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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Ivana Pekarova

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Ndazev diplomové prace: Vyvoj citlivého stanoveni diklofenaku s vyuzitim fluorescenénich vlastnosti

komplext s cyklodextriny

Tato experimentalni diplomova prace se zabyva vyvojem citlivého stanoveni s vyuzitim tvorby a detekce
komplexu skladajiciho se z aktivni latky a cyklodextrinu (CD) za vyuziti sekvencni injek¢ni analyzy (SIA).
K nasledné detekci byl vyuZivan spektrofluorimetr. Testovanou biologicky aktivni latkou byl diklofenak

ve formé sodné soli.

Byly nalezeny podminky nastaveni spektrofluorimetru a to vhodna excitacni a emisni vinova délka,
které byly 364,5 a 290 nm, velikost Stérbin a citlivost detekce. Poté byl vybérem ze 13 CD nalezen
vhodny typ a pomér CD s diklofenakem tak, aby se mérenad intenzita fluorescence lisila od intenzity
samotného CD. Toto testovani rozdélilo CD do 4 skupin. Pfi testovani stability vybranych komplex( byl

sledovan narust nebo pokles intenzity fluorescence v ¢ase pro zajisténi tvorby komplex( s CD.

Pro automatizaci stanoveni byla vyuzita SIA, kterd byla propojena s fluorimetrickym detektorem. Pro
méreni v pratokovém systému bylo ddle upraveno nastaveni spektrofluorimetru a naprogramovano 5
ovladacich program0 SIA systému, které vyuzivaly rGzné miseni dvou aspirovanych zoén, zastaveni
téchto zén v misici civce a kombinaci obou postupl. Pfi optimalizaci byla také testovana rlzna

prutokova rychlost promiseni, ktera byla optimalni p¥i 30 pl/s.

Pro kalibracni zavislost byl z ovladacich programi vybran program kombinujici promiseni aspirovanych
z6n zménou sméru toku nosného proudu a zastaveni v misici civce a z CD byl vybran (2-hydroxypropyl)-
v-CD. Nejprve bylo provedeno méfeni ve vodném prostfedi a ndsledné v kultivacnim médiu. Pro
nalezeni linedrni zavislosti byly testovany rtizné koncentrace CD 1x1072, 1x103 a 1x10™ mol/I. Nejvyssi
linearita ve vodném prostfedi byla prokdzéna pro rozsah 2,5x107-7,5x10® mol/I diklofenaku s 1x10*
mol/l CD a determinaénim koeficientem R? = 0,9954. Pro kalibraci v kultivaénim médiu proto byly

navrzeny podminky: Koncentrace CD byla 1x10* mol/I, rozsah diklofenaku 2,5x107-1x10"°> mol/I. Pomér



aspirovanych zon byl 1:1 s pratokovou rychlosti 30 pl. VyuZit byl ovladaci program 5 s dobou zastaveni

v misici civce 1 min.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Ivana Pekafova

Supervisor: doc. PharmDr. Hana Sklenérova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Development of sensitive determination of diclofenac using fluorescent

properties of complexes with cyclodextrins

This experimental thesis deals with the development of a sensitive determination using the formation
and detection of a complex consisting of an active substance and cyclodextrin (CD) using sequential
injection analysis (SIA). A spectrofluorometer was used for subsequent detection. The tested

biologically active substance was diclofenac in the form of sodium salt.

In the beginning the conditions for setting the spectrofluorometer, namely the appropriate excitation
and emission wavelengths, which were 364,5 and 290 nm, slit size and detection sensitivity were found.
After that, 13 CDs were used in order to find the appropriate type and ratio of CD with diclofenac so
that the measured fluorescence intensity differs from the intensity of CD alone. This testing divided the
CDs into 4 groups. When testing the stability of selected complexes, the increase or decrease in

fluorescence intensity over time was monitored to ensure the formation of complexes with CD.

SIA was used to automate the determination, which was connected to a fluorometric detector. For
measurements in the flow system, the spectrofluorometer settings were further adjusted and 5 control
programs of the SIA system were programmed, which used different mixing of the two aspirated zones,
stopping these zones in the mixing coil and a combination of both procedures. During the optimization,

different flow rates were also tested, and 30 pl/s was optimal.

For the calibration, a program combining mixing of the aspirated zones by changing the direction of the
carrier flow and stopping in the mixing coil was selected from the control programs, and (2-
hydroxypropyl)- was selected from the CDy-CD. First, the measurement was carried out in an aqueous
environment and then in a culture medium. To find a linear dependence, different concentrations of
CD 1x10%2, 1x102 and 1x10* mol/I were tested. The highest linearity in the aqueous environment was

demonstrated for the range of 2,5x107-7,5x10° mol/| diclofenac with 1x10* mol/l CD and the
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coefficient of determination R? = 0,9954. Therefore, the following conditions were proposed for
calibration in the culture medium: CD concentration was 1x10-4 mol/|, diclofenac range 2,5x107—1x10
® mol/I. The aspirated zone ratio was 1:1 with a flow rate of 30 ul. Control program 5 was used with

a stop time in the mixing coil of 1 min.
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Seznam pouzitych zkratek
o koncentrace
CD cyklodextrin
CFA Kontinualni pritokova analyza (Continuous flow analysis)
DCF  diklofenak (ve formé sodné soli)

EM emisni spektrum/vinova délka (nm)

EX excitacni spektrum/vinova délka (nm)
FL fluorescence
FIA Pratokova injekéni analyza (Flow injection analysis)

hmotnost (g)
molarni koncentrace (mol/I)
Mr molarni hmotnost (g/mol)

NSAID nesteroidni protizanétlivé I1éCivo = nesteroidni antiflogistikum (non-steroidal anti-
inflammatory drugs)

SFA Segmentovana pritokova analyza (Segmented flow analysis)
SIA Sekvencni injekéni analyza (Sequential injection analysis)

uv ultrafialova oblast spektra

\Y objem (ml)

VIS viditelna oblast spektra
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1. Uvod

Tato diplomova prace je zalozena na vyvoji stanoveni velmi nizkych koncentraci diklofenaku na zakladé
tvorby komplexu s cyklodextriny. Vyhodou tohoto stanoveni je vysoka citlivost a selektivita, které jsou

potieba pro analyzu nizkych koncentraci v komplexni matrici, napft. biologickych vzorkd.

V soucasnosti jsou naroky na citlivost analytickych technik vysoké, pouZzivaji se wvysoce citlivé
a selektivni techniky nebo je potfeba provést sloZitéjsi upravu vzorku, kterd pomuUzZe cilové analyty
zakoncentrovat a odstranit rusivy vliv matrice vzorku (napf.: precipitace proteind, Liquid-liquid
extraction, Solid-phase extraction, ...). Bez téchto postupl v dnesni dobé neobejde mnoho odvétvi
nejen na vyzkumném poli, ale co se tyCe béiného Zivota (kontrola potravin, Zivotniho prostredi,

hygienicka kontrola, ...).

V diplomové praci je popsan vyvoj spektrofluorimetrického stanoveni v SIA systému, které ma

v budoucnu slouZit pro automatizované stanoveni diklofenaku v metabolickych studiich.
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2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace je experimentalné wvyuZit tvorbu komplexu CD :DCF v nizkych
koncentracich, které jsou po metabolizaci DCF stale pfitomny v lidském organismu, resp. ve vzorcich

z metabolickych studii.

DCF byl zvolen jako modelovy analyt pro monitorovani metabolizace lé¢iva v redlném case, diky
zndmému priabéhu jeho metabolismu v lidském organismu. Pro monitorovani nizkych koncentracnich
hladin DCF bylo nutné zvolit a optimalizovat citlivou a selektivni analytickou metodu jeho stanoveni,
které je dale planovano pouzit pro jeho stanoveni v biologickém materialu, resp. v kultivacnim médiu,
pro monitorovani odbouravani DCF lidskymi primarnimi hepatocyty. Jako detekéni techniky, které Ize
snadno spojit s monitorovanim v pratokovém SIA systému, byly vytipovany fluorescence nebo
chemiluminiscence. Na zakladé reserSe odbornych ¢lankl byly nalezeny prace, které zminuji moznost

vyuziti fluorescence komplext DCF s CD, protoze samotny DCF fluorescenci nevykazuje.

Hlavnim predmétem testovani bude nalezeni vhodnych podminek méreni (spektrofluorimetrie, SIA),
zvoleni vhodného CD pro tvorbu komplexu ve vhodném pomeéru s DCF, posouzeni stability vzniklych
komplexll, testovani ovladacich programi SIA systému a kalibracni rozsah ve vodném prostredi

nasledované prenesenim podminek stanoveni pro testovani v kultivacnim médiu.
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3. Teoreticka cast

3.1. Diklofenak sodna sl

Systematicky ndazev pro diklofenak sodna sul je natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}acetat

(Obrazek 1).

3.1.1. Fyzikdlné — chemické vlastnosti

Cesky lékopis popisuje sodnou sdl diklofenaku jako bily nebo slab& naZloutly a slab& hygroskopicky
krystalicky prasek. Mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v methanolu, dobfe rozpustny

v ethanolu 96%, téZce rozpustny v acetonu [1].
Sumarni vzorec sodné soli DCF je C14H10Cl,NNaO; [1].

Molekulovd hmotnost sodné soli DCF je 318,13 g/mol [2][2].

NaO

ZT

Cl

Obrdzek 1: Vzorec sodné soli diklofenaku [3]

3.1.2. Farmakologicka charakteristika

Diklofenak sodny je forma sodné soli diklofenaku, derivatu kyseliny benzenoctové a nesteroidniho

protizanétlivého léciva (NSAID) s analgetickou, antipyretickou a protizanétlivou aktivitou [2].

DCF a ostatni NSAID inhibuji cyklooxygenazu, enzym zodpovédny za syntézu prostaglandind, jeZ jsou
vytvareny v ohnisku zanétu a jsou zdrojem lokalnich projevi zanétu jako je hyperémie, otok, zvysena

teplota, bolestivost apod. [4].
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Dobre se DCF vstfebava po peroralnim podani, ale témér polovina podané latky se nesystémoveé
eliminuje v jatrech. Diklofenak je metabolizovan glukuronidaci na karboxylové skupiné a po hydroxylaci
fenolovych kruh(l je metabolizovan konjugaci. Po konjugaci jsou metabolity vylucovany stolici (30 %)

a mocovymi cestami (70 %). Pouze 1-5 % se vylouci v nezménéné formé [5][6].

Pouzivd se klécbé osteoartritidy, revmatoidni artritidy a ankylozujici spondylitidy. Diky své nizké
rozpustnosti je komercéné dostupny ve formé sodné soli. Pro kvantitativni stanoveni tohoto Iéciva
v lékovych formach a v biologickych vzorcich byla vyvinuta fada analytickych metod. Mezi né patfi

i spektrofotometrie [7].
3.2. Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou ve vodé rozpustné cyklické oligosacharidy sloZzené ze Sesti (o—), sedmi (-)
aosmi (y-) jednotek D-(+)-glukopyrandzy usporfadanych do struktury tvaru komolého kuZele. Maji
schopnost tvofit inkluzni komplex s hostujicimi molekulami s vhodnou polaritou a rozmérem kvuli
jejich specidlni molekuldrni struktufe (hydrofobni vnitfni dutiné a hydrofilnimu vnéjSimu povrchu)

[8][10].

Obrazek 2 zobrazuje strukturu a-CD, je zde zndzornéna i struktura komolého kuZzele.

Obrazek 2: Struktura a-CD [11]

Tabulka 1 popisuje vlastnosti jednotlivych typ( CD.

Tabulka 1: Prehled vlastnosti jednotlivych typ cyklodextrind [10]
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Rozpustnost (g/100 ml vody) 14,50 1,85 23,20

pKa 12,23 12,20 12,08

3.2.1. Komplex CD s DCF

NejdllezZitéjsi vlastnosti inkluzni slouceniny je, Ze hostitelska slozka (CD) muZe prijmout hostovanou
slozku (DCF) do své dutiny, aniz by se vytvotily jakékoli kovalentni vazby. Minimalnim pozadavkem pro
vznik inkluzniho komplexu je velikostni kompatibilita mezi hostitelskymi a hostujicimi molekulami (host

musi zcela nebo alespon ¢aste¢né zapadnout do dutiny CD) [10].

Diky tomu dojde ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti IéCiva (v nasem pfipadé DCF). MUZe dojit ke
zvyseni rozpustnosti ve vodé, zvySeni jeho stability a zlepSeni dodani |éCiv pres biologické membrany

[12].

K dalsi zajimavym vlastnostem patfi zvySeni intenzity fluorescence a indukce chiralni aktivity po pridani
CD. Tato vlastnost CD byla vyuZita a bylo navrzeno mnoho metod zaloZenych na fluorescenci inkluznich
komplextl s CD véetné stanoveni nékolika farmaceuticky aktivnich latek, pesticidd a kovl. Vyhody
fluorescencéni analyzy spocivaji vtom, Ze je schopna stanovit mnohem nizsi koncentrace nez
spektrofotometrickd analyza a je potencidlné selektivnéjsi, protoZe vinové délky excitace i emise se

u jednotlivych latek lisi. DCF tvofi inkluzni komplex s CD nejcastéji v poméru 1:1 [9][10].

Stanovenim DCF za pfitomnosti CD a studiu tvorby komplexu se vénuji nasledujici prace. Tyto prace
byly vyhledany pomoci databaze PubMed. Pfi vyhledavani byla zadavany klicova slova: diclofenac,
cyclodextrin, spektrofluorometric, determination. Pfi vyhleddvani s vySe uvedenymi klicovymi slovy

byly nalezeny i ¢lanky, u kterych byl pouzit ibuprofen jako testované lécivo.
Shrnuté vysledky resersi jsou uvedené v Tabulce 2.

V resersnich pracich (Tabulka 2) byly pouzity hlavné CD typu o a 3. Poméry CD : DCF byly v nalezenych
pracich vidy 1:1. Koncentrace CD byly v rozsahu 1-4x102 mol/I, pfiéemz ve vét$iné p¥ipadd byla zvolena
koncentrace 1x102 mol/l. Koncentrace DCF, které byly v téchto pracich stanovované, lezely v rozmezi
2x10°% — 3x10™ mol/l. PouZité excitacni a emisni vinové délky komplext s CD byly 289 a 362 nm, pokud

nebyla vyuzita derivatizace nebo dalsi fluorofor.
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Tabulka 2: Vysledky reserse praci zabyvajicich se fluorimetrickym stanovenim DCF za vyuZiti CD nebo derivatizace

Teplota EXa EM
Chemikalie Koncentrace | Pomér Redéni roztokd Upravy Detekce test. roztokt (°C) vinova Citace
(mol/l) DCF : CD délka (nm)
DCF sodna sul 5,7x10° Uprava pH pomoci EX: 289
1:1 Destilovana voda NaOH a HCIO4 Fluorimetricka 20 EM: 362 [8]
o-CD 1x 1072
DCF sodna sul 2x10° Uprava pH pomoci Fluorimetricka EX: 289
B-CD 1 x 102 1:1 Destilovana voda NaOH a HCIO4 20 EM: 362 [13]
DCF sodna sul 3x10* Deionizovana Pyren (1x107 mol/l) EX: 340
o/B/y-CD 0-4x10? 1:1 a destilovana jako fluorofor Fluorimetricka 25 EM: 350- [14]
voda 450
ibuprofen Tablety EX: 226
[B-CD 1x107? 1:1 Destilovana voda | Uprava pH pomoci Fluorimetricka 20+0,1 EM: 290 [15]
NaOH
DCF 2 (5,5)x 10°® EX: 289
a/p-CD 1 x 1072 1:1 Destilovana voda | Uprava pH pomoci Fluorimetricka 20 EM: 362 [8],[10]
NaOH, HCIO4
DCF (voltaren) Tablety Boritanovy pufr (0,1 Zahtati 30 min na EX: 464
7-fluor-4- 1:1 Methanol mol/l) Fluorimetricka 70 °C a nechano EM: 521 [16]
nitrobenzo-2- 0,2 mg/ml vychladnout
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oxa-1,3-diazol

(NBD-F)

Derivatizace

(NBD- F)
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3.3. Spektrofluorimetrie

Spektrofluorimerie je analyticka technika, kterd je zaloZzena na studiu fluorescencnich spekter a jejich

vyuZiti pro citlivé a selektivni stanoveni analytl [17].

Fluorescence je fyzikalni jev, pfi kterém molekuly absorbuji svételné zareni (nachazeji se v excitovaném
stavu) urcité vinové délky. Cast energie, kterou molekula pfijala ve velmi kratkém &ase (v fadech
femtosekund) vyzafi (dojde k emisi) v podobé svétla o delsi vinové délce (dojde ke snizeni energie

a zméné vinové délky). Posun ve vinové délce je charakterizovan jako tzv. ,Stokestv” posun [18].
3.3.1. Charakteristika spektrofluorimetrie a fluorescencnich spekter

Excitani spektrum vyjadfuje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce budiciho zareni
s konstantni intenzitou. Maximum excitace odpovidd vinové délce, ktera zplsobuje maximalni

fluorescenci [19].

Emisni spektrum vyjadfuje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce emisniho (sekundarniho)

zareni pti konstantnich podminkach excitace [19].

StokesUv posun vyjadfuje, Ze vinova délka excita¢niho zareni je nizsi neZ vinova délka emisniho zareni
(analogicky k porovnani jejich energie Eex> Eem) [17]. Energie emise je typicky vyrazné mensi nez
energie excitace. Proto fluorescence vykazuje mensi energie (Stokesliv posun) a vétsi vinové délky
(Anti-Stokeslv posun). Tento jev byl poprvé pozorovan Sir. G. G. Stokesem v roce 1852 [20], pozdéji byl

tento jev nazvan jako tvz. Stokes(v posun.

Obrazek 3 zobrazuje excitacni (absorpéni) a emisni spektrum fluorescein 5-isokyanatu. Kdy rozdil

maxim obou spekter odpovida Stokesovu posunu.
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Obrdzek 3: Absorpéni a emisni spektrum fluorescein 5-isokyandtu [18]

K hlavnim charakteristikdm fluorescence patfi [21]:
Intenzita — pocet fotonl prochazejicich v daném sméru jednotkovou plochou za jednotku ¢asu

Spektralni sloZeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval vinovych délek

nebo frekvenci
Polarizace — smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny

Doba dohasindni — je dana vnitfni dobou Zivota excitovaného stavu, z néhoz dochazi k emisi;

Uzce souvisi s pochody vedoucimi k nezafivé deaktivaci tohoto stavu

Koherencni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin
3.3.2. Instrumentace — spektrofluorimetr

Analytické metody (méfici fotoluminiscenci) jsou zamérené na vyhodnoceni interakce excitacniho

zareni s analyzovanou latkou [21].

Nejvice se uplatnily spektrofluorimetry (dalsi mozZnosti jsou fluorimetry). Pro méfeni emisniho
a excitacniho zareni se vyuziva pfistroj spektrofluorimetr, jehoz hlavni vyhodou je, Ze snima zaznamy

obou typ( spekter [19].
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Idedlni spektrofluorimetr (a jeho komponenty) by mély mit nasledujici vlastnosti: Zdroj svétla by mél
poskytnout konstantni vystup fotond na vSech vinovych délkach. Monochromator by mél se stejnou
ucinnosti prochdzet fotony véech vinovych délek. U¢innost monochromatoru by méla byt nezavisla na

polarizaci. Detektor by mél detekovat fotony vSech vinovych délek se stejnou uUcinnosti [22].

Spektroflouorimetry s témito idedlnimi vlastnostmi nejsou k dispozici a je tfeba provést kompromisy
ve vybéru komponent a tim korigovat neidedlni odezvu pfistroje [22]. Pfi analyze vzorku, ktery je nutno
zfedit vhodnym rozpoustédlem, nesmi toto rozpoustédlo fluoreskovat a ani absorbovat [19]. Na

Obrazku 4 jsou zobrazeny a popsdny soucasti spektrofluorimetru.

SPEKTROFLUORIMETR

;|
|
AN

|VZOREK I

MONOCHROMATOR .
FLUORESCENCNI
" DETEKTOR

~ EMISNI |
EXCITACNI MONOCHROMATOR

Obrazek 4: Popis a soucdsti spektrofluorimetru [19][23]

Spektrofluorimetr obsahuje intenzivni zdroj svétla v UV a viditelné oblasti spektra. Jako svételné zdroje
se pouzivaji vysokotlaké xenonové a rtutové vybojky, lampy (wolfram-halogenova) a laserové diody
(laser). Excitacni zareni (budici zafeni) vychazi ze zdroje svétla a prochazi monochromatorem [17].
Monochromatory slouzi k rozptyleni bilého nebo polychromatického svétla do rliznych barev nebo
vinovych délek. To miZe byt provedeno pomoci filtr(i, hranoll nebo difrakénich mrizek. Ke specifikacim
monochromdtoru pat¥i rozptyl, G¢innost a Grover rozptyleného spektra. Sitky $térbiny jsou variabilni
a monochromator bude mit jak vstupni, tak vystupni $térbinu. Sitka $térbiny se vyjadfuje v nm. V&tsi
Sirky Stérbiny poskytuji vyssi intenzitu signalu, ale proto i vysSsi pomér signdlu k Sumu. Mensi Sirky
Stérbiny poskytuji vyssi rozliseni latek, na ukor intenzity svétla [19]. Pfi méfeni fluorescencnich emisnich
spekter je excitacni monochromator nastaven na pevnou vinovou délku excitacniho (budiciho) zafizeni
a vinové délky vychazejici zemisniho monochromatoru se méni. Pfi mérfeni excitacnich spekter je
vinova délka emisniho monochromatoru pevné nastavena a plynule se méni excitacni vinova délka [24].
Dale se svételny zdroj dostavd z monochromatoru do kyvetového prostoru, kde je kyveta

s analyzovanou latkou a zareni dopada na vzorek. Kyvety jsou ze vSech stran ciré ajsou vétSinou
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kfemenné [19]. Vysledné emitované fluorescencni zareni latky (méreného vzorku) je pod Uhlem 90°
snimano pres emisni monochromator a dopada na detektor. K detekci se pouzivaji fotondsobice nebo
polovodi¢ové detektory (lavinova fotodioda, array detektory) [19]. Spektrofluorimetr je ovladany
a propojeny s ovladacim programem, ktery umoZiuje zdznam vyslednych spekter (emisnich

a excitacnich).

Na obrazku 5 je zobrazen spektrofluorimetr, konkrétné se jedna o Spektrofluorimetr RF 6000

(Shimadzu), ktery byl pouZivan pti méreni.

Obrdazek 5: Spektrofluorimetr RF 6000

3.3.3. Vyuziti spektrofluorimetrie

Spektrofluorimetrie je vsoucasné dobé vyuzivana v celé radé oborl zejména pro svoji citlivost
a selektivitu. Uplatnéni nachazi od potravinarského primyslu (kde se hodnoti kvalita potravin), pres
kriminalistiku, imunochemii, farmaceuticky préimysl, dokonce i medicinu. Casto se citlivost a selektivita
spektrofluorimetrické detekce vyuziva v zapojeni s prltokovym systémem s kontinudlnim pritokem,
jako je napfiklad sekvenéni injekéni analyza (SIA). Déle ji mizeme vyuZit napfiklad pro stanoveni pH
uvnitf bunék, zkoumani Zivotnosti bunék, stanoveni rychlosti proliferace bunék a zejména ve formé

fluorescenéniho znaceni i ve spojeni s mikroskopii [25].

3.4. Priitokové neseparacni analytické techniky

Jedna se o techniky kinetické. Jsou zaloZeny na principu vsttikovani definovaného objemu vzorku.
Vzorek je pomoci nosného proudu unasen do detektoru. Tyto techniky vyuZivaji fizenou disperzi, ¢im

se zajisti promiseni vzorku s Cinidlem, coZ vede k vytvoreni detekovatelného produktu. Tento produkt
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je vyhodnocen detektorem diky signdlu ve formé piku. Namérené hodnoty se nasledné porovnavaji

a nejcastéji vyhodnocuji na zakladé priamérné hodnoty vysek tfi signala [26].
Mezi neseparacni pratokové analytické techniky patfi:

Kontinualni pritokovd analyza (CFA), segmentovand prltokova analyza (SFA), prltokova injekéni

analyza (FIA), v této diplomové praci pouzivana sekvencni injekéni analyza (SIA) a metoda SIA/BIA [27].
Struéné jsou jednotlivé techniky rozebrané nize [27]-[30]:

Kontinualni pritokova analyza (CFA) - U této priitokové techniky je kontinualné davkovan nosny

proud (ptipadné Cinidlo) avzorek do pratokového systému. Kchemické reakci (tvorbé
produktu) dochazi v pritokovém systému, od prvniho kontaktu vzorku a ¢inidla. Analyza trva
pomérné dlouho, protoZe se ¢ekd na kvantitativni pribéh dané reakce, aje zde ivysoka

spotfeba reagencii (vzorkd a dalSich roztoka).

Segmentovand pratokova analyza (SFA) - Tato technika byla vyvinuta z CFA. Je zaloZena na

kontinualnim toku nosného proudu, ale jednotlivé vzorky jsou od sebe oddélené vzduchovou
bublinou. Vzduchovd bublinka je odstranéna, neZ se dostane k detektoru. Kvili ustéleni
rovnovahy je zde opét dlouhd doba méreni. Nevyhodou je sice nizsi, ale stale vysoka spotieba

¢inidel.

Pratokovd injekéni analyza (FIA) — Je to nestacionarni technika, ktera ptinasi zrychleni analyzy

(nemusi se cekat na rovnovahu). Peristaltickym cerpadlem jsou do systému cerpdna cinidla,
nosny proud (ale i pufry a dali pomocné latky nutné k reakci). Cerpadlo zplsobuje pulzovani,
coz vede ke zhorSeni vysledkll a k nepravidelné rychlosti toku. Vzorek je davkovan do
pratokového systému injekénim ventilem. K miseni vzorku a Cinidel dochazi pfi souvislém
jednosmérném toku priatokovym systémem smérem k detektoru. FIA je ale vykonnéjsi technika

oproti CFA a SFA, dokazZe pracovat az 120 vzork( za hodinu.

Sekvencni injekéni analyza (SIA) — Je zajistén obousmérny tok diky pouziti pistového cerpadla,

které zarucuje bezpulzni tok nosného proudu, také zajistuje obousmérny pratok v systému
a efektivnéjsi miseni. Selekéni ventil umoznuje presné davkovani objeml roztokd, atedy
sniZuje jejich spotfebu. Celd soustava je fizena pomoci pocitacového programu. Vice je tato

technika popsana v nasledujici kapitole 3.5.

Miniaturizaci SIA systému, vznikla technika, kterd se nazyva Lab-On-Valve SIA/BIA. Vyhodou

této modifikace je, Ze mohou byt aspirovany malé ¢astice pevného sorbentu a automatizovan

postup SPE extrakce s obnovitelnym povrchem sorbentu.
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3.5. Sekvencni injekcni analyza

Tato prltokova analyticka technika (SIA) byla vyvinuta jako zdokonaleni pritokové injekéni analyzy
(FIA), diky tomu doslo k odstranéni nevyhod FIA. SIA technika byla vyvinuta v roce 1990, za jejim
zrodem stoji prof. J. RGZi¢ka a jeho vyzkumny tym [31]. Tento vyzkumny tym dokazal vyvinout systém,
ktery je rychly, vyuziva levné pristrojové vybaveni a postup méreni je plné automatizovany. Mezi dalsi
vyhody této techniky mizeme zahrnout napfiklad nizkou spotfebu vzorkd, ¢inidel i nosného proudu

[32]
3.5.1. Princip SIA

SIA metody vyuZivaji princip, jehoZ typickym rysem jsou oddélené méftici cykly. Systém vyuziva predem
naprogramované kroky méreni, které jsou provedeny v synchronizaci s prepindnim selekéniho
vicecestného ventilu, coz je dllezité pro opakovatelnost vysledkd. To zajistuje pocitac s pfislusnym
softwarem, ten jednotlivé kroky kontroluje a na konci analyzy také vyhodnoti data ziskand danym

méreni [31].

Jednorazoveé nejprve dojde k aspiraci nosného média, vzorku a cinidla pomoci selekéniho vicecestného
ventilu a pistového cerpadla. Nasledné je pohyb pistu cerpadla obriacen adochazi k promiseni
aspirovanych roztok( (dokonalé promiseni zon vzorku a ¢inidla). Vysledny produkt reakce je dopraven
k detektoru, kde je zméren signal ziskaného produktu a poté v pocitaci (pomoci ovladaciho programu)

vyhodnocen [31].

Obrazek 6 nazorné popisuje princip méreni v SIA systému v jednotlivych krocich.
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SAMPLE REAGENT DETECTOR

Obrdzek 6: Zobrazeni principu SIA metody [28][30]

(Carrier = nosny proud Detector = detektor ~ MPV = vicecestny seleké¢ni ventil
Cervena barva (Sample) = testovany vzorek Zluta barva (Product) = Produkt
Tmavé modra barva (Reagent) = Cinidlo)
e A —aspirace testovaného roztoku (vzorku)
e B —aspirace Cinidla
e C—promichani ¢inidla se vzorkem v misici civce
e D —obraceni sméru toku smérem k detektoru a zlepseni tvorby komplexu (produktu)

e E —detekce produktu v detektoru a nasledné vyhodnoceni signalu

3.5.2. Pristrojové vybaveni pouzivané v SIA

SIA systém se sklada ze dvou hlavnich ¢asti. Jedna se o pritokovou ¢ast a méfici ¢ast. Jednotlivé
komponenty jsou mezi sebou propojené pomoci tenkych hadicek vyrobenych vétSinou z rliznych

polymernich materialt [33].

Jednou z hlavnich komponent pratokové casti SIA systému je pocitac s prisluSnym softwarem
a ovladacim programem, ktery ovlada cely proces méreni a pomoci kterého jsou ménény podminky
méreni [34]. Software ovlada jednokanalové obousmérné pistové Cerpadlo, které generuje definovany
tok nosného proudu. Cerpadlo je napojené na misici civku, kde jsou aspirované roztoky smiseny

a vznika zde vysledny produkt méreni. Dalsi soucasti je vicecestny selekéni ventil. Jedna se komponentu,
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ktera fidi fazeni jednotlivych zén v misici civce, zajistuje aspiraci roztokd a jejich transport smérem
k detektoru. Nejcastéji se setkdme s 6-10-cestnym selekénim ventilem [31]. Selekéni ventil je obvykle

vyrobeny z chemicky odolnych polymer( (stator) a poly(tetrafluorethylenu) (rotor) [35].

Do meéfici ¢asti SIA systému nalezi detektory. Jejich vybér neni systémové omezen, zdlezi na druhu
zvolené analytické metody. PouZivaji se zejména spektrofotometry, fluorescenéni detektory

a elektrochemické detektory s vhodnymi pritokovymi celami [31].

Na Obrdazku 7 je schematicky zobrazeno jedno z moznych zapojeni SIA systému.

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

DETECTOR

CARRIER SAMPLE

AUX.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrdzek 7: Schéma SIA systému [28]
(carrier — nosny proud, syringe pump — pistové ¢erpadlo, holding coil — misici civka, waste — odpad,

sample — vzorek, reagent — Cinidlo, detector — detektor, aux. pump — pomocné cerpadlo)

Pred detektorem muZe byt umisténa jesté jedna civka, tzv. reakcni civka. Reakéni civka zajistuje
adekvatni promiseni zén vzorku a ¢inidla, aby bylo vytvoreno detekovatelné mnoZstvi reakéniho

produktu [35].

3.5.3. Vyuziti SIA systému

V 90. letech 20. stoleti se SIA uplatfiovala pfi stanoveni anorganickych iontl a jednoduchych
organickych latek vcetné léciv. V soucasnosti je SIA technika vyuZivana hlavné pro rychlost analyzy,
spolehlivost, jednoduchost, moZnosti analyzy vétsi série vzork(,, plnou automatizaci [31]. Tato

analytickd technika byla Uspésné aplikovana pfi stanoveni analytl ve vzorcich potravin a napoja.
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Detekce byla provedena za pomoci spektroskopickych, turbidimetrickych a elektrochemickych metod
[36]. SIA techniku lze vyuZivat iv pramyslovych odvétvich. K hlavnim oblastem primyslu mizeme
zaradit napfiklad monitorovani bioprocesl, rozbor odpadnich a povrchovych vod (zemédélstvi)
a petrochemii [37]. V oblasti farmacie se tato technika muiZe pouZit pfi stanoveni obsahu latek
v substancich, 1ékovych formach a biologickych materidlech s vyuZitim automatizace kroku pfipravy
vzorku. Své uplatnéni nachazi i pfi stanoveni obsahové stejnomérnosti v Iékovych formdch. Dale pfi
monitorovani disoluéniho procesu pevnych lékovych forem a k zjistovani vazby |é€iv na bilkoviny. SIA se
stala nedilnou soucasti pfi praci ve vyzkumu, kdy je tato metoda aplikovana diky snadné a rychlé
optimalizaci, moZnosti sledovat reakcni kinetiku a moZnosti programovatelné Upravy reakénich

podminek [28].
3.5.4. Ovladaci program SIA
V této diplomové praci byly pouZivany nasledujici programy a ovladaci operace.

SIA systém je propojeny s pocitacem. Ten fidi jednotlivé kroky pomoci programu FlALab for Windows

5.0. Pfi otevreni tohoto programu se otevie hlavni panel s nastroji (Obrazek 8) [38].

Instruments Options About 25.3.2024 12:02:21

o | e R R
i H
s il e, 0 et
FlAlak Spectrometer| A/D Card Autosampler Heater Program Analysis Exit

Obrdzek 8: Hlavni panel programu FIALab for Windows 5.0
Pfed méfenim je potfeba zajistit, aby byl SIA systém pfipojeny a komunikoval s Cinnosti selekéniho
ventilu a pistového Cerpadla. Proto je tfeba nejprve SIA systém pfihlasit (Obrazek 9). V tomto modulu
je také moiné ménit sestavu SIA systému, pokud jsou pripojeny jiné/dalsi soucasti systému. Déle je
potieba sestavit ovladaci program, ktery bude SIA systém vykondvat. V modulu Program je mozné
vytvofit novy ovladaci program pomoci prikazl v pravém sloupecku, nebo miZeme otevfit jiz vytvoreny
ovladaci program (ikona ,Open“). Pro méfeni a uvedeni SIA systému k ¢innosti staci kliknout na ikonku
»Start”. Na Obrazku 10 je zobrazen program, ve kterém lze vytvofit a nasledné spustit méreni v SIA
systému. Konkrétni ovladaci programy jsou popsany v Experimentalni Casti ajsou také uvedeny

v Priloze.
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Obrdzek 9: Panel pro propojeni ovladaciho programu s SIA systémem
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Obrdzek 10: Tvorba a spusténi programu pro méreni SIA
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4. Experimentalni cast

s

4.1. Pouzité pristroje

Pro vazZeni presnych navazek testovaného léciva (DCF) a testovanych cyklodextrind (CD) byly

pouzity analytické vahy SARTORIUS 2004 MP (Némecko)

Spektrofluorimetr RF 6000 (Shimadzu Europe GmbH, Némecko) kontrolovany pomoci

LabSolutions RF, méreni provadéno v rezimech Spectrum a Time Course.

Kfemenna fluorimetrickd kyveta, optickd drdha 1 x 1 cm (Agilent Technologies, Open-top

UV quartz cell, 10 mm, objem 3,0 ml, Némecko)

Kfemenna pritokova fluorimetricka kyveta (Suprasil® quartz, spektralni rozsah 200—2500 nm,

délka drahy 3 x 3 mm, objem komory 100 ul) (Hellma Analytics, Némecko).

MicroSIA systém, FlAlab Instruments, (USA), s Sesticestnym selekénim ventilem a 2,5 ml
pistovym cerpadlem ovlddany pomoci FIAlab software for Windows 5.0, FlAlab Instruments

(USA)

BéZné laboratorni sklo a pomucky — Spojovaci material: hadicky z teflonu (PTFE)

4.2. Pouzité chemikalie

Ultracistd voda pfipravena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové ptistrojem Milli-Q Direct

Water Purification System (Merck spol. s.r.0., Ceska republika)
o Redéni roztokd, promyti systému SIA, nosné médium v SIA systému
Ethanol denaturovany 96% od firmy Lihovar Kolin, Ceska republika

Sodna sal diklofenaku, €. SarZe: DS/0405/120B, Akreditovana laboratof Katedry analytické

chemie

Karboxymethyl-o-CD > 97% — Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
(2-hydroxypropyl)-y-CD — Fluka, Némecko

Sodna sl karboxymethyl-B - CD Sigma — Aldrich, Praha, Ceskd republika
Sukcinyl-B- CD — Fluka, Némecko

0.-CD, sulfatovand forma sodné soli — Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
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e -CD-hydrat — Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

e y-CD, minimum 99% — Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

e B-CD sulfatovana sodna stl — Sigma — Aldrich, Praha, Ceskd republika
e B-CD hydréat — Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

e (2-hydroxypropyl)-a -CD — Fluka Chemika, Svycarsko

e Dimethyl-B- CD- Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

e Hydroxypropyl-B- CD- Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

e Karboxymethyl-y- CD— Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika

kultivaéni médium Gibco Opti-MEM reduce serum (Life Technologies Corporation, USA)
4.3. Pfiprava roztoku

Jednotlivé chemikalie byly vdzeny na analytickych vahach a nasledné rozpustény a fedény ultracistou

vodou do poZadovanych koncentraci, ve sklenénych odmérnych barikach potrebnych objema.

Roztok sodné soli diklofenaku

Zasobni roztok DCF byl pfipraven v koncentraci 1x102 mol/l v objemu 50 ml supergisté vody. Molarni
hmotnost DCF sodné soli je Mr = 318,13 g/mol. Vzorec pro vypocet navazky: m = ¢ x Mr x V=
0,01 x 18,13 x 0,05= 0,15907 g. Vzorovy vypocet byl pouZit pro dal3i (nizsi) koncentrace DCF (1x1073 -
1x10°® mol/l) a jednotlivé navéazky byly fedény superéistou vodou do banék o objemu 5 ml, popfipadé
byl zasobni roztok fedén supercistou vodou pro ptipravu roztokd o nizsich koncentracich (u koncentraci
1x107% - 1x10°® mol/l). Roztok byl uchovéavan v lednici a pfed méfenim byl ponechdn 30 minut mimo
lednici, aby se ustdlil na laboratorni teplotu. Pozdéji byl roztok DCF uskladnén rovnou za laboratorni

teploty, protoZe bylo experimentalné zjisténo, Ze teplota ma velky vliv na tvorbu komplex(t DCF s CD.

Roztoky testovanych cyklodextrin(i

Jednotlivé CD byly pfipraveny v koncentraci 1x10°2 mol/| a fedény opét superéistou vodou v odmérnych
barnkach o objemu 25 ml, konkrétni hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 3. Uskladnény byly v chladnicce

pfi teploté 2-8 °C, pozdéji byly stejné jako roztoky DCF ptipraveny v ¢as potreby pfi laboratorni teploté.

Tabulka 3: Prehled pouZitych CD, jejich moldrni hmotnosti a navdZzky, které byly redény supercistou vodou

o-CD-hydrat 972,86 0,2432
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[3-CD sodna sul 1134,98 0,2837
[3-CD hydrat 1137,01 0,2843
a-CD sulfatovand sodnd 1070,92 0,2677
sul
v-CD minimum 99% 1297,12 0,3243
(2-hydroxypropyl)-a.-CD 1180,00 0,2950
(2-hydroxypropyl)- y-CD 1580,00 0,3950
Hydroxypropyl-- CD 1375,36 0,3428
Karboxymethyl-a-CD 1045,00 0,2613
Karboxymethyl-3-CD 1541,20 0,3853
Karboxymethyl-y-CD 1355,16 0,3388
Dimethyl-B-CD 1331,40 0,3329
Sukcinyl-B- CD 1833,50 0,4584

Priprava komplexd DCF:CD

Pro experiment byly pouZivany komplexy DCF:CD v rliznych pomérech (1:1, 1:2, 2:1) arlznych
koncentracich. Byly pfipraveny z predem pfipravenych zasobnich roztokd, které byly zfedény
supercistou vodou do pozadovanych koncentraci. Uskladnény byly ze zacatku v lednicce, ale pozdé;ji
(v ndvaznosti na vysledky experimentalnich méreni) byly uskladnény za laboratorni teploty a méreny

jak v Cas pfipravy, tak i den po smiseni pfi laboratorni teploté (vyssi signal vznikajiciho komplexu).
4.4. Experimentalni podminky luminiscencniho stanoveni DCF

V rdmci experimentd pro testovani luminiscenéniho stanoveni DCF byly pouzity nasledujici pfistroje:

Spektrofluorimetr Shimadzu RF 6000 a MicroSIA systém.

4.4.1.Spektrofluorimetr

Spektrofluorimetr pouzivany pti experimentu byl vybaveny xenonovou lampou o vykonu 150 W,
dualnim monochromatorem pro méreni excitacni a emisni vinové délky v rozsahu 200-800 nm, 1 cm
fluorimetrickou manualné plnénou kyvetou o objemu 3 ml, pritokovou kyvetou o objemu 100 pl, ktera
byla pouZita pro propojeni s pratokovym systémem. DlleZitou soucasti byl ovladaci program

LabSolutions RF pro nastaveni parametrd méreni, ovladani, ukladani a vyhodnoceni ziskanych dat.

4.4.1.1. Pfredbéziné testovani luminiscencnich vlastnosti komplexti DCF:CD

Pfedbézné testovani bylo provedeno s vyuZzitim manudlné plnéné fluorescencni kyvety a testovani
jednotlivych CD samostatné a v komplexu s DCF v rlznych pomérech. Bylo potreba zjistit, v jakych
vinovych délkach vykazuje DCF a CD excitacni a emisni maximum promérenim obou typu spekter. Proto

byla ve spektrofluorimetru vyuzita funkce ,Spectrum” a v nastaveni byly testovany parametry jako
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rozsah spekter, Sitka Stérbiny pro EX a EM zareni, data interval, rychlost skenovani a také citlivost

detektoru (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Souhrn nastaveni spektrofluorimetru pro predbéznd mereni EX a EM spekter

Typ spektra
Excitacni

Zacatek EX vinové délky (nm) 200,0
Konec EX vinové délky (nm) 500,0
EM vinova délka (nm) 362,0

Data interval (nm) 1,0
Rychlost skenovani (nm/min) 600,0

EX Bandwidth (nm) 3,0

EM Bandwidth (nm) 3,0
Citlivost High

Typ spektra
Emisni

Zacatek EM vinové délky (nm) 300,0
Konec EM vinové délky (nm) 600,0
EX vinova délka (nm) 289,0

Data interval (nm) 1,0
Rychlost skenovani (nm/min) 600,0

EX Bandwidth (nm) 3,0

EM bandwidth (nm) 3,0
Citlivost High

NejdFiv bylo nastaveni spektrofluorimetru vyzkouseno pro a-CD-hydrat. Poté byl proméren komplex a-
CD-hydrat : DCF v poméru 1:1, nasledné v poméru 1:2 a 2:1. Stejné podminky méreni byly testovany

i se sodnou soli sulfatovaného [3-CD.

Koncentrace testovanych CD byla 0,01 mol/I a DCF 1x10° mol/l, stejné koncentrace byly pouZity u viech
testovanych CD a vSechny roztoky byly fedény supercistou vodou. Jednotlivd méfeni se lisila rozsahem

excitacniho a emisniho spektra a velikosti Stérbin.

Z dosazenych vysledkl bylo upfesnéno nastaveni spektrofluorimetru na optimalni podminky uvedené

v Tabulce 5.

Tabulka 5: Souhrn findIniho nastaveni spektrofluorimetru pro EX a EM spektra

Typ spektra
Excitacni

Zacatek EX vinové délky (nm) 200,0
Konec EX vinové délky (nm) 500,0
EM vinova délka (nm) 364,5

Data interval (nm) 1,0
Rychlost skenovani (nm/min) 600,0
EX Bandwidth (nm) 20,0
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EM Bandwidth (nm) 20,0
Citlivost High
Typ spektra
Emisni

Zacatek EM vinové délky (nm) 300,0
Konec EM vinové délky (nm) 600,0
EX vinova délka (nm) 290
Data interval (nm) 1,0
Rychlost skenovani (nm/min) 600,0
EX Bandwidth (nm) 20,0

EM bandwidth (nm) 20,0
Citlivost High

4.4.1.2. Vybér CD za pouziti manualné plnéné kyvety

Po zjisténi podminek méreni bylo tfeba otestovat jednotlivé CD. Spektrofluorimetr byl nastaven jako je

popsano v Tabulce 5.

Postupné bylo proméreno vsech 13 CD (viz. Kapitola 4.2.). Jednotlivé CD byly méfeny v poméru 1:1
s DCF av poméru 1:1 se supercistou vodou. DCF byl vyuZivdn ze zdsobniho roztoku uskladnéného
v ledniéce a pred mérenim byla jeho teplota po dobu 30 min ustdlena na laboratorni teplotu
(koncentrace DCF byla 1x10° mol/l). Jednotlivé CD byly pfipraveny v ¢as potfeby o koncentraci
0,01 mol/I.

4.4.1.3. Stabilita vybranych komplexti CD s DCF

Nasledné byly méreny vybrané CD (Tabulka 6). Spektrofluorimetr byl nastaven tak, jak je zobrazeno
v Tabulce 5. Jednotlivda méreni byla opakovana v intervalu 5 min a byl sledovan pokles nebo nar(st

signalll testovanych komplexd.

Tabulka 6: Prehled komplexd CD: DCF

a-CD-hydrat : DCF 1:1,1:2

[3-CD sulfatovana sal : DCF 1:1,1:2
0.-CD sulfatovana sodna stl : DCF 1:1
[3-CD hydrat : DCF 1:1
v-CD : DCF 1:1
Karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1
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4.4.2. SIA

Spojeni s FL
, detektorem
Pistové
Cerpadlo

Obrazek 11: Schéma pouZitého SIA systéemu

SIA systém (viz Obrazek 11) byl ovladany pomoci programu FlAlab for Windows 5.0. Systém SIA se
skladal z pistového obousmérného cerpadla, které umoziuje rychlou a jednoduchou zménu sméru
toku nosného proudu pfi plnéni nebo vyprazdiiovani objemu pistu. Poloha dvoucestného ventilu IN
umoznila nasdvat nosny proud do dutiny pistu ¢erpadla. Poloha dvoucestného ventilu OUT umoznila
spojeni s misici civkou. Ddle systém obsahoval misici civku, slouZici k promiseni dvou ¢&i vice
aspirovanych zon malého objemu. DlleZitou soucasti SIA systému byl Sesticestny selekéni ventil (pozice
1-6 obvodové porty, v pozicich 1 a 6 spojen s odpadem). Pozice 2-4 byly uréeny pro aspiraci testovanych
roztokd (CD, DCF, pripadné supercista voda) a pozice 5 byla propojena s pritokovou celou detektoru
(spektrofluorimetr). Nosnym médiem pro experiment byla supercista voda. Méreni probihalo pomoci

pfedem naprogramovaného ovladaciho programu.

4.4.2.1. SIA ovladaci programy

Pred kazdym mérenim byl cely systém minimalné dvakrat promyt supercistou vodou. Aspirace nosného

proudu byla nastavena na 1000 pl s pratokovou rychlosti 70 pl/s.

Porty 2, 3, 4 a6 byly promyty supercistou vodou objemem 200 pl, pfi pritokové rychlosti 70 pl/s.

Nakonec byl promyt i port 5 a s nim pritokova cela detektoru pritokovou rychlosti 40 pl/s.
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Dale bylo naprogramovano 5 ovladacich program(. Jedna se o program 1 umozZiujici aspiraci DCF a CD
ze 2 ruznych portl selekéniho ventilu. Dale o program 2 saspiraci DCF a CD predem smisenych
a aspirovanych pouze z jednoho portu, program 3 promisil DCF a CD v misici civce pomoci zmény sméru
toku, program 4 umoznil DCF a CD v misici civce zastavit a po zvolené dobé transportovat do detektoru.
Posledni program 5 promisil zménou sméru toku a zastavil aspirované roztoky v misici civce pred jejich
detekci. U téchto programl byla nastavena prltokova rychlost 30 pl/s aaspirované objemy
jednotlivych roztokl 30 pl (pfi poméru komplexu CD : DCF 1:2 byl objem aspirovaného DCF 60 pl).

Vybrané programy jsou popsany v Pfiloze.
4.4.2.2. Fluorimetrické méreni v SIA systému

Dalsi méreni jiz bylo provadéno v SIA systému s pritokovou kyvetou a s vyuZitim modulu ,Time course”

v LabSolutions softwaru spektrofluorimetru. Tabulka 7 uvadi nastaveni detektoru.

Tabulka 7: Nastaveni spektrofluorimetru pri vyuZiti programu , Time course”

EX Wavelength (nm) 290,0
EM Wavelenght (nm) 380,0
Timing Mode Auto
Time unit Second
Total time razny v zavislosti na délce méreni
Cycle time (s) 0,10
EX Bandwidth (nm) 20,0
EM Bandwidth (nm) 20,0
Sensitivity High
Accumulation Time (s) 1

Podminky méreni v SIA systému

Vsechna priitokova méreni byla provadéna trikrat. Koncentrace CD byly 0,01 mol/l a koncentrace sodné
soli DCF byla 1x10™ mol/I. Roztoky CD byly nové pfipraveny v den méfeni a uchovany pfi laboratorni
teploté. Zatimco roztok sodné soli DCF byl uskladnén v lednici a byl 30 min pfed méfenim ustdlen na

laboratorni teplotu.

Nejprve byl proméfeny komplex a.-CD-hydrat : DCF v poméru 1:2, aby byly zjistény optimalni podminky
méreni v pritokovém systému. Pfi tomto méreni byl vyuzit SIA program 1, tedy roztoky byly pfipraveny
do dvou banék, ze kterych byly aspirovany do SIA systému, kde byly smiseny a poté detekovany. Byl
testovan rlzny ,accumulation time” (1 s, 500 ms, 200 ms, 100 ms, 50 ms, 20 ms a 10 ms). Déle byla

promérena rizna pritokova rychlost (50 pl/s, 40 pl/s, 30 ul/s, 25 ul/s, 20 pl/s, 15 pl/s).

Jako dalsi byl vyzkousen ovladaci program 3. Tento program zajistoval, Ze aspirované roztoky byly
promichany v civce SIA systému a poté byly detekovany (jednalo se o dvojité promiseni). Pritokové

rychlosti pfi tomto méfeni byly nastaveny na 30 pl/s, 40 pl/s a 50 pl/s.
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Dalsi pokus byl zaméfen na vyuZiti nového programu 4. Tento ovladaci program umoZnoval aspiraci

testovanych roztokd do misici civky SIA systému z vice portl a nasledné zastaveni v misici civce po dobu

napr. 10 s. Pratokova rychlost pfi tomto méreni byla 30 pl/s. Souhrn testovani a-CD-hydratu popisuje

Tabulka 8. Pfed mérenim a-CD-hydrat : DCF (1:2) z jednoho portu, byl roztok manudlné smisen

odebranim 5 ml a-CD-hydrat a 10 ml DCF do jedné odmérné bariky.

Tabulka 8: Prehled testovani a-CD hydrdtu nebo komplexu a-CD hydrdtu : DCF (H20) s vyuZitim oviddaciho programu 4 nebo

kombinaci programu 2 a 4 pri testovani riizného casu zastaveni v misici civce.

Komplex Pomér Program Testované parametry
a-CD-hydrat : H,0 1:1 Program 4 Aspirovany objem CD 30 pl
Aspirovany objem H,0 30 pl
Cas zastaveni 10 s
a-CD-hydrat : DCF 1:2 Program 4 Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem DCF 60 pl
Cas zastaveni 10 s
a-CD-hydrat : DCF 1:2 Program2a4 Aspirovany objem komplexu 30 ul
Cas zastaveni 10 s
a-CD-hydrat - Program2a4 Aspirovany objem CD 30 ul
Cas zastaveni 10 s
a-CD-hydrat : DCF 1:2 Program 4 Aspirovany objem CD 30 ul

Aspirovany objem DCF 60 pl
Cas zastaveni 10/15/20/25/30 s

Podobné byl testovan karboxymethyl-a.-CD (Tabulka 9).

Tabulka 9: Prehled testovdni komplex( karboxymethyl-a-CD: sodné soli DCF (H,0) za vyuZiti ovlddacich programi 1, 2 nebo
4, pri méreni riznych pritokovych rychlosti nebo riizného casu zastaveni v misici civce.

Komplex

Pomér

Program

Testované parametry

Karboxymethyl-a-CD :

H20

1:1

Program 1

Pritokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem H,0 30 pl

Karboxymethyl-a-CD :

DCF

1:1

Program 1

Pratokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem DCF 30 pl

Karboxymethyl-a-CD :

H20

1:1

Program 2

Pratokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem komplexu 30 ul

Karboxymethyl-o-CD :

DCF

1:1

Program 2

Pratokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem komplexu 30 pl

Karboxymethyl-o-CD :

H.0

1:1

Program 4

Pratokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem H,0 30 pl

Cas zastaveni 10/15/20/25/30 s

Karboxymethyl-o-CD :

DCF

1:1

Program 4

Pratokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem DCF 30 pl

Cas zastaveni 10/15/20/25/30 s
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Testovan byl i (2-hydroxypropyl)-y-CD (Tabulka 10).

Tabulka 10: Prehled testovdni komplext (2-hydroxypropyl)-y-CD : sodné soli DCF (H,0) za vyuZiti oviddacich programi 1 nebo
2, pri méreni riznych pritokovych rychlosti.

Komplex Pomér Program Testované parametry

(2-hydroxypropyl)-y-CD: H,O 1:1 Program 1 Pratokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem H,0 30 pl

(2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF 1:1 Program 1 Pratokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem CD 30 pl
Aspirovany objem DCF 30 ul

(2-hydroxypropyl)-y-CD: H,0 1:1 Program 2 PrGtokova rychlost 30/40/50 pl/s
Aspirovany objem komplexu 30 pul
(2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF 1:1 Program 2 Prltokova rychlost 30/40/50 pl/s

Aspirovany objem komplexu 30 ul

Méreni po 24 hodinach

Testované komplexy roztokl karboxymethyl-a-CD:DCF a (2- hydroxypropyl)-y-CD:DCF byly nasledné na
24 hodin ode dne pfipravy uskladnény za laboratorni teploty a poté znovu proméreny. Komplexy byly
testovany pfi prutokové rychlosti 30 pl/s za vyuziti SIA programu 2. Aspirované objemy komplext byly
30 pl. Nasledné byly vysledky tohoto méreni porovnany s mérenim, kdy dané komplexy roztok( byly

pfipraveny v ¢as potfeby (v den méfeni), Tabulka 11.

Tabulka 11: Prehled podminek testovani vybranych CD po 24 hod uskladnéni za laboratorni teploty

Komplex Pomér Program Testované parametry
Karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 Program 2 Pratokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem komplexu 30 pl
(2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF 1:1 Program 2 Pritokova rychlost 30 ul/s
Aspirovany objem komplexu 30 pl

Méreni pfi zastaveni toku v misici civce

Dalsi méreni bylo zaméreno na testovani kinetiky vzniku komplexu CD : DCF. Nejprve byl vyuZit program
4, ktery umoznoval aspiraci roztok(l ze dvou portli, smés byla zastavena v misici po zvolenou dobu
a nasledné byla detekovana. Cas, po ktery byla smés zastavena v misici civce, byl testovan pro 5 min,
10 min, 20 min (celkova doba , Time course” méreni byla nastavena podle zvolenych interval(), Tabulka
12.

Tabulka 12: Prehled podminek testovdni karboxymethyl-a-CD : DCF (1:1) a (2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF (1:1) pfi riiznych
Casech zastaveni v misici civce a vyuZiti ovladaciho programu 4.

Komplex Pomér Program Testované parametry

Karboxymethyl-a.-CD : DCF 1:1 Program 4 Pratokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem DCF 30 pl

Cas zastaveni 5 min, 10 min, 20 min

(2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF 1:1 Program 4 Pritokova rychlost 30 ul/s
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Aspirovany objem CD 30 ul
Aspirovany objem DCF 30 ul
Cas zastaveni 5 min, 10 min, 20 min

Dale byl vyuZit ovladaci program 5, ktery umoznuje aspiraci roztokd, nasledné je promicha a poté je
zastavi v misici civce na 10 min. Proméfen byl karboxymethyl-a-CD (0,01 mol/I) : DCF (1x10° mol/l)

(1:1) a (2- hydroxypropyl)- a-CD (0,01mol/l) : DCF (1x10 mol/I) (1:1), Tabulka 13.

Tabulka 13: Prehled podminek testovdni karboxymethyl-a-CD : DCF (1:1) a (2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF (1:1) casu zastaveni
v misici civce 10 min a vyuZiti oviddaciho programu 5.

Komplex Pomér Program Testované parametry
Karboxymethyl-o.-CD : DCF 1:1 Program 5 Pratokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem CD 30 pl
Aspirovany objem DCF 30 ul

Cas zastaveni 10 min
(2-hydroxypropyl)-y-CD: DCF 1:1 Program 5 Priitokova rychlost 30 pl/s
Aspirovany objem CD 30 pl
Aspirovany objem DCF 30 ul

Cas zastaveni 10 min

4.5. Méreni kalibracni zavislosti ve vodé

Pro kalibraci byl vybran (2- hydroxypropyl)-y-CD. Ptiprava roztokd CD a DCF byla popsana v kapitole 4.3.
Ke kalibraci bylo nutno zfedit DCF na nizsi koncentrace, fedéni bylo provadéno supercistou vodou.
Méreni bylo provadéno trikrat a nasledné byla ze ziskanych hodnot spocitdna primérna hodnota
intenzit FL signal(. Kalibracni pfimka byla popsana rovnici y=kx+q, kde x je koncentrace, y je hodnota
intenzity FL signalu, k je smérnice pfimky a g je absolutni ¢len smérnice pfimky. Kalibrace byla

hodnocena pomoci linearni regrese, hodnotou determinacniho koeficientu byla hodnocena linearita.

Méreni probihalo v SIA systému ovladacim programu 5 se zastavenim po dobu 1 min, 10 min

v koncentraénim rozmezi 1x10! — 1x10® mol/l, konkrétni koncentrace DCF jsou uvedeny v Tabulce 14.

Tabulka 14: Prehled testovdni komplexu CD : DCF pri testovdni riznych koncentraci DCF, s vyuZitim ovlddaciho programu 5
a rtiznym ¢asem zastaveni v misici civce

Komplex Pomér | Koncentrace Koncentrace Program | Testované parametry
CD (mol/I) DCF (mol/l)
(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x1072 1x10°®, 2,5x10°, | Program 5 | Cas zastaveni 10 min

5x10%, 7,5x10°,
1x107°, 5x107

(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x10°? 1x10°®, 2,5x10°, | Program 5 Cas zastaveni 1 min

5x10%, 7,5x10°,

5x107, 2,5x107,
7,5x107
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Zména koncentrace CD
Méfeni déle pokracovalo zménou koncentrace (2- hydroxypropyl)-y-CD a to na koncentraci 1x10° mol/I

a 1x10™ mol/I (roztoky byly pFipraveny fedénim zasobniho roztoku CD 1x102 mol/I). Koncentrace DCF
byly vybrany 1x10°, 2,5x10°, 5x10°, 7,5x10°, 1x10° mol/|l (roztoky byly uskladnény na 24 hod za
laboratorni teploty). PouZit byl ovladaci program 5 a Cas zastaveni komplexu v misici civce byl nastaven

na 1 min (viz Tabulka 15).

Tabulka 15: Prehled testovdni komplexu CD : DCF pri zméné koncentraci CD, s vyuZitim ovilddaciho programu 5 a ¢casem
zastaveni v misici civce 1 min

Komplex Pomér | Koncentrace Koncentrace Program Testované parametry
CD (mol/I) DCF (mol/I)
(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x10°3 1x10°%, 2,5x10°%, | Program5 Cas zastaveni 1 min
5x10°%, 7,5x10°®,
1x10°
(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x10* 1x10°%, 2,5x10°%, | Program5 Cas zastaveni 1 min
5x10°%, 7,5x10°®,
1x10°

Méfeni roztokl uskladnénych 1-2 dny za laboratorni teploty
Ndsledujici méreni se lisilo od predchozich tim, Zze byly vyuzity roztoky, které byly uskladnény 1-2 dny

za laboratorni teploty a nasledné bylo provedeno méreni. Promérené kombinace CD a DCF jsou

uvedené v Tabulce 16.

Provedeni a podminky méreni byly shodné jako v predchozim méreni.

Tabulka 16: Souhrn podminek méreni pro proméreni roztokd, které byly uskladnény 1-2 dny za laboratorni teploty a
ndsledné proméreny pomoci oviddaciho programu 5

Komplex Pomér | Koncentrace | Koncentrace DCF | Program | Testované parametry
CD (mol/I) (mol/1)
(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x1072 2,5X107, 5x107, Program | Cas zastaveni 1 min
7,5x107, 1x10°°, 5

2,5x10°6, 5x10°¢,
7,5x10°, 1x10°

(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x10°3 2,5X107, 5x107, Program Cas zastaveni 1 min
7,5x107, 1x10°, 5
2,5x10°®, 5x10°,
7,5x10°®, 1x10°

(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 1x10* 2,5X107, 5x107, Program Cas zastaveni 1 min
7,5x107, 1x10°, 5
2,5x10°®, 5x10°,
7,5x10°®, 1x10°
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4.6. Méreni kalibracni zavislosti s kultivacnim médiem

Pro toto méreni byl testovadn (2- hydroxypropyl)-y-CD. V ndvaznosti na vysledky predchoziho méreni

byla vybrana koncentrace CD 1x10™ mol/l a 1x1073 mol/I.

Ze zasobniho roztoku DCF (o koncentraci 1x102 mol/l), ktery byl fedén superéistou vodou, byly
pFipraveny koncentrace 2x107 mol/l — 1x10™ mol/I. Konkrétni koncentrace DCF jsou uvedeny v Tabulce
17. Nové ptipravené roztoky DCF byly fedény kultivaénim médiem Gibco Opti-MEM reduce serum.
Poméry aspirovanych objemt DCF : CD byly 1:1, pfi vyuZiti 30 pl. Roztoky CD a zasobni roztok DCF byly
uskladnény za laboratorni teploty. Kultivacni médium bylo uskladnéno v lednici a pfed misenim byla
jeho teplota ustdlena na laboratorni teplotu po dobu 30 min. Méfeni probihalo v SIA systému s pomoci
ovladaciho programu 5 se zastavenim po dobu 1 min. Vysledky méreni poskytly signdly, ze kterych byla
vypocitana primérna hodnota, dale byl sestrojen graf zavislosti intenzit FL signal(l na koncentraci DCF

a byla sestrojena kalibraéni primka.

Tabulka 17: Souhrn podminek méreni za vyuZiti kultivaéniho média Gibco Opti-MEM

Komplex Pomér | Koncentrace | Koncentrace DCF | Program Testované
CD (mol/l) (mol/1) parametry
(2- hydroxypropyl)-y-CD : DCF | 1:1 1x10*%, 1x103 | 2,5X107,5x107, | Program | Cas zastaveni 1
médium 7,5x107, 1x10°, 5 min
2,5x10°%, 5x10°¢,
7,5x10°%, 1x10°

Pozn.: DCF medium= zdsobni roztok DCF zredén kultivacnim médiem do poZadovanych koncentraci

Pozn.: Zasobni DCF = DCF jehoZ navazka byla redéna supercistou vodou na koncentraci 0,01M

Pozn.: kultivaéni médium = Gibco Opti-MEM reduce serum= obsahuje Hepes, 2,4 g/L sodium bicarbonata,
L- glutamin
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Pfedbézné testovani luminiscencnich vlastnosti komplext
CD : DCF

Uvodni testovani bylo provedeno za Uéelem zjisténi podminek a nastaveni spektrofluorimetru
a nalezeni optimdlni EM a EX vinové délky v obou spektrech. Podminky a pouzité testované roztoky
jsou popsany v kapitole 4.4.1.1. Nastaveni spektrofluorimetru popisuje Tabulka 4. Uvodni testovani
bylo provedeno podle podminek nalezenych v odborné literature. Excitaéni spektrum bylo méreno pfi
emisni vinové délce 362 nm a pro rozsah excitacnich vinovych délek 200-500 nm. Emisni spektrum bylo

méreno pfi excitacni vinové délce 389 nm, pro rozsah emisnich vinovych délek 300-600 nm [8].

Na Obrazku 12 je zobrazeno excita¢ni spektrum samotného a-CD-hydratu.
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Obrdzek 12: Excitacni spektrum a-CD-hydrdtu

Pfi promérovani dalsich komplexU (viz. kapitola 4.4.1.1.) poskytly vSechny komplexy podobné excitaéni

spektrum jako a-CD-hydrat. Tato excitacni spektra jsou zobrazena na Obrazku 13.
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Obrdzek 13: Excitacni spektra pro a-CD-hydrdt, komplex o~ CD- hydrdt : DCF (1:1,1:2 a 2:1), komplex sulfatované sodné soli [
CD (1:1,1:2 a 2:1) a samotné sulfatované sodné soli -CD

Na Obrazku 14 je promérené emisni spektrum jednotlivych testovanych komplexd.
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Obrdzek 14: Emisni spektra pro zjiSténi optimdlnich podminek méreni
Diky tomuto méfeni bylo zjisténo, Ze latky vykazuji excitaci pfi 290 nm a emisi pfi 380 nm, coZ v podstaté
odpovidd hodnotdm nalezenym v literatufe [8] a hodnoty byly ovéfeny experimentdlné s vyuzitym

instrumentalnim vybavenim uvedenym v kapitole 4.1.

Po novém nastaveni spektrofluorimetru, které popisuje Tabulka 5 (3irsi stérbiny/péasy EX a EM vinovych

délek) byla znovu promérena emisni spektra komplext a-CD-hydratu : DCF a 3-CD sodné soli : DCF.
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Obrdzek 15: Emisni spektra a-CD-hydrdtu v riznych pomérech s DCF, popripadé s H,0

Obrazek 15 znazornuje proméreni a-CD-hydratu : DCF v rGznych pomérech a pro porovnani také a.-CD-

hydratu : H,0 1:1.

Z grafu (na Obrazku 15) je patrné, Ze samotny a-CD-hydrat vykazuje nejvyssi intenzitu FL signalu. P¥i

porovnani a-CD-hydratu : DCF v rliznych pomérech, jsou vyssi intenzity signall mérené u pomért 2:1

a 1:2 nez pfi poméru 1:1. Pomér a-CD-hydrat: H,0 vykazuje podobnou intenzitu jako a-CD-hydrat: DCF

1:1, DCF v tomto poméru s CD neovliviiuje fluorescenci samotného CD. Samotna sodna sl diklofenaku

nevykazuje zaddnou fluorescenci.

Pro dal$i méreni byly vytipovany komplexy o-CD-hydrat : DCF 2:1 a 1:2.
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Obrdzek 16: Emisni spektra [-CD sodnd sil proméfenou s DCF v riiznych pomérech a v poméru s vodou 1:1

Obrazek 16 znazorniuje proméreni emisniho spektra 3-CD sodné soli, jeho komplexi v poméru s DCF

(1:1,1:2a2:1) a s H,0 (1:1). Samostatny B-CD sodné soli ma nejvyssiintenzitu (kolem 80 000). U tohoto
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CD maji vyssi intenzitu komplex s DCF v poméru 2:1 (intenzita 75 000) a 1:1 (intenzita 70 000) neZ
komplex v poméru 1:2. Komplex B-CD sodna stl : DCF 1:2, komplex 3-CD sodné soli: H,0 1:1 a samotny

DCF opét nevykazuji Zddnou fluorescenci.
5.2. Vybér CD za pouziti manualné plnéné kyvety

Nasledné grafy popisuji testované CD, komplexy CD : DCF v rizném poméru a pro porovnani i komplex
CD : H,0 ve stejnych pomérech. Méreni emisniho spektra v rozsahu 300-600 nm bylo provedeno pfi EX

vinové délce 290 nm. Nastaveni spektrofluorimetru popisuje Tabulka 5.

113 619,5
100000,0 - T B-CD sodna sl
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Obrdzek 17: Emisni spektrum o-CD-hydrdtu, [/-CD sodné soli a sodné soli DCF

Cerna ¢ara spektra na Obrazku 17 zobrazuje sodnou s@l DCF, ktery nevykazuje sdm o sobé 7adnou
fluorescenci. Cervené spektrum zobrazuje sodnou stl B-CD, jehoZ maximum pfi 380 nm ma intenzitu

80 000. Modra ¢ara spektra nalezi a-CD-hydratu, jehoZz maximum pfi 380 nm md intenzitu 100 000.
Nasledujici vysledky testovanych CD lze rozdélit do 4 skupin.
Do prvni skupiny se fadi CD, které jsou zobrazeny na Obrazku 18.

V emisnim spektru tyto CD poskytuji signal v komplexu s H,0 v poméru 1:1, pfi emisni vinové délce 380
nm. Komplex CD : DCF v poméru 1:1 neposkytuje Zadny signal, komplex s DCF bud’ neni dostatecné
vytvofen nebo fluorescenci samotného CD vyrazné snizuje. U dvou CD (B-CD hydrat, y-CD) navic

komplex CD : DCF poskytl signal pfi emisni vinové délce 300 nm — posun EM maxima.
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Obradzek 18: Emisni spektra komplex( CD : DCF 1:1 a CD : H,0 1:1. U vsech spekter poskytuje maximum komplex CD : H0.

Na zakladé zmérenych emisnich spekter nejsou dané CD prvni volbou pro tvorbu komplexu s DCF a jeho

naslednou detekci.
Do druhé skupiny patfi karboxymethyl-a-CD, ktery je zobrazen na Obrazku 19.

Z grafu je patrné, Ze komplex karboxymethyl-a-CD: H,0 1:1 nevykazuje fluorescenci, zatimco komplex

karboxymethyl-a-CD: DCF 1:1 vykazuje maximum pti emisni vinové délce 380 nm.
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Obrdzek 19: Emisni spektra zobrazujici komplex karboxymethyl-a-CD: DCF v poméru 1:1 (maximum) a karboxymethyl-a-CD:

H,0 v pomeéru 1:1

Na zdkladé zmérenych emisnich spekter je patrné, ze karboxymethyl-a-CD je vhodny pro tvorbu

komplexu s DCF v poméru 1:1 a jeho naslednou detekci.

Do treti skupiny se fadi CD, které jsou zobrazené na Obrazku 20.

Pro tuto skupinu je charakteristické, Zze komplex CD : DCF 1:1 poskytuje v emisnim spektru mirné vyssi

intenzitu signalu nez komplex CD : H,0 1:1.
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Obradzek 20: Emisni spektra komplex( CD : DCF 1:1 a CD : H,0 1:1

Intenzita
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Na zakladé zmérenych emisnich spekter by mohly byt dané CD vyuzity pro tvorbu komplexu s DCF,

avsak nejsou prvni volbou.

45



Do ctvrté skupiny se fadi CD zobrazené na Obrazku 21.

U této skupiny CD je patrné, ze dané komplexy nevykazuji maxima pti emisni vinové délce 380 nm.
Emisni spektrum je charakteristické Sumem (nizsi intenzita) a fluorescencénim signalem hlavné v oblasti
emisni vinové délky 300-400 nm. U mérenych komplex( neni patrny rozdil pfi méreni CD s DCF a CD
s H,0. U CD (a) ma vyssi intenzitu signalu komplex CD : DCF, zatimco u CD (b, ¢) ma vyssi intenzitu

signalu komplex CD : H.0.
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Obrazek 21: Emisni spektra komplex( CD : DCF 1:1a CD : H,0 1:1
Na zakladé promérenych emisnich spekter nejsou CD vhodné pro tvorbu komplexu a naslednou detekci

DCF.
5.3. Stabilita vybranych komplexti CD s DCF

Stabilita vzniklych komplexti CD : DCF byla méfena vintervalu 5 min. Sledovan byl nardst nebo
pokles intenzit signall vybranych CD, prehled testovanych CD a jejich poméry jsou zaznamenany

v Tabulce 6.
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Obrdzek 22: Stabilita emisniho spektra [--CD sodnd st : sodné soli DCF v poméru 1:1 v intervalu 5 minut

Obrazek 22 zobrazuje testovani 3-CD sodné soli : DCF v poméru 1:1. MéFeni emisnich spekter komplexu
zapocalo v ¢ase 0 min a kazdych 5 min bylo méreni opakovano. Takto byl komplex proméren 7krat

a jednotliva emisni spektra byla zaznamendana do jednoho grafu.
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Obrdzek 23: Stabilita emisniho spektra [--CD sodnd stl : sodné soli DCF v poméru 1:1 po 2 hod od smiseni
Obrdazek 23 zobrazuje proméreni stejného komplexu po cca 2 hodinach od prvniho méreni.

Toto méfeni ukdzalo, Ze sodna stl B-CD pfi delsim ¢ase smiseni s DCF v poméru 1:1 mirné ztraci pavodni

fluorescencni intenzitu.

Podobné vysledky, kdy je pozorovan pokles intenzity signalu vykazuji a-CD-hydrat : DCF 1:1, B-CD : DCF

1:1 a y-CD : DCF 1:1. Jednotliva emisni spektra jsou zobrazena na Obrazku 24.
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Obradzek 24: Stabilita emisnich spekter komplex( promérenych v intervalu 5 min a zjisténi poklesu intenzity

U komplex( a-CD sulfatovand sodna stl : DCF 1:1 a karboxymethyl-a.-CD : DCF 1:1 byl pozorovan nar(st

intenzity signdld pfi méreni emisnich spekter vintervalu 5 minut. Obrazek 25 zobrazuje jednotliva

méreni komplex(.
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Obrdzek 25: Stabilita emisnich spekter komplex( promérenych v intervalu 5 min a zjisténi ndrdstu intenzity
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Na zakladé promérenych emisnich spekter byl pozorovan narlst intenzit signald u komplexu a-CD

sulfatovana sodna sul : DCF 1:1 o pfiblizné 14,5 % za 40 min a u komplexu karboxymethyl-o-CD : DCF

1:1 o pfiblizné 5,9 % za 30 min.

U komplex@ B-CD sodné soli : DCF 1:2 a a-CD-hydrat : DCF 1:1 neni pozorovatelny signal pfi EM 380

nm. Tato spektra popisuje Obrazek 26.
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Obradzek 26: Stabilita emisnich spekter komplext promérenych v intervalu 5 min

Na zadkladé zmérenych vysledk( u téchto dvou komplext Ize usoudit, Ze tyto poméry nejsou vhodné

pro tvorbu a naslednou detekci komplexu.

5.4. Podminky méreni v SIA systému

Nastaveni spektrofluorimetru popisuje Tabulka 6, pro vsechny SIA méreni byla vyuZita pritokova

fluorimetricka kyveta.

V SIA systému byly testovany: ,,accumulation time®, pritokova rychlost a rGzné ovladaci programy

popsané v experimentdlni ¢asti prace.

5.4.1. ,,Accumulation time“

Uvodni testovani v SIA systému bylo provedeno pro zji$téni vhodného ,accumulation time” a vhodné

pratokové rychlosti. Testovan byl komplex a-CD-hydrat : DCF 1:2.

Obrazek 27 zobrazuje proméreni komplexu o-CD-hydrat : DCF 1:2 pfi nastaveni ,,accumulation time”

1s.
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Obrazek 27: Zaznam méreni komplexu a-CD-hydrat : DCF 1:2 pri ,,accumulation time” 1 s v SIA systému a jeho zvétseny tvar

piku
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Stejnym zplisobem byly proméreny i ¢asy 500 ms, 200 ms, 100 ms, 50 ms, 20 ms a 10 ms. Spektra byla
podobna jako na Obrazku 27. Jednotlivd méreni se od sebe lisila tim, Ze vrcholky pik( byly rGzné

rozstépeny, Obrazek 28.

500 ms | 200 ms 1 100 ms ~ 50ms 20ms 10 ms.

Obrdzek 28: Zvétseni piki komplexu a-CD-hydrdt : DCF 1:2 pfi rizném ,accumulation time*”
Na zakladé vyslednych spekter (Obrazek 27 a Obrazek 28) byl zvolen pro dalsi méfeni ,,accumulation

time” 1 s, protoZe po pfiblizeni zdznamu, nedoslo k rozstépeni signdlu v maximu piku.
5.4.2. Pritokova rychlost

Byla testovana pratokova rychlost u komplexu o.-CD-hydrat : DCF 1:2 (50 pl/s, 40 pl/s, 30 pl/s, 25 ul/s,
20 pl/s, 15 pl/s).

Obrazek 29 slouZi jako modelovy pro méreni prltokovych rychlosti, zobrazuje fluorescencéni méreni
s vyuzitim SIA systému pfi pritokové rychlosti 30 pl/s. Ostatni pratokové rychlosti poskytly podobny
zdznam, jako je moziné vidét na Obrazku 29. Ddle jsou zobrazeny pouze jednotlivé piky pro lepsi

porovnani jejich tvaru a symetrie.
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Obrdzek 29: Zdznam méreni komplexu a-CD-hydrdt : DCF 1:2 pfi pratokové rychlosti 30 ul/s
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Na zakladé zmérenych zaznam( bylo tfeba posoudit u kazdé promérené pratokové rychlosti tvar pik(

a jejich pripadné rozstépeni (efektivitu promiseni obou reagujicich aspirovanych roztoka).

Jednotlivé priblizené piky jsou zobrazeny na Obrazku 30.

vﬁ 50 ul/s W ﬁ‘“’ pifs 30 pl/s ﬂ 25 ul/s 20 plfs * 15 ulfs

| :
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| |
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Obrazek 30: Prehled zvétsenych pik( pro jednotlivé pritokové rychlosti u komplexu a-CD-hydrdt : DCF 1:2

Na zakladé porovnani jednotlivych pikd (Obrazek 30) byla pro dalsi méreni vybrana pritokova rychlost

30 pl/s.
5.4.3. SIA ovladaci programy pro rizné CD

Zakladni testovani probihalo pomoci aspirace zén DCF a CD a jejich detekce (program 1), aspirace uz
smisenych roztok( DCF a CD (program 2), promiseni obou zén zménou sméru toku nosného proudu
(program 3), zastaveni v misici civce (program 4) a kombinace promiseni a zastaveni (program 5). Pro
porovnani byly za stejnych podminek méreny islepé pokusy v kombinaci CD svodou pro dodrZeni
stejnych podminek miseni aspirovanych zén v SIA systému. Pro testovani byly zvoleny 3 typy CD: a-CD-

hydrat, karboxymethyl-a-CD a (2-hydroxypropyl)-y-CD.
5.4.3.1. a-CD-hydrat

Tento CD byl testovan podle predchozi reserSe odborné literatury [8]. Pfehled a podminky méreni

popisuje Tabulka 8.
Testovani bylo provadéno za vyuZiti ovladaciho programu 4 a programu 2.

Nejprve byl proméfen komplex a-CD-hydrat : H,O 1:1 (Obrazek 31) a nasledné komplex a-CD-hydrat :
DCF 1:2 (Obrazek 32).
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Obrdzek 31: Zaznam meéreni a-CD-hydrdt : H,0 1:1, ovlddaci program 4, cas zastaveni v misici civce 10 s a prutokovad rychlost
30 ul/s
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Obrdzek 32: Zaznam méreni a-CD-hydrat : DCF 1:2, ovlddaci program 4, ¢as zastaveni v misici civce 10 s a pritokovd rychlost
30 ul/s

Z namérenych zaznamu (Obrazek 31 a Obrazek 32) je patrné, ze komplex CD s DCF a komplex CD s H,0
vykazuji stejnou namérenou FL intenzitu a podminky méfeni tedy neumoznuji rozlisit tvorbu komplexu

DCF s testovanym CD od slepého pokusu.

Dale bylo testovano zastaveni reagujicich zén v misici civce pfi méreni komplexu a-CD-hydratu : DCF

1:2 za vyuziti programu 4 s ¢asem zastaveni 10/15/20/25/30 s (Obrézek 33).
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Obrdzek 33: Zdznam jednotlivych méreni a-CD-hydrdtu : DCF 1:2 pfi riizném Easu zastaveni v misici civce 10/15/20/25/30's (na

obrdzku jsou Casy rfazeny vzestupné zleva doprava)
Ze zaznamu méreni (Obrazek 33) je patrné, Ze testované zastaveni v misici civce nema vliv na vysledny

tvar piku, ktery je stle rozStépeny.
Proto pro dal$i méreni tento CD nebyl vyuzit.

5.4.3.2. Karboxymethyl-o-CD

Nasledné bylo provedeno podrobné testovdni karboxymethyl-a-CD, ktery byl vybran v zavislosti na

predchozich méfenich s manualné plnénou fluorimetrickou kyvetou.

Prehled a podminky méreni popisuje Tabulka 9.

Bylo provedeno méreni komplexu karboxymethyl-o-CD : DCF 1:1 (Obrazek 34 a, b,), jehoz zdznam byl

porovnan s komplexem karboxymethyl-a-CD : H,O 1:1 za stejnych podminek méfeni (Obrazek 34 c, d,).

Proméreny byly priatokové rychlosti 30/40/50 pl/s, byly pouZity ovladaci programy 1 a 2.
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Obrdzek 34: Souhrn zdznamd méreni:

a, komplexu karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 pfi priitokovych rychlosti 30/40/50 ul/s, ovlddaci program 1

b, komplexu karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 s prutokovou rychlosti 30/40/50 ul/s, oviddaci program 2

¢, komplexu karboxymethyl-o-CD : H,O 1:1 pfi pritokovych rychlosti 30/40/50 ul/s, ovlddaci program 1

d, komplexu karboxymethyl-a-CD : H,0 1:1 s pritokovou rychlosti 30/40/50 ul/s, oviddaci program 2

PFi vyuZiti ovladaciho programu 2 nebyly mezi zaznamy zmérenymi s rliznymi pratokovymi rychlostmi
nalezeny rozdily. Z namérenych zaznam( (Obrazky 34 b, d,) je patrné, Ze pro méreni je vyhodnéjsi zvolit
ovladaci program 2 kvuli tvaru vyslednych pikl (oproti ovladacimu programu 1). Opét nebyl nalezen
vyznamny rozdil mezi mérenym a slepym pokusem, ktery neni zpUsoben efektivitou miseni v SIA
systému, protoze v obou ovlddacich programech jsou ziskdny podobné FL intenzity, resp. vy$si hodnoty

byly pozorovany pfi promiseni v SIA systému.

Dale byl testovan ovladaci program 4. Byly proméreny Casy zastaveni v misici civce 10/20/30/40 a 50 s.
Testovany byly komplexy karboxymethyl-a-CD : H,O 1:1 (Obrazek 35) a karboxymethyl-o-CD : DCF 1:1
(Obrazek 36).
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Obrdzek 35: Zdznam méreni komplexu karboxymethyl-a-CD : H,O 1:1 pfi ¢ase zastaveni 10/20/30/40/50/60 s, ovlddaci
program 4
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Obrdzek 36: Zdznam méreni komplexu karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 pfi ¢ase zastaveni 10/20/30/40/50/60 s, ovlddaci
program 4

Ze zaznamu zobrazenych na Obrazku 35 a Obrazku 36 je patrné, Ze dochazi u komplexu karboxymethyl-
a-CD : DCF 1:1 ke stépeni vrcholku pik, pficemz je pti méreni s DCF patrné mirné zvyseni FL signalu.
RGzna doba zastaveni aspirovanych roztok( v misici civce SIA systému nema vliv na tvar ani vysku pik(.

5.4.3.3. (2-hydroxypropyl)- y-CD

Nasledné bylo provedeno testovani (2-hydroxypropyl)-y-CD, ktery sice plvodné nebyl vybran
v zavislosti na predchozich méfenich s manualné plnénou fluorimetrickou kyvetou, ale pro dalSi méreni
byl zvolen kvli jeho vlivu na fluorescenci v komplexu s DCF (i kdyZ v pfedchozich méfeni byla patrna

nizsi FL intenzita komplexu v porovnani se slepym pokusem).
Prehled a podminky méreni popisuje Tabulka 10.

Bylo provedeno méfeni s komplexy (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 (Obrazky 38, 40) a(2-
hydroxypropyl)-y-CD : H,0 1:1 (Obrdzky 37, 39). Pro tato méreni byly vyuZity ovladaci programy 1 a 2.

Proméren byl (2-hydroxypropyl)-y-CD : H,O 1:1 pfi pratokovych rychlostech 30/40/50 pl/s.
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Obrdzek 37: Zdznam méreni komplexu (2-hydroxypropyl)-y-CD : H,O 1:1 s pratokovou rychlosti 30/40/50 ul/s, ovlddaci

program 1
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Obrdzek 38: Zdznam méreni komplexu (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 s pratokovou rychlosti 30/40/50 ul/s, ovlddaci

program 1
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Obrdzek 39: Zaznam méreni komplexu (2-hydroxypropyl)-y-CD : H,0 1:1 s pritokovou rychlosti 30/40/50 pl/s, oviddaci program
2
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Obrdzek 40: Zdznam meéreni komplexu (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 s pritokovou rychlosti 30/40/50 ul/s, ovladaci
program 2

PFi porovnani zaznamu méreni (Obrazek 37 a 38) se intenzita promérenych komplexu lisi.

FL intenzita komplexu CD : H,0 vykazuje vyssi FL signal ( pfiblizné 4411,7) nez komplex CD : DCF
(pfiblizné 4170,7). Jednotlivé piky pti tomto méreni za pouziti programu 1 maji rozstépeny vrchol, je

proto vhodné zvolit jiny ovladaci program SIA systému, pfipadné i jiné podminky méreni.

Ze zaznamu méreni (Obrazek 39 a 40) je zfejmé, Ze piky nemaji clenény vrchol a celkové dosahuji nizsi
FL intenzity signall, kterd se pohybuje pro slepy pokus pfiblizné 1790 a pro komplex CD : DCF kolem

1500.
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5.4.4. Méreni po 24 hod

Méreny byly komplexy karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 a (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1. Roztoky byly

uskladnény za laboratorni teploty a po 24 hod znovu proméreny pomoci ovladaciho programu 2.
Prehled méreni popisuje Tabulka 11.

Na Obrazku 41 jsou zobrazeny zdznamy karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 a (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF

1:1 pti méfeni hned po smiseni komplexu a pfi ponechani komplexu reagovat 24 hod a nasledném

meéreni.
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Obrdzek 41: Zaznam méreni (vlevo) karboxymethyl-o-CD : DCF 1:1 méreného v Cas pripravy (riZovd barva) a karboxymethyl-
a-CD : DCF 1:1 méreného po 24 hod (¢ernd barva). Zdznam méreni (vpravo) (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 méreného v ¢as
pripravy (Cernd barva) a (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 méfeného po 24 hod (modrd barva).

Toto méreni ukazalo, Ze pro dosaZeni lepsich vysledk( (vyssi FL intenzita, lepsi tvar piku) u méreni
komplextd karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 a (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 je tfeba komplex nechat

delsi dobu reagovat za laboratorni teploty a aZ poté zméfit.

Po vysledcich z méreni byly pro dalsi testovani zvoleny jiné ovladaci programy, ato program 4

a program 5.
5.4.5. Méreni pri zastaveni toku v misici civce

Prehled a podminky méfeni jsou popsdny v Tabulce 12 a Tabulce 13.

Samotny program 3 nebyl vyuzZivan pro dalSi méreni, protoze pfi testovani tohoto programu u o-CD
hydratu dochazelo pfi rlizné priatokové rychlosti ke znacnému rozstépeni vrcholk( pik( a ke zménam
jejich tvaru. Proto byl pfidan krok zastaveni pfi samotné aspiraci a pfi opakovaném promiseni zménou

sméru toku nosného proudu (program 4 a program 5).
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Na Obrdazku 42 je zobrazeno méreni karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 za vyuziti ovladaciho programu 4

a programu 5, pri ¢ase zastaveni 5, 10 nebo 20 min. U kazdého méreni je uvedena primérna intenzita

FL signalu.
karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1
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Obrdzek 42: Souhrn zdznami mereni komplexu karboxymethyl-a-CD : DCF 1:1 za vyuZiti oviddaciho programu 4 nebo 5
s primeérnou intenzitou FL signdlu

Ze zaznam( méreni (Obrazek 42) je patrné, Ze pfi méreni s programem 4 intenzita pikl roste
s rostoucim ¢asem zastaveni. Pfi méreni s programem 5 doslo k mirnému nardstu FL intenzity. Po
odecteni FL intenzit jednotlivych signdll a zakladni line na ose y, vykazoval nejvyssi FL intenzitu zaznam
s vyuzitim programu 5 a dobou zastaveni 10 min. Priimérna intenzita FL signdalQ pfi vyuZiti programu 4

byla 3335,6 a u programu 5 byla 3931,7. Jejich rozdil ve FL intenzité se liSil o 14,0 %. Stejny experiment

byl zopakovan i pro (2-hydroxypropyl)- y-CD : DCF 1:1 (Obrazek 43).
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Obrdzek 43: Souhrn grafii spekter komplexu (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 za vyuZiti oviddaciho programu 4 nebo 5 SIA
systému s priimérnou intenzitou FL signdlu

V tomto pfipadé doslo opét ke snizeni intenzit FL signalt u obou ovladacich program( 4 i 5. | u tohoto
CD doslo pfi méfeni s programem 5 a dobou zastaveni 10 min k naméreni vyssich intenzit FL signald
jednotlivych pik(. Priimérna FL intenzita signall u programu 4 byla 3972,2 a u programu 5 byla 4061,2.

Rozdil ve FL intenzité signal( mezi programem 4 a 5 se lisil ptiblizné o 2,3 %.
V zavislosti na vysledcich méreni ovladajicich program( (1-5) byly zvoleny nasledujici podminky pro
dalsi méfeni:

Pro kalibracéni zavislost byl zvolen ovladaci program 5. Jeho hlavni vyhodou oproti ostatnim
programidm bylo, Ze soucasné umoznoval promiseni testovanych roztok(l mezi sebou a jejich

nasledné zastaveni (tvorba komplexu) v SIA systému.
Program 1 - rozstépené vrcholky pikd
Program 2 - nizka FL intenzita signald

Program 3 - rozdilné tvary pikd v ramci jednoho méreni (stejnd pratokova rychlost)

a rozstépené vrcholkl pikl
Program 4 — nizsi FL intenzita signal

Byl vybran (2-hydroxypropyl)-y-CD (4061,2) u kterého byla ziskdna vy3si intenzita FL signdlu nez

u karboxymethyl-a.-CD (3931,7), méfené programem 5.
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5.5. Kalibracni zavislost

Linearni zavislost stanoveni DCF byla testovana ve dvou prostfedich, ato ve vodném roztoku,
a v kultivaénim médiu. Pouzit byl ovladaci program 5 u vSsech méreni. Pro toto méfeni byl zvolen (2-
hydroxypropyl)-y-CD. Analyza u kazdého vzorku byla provddéna tfikrat. Nasledné byly odecteny
intenzity FL signall a jejich prdméry byly zaznamenany do tabulek, ze kterych byly vytvoreny grafy
zavislosti intenzity FL signal( na koncentraci DCF. Vysledné hodnoty byly v grafu proloZzeny linearni

spojnici trendu.

5.5.1. Méreni kalibracni zavislosti ve vodé

Méreni probihala se zastavenim v misici civce po dobu 10 min a 1 min.
Prehled a podminky méfeni jsou popsany v Tabulce 14.

Tabulka 18 zobrazuje vysledky méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1 pfi dobé zastaveni 10 min

Vv misici civce.

Tabulka 18: Prehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x102 mol/l) : DCF 1:1

Koncentrace CD (1x102 mol/l), 10 min

Koncentrace Intenzita FL Pramér FL SD RSD (%)
DCF (mol/I) signalu signalu
4765,0

5x107 4635,3 4741,0 96,0 2,03
4822,8

5310,7

1x10° 4525,4 4738,4 501,0 10,57
4379,0

4266,9

2,5x10® 4312,2 4520,8 401,2 8,88
4983,4

4488,3

5x10° 4343,3 44223 73,4 1,66
4435,2

4261,7

7,5x10° 4461,6 4402,4 122,4 2,78
4484,0
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CD : DCF 10 min
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Obrdzek 44: Kalibracni krivka (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF ve vodném prostredi a casem zastaveni 10 min

Z grafu (Obrazek 44) je patrné, Ze se snizujici koncentraci DCF se zvysuje intenzita FL signdlu (cozZ
zapricinilo méreni roztokud pripravenych hned pfed mérenim, viz. dalsi vysledky).

Nasledujici méreni se lisi od predchoziho tim, Ze ¢as zastaveni v misici civce se zménil na 1 min. Déle
byly pro méfeni vyuzity roztoky, které byly uskladnény na 24 hod za laboratorni teploty a nové
pFipravené roztoky. Koncentrace DCF 1x10° mol/l byla z méfeni vynechdna jako pfilis vysoka. Tyto
rozdily pfi uskladnéni/ptipravé novych roztokd se promitly do vysledkd méreni.

Tabulka 19 zobrazuje vysledky méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF 1:1. Nové pripravené roztoky DCF
nejsou v tabulce uvedeny (jedna se o koncentrace 2,5x107, 5x107, 7,5x107).

Tabulka 19: Prehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10? mol/l) : DCF 1:1

Koncentrace CD (1x102 mol/l), 1 min
Koncentrace DCF Intenzita FL Primér FL SD RSD (%)
(mol/l) signalu signalu
4712,2
1x10® 4708,5 4680,0 52,6 1,12
4619,3
4688,0
2,5x10° 4733,3 4717,5 25,6 0,54
4731,4
4769,5
5x10° 4750,0 4774,4 27,1 0,57
4803,6
4889,0 4885,7 9,3 0,19
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Obrdzek 45: Kalibracni krivka (2-hydroxypropyl)-y-CD : DCF ve vodném prostredi a casem zastaveni 1 min

Z grafu (Obrazek 45) je patrné, Ze koncentrace DCF, které byly pripraveny 24 hod pred mérenim vykazuji
obracenou linearitu (¢im nizsi koncentrace DCF, tim niZsi intenzita FL signalu) neZ nové pfipravené
roztoky, které vykazovaly se snizujici se koncentraci vyssi intenzitu FL signdlu. U tohoto méfeni uz je

patrna linearni zavislost.

Tato méreni ukazala, Ze roztoky DCF musi byt pfipraveny minimdlné 24 hod pred jejich méfenim a ze 1

min zastaveni testovanych roztokl v misici civce je dostacujici.

5.5.1.1. Zména koncentrace CD

Toto méreni popisuje Tabulka 15 a je zaméfené na zménu koncentrace (2-hydroxypropyl)-y-CD.

V zavislosti na predchozi méreni jsou vybrany koncentrace DCF, které nebyly pfipraveny v den méreni.

Toto méreni bylo provedeno za cilem zjistit, jestli komplex poskytne stejnou nebo vyssi FL intenzitu i pfi

snizeni koncentrace CD.
Tabulka 20 zobrazuje vysledky méfeni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10 mol/I) : DCF 1:1.

Tabulka 20: Prehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10- mol/l) : DCF 1:1

Koncentrace CD (1x10° mol/l), 1 min
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Koncentrace DCF Intenzita FL Pramér FL SD RSD (%)
(mol/l) signalu signalu
4986,4
1x10°® 5116,4 5076,2 77,9 1,53
5125,8
5080,7
2,5x10°¢ 5079,7 5082,4 3,8 0,08
5086,8
5080,7
5x10°6 5079,7 5153,8 3,8 0,08
5086,8
5171,4
7,5x10°¢ 5174,2 5177,9 8,9 0,17
5188,1
5156,3
1x10° 5244,1 5194,6 45,0 0,87
5183,4
CD (1x103 mol/l) : DCF
5220,000
S 5200,000 "o
% 5180,000 ..
é 5160,000
- y = 1E+07x + 5061,9
" 5140,000 R*=0,9306
g 5120,000
~O
c 5100,000 o
> I3
£ 5080000 °
a
5060,000
0,00E+00  2,00E-06  4,00E-06  6,00E-06  8,00E-06  1,00E-05

Obrdzek 46: Kalibracni kfivka (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10- mol/l) : DCF ve vodném prostfedi a casem zastaveni 1 min

Toto méreni (Obrazek 46) poskytuje lepsi vysledky z pohledu linearity. Po proloZeni linearni spojnici byl

Koncentrace DCF (mol/I)

ziskan graf s hodnotou determinacniho koeficientu R? =

naznacuje linearitu v daném koncentracnim rozmezi.

64

0,9306, ktery sice neni dostatecny, ale




Tabulka 21 zobrazuje vysledky mé¥eni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10* mol/I) : DCF 1:1.

Tabulka 21: Pfehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10* mol/l) : DCF 1:1

Koncentrace CD (1x10* mol/l), 1 min

Koncentrace DCF Intenzita FL Pramér FL SD RSD (%)

(mol/l) signalu signalu

5149,1

1x10° 5228,4 5193,5 40,5 0,78
5202,9

5224,9

2,5x10°° 5229,4 5224,1 5,8 0,11
5217,9

5276,1

5x10° 5264,1 5272,6 7,4 0,14
5277,7

5309,1
7,5x10° 5293,2 5303,6 9,1

0,17

5308,7

5332,5

1x10° 5362,1 5345,7 15,0 0,28

5342,6

CD (1x10* mol/I) : DCF

5360,000
5340,000
5320,000
5300,000
5280,000
5260,000
5240,000
5220,000 [ oé
5200,000 ¢
5180,000
0,00E+00  2,00E-06  4,00E-06  6,00E-06  8,00E-06  1,00E-05  1,20E-05

o®
oo®
oo*
L
.

Chas
o
PO
o
o

y =2E+07x +5181,5
R?=0,9934

o
P
.
O
o

Primérna intenzita FL signalu

Koncentrace DCF (mol/l)

Obrdzek 47: Kalibracni kfivka (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x104 mol/l) : DCF ve vodném prostredi a casem zastaveni 1 min

65



MéFenis 1x10™* mol/I DCF (Obrazek 47) vykazuje hodnotu determinaéniho koeficientu R2=0,9934, &imz

je dolozena linearita kalibrace.

Tato méreni ukdzala, zZe snizeni koncentrace CD nemad negativni vliv na vysledky méreni, naopak bylo

dosazZeno lepsich hodnot z pohledu linearity.
5.5.1.2. Méfeni roztokl uskladnénych 1-2 dny za laboratorni teploty
Podminky tohoto méreni popisuje Tabulka 16.

Popsanym zpUsobem byly proméfeny koncentrace CD 1x102 a 1x10 mol/I (Tabulka 22) a 1x10™* mol/I

(Tabulka 23). V prvnim pfipadé nebyla dosazena linearita kalibrace, proto nejsou vysledky uvedené.

Tabulka 22: Pfehled méFeni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x107 mol/l) : DCF 1:1

Koncentrace CD (1x10°3 mol/l), 1 min
Koncentrace Intenzita FL Primér FL SD RSD (%)
DCF (mol/l) signalu signalu

6212,1

2,5x107 6713,4 6475,9 251,6 3,89
6500,8
6565,6

5x1077 6520,5 6504,9 69,9 1,07
6428,5
6445,1

7,5x107 6616,8 6506,9 95,4 1,47
6458,7
6479,0

1x10°® 6524,0 6506,6 24,2 0,37
6516,7
6542,0

2,5x10° 6664,3 6619,0 67,0 1,01
6650,5
6699,7

5x10°® 6715,6 6717,6 19,0 0,28
6737,5
. 6733,4

7,5x10 5805.9 6790,6 50,4 0,74
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6828,4

6850,000
6800,000
6750,000
6700,000
6650,000
6600,000
6550,000

Primérna intenzita FL signalu

6450,000

0,00E+001,00E-06 2,00E-06 3,00E-06 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00E-06 8,00E-06

Obrdzek 48: Kalibraéni kfivka (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x1073 mol/l) : DCF ve vodném prostfedi a casem zastaveni 1 min

Obrézek 48 popisuje vysledna graf proméfeni koncentrace CD 1x10 mol/l. Hodnota determinaéniho

CD (1x10°3 mol/I) : DCF

o
O
.

oe®
O
oo

6500,000 000

Koncentrace DCF (mol/l)

koeficientu pro toto méfeni je R>=0,9771.

Tabulka 23: Prehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10* mol/l) : DCF 1:1

y = 4E+07x + 6478
R?=0,9771

Koncentrace CD (1x10* mol/l), 1 min

Koncentrace DCF

(mol/l)

Intenzita FL Pramér FL

signalu signalu

SD

RSD (%)

2,5x107

6612,0

6639,0 66312
6642,2

16,6

0,25

5x107

6625,0

6636,5 6637,8
6651,8

13,4

0,20

7,5x10”7

6663,1

6631,6 6647,0
6646,3

15,8

0,24

1x10®

6622,3

6722,1 6656,8
6723,1

57,9

0,87

2,5x10°

6705,8
6710,7

6721,3

22,8

0,34
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6747,5
6804,1
5X:|.O’6 6800,2 6802,0 2,0 0’03
6801,7
6869,3
7,5X10_6 6884,3 6873,9 9[0 0’13
6868,2
CD ( 1x10* mol/l) : DCF
6900,000

E

5 (FUURUTTE CULLLA Rt ®

& 6850000 [ r

T 6800,000

P y = -6E+12x2 + 8E+07x + 6604,4

£ 6750,000 -9 R? = 0,9954

S

‘s 6700,000 .

c ¢

> .,-

£ 6650,000 o®

a

6600,000

0,00E+001,00E-06 2,00E-06 3,00E-064,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00E-06 8,00E-06

Obrdzek 49: Kalibracni kfivka (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10# mol/l) : DCF ve vodnim prostiedi a casem zastaveni 1 min

Z grafu (Obrazek 49) je patrné Ze hodnota spolehlivosti je R? =0,9954.

Tato méreni prokdzala, Ze pro méreni kalibraéni zavislosti s kultivaénim médiem bude vhodné pouzit

koncentrace CD 1x1073 mol/l a 1x10* mol/Il, u kterych byly ziskdny hodnoty determinaéniho koeficientu

Koncentrace DCF (mol/l)

R?=0,9771 a R?=0,9954.

5.5.2 Méreni kalibracni zavislosti s kultivacnim médiem
Podminky méfreni popisuje Tabulka 17.
PFi tomto méreni bylo vyuZito kultivacni medium Gibco Opti-MEM reduce serum.

Testovani koncentrace CD (1x10% mol/l) neprokazalo linearitu ve sledovaném kalibraénim rozsahu,

proto byla dale sniZzena koncentrace CD.

Testovani koncentrace CD (1x10™* mol/1) (Tabulka 24).
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Tabulka 24: Prehled méreni (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10* mol/l) : DCF medium 1:1

Koncentrace CD (1x10* mol/l)

Koncentrace DCF

medium (mol/l)

Intenzita FL

signdlu

Prumér FL

signalu

SD

RSD (%)

2,5x107

4960,4

4890,3

4947,3

4991,2

51,7

1,05

5x107

5048,3

5065,7

5097,8

5179,3

711

1,40

7,5x107

5329,8

5364,7

5340,6

5327,4

20,9

0,39

1x10®

5420,9

5325,3

5352,0

5309,9

60,1

1,12

2,5x10®

5397,7

5410,9

5401,9

5397,0

7,8

0,14

5x10°®

5502,4

5639,5

5586,5

5617,6

73,7

1,32

7,5x10°

5756,2

5985,4

5907,3

5980,5

130,9

2,22

1x10°

6125,7

6115,4

6150,0

6209,0

51,3

0,83
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CD ( 1x10* mol/l) : DCF medium

6300
6100 ®
500 | et

.s
0o®
0o®
0o®
.o
0o®
o
.

5700 y =9E+07x + 5228,2

5500 R2=0,9745
5300 LA
5100

4900

tenzita FL signdlu

Umérna in

o

Pr

4700

4500
0 0,000002 0,000004 0,000006 0,000008 0,00001 0,000012

Koncentrace DCF medium (mol/l)

Obrdzek 50: Kalibracni kfivka (2-hydroxypropyl)-y-CD (1x10# mol/l) : DCF medium

Na grafu (Obrazek 50) hodnota determinaéniho koeficientu R? = 0,9745, ktera nevychazi lépe nez

determinacni koeficient ve srovnani s promérenim stejné koncentrace CD s DCF ve vodném prostredi.

Toto méreni ukazalo (Obrazek 50), Ze pro tvorbu komplexu CD : DCF medium je vhodnéjsi zvolit nizsi
koncentraci CD ato (1x10* mol/l), u které bylo dosaZeno lepsich vysledkl linearity, které ukazuje

hodnota determinacniho koeficientu R2.
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6. Diskuse

V Uvodu bylo potteba experimentdlné zjistit vhodné podminky pro nastaveni spektrofluorimetru. Po
prostudovani resSerSe a nasledném testovani podminek nastaveni spektrofluorimetru byla zvolena EX
290 nm a EM 380 nm. VSechny testované roztoky (vyjma téch s kultivaénim médiem) byly fedény

supercistou vodou.

Nasledné bylo tfeba proméfit a vybrat vhodny CD, ktery poskytne s DCF komplex, u kterého bude

testovana intenzita FL signalu.

PFi testovani byly proméreny komplexy CD : DCF a CD : H,O v pomérech 1:1 u 13 CD. Pozorovan
byl narlst, ale i pokles intenzity FL signalu a jednotlivé CD byly rozdéleny do 4 skupin podle
vysledného chovani. Z tohoto méreni poskytl karboxymethyl-a-CD nejlepsi vysledky (nartst
intenzity FL signdlu komplexu vicéi slepému pokusu). Dale $-CD sodna sul, a-CD sulfatovana
sodna sl a karboxymethyl-y-CD byly brany v Gvahu pro dalsi testovani (komplex poskytl mirné

vyssi intenzitu FL signalu nez slepy pokus).

PFi testovani stability komplextd v intervalu 5 minut byl zaznamendn narust intenzity FL signald
u CD (a-CD sulfatovana sodna sul a karboxymethyl-a-CD), pokles intenzity FL signal( nastal
u téchto CD (B-CD sodnd, a-CD hydrat, B-CD hydrat a y-CD). Toto testovani rozdélilo stabilitu
komplexu s CD na ty, které s asem ztraci plvodni schopnost fluorescence a na CD, u kterych

se Casem tato schopnost zesilila.
Dalsi testovani probihalo za vyuziti SIA systému propojeného se spektrofluorimetrem.

Jako modelovy CD, na kterém bylo testovano nastaveni SIA systému byl vybran a-CD hydrat.
V zavislosti na méreni byl nastaveny ,accumulation time” na 1sabyla vybrana pritokova

rychlost 30 ul/s. Za téchto podminek probihalo dalsi méreni.

Bylo naprogramovano celkem 5 ovladacich programd. P¥i vyuziti ovladaciho programu 1 a2
nebylo dosdhnuto vhodnych vysledk(, a proto nebyly dale v testovani a-CD hydrat pouzity

(nerozlisena tvorba komplexu s DCF od slepého pokusu, rozstépené tvary pika).

V zavislosti na vysledcich méreni pti predchozim testovani byl zvolen karboxymethyl-a-CD.
Jelikoz se podminky vzniku komplexu v pritokovém systému mirné lisi, byl vybran k testovani
i (2-hydroxypropyl)- y-CD. Tyto dva CD se liSi tim, Ze u (2-hydroxypropyl)- y-CD byla
zaznamenana snizena intenzitu FL signdlu v komplexu sDCF vic¢i komplexu sH,O

(u karboxymethyl-a-CD to bylo naopak). Ani utéchto CD ovladaci program 1 a2 neposkytl

71



uspokojivé vysledky. Proto bylo nutné zménit a upravit ovladaci programy. Program 3 byl
vyfazen z testovani, protoZze samotné promiseni aspirovanych roztokd v misici civce nestacilo
pro naslednou detekci (rozdilné tvary a rozstépeni vrcholkl pik(). Byla zvaZzovana nejen zména
ovladaciho programu, ale i zména podminek pro testované roztoky. Testované roztoky byly
smiseny a proméfeny za 24 hodin za vyuZiti ovladaciho programu 2. Ukdzalo se, Ze pro lepsi
vysledky (vyssi FL intenzita, lepsi tvar piku) je nezbytné mezi sebou nechat roztoky reagovat
a aZ poté zmérit. A tak byly pouzity ovladaci programy 4 a5, které byly navrzeny pro mirné
prodlouzZeni doby reakce pfi vzniku komplexu mezi CD a DCF v pritokovém systému. Pfi
testovani téchto dvou ovladacich programi byl pro dalsi méreni zvolen program 5, protozZe pfi
jeho pouziti byla namérena vyssi intenzita FL signalu u obou CD. Pfi porovnani intenzit FL
signall obou CD mél vyssi intenzitu (2-hydroxypropyl)- y-CD a proto byl pouZit pro proméreni

kalibraénich zavislosti.

Pro sledovani kalibra¢ni zavislosti byl zvolen (2-hydroxypropyl)- y-CD a ovladaci program 5. Nejprve byla

testovana kalibracni zavislost ve vodném prostiedi a poté v kultivaénim médiu.

PFi testovani ve vodném prostredi se potvrdilo, Ze pro ziskani linearity neni tfeba pfed mérenim
nechat testované roztoky mezi sebou reagovat dlouhou dobu a doba zastaveni v misici civce 1

min je dostacujici.

Testovéni riznych koncentraci CD ve vodném prostiedi (1x1072, 1x1073, 1x10* mol/I) ukézalo, Ze
koncentrace 1x103 mol/l a 1x10* mol/l vykazovaly vyssi linearitu a budou déle vhodné i pro
testovani s kultivacnim médiem. Jejich vybér byl hodnocen podle determinacniho koeficientu

R?2=0,9771 (1x10 mol/l) a R? =0,9954 (1x10* mol/l).

U testovani s kultivaénim médiem a koncentraci CD 1x102 mol/| nebyla prokazana linearita.
Zatimco koncentrace 1x10™ mol/l neposkytla vy3si determinaéni koeficient (R? = 0,9745), nei
pfi proméreni ve vodném prostiedi. | tak jsou tyto podminky navrzeny pro vyuziti pfi méreni
realnych vzork( z metabolickych studii, ve kterych bude dale nutné snizit objem aspirovanych
roztokl a nalézt konkrétni linearni rozsah kalibrace odpovidajici roztokim odebranym v ramci

této studie.
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7. Zavér

V této diplomové praci byla sledovana tvorba komplexti CD : DCF, ajejich vyuZiti pro citlivé

fluorimetrické stanoveni DCF v SIA systému.

Byly testovany podminky (vybér CD, vhodny pomér CD : DCF pro tvorbu komplexu, EX a EM vinova
délka, skladovani roztok), za kterych bude komplex CD : DCF pfi nizkych koncentracich mozné méfrit
a bude vykazovat dostate¢nou FL intenzitu odliSenou od slepého pokusu. Dale probéhla optimalizace
stanoveni DCF v pratokovém SIA systému s vyuZitim nékolika zplsobl promiseni aspirovanych zén
a prodlouzeni doby reakce. Nasledné byly tyto podminky uplatnény pfi proméreni kalibracnich
zavislosti, vcéetné roztokl pfipravenych fedénim kultivacnim médiem atim potvrzena moZnost

stanoveni DCF po jeho metabolizaci lidskymi hepatocyty.

Zavérem lze konstatovat, Ze byla vyvinuta citliva a rychld metoda stanoveni DCF, jehoZ fluorescencni
vlastnosti byly vyznamné zesileny v ptitomnosti CD. Tato metoda byla zaloZena na tvorbé komplexu
CD : DCF, kdy DCF pronika do dutiny CD. Také byla prokdzana moZnost stanoveni tohoto komplexu v SIA

systému pro planované vyuziti pfi monitorovani metabolizace DCF v lidském organismu.
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9. Prilohy

9.1. Priloha ¢. 1: Ovladaci program 1

Loop Start (#) 3

'pump fill carrier

Syringe Pump Valve in

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

'CD aspirace

Syringe Pump Valve out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'DCF aspirace

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'detekce

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

9.2. Priloha ¢. 2: Ovladaci program 2

Loop Start (#) 3

'pump fill carrier

Syringe Pump Valve in

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done
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'aspirace smési

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'detekce

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

9.3. Priloha ¢. 3: Ovladaci program 3

Loop Start (#) 3

'pump fill carrier

Syringe Pump Valve in

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe PumpAspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

'CD aspirace

Syringe Pump Valve out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'DCF aspirace

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'aspirace vody
Syringe Pump Valve Out
Multiposition Valve port 4
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Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'promiseni

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'detekce

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

9.4. Priloha ¢. 4: Ovladaci program 4

Loop Start (#) 3

'pump fill carrier

Syringe Pump Valve in

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe PumpAspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

'CD aspirace

Syringe Pump Valve out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
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Syringe Pump Delay Until Done

'DCF aspirace

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'zastaveni
Delay (sec) 60

'detekce

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

9.5. Priloha €. 5: Ovladaci program 5

Loop Start (#) 3

'pump fill carrier

Syringe Pump Valve in

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe PumpAspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

'CD aspirace

Syringe Pump Valve out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'DCF aspirace

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
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Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'aspirace vody

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'promiseni

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 30
Syringe Pump Delay Until Done

'zastaveni
Delay (sec) 60

'detekce

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End
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