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Moznosti chemické analyzy

GC ¢i HPLC

Vzduch — obvykle latky tékave, nekdy pfilis reaktivni
Metabolity — latky polarni, ve vodném prostredi (krev, moc),

=> nutna preduprava vzorku

? Jak analyt z matrice dostat ?
Extrakce, zakoncentrovani, derivatizace



Chemicka derivatizace - 1

Cilena preména analytu (A-X) chemickou reakci jeho funk¢ni
skupiny s vhodnym derivatizacnim Cinidlem (D-Y)
-> na produkt (derivat, A-Y) s pozadovanymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi
A-X + D-Y > A-Y + D-X

Vyuziti: GC, GC-MS, HPLC, HPLC-MS

ProC: umoZnéni separace, detekce, zména (snizeni) polarity, zména
rozpustnosti ve vodné/org. fazi, tékavosti, zména naboje analytu, rychlost
reakce, spojeni s extrakci, automatizace

Jak nalozit s polarnimi analyty?



Chemicka derivatizace - 2

DERIVATIZACE V HYGIENE

1- Silylace

univerzalni, prozkoumané

vyzaduje zahrivani desitky minut

aplikace: cukry, mastné/organické kys., steroidy, amk, OH-kys.
2- Esterifikace

snizuje aciditu, stabilni derivaty

aplikace: analyza lipidl — stanoveni m.k., identifikace a urcovani

dvojnych vazeb, butylace karnitinQ, stanoveni organickych kys. —
metabolitl primyslovych rozpoustédel

3- Acylace

zlepseni tékavosti
aplikace: chirdlni analyzy amk, derivatizace aromatickych amin(

Nevyhoda: jen v bezvodém prostfedi
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Derivatizace s alkyl-chlorformiaty (RCF) - 1

RCF - jednoducha Cinidla schopna reagovat s funkénimi skupinami ve vodném
prostredi (moc, plasma) v sekundach. Navic v jediném kroku provedena téz
extrakce. o

L+
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Priklady: MICF, ECF, PCF, BCF, IBCF, PentCF, HCF + fluorované: TFECF, PFPCF, HFBCF
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Vlastnosti:

-Vysoka reaktivita s funkénimi skupinami (-COOH, -OH, -NH,, -SH)

-Moznost reagovat i ve vodném prostredi (napr. fyz.roztok, pufr, plasma, moc)
-Spojeni derivatizace a extrakce do jednoho kroku (extrakce do org. rozpoustédla)



Derivatizace s alkyl-chlorformiaty (RCF) - 2

Reakéni produkty s e Alkyl ester
alkyl chlorformiaty -OH Alkyl karbonat
-NH2 Alkyl karbamat
-SH Alkyl thiokarbonat
CO0 \
O EcF /
NH, )k HN
0/\
R Cl ‘ R Ethyl karbamat
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Cl o CO0—
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Derivatizace s alkyl-chlorformiaty (RCF) - 3

OPTIMALIZACE DERIVATIZACE S RCF

Analyt (v moci, plasme, fyz.r.)

— alkohol:organickeé r. — katalyzator + disperzant, vhodna kombinace,
napr. EtOH:pyridin (jaky pomér, objem?)

— derivatizacni Cinidlo — zvolit s identickou strukturou k alkoholu, najit
vhodny pomér, objem k predchozimu, napr. ECF

— extrakéni rozpoustédlo — co nejmin rozpustné ve vodé, vliv na
mnozstvi vyextrahovaného analytu, napr. isooktan, chloroform

— cas — vliv nebyl prokazany

_» pH-—muze ovlivnit derivatizaci a extrakci (neni pravidlem), volba
vhodné upravy, napf. HCl, NaOH



Detekce 16 biomarkeru v modci - 1

Validace metody na identifikaci a detekci 14 metabolitl — biomarker( expozice v
lidské modi:

Compound | Indicator Compound Indicator

Benzene t,t-Muconic acid (MA) Styrene Mandelic acid
S-Phenylmercapturic acid Phenylglyoxylic acid

Toluene Hippuric acid Alkoxyethanols Methoxyacetic acid
S-Tolylmercapturic acid Ethoxyacetic acid
S-Benzylmercapturic acid Butoxyacetic acid

o-, m-, p- 0-, m, p-Methylhippuric acid | Carbon disulfide 2-Thiothiazolidine carboxylic

Xylenes acid

Fural Furancarboxylic acid Dimethylformamide | S-(N-Methylcarbamoyl)

mercapturic acid

Jednokrokova derivatizace-extrakce:

Moc + vnitrni standard + ethylchlorformiat + ethanol + pyridin + chloroformové
meédium

—> GC-MS analyza

L. Rimndcovd, P. Simek, J. Mrdz — Biologické centrum AV CR Ceské Budéjovice, SZU
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Detekce 16 biomarkeru v moci - 2

Vétsina metabolitl poskytla predpokladané produkty,
kromé kys. hippurové, kys. methylhippurovych, kys. S-(N-methylcarbamoyl)merk.
- Reakce kys. mukonové s ECF -> predpokladany produkt

Oy _O
o o
HO T P
OH )
o
+ CIJ-LO/\

- Pozorovana nova cyklizace u kys. hippurové a kys. o-, m-, p-methylhippurovych

OH
o) /—\g + ethyl chloroformate + pyridine + ethanol + water

- /
6 / \ ~r

O
o-Methylhippuric acid 0

MW =193 \\ NH o 0

+ ethanol
L “ 2-(2-methylphenyl)-1,3-
o-Methylhippuric acid ethyl ester
MW = 221 oxazol-5(4H)-one




Detekce 16 biomarkeru v moci - 3

1 methoxyacetic acid

GC-EI-MS chromatogram vzorku moci (spikovano) 2 ethoxyacetic acid
3 butoxyacetic acid
100+ 7 PR
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Projekt IGA — degradacni produkty
proteinovych adukti v moci - 1

Hypotéza: po ukonceni Zivotnosti erythrocytu je globin s navazanymi adukty
odbouran proteolytickou degradaci, pri niz se uvolni:

volné arp 0 ysel,(ny, které (znovu) vstoupi do fyziologickych
metabolickyc

volné aminokyselinové adukty, které se vylouci moci

Zkoumané latky:

A. adukty s methylisokyanatem B. adukty s ethylenoxidem
N-methylkarbamoylvalin (MVU) S-(2-hydroxyethyl)cystein (HEC)
N-methylkarbamoyllysin (MLU) N-(2-hydroxyethyl)valin (HEV)
N-acetyl-MLU (MLU-Ac) CH; OH HOo CH, HO
OH  HyC o N
H3C/NHWNHMO OYNH COOH /(
O NH, _NH H/K

MLU H3C

O
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Projekt IGA — degradacni produkty

proteinovych aduktu v moci - 2 M
HEC, HEV, MVU, MLU, MLU-Ac — polarni

O

Mozny postup - derivatizace s RCF /( HEV
Doposud vyzkouseny ethyl-, propyl-, isobutyl- a
heptafluorbutyl-chlorformiat (ECF, PCF, IBCF, HFBCF) \\\

Metody: GC-MS (El), HPLC-MS (ES), HPLC-UV COOH

HEC, HEV - stanoveny GC-MS, s Cinidly ECF, HFBCF
HEC, HEV, MVU, MLU, MLU-Ac - stanoveny HPLC-MS, se vsemi amdly)\(&
0

MVU - zkoumano HPLC-UV, s Cinidly ECF, PCF, IBCF
O NH

HPLC-MS odhalilo vznik artefaktu /NH MVU
3

OH
NH _NH
H3C/ W/ MO
@) NH
MLU 2
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“ Projekt IGA — degradacni produkty

proteinovych adukti v moci - 3 ji”%o\

0
HPLC-UV chromatogram MVU ve fyziologickém roztoku
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