatnény pii separaci smési t¢kavych mastnych kyselin [2]. Diky
Siroké vyuzitelnosti a moznostem, které plynova chromatografie nabizi, je tato technika jiz
fadu let ,,zlatym standardem® soucasné separa¢ni instrumentace s celosvétovym prodejem
vice nez 30000 systémt za rok [3]. Hlavnimi jejimi vyhodami jsou ucinnost
a vysoka rozliSovaci schopnost, citlivost, vysoka pfesnost pii kvantitativni analyze, moznost
rychlych analyz (v fadech sekund aZ minut), davkovani nizkych objemt vzorkd,
spolehlivost, finan¢ni nendro¢nost a dostupnost fady univerzalnich i vysoce selektivnich
detektord. Nejvice limitujicim faktorem plynové chromatografie je zavislost na tékavosti
analytu a omezeni jeho molekulovou hmotnosti (vétSina t€kavych analytl zpravidla pod 500
Da) a dale nevhodnost pro analyzu termolabilnich latek [3,4]. Iontové, velmi polarni,
termolabilni a vysokomolekularni latky nejsou pro GC analyzu vhodné. AvSak v zavislosti
na struktufe jejich molekuly a na pfitomnosti riznych funkénich skupin, je v fadé ptipada
mozné uplatnit chemickou derivatizaci téchto analytl, jejimz vysledkem jsou produkty,
které jiz z hlediska té€kavosti, teplotni stability apod., splituji podminky pro plynové
chromatografickou separaci [5].

Funkéni  skupiny typu hydroxylova, karboxylovéd, karbonylova, thiolova a
aminoskupina jsou zodpovédné, kvili jejich polarité a skloniim vytvaret vodikové vazby, za
nizkou tékavost latek, za silnou adsorpci analytu na staciondrni fazi a aktivni centra a tim za
Spatnou symetrii piku. V neposledni fad€ rovnéz za termalni a chemickou nestabilitu vedouci
ke ztratdm slouc¢enin v chromatografickém systému béhem analyzy.

Obecné lze konstatovat, ze k derivatizatnimu kroku se pfistupuje predev§im
z nasledujicich divodu:

e zvySeni tékavosti

e zvySeni tepelné stability, popf. snizeni reaktivity analyt

e zlepSeni chromatografického chovani (symetrie piki)

e zlepSeni separace strukturné piibuznych sloucenin (izomery)

e zvyseni selektivity a citlivosti detekce

2



Mezi nejcastéj$i zpltisoby derivatizace polarnich funkénich skupin patii silylace
nasledovand acylaci a alkylaci vcetn¢ esterifikace. Mezi méné vyuzivané, avSak ucinné
derivatizacni postupy patii pfiprava oximl a hydrazont, substituce na aromaticky kruh,
hydrolyza, oxidace a redukce, adice na dvojnou vazbu, ptipadné bromace dvojnych vazeb

alkent (adice elektrofilni) nebo arenti (substituce elektrofilni) [6-13].

2.1. Akrylamid a akrolein

Akrylamid (prop-2-enamid) je nejmensim nenasycenym primarnim amidem s velmi
vysokou polaritou. Jedna se o nizkomolekularni krystalickou latku bez barvy
a zapachu, kterd ve své molekule obsahuje reaktivni dvojnou vazbu a amidovou skupinu,
ktera nese aktivni atomy vodiku s ochotou vytvatet pevné vodikové vazby [ 14]. Mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zatadila akrylamid do skupiny 2A, kterd odpovida
pravdépodobnym lidskym karcinogenim [15]. V roce 2002 bylo zji§téno, ze tepelné
upravené potraviny bohaté na Skrob obsahuji pravé akrylamid. K jeho vytvareni dochézi za
teplot vyssich jak 120°C (pii peceni, grilovani, smazeni) béhem Maillardovy reakce mezi
aminokyselinou asparaginem a redukujicimi cukry, typicky glukézou a fruktézou.
Akrylamid se nachéazi v Siroké Skale potravin a jeho relativné vysoké koncentrace byly
rovnéz nalezeny v cigaretovém kouti [16-19].

Akrolein (prop-2-enal) je nejjednodussim a,B-nenasycenym aldehydem se tfemi
atomy uhliku a vysoce reaktivni dvojnou vazbou. Jedna se o bezbarvou az mirn¢ zlutou
kapalinu s nepfijemné Stiplavym zapachem, nizkym bodem varu (52,6°C), vysokou
tékavosti a velmi dobrou rozpustnosti ve vodé. Akrolein je vysoce toxicky jak pfi inhalaci,
oralnim podani, tak také pii dermdlni expozici. Je silné¢ drazdivy, zptsobuje nekrézu
pokozky, o¢i a dychacich cest [20-22]. Vykazuje mutagenni ucinky zplsobujici poskozeni
DNA a proteinii [23]. Z hlediska lidského zdravi patii mezi hlavni zdroje akroleinu kouf
z tabakovych vyrobkl a tepelné upravované potraviny bohaté na sacharidy a tuky. V fadé
piipadi dochazi ke vzniku akroleinu z divodu tepelného rozkladu Siroce vyuzivaného
glycerolu, ktery nastava pii teploté dosahujici 290°C [24-26].

Z tady hledisek se jako velice vyhodny zptisob derivatizace umoziujici soucasné
stanoveni akrylamidu a akroleinu jevi bromace. Vyvoj metody umoziujici jejich soucasné

stanoveni v tabakovém koufi a koufi z elektronickych cigaret [27] za vyuziti bromace



jakozto zpusobu jejich derivatizace je jednim z cild této disertacni prace a je soucasti

experimentalni ¢asti a vysledku.

2.2. Isobutylboronova kyselina — stanoveni zbytkovych rozpoustédel

Organickd rozpoustédla jsou nepostradatelnou soucasti syntézy aktivnich
farmaceutickych substanci a jejich rezidua jsou nezadouci jak v samotnych aktivnich
latkach, tak také v pomocnych slozkach 1é¢iv [28]. Stanoveni zbytkovych rozpoustédel
v surovinach, meziproduktech a kone¢nych farmaceutickych vyrobcich prostiednictvim
plynové chromatografie se statickym headspace davkovanim vzorkd je jiz rutinni a dobie
zavedenou praxi, ktera je rovnéz doporucena evropskym i americkym lékopisem [29-31].
AvSak ani tuto osvéd¢enou metodu nelze bez predchozi Gpravy vzorku pouzit v pfipadech,
kdy tékavé slozky matrice prechédzeji do plynné faze a plisobi negativné na stacionarni fazi
chromatografické kolony, ptipadné zplsobuji interference béhem analyz. Do této kategorie
t€kavych a reaktivnich latek, které maji vliv na spolehlivost analyzy v disledku silného
poskozeni stacionarni faze, spadd kyselina isobutylboronovd (IBBA), pouzivana
v poslednim kroku syntézy Bortezomibu. Stacionarni faze kapilarni kolony, kterd byla
vystavena isobutylboronové kyselin¢ v ramci cca 20 headspace analyz, je poskozend do té
miry, ze je prakticky nepouzitelna pro dalsi analyzy, pfedevSim pak pro stanoveni polarnich
rozpoustédel, zejména alkoholii. Z tohoto divodu je nezbytné zatadit do metody urcené pro
stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA takovou ptedupravu vzorku, ktera povede ke
snizeni t€kavosti a reaktivity této latky tak, aby bylo zamezeno interferencim béhem statické
headspace analyzy. Na zaklad¢ schopnosti 1,8-diaminonaftalenu tvofit spolu s kyselinou
isobutylboronovou stabilni derivat bylo toto ¢inidlo pouzito pro jeji maskovani. Tento
ucinny zpisob maskovani boronylové skupiny byl aplikovan pii vyvoji metody pro
stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA, ktery je soucasti experimentdlni Casti této

diserta¢ni prace [32].

2.3. Alloxan

Alloxan (2,4,5,6-tetraoxypyrimidin) je pyrimidinovym derivatem s prokdzanym
diabetogennim uc¢inkem, ktery se projevuje nekrézou beta-bunck slinivky bfisni

produkujicich inzulin [33]. Z diivodu nestability se alloxan miize rozkladat za vzniku fady



produktt v podobé¢ oxidu uhli¢itého, mocoviny, alloxantinu, kyseliny $tavelové, parabanové
a alloxanové [34,35]. Tato nestabilita alloxanu mize vést k problémtim pii vyvoji metod pro
jeho stanoveni. Vyvoj GC/MS metody pro stanoveni alloxanu v bélené mouce (vcetné
metody pro stanoveni produktl jeho rozkladu - kyseliny alloxanové a parabanové) je dalsim
tématem feSenym v ramci této disertacni prace. V poslednich letech se totiz lze setkat
s tvrzenimi o pfitomnosti alloxanu pravé v bélené psenicné mouce, ve které vznika jako

vedlej$i produkt oxidace xantofylli béhem procesu béleni mouky [36,37].



3. CILE DISERTACNI PRACE

Védecko-vyzkumna ¢innost v ramci doktorského studia byla zaméfena na nové
moznosti a postupy v analyze polarnich latek prostfednictvim plynové chromatografie, at’
jiz ve spojeni s FID nebo MS detekci. Cilem bylo rozsifit spektrum latek analyzovatelnych
touto instrumentaci o dal$i analyty, a to predevsim diky spojeni této techniky s chemickou
derivatizaci, které je v této praci vénovana zvlastni pozornost. Mezi konkrétni cile vyzkumné
¢innosti patii vyvoj metod pro toxikologicky vyznamné analyty z oblasti potravinafstvi

1 farmacie:

. Navrh a vyvoj plynové chromatogratické metody ve spojeni s hmotnostné
spektrometrickou detekci umoznujici souCasné stanoveni akrylamidu a akroleinu
v tabakovém kouii a koufi (aerosolu) z elektronickych cigaret.

o Névrh, vyvoj a validace metody pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel
v kyseling isobutylboronové, pouzivané pti syntéze léCiva Bortezomib, pii jejiz analyze
neni mozné z ditvodu poskozovani stacionarni fdze kolony vyuzit bézn¢ pouzivanou
metodu pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel.

. Navrh a vyvoj; GC/MS metod pro stanoveni polarniho analytu — alloxanu

a jeho degradacnich produkti v bélené mouce.



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. GC/MS metoda pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu

v tabakovém koufi a koufi (aerosolu) z elektronickych cigaret

4.1.1. Zachyt plynnych vzorki
vzorkovani, které by vérné napodobovalo redlného uzivatele tabakovych vyrobki
a elektronickych cigaret. Pomoci aparatury (Obr. 1), ktera byla specidln¢ pro tento ucel
navrzena, bylo mozné dodrzet standardizovany postup zachytu vzorku zahrnujici simulaci
koufeni s odbérem definovaného mnozstvi vzorku v pravidelnych intervalech. Misto filtru
ze skelnych vlaken a vzduchotésného vaku, které jsou doporuc¢eny ISO normou [38], byl
zachyt pevnych 1 plynnych castic pfitomnych v kouii uskute¢nén prostiednictvim
promyvacky naplnéné Milli-Q vodou. Pro zachyt polarnich analyti a jejich naslednou

chemickou derivatizaci se toto prosttedi ukdzalo byt jako nejvhodné;jsi [19].
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Obr. 1: Aparatura pro zachyt tabakového koute a koufe z elektronickych cigaret [27].



4.1.2. Derivatizace

Separace neiontovych, vysoce polarnich molekul s nizkym bodem varu a nizkou
molekulovou hmotnosti muze byt z diivodu ptili§ slabé retence téchto latek na standardné
pouzivanych nepoldrnich stacionarnich fazich problematicka. Rovnéz jejich detekce muze
byt negativné ovliviiovana interferencemi s jinymi nizkomolekularnimi latkami nebo
fragmenty pochazejicimi ze slozek matrice a také horSi odezvou hmotnostné
spektrometrického detektoru na slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti. Spole¢nym
feSenim vétSiny uvedenych problémii mize byt derivatizace téchto malych polarnich analyti
spojena se zvySenim jejich molekulové hmotnosti.

Pfi vyvoji metody pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu v koufi
z tabakovych vyrobki a elektronickych cigaret byla vyuzita derivatizace téchto analytl
bromaci (Obr. 2). Adici bromu na dvojnou vazbu pfitomnou v molekule téchto sloucenin Ize
docilit vyznamného zlepSeni vlastnosti cilovych molekul. Vedle snizeni polarity obou
analyti je dalsi vyhodou zejména zvySeni jejich extrahovatelnosti a taktéz jejich molekulové
hmotnosti. V neposledni fadé¢ pro bromovany akrylamid i akrolein jsou typické vice
symetrické piky v naméfenych chromatogramech. Rovnéz pfitomnost specifického
isotopického vzoru v jejich hmotnostnich spektrech ptispiva k podstatné lepsi selektivite,

snadné identifikaci pikl a niz§im detek¢nim limitim.
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e —_—
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HT N H H H HT O H
H
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akrolein 2,3-dibrompropanal 2-bromprop-2-enal

Obr. 2: Bromace a dehydrobromace akrylamidu a akroleinu.



4.1.3. Vyvoj metody

Pii vyvoji metody byly vyuzity jak komeréné¢ dostupné standardy akroleinu
a akrylamidu, tak rovnéz Cerstvé pfipraveny vodny roztok akroleinu. K tomuto kroku bylo
ptistoupeno z ditivodu piitomnosti stabilizatorti zabrafiujicich polymerizaci v komercné
dostupném standardu [39].

Pro zjisténi vlivu reakéniho Casu na proces bromace akrylamidu a akroleinu bylo
soucasn¢ piipraveno 6 vzorkl a to tak, Ze bylo smichdno 15 pl vodného roztoku akrylamidu
o koncentraci 1 mg/ml s 10 pl Cerstvé pfipraveného vodného roztoku akroleinu a s 10 ml
deionizované vody. Pro kazdy z téchto vzorkli byl pouzit jiny €as bromace v rozmezi
10-90 minut. Pokusem bylo zjiSténo, Ze nejucinnéji jsou oba analyty derivatizovany pii délce
bromace v ¢ase 30 minut (Obr. 3). Rovnéz byl zjistén vliv prostiedi na proces derivatizace,
kdy nejlepsich vysledk bylo dosazeno v tmavém a chladném prostiedi. Tareke a kol. vyuzili
pro stanoveni akrylamidu taktéz bromaci [17], avSak derivatiza¢ni reakci nechali probihat
pfes noc, coz se pii sou¢asném stanoveni akrylamidu a akroleinu ukéazalo byt nevhodné.
Bromace alkenl je dvoustupiiovou elektrofilni adici. V prvnim pomalej$im kroku vznika
cyklicky kationtovy intermediat s miistkovym atomem bromu. Delsi reakéni doba miize byt
v tomto piipad¢ uzitecna, ovSem nékteré vedlejsi a nasledné reakce mohou derivatizacni
proces komplikovat. V pfipad¢€, ze nebyly reakéni podminky spravné nastaveny, tak bylo
mozné v naméfenych chromatogramech pozorovat ptfitomnost i dal§ich bromovanych
derivati vznikajicich radikélovou a elektrofilni substituci. Tmavé a chladné derivatizacni
prostiedi ucinn¢ eliminuje radikalovou substituci a vyznamné zpomaluje substituci
elektrofilni. Pfitomna reaktivni karbonylova skupina muze podléhat dalSim reakcim napf.
oxidaci, elektrofilni adici a nukleofilni substituci [40,41], a to v zavislosti na slozkéch
matrice a primarnich produktech vzniklych pfi reakci s nadbytkem bromu. V disledku
naslednych reakci byl pozorovan pokles vytéznosti dibromderivatu akrylamidu i akroleinu

pii reakCnich ¢asech delSich nez 30 minut, a to 1 v tmavém a chladném prostredi.
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Obr. 3: Studium vlivu reak¢éniho ¢asu na proces bromace akrylamidu (Ctverecky) a

akroleinu (kolecka).

Aby bylo zabranéno nezadouci reverzibilni nukleofilni adici vody na karbonylovou
skupinu [42], bylo nezbytné ziskané ethylacetatové extrakty vysuSit pomoci siranu
hofe¢natého. Navic, aby bylo zamezeno reaktivni karbonylové skupiné v dalSich
nezddoucich reakcich, tak bylo ke vzorku po prekoncentracnim kroku pifidano 10 pl
n-propanolu. Na zaklad¢ informaci z literatury lze piedpokladat, ze ptidavkem n-PrOH
dochazi v kyselém prostiedi ke tvorb¢ acetalu a tim také k ochran¢ aldehydové skupiny [42].
Vzhledem k tomu, ze vysoka teplota nastfikového prostoru zplisobuje eliminaci alkoholu,
tak se v chromatogramu acetal jiz neobjevuje a je tak mozné kvantitativné detegovat
obnoveny brompropenal.

Z hlediska ucinnosti separace byla taktéz podstatna teplota nastfikového prostoru,
ktera by méla byt dostatecné vysoka, tak aby bylo zajisténo okamzité zplynéni/odpateni
nadavkovaného vzorku. Obvykle vyuzivana teplota inletu (280°C) nebyla dostate¢nou
pro kvantitativni dehydrobromaci derivatu akrylamidu, protoze byl v chromatogramu
pozorovan jak ve form¢ monobromderivatu, tak dibromderivatu. Pro ziskani jedné

derivatizované formy v podobé¢ stabiln¢jsiho 2-bromprop-2-enamidu byl tedy ke konecnému
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extraktu pred nasttikem do GC ptidan triethylamin. Konjugace nevazebného elektronového
paru aminoskupiny akrylamidu vedla ve srovnani s akroleinem ke zvysSeni delokaliza¢ni
energie a castetné kompenzaci negativniho indukéniho efektu atomu bromu, coz vedlo
k ziskani stabilnéjsiho derivatu. V piipadé¢ akroleinu nastavena teplota nastfikového prostoru
pro kvantitativni dehydrobromaci dostacovala [43].

Dalsim faktorem ovliviiujicim vyznamné separaci, byla pocatecni teplota teplotniho
programu. Pfi pocatecni teploté niz§i nez 50°C byla pozorovana nizka reprodukovatelnost
retencnich Casii diive eluovaného bromovaného akroleinu. Posuny reten¢nich cast byly
pravdépodobné zpusobeny kondenzaci ethylacetatu (bod varu 77,1°C) na zacatku kolony,
coz vedlo k nereprodukovatelnému odpafovani a nereprodukovatelnému piispévku
zkondenzovaného filmu k retenci t€kavych latek. Nastaveni pocatecni teploty na vice nez
50°C pak vedlo ksilnému sniZeni retence bromovaného akroleinu a jeho interferenci
s pikem rozpoustédla. Z téchto divoda bylo tedy za optimalni poc¢atecni teplotu zvoleno

50°C.

4.1.4. Validace metody a analyza reilnych vzorki

V ptipadé stanoveni akrylamidu byla pozorovéna velmi dobré linearita kalibracni
zavislosti s koeficientem determinace R? = 0,9990 (y = 21,657x — 22,797). Limit detekce
(LOD) pro akrylamid byl stanoven na 0,27 pg/cig. ek. a pro akrolein 8,35-10 pg/cig. ek.,
zatimco hodnota limitu kvantifikace (LOQ) pro akrylamid cinila 0,81 pg/cig. ek.
apro akrolein 2,50-107 pg/cig. ek. Z hlediska preciznosti bylo pro oba analyty opakovanymi
GC/MS analyzami dosazeno v pfipadé plochy piki RSD o hodnoté mensi nez 7 %,
pro retencni casy pak byla hodnota RSD mensinez 1 %. Primérny retencni ¢as bromovaného
akrylamidu a akroleinu €inil 11,39 min, respektive 4,29 min.

Analyzou realnych vzorkl bylo zjisténo, ze v zadném vzorku koufe z elektronickych
cigaret akrylamid nebyl ptfitomen, respektive jeho koncentrace byla nizsi nez limit detekce
pouzité metody. Jak jiz bylo zminéno, zdravi Skodlivy akrylamid se vytvaii béhem
Maillardovy reakce z aminokyselin a redukujicich cukrii vystavenych teplotdm vySSim
nez 120°C. Jelikoz zminéné prekurzory nebyly v naplnich elektronickych cigaret ptitomné,
tak také nebyl akrylamid nalezen (Tab. I). AvSak pfi analyze redlného tabakového koute (z
doutniku) byl prokézan relativné vysoky obsah akrylamidu, a to jak v hlavnim, tak
ve vedlejsim kouii (2,40 respektive 1,52 pg/cig. ek.).

Z diivodu charakterizace sloZeni néplni do elektronickych cigaret byla rovnéz
provedena piima analyza téchto vzorkd, kterou byl mimo jiné zjistén vysoky obsah
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glycerolu. Jedna se o latku bezpecnou, ktera vSak muize byt zdrojem akroleinu, na ktery se
pusobenim vysokych teplot rozklada. Existuje fada primyslovych postupti pro konverzi
glycerolu na akrolein, které popisuji pouziti riznych katalyzatorii za riznych podminek
a za optimalizovanych teplot pohybujicich se nejcastéji v rozmezi 267-307°C [44]. Ptestoze
pracovni teplota elektronické cigarety je nizsi, tak urcité kovové ¢asti odpafovace
(vaporizéru) jsou schopny dodat dostatek energie, ptipadné i katalyticky povrch potiebny
k tomuto tepelnému rozkladu. To je pravdépodobné divod, pro¢ byla nalezena ptitomnost
akroleinu ve vSech testovanych vzorcich elektronickych cigaret, pti¢emz jeho nejvyssi obsah

se nachazel v jednorazové elektronické cigareté (Tab. I).

Tab. I: Vysledky zanalyz akrylamidu a akroleinu v tabdkovém koufi a koufi

z elektronickych cigaret.

Vzorek Akrylamid (pg/cig. ek.)  Akrolein (pg/cig. ek.)
Doutnik — hlavni kour 2,40 4.48
Doutnik — vedlejsi kouf 1,52 8,27
E-cigareta — pfichut’ viSen ND 0,17
E-cigareta — pfichut’ turecky tabak ND 0,70
Jednorazova E-cigareta — ptichut’
Zova =-6ig priciu ND 3,70

Marlboro

ND nebylo detegovano

ng/cig. ek. mnozstvi v ug uvolnéné zjedné bézné cigarety nebo ekvivalentu elektronické cigarety

(vypocteno na zaklade poctu vdechnuti koufe podle podle normy ISO)

4.1.5. Zavér

Byla vyvinuta GC/MS metoda pro soucasné stanoveni akrylamidu a akroleinu
v tabdkovém koufi a koufi z elektronickych cigaret. Metoda vyuziva derivatizace obou
analytli prostfednictvim bromace elementdrnim bromem ve vodném prostfedi. Byla
provedena optimalizace derivatizacni reakce a jejich podminek. Nejucinn€js$i bromace obou
analytii bylo dosazeno po 30 minutach v tmavém a chladném prostiedi. Metodou byla
prokédzana piitomnost akroleinu ve vSech testovanych vzorcich a rovnéz pfitomnost
akrylamidu, ktery se ovSem vyskytoval pouze v kouii tabdkovém. Spolehlivost metody byla

potvrzena valida¢nim procesem.
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4.2. Stanoveni zbytkovych rozpoustédel v isobutylboronové kyseliné —

vyuziti maskovaci derivatizace ke zlepSeni stability GC kolony

4.2.1. Optimalizace maskovaci reakce mezi IBBA a DAN

Vyznamné poskozeni stacionarni faze kapildrni kolony, ke kterému dochdzelo
po provedeni n¢kolika headspace analyz vzorku kyseliny isobutylboronové, vedlo k nutnosti
vyvoje metody umoziujici stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA tak, aniz by byla
negativné ovliviiovana separacni schopnost pfislusné stacionarni fadze. Proto byl navrzen
derivatizacni postup zaloZeny na maskovaci reakci IBBA s 1,8-diaminonaftalenem (DAN),
jakoZto vhodnym ¢inidlem umoziujicim konverzi tékavé a reaktivni IBBA na méné t€kavy

a méné¢ reaktivni 2-(2-methylpropyl)-2,3-dihydro-1H-nafto[1,8-de][1,3,2]diazaborin

(Obr. 4).
Y O
§ —
oy AL

IBBA 1,8-diaminonaftalen 2-(2-methylpropyl)-2,3-dihydro-
(1,4 ekvivalent) —1Hnafto[1 8-de][1,3,2]diazaborin

Obr. 4: Schéma reakce IBBA s DAN.

Kondenza¢ni reakce mezi IBBA a DAN byla provadéna pii 50°C, za bazické
katalyzy DABCO rozpusténym v benzylalkoholu. Toto rozpoustédlo se diky jeho dostate¢né
vysokému bodu varu ¢asto vyuziva pii headspace analyzach zbytkovych rozpoustédel.
V tomto ptipad¢ bylo vybrano i na zakladé jeho dobré schopnosti rozpoustét IBBA 1 DAN.
Pravé diky dobré rozpustnosti ma IBBA malou tendenci piechazet do plynné faze, coz je
dilezité pro kvantitativni prib&h maskovaci reakce. Bazicky katalyzator DABCO ptidany
do maskovaciho roztoku uspésné akceleroval priibéh kondenzacni reakce. Reakéni doba
60 minut byla stanovena na zéklad¢ optimalizace provedené v rozmezi 0 az 90 minut. Za
pomoci ¢inidla BSTFA, které bylo pouzito pro silylaci nezreagovaného DAN, byla ve
zvolenych cCasovych intervalech ukoncena probihajici reakce. Naslednou GC analyzou

s pfimym nastfikem byl stanoven reakéni produkt.
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4.2.2. Optimalizace headspace GC metody

Pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA byla vyuzita bézné pouzivana
plynové chromatografickd metoda se statickym headspace davkovanim vzorkd. Optimalni
doba ekvilibrace analyti mezi kapalnou a plynnou fazi v headspace vialce byla stanovena
z experimentl provedenych pfi teploté¢ 90°C a v casovém rozmezi 15-60 minut. Prakticky
v celém Casovém intervalu ekvilibrace byla pozorovana konstantni odezva pro jednotliva
zbytkova rozpoustédla, kterymi byl vzorek IBBA spikovan na troven odpovidajici jejich
ICH limitdm. Nicméné, s nariistajici dobou ekvilibrace byl pozorovan vznik degradacnich
produktl isobutanu, isobutanalu a isobutanolu. Z tohoto ditvodu bylo vybrano 20 minut jako
dostatecna doba pro ekvilibraci vzorku.

K degradaci aduktu IBBA+DAN dochazi pravdépodobné dvéma zpusoby. Jeden
z procestt degradace souvisi s eliminaci isobutanu, zatimco druhy spociva v oxidativni
hydrolyze vedouci ke vzniku isobutanalu a isobutanolu. Bylo testovano, zdali by druhy
z procestt mohl byt potlacen odstranénim vody a oxidantii, napiiklad vzdusného kysliku.
Piimy pfidavek dehydratacniho c¢inidla v podob& bezvodého Na>SO4, MgSOs, piipadné
Ca(C», nevedl k potlaceni vzniku degradacnich produktti. Pti proplachnuti headspace vialky
argonem, jeSté¢ pred zahdjenim inkubace vzorku, byla nahrazena pfitomna oxidativni
atmosféra inertnim plynem. Tim byl vyznamné potlacen vznik oxida¢nich produkta

(isobutanalu a isobutanolu) za souc¢asné mirné¢ho nértstu tvorby isobutanu.
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Obr. 5: Zavislost plochy pikli degradacnich produkt na dob¢ ekvilibrace v pfitomnosti
vzduchu, respektive inertni atmosféry argonu.
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Obr. 5 znazornuje narist koncentraci vSech degradacnich produkti béhem
ekvilibrace, a to jak ve vzduchu, tak v atmosféfe argonu. Zatimco koncentrace isobutanu
v inertni atmosféfe mirné vzrostla (Obr. 5A), tak koncentrace obou oxidacnich produkti
(isobutanalu a isobutanolu) se v inertni atmosféfe argonu pfiblizné€ o jeden fad snizily (Obr.
5B, C). Na zakladé tohoto zjisténi bylo do procesu ptipravy vzorku zahrnuto rovnéz

proplachnuti headspace vialek argonem.

4.2.3. Validace metody a analyza reilnych vzorki

Navrzena metoda byla validovana a aplikovana pro stanoveni zbytkovych
rozpoustédel ve vzorcich IBBA urcenych k syntéze Bortezomibu. Valida¢nim procesem
bylo zjisténo, Ze pouzita metoda je precizni, specificka, linearni a presna v rozmezi 2-120 %
ICH limitt (Tab. II). Pfi ovéfovani specificity byla v roztoku blanku prokézéna ptitomnost
toluenu, avSak v mnozstvi pod hodnotou RL.

RozliSeni (R) mezi kritickymi pary bylo vzdy vétsi néz 1,0 a to pro vSechna
rozpoustédla v chromatogramu z analyzy roztoku TSS. Hodnoty LOD se pro jednotliva
rozpoustédla pohybovaly v rozmezi 0,06-0,53 ppm, v piipadé¢ LOQ pak v rozmezi 0,20-1,76
ppm. Vyjimku tvofil toluen, pro ktery byly stanoveny vyssi limity a to z diivodu jeho
pfitomnosti v blanku (LOD = 7,40 ppm; LOQ = 24,67 ppm). Pfesnost vyjadiend odchylkou
od linearity se pro v§echna zbytkova rozpoustédla pohybovala v rozmezi 101,5-103,7 %.

Chromatogramy odpovidajici analyzam derivatizovaného vzorku IBBA na nové
koloné, nederivatizovaného vzorku na nové kolon€ a nederivatizovaného vzorku na koloné
se stacionarni fazi poskozenou dvaceti (tficeti, ¢tyficeti) analyzami nederivatizované IBBA
jsou zndzornény na Obr. 6. Pro srovnani chromatogramy ziskané z analyzy standardni smési
rozpoustédel na nové kolon¢ a na téze kolon¢ po 40 nastficich derivatizované IBBA jsou
uvedeny na Obr. 7. Z téchto vysledka je jasn€ patrna nizka vytéznost polarnich slouc¢enin po
20 analyzach nederivatizované IBBA (v ptipad¢ 2-propanolu se jedna o vytéznost 64 %) ve
srovnani s prakticky neovlivnénymi vysledky po 20 analyzach derivatizované IBBA (pro 2-
propanol vice nez 99 %). Toto srovndni jednoznacné dokazuje pozitivni vliv maskovaci
derivatizace, ktera chrani analytickou kolonu, zlepsuje stabilitu systému a zajistuje kvalitu

dat pfi rutinnich analyzach.
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Tab. II: Souhrn vysledki ziskanych validaci metody vcetné jejich akceptacnich kritérii.

Vysledky z validace
Parametr Akceptacni kritérium
MeOH 2-Propanol t-BME hexan EtAc THF heptan toluen
Koncentraéni rozsah - 60 - 3600 100 - 6000 100 - 6000 | 5,8 - 348 50-3000 | 14,4-864 100 - 6000 | 17,8 - 1068
[ppm]
Linearita:
- korelaéni koef. R? > 0,990 0,9998 0,9999 0,9999 0,9996 0,9996 0,9996 0,9996 0,9999
- usek na ose y <10,0% na urovni 0,38% 0,13% <0,01% 0,08% 0,06% 0,18% 0,10% 0,36%
100%
RL Preciznost:
- opakovatelnost RSD plochy, 1,2% 0,8% 0,7% 0,7% 1,1% 1,4% 0,8% 5,7%
<10,0%* <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% <0,1%
RSD ret. ¢asii, < 606 909 2020 266 279 82 3694 307
5,0%
priumérny S/N > 10
Presnost:
- odchylka od linearity 95,0 — 105,0%* 102,7% 102,3% 101,7% 102,8% 101,5% 102,5% 103,1% 103,7%
(max. hodnota)
- primérna vytéznost 80,0 — 120,0% 110,7% 108,2% 107,2% 102,8% 102,3% 100,0% 119,8% 119,5%
(max. hodnota)
LOD [ppm] - 0,30 0,33 0,09 0,06 0,06 0,53 0,08 7,40
LOQ [ppm] - 0,99 1,10 0,30 0,20 0,20 1,76 0,28 24,67
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Obr. 6: Chromatogramy z analyzy derivatizivaného vzorku na nové koloné (I),
nederivatizované¢ho vzorku na nové koloné (II) a nederivatizovaného vzorku na koloné

poskozené 20 (30; 40) analyzami nederivatizované IBBA (III; IV; V).

1 | " |
1|
50000 O ’ = |
] 8 (0] ’
< | I
e
] | 2 |
400.00 ‘ — &
| o —_
| £ > ’
S 5
} o oy | c
30000 ' o g )
T
<
s | | c . -
] [ _(CU ’ [ l\
200.00 < ‘ g
] | \ _ 2 L 1
L/l E S - |
[ = =2 ’ L
] | <
100.00- f “‘ % 2 { ‘r ‘\
Bl | \ Q (@] [ " |
] | :l \ <C A } [’ ’.‘
/ k ‘!’ \ 7\\\ ,‘/ \" )“ "’\ \"
) AT A AW \ \ o
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Minuty

Obr. 7: Chromatogramy z analyzy standardni smési rozpoustédel na nové koloné (I)

a na stejné kolon¢€ po 40 nasticich derivatizovaného vzorku (II).
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Z realnych vzorkl byly analyzovéany 4 rizné Sarze IBBA zakoupené od dvou riznych
dodavatelti. Naméirené vysledky tykajici se obsahu zbytkovych rozpoustédel v téchto Sarzich

jsou shrnuty v Tab. III.

Tab. III: Shrnuti vysledkt z analyzy zbytkovych rozpoustédel v riznych Sarzich IBBA.

Sarse & 2-Propanol t-BME Hexan Ethylacetat THF
(ppm)
01 <RL 127 <RL <RL <RL
02 898 <RL <RL <RL <RL
03 128 <RL 7,0 <RL 48
04 <RL <RL 6,0 56 <RL

4.2.4. Zavér

Byla navrzena, optimalizovana a validovdna headspace GC-FID metoda
pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v IBBA. Metoda vyuziva derivatizace IBBA
¢inidlem DAN za vzniku stabilni a net€kavé slouceniny, ¢imz je zabranéno prechodu IBBA
do plynné headspace faze. Diky tomu je chranéna stacionarni faze GC kolony pied
negativnim puasobenim IBBA. Tento koncept maskovaci derivatizace otevird nové moznosti

pfi analyze stopovych necistot pfitomnych v piebytku vysoce reaktivnich slouc¢enin.
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4.3. GC/MS metoda pro stanoveni alloxanu a jeho rozkladnych

produkti v mouce

4.3.1. Vyvoj derivatiza¢ni a chromatografické metody

Alloxan je analytem s nizs§i molekulovou hmotnosti, vykazujici jak zvySenou
reaktivitu, tak také hydrofilitu. Aby bylo mozné jej ze vzorku mouky/spikované mouky
izolovat a nasledn¢ pomoci GC/MS techniky stanovit, tak bylo nezbytné navrhnout vhodny
derivatizacni a prekoncentracni postup. Pro sniZeni polarity a soucasné zvyseni stability
alloxanu byla vyvinuta dvoukrokova chemické derivatizace (Obr. 8). Prvni derivatizacni
krok je zaloZen na reakci alloxanu se 4,5-dibrom-1,2-fenylendiaminem. Kondenza¢ni reakci
mezi aminoskupinami ¢inidla a karbonylovymi skupinami alloxanu vznika
7,8-dibromalloxazin, derivat obsahujici dvé vazby C=N. Tato reakce probihd ve vodném
prostiedi za ptitomnosti HCI jako katalyzatoru. Pfipraveny derivat byl z reakéni smési
izolovan prostfednictvim extrakce tuhou fazi za pouziti kolonek Oasis HLB, ze kterych byl
nasledné eluovan 2 ml smési acetonitrilu a pyridinu. Po odpafeni extraktu do sucha byl
odparek rekonstituovan v pyridinu. Vramci druhého derivatiza¢niho kroku byl
7,8-dibromalloxazin silylovan pomoci MTBSTFA s obsahem 1 % t-BDMCS za vzniku
7,8-dibrom-1,3-bis(terc-butyldimethylsilyl)alloxazinu. Tato kombinace silylacnich ¢inidel
ve srovnani s BSTFA prokazala vyssi ucinnost silylace 7,8-dibromalloxazinu a rovnéz i
vys$$i stabilitu a odolnost tohoto ferc-butyldimethylsilyl derivatu proti vlhkosti [45].

V pfipad¢ prvniho derivatizacniho kroku byl pro reakci s alloxanem testovan
1,2-fenylendiamin a jeho halogenované formy 4-chlor-1,2-fenylendiamin, 4,5-dichlor-1,2-
fenylendiamin, 4-brom-1,2-fenylendiamin a 4,5-dibrom-1,2-fenylendiamin. VSechna tato
¢inidla prokazala schopnost reagovat s alloxanem za vzniku stabilniho produktu
extrahovatelného z reakcni smési. Hlavni nevyhodou reakce alloxanu se 4-chlor- respektive
4-brom- substituovanym 1,2-fenylendiaminem je tvorba dvou izomerti projevujici se
v chromatogramu pfitomnosti dvou piki. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno se 4,5-dibrom-
1,2-fenylendiaminem, ktery byl v souvislosti s derivatizaci alloxanu pouzit viibec poprvé.
Toto Cinidlo efektivné reagovalo s alloxanem za vzniku jednotného produktu vykazujiciho
vys$i retenci na nepolarni stacionarni fazi, coz umoznilo ziskat chromatogram s pikem jasné
separovanym od matri¢nich slozek. Vyhodnost této reakce je také dana symetrii molekul

¢inidla i analytu. Tak jako v pfipad¢ bromovanych derivat akroleinu a akrylamidu, tak i zde
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lze diky pfitomnosti dvou atomti bromu v molekule derivatu pozorovat v naméfeném

hmotnostnim spektru charakteristicky isotopicky vzor (ionty 541, 543, 545 m/z).

O (0]

Br NH, (0] Br N
NH X NH
+ —
/

Br NH, (0] N (0] Br N N O

H H

4,5-dibrom-1,2-fenylendiamin alloxan 7,8-dibromalloxazin

MTBSTFA (s 1 % t-BDMCS)

Y

Br Njf \N/ %\\

7,8-dibrom-1,3-bis(terc-butyldimethylsilyl)alloxazin /
Obr. 8: Schéma derivatizace alloxanu.

4.3.2. Analyza realného vzorku mouky

Vyse popsana metoda pro stanoveni alloxanu byla aplikovana na 3 realné vzorky
bélené¢ mouky piivodem z USA a na 2 vzorky Ceské nebélené mouky. Pfitomnost alloxanu
v zadném z testovanych vzorki nebyla prokdzana, avSak funk¢nost metody byla ovérena
prostiednictvim vzorku mouky spikovaného alloxanem (Obr. 9) v koncentraci
10 pg/g. Podle dostupné literatury se piedpoklada, Ze alloxan vznika jako meziprodukt
pii béleni plynnym chlorem [46]. U testovanych vzorki mouky nebyl znam zptisob, jakym
byly béleny, coz mize byt jednim z diivodl, pro¢ v nich nebyl alloxan detegovan. DalSim
diivodem muze byt zvySena reaktivita alloxanu, ¢imz by se v mouce nemusel vyskytovat

v nativni podobé, ale ve formé svych degradac¢nich produkti.
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Obr. 9: Piekryv chromatogramt (TIC mod) z analyzy mouky nespikované (Cernd linie) a

mouky spikované alloxanem (Cervena linie).

4.3.3. Identifikace degradacnich produkti alloxanu a stanoveni Kkyseliny
parabanové a alloxanové v mouce

Na zédklad¢ literarni reSerSe bylo zjisténo, ze jednim z degradacnich produkth
alloxanu je kyselina alloxanova. Pro ovéfeni tohoto tvrzeni byl proveden experiment, kdy
byl standard alloxanu, ktery ma byt z divodu jeho nestability skladovan v chladném
a temném prostredi, ponechan po dobu 24 hodin pfi laboratornich podminkach. Po silylaci
a nasledné GC/MS analyze tohoto vzorku byla ze ziskaného chromatogramu (Obr. 10)
a hmotnostnich spekter kromé jiného potvrzena ptitomnost kyseliny alloxanové a rovnéz i
kyseliny parabanové v podobé jejich TMS derivati. Byly tedy provedeny experimenty
zaméiené na pritomnost téchto dvou rozkladnych produktii alloxanu v testovanych vzorcich
mouky. Pro tento ucel byl navrzen jednoduchy postup zahrnujici extrakci mouky
methanolem, nasledovany jeho odpafenim a silylaci odparku pomoci smési pyridinu a
BSTFA. Avsak ani prostfednictvim téchto experimentii nebyla v zddném z testovanych

vzorktll prokazana pritomnost rozkladnych produkta alloxanu.
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Obr. 10: Chromatogram z analyzy degradacnich produktt alloxanu.

4.3.4. Zavér

Byla navrZena a testovana GC/MS metoda jak pro stanoveni alloxanu, tak také
metoda pro stanoveni jeho degrada¢nich produkt ve vzorcich bélené a nebélené mouky.
Experimenty, které byly provedeny na standardu alloxanu, pfispély k identifikaci jeho dvou
rozkladnych produktii — kyseliny alloxanové a parabanové. Alloxan a jeho zminéné

rozkladné produkty vSak nebyly nalezeny v Zadném z testovanych vzorkd mouky.
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5. ZAVER

V souladu se stanovenymi cili byla vramci této disertacni prace studovana
problematika analyzy poldrnich latek prostfednictvim plynové chromatografie. Prvotni
vyzkum v této oblasti byl zaméfen na vyvoj metody umoziujici soucasné stanoveni dvou
nizkomolekularnich polarnich analytt - akroleinu a akrylamidu v tabdkovém kouti a koufi
z elektronickych cigaret. Navrzena a optimalizovand metoda zahrnuje chemickou
derivatizaci obou analytli elementarnim bromem, ¢imz bylo docileno sniZeni jejich polarity,
oba analyty byly snadnéji izolovatelné od matrice a Iépe detegovatelné diky
charakteristickym fragmentim poskytovanym v hmotnostnich spektrech. Metodou, jejiz
spolehlivost byla ovéfena validaci, byl potvrzen relativné vysoky obsah obou analyti
v tabdkovém koufi. V piipad¢ elektronickych cigaret, které jsou mnohymi preferovany jako
zdrav§j$i alternativa tabakovych vyrobkd, byla detegovana ptitomnost akroleinu, jakozto
degradacniho produktu glycerolu, ktery je hlavni komponentou naplné pouzivané v tomto
zafizeni.

V dalsi fazi védecko-vyzkumné cinnosti byla ve spolupraci s farmaceutickou
spolecnosti Teva Czech Industries, s.r.0. vyvinuta GC-FID metoda se statickym headspace
davkovanim vzorkli urena ke stanoveni zbytkovych rozpoustédel v kyseling
isobutylboronové. Jednd se o latku vyuzivanou pii syntéze protinadorového 1éc¢iva
Bortezomibu, u které je nezbytné monitorovat obsah zbytkovych rozpoustédel. Z divodu
zvySené t€kavosti a reaktivity IBBA dochéazelo pii pouziti bézné headspace metody
k poskozeni stacionarni faze jiz po né€kolika analyzach. Takto poskozena GC kolona byla
poté prakticky nepouzitelnd pro dalsi analyzy, pfedevSim pak pro stanoveni alkoholt.
Navrzena maskovaci metoda vyuziva reakce IBBA s 1,8-diaminonaftalenem za vzniku
stabilni a netékavé slouceniny, kterd zistava v roztoku a neptechazi do plynné headspace
faze. Nasledné stanoveni zbytkovych rozpoustédel tak neni ovlivnéno interferencemi
s reaktivni matrici. Metoda byla uspésné validovana podle smérnic ICH a mezinarodnich
I€kopist a je rutinn€ vyuzivana.

Alloxan a jeho identifikované degrada¢ni produkty, kyseliny alloxanova
a parabanovd, jsou dalSimi ze skupiny poldrnich latek, kterym byla v rdmci této prace
vénovana pozornost. Alloxan, ktery pravdépodobné vzniké pfi procesu béleni mouky, je
reaktivni latkou zptlisobujici diabetes. Pro jeho stanoveni v mouce byla navrzena metoda

zahrnujici dvoukrokovou derivatizaci vedouci k zisku stabilniho a t€kavého derivatu.
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Z divodu nizké stability alloxanu byla rovnéZ navrzena metoda pro stanoveni jeho
degradacnich produkt. VSechny zminéné analyty se podatilo detegovat ve spikovanych

vzorcich, avSak v redlnych vzorcich bélené mouky nebyla jejich pfitomnost potvrzena.
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XXXVI. Kémiai El6adéi Napok (Szeged, Hungary). Pfedneseny ptispévek:
Papousek R., Pataj Z., Novakova P., Bartak P.: Acrylamide and Acrolein Analysis —
From Tobacco Smoke to E-smoke. XXXVI. Kémiai El6adéi Napok, Szeged,
Hungary, October 28-30, 2013. Program and book of abstracts, p. 47, ISBN 978-963-
315-145-7.
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9th Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods (Siéfok,
Hungary). Prezentovany poster:

Papousek, R., Pataj, Z., Novakova, P., Bartdk, P.: Tobacco and E-smoke — GC/MS
Approach II. Derivatization Techniques: Acrylamide Determination in Smoke.
9th Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods, Siéfok,
Hungary, September 4-6, 2013. Book of Abstracts, p. 75, ISBN 978-963-89335-2-2.

Advances in chromatography and electrophoresis & Chiranal 2012 (Olomouc).
Prezentovany poster:

R. Papousek, P. Novéakova, P. Bednat, P. Bartak: GC/MS analysis of acrylamide in
foods. Advances in chromatography and electrophoresis & Chiranal 2012, Olomouc,
June 11th-14th, 2012. Book of abstracts and program. Acta Univ. Palacki Olomuc.,
Fac. Rerum Natur., Chemica 508, p.134-135. Palacky University, Olomouc 2012.
ISBN 978-80-244-3115-4, ISSN 0232-0061.

DALSI AKTIVITY

Asisten¢ni ¢innost pii organizaci exkurzi kol a populariza¢nich akcich.

Diskuze ve vysilani Ceského rozhlasu Olomouc na téma vyroby ovocnych destilat
a bezpecnosti lihovin (19. zafi 2014).

Vyvoj metody pro analyzu léCiv v odpadnich a povrchovych vodach pro firmu
Litolab (vyzkumna zprava).

Analyzy methanolu v lihovinach a destilatech — métfeni pro vefejnost v ramci

methanolové aféry (2012-2013).
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