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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva studiem reaktivity vyznamnych amidt, konkrétné ethylkarbamatu
a mocoviny, pro jejich naslednou analyzu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Teoreticka ¢ast je vénovana piedevsim charakteristice ethylkarbamatu, véetné mechanismu a
moznosti potlaceni jeho vzniku, reaktivit¢ amidt i karbaméatt a v neposledni fadé metoddm
vedoucim k jeho stanoveni, pfi¢emz zna¢na ¢ast je vénovana jeho predkolonové derivatizaci.
Experimentalni ¢ast je pak zaméfena na studium reaktivity ethylkarbamdtu a mocoviny
s vybranymi derivatizacnimi ¢inidly, mezi které patii fenylisothiokyanat, dansylchlorid, p-

toluidin, p-nitrofenylhydrazin, 2,4-dinitrofenylhydrazin a p-dimethylbenzaldehyd.
KLiICOVA SLOVA
Ethylkarbamat, mocovina, derivatizace, vysokoucinnd kapalinova chromatografie

TITLE

Study of the reactivity of important amides (urea and ethyl carbamate) for their subsequent

determination using high-performance liquid chromatography.
ANNOTATION

The diploma thesis deals with the study of the reactivity of important amides, namely ethyl
carbamate and wurea, for their subsequent analysis using high-performance liquid
chromatography. The theoretical part is mainly devoted to the characterization of ethyl
carbamate, including the mechanism and the possibility of suppressing its formation, the
reactivity of both amides and carbamates and the methods leading to its determination, with a
considerable part devoted to its pre-column derivatization. Then, the experimental part focuses
on the study of the reactivity of ethyl carbamate and urea with selected derivatization reagents,
including phenylisothiocyanate, dansyl chloride, p-toluidine, p-nitrophenylhydrazine, 2.4-
dinitrophenylhydrazine, and p-dimethylbenzaldehyde.
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UVOD

Ethylkarbamét je chemické sloucenina vyskytujici se pfedevsim v kvasenych potravinach a
alkoholickych néapojich. Jelikoz obvykle vznikd pii procesu vyroby daného produktu
v disledku fermentace potravin ¢i destilace lihovin z ptitomnych prekurzori, mezi které fadime
mimo jiné€ i moc¢ovinu, je ethylkarbamat Casto nazyvan procesnim kontaminantem. V roce 2007
byl Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny oznacen za latku potencionalné karcinogenni
pro Clovéka, kvili cemuz se stal sttedem pozornosti mnoha vyzkumi po celém svéte,
zamétenych na eliminaci jeho vzniku 1 vyvoj novych metod jeho stanoveni ¢i vylepSeni jiz

pouzivanych.

Ethylkarbaméat Ize chemicky popsat jako pomérné malou slouc¢eninu bez chromoforu ¢i
fluoroforu, coz je také diivodem, pro¢ je nutné ji pied chromatografickou analyzou
derivatizovat a tedy umoznit jeho naslednou detekci. Cilem této diplomové prace bylo porovnat
reaktivitu ethylkarbamatu i jeho prekurzoru mocoviny s vybranymi derivatizacnimi ¢inidly pro
naslednou analyzu pomoci kapalinové chromatografie, jelikoz doposud je v literatuie popsana
pouze derivatizace s 9-xanthydrolem. Protoze obsahuje aminovou skupinu bylo pifedpokladéano,

ze by mohl reagovat s ¢inidly pouzivanymi praveé pro derivatizaci amint ¢i amidi.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Ethylkarbamat

1.1.1 Charakterizace ethylkarbamatu

Ethylester kyseliny karbamové (Obrazek 1), jinak nazyvany jako urethan ¢i ethylkarbamat (EC;
NH2CO0C:Hs), je bezbarva krystalickd latka s molekulovou hmotnosti 89,09 g/mol, bodem
varu 182-184 °C a bodem tani 48-50 °C, ktera je pii pokojové teploté¢ t€kava a snadno
sublimuje uz pii 103 °C a tlaku 7,2 kPa. Je dobfe rozpustny ve vodé (az 2 g/ml pti 25 °C), v niz
vykazuje neutralni pH, a také napft. v benzenu, ethanolu, chloroformu, etheru a glycerolu [1-

4].

H,N 0 CH,
Obrazek 1: Chemicka struktura ethylkarbamatu.

Jelikoz EC vykazoval u pokusnych zvifat (mysi, krysy, kiecci a opice) prokazatelné
genotoxické a karcinogenni u¢inky, byl Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC),
patiici pod Svétovou zdravotnickou organizaci, v roce 2007 klasifikovan jako karcinogen

skupiny 2A, tedy pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka [3; 5-7].

1.1.2 Mechanismus vzniku ethylkarbamatu

Kvili vySe zminénym zdravotnim rizikim je EC stale pfedmétem znacného vyzkumu.
Abychom mohli u€init patficna opatieni vedouci ke snizeni ¢i zamezeni vzniku EC v napojich
a potravinach, je zasadni znat mechanismus a podminky jeho tvorby. EC mize
v potravinarskych vyrobcich vznikat ptedevsim béhem jejich vyroby ¢i zpracovani (napft. pfi
jejich fermentaci nebo destilaci), dale pti pouziti nékterych aditiv, které mohou byt prekurzory
EC, a v neposledni fad¢ i pti nevhodné zvolenych podminkach skladovani. Zaroven jsou znamy
1 faktory podporujici vznik EC napfi¢ celym zeméd¢€lsko-potravinaiskym fetézcem, mezi které
patii zvysena teplota, pfitomnost piechodnych kovu a také nizké pH ¢i ptisobeni UV zéieni.

Z téchto diivodu je EC povazovan za tzv. procesni kontaminant [1; 6; 7].
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1.1.2.1 Vznik ethylkarbamatu pri vyrobé ci zpracovani potravin

EC mutzZe v potravinach ¢i napojich vznikat naprosto ptirozené, a to hned nékolika cestami, jez
zavisi na povaze sledovanych potravindiskych produkti, jejich vyrobnim procesu a vyskytu
prekurzord ve vychozich surovinach [7; 8]. Typickym pfikladem jsou fermentované
vyrobky, vnichz EC vznika reakci ethanolu — produktu alkoholového kvaseni — se
slouceninami odvozenymi od kyseliny karbamové (tzv. karbamoyl slouceniny), mezi n€z patii
tteba mocovina ¢i citrulin (Obrazek 2A), nebo reakci s kyanaty, tedy estery kyseliny kyanaté

(Obrazek 2B) [1; 7-9].

A NH

‘ (‘)‘ metabolismus 0o

kvasinek ethanol
¥ — 1y
H,N NH OH ‘\
2
% W H2N NHZ .
(0]
« . NHZ . .
arginin modovina /j\

H;C (o NH,

ethylkarbamat

. . OH
metabolismus bakterii Q e / /
mlé¢ného kvaSeni /j\ ‘ H,C ethanol

H,N NH OH
citrulin NH,
B
R X enzymatické ethanol o]
£ A |
Né 0 o > 0—(C=N ————> HC 0 NH,
kyanogenni glykosidy " kyanat ethylkarbamat

Obrazek 2: Zjednodusené schéma hlavnich mechanismii tvorby ethylkarbamatu ve viné (A) a v lihovinach z peckovin (B),
Jjako jsou tiresné ¢i Svestky [1].

Zatimco citrulin je v malém mnozstvi obsaZen tfeba v hroznové §t'aveé, mocovina se nachazi
v mnoha fermentovanych potravinach, jako je jogurt, syry nebo chléb, ale také
v nealkoholickych i alkoholickych napojich. V pomémé vysokych koncentracich (az n€kolik
stovek mg/1) ji lze stanovit jiz v surovinach, naptiklad v mléce. VétSina téchto prekurzort vSak
vznika katabolismem mikrobu. Jak Ize ale vidét na Obrazku 2A, mocovina i citrulin vznikaji
zbézné aminokyseliny argininu, ktera se ve vysokych koncentracich nachéazi napiiklad

v hroznech. Zatimco mocovina je produktem metabolismu argininu kvasinkami, citrulin se
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zn¢ho produkuje v dusledku plsobeni mléénych bakterii. Tyto prekurzory pak reaguji
s ethanolem za vzniku EC [1; 6]. Za bézné pokojové teploty je reakce mocoviny ¢i citrulinu
s ethanolem pomérné pomala, ale je dokazéano, Ze se kinetika této reakce dramaticky zvySuje se
zvysujici se teplotou. Proto tvorbu EC akceleruje tepelna uprava napoji ¢i potravin, at’ uz se

jedna o peceni, vateni ¢i restovani [1; 6; 7].

EC je ale i produktem reakce ethanolu s kyanaty, jenz vznikaji enzymatickou hydrolyzou
kyanogennich glykosidii (Obrazek 2B). Existuje vice nez 2000 druhi rostlin, které produkuji
kyanogenni glykosidy a soucasné i ptislusny hydrolyticky enzym. Vyznamné mnozstvi téchto
substratii nalezneme v ovocnych peckach (nejcastéji merun€k, Svestek ¢i tieSni), jejichz
hlavnim kyanogennim glykosidem je slou€enina zvana amygdalin. JelikoZ jsou pecky béZznou
soucasti kvasu pro vyrobu palenek, je prave tato potravinaiska komodita hojnym zdrojem EC
v nasi dieté. Dal$imi plodinami bohatymi na kyanogenni glykosidy jsou napftiklad obilné zrna,
cukrova tftina a maniok, jez jsou rovnéz i surovinami pro vyrobu alkoholickych népoji, jako je
whisky, rum ¢i brazilska cachaga a tiquira. Jak l1ze vidét na Obrazku 2B, katalyzatorem vzniku
kyanati jsou ionty médi, které se do procesu dostavaji napiiklad z médénych nadob
pouzivanych pii destilaci. Bylo zjiSténo, ze v destilatech vznika cca 80 % EC jiZ béhem
destilace nebo do 48 hodin po ni, na coz ma vliv pravé ptitomnost kovovych soli. EC poté
vznika jako produkt katalyzované reakce ethanolu s prekurzory EC vznikajicimi v plynné fazi

behem destilacniho procesu [1; 3; 6-8].

1.1.2.2 Vznik ethylkarbamatu z aditiv

Nektera potravindiska aditiva jsou =zaroven 1 prekurzory EC. Jednim znich je
diethylkarbonat, ktery se pifidavd do potravin a ndpoji jako stabilizdtor zabranujici
mikrobidlnimu kazeni. Toto aditivum pak reaguje s amoniakem za vzniku EC (Obrazek 3)

[7; 9.

0 0
| e — .
H3C/\O/\O/\CH3 HzN/\O/\CH3 H3C/\OH

Obrazek 3: Reakce diethylkarbondtu s amoniakem za vzniku EC a ethanolu [9].

Dalsim aditivem, ze kterého EC vznika ve vodné — alkoholickém prostiedi, je azodikarbonamid
(ADA). V tésté¢ vznikda EC z ADA piredevSim v pribéhu peceni, stejné jako dalsi vedlejsi
produkty, mezi které patii semikarbazid ¢i bimocovina. Toto aditivum se v potravindiském

primyslu pouziva nejen jako nadouvadlo ve vlozkach uzavért pivnich lahvi, ale hlavné jako
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bélici ¢inidlo obilnych mouk, které navic zlepsuje kvalitu tésta v pekdrenském primyslu. Kvuli
potencialnim zdravotnim riziklim je jeho pouziti v Australii a Evropé jiz zakazano, nicmén¢ ve
Spojenych statech, Kanad€ a Asii je stile jest€¢ béZnym aditivem mouk, jehoZz maximalni

povolené mnozstvi je stanoveno na 45 mg/kg mouky [7; 10; 11].

O
‘ ‘ N NH CH,CH . OH
2 3+,
HZN/\N% \‘/
O

(6]
|
N N

Y

‘ H,C
ADA

Obrazek 4: Reakce azodikarbonamidu s ethanolem za vzniku EC [11].

1.1.2.3  Vznik ethylkarbamatu pri nevhodnych podminkach skladovani

Bylo zjisténo, ze tvorbu EC a jeho prekurzorti katalyzuji 1 nékteré fyzikalni faktory, mezi néz
patii piredev§im zvysSena teplota a UV zéfeni [7]. V jedné Cinské studii napiiklad zkoumali
zmény obsahu EC a mocoviny v €inském ryZovém vin€ Huangjiu skladovaném za riznych
podminek. Obvykle byva v Huangjiu vice nez 10 mg/l mocoviny, coz je vice nez v jinych
fermentovanych alkoholickych napojich. Bylo zjisténo, Zze ¢im vyssi je skladovaci teplota
vyrobku a delsi doba skladovani, tim vétsi mnozstvi EC se tvoii, pficemz toto tvrzeni bylo
ovéieno na realnych i simulovanych vzorcich [12]. Ve studii zaméfené na vznik EC ve vzorcich
lihoviny cachaca skladované ve sklenénych lahvich po dobu 6 mésicti byl jasn¢ dokazan dopad
svétla a doby skladovani na métené vzorky. Az 70 % ze vSech zkoumanych vzorkd bylo
ovlivnéno pravé piitomnosti svétla. Nejmensi koncentrace EC vykazovaly tedy vzorky
skladované ve tm¢. U nékterych vzorka skladovanych za tmy doslo po 6 mésicich dokonce
k mirnému poklesu koncentrace EC. Naopak nejvyssi narist koncentrace EC pak byl naméfen
u vzorkl s vyznamnou svételnou expozici [13]. Fotochemické reakce totiz vedou ke vzniku
reaktivnich radikal (napt. hydroxylovy radikal), jejichZ ptisobeni vede mimo jiné i ke vzniku
EC [8; 1]. Vliv svétla a tepla na koncentraci EC byl zkouman i ve vinech skladovanych po dobu
3—12 mésict. Jelikoz po 12 mésicich skladovani ve tmé pii 43 °C se mnozstvi EC ve dvou
cervenych vinech zvysil az 30krat, bylo opet dokazano, ze zvysena teplota vyznamné ovlivituje
tvorbu EC. Naopak expozice svétlu nijak markantné neovlivnila Zadny z analyzovanych vzorka
[14], coZ neni v souladu s vysledky pfedchozich vyzkumi. Obdobné zavéry vSak prezentuje i
dalsi prace zamétend na zmény koncentrace EC, tentokrat ve vzorcich brazilské lihoviny

cachaga skladované v lahvich riizné barvy (a tedy i s riznym ptsobeni svétla). V této studii
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nebyla zaznamenana zadna spojitost mezi barvou ldhve a nalezenou koncentraci EC [15]. Pro
porovnani vlivu UV zéfeni a svétla 1ze uvést dalsi dve studie, kdy v ramci prvni byly vzorky
palenek z peckovic vystaveny ptimému UV zéfeni za pouZiti lampy po dobu ¢Etyt hodin a byl
zaznaménan primérny nartst koncentrace EC o 1300 pg/l [16]. Ve druhé studii byly vzorky
lihovin z cukrové titiny vystaveny pouze okolnimu svétlu po dobu Sesti mésici. V tomto
piipadé doslo k mirn&jSimu nartstu koncentrace EC, konkrétné o cca 20 % [17]. Potravinaiské
produkty je tedy nutné chranit ptfed expozici zminénych fyzikalnich vlivii v pribéhu celé

vyroby a skladovani.

1.1.3 Vyskyt ethylkarbamatu v potravinach a napojich

Konzumace fermentovanych potravin a napoji je rozsifena po celém svété. Popularita téchto
produktl je ¢asteCné dana i tim, Ze diky fermenta¢nimu procesu obsahuji vyznamné mnozstvi
zdravi prospéSnych bioaktivnich latek, které napomadhaji snizovat krevni tlak, pfispivaji
druhou stranu béhem fermentace dochézi také k riziku vzniku nebezpecnych sloucenin, mezi

které patii mimo jiné pravé i EC [3; 6; 18].

V alkoholickych népojich byvaji detekovany mnohem vyssi koncentrace EC nez v potravinach.
Hlavnim divodem je vyskyt vét§iho mnozstvi prekurzorti, ze kterych EC nasledné vznika
[1; 7]. V ramci Evropské unie nebyly doposud stanoveny nejvyssi piipustné koncentrace EC
v alkoholickych nédpojich, a tak si nékteré zemé stanovily tyto limity samy (Tabulka 1). Prvnim
priakopnikem v této problematice byla Kanada, kterd si na vybrané komodity stanovila
vnitrostatni limity jiz v roce 1986. Ceské republika ji nasledovala a zvolila stejné limity, které
platily az do roku 2012, kdy byla tato vyhlaska zruSena. V soucasné dob¢ plati vyhlaska
Evropské komise z roku 2010, ktera je vSak benevolentné&jsi a u lihovin vyrobenych z peckovin

doporucuje dodrzeni maximalniho limitu 1000 pg/l [1; 4; 6; 9; 19; 20].
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Tabulka 1: Maximalni pripustné koncentrace ethylkarbamatu (ug/l) ve vybranych alkoholickych napojich [4; 9].

, Fortifikované | Destilovana i Ovocna
Vino , . Saké .
vino lihovina palenka
Ceskad 30 100 150 200 1000
republika
Némecko - - - - 1000
Francie - - 150 - 1000
Svycarsko - - - - 1000
USA 15 60 - - -
Kanada 30 100 150 200 400

Jeden zprvnich prizkumi zaméfeny na mnozstvi EC v alkoholickych néapojich provedl
americky Utad pro kontrolu potravin a 16&iv (FDA) jiZ v roce 1986. Tehdy bylo analyzovéano
89 vzorkl vin a destilovanych lihovin. U 77 analyzovanych vzorkl byl EC kvantifikovan
v koncentracich pod 100 pg/l. Tuto hranici ptekroc€ily pouze vzorky fortifikovanych vin (sherry
a portské), u kterych se koncentrace EC blizily az 500 pg/l [21]. JelikoZ mezindrodni védecky
vybor expertll pro potravinaiskd aditiva (JECFA) fizeny Organizaci spojenych ndrodd pro
vyzivu a zemé&délstvi (FAO) a Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) disponoval malym
mnozstvim dat tykajicich se ptitomnosti EC v potravinach a napojich, vydal Evropsky uiad pro
bezpec¢nost potravin (EFSA) v roce 2006 vyzvu ¢lenskym statim EU k ptfedlozeni udaji o
obsahu EC v potravinach a ndpojich. Na tuto vyzvu reagovalo 7 statd, které poskytly vysledky
méteni za obdobi od roku 1998 do 2006. VéEtsinu vzorkil predstavovaly alkoholické napoje, z

nichz nejvyssi koncentrace EC obsahovaly ovocné palenky, a to az 260 ug/l [6; 9].

Aktualnéjsi vyzkum z roku 2021 provedeny v Korei se zabyval analyzou 145 vzorkl riznych
alkoholickych nédpojti, z nichz dokonce 90 % obsahovalo EC. Nejvyssi koncentrace EC byly
op¢t pozorovany u alkoholickych napojt z peckovin. EC byl v nejvét§sim mnozstvi stanoven ve
Svestkovém viné (183 pg/l). Vysokeé koncentrace EC se vyskytovaly i v neovocnych destilatech
a saké. Koncentrace EC v pivu (4,5 pg/l), sodzu (9,7 pg/l) a ryzovém viné (2,8 ng/l) byly
relativné nizké, ale kvili globalné vysoké spotiebé téchto napojt by i pfesto mohly byt hlavnimi
zdroji expozice EC [22]. Dalsi analyzy vzorka piva a stolniho vina provedené v Asii, Evrope,

Severni Americe a Jizni Africe rovnéz prokdzaly pomérné nizky obsah EC v téchto komoditach
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(maximalni naméfena koncentrace neptekrocila 60 png/l) [23-28]. Pro porovnani lze zminit
studii z roku 2004, ve které byla ve Spojeném kralovstvi provadéna analyza vzorkl
fortifikovanych vin a lihovin. Obohacend vina typu portské ¢i sherry obsahovala EC v
koncentracich mezi 14-60 pg/l, pficemz mezi nimi nebyl pozorovan markantni rozdil. Hladiny
v lihovinach se vSak znac¢né liSily. Palenky z peckovin primémné obsahovaly vice EC nez
ostatni vzorky. Jeden vzorek tfesnové palenky vramci dané studie ale naprosto
vycnival, jelikoz obsahoval dokonce 6000 ug EC/1 [29]. EC byl analyzovan 1 napfic¢ riznymi
druhy lihovin. Napftiklad skotska a sladova whisky obsahovaly koncentrace EC v rozmezi 15—
100 pg/l. Lihoviny z fermentované agave (napft. tequila) vykazovaly primérnou hladinu EC

50 pg/l. Naopak v ginu a vodce nebyl EC detekovan [30; 31].

Ptestoze je mnozstvi EC v potravinach obecné¢ nizsi nez v alkoholickych napojich, jeho
koncentrace jsou i tak sledovany. Jedna se predevSim o pecivo, fermentované mlécné
vyrobky, nakladanou zeleninu, s6jovou omacku a ocet [1; 18]. V kvasovych chlebech mize ke
vzniku EC dochéazet hned dvéma zplsoby: bud’ reakci ethanolu s kyanatem, ktery pochazi jiz z
obilnych zrn pouzitych pro vyrobu mouky, a nebo s mocovinou vznikajici z aminokyselin
v disledku piisobeni kvasinek [1; 3]. U 104 zkoumanych vzorkt chleba z Kanady, Némecka,
USA a Hong Kongu ¢inila primérna koncentrace EC 2,6 pg/kg [32-35]. V ramci jinych studii
byly analyzovéany vzorky chleba pofizené na korejské trznici, v nichZ byla primérna koncetrace
EC 1,7 ng/kg [36-38]. U s6jovych omacek se koncentrace EC liSila dle toho, zda dana omacka
prochazi v ramci vyroby procesem fermentace ¢i nikoli [39]. U tradi¢ni fermentované sojové
omacky byly naméieny koncentrace EC vzdy vyssi a dosahovaly az 130 pg/l [39]. U mlécnych
vyrobkil je mnozstvi nalezeného EC proménlivé. Syry a jogurty obvykle neobsahovaly EC

vbec nebo pouze ve velmi nizkych koncetracich (maximalné 16 pg/kg) [40; 41].

1.1.4 Moznosti potlaceni vzniku ethylkarbamatu v potravinach a napojich

Jak eliminovat nebo alesponi omezit tvorbu EC ve fermentovanych produktech je v poslednich
letech velmi populdrnim tématem. Pfislusné strategie jsou zaloZeny piedevSim na vybéru
vhodnych surovin, spravné optimalizovaném fermentacnim procesu, $lechténi novych kment
mikroorganismti nebo aplikaci enzymil, které degraduji nebo eliminuji vznik EC ¢i jeho

prekurzori [1; 42; 43].

1.1.4.1 Slechténi mikroorganismii

Hlavnim diivodem vzniku EC ve fermentovanych potravinidch a napojich je pravé Cinnost

mikroorganismu. Proto je vybér vhodného druhu mikroorganismu jednim z diilezitych faktort
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uréujicim kvalitu daného fermentovaného produktu. Slechténim tradiéné pouZivanych
mikroorganismil (jakym je zejména kvasinka Saccharomyces cerevisiae) je navic mozné docilit
mensi produkce EC a mocoviny béhem fermentace. Naptiklad nové vyvinuty kvasinkovy kmen
Saccharomyces cerevisiae XZ-11 snizil tvorbu mocoviny az o 50 % oproti klasickému
prumyslovému kmenu [42]. Dals$i moZnosti je pouziti zcela jinych roda kvasinek. Osvédcily se
tteba kvasinky rodu Schizosaccharomyces pombe nebo Zygosaccharomyces bailii, které
produkuji mnohem mensi mnozstvi mocoviny, kterou nasledn¢ i ucinnéji odbourdvaji

[1;42; 44].
1.1.4.2 Zpracovani surovin a rizeni procesu vyroby

Zpiusobem péstovani danych plodin, rafinaci surovin uréenych pro fermentaci ¢i vhodné
optimalizovanym vyrobnim postupem lze snizit obsah prekurzori EC, a to vcetné
argininu, mocoviny nebo kyseliny kyanovodikové. Jelikoz pecky obsahuji velké mnozstvi
kyanidu a kyanogennich glykosidii, je naptiklad odpeckovani plodu pied jejich rmutovanim
ucinnym nastrojem vedoucim ke snizeni mnozstvi EC v ovocnych destilatech [42; 43]. Béhem
samotné fermentace lze pak eliminace prekurzorti docilit piedev§im fizenou fermentacni
teplotou nebo pridavkem exogennich inhibitorti, mezi které fadime naptiklad kyselinu
protokatechovou ¢i gallovou, kvercetin a ornithin. Zminéné inhibitory jsou vyuzivany zejména

pti vyrobé ¢inského ryzového vina nebo so6jové omacky [42].
1.1.4.3 Enzymatické metody

Enzymatické metody jsou vyhodné v tom, Ze diky nim lze redukovat produkci ¢i mnozstvi EC
nebo pfitomnych prekurzori EC i po fermentaci. Mezi takové enzymy patii uredza ci
urethandza. Uredzy se vyskytuji v mnoha mikroorganismech a jsou schopné rozkladat
mocovinu az na oxid uhli¢ity a amoniak (Obrazek 4) [42; 43]. Pro rozklad mocoviny
v alkoholickych napojich je pouzivana pfedev§im uredza aktivni v kyselém prostiedi, tedy
optimalné pii pH 4 — 4,5. Tento druh enzymu je pak pii 35 °C schopny rozlozit az 85 %
mocoviny za tyden [43]. Tento enzym je ptfidavan ptimo do hotovych vyrobki, at’ uz se jedna
o potraviny nebo alkoholické népoje. Je ale tfeba brat v uvahu pfitomnost kyseliny jable¢né,
fluoridu a fenolickych latek, které aktivitu uredzy snizuji [45]. Druhym enzymem je urethanéza,
ktera degraduje piimo EC na amoniak, ethanol a oxid uhli¢ity (Obrazek 4). Do alkoholickych
napoji se pfidavaji urethandzy ptisobici v alkalickém i1 kyselém prostiedi, pficemz jejich ucinek
se u ruznych alkoholickych napoji znacné lisi. Oba enzymy musi byt pied jejich zavedenim do

vyrobniho procesu vzdy fadné testovany [42—44].
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Obrdzek 5: Schématické zndzornéni piisobeni uredzy a urethandzy.

1.2 Reaktivita amidu a karbamatu

1.2.1 Reaktivita amidu

Jelikoz EC ve své struktufe v podstaté obsahuje amidovou skupinu, mohl by byt amidim
podobny i z hlediska reaktivity. Amidy obsahuji centralni atom uhliku, ktery méa dvojnou vazbu
ke kysliku a jednoduchou vazbu k dusiku. Pokud jsou zbyvajici dvé vazby na atomu dusiku
vazany na vodiky, jedna se o jednoduchy amid. Pokud jsou jedna nebo obé zbyvajici vazby na
dusiku vazany na alkylové nebo arylové skupiny, jednd se o substituovany amid. Obecné

struktury zminénych amidil jsou zndzornény na Obrazku 6 [46—48].

R%N/R
\ o
o R

amidova funkéni skupina

R /R
R NH
R NH
\”/ 2 Y \Rl N
\
5 0 0 R’
primérni amid sekundarni amid terciarni amid

Obrazek 6: Chemické struktury amidové skupiny a substituovanych amidii [49].

Amidy patfi spolu s estery, acylhalogenidy, anhydridy a nitrily mezi nejbéznéjsi funkéni
derivaty karboxylovych kyselin. Z hlediska reaktivity jsou vSak z vySe jmenovanych nejméné

reaktivni. To je zplsobeno vyraznym zapojenim elektronového péaru atomu dusiku do
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konjugace se sousednim acylovym zbytkem, coz znesnadnuje nukleofilni acylové substituce.
Atom dusiku v tomto uspotradani rovnéz ztraci svlyj pyramidalni charakter uspotfadani vazeb, jez
ma v aminech, a z&4sti prechazi z sp> hybridizace na hybridizaci sp®. Nasledkem pak je rovinné
usporddani atomil vazanych v amidové vazbé a samotna vazba C-N ma ¢éastecny charakter

dvojné vazby (Obrazek 7) [50-52].

” o) o)
R%\ R
N—R' N——R'
/ /
R R

Obrazek 7: Rezonancni struktury amidu [52].

Na rozdil od acylhalogenidii, anhydridi a esterti nepodléhaji amidy snadno reakcim s alkoholy
¢i aminy. Primérni a sekundarni amidy dokonce nereaguji ani s tak silnymi nukleofily, jako

jsou Grinardova €inidla, s nimiz dojde pouze k deprotonaci dusiku [48; 50].

Amidové vazby jsou samy o sob¢ pro clovéka velmi dulezité, jelikoz se uplatiiuji pifi reakci
dvou aminokyselin, pfi niz tak vznika peptidovy fetézec. Této specifické vazbé se pak tika
peptidova a slouzi pro biosytézu peptidli, potazmo bilkovin. Jak jiz bylo zminéno, amidy jsou
nejméné reaktivni funkéni derivaty karboxylovych kyselin, coz je z hlediska stability bilkovin
vyhodné pro lidsky organismus [52-53]. Amidové vazby jsou také nezbytnou soucasti
materidlového ¢i medicinsko — agrochemického priimyslu. To dokazuje 1 prizkum z roku 2008
zabyvajici se molekulami syntetizovanymi pro aplikace v 1ékatské chemii, ktery odhalil, Ze ptes
50 % zkoumanych 1é¢iv obsahovalo alespon jednu amidovou vazbu [53]. Pfima syntéza amidl
z karboxylovych kyselin vyZaduje drastické reakéni podminky, a proto se soucasné vyzkumy
zabyvaji vyvojem reakci probihajicich za mirnéjSich podminek. Za timto ti¢elem se nejprve
provadi tzv. aktivace karboxylové kyseliny (Obrazek 8), které miize byt dosaZzeno acylovymi,
dekarbonylacnimi nebo radikalovymi reakcemi. Piikladem aktivace karboxylové kyseliny pro
tvorbu amidu je pfevedeni na anhydrid ¢i acylchlorid za pfisluSnych reakénich podminek. N-
acylacéni reakce aminl s pouzitim aktivovanych karboxylovych kyselin (Obrazek 8) se
v soucasnosti stala jednou z nejvice rozsitenych reakci ve farmaceutickém primyslu [46; 48—

52; 54].
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Obrazek 8: Obecné schéma aktivace karboxylové kyseliny pro naslednou tvorbu amidu [52].
Reakce mocoviny

Mocovina ((NH2)2CO; diamid kyseliny uhlicité) je nejrozsifenéjsim derivatem kyseliny uhlicité
(Obrazek 9). Primyslové se vyrabi zahfivanim oxidu uhli¢it¢ho s amoniakem na 130 °C pfi
tlaku 5 MPa, kdy v prvnim kroku vznikd amonna sil karbamové kyseliny, jez se néasledné
dehydratuje na mocovinu. Chemickd struktura mocoviny obsahuje dv€ aminové
skupiny, pficemz jedna z nich podléha disperznim silam za vzniku dip6lu a druha tak zlstava
volna, podobn¢ jako v aminech. Z tohoto diivodu je pak mocovina schopna tvofit soli se silnymi
vybusnin. Moc€ovina je kone¢nym produktem metabolickych pfemén probihajicich v télech

savcl, ryb i obojzivelnika [55, 56].

0)

PN

H,N NH,

Obrazek 9: Chemicka struktura mocoviny.

Mocovina byla v minulosti povazovana za velmi malo reaktivni, a tedy pramyslové ne piili§
zajimavou slou€eninu. V poslednich dvou desetiletich vS§ak mnohé vyzkumy popsaly moznosti
jejiho vyuziti v riznych oblastech chemie [57]. JelikoZ je mocovina diamidem, poskytuje
reakce charakteristické pro amidy karboxylovych kyselin. Dobfe se hydrolyzuje na uhli¢itan
amonny, jehoZ nasledny rozklad pak zavisi na pH [58]. Zatimco v kyselém prostfedi dojde
k jeho rozpadu na amoniak a oxid uhli¢ity [59], v alkalickém prostiedi je produktem hydrolyzy
uhli¢itan a amoniak [60]. Mocovina, stejné¢ jako ostatni amidy, podléha diacylaci a vzniklé
derivaty mocCoviny pak nazyvame ureidy. Mezi ureidy fadime naptiklad kyselinu barbiturovou
vcetné jejich derivatii, nazyvanych barbituraty. Tyto latky se pouzivaji jako 1éCiva a piipravuji
se kondenzaci diethylmalonati s mocovinou [61; 62]. Diky své rovinné struktufe se dvéma

vazbami na primarni amin (Obrazek 8) je mocovina idedlnim substratem pro navazani dvou
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karbonylovych skupin za vzniku N,N-disubstituované mocoviny. Toho je vyuZzivano pii vyrobé
organokatalyzatori na bazi mocoviny [57; 63]. Ve vodnych roztocich reaguje mocovina i
s n€kterymi organickymi kyselinami, jako je naptiklad kyselina citronova, s niz je vyslednym
produktem citrat mocoviny. Studie zabyvajici se prave touto reakci byla publikovana za uc¢elem
optimalizace pouziti citratu mocoviny jako fyziologicky U€inné latky ¢i inhibitoru nitrifikace.
Reakce mocoviny s kyselinou citrénovou je také vyuzitelnd pii vyrobé kapalnych hnojiv
obsahujicich mocovinu [64]. V jiné studii pak byla zkoumana syntéza dimethylkarbonatu, ktery
je dulezitym substratem v reakénim inZenyrstvi. Pfi této syntéze je mocovina nejprve tepelné
rozlozena na kyselinu isokyanovou, ktera pak reaguje se ZnO za vzniku isokyanatu
zine¢natého. Ten muze byt nasledné pouzit jako katalyzator pii methanolyze mocoviny, pfi niz

vznika pravé dimethylkarbonat [65].

1.2.2 Reaktivita karbamata

Karbamova kyselina (H2NCOOH, Obrazek 10A) je natolik nestabilni slouceninou, Ze ve své
volné formé nebyla nikdy izolovana [66; 67]. Na druhou stranu karbamaty (Obrazek 10B), tedy
slouceniny vznikajici substituci atomti vodiku kyseliny karbamové, tvoii pomérné stabilni
slouceniny. Karbamaty jsou tedy kapaliny nebo krystalické latky s charakteristickym planarnim
uskupenim -O-CO-N=. Jsou navic schopny vytvaret pevné intermolekularni vodikové vazby a
snadno podléhaji tautomerizaci za vzniku keto-enol tautomerniho paru (Obrazek 10C) [66; 68].
Dle poctu alifatickych ¢i aromatickych zbytki navazanych na atom dusiku rozliSujeme
primarni, sekundarni a tercidrni karbamaty. Primarni karbamat ma na atomu dusiku navazané
dva atomy vodiku — takovou slou¢eninou je pravé i EC. Pokud je jeden z téchto vodiki
nahrazen dal$im alifatickym ¢i aromatickym zbytkem, pak se jedna o karbamat sekundarni, a

pokud dojde k substituci obou vodikovych atomil, hovotfime o terciarnim karbamatu.
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Obrazek 10: Chemické struktury karbamové kyseliny (A), karbamdtu (B) a keto-enolova tautomerie karbamati (C) [66; 68].

Nékteré alkyl nebo arylkarbamdty jsou termolabilni a po zahtati dochazi k jejich rozkladu.
VétSina primarnich karbamatl se rozklada na estery kyseliny allofanové, a to jiz pfi teplotach
mensich nez je jejich bod varu. Sekundarni karbamaty se Stépi pii vysSich teplotich na
isokyanaty, ¢ehoZz se vyuziva i pro primyslovou vyrobu. Naopak alifatické terciarni karbamaty
jsou tepelné stabilni latky. Vyjimkou jsou tercialni karbamaty majici na B-uhliku alkoxyskupiny

vodik. Takové slouceniny se pii 350 °C rozkladaji na sekundarni aminy a alkeny [66—68].

Diky své unikatni struktufe vykazuji karbamaty vlastnosti karboxylovych esterti i amidd, coz
se odrazi i na jejich reaktivité (n€které z jejich reakcei jsou shodné s reakcemi esterti a amidd,
ale 1 enolt ¢i kyseliny kyanové). Karbamaty reaguji za pfitomnosti vhodnych c¢inidel
s nukleofilnimi ¢inidly, a podléhaji tak transesterifikaci, aminolyze, hydrolyze i cyklizaci.
Témto reakcim snadné&ji podléhaji karbamaty cyklické nezli alifatické, piicemz zna¢ny vliv na
rychlost a mechanismus reakce ma také pritomnost vodiku na dusiku a struktura odstupujici

skupiny [66; 67].
Reakce ethylkarbamatu

Za zvySené teploty reaguje EC s alifatickymi aminy ¢i amoniakem za vzniku substituované
mocoviny. Katalyzatorem reakce jsou slouceniny cinu. Po zahtati smési EC s amoniakem na
150 °C v uzavieném systému vznikla mocovina ve vytézku 33 % (Obrazek 11A). EC také

reaguje pii 190 °C s dikyandiamidem za vzniku ammelinu (Obrazek 11B) [67; 69].
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Obrdzek 11: Reakce EC s amoniakem (A) a dikyandiamidem (B) [67; 69].

Obecné lze fici, ze karbamaty jsou acylovany snadnéji nez bézné amidy, a to hlavné pomoci
karboxylovych esterli, anhydrid ¢i halogenidi. Naptiklad reakci EC s ethylacetoacetatem

vznika substituovany enamin (Obrazek 12) [67; 70].
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Obrdazek 12: Reakce EC s ethylacetoacetatem za vzniku enaminu [67; 70].

Karbamaty dale reaguji i s dichloridy anorganickych kyselin, jejichz produkt zévisi na
podminkach reakce. Zatimco v pfitomnosti bazi schopnych neutralizovat uvolnénou kyselinu
chlorovodikovou vznikaji N-substituované karbamdatové derivaty, v neutrdlnim prostredi
dochdzi k formovani allofanatii. Pfikladem mtzZe byt reakce EC s thionylchloridem za vzniku
ethylallofanatu, doprovdzend vyvinem oxidu sifi¢itého, kyseliny chlorovodikové a
ethylchloridu (Obrazek 13). Klasické amidy jsou pfitom za podobnych podminek obvykle
dehydratovany na nitrily [67; 70].
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Obrazek 13: Reakce EC s thionylchloridem v neutrdalnim prostredi za vzniku ethylallofanatu [67].

Karbamaty se reaktivitou s pentachloridem fosforitym velmi podobaji sulfonamidiim. Produkt
této reakce se opét liSi v zavislosti na danych podminkach. Pti 70 °C reaguje EC s
pentachloridem fosforitym pifimo na slouceninu dichlorfosforylisokyanat, zatimco pfi teploté
do 10 °C je produktem reakce ethyltrichlorfosfokarbamat. Tento meziprodukt je ale mozné na
dichlorfosforylisokyanat (a ethylchlorid) ptevést, a to jeho néaslednym rozkladem pii 60 °C
[67; 71].

Opatrnou halogenaci karbamati pak mtzeme vcelku snadno dostat N-halogenkarbamaty,

jejichz reakce jsou velmi obdobné s reakcemi N-halogenamidu [67].

1.3 Stanoveni ethylkarbamatu

Pro stanoveni EC v potravinovych matricich bylo vyvinuto jiz mnoho riiznych analytickych
metod, z nichz kazda ma své vyhody 1 omezeni. Lze je rozdélit na metody chromatografické,
enzymatické, spektroskopické, elektrochemické a imunoanalytické. Analyza EC je vSak
komplikovana komplexni matrici vzorki s velkym mnoZstvim interferentd, nizkou koncentraci
analytu a jeho jednoduchou molekuldrni strukturou bez chromoforu ¢i fluoroforu. Hlavni
technikou pouzivanou pro stanoveni EC je plynovd chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii, kterd je také oficialni technikou Asociace analytickych chemikid (AOAC) pro
jeho stanoveni v alkoholickych napojich a sdjové omacce. Druhou nejpouzivanéjsi technikou
je pak kapalinova chromatografie. Bez ohledu na pouzitou analytickou techniku je vSak pted
vlastni analyzou dané¢ho vzorku obvykle nutna jeho pteduprava, a to z divodu zakoncentrovani
a odstranéni rusivé matrice [1; 72; 73]. Pfiprava vzorku se lisi v zavislosti na jeho povaze,
sloZeni a na analytické technice, jez mame k dispozici. K jeho izolaci z potravinovych matric
se nejcastéji pouzivaji rizné modifikované extrakéni metody [73; 74]. Pro nékteré analytické

metody je vyhodné nebo dokonce nezbytné EC derivatizovat [75; 76].
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1.3.1 Izolace ethylkarbamatu z matrice

1.3.1.1 Extrakce kapalina — kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) spo¢iva v pfenosu latky ze vstupniho roztoku do jiné kapalné
faze, kterd je stou ptivodni nemisitelnd. Tuto metodu extrakce lze rozdélit do tif po sobé
jdoucich kroki. Prvnim z nich je smiseni extrakéniho ¢inidla se vzorkem, nasleduje tfepani pro
podporu pfenosu hmoty, a nakonec ustaveni extrakéni rovnovahy a odd¢leni extraktu. Finalnim
krokem je pak obvykle odpateni extrakéniho rozpoustédla. Extrakénimi €inidly pro extrakci EC
jsou organicka rozpoustédla s podobnou polaritou jako ma EC. Mezi takové fadime napiiklad
chloroform, dichlormethan, diethylether ¢i ethylacetat. Velkd nevyhoda LLE je pracnost, velka

spotfeba organickych rozpoustédel a Spatnd reprodukovatelnost [72—75].

1.3.1.2  Extrakce tuhou fazi

Pti extrakci tuhou fazi (SPE) prochazi vzorky kolonkou naplnénou vhodnym adsorbentem, na
n¢jz je cilovd slouCenina navédzéna. Po vymyti interferujicich latek je analyt eluovan
adekvatnim rozpoustédlem. Pro extrakci EC se obvykle pouzivaji kolonky plnéné kiemelinou
[72], silikagelem s amino/imino skupinami (tzv. PSA sorbent), kifemicitanem hotfe¢natym
znamym pod komerénim nazvem Florosil [76] ¢i zesitovanym hydroxylovanym kopolymerem
polystyrenu a divinylbenzenu znamym pod komeré¢nim nazvem ISOLUTE® ENV+, ktery ma
velky povrch a je ideédlni pro extrakci polarnich analytd [77]. Elu¢nimi ¢inidly mize byt
dichlormethan [76] nebo ethylacetat [77]. SPE nevyzaduje tak velké mnozstvi rozpoustédla
(u specialnich typt patronek je objem eluentu do 10 pl) jako LLE, je rychlejsi a poskytuje
vysoké vytézky. Asociace AOAC navic doporucuje SPE k tpravé vzorku pred analyzou EC
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. SPE ma vSak i své nevyhody, a to
predevsim pomérné vysoké ekonomické néklady z diivodu pouziti jednordzovych patronek a

Spatnou reprodukovatelnost mezi nimi [72; 76; 77].

1.3.1.3 Head — space mikroextrakce tuhou fazi

Dalsi moZnosti extrakce je tzv. head—space mikroextrakce tuhou fazi (HS—SPME). Metoda HS—
SPME vyuzivad sorpce analytu na kifemenné vlakno umisténé v prostoru nad vzorkem
v uzaviené¢ naddobé. HS-SPME je tedy zalozena na ustanoveni rovnovahy analytu mezi
stacionarni fazi (ukotvenou na vldkn¢) a vzorkovanym mediem. Jelikoz je tato metoda
kombinovana téméf vyhradné s plynovou chromatografii (GC), je vlakno po ukonceni extrakce

zavedeno pfimo do davkovace plynového chromatografu, kde dojde k tepelné desorpci
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zachycenych analytii. Tato metoda je vhodna pro kapalné vzorky, jako jsou saké, ryzova,
hroznova a fortifikovana vina nebo destilaty z peckového ovoce. U¢innost HS—SPME je ale
velmi ovlivnéna matrici danych vzorki, a proto je tfeba dany proces dikladn¢ optimalizovat.
Obecné vsak plati, ze nizsi obsah alkoholu, vyssi teplota extrakce a delsi extrakéni ¢as vedou
k vys$si ucinnosti HS—SPME [72; 75]. Ve studii z roku 2006, ktera se zabyvala automatizovanou
analyzou EC v lihovinach pomoci GC spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii, byla
pro extrakci vzorku pouzita pravé HS—SPME. V ramci studie zkoumali nejvhodnéjsi vlakna
pro extrakci EC. Byly zkoumény polarni a bipolarni povlaky vldken, pfi¢emz nejvetsi vytézky
extrakce byly dosazeny s vladkny Carbowax/Divinylbenzen a Carboxen/Polydimethylsiloxan
[78].

1.3.1.4 Extrakce podporovana tlakem

Pro izolaci EC z pevnych fermentovanych potravin byla vyvinuta a validovan metoda nesouci
nazev extrakce podporovana tlakem (PLE), ktera je Siroce pouzivana pro detekci vice rezidui
v komplexnich matricich. PLE extrahuje analyty organickymi rozpoustédly za zvySené teploty
a tlaku, ¢imz dochézi k rychlé diftizi, zlepSeni rozpustnosti analytu a snizeni viskozity a
povrchového napéti rozpoustédla, které vede k jeho snadn€j$Simu priichodu matrici, a tedy
lepSimu prenosu hmoty. PLE je tedy rychlejsi, u¢inn¢jsi a umozituje pouZziti menSiho mnozstvi

rozpoustédla [75; 76].

1.3.2 Derivatizace

Kazda molekula ma sice svoje specifické fyzikalné-chemické vlastnosti, avSak ne vzdy
muzeme tyto vlastnosti pouzit k jeji ptimé analyze pozadovanou metodou. V takovém piipadé
je tedy nutné zatadit derivatizacni krok, kterym miZzeme snizit vliv interferenci, zvysit
selektivitu a detekovatelnost analyti ¢i zlepSit tvar, symetrii a rozliSeni pikli béhem jejich
chromatografické separace. Principem derivatizace je zména zdkladni chemické struktury
analytu za vzniku produktu vhodnéjSiho pro pozadovanou analyzu. Toho dosahneme
chemickou reakci nebo fyzikalnimi faktory, jako je zahtivani, ozafovani, plisobeni elektrického

pole, apod [79-81].

Volba vhodné derivatizacni reakce zavisi na mnoha faktorech. VZdy je nutné vzit v ivahu
vlastnosti latky, zamySlenou metodu separace a detekce a stabilitu pfipraveného derivatu. Dle
toho pak i volime, zda reakci provedeme pied separaci (pfedkolonova derivatizace) nebo az po
ni (postkolonova derivatizace), pricemz oba zptisoby maji své vyhody, nevyhody i specifické

pozadavky a naroky na provedeni. Oba typy derivatizace lze pak provadét ve dvou riiznych
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rezimech: mimo chromatograficky systém (off-line) nebo v chromatografickém systému (on-

line), kdy se do riiznych mist chromatografu zatazuje pratocny reaktor [79; 81-84].

Pouziti pfedkolonové derivatizace je vyhodné ptedev§im pro obtizn€ separovatelné slouceniny
nebo latky, které se b&hem chromatografické separace rozkladaji ¢i reaguji s ostatnimi
sloZkami. Vznikajici derivat vSak musi byt dostatecné stabilni a derivatizacni reakce musi
probéhnout kvantitativné a s dostatecnou selektivitou. Derivatiza¢ni ¢inidlo pak musi byt dobie
charakterizovano z hlediska struktury, musi byt prokazana jeho Cistota a musi mit jiné fyzikalné
chemické vlastnosti nez vznikajici produkt, aby se dalo snadno odseparovat. On-line uspofadani
ptedkolonové derivatizace probihd v davkovaci smycce nebo v reaktoru pied kolonou, a vzdy
je zasadni rychly prabeh reakce za mirnych podminek (pH, teplota), stabilita a rozpustnost
¢inidel 1 vznikajicich derivatl v mobilni fazi a reakce bez vedlejsich produkta ve formé plynu
nebo srazenin. Off-line uspotfddani piedkolonové derivatizace naopak neni svazovano
specifickymi reakénimi podminkami. Lze pouzit agresivnéjs$i cinidla i1 Sirokou Skalu
rozpoustédel. Podminky reakce mohou byt narocnéjsi a nevadi ani vedlejsi produkty ve formée

srazenin ¢i plyni nebo vétsi Casova narocnost reakce [79; 81; 83; 84].

Naopak pii postkolonové derivatizaci neni nutnd naprosto kvantitativni a selektivni reakce ¢i
vysoka stabilita derivatu, které ani nemusi byt jednozna¢nym chemickym individuem. Zasadni
je dobra reprodukovatelnost a rychla reakce za mirnych podminek. V on-line uspofadani je vSak
nutné zafadit tésné pied detekci specidlni reaktory, jez zaroven zajisti ucinné smichani
derivatiza¢niho c¢inidla s eluatem zkolony (bez rozmyti rozseparovanych analytil). Daéle
musime dbat na dobrou misitelnost reakéniho rozpoustédla s mobilni fazi a zejména na vybér
derivatizacniho ¢inidla, které nesmi za danych podminek poskytovat signal na detektoru. Pii
off-line usporddani postkolonové derivatizace se sbiraji jednotlivée frakce vytékajici
z kolony, které se nasledné derivatizuji mimo chromatograficky systém. Kvili Castym
komplikacim postkolonové derivatizace je v praxi upfednostiiovana derivatizace predkolonova

[79; 81; 83; 84].

Nejbéznéjsim typem derivatizace je pfedkolonova off-line chemicka reakce mezi analytem a
derivatizacnim cinidlem, které se pro zajisténi kvantitativniho pribéhu reakce piidava
ve velkém prebytku. Kromé jeho spotieby na samotnou reakcei s analytem je totiz mozna i jeho
¢astecna degradace (vlivem napt. hydrolyzy ¢i termolyzy) nebo spotfeba na vedlejsi reakce.
V idealnim ptipad¢ zlstane po derivatizacni reakci pouze zbytek derivatizacniho ¢inidla (aby
bylo jisté, Ze reakce probéhla kvantitativn¢) a pozadovany derivat bez jakéhokoli zbyvajiciho

vychoziho analytu, vedlejsich produktt ¢i produkti hydrolyzy. K tomu vSak dochazi pouze
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velmi zfidka, a tak je ¢asto nutné pied analyzou nebo béhem ni oddélit pozadovany derivat

od ostatnich reaktantii a produktt [79; 80; 82].

Pro spravny prub¢h derivatizace je tfeba optimalizovat reakéni parametry, jako je teplota, pH,
volba rozpoustédla, reakéni ¢as a pomér Cinidla a substratu, a to za ucelem minimalizace
spotifeby reaktantii za soucasné¢ho ziskani maximdlniho vytézku derivatu a minimalniho
mnozstvi vedlejSich produktd, které by mohly v zavérecnych krocich separace a detekce
interferovat. U ptfedkolonové derivatizace je pak nutné optimalizovat chromatografickou
separaci tak, aby byl derivat dostate¢né oddélen od zbytki ¢inidla, ostatnich slozek vzorku a

vedlejsich produkta reakce [79; 80; 83].
1.3.2.1 Derivatizace pro kapalinovou chromatografii

Jelikoz velké mnozstvi organickych latek neabsorbuje ani neemituje zafeni a jejich detekce
bézné pouzivanymi detektory tak neni moznd, je vétSina derivatizacnich reakci pouzivanych
pro kapalinovou chromatografii zaloZena na syntéze absorbujicich nebo fluoreskujicich
derivati. V posledni dobé vSak neni vyjimkou ani zafazeni derivatizace prfed hmotnostné—
spektrometrickou detekci, a to zejména pro zlepSeni ionizacnich vlastnosti latky. Dle zptisobu

detekce tedy volime derivatizacni ¢inidla [79; 82; 83].

Prestoze spektrofotometricky detektor nedosahuje tak vysoké citlivosti, je pro svoji vyssi
univerzalnost a pfiznivou cenu nejbéznéjsim detektorem v kapalinové chromatografii. Pro
vneseni chromoforu do struktury riznych analyti jiz bylo vyvinuto a Gispé€$né aplikovano velké
mnozstvi derivatizacnich c¢inidel. Tato cinidla jsou svou chemickou povahou obvykle
konjugované aromatické slouc¢eniny obsahujici funk¢ni skupinu, kterd je schopnd reagovat
s funkéni skupinou analytu. Nejpouzivané€jSimi derivatizaénimi ¢inidly uréenymi pro
spektrofotometrickou detekci jsou rizné arylhalogenidy (napf. fenacylbromid nebo 1-fluoro-
2,4-dinitrobenzen), = malonaty  (napf.  diethyl-ethoxymethylenemalonidt; DEEMM),
aryliso(thio)kyanaty (napf. fenylisothiokyanat), arylhydraziny (napft. 2,4-dinitrofenylhydrazin),
piipadné tradi¢ni ¢inidlo ninhydrin [83; 85].

Po absorpci fotonu molekulou dojde ke zméné energetického stavu ze zdkladniho
na excitovany, tedy k ptechodu elektronti do vyssich energetickych hladin. Tyto hladiny jsou
ale nestabilni a elektrony se vraci do svého zakladniho stavu. Piebytek energie je pfitom
vyzéten v podob¢ fotonu, ktery ma vSak vyssi vinovou délku (nizsi energii) nez foton ptivodni.
Této zativé deexcitaci pak fikdme fluorescence. Fluorescenci vykazuji zejména organické latky

s vysoce konjugovanym systémem dvojnych vazeb (napt. naftalen, antracen, chinolin, indol
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apod.). Cim vice je v molekule konjugovanych vazeb, tim vys§i vlnovou délku ma emitované
zafeni. Fluorescencni schopnosti molekul nejsou az tak bézné, a proto je fluorescen¢ni detektor
oproti spektrofotometrickému mnohem vice selektivni. Dalsi velkou vyhodou je i jeho vyssi
citlivost. Mezi derivatizaéni c¢inidla poskytujici fluoreskujici derivaty patii naptiklad
fluoreskamin, 9-fluorenylmethyl-chlorformiat (FMOC-CI), o-ftaldialdehyd (OPA), 2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl-N-chinolin-6-ylkarbamat  (AQC), a dale arylsulfonyly jako
dansylhydrazin, dabsylchlorid nebo dansylchlorid, nebo halogenonitrobenzofurazany jako 4-

fluor-7-nitrobenzofuran [83; 85].

Derivatizace sloucenin urcenych pro jejich naslednou analyzu pomoci kapalinové
chromatografie spojené¢ s hmotnostni detekci se provadi za ucelem zvySeni jejich ionizace ¢i
molekulové hmotnosti nebo pro potlaceni interferenci matrice. Pro hmotnostni analyzu se
vétSinou pouzivaji stejna ¢inidla jako pro UV/VIS ¢i fluorescenéni detekei (OPA, FMOC-CI,
AQC a DEEMM) [85-87].

9-xanthydrol

9-xanthydrol (9-XA), neboli 9H-xanthen-9-ol, je organicka sloucenina se sumarnim vzorcem
Ci3H1002 a molekulovou hmotnosti 198,221 g/mol. PouZziva se jako derivatiza¢ni €inidlo pfi
stanoveni primarnich amidd, aminti, mo¢oviny a alkylkarbamatti (Obrazek 14). Pro derivatizaci
je Cinidlo obvykle rozpusténo v alkoholu. Pokud je tento roztok uchovavan do teploty 0 °C a
bez piistupu svétla, je stabilni po dobu az dvou mésict. Derivatizace xanthydrolem ma mnoho
vyhod, jako jsou mirné reakéni podminky, moznost pritbéhu reakce ve vodném roztoku a vznik
fluoreskujicich derivath. Priibéh reakce je vyznamné ovlivnén pH (vyZaduje kyselé prostiedi)
a teplotou. Pfi vhodném reakénim prostredi (pH 1-2,5) pak derivatizace prob&hne pfi

laboratorni teploté do dvaceti minut za vzniku fluoreskujicich xanthylamida [88-91].

9-XA je mozné pouzit pro predkolonovou [89; 91-93] i postkolonovou [90] derivatizaci,
pficemz pro derivatizaci EC, kdy je produktem reakce xanthylethylkarbamat (XEC), byla
doposud vyhradné volena pouze predkolonové varianta [91-93]. VZdy je ale nutné dodrzet
dostate¢n¢ velky molarni prebytek Cinidla a nizké pH [89-93]. Pro dosazeni kyselého prostiedi
se bézné pouziva kyselina chlorovodikova [91], ale byla pouZita i kyselina chloristd, v jejimz
prostiedi byla kinetika reakce obdobnd a derivaty vykazovaly dokonce lepsi stabilitu [92].
Opravdu stabilni derivaty pak byly ziskany v prosttedi fosfatového pufru pii pH 2,5 [93].
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Obrdzek 14: Reakce amidii, mocoviny a EC s 9-xanthydrolem [89-93].

Fenylisokyanat

Fenylisokyanat (PIC) je ¢inidlo pouzivané piedev§im pro derivatizaci alifatickych i1
aromatickych primarnich a sekundarnich amind, fenolii a alkoholl za vzniku substituované
mocoviny nebo karbamat (Obrazek 15). Za uréitych podminek pak PIC reaguje dokonce i
s volnou hydroxylovou skupinou cukrii a cukernych alkoholi. Jelikoz je uhlik karbonylové
skupiny silnym nukleofilem, jedna se o nukleofilni substituci. Pro kvantitativni prabeh
derivatizace je tfeba mirn¢ alkalické prostfedi (aby nedochdzelo k protonaci aminovych
funkénich skupin), kterého je obvykle dosazeno ptidavkem triethylaminu. Primarni aminy
poskytuji nejstabilnéjsi derivaty a vznikajici produkty derivatizace detekujeme pti 240-260 nm.
Nadbytek ¢inidla lze po probéhnuti reakce ndsledné odstranit piidavkem alifatického alkoholu,

napf. methanolu. Zatimco pro dostate¢né rychlou derivatizaci alifatickych aminii a alkohol
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postaci pokojova teplota, reakce s cukry vyzaduje teplotu alesponn 50 °C, a i tak reakce

neprobéhne diive jak za hodinu [94-98].
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= + H,N——R —_—
Z ’ NH xo

N
. disubstituovana
amin
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R
o
+ HO—R — J NN
N X0
alkohol ester karbamové
kyseliny

Obrazek 15: Reakce cinidla PIC s primarnim aminem a alkoholem [95; 96].

Fenylisothiokyanat

Isothiokyanaty jsou oproti isokyanatim sice méné reaktivni, ale vysledkem jsou stabilnéjsi
derivaty. Samotnd reakce je pfitom zaloZena na totozném principu. NejpouZzivanéjSim
isothiokyanatem je fenylisothiokyanat (PITC), ktery s aminovou skupinou poskytuje
fenylthiokarbamoyl daného aminu absorbujici pfi 254 nm (Obrazek 16). Nevyhodou tradi¢niho
postupu této derivatizace je nutnost vicendsobného suseni, coz vyrazné ovliviiuje celkovy cas
pripravy derivatu a reprodukovatelnost celé¢ metody. Na druhou stranu mezi jeho vyhody patti
komer¢ni dostupnost, mirné a snadno dosazitelné reakéni podminky a dobra reakéni selektivita

s primarnimi a sekundarnimi aminy [98—100].

R
|
HN NH
/C %S + HN R alk. prostfedi H
N S
PITC amin fenylthiokarbamoyl aminu

Obrazek 16: Reakce cinidla PITC s primarnimi aminy [100].
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p-Dimethylaminobenzaldehyd

Cinidlo p-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMAB) znamé spise jako Ehrlichovo &inidlo reaguje
s aminy, mocovinou a sulfonamidy v kyselém prosttedi za vzniku barevného kondenzétu typu
Schiffovy baze (Obrazek 17) [101; 102]. Jelikoz je reakce pomérné rychld, je vhodna pro

predkolonovou [103] 1 postkolonovou [104] derivatizaci.

Mocovina reaguje s p-DMAB za vzniku zluté¢ zbarveného derivatu, ktery je tradi¢né analyzovan
bud’ piimo spektrofotometricky nebo pomoci kapalinové chromatografie spojené se
spektrofotometrickou detekci pii 422 nm [105]. Pro stanoveni tohoto derivatu ale byly pouzity
1jiné techniky, jako je vysokoucinna tenkovrstva chromatografie s naslednou denzitometrickou
detekci [106] nebo ultra-rychld  vysokou¢inna kapalinové chromatografie se

spektrofotometrickou detekei [107].

Cinidlo p-DMAB bylo pouZito pro stanoveni mo¢oviny v télnich tekutinach hospodaiskych
zvitat [107] ¢i1 ve farmaceutickych ptipravcich [105]. Tato derivatizace byla zvolena 1 pro
analyzu fenylpropanolaminu ve farmaceutickych ptipravcich [106] €1 pro analyzu sulfonamidi
(jakozto rezidui pochazejicich z veterinarnich 1é¢iv) ve vejcich, mase a mléce [108]. Vznikajici

derivaty pak absorbovaly pti 420 nm [106; 108].

H,C CH
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H,N /k
+ >_ O/ N
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(0] CH;
p-DMAB mocovina zluty chromogen

Obrazek 17: Reakce cinidla p-DMAB s mocovinou [106].
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Dansylchlorid
Dansylchlorid (DNS-CI), chemicky 5-N,N’-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid, je jedno

z nejstarsich a nejrozsitenéjSich, vyhradné predkolonovych derivatizacnich ¢inidel poskytujici
fluoreskujici derivaty detekovatelné pii excitacnich vinovych délkach 340-380 nm a emisnich
vlnovych délkach 470-530 nm. V mirn¢ alkalickém prostfedi (pH 9,5—10) reaguje s primarnimi
1 sekundarnimi aminy (Obrazek 18). Rychlost dansyla¢ni reakce sice vzrista se vzristajicim
pH prostiedi, ale soucasn¢ dochazi také k rychlejsi hydrolyze vzniklych derivat. Pii vysSim
pH pak DNS-Cl reaguje i s fenoly, imidazoly a pomalu dokonce i s alkoholy. Dansyla¢ni reakce
se obvykle provadi pti zvysenych teplotich od 60 do 100 °C a probiha po dobu 90120 min.
Vznikajici derivaty jsou pak pfi teploté do 4 °C stabilni az dva tydny. Velkou nevyhodou
DNS- Cl a jeho derivati je vSak jejich citlivost na svétlo. Aby tedy nedochazelo k rozkladnym

reakcim, musi derivatizacni reakce probihat ve tmé [87; 109—112].
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Obrazek 18: Reakce cinidla DNS-CI s aminy, alkoholy a fenoly [109-112].
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1.3.2.2 Derivatizace pro plynovou chromatografii

Derivatizace pted GC analyzou se provadi pro zvyseni tékavosti ¢i tepelné stability cilovych
analytl, zlepSeni separace, odezvy detektoru ¢i symetrie pikil, a také pro snizeni adsorpce latek
na GC kolon¢. Mezi tradi¢ni derivatizacni reakce se fadi silylace, pfi které je pomoci silylacnich
¢inidel zavedena do molekuly analytu silylova skupina. Silylaci je tedy nahrazen aktivni vodik
(vyskytujici se v ptivodni slouceniné jako soucast funkcni skupiny —OH, -COOH, —SH, —NH>)
silylovou skupinou, coz vede ke snizeni polarity dané latky. NejpouzivanéjSimi silylacnimi
¢inidly jsou hexamethyldisilazan (HMDS), trimethylchlorsilan (TMCS), trimethylsilylimidazol
(TMSI) nebo bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) [113; 114].

Pted GC analyzou musi byt EC (stejn¢ jako pfed analyzou pomoci kapalinové chromatografie)
derivatizovan. Kromé klasickych silylacnich ¢inidel [115] je i v tomto pfipadé ¢asto volena

derivatizace 9-xanthydrolem [89; 91; 116; 117].

1.3.3 Samotné stanoveni ethylkarbamatu

1.3.3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie ve spojeni s riznymi typy detekce predstavuje v soucasné dobé
nejpouzivanéj§i techniku pro stanoveni EC v riznych typech alkoholickych népoji i1
v nékterych potravinach, a to pfedevSim v pecivu a fermentované zeleniné. Kromé tradi¢niho
plamenového ionizaéniho detektoru (FID) byl pro tyto G€ely pouzit i Hallliv konduktometricky
detektor (HECD) nebo FID se soli alkalického kovu (AFID) [73]. I pfes vysoké pofizovaci i
provozni ndklady a potieby kvalifikovaného personalu je dnes vSak naprosto nejcastéji voleno
spojeni GC s hmotnostni (GC/MS) ¢i tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC/MS/MS), a
to pro svou vysokou citlivost, spolehlivost a mozZnost pln¢ automatizovanych analyz. Pro
odstranéni matrice a dosazeni pozadované citlivosti a presnosti je vSak i v tomto piipadé
obvykle nutné izolace EC ze vzorku. Tento krok 1ze vynechat pouze u matricn€ jednoduchych,
¢istych vzorki s vysokou koncentraci EC, mezi které patii napiiklad palenky z peckovin. Jak
jiz bylo zminéno, pro zvyseni citlivosti metody je vhodné EC pied analyzou derivatizovat [118—
121]. Na poc¢atku GC analyzy je vzorek nadavkovan do injektoru vyhiatého na 200-220 °C a
dale je unaSen nosnym plynem — nejcastéji héliem — pii pritoku 1-1,5 ml/min na kapilarni
kolonu, kde dochézi k separaci. Pro GC analyzu EC se vyuZivaji polarni stacionarni fdze na
bazi methylpolysiloxanu [119], polyethylenglykolu [120] nebo kolony z tavené¢ho kiemene
[118]. Pti separaci je volen teplotni gradient, pii némz teplota stoupa az k 200-220 °C. Doba
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separace se pohybuje mezi 10-20 minutami. Pti GC/MS se pfi kvalitativni analyze vyuzivaji
ionty s m/z (hmotnost ku naboji) 89, 74 a 62. Pravé iont s m/z 62 je nejintenzivnéjSim iontem
ve spektru a je charakteristicky pro karbamaty. Pro kvantifikaci EC se pouZiva metoda vnitiniho
standardu, pficemz jako vnitini standard mize byt pouzit propylkarbamat nebo butylkarbamat

[1;18;73; 118].
1.3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je pro analyzu EC v potravinach a
napojich pomérné novou zalezitosti. Zasadni vyhodou HPLC ve srovnani s GC je pfedevSim
moznost analyzy bez jakychkoli krokii extrakce ¢i zakoncentrovani, coz zkracuje dobu analyzy
na méné nez jednu hodinu. Pro analyzu EC pomoci HPLC je ale nutné zatadit krok derivatizace,
ktery nam umozni EC citlivé detekovat a eliminuje matricové interferenty. Derivatizacnim
¢inidlem EC je doposud vyhradné 9—xanthydrol, poskytujici XEC derivat [1; 122-126].
Separace XEC pomoci HPLC probiha v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC). Jako
mobilni faze (MF) je nejcastéji volen acetonitril v kombinaci s octanem sodnym o pH 7,2 [123—
125], ptipadné¢ methanol a voda sneutrdlnim pH [126]. Pritok MF se pohybuje mezi
0,8—1 ml/min. Pro chromatografickou separaci XEC se vyuzivaji oktadecylsilikagelové kolony,
které mohou byt spojené i1 s predkolonkami se stejnou stacionarni fazi. Teplota kolony
vyznamné neovlivituje HPLC separaci a standardné se pohybuje v rozmezi 30—40 °C. Pro
analyzu XEC se vyuziva vyhradné gradientové eluce s riznou pocatec¢ni koncentraci organické
slozky MF a rozdilnou strmosti gradientu. Od toho se odviji i délka separace, ktera byva okolo
30-50 minut [123-125]. K detekci XEC derivatu se €asto pouZziva fluorescencni detektor (FLD)
pii vinové délce excitace (Aex) 240 nm a emise (Aem) 600 nm [123—127]. Krom¢ HPLC/FLD
je v nékterych studiich pouzivano spojeni HPLC s hmotnostni detekci (HPLC/MS) vyuzivajici
ionizaci elektrosprejem (ESI) nebo chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Pii
analyze vin a lihovin pivodem z jizni Afriky bylo pomoci HPLC/MS/MS s APCI ionizaci

dosazeno detekénich limith, které jsou srovnatelné s GC/MS analyzami [1; 128].

1.3.3.3 Hmotnostni spektrometrie s primym vstrikovanim

Jedna se o metodu, pti které je vynechana chromatograficka separace a vzorek je nastiiknut
rovnou do hmotnostniho spektrometru. Stanoveni EC touto technikou je vhodné piedevsim pro
screeningové analyzy, jelikoz analyza muze pii vhodné zvolenych podminkéch trvat pouhé dvé
minuty. Nevyhodou je pak vysokd citlivost na matriéni efekty a nepfesnost stanoveni

v pfitomnosti sloucenin, jeZ maji s analytem identickou nomindlni hmotnost (tzv. izobarickych
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sloucenin), a mohly by proto ovliviiovat vysledek analyzy. Touto metodou byl brazilskymi
veédci stanoven EC v lihu z cukrové titiny. Vzorek byl ionizovan elektrosprejem a nésledné

analyzovén trojitym kvadrupdlem [1; 129].
1.3.3.4 Infracervend spektrometrie

Infracervena spektroskopie vyuziva zmén vibrané-rotacnich energetickych past molekuly pii
jejim vystaveni infra¢ervenému (IC) zéfeni, a tedy absorpci IC zafeni touto molekulou. JelikoZ
ptesnost a citlivost infracervené spektrometrie pro kvantifikaci EC v potravinarskych vyrobcich
neni dostacujici, je vhodna pouze pro semikvantitativni screeningovou analyzu. Vyhodou je ale
velmi kratkd doba analyzy, jez pfi vhodné zvolenych podminkach trva pouhé dvé minuty
[1; 73], jeji nedestruktivni charakter a pomérné pfijatelné pofizovaci a provozni néaklady
[1; 72; 73]. Infradervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla pouzita
naptiklad ve studii zroku 2005, kde byl EC analyzovan ve 122 destilovanych lihovinach
z peckovin [117]. Mezi vibracné-rotacni molekulovou spektrometrii patii kromé klasické
infracervené spektrometrie i Ramanova spektrometrie, v niZ se sleduje pfechod molekuly mezi
jednotlivymi vibracnimi hladinami (tzv. Ramaniiv jev neboli Ramaniv rozptyl).
Modifikovanou metodou Ramanovy spektrometrie je pak technika vyuzivajici povrchem
zesileny Ramantv rozptyl (SERS), v niZ se pro zesileni rozptylu pouZivaji stiibrem nebo zlatem
potazené nanosubstraty (napf.: koloidy). Prave tato technika byla aplikovana na stanoveni EC
ve vodnych vzorcich a poskytla reprodukovatelné vysledky s opravdu velmi nizkymi limity

detekce [1; 18].
1.3.3.5 Enzymovad imunoanalyza

Ve stopové analyze maji enzymové katalyzované reakce Siroké vyuziti, a to predevsim diky své
vysoké specifité, citlivosti a rychlé odezvé. Pro odhad koncentrace EC v alkoholickych
napojich je napiiklad vyuZivdno jeho inhibicniho U€inku na aktivitu enzymu
acetylcholinesterazy. Je tedy stanoven kvantitativni vztah mezi hladinami EC ve vzorku a mirou
inhibice aktivity tohoto enzymu [18]. Dalsi moznosti enzymaticky katalyzovaného stanoveni
EC je vyuziti glutamatdehydrogenazové-urethandzové kaskddové reakce (Obrazek 18)
s naslednou spektrofotometrickou detekci. V tomto ptipadé je ethylkarbaméat nejprve
hydrolyzovan enzymem urethanaza na ethanol, oxid uhli¢ity a amoniak. Prav€ amoniak je spolu
s a-ketoglutardtem substratem reakce katalyzované enzymem glutamatdehydrogendzou, jez
vede k tvorbé glutamatu. Béhem tohoto procesu se redukovana forma koenzymu

nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) poskytujici specifickou absorpci zéafeni pii 340 nm
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pfeméni na svou oxidovanou formu (NAD"). Zména koncentrace NADH tedy zptisobi zménu
absorbance, jez je ekvivalentni mnozstvi EC v systému [18; 130; 131]. Tato metoda je pomérné
citliva a pfesnd, nicméné rychlost kaskddové reakce je vyrazné ovlivnéna pH reakénich roztoki

a také koncentraci urethanazy, glutamatdehydrogenazy a a-ketoglutaratu [18; 130].

— GLU]."AMAT'
VSTUP URETHANAZA DEHYDROGENAZA

ethylkarbamat + H:0 glutamat

ethanol + CO,

Obrazek 19: Schematické znazornéni stanoveni EC [130].

Kompetitivni enzymova imunosorpcni analyza zndma pod zkratkou ELISA je sice nejcastéji
vyuzivana k detekci a kvantifikaci proteinil, ale miiZeme pomoci ni detekovat i kontaminanty
s malymi molekulami. Bohuzel zatim jesté nebyl vyvinut zptsob, jakym by bylo mozné provést
imunoanalyzu EC bez ptedchozi upravy vzorku. V nékterych studiich je tento problém feSen
jiz zminénou derivatizaci ¢inidlem 9-XA, jelikoz XEC lze jiz identifikovat bez vétSich potizi
[1; 132; 133]. Pro analyzu EC ve vin€ byla jiZ pouZzita i metoda nekompetitivni imunoanalyzy
[133].

V soucasné dobé& se imunoanalytické testy v béZném provozu zatim nepouzivaji, ale pokud by
se ukdzalo, Ze jsou u€inné v Sirokém rozsahu koncentraci EC, tak by se mohly stat efektivnim

nastrojem pro rychly screening EC v rGznych potravinovych matricich [1; 132; 133].
1.3.3.6 Elektrochemicky impendacni senzor

V roce 2020 byla publikovéana studie zabyvajici se vyvojem elektrochemického impedanéniho
senzoru, ktery je schopen soucasné detekce EC a jeho prekurzori, véetné mocoviny, argininu
a citrulinu. Princip tohoto senzoru je zalozeny na protonacni priorit¢ aminové funkéni skupiny
v EC a jeho prekurzorech zptisobené pufrem o ur¢itém pH, v némz je pracovni modifikovana
nano MnO elektroda nabitd zaporng, a je tak pomoci elektrostatiskych interakci schopna
specifického rozpoznani zminénych analytti. Tato metoda byla aplikovéna na vzorky ¢inského

ryzového vina a nevyzadovala zadny ptipravny krok pted vlastni analyzou [1; 134].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Pro véazeni chemikalii byly pouZivany analytické digitalni vahy Sartorius (Usti nad Labem,
CR). Pii ptipravé derivati, standardi i vzorki byly pouzivany automatické pipety (Sartorius) a
bézné laboratorni pomucky (navazovaci lodicky, 1zicky, vialky, odmérné baiky, kadinky,
odmérné valce a zasobni ldhve na mobilni fazi). V ramci derivatizanich postupli byla
pouzivéana laboratorni odstiedivka Centrifuge 5424, tfepacka Promax 1020, vati¢ MR2002 a
magnetickd michacka REAX top (vSe Heidolph, Némecko). Samotné derivatizacni reakce byly
provadény v 1,5ml plastovych mikrozkumavkach Eppendorf (Hamburg, Némecko),
sklenénych vialkdch o objemu 20 ml nebo v zabrusové baiice, kdy se pii danych postupech
pouzivalo také topné hnizdo a chladi¢. Derivaty byly pted analyzou filtrovany pfes stiikackovy
filtr s teflonovou membranou (PTFE) o priméru 4 mm a velikosti pori 0,45 um (Labstore,

HPST, Praha, Ceska republika).

Pted HPLC analyzou byla vzdy proméfena absorpcni spektra ptipravenych derivati, a to na
spektrofotometru UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) s vyuzitim kfemennych kyvet o

standardni $ifce 1 cm (Fisher Scientific, Pardubice, CR).

K analyze derivati byl pouzivan kapalinovy chromatograf slozeny ze dvou vysokotlakych
cerpadel LC-30AD, detektoru s diodovym polem SPD-M30A a degaseru DGU-20 A5 (vse
Shimadzu). Davkovaci systém sestaval z Sesticestného ventilu s vnéjs$i davkovaci smyckou o
objemu 2 pul (Valco-Vici, Schenkon, Svycarsko) a vzorky byly davkovany mikrostiikackou
znacky Hamilton o objemu 100 pl (Reno, USA). K separaci bylo pouzito n¢kolik kolon
v zavislosti na méfeném derivatu (Tabulka 2). Vybrana kolona byla vzdy umisténa v termostatu

LCO 102 (Ecom, Praha, CR).

Tabulka 2 Kolony pouZivané pro jednotlivé derivatizacni postupy.

Derivatizac¢ni
e s Kolona
¢inidlo
PITC Zorbax SB-Aq (150 x 3,0 mm; 3,5 um ¢astice, Agilent, Santa Clara, USA)
Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um ¢astice, Supelco, Belfonte,
DNS-C1
USA)
Ascentis Express RP-Amide (150 x 3,0 mm; 2,7 um castice, Supelco)
p-DMAB
Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um c¢astice, Supelco)
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Pro ptipravu mobilni faze byla pouzivana redestilovana voda ¢isténa pomoci zatizeni Mili-Q
(Merck, Darmstadt, Némecko) a pH mobilni faze bylo méfeno pH metrem 827 pH Lab
(Metrohm, Herisau, Svycarsko). Pfipadné mechanické neéistoty nachazejici se v mobilni fazi
byly odstranény ptefiltrovanim pfes nylonovy membranovy filtr o priméru 47 mm a velikosti
pora 0,2 um (Supelco, Belfonte, USA), a to pomoci vakuové jednotky Labobase SBC860 s
regulatorem vakua CVC 3000 (vacuubrand).

2.2 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

—  Ethylkarbamat; > 98 % (Merck)

— Mocovina; > 99,5 % (Lach-Ner, Neratovice, CR)
—  L-prolin; > 99 % (Merck)

—  Ethanol; 96 % (Lach-Ner)

—  Methanol; > 99,9 % (Merck)

— Acetonitril; p.a. (Merck)

— Kyselina chlorovodikova; 35 % (Lach-Ner)

— Kyselina mravenci; 98 % (Penta, Praha, CR)
— Kyselina octova; 99 % (Penta)

— Uhli¢itan lithny; > 99% (Merck)

—  Octan amonny; > 98 % (Lachema, Brno, CR)
—  Octan sodny; > 99,5 % (Fluka, Némecko)

—  Pyridin; > 99 % (Penta)

—  Triethylamin; 99,8 % (Lach-Ner)

— Dansylchlorid; > 98 % (TCI, Japonsko)

— Fenylisothiokyanat; > 98 % (Merck)

—  p-dimethylbenzaldehyd; > 99 % (Merck)

—  p-nitrofenylhydrazin; Cistota; > 97 % (Merck)
—  2,4-dinitrofenylhydrazin; > 96,5 (Merck)

—  p-toluidin; Cistota, > 99 (Merck)

2.3 Pracovni postupy pro derivatizaci ¢inidlem p-DMAB

2.3.1 Priiprava zasobnich roztoktt EC a mocoviny

Pro ptipravu zasobniho roztoku EC (cec = 0,303 mol/l) bylo navaZeno 270 mg EC do odmérné

baiiky o objemu 10 ml, ktera byla doplnéna redestilovanou vodou po rysku. Stejnym zpisobem
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byl pfipraven i zasobni roztok mocoviny (Cmocovina = 0,308 mol/l), pouze navazka v tomto

piipadé ¢inila 185 mg. Takto ptipravené roztoky byly uchovavany v lednici pii teploté 4 °C.

2.3.2 Priprava zasobniho roztoku derivatiza¢niho ¢inidla p-DMAB

Pro piipravu zasobniho roztoku p-DMAB o ¢ = 0,183 mol/l bylo 300 mg pevného cinidla
rozpus$téno v 10 ml ethanolu a 1 ml 35% HCI. Takto pfipraveny roztok byl uchovavan v lednici
pti 4 °C.

2.3.3 Derivatizace
Derivatizace mocoviny a EC byla provedena podle castecné modifikovaného postupu
uvedeného v literatufe [135]. Pro derivatizacni reakci bylo smichdno 100 pl standardniho
roztoku EC (¢ = 0,303 mol/l) nebo mocoviny (¢ = 0,308 mol/l) a 500 ul derivatizacniho ¢inidla

p-DMAB (¢ = 0,183 mol/l). Po desetiminutové reakci byly pfipravené derivaty nejprve
zfiltrovany pies stiikackovy PTFE filtr a 2 ul byly nésledné vstiiknuty do chromatografu.

2.3.4 Chromatograficka analyza

Optimalizovana separace pfipravenych derivatii probéhla na koloné¢ Ascentis Express C18
(150 x 3,0 mm; 2,7 um ¢astice) temperované na teplotu 30 °C. Binarni mobilni faze byla
tvofena vodnym roztokem kyseliny mraven¢i o pH 3 (A) a 100% methanolem (B). Priitok byl
nastaven na 0,4 ml/min. Pro separaci byla vyuzita gradientova eluce s nasledujicim programem:
0 min — 20 % B, 2 min — 25 % B, 5 min — 61 % B, 10 min — 62 % B, 11 min — 100 % B. Po
eluci nasledoval ndvrat na pocate¢ni podminky a ekvilibrace kolony. Derivaty byly detekovany

spektrofotometricky pii 420 nm.

2.3.5 Validace

Metoda byla validovana pomoci zékladnich parametrti, mezi které patii mez detekce a

stanovitelnosti, spravnost (ndvratnost) a presnost (intradenni a mezidenni opakovatelnost).

2.3.5.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) Ize definovat jako nejmensi koncentraci analytu ve vzorku, kterou mizeme
jesteé spolehlivé detekovat, a tedy odlisit signal analytu od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je
definovéna jako nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou jesté lze presné a spravné
kvantitativné stanovit. LOD i LOQ Ize vypocitat ze Sumu zékladni linie a vysky vybraného piku

pii urcité koncentraci (rovnice 1 a 2) [136].
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LOD = Canalyt * 3 hgym

ey

hanalyt

Canalyt * 10 - héum

LOQ = (2)

hanalyt

, kde hsum odpovida vysce Sumu zakladni linie, hanatyt je vySka piku analytu a canalyt je koncentrace
Y’ Y

analytu.

2.3.5.2 Navratnost metody

Navratnost neboli spravnost metody udava rozdil mezi experimentalné zjisténou koncentraci
od koncentrace redlné a je vyjadiena v procentech (rovnice 3). Pro vyjadireni vysledki byla

vypoctena také smérodatna odchylka (SD). [136].

. Cyypoctena
Navratnost [%] = —=2—"2-100 (3)
Cskutetna
, kde cvypoctena 0dpovidé koncentraci, kterd byla experimentaln€ naméfend a vypoctena z rovnice
kalibracni kiivky a cskuteena vyjadiuje skutecnou koncentraci EC, ktera byla pouzita pro

derivatizaci.

Pro zjiSténi ndvratnosti metody byly vybrany dvé koncentra¢ni hladiny — jedna ze zacatku
kalibra¢ni zavislosti (cec = 50 mg/l a Cmocovina = 30, 43 mg/l) a druhd z jejiho konce (cec =
2600 mg/l a cmocovina = 1582 mg/l). Pro kazdou koncentraci pak byly pfipraveny tii derivaty,

které byly jednou zméieny.
2.3.5.3 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost udava, jaka je shoda mezi naméfenymi vysledky, a to v rdmci jednoho dne
(intradenni opakovatelnost) 1 behem nékolika po sobé jdoucich dnli (mezidenni
opakovatelnost). Vzdy je podminkou, aby tato méfeni probihala na stejném pfistroji, za stejnych
podminek a byla provadéna stejnym pracovnikem. Chyba vypocitané hodnoty opakovatelnosti
je pak vyjadiena v procentech pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD). RSD Ize vypocitat
jako pomér smérodatné odchylky (SD) a priméru namétenych hodnot (X), ktery je nésledné

stokrat vynasoben (rovnice 4) [136].
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SD

RSD [%] = =

100  (4)

, kde SD je smérodatné odchylka a x odpovidéa priiméru namétenych hodnot.

Pro urceni intradenni opakovatelnosti bylo méfeno pét derivatii jedné koncentracni hladiny (cec
=400 mg/l a cmocovina = 243,5 mg/l) béhem jednoho dne. Pro zjist€ni mezidenni opakovatelnosti
bylo méfeno také 5 derivati o zvolené koncentraci (cec = 2700 mg/l a Cmocovina= 1850 mg/1),
nicméné tyto derivaty byly pfipraveny a analyzovany v rizné dny. U mezidenni i intradenni

opakovatelnosti byly sledovany plochy pikii i jejich reten¢ni Casy.

2.3.6 Zpracovani experimentalnich dat

Ke sbéru dat byl pouzivan software Clarity (DataApex, Praha). Po vyhodnoceni

chromatogrami byla naméfena data dale zpracovavana v programu Office Excel 2016.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentéalni ¢asti diplomové prace bylo zkoumano, zda je EC mozné derivatizovat
bézné dostupnymi derivatizacnimi €inidly pro jeho naslednou HPLC analyzu, a nahradit tak
doposud vyhradné pouzivané ¢inidlo 9-xanthydrol. Soucasné¢ s EC byla pomoci zvolenych
¢inidel zkoumana také derivatizace mocCoviny, jakozto strukturné blizkého analogu a zaroven i
dilezit¢tho EC prekurzoru. Derivatizacni Cinidla byla vybirana na zakladé jejich komercni
dostupnosti, ceny a zejména teoretické moznosti pribéhu reakce s ne piilis reaktivnim EC a

mocovinou.

3.1 Derivatizace s fenylisothiokyanatem

Jelikoz PITC je bézné derivatizacni €inidlo aminii ¢i aminokyselin, a mohl by tak byt i
potencidlnim ¢inidlem EC ¢i mocoviny, byla testovana jeho reaktivita s témito analyty. Pro
PITC derivatizaci EC a mocoviny bylo zkouseno nékolik postupti vychazejicich z literatury
[137; 138]. Jako referencni latka priibéhu reakce byla zvolena aminokyselina prolin (PRO).
Jako prvni byl zkouSen kratsi postup [138], kdy bylo do 1,5ml Eppendorfovy mikrozkumavky
napipetovano 200 ul standardniho vodného roztoku EC, moc¢oviny nebo PRO o c =1 g/l
(v ptipad¢ slepého pokusu bylo pipetovano pouze 200 ul vody), 50 ul triethylaminu (TEA),
50 pl 1M octanu sodného a 50 ul PITC. Smés byla fadn€ promichana a ponechana 20 min pfi
laboratorni teploté. Po reakci doslo k rozdéleni na dvé faze a nasledovalo odstfedéni (2 min,
10 000 ot/min). Pro analyzu pomoci systému HPLC/UV/VIS byla odebrana horni organicka
faze. Separace prob¢hla na kolon¢ Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um) temperované na teplotu
30 °C. Mobilni fazi byla smés 70mM octanu amonného o pH 6,55 (slozka A) a 60 % vodného
acetonitrilu (ACN; slozka B), pro kterou byl zvolen pritok 0,6 ml/min. Pro separaci byla
zvolena gradientova eluce s nasledujicim programem: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min —
18 % B; 14 min — 100 % B. Na kolonu byly davkovany 2 pl a detekce probihala pii 254 nm.
Na stejné koloné a za stejnych podminek byla zkouSena také separace, pii které byla pouzivana
mobilni faze sestavajici z vody o pH 8 (A) a 100% ACN (B). Kromé¢ vyse zminéného gradientu
byla zkouSena 1 separace pomoci izokratické eluce, v niz byla koncentrace MF B 60—70 %. EC
1 mocCovina vSak poskytovaly stejné chromatografické zdznamy jako slepy pokus. V dalsi
analyze byl zvySen prutok MF na 1 ml/min a pfipravené derivaty byly analyzovany za pomoci
gradientové eluce s nasledujicim pribéhem: 0 min — 15 % B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 %
B. Bez ohledu na zvolené podminky byly ale chromatogramy EC a mocoviny opét shodné

s chromatogramem slepého pokusu (Obrazek 20A, C, D). EC ani mocovinu se tedy nepodafilo
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vyse zminénym derivatizanim postupem zderivatizovat. Naopak PRO s ¢inidlem dle
ocekavani bez problému zreagoval (Obrazek 20B) a vysledny derivat poskytuje pik
odpovidajici reten¢nimu casu tr= 3,97 min (podminky separace jsou uvedené v popisku
Obrazku 20). Kromé chromatografické analyzy byly také zméteny UV/VIS spektra
derivatizacnich smési, vcetné slepého pokusu, a to v rozmezi vinovych délek 200—800 nm.
Z Obrazku 21 je patrné, ze u zadného analytu nedoslo derivatizaci k posunu absorp¢nich pasi.
Absorpcni pasy EC po PITC derivatizaci se naprosto shoduji s pasy slepého pokusu a u derivatu
prolinu a mocoviny doSlo oproti slepému pokusu pouze ke zvySeni maxim absorp¢nich past

(Amax= 206, 280 a 320 nm).
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Obrazek 20: HPLC separace slepého pokusu (4) a PRO (B) po PITC derivatizaci.
Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; MF A: 70mM octan amonny (pH 6,55), MF B: 60%

ACN ve vodg¢; gradient: 0 min—6 % B, 1 min— 10 % B, 4 min — 18 % B; 14 min — 100 % B; pritok 0,6 ml/min; davkovani:2 pl;
detekce pii 254 nm.
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Obrazek 21: HPLC separace mocoviny (C) a EC (D) po PITC derivatizaci.

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; MF A: 70mM octan amonny (pH 6,55), MF B: 60%
ACN ve vodg; gradient: 0 min—6 % B, 1 min— 10 % B, 4 min — 18 % B; 14 min — 100 % B; pritok 0,6 ml/min; davkovani:2 pl;

detekce pii 254 nm.
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Obrazek 22: UV/VIS spektrum PRO, EC, mocoviny a slepého pokusu po derivatizacni reakci s PITC.

Jelikoz by derivatizace EC, potazmo mocoviny, méla s PITC ¢inidlem teoreticky probéhnout i
za neutrdlnich podminek, byla nésledn¢ zkousena modifikace vySe zminéné derivatizacni
reakce, pii které byl vynechan bazicky TEA a octan sodny. Do Eppendorfovy mikrozkumavky
bylo tedy napipetovano 200 pl vodného roztoku EC nebo mocoviny o ¢ = 1 g/l (u slepého
pokusu bylo pipetovano 200 pl vody), 50 pl vody, 50 ul ACN a 50 pl PITC. Derivatiza¢ni
smési byly upraveny stejnym zptisobem jako u ptedchoziho postupu, véetné podminek nasledné

analyzy. Bohuzel ani v tomto pfipad¢ nebyla derivatizace uspéSna.

Nakonec byl testovan tradicni postup PITC derivatizace [137], ktery je kvili
nékolikastupniovému suseni pomérné casoveé naro¢ny. Do Eppendorfovy mikrozkumavky bylo
pipetovano 60 pl vodného roztoku PRO, EC nebo mocoviny o ¢ = 1 g/l a nasledovalo suseni
pod proudem dusiku. Po vysuSeni bylo ptidano 40 pul prvni derivatizacni smési, ktera se skladala
z MetOH, 1 M octanu sodného a TEA v poméru 2:2:1 (v/v/v). Po promichdni byla smés opét
vysusena pod proudem dusiku. K susin€ bylo napipetovano 100 ul druhé derivatiza¢ni smési,
ktera obsahovala MetOH, redestilovanou vodu, TEA a PITC v objemovém poméru 7:1:1:1.
Tato smés byla promichéna, ponechana 20 minut pii laboratorni teploté a poté byla opét
vysuSena. SuSina byla rozpusténa ve 200 pl MetOH a nésledovalo odstiedéni (2 min,
10 000 ot/min). Horni organicka vrstva byla nasledné¢ analyzovana pomoci HPLC/UV/VIS
systému za stejnych podminek jako derivatizace bez suSicich krokt. U slepého pokusu byl

vynechan pouze prvni krok, jinak byl vySe zminény postup dodrzen. Jak dokazuji
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Obrazky 22A, C, D, ani timto postupem se nepodaiilo EC ¢i mocovinu zderivatizovat. Naopak

PRO (Obrazek 22B) opét bez problému zreagoval.
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Obrazek 23: HPLC separace slepého pokusu (4) a PRO (B) po PITC derivatizaci se susicimi kroky.

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; MF A: 70mM octan amonny (pH 6,55), MF B: 60%
ACN ve vodg; gradient: 0 min — 30% B, 3 min — 60 % B, 9 min — 100 % B; pratok 0,6 ml/min; davkovani: 2 pul; detekce pfi
254 nm.
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Obrazek 24: HPLC mocoviny (C) a EC (D) po PITC derivatizaci se susicimi kroky.

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; MF A: 70mM octan amonny (pH 6,55), MF B: 60%
ACN ve vodg; gradient: 0 min — 30% B, 3 min — 60 % B, 9 min — 100 % B; pritok 0,6 ml/min; ddvkovani: 2 pl; detekce piti

254 nm.

54



3.2 Derivatizace s dansylchloridem

Dansylchlorid je jedno z nejstarSich a nejvice pouzivanych derivatizacnich ¢inidel, které
v mirn¢ alkalickém prostfedi reaguje nejen s aminy, ale i alkoholy ¢i fenoly. Z tohoto diivodu
byl DNS-CI testovan 1 pro derivatizaci EC a mocoviny. Stejné jako u PITC derivatizace byl i
v tomto piipad¢ pouzit prolin jako referecni latka. Derivatizacni reakce vychazela z literatury
[139]. V Eppendorfové mikrozkumavce bylo smiseno 500 pl standardniho roztoku EC,
mocoviny nebo PRO (vSechny o c=1 g/l ve vod¢), 1 ml 0,01M DNS-Cl v ACN a 5 mg pevného
uhlic¢itanu lithného, ktery slouzi jako katalyzator reakce a také zvySuje pH reakcni smési.
Zaroven byl ptipraven také slepy pokus, kde bylo 500 ul standardniho roztoku analytu
nahrazeno redestilovanou vodou. Tyto derivatizaéni smési byly promichdny a ponechany
20 minut ve vodni lazni vyhtaté na 40 °C. Po vhodném nafedéni byly derivatizaéni smési
méteny spektrofotometricky (spektra v rozsahu A = 200-800 nm) i1 chromatograficky pomoci
HPLC/UV/VIS (podminky chromatografické¢ separace vychézely z literatury [139]). Latky
byly separovany na koloné¢ Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um) temperované na
teplotu 30 °C. Mobilni fazi s priutokem 0,6 ml/min tvofil 0,1% vodny roztok TEA o pH 3,
kterého bylo dosazeno pomoci kyseliny mravenci (A), a 100% ACN (B). Na kolonu byly
davkovany 2 pl a detekce probihala nejprve pti 270 nm a po zméfeni absorpcnich spekter 1 pii
320 nm. Pro separaci byla zvolena gradientova eluce s nasledujicim pritbéhem: 0 min —40 % B,
3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B. Jak Ize vidét na spektrech (Obrazek 23), absorpéni pas
slepého pokusu kolem 380 nm je intenzivnéj$i nez absorp¢ni pasy derivattli, coz bylo potvrzeno
také zbarvenim smeési. U blanku — na rozdil od ostatnich latek — zluté zbarveni pretrvavalo i po
zahtati. Ostatni derivatizacni smési se v pribéhu reakce odbarvily. Pokud se zaméfime na pasy
kolem 250 nm a 330 nm, tak vidime, ze se jejich pribéhy ¢i intenzity ve srovnani se slepym
pokusem zménily nejen u prolinu, ale i u EC a mocoviny. Na zékladé téchto poznatkt byl
predpoklad, ze dansylace vSech analyti probé&hla. Po chromatografické analyze byly vSak
chromatogramy EC a mocoviny totozné s chromatogramem slepého pokusu, a to 1 pfi riznych
programech gradientové eluce (Obrazek 24). Timto derivatizaénim postupem zreagoval pouze

prolin.
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Obrazek 26: UV/VIS spektrum PRO, EC, mocoviny a slepého pokusu po derivatizacni reakci s DNS-CI.
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Obrazek 25: HPLC separace PRO, EC, mocoviny a slepého pokusu po DNS-CI derivatizaci.
Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 3

(pomoci HCOOH); MF B: 100% ACN; gradient: 0 min — 40 % B, 3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B; prttok: 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pii 270 nm.
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Tradi¢né se dansylace provadi bez pfistupu svétla a s vyuzitim bazickych latek [110], které
neutralizuji vznikajici HCl. Z tohoto divodu probéhly dalsi derivatizacni reakce za tmy a
v prostfedi mirné bazického TEA nebo pyridinu. Reakéni smési analyti byly pfipraveny
stejnym zptisobem jako v pfedchozim piipadé, jen byly navic ptidany 2 ul TEA nebo 1,5 pl
pyridinu. Absorp¢ni spektra derivatl pripravenych v pfitomnosti TEA se od téch ptivodnich
znacn¢ lisi (Obrazek 23 a 25), nicmén¢ se zdsadné nelisily od spektra obdobné pripraveného
slepého pokusu. Pouze absorp¢ni pasy prolinu jsou kolem 270 nm a 350 nm Sir$i nez u ostatnich
derivatiza¢nich smési. Narozdil od pivodni derivatizace, pfi niz doslo k odbarveni reak¢nich
smési vSech analytll a pouze u slepého pokusu zluté zbarveni ptetrvavalo, se pfi derivatizaci
s pifidavkem TEA odbarvily vSechny derivatizatni smési, vCetné slepého pokusu. To je
potvrzeno 1 spektrem (Obrazek 25), ve kterém mé absorp¢ni pas kolem 380 nm mnohem mensi
intenzitu nez u derivatizace pivodni (Obréazek 23). Chromatografickou analyzou bylo zjiSténo,
ze pii pouziti TEA dochdzelo k vétsi hydrolyze ¢inidla a pik derivatu prolinu mél mensi
intenzitu (Obrazek 24 a 26). U chromatogramii derivatiza¢nich smési EC a mocoviny byly
zaznamenany malé piky (zejména v ptipadé¢ mocoviny, a to v retencnim ¢ase tr =2,5 mina tr =
5,29 min), jeZ se u chromatogramu slepého pokusu nenachézely (Obrazek 26). Pro ovéteni, zda
tyto piky opravdu patii derivatim téchto analytl, byly pfipraveny koncentrovanéjsi vodné
roztoky EC (¢ = 27 g/I) a mocoviny (c = 18,5 g/l), které byly pouzity pro vySe popsanou
derivatizacni reakci s ptidavkem TEA. Nedoslo vsak ke zvétSeni plochy sledovanych pikt, a
tak Ize konstatovat, Ze derivatizace neprobéhla. Chromatografické analyzy vsech
derivatizacnich smési byly nésledn¢ provedeny pii 325 nm, avsak i v tomto piipadé se v

chromatogramech vyskytoval vedle pika ¢inidla pouze pik derivatu prolinu.
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Obrazek 28: UV/VIS spektra mocoviny, EC, PRO a slepého pokusu po reakci s DNS-CI v pritomnosti TEA.
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Obrazek 27: HPLC separace EC, mocoviny a slepého pokusu po derivatizaci s DNS-CI v pritomnosti TEA.

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 3
(pomoci HCOOH); MF B: 100% ACN; gradient: 0 min — 40 % B, 3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B; prttok: 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pii 270 nm.
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Pii pouziti pyridinu doslo nejspi§ k rozkladu cinidla nebo k reakcim s pomocnymi
derivatizacnimi komponenty, jelikoZ se v chromatogramu slepého pokusu objevilo véEtsi
mnozstvi pikli (Obrazek 27). Pyridinové prostfedi navic k tvorbé DNS-CI derivatu EC ¢i

mocoviny stejné nevedlo.
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Obrazek 29: HPLC separace EC, mocoviny a slepého pokusu po derivatizaci s DNS-CI v pritomnosti pyridinu.

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 3
(pomoci HCOOH); MF B: 100% ACN; gradient: 0 min — 40 % B, 3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B; prttok: 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pii 270 nm.

Jelikoz zvysend teplota obvykle podporuje pribéh reakce ¢i zvySuje jeji kinetiku, byla
dansylace analytll dale provadéna ve vodni ldzni temperované na teplotu 60 °C a posléze i
80 °C. Derivatiza¢ni smési analytl byly méfeny po 60 minutach (Obrazek P1A) a 120 minutach
(Obrazek P1B) pti 60 °C a po 30 minutach pii 80 °C (Obrazek P1C). ZvysSena teplota vSak

pribéh reakce nepodpofila a dochazelo pouze k vétsi hydrolyze ¢inidla.

59



3.3 Derivatizace aromatickymi aminy a hydraziny

Jelikoz by reakci EC s hydraziny ¢i aminy mohlo za vysSich teplot dochazet k syntéze
substituované mocoviny, byly dalSimi testovanymi Ccinidly p-nitrofenylhydrazin, 2.4-

dinitrofenylhydrazin a p-toluidin (Obréazek 28).

NH, NH,
HN/ HN/ NH,
O,N
N02 N02 CH3
2,4 - dinitrofenylhydrazin p - nitrofenylhydrazin p - toluidin

Obrdzek 30: Chemické struktury 2,4-dinitrofenylhydrazinu, p-nitrofenylhydrazinu a p-toluidinu.
Derivatizacni reakce EC s p-nitrofenylhydrazinem byla provedena v molarnim poméru 1:1.
K reakci byl navazen 1 g ¢inidla a 0,5817 g EC. Ob¢ komponenty byly rozpusStény v ethanolu,
smichédny a nasledné vafeny pod zpétnym chladi€¢em po dobu jedné hodiny. Derivatiza¢ni smés
byla ochlazena, 100x nafedéna ethanolem a promé&fena na spektrofotometru. Pasy ¢inidla se ale

shodovaly s pasy potencidlniho derivatu (Obrazek 29A).

Obdobné se postupovalo i v pfipadé p-toluidinu, kdy byl do zabrusové bailkky navazen 1 g
¢inidla a 0,8313 g EC a pro rozpusténi derivatiza¢nich komponent byl pfidan ethanol. Tato
smés byla opét varena pod zpétnym chladicem po dobu jedné hodiny, nasledn€ ochlazena, 100x
nafedéna ethanolem a bylo proméfeno UV/VIS spektrum. Pasy samotného ¢inidla odpovidaly

1 v tomto piipad¢ pasim derivatiza¢ni smési (Obrazek 29B).

V ptipad¢ 2,4-dinitrofenylhydrazinu byla timto ¢inidlem naplnéna plna zkumavka, do které byl
pfidan jak pevny EC (€1 mocovina), tak i jejich vodné roztoky a smési bylo tfepano. Nedoslo
ke vzniku syt¢ oranzové srazeniny ani emulze, coZ naznacuje, ze reakce neprobéhla. I tak bylo

promé&feno spektrum dané smési, které bylo stejné jako spektrum ¢inidla (Obrazek 29C).
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Obrazek 31: Spektra EC po reakci s p-nitrofenylhydrazinem (A) a p-toluidinem (B).
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Obrazek 32: Spektra EC po reakci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (C).

Z casovych diivodi jiz nebyly tyto latky proméfeny na HPLC, avSak dle dolozenych spekter se

zda, ze k reakci EC s vybranymi ¢inidly nedoslo.

3.4 Derivatizace s p-dimethylaminobenzaldehydem

Jelikoz je reakce p-DMAB s mocovinou jiz popsana, bylo zkouSeno za stejnych podminek
zderivatizovat také EC. Nejdiive byl zkouSen modifikovany derivatizani postup pievzaty
z literatury [140], kdy bylo smiseno 1800 ul 20mM roztoku p-DMAB v ACN, 64 ul 35% HCl
a 1000 pl 10mM roztoku EC nebo mocoviny ve vodé (v piipade slepého pokusu pouze 1000 pl
vody). Pfipravené derivatizatni smési byly fadné protiepany a po vhodném ziedéni
acetonitrilem byly zmétfeny spektra, pfiCemz hlavni diiraz byl kladen na pas v oblasti 420 nm.
Jak 1ze vidét na Obrazku 30, pfestoze se derivatizacni smési zbarvily zeleno-zluté (reakce tedy
probéhla), pii 420 nm nedochazelo k tvorbé nového absorpéniho pasu derivatizacnich smési, a

nebylo tak moZné vznikajici derivat mo€oviny ani EC odhalit.
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Obrazek 33: UV/VIS spektra mocoviny, EC, a slepého pokusu po reakci s p-DMAB dle literatury [139].

Jako druhd byla zkouSena derivatizacni reakce prevzata z literatury [141], v ramci které bylo
smichano 100 pl standardniho roztoku EC (¢ = 303 mmol/l) nebo mocoviny (c = 308 mmol/l)
s 500 pl derivatiza¢niho ¢inidla p-DMAB (c = 183 mmol/l), které bylo pfipraveno rozpusténim
300 mg p-DMAB ¢inidla v 10 ml ethanolu a 1 ml 35% HCI. Soucasné s derivaty byl pfipraven
slepy pokus, kdy byly standardni roztoky nahrazeny vodou. Po protfepani smési a vhodném
nafedéni v ethanolu byly prométeny UV/VIS spektra, na kterych byly oproti predeslému

postupu jasné viditelné pasy derivatii v rozmezi vinovych délek 400 — 450 nm (Obrazek 31).
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Obrazek 34: UV/VIS spektra mocoviny, EC, a slepého pokusu po reakci s p-DMAB dle literatury [141].
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Spektrofotometricky byla nésledné¢ studovana také kinetika derivatiza¢ni reakce a bylo
optimalizovdno mnozstvi a molarni pomér jednotlivych reaktanti. Byla ptfipravena série riizné
koncentrovanych zasobnich roztokii derivatizaéniho ¢inidla (¢ = 61 mmol/l, 91 mmol/l,
122 mmol/l, 152 mmol/l a 183 mmol/l), které byly smiseny se standardnimi roztoky EC (c =
303 mmol/l) a mocoviny (c = 308 mmol/l) ve stejném objemovém poméru jako pii predchozi
reakci. Takto pifipravené roztoky byly ndsledné prométeny spektrofotometricky po 2, 10 a
60 minutach od pfipravy. Ze zaznamu (Obrazek 32) lze vidét, ze reakce moCoviny probiha
kvantitativné v podstaté jiz po 2 minutdch, jelikoZ je intenzita pasu derivatu mocoviny
v pribehu hodiny téméf neménna. Naopak u EC Ize pozorovat nartst intenzity o 0,2 % mezi
druhou a desatou minutou (Obrazek 33). Ztohoto divodu byly derivaty méfeny
chromatograficky vzdy po 10 minutach od piipravy. Zaroven nejlepsi vysledky poskytovala
reakce EC 1 mocoviny s ¢inidlem o nejvyssi koncentraci p-DMAB (cp-pmaB = 183 mmol/l)
(Obrazky 34 a 35). Pro zjisténi, zda by mohla podpofit derivatiza¢ni reakci zvySena teplota,
byla také prométena spektra derivatu, ktery byl po ptipravé zahiivan 30 min ve vodni 1dzni
vyhiaté na 50 °C. Jak lze vidét na Obrazku P2, tento krok naopak zpiisobil snizeni intenzity

pasu derivatu, coZ naznacuje, ze reakce je termolabilni.
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Obrdazek 35: Derivat mocoviny po reakci s 183mM p-DMAB méreny po 2, 10 a 60 minutdach.

64



0,14 -
0,12 -
0,1 A
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 T T
350 370 390 410 430 450 470 490
vinova délka [nm]
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Obrazek 37: Derivdat mocoviny po reakci s riizné koncentrovanymi roztoky cinidla p-DMAB.
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Obrazek 38: Derivat EC po reakci s rizné koncentrovanymi roztoky cinidla p-DMAB.

Pro chromatografickou analyzu byly derivaty méfeny jako smés EC a mocoviny. Do

derivatizacni smési bylo tedy pfidano po 50 ul kazdého roztoku standardu.

3.4.1 Optimalizace podminek separace p-DMAB derivatia EC a mocCoviny pomoci

RP-HPLC

Za ucelem dosazeni co nejlepsi citlivosti analyzy a separace byly optimalizovany jednotlivé
chromatografické parametry, jako jsou slozeni a pH mobilni faze, dile typ kolony a elu¢ni

podminky. Cilem bylo dosahnout co nejlepsiho rozliSeni v co nejkratSim Case.

Jelikoz byla pro analyzu p-DMAB derivatu mocoviny v literatuie [142] pouzivana MF slozena
z fostatového pufru o pH 4,4 — 4,5 (A) a methanolu (B) a separace probihala na
oktadecylsilikagelové koloné€, byly nejprve zvoleny tyto podminky. Fosfatovy pufr byl
pripraven z 0,1M NaH2POs4 a byl upraven na pH 4,5 pomoci 5 % H3POa. Separace probihala na
koloné Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um) temperované na teplotu 30 °C, na kterou
byly davkovany 2 pl. Priitok mobilni faze odpovidal 0,4 ml/min a detekce probihala pfi 420 nm.
Pro separaci byla zvolena gradientové eluce s nasledujicim prubéhem: 0 min — 30 % B, 2 min
—50 % B; 6 min — 70 % B; 7 min — 100 % B. Mocovina po této analyze poskytovala dva piky
v retencnich €asech tr = 3,7 min a tr = 4 min, které vSak stejné jako pik EC (tr = 6,7 min), mély
pouze malou intenzitu (Obrazek P3). Pro zjiSténi, zda jsou fosfore¢né ionty k separaci potiebné
byla nasledn¢ testovana MF slozena z 0,1% vodného roztoku TEA upraveného pomoci

HCOOH na pH 4,5 (A) a 100% methanolu (B). Za stejnych podminek jako u ptedchozi separace
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byla provedena analyza s gradientovou eluci: 0 min — 30 % B, 7 min — 100 % B. Jak lze vidét
na piilozeném zdznamu (Obrazek P4), takto ptfipravena MF ke zlepSeni kvality piki
nepomohla, a proto byla dale testovana jind kolona, a to Ascentis Express RP-Amide (150 x
3,0 mm; 2,7 pm). Separace derivatd na ni probehla s vyuzitim fosfatového pufru o pH 4,5 ¢i
0,1 % vodného roztoku TEA o pH 4,5 (A) a methanolu (B). Ostatni podminky analyzy zustaly
nezménéné, vcetné pribehu gradientové eluce. Ukazalo se, Ze tato kolona neni vhodna pro
separaci téchto derivata, jelikoz kvalita separace se oproti oktadecylsikilagelové koloné
zhorsila u obou typtt MF (Obrazek PS5, P6). Z tohoto diivodu byla dal$i méteni realizovana na
ptuvodni koloné, tedy Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um), avSak s pouzitim MF o
niz§im pH. Pro dosazeni optimalni separace bylo zkouSeno velké mnozstvi riznych
gradientovych programi, které se liSily pocatecni koncentraci organické slozky MF (20-30 %
B), strmosti i mnoZstvim jednotlivych kroka. Nejlepsi separace pak na vySe zminéné koloné
probéhla pomoci MF sestavajici z vodného roztoku HCOOH o pH 3 (A) a methanolu (B),
s nasledujicim prubéhem gradientové eluce: 0 min — 20 % B, 2 min — 25 % B; 5 min — 61 % B,
10 min — 62 % B, 11 min — 100 % B (Obrazek 36). Pro zjiSténi, zda by postacil v rozmezi 5 —
10 min izokraticky krok, byla také provedena analyza s gradientovou eluci: 0 min —20 %, 2 min
—25 %, 5 min— 60 %, 10 min— 60 %, 11 min— 100 %, avsak kvalita pikl se za téchto podminek
zhorsila (Obrazek P7), a tak byla pro ucely kalibrace a nasledné validace zvolena pfedchozi
varianta. Jak lze vidét na priloZzenych zaznamech (Obrazky 35 a P3-P7) mocovina po separaci
poskytovala dva piky, coz je pravdépodobné zplisobeno tim, Ze ¢inidlo reagovalo bud’ na jedné

nebo obou aminoskupinach vyskytujicich se v chemické struktufe mocoviny.
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Obrazek 39: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: vodny roztok HCOOH o pH 3; MF
B: 100% MetOH; gradient: 0 min — 20 %, 2 min — 25 %; 5 min — 61 %, 10 min — 62 %, 11 min — 100 %; pritok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pfi 420 nm.

3.4.2 Validace analytické metody

Abychom charakterizovali tuto nové vyvinutou analytickou metodu, vcetné¢ ovéteni jeji
platnosti a kvality, byla provedena validace, a to v zakladnich parametrech, jako je linearita,
mez detekce, mez stanovitelnosti, spravnost (navratnost) a presnost (intradenni a mezidenni

opakovatelnost).

3.4.2.1 Priprava kalibracni krivky

Pro kvantitativni stanoveni EC a moc€oviny byla pouzita metoda vnéj$iho standardu, konkrétné
metoda kalibracni kiivky. Pro sestrojeni kalibracni zavislosti bylo pfipraveno devét roztokl v
koncentracnim rozsahu 23 — 2800 mg/1 (0,258 — 31 mmol/l) pro EC a 14 — 1704,3 mg/1 (0,233
— 28 mmol/l) pro mocovinu, které byly zderivatizovany a nasledn¢ analyzovany jiz
optimalizovanym postupem. Kazdy kalibra¢ni bod byl pfipraven tfikrat a nasledné jednou
analyzovan. Z odectenych ploch pikli derivati byly néasledné sestrojeny kalibra¢ni zavislosti
plochy piku derivatu na jeho koncentraci, pficemz u mocoviny byla ode¢itdna suma ploch obou
piki derivatl. Byla studovéna statistickd vyznamnost usekt ziskanych rovnic regrese a pro tsek
1 smérnici byly pocitany také smérodatné odchylky. U kalibra¢ni zavislosti EC bylo zjisténo,

ze je usek nevyznamny. Kalibracni kiivky byly v celém koncentracnim rozsahu linearni a jsou
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spolu s rovnici regrese a koeficientem determinace uvedeny na Obrazku 37. Konkrétni plochy
piku spolu s primérnymi hodnotami, které byly pouzité pro sestrojeni kalibracnich zéavislosti
jsou pro jednotlivé koncentrace uvedeny v Tabulk4ch P1 a P2. JelikoZ se p-DMAB v souvislosti
s mocovinou doposud pouzival predevsim pro spektrofotometrické stanoveni, byly
zderivatizované kalibracni roztoky EC a mocoviny promé&feny také timto zptisobem a byla opét
sestrojena kalibracni zavislost z namétfenych hodnot absorbanci (odectenych pti 420 nm) na
koncentraci (Obrazek 38). Timto zptisobem vsak nelze derivaty EC a mocoviny separovat, a
tak se jedna o hodnoty odpovidajici jejich smési (Tabulka P3). Pro uréeni celkové koncentrace
EC a mocoviny, ze které je vytvofena kalibracni zavislost bylo nutné piepocitat hodnoty
koncentraci kalibra¢ni roztokit EC a mocoviny na pocet moli jednotlivych analyti v dané
smesi. Tyto moly byly nasledné secteny a prepocteny na mmol/l. Dle korelacnich koeficienta
lze posoudit, Ze linearita, které bylo dosaZeno pfii kalibraci pomoci spektrofotometru je horsi

nez u kalibra¢ni zavislosti sestrojené na zakladé chromatografickych dat.
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Obrazek 40: Kalibracni zavislosti sumy ploch obou pikii derivatii mocoviny a plochy derivatu EC na jejich koncentraci.
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Obrdazek 41: Kalibracni zavislost Absorbance na celkové koncentraci EC a mocoviny.

3.4.2.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Na zékladé postupu a pocetnich vztahti uvedenych v kapitole 2.3.5.1. byly vypocteny hodnoty
LOD a LOQ. Kuréeni meze detekce a stanovitelnosti byl pouzit roztok smési analytii
obsahujici 1542 mg/l mocoviny (Cmocovina=25,67 mmol/l) a 2250 mg/l EC (cec= 25,26 mmol/l),
ktery byl nasledné¢ zderivatizovan a proméfen chromatograficky jiz optimalizovanym
postupem. Na zaklad€ uvedenych rovnic 1 a 2 byly vypocteny pfislusné hodnoty LOD, které
¢inily 6,8 mg/l (cec= 0,08 mmol/l) pro EC, 4,0 mg/I (Cmocovinal = 0,06 mmol/1) pro pik mocoviny
Vypoctené koncentrace LOQ ¢€inily 22,8 mg/l (cec= 0,25 mmol/l) pro EC, 13,5 mg/] (cmozovinal

= 0,20 mmol/l) pro pik mocoviny s vyssi intenzitou a 44,2 mg/l (Cmozovina2z = 0,73 mmol/l) pro

Cvwr

3.4.2.3 Navratnost metody

Dalsim sledovanym parametrem byla navratnost metody, kterou byly ovéfeny odchylky mezi
realnou a experimentalné zjisténou koncentraci EC a moc¢oviny (na zaklad€ vypoctu s vyuzitim
kalibrac¢nich zavislosti dle vztahii a postupti uvedenych v kapitole 2.3.5.2). Navratnost byla
sledovana vzdy na dvou koncentracnich hladinach pro kazdy analyt (50 mg/l a 2600 mg/1 pro
EC a 30,4 mg/l a 1582 mg/l pro mocovinu). Naméefené hodnoty ploch pikii jsou v piipade
mocoviny opét uvadény jako suma obou pikl. Z vysledki uvedenych v Tabulkach 3 a 4 lze

konstatovat, Ze primérné hodnoty navratnosti spliuji téméi ve vSech ptipadech pozadavky
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z valida¢nich protokoli [143], které pro koncentrace v fadech desitek mg/l povoluji rozmezi
90-107 % a v tadech tisicti mg/l rozmezi 95—-105 %. Do tohoto rozmezi nespada jeden méfeny
vzorek EC (c = 50 mg/l). Diivodem vzniku odchylek mohl byt nedokonaly priib¢h derivatizace

u mén¢ koncentrovanych roztok.

Tabulka 3: Namérené hodnoty ploch pikii, vypoctené koncentrace, navratnosti a relativni smérodatné odchylky pro jednotlivé
koncentracni hladiny EC.

Stanovena
Plocha piku
EC koncentrace Navratnost [%] SD [%]
[mV.s]
[mg/1]

4,3 61,8 123.6

¢ =50 mg/l 4.8 69,2 138,3
5.1

4,1 59,5 119,0

Priumér 4.4 63,5 127,0

179.,6 2596 99,8

¢ =2600 mg/l 178.8 2584 99.4
11,5

178,0 2573 99,0

Priumér 178.8 2584 99.4

Tabulka 4: Namérené hodnoty sumy ploch pikii obou derivatit mocoviny, vypoctené koncentrace, navratnosti a relativni
smérodatné odchylky pro jednotlivé koncentracni hladiny.

Stanovena
" Suma ploch
MOCOVINA koncentrace Navratnost [%] SD [%]
piki[mV.s]
[mg/l]
11,3 32,6 107,0
¢ =30,4 mg/l 10,9 30,0 98,5
1,4
11,2 31,9 104,9
Praumér 11,1 31,5 103,5
254,6 1612 101,9
c = 1582 mg/l 2548 1613 102,0
28,3
2623 1662 105,0
Primér 2572 1629 103,0
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3.4.2.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla ovéfena na zakladé postupt popsanych v kapitole 2.3.5.3. Pro
zjisténi intradenni opakovatelnosti bylo v jeden den pfipraveno a analyzovano pét stejnych
derivatl o zvolené koncentraci (cec = 400 mg/l a Cmocovina= 243,5 mg/1). Pro vypocty mocoviny
byla odec¢itdna suma ploch obou pikii. Z namétenych hodnot (Tabulky 6, 7 a 8) bylo vypocteno
RSD pro koncentraci derivatu, které odpovidalo 4,3 % pro mocovinu a 2,3 % pro EC. Krom¢
plochy pika, potazmo tedy koncentraci, byl jako dalsi reten¢ni parametr sledovan retencni ¢as
derivat béhem jednotlivych méfeni. RSD pro reten¢ni ¢asy pak odpovidalo 0,3 % pro prvni
pik mocoviny, 0,2 % pro druhy pik mocoviny a 0,07 % pro EC. Dle valida¢nich protokolti [143]
by RSD takto ptipravenych roztoki nemélo prekrocit hodnotu 5,3 %, coz je ve vSech piipadech

splnéno.

Mezidenni opakovatelnost byla vyhodnocena opét po piipravé a prométeni péti derivati (o
stejné koncentraci), avSak tentokrat v rtizné dny. Jelikoz koncentrace EC a mocoviny pro
derivatizaci byly v tomto pifipad€ zvoleny vyssi, konkrétné cec = 2700 mg/l a Cmocovina =
1850 mg/l, valida¢ni protokoly udavaji také prisn€jsi kritéria pro vysledné RSD (< 3,7 %).
Koncentrace mocoviny byly opét pocitany ze sumy ploch obou pikli derivati. Vypoctené
hodnoty RSD z koncentrace mocoviny odpovidalo 3,7 % a u EC také 3,7 %. Lze tedy
konstatovat, Ze v obou pfipadech byla tato podminka splnéna. Stejné¢ tak vypoctené hodnoty
RSD pro retencni Casy derivatl toto kritérium spliuji ve vSech ptipadech, jelikoz odpovidaji

1,3 % pro prvni pik mocoviny, 1,5 % pro druhy pik mocoviny a 0,87 % pro EC.

Tabulka 5: Intradenni a mezidenni opakovatelnost koncentract, ploch pikii a retencnich casi pro EC.

5 Intradenni opakovatelnost EC Mezidenni opakovatelnost EC
Pi)vcet’ Reten¢ni Plocha piku Koncentrace | Reten¢ni | Plocha piku | Koncentrace
meren ¢as [min] [mV.s] [mg/1] ¢as [min] [mV.s] [mg/]
1 6,55 26,1 377,1 6,69 183,4 2650,33
2 6,54 26,0 376,3 6,02 180,4 2606,49
3 6,55 26,6 384,7 6,56 198,0 2861,27
4 6,55 27,5 396,8 6,57 184,5 2666,50
5 6,55 26,1 376,6 6,63 189,9 2744,06
Primér 6,55 26,5 3823 6,63 187,2 2705,73
SD 0,004 0,6 8,8 0,06 6,2 100,15
RSD [%] 0,07 23 2,3 0,9 3,3 3,7
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Tabulka 6: Intradenni opakovatelnost koncentraci, sumy ploch pikii a retencnich casii pro mocovinu.

Intradenni opakovatelnost mocoviny
Pocet
— Reten¢ni ¢as Retenc¢ni ¢as Suma ploch pikii Koncentrace
méieni
mocoviny 1 [min] | mocoviny 2 [min] [mV.s] [mg/1]
1 2,01 2,68 449 250,8
2 2,01 2,68 47,2 265,7
3 2,0 2,67 43,8 243,6
4 2,0 2,67 47,9 270,3
5 2,0 2,67 453 253,4
Primér 2,004 2,67 458 256,8
SD 0,005 0,005 1,7 11,0
RSD 0,3 0,2 3,7 4,3
Tabulka 7: Mezidenni opakovatelnost koncentraci, sumy ploch pikii a retencnich casii pro mocovinu.
Mezidenni opakovatelnost mocoviny
Pocet
— Reten¢ni ¢as Retenc¢ni ¢as Suma ploch piki Koncentrace
méieni
mocoviny 1 [min] | mocoviny 2 [min] [mV.s] [mg/1]
1 2,14 2,73 289,8 1840
2 2,18 2,68 295,9 1880
3 2,15 2,68 295.,3 1876
4 2,22 2,74 298.9 1899
5 2,16 2,77 318,1 2024
Primér 2,17 2,72 299.6 1904
SD 0,03 0,04 10,9 70,6
RSD 1,3 1,5 3,6 3,7
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3.4.3 Analvza vzorku

Pro zjisténi, zda matrice alkoholickych napoji miize negativné ovlivnit pribéh derivatizace,
byly vybrany dva druhy palenek z peckovic, ve kterych byla provedena derivatizace. Jelikoz se
EC a mocovina v alkoholickych napojich nevyskytuje bézné v koncentracich, které odpovidaji
limitim detekce této metody, byly do vzorkl pfidany standardni roztoky EC a mocoviny. Byl
smisen 1 ml palenky a 100 ul standardniho roztoku EC i mocoviny, oba o koncentraci 6000
mg/l. Ztakto pfipraveného roztoku bylo odpipetovano 100 pl a smiseno s500 pl
derivatizacniho roztoku p-DMAB. Koncentrace EC a mocoviny v takto pfipravené
derivatizacni smési odpovidala 83,33 mg/l. Od kazdého druhu palenky byly pfipraveny tii
derivatizacni smési, které byly nasledné po zfiltrovani pies PTFE jednou prométeny jiz
optimalizovanym postupem. Naméfené plochy pikl a vypoctené koncentrace EC a mo¢oviny
v obou vzorcich lze vidét v Tabulkach 8 a 9. U mocoviny byla opét odec¢itana suma obou piki
derivatd. V prvnim vzorku se naméfené hodnoty EC 1 mocoviny zdsadné nelisi od téch
teoretickych, avsak u druhého vzorku jsou vypoctené koncentrace nizsi nez realné. Zavérem
1ze tedy konstatovat, Ze matrice miiZze mit vliv na kvantitativni prib¢h derivatizace, avSak pouze

nepatrny.

Tabulka 3: Mnozstvi mocoviny stanovené v ovocnych palenkach.

Pramérna
w 7y 0O :l:
Cislo vzorku Suma ploch piku Koncentrace [mg/l] kOI{centrace
[mV.s] interval
spolehlivosti
18,9 81,6
1 19,1 83,2
Pramér 19,0 82.2
18,5 79,4
2 18,9 81,7
+
18,7 8()’8 80,6 5
Pramér 18,7 80,6
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Tabulka 4: Mnozstvi EC stanovené v ovocnych pdlenkach.

Pramérna
C +
Cislo vzorku Plocha piku [mV.s] | Koncentrace [mg/l] kOITcentrace
interval
spolehlivosti
5,8 83,4
1 5,8 83,6
+
55 79.5 82,2+10
Pramér 5,7 82.2
5,4 78,3
2 5,7 81,9
+
5,5 79,9 80,0 £8
Pramér 5,5 80,0
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ZAVER
Néplni této diplomové prace bylo zhodnotit moznosti derivatizace ethylkarbamatu i mocoviny
pro naslednou analyzu pomoci kapalinové chromatografie. Pro tento ucel bylo vybrano Sest
derivatizacnich c¢inidel, a to konkrétn€ fenylisothiokyanat, dansylchlorid, p-toluidin, p-
nitrofenylhydrazin, 2,4-dinitrofenylhydrazin a p-dimethylbenzaldehyd. Jedinym cinidlem,
kterym bylo mozné tyto analyty zderivatizovat byl vSak p-DMAB. Byla optimalizovana jak
derivatizacni reakce, tak podminky nasledné analyzy. V rdmci optimalizace derivatizace byl
zkouman idedlni pomér ¢inidla s analytem, pro co nejlepsi prabéh reakce. Bylo zjisténo, Ze
nejlepsi vysledky poskytuje reakce, pii které pomér ¢inidla a analytu odpovida 6:1. Studium
kinetiky této reakce ukazalo, ze kvantativné reakce probéhne v ptipadé mocoviny za dvé minuty
a u ethylkarbamatu prob¢hne reakce kvantitativné do deseti minut. Takto pfipravené derivaty
pak byly stabilni po dobu nejmén¢ 5 dnii. Pro optimalizaci chromatografickych podminek bylo
testovano slozeni i pH mobilni faze, typ stacionarni faze a v neposledni fadé gradientovy profil.
Mobilni fazi u optimalizované metody tvofila smés methanolu a vodného roztoku kyseliny
mravenc¢i o pH 3 a analyzované latky byly separovany na koloné Ascentis Express C18 pomoci

gradientové eluce. Detekce probihala spektrofotometricky pti vinové délce 420 nm.

Tato nové vyvinutd metoda byla také validovana z hlediska linearity, pfesnosti, ndvratnosti a
opakovatelnosti (intradenni a mezidenni). Linearita byla ovéfena v rozmezi koncentraci
odpovidajici 23 — 2800 mg/l pro ethylkarbamat a 14 — 1704,3 mg/l pro mocovinu. Vyjma
jednoho vzorku ethylkarbamatu pii studiu navratnosti metody, byly splnény vSechny kritéria,
které udavaji valida¢ni protokoly. Takto validovand metoda byla pouZita pro analyzu
ethylkarbamatu a mocoviny ve dvou vzorcich pélenky, pro ovéteni vlivu matrice vzorku na
derivatizaci, pfi€emzZ pii zvolenych podminkach derivatizace pfitomnosti interferentli matrice

ovlivnéna nebyla.

Koncentrace ethylkarbamatu ¢i mocoviny, které je mozné touto metodou stanovit, se bézné
v potravinach ¢i alkoholickych népojich nevyskytuji. Metoda je vSak vyuzitelnd pro vyrobce
vzniku ethylkarbamatu ¢i mocoviny v priabéhu destilace ¢i fermentace se tyto slouceniny
vyskytuji v koncentracich odpovidajicich az stovkam mg/1. Pro screeningové testy zamétené na
odhaleni vysokych koncentraci v pribé¢hu vyroby nebo 1 po ni je Iépe vyuzitelna
spektrofotometrickd analyza, kterd umoznuje za velmi kratky cas zjistit, kolik ethylkarbamatu

1 mocoviny je v analyzovaném vzorku pfitomno. Pro podrobnéjsi analyzu, v€etné moznosti
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separace obou analytil Ize vyuzit optimalizovanou metodu pro kapalinovou chromatografii.
V tomto ptipad¢ je vSak nutné brat na védomi, Ze mocovina eluuje ve formé¢ dvou pikti, coz u

niz8ich koncentraci znesnadinuje nasledné vyhodnoceni.
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Obrazek P1: HPLC separace EC, mocoviny a slepého pokusu po dansylaci probihajici pri 60 °C po dobu 60 minut (4) a 120
minut (B).

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 pum); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 3
(pomoci HCOOH); MF B: 100% ACN; gradient: 0 min — 40 % B, 3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B; prttok: 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pii 270 nm.
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Obrazek P1: HPLC separace EC, mocoviny a slepého pokusu po dansylaci probihajici pri 80 °C po dobu 30 minut (C).

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 pm); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 3
(pomoci HCOOH); MF B: 100% ACN; gradient: 0 min — 40 % B, 3 min — 50 % B, 5 min — 100 % B; prutok: 0,6 ml/min;

davkovani: 2 pl; detekce pfi 270 nm.
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Obrazek P2: UV/VIS spektrum EC po tricetiminutové reakci s p-DMAB za zvySené (Cervend) a pokojové (modrd) teploty.
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Obrazek P3: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.
Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 pm); teplota 30 °C; MF A: fosfatovy pufr o pH 4,4; MF B: 100%
MetOH; gradient: 0 min — 30 % B, 2 min — 50 % B; 6 min — 70 % B; 7 min — 100 %; prutok: 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl;
detekce pii 420 nm.
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Obrazek P4: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: 0,1% vodny roztok TEA o pH 4,5
(pomoci HCOOH); MF B: 100% MetOH; gradient: 0 min — 30 % B, 7 min — 100 % B; pritok: 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl;
detekce pii 420 nm.
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Obrdazek P5: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.

Podminky analyzy: Ascentis Express RP-Amide (150 x 3,0 mm; 2,7 um ¢astice, Supelco); teplota 30 °C; MF A: fosfatovy pufr
o pH 4,4; MF B: 100% MetOH; gradient: 0 min — 30 % B, 3 min — 50 % B; 4 min — 70 % B; 5 min — 100 %, prutok: 0,4

ml/min; davkovani: 2 pl; detekce pii 420 nm.
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Obrazek P6: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.

Podminky analyzy: Ascentis Express RP-Amide (150 x 3,0 mm; 2,7 pm ¢astice, Supelco); teplota 30 °C; MF A: 0,1 % vodny
roztok TEA o pH 4,5 (pomoci HCOOH); MF B: 100% MetOH; gradient: 0 min — 30 % B, 6 min — 70 % B; 8 min — 100 % B;
prutok: 0,4 ml/min; davkovani: 2 ul; detekce pti 420 nm.
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Obrdazek P7: HPLC separace slepého pokusu a smési EC a mocoviny po reakci s p-DMAB.

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; MF A: vodny roztok HCOOH o pH 3; MF
B: 100% MetOH; gradient: 0 min — 20 %, 2 min — 25 %; 5 min — 60 %, 10 min — 60 %, 11 min — 100 %; pritok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; detekce pii 420 nm.
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TABULKY

Tabulka P1: Plochy piku derivatu EC a jejich priimérné hodnoty pro jednotlivé koncentrace kalibracni rady.

Prumérna
Koncentrace
EC Plocha piku 1 | Plocha piku 2 | Plocha piku 3 hodnota
[mV.s] [mV.s] [mV.s] plochy piku
[mg/l]

[mV.s]
23 3,2 4,4 4,3 4,6
200 14,1 13,6 14,8 14,2
400 26,1 26,0 26,6 26,3
800 52,7 51,6 54,3 52,9
1200 83,1 82,1 84,1 83,1
1600 117,8 110,2 109,3 112,4
2000 140,2 134,0 133,9 136,0
2400 163,5 165,3 172,1 166,9
2800 201,1 191,4 192,6 195,0
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Tabulka P2: Plochy sumy obou pikii derivatit mocoviny a jejich priimérné hodnoty pro jednotlivé koncentrace kalibracni

rady.
Koncentrace Prumérna
Plochy piki 1 | Plochy pikii 2 | Plochy piku 3
mocoviny hodnota ploch
[mV.s] [mV.s] [mV.s]
[mg/1] piki [mV.s]
14 8,3 8,3 8,3 8,4

121,7 39,7 40,9 42,6 23,6
243,5 48,0 44,2 43,8 453
486,9 85,8 84,3 84,8 84,9
730,4 112,2 115,0 130,5 119,2
973,9 152,7 148,2 126,2 150,6
1217,3 193,3 191,0 193,3 192,6
1460,9 2273 238,7 2273 231,1
1704,3 278,3 261,2 275,2 271,6
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Tabulka P3: Namérené hodnoty Absorbance pro jednotlivé koncentrace kalibracni rady.

Koncentrace EC a
Prumérna hodnota
mocoviny
Absorbance [mAU]
[mmol/1]
491,3 8,6
4271 17
8544 27,4
17087 42,7
25631 59,1
34174 72,8
42717 93,1
51263 119.,6
59806 141,3

102



	ÚVOD
	1 TEORETICKÁ ČÁST
	1.1 Ethylkarbamát
	1.1.1 Charakterizace ethylkarbamátu
	1.1.2 Mechanismus vzniku ethylkarbamátu
	1.1.2.1 Vznik ethylkarbamátu při výrobě či zpracování potravin
	1.1.2.2 Vznik ethylkarbamátu z aditiv
	1.1.2.3 Vznik ethylkarbamátu při nevhodných podmínkách skladování

	1.1.3 Výskyt ethylkarbamátu v potravinách a nápojích
	1.1.4 Možnosti potlačení vzniku ethylkarbamátu v potravinách a nápojích
	1.1.4.1 Šlechtění mikroorganismů
	1.1.4.2 Zpracování surovin a řízení procesu výroby
	1.1.4.3 Enzymatické metody


	1.2 Reaktivita amidů a karbamátů
	1.2.1 Reaktivita amidů
	1.2.2 Reaktivita karbamátů

	1.3 Stanovení ethylkarbamátu
	1.3.1 Izolace ethylkarbamátu z matrice
	1.3.1.1 Extrakce kapalina – kapalina
	1.3.1.2 Extrakce tuhou fází
	1.3.1.3 Head – space mikroextrakce tuhou fází
	1.3.1.4 Extrakce podporovaná tlakem

	1.3.2 Derivatizace
	1.3.2.1 Derivatizace pro kapalinovou chromatografii
	1.3.2.2  Derivatizace pro plynovou chromatografii

	1.3.3 Samotné stanovení ethylkarbamátu
	1.3.3.1 Plynová chromatografie
	1.3.3.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie
	1.3.3.3 Hmotnostní spektrometrie s přímým vstřikováním
	1.3.3.4 Infračervená spektrometrie
	1.3.3.5 Enzymová imunoanalýza
	1.3.3.6 Elektrochemický impendační senzor



	2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
	2.1 Přístrojové vybavení a pomůcky
	2.2 Použité chemikálie a rozpouštědla
	2.3 Pracovní postupy pro derivatizaci činidlem p-DMAB
	2.3.1 Příprava zásobních roztoků EC a močoviny
	2.3.2 Příprava zásobního roztoku derivatizačního činidla p-DMAB
	2.3.3 Derivatizace
	2.3.4 Chromatografická analýza
	2.3.5 Validace
	2.3.5.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti
	2.3.5.2 Návratnost metody
	2.3.5.3 Opakovatelnost metody

	2.3.6 Zpracování experimentálních dat


	3 VÝSLEDKY A DISKUZE
	3.1 Derivatizace s fenylisothiokyanátem
	3.2 Derivatizace s dansylchloridem
	3.3 Derivatizace aromatickými aminy a hydraziny
	3.4 Derivatizace s p-dimethylaminobenzaldehydem
	3.4.1 Optimalizace podmínek separace p-DMAB derivátů EC a močoviny pomocí RP-HPLC
	3.4.2 Validace analytické metody
	3.4.2.1 Příprava kalibrační křivky
	3.4.2.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti
	3.4.2.3 Návratnost metody
	3.4.2.4 Opakovatelnost

	3.4.3 Analýza vzorků


	ZÁVĚR
	POUŽITÁ LITERATURA
	PŘÍLOHA

