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Abstract

The theme of the bachelor’s thesis was “The Analg§iOrganic Acids by New
Extractive Derivatization Process in Blood Plasmmal é&erum Using the GC/MS
Technique”.

The objective of the thesis was to develop a ntkefoo fast determination of
organic acids by a new process of extractive deraaon, to identify and determine
organic acids in body fluids, to compare their atante and to evaluate the possibility
of implementation of this method in clinical diagtios.

Body fluids contain hundreds of organic acids, alihico-create a clinical
picture of a patient’s health condition. The cutregsearch focuses on implementation
of methods providing for comprehensive, metabolismsed analysis of these
metabolites important from the point of view of gl@stics.

Nowadays, an analyst can select from a wide rarigmethods and several
effective analytical and separation techniques $eparation, determination and
identification of organic acids in complex biologienatrices.

In the introductory, theoretical part of the bdone thesis, the knowledge of
properties of organic acids and possibilities @frtilletermination are summarized.

In the practical part, the method of fast deteation of organic acids in body
fluids by the GC/MS techniques was developed. Byamseof this technique, it is
possible to analyze large quantities of organidam minimum volume of body fluid.

Derivatization of a set of several tens of orgatitls with ethyl chloroformate
in aqueous medium was carried out. The reactiongaas very fast and at laboratory
temperature. The applicability of the developedhudtwas verified through analysis of
organic acids in biological samples. In samplesdblobd serum and plasma, tens of
organic acids were identified by means of the abueationed method, retention data
and EI mass spectra.

Experiments performed for the purpose of thisithpsoved that derivatization
with chloroformates in aqueous medium is a relffiv@mple, fast and promising
method for analysis of organic acids.

Follow-up experimental research is necessary tkemtne methodology
applicable in clinical diagnostics and to definevattages and limitations of this new

methodological procedure.
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1. UVOD

Analyza organickych kyselin a to zejména aminokysepati mezi
nejvyznamgjsi a zarove nejobtizrjSi ukoly analytické chemie organickych latek.

Télni tekutiny obsahuji stovky organickych kyseliteté spoluvytvieji klinicky
obraz o zdravotnim stavu pacienta. &any vyzkum se zattuje na zavedeni metod
umoziujicich komplexni, metabolomickou analyzéchto diagnosticky vyznamnych
metabolifi.

Pro separaci, stanoveni a identifikaci organickykyselin ve sloZitych
biologickych matricich se v séasné dob analytikovi nabizi velky p&et metod a
nekolik a¢innych analytickych sepataich technik. Jednou #ahto technik je plynova
chromatografie s naslednou detekci hmotnostnimtspaktrem, kterou jsem pouzila
ve své bakai&ké praci. Chromatograficka metoda je zaloZzena nahwnasobném
roz&klovani dllenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi, ktgsdu navzajem
nemisitelné. Po ionizaci analyzovanych latek zazavawa hmotnostni spektrometr
jejich efektivni hmoty, které podavaji informacstoukture analyzované latky.

Cilem této prace je vypracovat metodiku pro stanowvaganickych kyselin
novym postupem extragki derivatizace, provést identifikaci hlavnich «kz
organickych kyselin v modelovych vzorcich krevnégra a plasmy a porovnat jejich
zastoupeni  wthto  €Inich  tekutinach.  PouzZita  metoda  derivatizace
s ethylchlormravetany spolu s technikou GC/MS untage identifikaci diagnosticky
vyznamnych sloéenin a poskytuje celkovyiphled o jejich zastoupeni #nich
tekutinach, coz je vyznamné z hlediska vyuZitelnasbvé metodiky v klinické

diagnostice.



2. SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

2.1. Biochemie krve

Krev cirkuluje v uzaieném cévnim systému a jeji objatimi 6-8 % tlesné
hmotnosti. Sklada se z pevnych &asti (bilé aervené krvinky, krevni desky), které
jsou suspendovany v kapalném predt, plasm. Plasma je Zlutava vazka tekutina,
ktera je tvdena z 90 % vody, dale obsahuje nizkomolekularniekgelyty, ionty a
bilkoviny. Krev ma gkolik funkci, které Ize roz#it na transportni a obranné.

Hlavni transportni funkce krve jsou:

1. Respirace - i&nos kysliku z plic do tkani a G@ tkani do plic

2. VyZiva - transport Zivin ze &tva do jater a z jater do tkani

3. Vylu¢ovani - transport odpadnich metahbltio ledvin a plic

4. Transport hormoido cilovych tkani

5. Udrzovani homeostasy (pH, teplo, voda)

Obranné funkce krve

1. Obrana proti infekci (cirkulujicimi protilatkamijligmi krvinkami)
2. Udrzovani koagulace

(Dylevsky, 2000; Dostal, Paulova, Slanina, Taborg5; Murray, Granner, Mayes,
Rodwell, 2002).

Ve sloZeni krve se odré#ada biochemickych pochagrobihajicich viiznych
tkanich. Analyzy krve, krevniho séra nebo plasnofitmejvyznamujSi a nejpoetns]si
klinicko-biochemickd vyséeni. Krev se ziskava ze Zil, tepen nebo Kkapilar.
Pro biochemické analyzy se centrifugaci krve ziakplasma nebo sérum. Je-li krev
odebrana do zkumavky bezigavku protisrédzlivych progdki, dochazi k jejimu
srazeni a naslednym otlstnim ziskdmesérum. V séru chybi srdzeci faktory a to
vcetrg fibrinogenu, které jsou normdlnv plasné pritomny. Jsou-li ped odkrem
do zkumavky gidany protisrazlivé progedky (heparin, citrat sodny nebo JE®DTA),
ke sraZzeni nedochézi a agstnim se ziskdplasma (Dostél, Paulov4, Slanina,
Taborskd, 2005; Murray, Granner, Mayes, RodwelD220



2.2.  Organické kyseliny (karboxylové kyseliny)

Skupina charakteristicka pro karboxylové kyselieyjgdnovazna karboxylova
skupina —COOH, ktera formain predstavuje kombinaci skupiny hydroxylové
s karbonylovou. Festo ale nemaji karboxylové kyseliny vlastnostioalii, ani
vlastnosti ketot (Cervinka. 1985; Dostél, Paulova, Slanina, TaborgRas).

2.2.1. Vlastnosti

Karboxylova skupina je velmi polarni. Vyslednou gritu molekul uéuje jak
pocet karboxyt, tak délka alifatickéhoettzce. NejnizSiii alifatické monokarboxylové
kyseliny jsou kapaliny, které jsou d@brozpustné ve ved Polaritu molekuly vyrazh
snizuje dlouhy alifatickyfettzec nebo aromaticky kruh. VysSi alifatické (tzv.S%ly
mastné) kyseliny jsou olejovité kapaliny v chladiriouci nebo voskovité tuhé latky.
Pokud nejsou kyseliny rozpustné ve ¥pdozpoustji se v roztocich alkalickych
hydroxydi (Dostal, Paulova, Slanina, Taborska, 2005).

2.2.2. Acidita kyselin

Ve vodnych roztocich karboxylové kyselinjast&né disociuji. Rovnovaha
disociace (Obr. 2. 1) je posunuta doleva.

P Vi
R—C 4+ HO ——= R+ HyO"
OH o

karboxylatovy anion
Obr. 2. 1: Schéma disociace karboxylovych kyselin
Témet vSechny karboxylové kyseliny jsou slabé kyselinyaki mezi slabé

elektrolyty. Ri rozpous¢éni ve voa jsou v roztoku nedisociované molekuly a vzniklé

ionty, coz je charakterizovano disaa@ konstantou K nebo jejim zapornym



dekadickym logaritmem pK U karboxylovych kyselin je hodnota pKv rozmezi
3,0 - 6,0 ( Dostal, Paulova, Slanina, Taborska5200

R-COOH [ R-COO +H"

_[R-coo” JgH" ] -
K,= [R—COOH] ................ pK, =— lod,

Obr. 2. 2.: Vyjadeni disociéni konstanty K a pKa pro slabou kyselinu R-COOH

2.2.3. Premény in vivo

V metabolickych pochodech dochazi fepenam nasycenych karboxylovych
kyselin na nenasycené @zr¢ substituované kyseliny a naopakikladem je nafiklad
reakce dikarboxylové kyseliny z citratového cyklna@sledna transaminace oxalacetatu
(Dostal, Paulova, Slanina, Taborska, 2005), (Ob8)2

(]
clzooe ?ooe gooe (I:ooe OO
— HN—CH
(l;HZ -2H ﬁ'H HQO HO_(I:H -2H O—? transaminace 2 |
cle2 S (I:H (J:Hz — (|3H2 <|3Hz .
C0o0® coo® coo® Ccoo® COO
sukeinat fumarat malat oxalacetat aspartat
(nasycend) (nenasycena) (hydroxykyselina) (oxokyselina) (aminokyselina)

Obr. 2. 3: Reakce dikarboxylové kyseliny v citraovcyklu (Dostél, Paulova, Slanina,
Taborské, 2005).

2.2.4. Aminokyseliny

Aminokyseliny (AA) jsou zakladni stavebni kamenyer€ organismus vyuziva
k tvorbé svych vlastnich bilkovin, k ziskavani energie pi&mené na jiné biologické
sloweniny. Jsou to substitni derivaty karboxylovych kyselin, v jejichz mold&ah
jsou g@itomny aminové skupiny, -NH(Dostal, Paulova, Slanina, Taborska, 2005;

Murray, Granner, Mayes, Rodwell, 2002).
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VSechny pirodni AA, az na nepatrné vyjimky, maji aminovouwgku vazanou
na atomu uhlikw a wWtSinou pati dotfady L.a - uhlik je chiralnim centrem, proto jsou
AA, s vyjimkou glycinu, latky opticky aktivni (Dodl, Paulova, Slanina, Taborska,
2005; Odsttil, 1995).

AA obsahuji d¢ funkéni skupiny: kyselou skupinu karboxylovou a zasadito
skupinu aminovou. Maiji tedy schopnost podle eafit reagovat jako kyselina nebo
jako zasada, takZze se chovaji jako amfolyty a mafhfoterni vlastnosti.
Charakteristickym projevem amfoterniho chovani g¢akce v kyselém i alkalickém
prostedi. V kyselém progtdi je potléena disociace karboxylové skupiny, aminova
skupina pijima proton. Aminokyselina nese kladny naboj avéh®e jako zésada.
V zasaditém prostdi se aminokyselina chova jako kyselina. Je piat@o disociace
karboxylové skupiny, aminova skupina neta g@ijimat proton a aminokyselina potom
nese zaporny naboj. Jakozto amfolyty vy&JBAA soli s kyselinami i zasadami a proto
jsou  dolle  rozpustné v polarnich rozpotdiech a velmi  Spatnh
v rozpoustdlech nepoléarnich.

Hodnota pH prosedi, @i niZ jsou ol skupiny disociovany (molekula se chova
jako elektroneutralni), se nazyva izoelektricky b@dblasti izoelektrického bodu jsou
AA nejmére rozpustné. Vlastnosti, Ze maji AA elektricky nalaopohybuji se v poli
stejnosmirného proudu, se vyuzivdipejich analyze elektromigeaimi postupy, jako
je nagiklad elektroforéza.

NejvyznamujSi reakci AA je tvorba peptidové vazby (-CO-NHpgEi které
reaguji a-karboxylova skupina jedné aminokyselinyu-aminovou skupinou druhé
za od&tpeni molekuly vody (Murray, Granner, Mayes, Rodw2002, Odstfil, 1995).

Molekuly proteirii jsou tvdaeny stovkami az tisici molekul AA, které mohou byt
v bilkovinné makromolekule uspmdany éznym zmisobem. \ietzcich peptid a
bilkovin se pravidel& vyskytuje 20 proteinogennich AA.¢které se mohoudkolikrat
po solé opakovat, Bkteré jsou obsazenyretézci vicekrat, jiné méncasto. Péadi AA
v fetézci proteinu je pro kazdy druh proteinu, pro kabdganismus charakteristické a je
genetickyfizeno. Proteiny jsou druh®specifické, kazdy organismus #ésvé vlastni“
proteiny s witou strukturou. Piadi AA vietzci proteinu nazyvame primarni
strukturou. Na dodrzeni primarni struktury protemavisi jeho spravna biochemicka
funkce (Odsitil, 1995).
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Podle typu postrannihietzce a pitomnosti funknich skupin Ize AA rozdlit
do rekolika skupin:

1. Aminokyseliny s nesubstituovanym postrannifetzcem: glycin
(Gly), alanin (Ala), valin (Val), leucin (Leu), is&ucin (lle)
2. Aminokyseliny s postrannirfettzcem obsahujicim hydroxylové (OH)

skupiny: serin (Ser) a threonin (Thr)

3. Aminokyseliny s postrannirfettzcem obsahujicim atom siry: cystein
(Cys), methionin (Met)
4. Aminokyseliny s postrannintettzcem obsahujicim kyselé skupiny

nebo jejich amidy: kyselina asparagova (Asp), asgar (Asn),
kyselina glutamova (Glu), glutamin (Gin)

5. Aminokyseliny obsahujici bazické skupiny v postiamnietzci:

arginin (Arg) a lysin (Lys)

6. Aminokyseliny obsahujici aromatické jadro: pherstah (Phe),

tyrosin (Tyr), tryptofan (Trp)

7. Heterocyklické aminokyseliny: histidin (His) a piro(Pro)

(Murray, Granner, Mayes, Rodwell, 2002).

Pro zajis¢ni spravnych funkci organismu, pro vystavbu vSeékeshych
bilkovin, je ¥eba pijimat vSechny pdebné AA, které nasS organismus nedokaze
vytvorit, v potrav. Jsou pro nas nezbytné, esencialni. Jsou to Adz\&tvenym
rettzcem nebo s aromatickym jadrem: Val, Leu, lle, Trys, Met, Thr, Phe. Cystein
neni esencialni, ale je gebny jako zdroj siry (Odstif, 1995).

AA se metabolizuji enzymatickyizenymi pochody, # kterych se jejich
aminoskupina zpracuje na gwovinu nebo penese na ketokyseliny, fipemz
z ketokyselin vznikaji nové AA.Cast aminokyselin se zapojuje do cyklu
trikarboxylovych kyselin, ktery zaji$ije energetické zasobovani organismu. Nedostatek
nebo sniZeni aktivity dkterého z enzyiin katalyzujicich peménu AA, miZze byt
pricinou c&dicnych metabolickych poruch aminokyselin (DMP AA)afRvdnim jevem
téchto poruch je nadénné hromadni nebo vyldovani rekterého typického metabolitu
v krvi, madi a jiném biologickém materialu, podlegja je mozné DMP AA utit
(Cermékova, Spanova, 2003).
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2.2.5. Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (FA) se vyskytuji ve vSech druziighdu. Jsou to organicke
karboxylové kyseliny s dlouhym uhlikovyietzcem. Pget atoni uhlika v fetzci je
vétSinou sudy. Je to Agobeno tim, Ze ip biosyntéze vznikaji mastné kyseliny
z dvouuhlikatych fragmeiit

Podle vyskytu jednoduchych a dvojnych vazetzeme mastné kyselinyélit
na nasycené a nenasycené.

Pro lidsky organismus je jedina kyselina esenciarb linolova. Organismus ji
neumi syntetizovat a je odkazan na jefijgmn v potra¥. Kyselinu linoleovou a
arachidonovou organismus W jatrech z kyseliny linolové (Odsit, 1995).

Naprostd ¥wtSina nenasycenych mastnych kyselin sefirog vyskytuje
v konfiguraci cis a jejich molekuly jsou v mistivojné vazby ohnuté o 120°. ZvySeni
poctu dvojnych vazeb vede k rozmanitému prostorovéspgadani molekuly. To ma
velky vyznam pro usgadani molekul v membranach a pro polohu, kteroutméas
kyseliny zaujimaji ve sloijSich molekulach fosfolipi (Murray, Granner, Mayes,
Rodwell, 2002).

Nenasycené mastné kyseliny maji vyznam pro tvosmiologicky (Einnych
latek, tzv. prostaglandin Prostaglandiny iteme povazovat za mastné kyseliny, které
jsou syntetizovanyin vivo cyklizaci uprosted uhlikovéhoiettzce dvacetiuhlikatych
nenasycenych mastnych kyselin za vzniku cyklopent@no kruhu. Ovlisiuji ¢innost
vSech druhi Zlaz, roz&iuji cévy, stimuluji hladké svalstvo a brzdi rozpaki v tukove
tkani. Kinkem gipominaji hormony. Vznikaji cyklizaci ze dvacetiikaitych
nenasycenych mastnych kyselin (Murray, Granner, édayRodwell, 2002; Odsit
1995).

Fyzikalni a fyziologické vlastnosti mastnych kyselisou ovlivieny délkou
rettzce a stupfm nenasycenosti. Body tani MK se sudynétpm uhliki se zvySuji
s délkoutetézce a klesaji sifbyvajicim pd@&tem dvojnych vazeb (Murray, Granner,
Mayes, Rodwell, 2002).
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2.2.6. Ketokyseliny (oxokyseliny) a hydroxykyseliny

Ketokyseliny a hydroxykyseliny jsou substiti derivaty karboxylovych
kyselin, které maji jeden nebo vice atowodiku v uhlovodikovém zbytku kyseliny
nahrazen jinym atomem (oxoskupina nebo hydrox@hr( 2. 4).

HOOC HOOC
)R —R
o) HO

Obr. 2. 4: Schéma ketokyseliny a hydroxykyseliny

Do této skupiny latek p#t nag. kyselina p-hydroxymaselna, acetoctova a
aceton, které maji spaley metabolicky fivod a v biochemii se jintika ketolatky. U
zdravych osob se vyskytuji v krvi a igen v nepatrném mnozstvi. Ve zvySendarde
tvori, jsou-li buiky nuceny vyuzZivat jako hlavni zdroj energie tukzgjména
pii nekompenzované cukrovce nehio glouhodobém hladawi. V &chto gipadech se
vylucuji ketolatky ve znéné mie mai a potem a dech je citit acetonem (Dostal,
Paulova, Slanina, Taborské, 2005).

2.3.  Vyvoj analytickych separaci

Separace a nejjednodussi sefir@aperace provazejici analytickou chemii, jako
nagr. srazeni, louzendi destilace, sahaji dalekaqu vznik ¥dy jako takové, do dob
alchymie a primitivni metalurgie. Nicm&nmnohé metody, které jsou analyticky velmi
dulezité v sodasnosti, maji pominé staré koeny (nap. extrakce #kterych kow
z vodného roztoku do organického rozpedkt byla objevena jiz kolem poloviny
19. stoleti). Vyvoj sepataich metod se zal prudce zrychlovat od druhé poloviny
19. stoleti, spolu s rozvojemedy a z ni odvozené technologie.cBtkem 20. stoleti
objevil M. S. Tswett princip chromatografie, ktema své skué uplaténi musela
pockat rekolik desitek let, az do doby zasadnich objex. J. P. Martina a

spolupracovnik.
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NejnowjSi vyvoj separénich metod zavisel a zavisi spiSe na obrovském
technologickém rozvoji, nez na zakladnich teorgtitkobjevech. Dobrymifkladem je
napgiklad kapalinova chromatografie: jeji princip poezhaod Tswetta a daleko
piredchazel ostatni typy chromatografie. Moderni vgsdkna kapalinova
chromatografie pracujici za vysokého tlaku vSak lamatzniknout teprve tehdy, kdyz
byly vyvinuty vysoce @Ginné a reprodukovatelné, specializované stacion&né
s malymi a uniformnimic¢asticemi a veSkeré komponenty pong¢ nara@ného
experimentalniho vybaveni, coz nastalo az felomu Sedesatych a sedmdesatych let
20. stoleti.

Moderni vyvoj analytickych separaci probih&a vitych etapach, ndp rozvoj
plynové chromatografie v padesatych Iétech, rozwgjsokoinné kapalinové
chromatografie v sedmdesatych létech, rozvoj kk&sielektroforézy od pozdnich
ctyricatych let, rozvoj kapilarni elektroforézy a tedhnspojenych s hmotnostni
spektrometrii naiglomu osmdeséatych a devadesatych let. \¢asnpsti je k dispozici
velmi Siroka Skala sepafaich metod, fistroju a potebnych materidl

Souwasna analyticka chemie, a tedy i analyticka sepana@ rozsahly arsenal
metod a pistupi kieSeni problén OvSem naroky na ni neoksjné¢ vzristaji.

Pri stanovovani slozek velmi slozitych &sh velmi podobnych latek ve sloZité matrici
¢asto nestd jedna sepatmi technika, ani velmi vykonn4, a proto se spojijkolik
technik za sebou, on lingimZ se znasobi potencial velmi vykonnych separaci
kombinaci s vykonnymi detékimi technikami. Ne&jasgji se setkdvame se spojenim

kolonové separace s hmotnostni spektrometrii (\8)lik, et al. 2004).

2.4. Metody stanoveni organickych kyselin

Je navrzeno mnohocimnych analytickych sepafaich metod ke stanoveni
organickych kyselin, které lze separovat a idewiifat ve slozitych biologickych
matricich.

Pro stanoveni organickych kyselin v biologickyckutinach je nezbytna jejich
izolace z biologické matrice rigstji extrakci tuhou fazi (SPE-solid phase extraction)
nebo je mozné extrakce kapalina-kapalina (LLE-tigliguid extraction). Technika SPE

ma fadu vyhod, mezi které patpredevsSim rychlost, selektivita, citlivost, dobra
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opakovatelnost, moznost automatizace, snadné sSpefadou analytickych metod a
také finaréni dostupnost (Stulik et al., 2004).

2.4.1. Elektromigra éni (elektroforetické) metody

Elektroforéza je fyzikal&h chemicka metoda, umbdjici kvalitativni i
kvantitativni éleni latek na zakladjejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém polie-Ji
smés stanovovanych latek, které maji charakter ionebo amfolyli, vystavena
v urtitém prostedi pisobeni elektrického pole, dochézi k elektroforetiakigraci.
Touto migraci se rozumi pohyb idntv elektrickém poli vlivem elektrostatického
pritahovani elektrického naboje k @& nabité elektrod& (Obr. 2. 5). Pohyblivost iofit
zavisi na velikosti a tvaru molekul, na ptesti a na velikosti elektrického pole.
Velikost ndboje molekuly nebdastice ovliviuje pH, stup# ionizace a iontova sila
prostedi (N\smec, 1988; Stulik et al., 2004).

iontova sféra

Obr. 2. 5: Elektrostatickéfpahovani a nasledné elektroforeticka migrace katike
katodt konstantni elektroforetickou rychlost. (Stulik et al., 2004)

Do skupiny elektromigramich metod pét zejména kapilarni elektroforéza (CA),
ktera vynika pedevSim malou spi@bou vzorku &inidel potebnych pro separaci,
velkou &innosti separace, velkou rychlosti analyzy a knatkdobou padebnou
na optimalizaci sepataich podminek. K hlavnim nevyhodam této sefaraechniky
pafti nizSi citlivost a mensi reprodukovatelnost.

Metodu CE lIze pouzit pro separace a stanoveni migain latek, jejichz
molekuly mohou nést vigledku disociace zaporny naboj (hagarboxylové kyseliny)
nebo kladny naboj (n&paminy a aminokyseliny) (Stulik et al., 2004).
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CE se pouziva ve spojeni s elektrochemickou a Utkdé Lze také pouzit
fluorescekini detektor vyuZivajici laserem indukovanou fluossgi (LIF), ktery se
hodi jako jeden z nejcitlgySich pro fluoreskujici analyty. S pouzitim LIF elete je
mozné separovat volné AA v lidské plaziwhem 70 min, diky tomu je mozna rychla
diagnéza @ deédicnych metabolickych poruchach AA, jako jsou falad
fenylketonurie, tyrosinemie, citrulinemie (Bouldtas., 2001; Stulik et al., 2004).

Trendem je také spojeni kapilarni elektroforézy rmotmostni spektrometrii
(CE/IMS), které nachazi uplam v oblasti analyzy latek iontové povahy
v komplikovanych matricich, kde se debuplatni vysoka dinnost CE s moZnosti
strukturré selektivni detekce hmotnostnim spektrometrem. epojje nejastji
realizovdno pomoci iontového zdroje typu elektregpviezi hlavni technické problémy
komplikujici propojeni obou ifstroja paki prilis nizky pfitok zakladniho elektrolytu
separéni kapilarou a problém realizace vodivého spojasride sepakmi kapilary se
zemnici elektrodou pro elektroforézu (Soga, He2@00; Stulik et al., 2004).

2.4.2. Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikakh chemickd dlici metoda, @ které dochazi
k mnohonasobnému roddvani ctlenych latek mezi dvfaze (Nemec, 1988).

Pres kolonu, ktera je naplnd sorbetem, postupujeciiou rychlosti mobilni
faze. Vzorek swsi se nasikuje na zaatek kolony a mobilni fdze ho unési ke konci
kolony. Na chromatografické kolénnasleds dochazi k separaci sloZzek &n
Pri praichodu kolonou fechazi kazda molekula vzorku mnohokrat z proudu imiob
faze do faze stacionarni aégpDoba, po kterou separovana latka setrva v Kplpavisi
na velikosti interakce mezi slozkou a stacionaézii fa uéuje pdadi, v jakém slozka
smesi vychazi z kolony.Cim intenzivgjdi jsou interakce na povrchu sorbetu, tim

vychazi slozka z kolony pogjila ma \&tSi retekni cas (Churéek et al., 1991).

2.4.2.1. Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Prednosti HPLC je rychlost analyzy, vysok&lid schopnost, moZnost
automatické detekce, identifikace a kvantitativpifi®dnoceni chromatogramu. Metoda
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je vhodna zejména pro svou Sirokou oblast poudtinkdy |ze analyzovat ionty, latky
polarni i nepolarni, mala@kave, tepeld nestabilni i vysokomolekularni. Dalsi vyhodou
je moznost ovliiovat analyzu sloZzenim mobilni faze, ktera se vyamamodili
na separaci. Nevyhodou je drahéispojové vybaveni a sloZj§i mechanismus
separace (Stulik et al., 2004; DoleZalova et 8B5).

lontow vyménna chromatografie (IEC) je zaloZena na ¥ginionti mezi
iontoménicem a vodnou pohyblivou fazi, proto je mozréitgpouze takové latky, které
jsou ve vodnych roztocich disociovany na ionty. ¥ya se ke stanovovani
vysokomolekularnich i nizkomolekularnich latek,gatagiklad AA, bilkovin, enzyn.

IEC analyza je jednoducha nd&igravu (vysrdzi se pouze proteiny), ale je
zapotebi wtSiho mnoZstvi vzorku. Zgdaou nevyhodou této metody je jejasova
nara:nost (Walker, Mills, 1995).

Vysoko&inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi -fR.C)

s automatizovanou ipdkolonovou derivatizaci je jedna ze z&kladnich ochet
pro stanoveni AA. V porovnani s iontowyménnou chromatografii poskytuje tato
metoda vysSi citlivost, univerzalnost a kratSi dalmalyzy. Mezi néasgji pouzivana
derivatiz&ni cinidla pati o-ftaldialdehyd (OPA) a fenylisothiokyanat (PIT@nalyza

s derivatizaci s OPA je jednoducha a rychla, algerbyt pouZita pouze prodavani
primarnich AA. K detekci derivat se vyuZzivaji fluorimetrické nebo UV detektory
(Davey, Ersser, 1990; Teerlink et al., 1994; Fes®02; Piraud et al, 2005).

Byla také popsani&da metod v souvislosti s nederivatizovanymi AArPaezi
né HPLC spojena siznymi detektory, které byly srovnavany v rdmci vglteonevyhod.
Refraktometrické detektory jsou malo citlivé a prae vyuZivaji pouze tehdy, pokud
ostatni detektory neposkytuji pro analyzované latddezvu. Mezi citli¢jSi pati
elektrochemicky detektor, ktery se ale neukazal \hyadny @i stanovovani analyt
ve slozitych matricich. Déale bylo testovano spojetHLC s detektorem zaloZenym
na rozptylu zéeni s vypgovanim mobilni faze (ELSD-evaporative light scatigr
detection), jeho pouZziti je ale omezeno nakeeté latky adkavé mobilni faze (Sereno
1996; Petritis et al., 2000; Petritis, Elfakir, Drg 2002; Stulik et al., 2004; Marioli,
Petritis et al., 2004; Pennanec, Petritis, Dre(0042.

Pro rychlou a citlivou analyzu nederivatizovanychA Ase ukazala jako
perspektivni metoda HPLC spojend standemovou hwstith spektrometrii
(HPLC/MSI/MS), kterd sdruzuje dvojici o&dlénych hmotnostnich analyzatorkteré

pracuji vicemeé#inezavisle a umdaitlji tak sledovat reakce probihajici ve spektrometru
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Touto metodou Ize separovat az 76 AAHi Bomto spojeni mohou byt analyty
ionizovany elektrosprejem nebo chemickou ioniza@dRLC/MS/MS analyzou AA
v télnich tekutinach je mozné diagnostikovakieré ddicné metabolické poruchy a
proto je ji dnes &ovana velka pozornost (Ubik, 2001; Carpenter K. \Miley V.,
2002; Rashed, 2001; Petritis, Elfakir, Dreux, 20B#aud et al., 2003; Stulik et al.,
2004; Piraud et al., 2005).

Pro stanoveni nederivatizovanych polarnich AA bylavinuta také metoda
kapalinové chromatografie na reverzni fazi. Takgto lanalyzovano 10 AA (Asp, Asn,
Ser, Gly, GIn, Cys, Glu, Thr, Ala, Pro), které mejsdostatené rozcklené v EzZném

kapalinovém chromatografu (Petritis, 1999).

2.4.2.2. Ultravysokotlaké kapalinova chromatografie (UPLC)

Zavadnim novych chromatografickych matefid kolonach je mozné pouzit
pro analyzu organickych kyselin také novou ultrakgtlakou kapalinovou
chromatografii. Tato metoda zajife kvalitrgjSi a rychlejSi analyzu a vysSi citlivost
nez je tomu u HPLC (Grumbach, Wheat, Mazuro, 2@&mbach et al., 2005).

2.4.2.3. Plynova chromatografie (GC)

Metoda plynové chromatografie vyZzaduje, aby vSecHatky vstupujici
do ckliciho systému byly vplynné fazi. Tento poZadavekuje jak rozsah
analyzovatelnych latek, tak mozZnost jejich stanaveéBC je potencialni metodou
pro analyzu velkého @tu organickych latek a pouziva se pro Siroky rodsatcentraci
analyti, oblast aplikaci se pohybuje v koncetitrian rozsahu 0,001 az 10 000 ppm.

Analyticka metoda GC se vyzfige nejen nej#tSi variabilitou detednich
moznosti, ale také detektory s ng§i citlivosti a nejutSi selektivitou mezi viemi
od svého zavedeni vroce 1958 plamenawnizaini detektor (Flame lonization
Detector - FID). Detetni objem plamenavionizatniho detektoru je maly (5 az 10)

a vhodny pro nejizrgjSi instrumentélni usgédani. FID detektor nevykazuje
selektivitu, proto je univerzalnim detektorem prganické latky a je charakteristicky
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vysokou citlivosti. Je pouzivan ve spojeni s GCwsech analytickych aplikacich
pii analyze hlavnich sloZek i stopovych mnozstvi.

Lze také pouzit spojeni GC s hmotnéstspektrometrickym detektorem
(GC/MS). Probléemem propojeni oboutizeni je jejich tlakova nekompatibilita. Tlak
na vystupu kolony GC je atmosféricky, ale iontodéage pouZzivané pro tuto kombinaci
pracuji optimala za vysokého vakua. ZvySeni tlaku v iontovém zdaofimotnostnim
analyzatoru vede k poklesu citlivosti a zhorSenarakteru spekter. fBdpokladem
pro usgsSné spojeni GC/MS je dostane vykonny cerpaci systém, ktery je schopny
odcerpat nadbytek nosného plynu z prostoru ionizace.

Aplikovatelnost GC/MS je omezena pouze pozadavkestaténé tkavosti
analyzované latky, ktera musi projit segafdolonou. Tuto podminku gspije asi 10%
znamych organickych latek. Diky vysoké separakinnosti kapilarnich kolon je tato
technika pouzivana pro analyzu komplikovanychésintatek a pro komplexni vzorky

obsahujici neznamé slozky.

Derivatizaéni technika v GC

Mez detekce, jeji citlivost a selektivitu Ize dctité miry ovlivnit chemickou
strukturou analyzované latky. Zavedenim vhodnyabmat nebo funknich skupin
do molekuly fivodni latky (derivatizaci) lze zlepsit, usnadnibaeumoznit wibec jeji
analyzu.

Derivatiza&ni techniky vyuZivaji specifické reakce, kterymie lzdocilit
kvalitativné novych vlastnosti separovanych latek. V mnohigpaguaech umakuji
separaci dané skupiny latek anebo podstaigSuji citlivost detekce a séasré snizuji
detekéni limit a svym selektivnim gsobenim usnadji identifikaci fady organickych
latek.

NejvyznamujSi daivody vedouci k derivatizaci:

1. Zvyseni tkavosti analyzovanych latek.

2. Zamezeni nezadouci sorpce, protoddere funkni skupiny vytvéeji

silné interakce se stacionarni fazi.

3. ZlepSeni selektivity, citlivosti a snizeni mezesttee.

(Churé&ek et al., 1991).
Hlavni nevyhodou derivatizace je to, Ze se zavadface navic, a tim se zvySuje

komplexnost analyzy, jeji chyba i celkova dobaniv@tulik et al., 2004).
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Cilem derivatizace organickych kyselin je zablokdvdolarnich funknich
skupin v jejich struktte. Derivatizace i@meni pivodni analytickou strukturu
na sekundarni molekuluigs chemické reakce s jednou nebo vire reagerieificRozi
derivatiz&ni metody vyZzadovaly bezvodé presti a dlouhé re&ki doby, nebo se
provadtly dvoustumoveé metody s esterifikaci karboxylu a nasledné latiey ostatnich
skupin po odpini pivodniho média. Dlouhé a pracnéigsavy vzorki pred analyzou
GC ¢asto odrazovaly (Huek, 2005; Husek, Simek, 2006).

Idedlni derivatizeni procedura by #la sphovat rekteré podminky, jako je
jednoducha fiprava vzorku, moznost derivatizace ve vodném pedgtokamzita nebo
velmi rychla reakce ip pokojové teplat, pouzivani malého mnozstvi levnyéimidel.
Témto podminkdam sefiblizil objev chlormravetiani (alkyl chloroformates, RCF),
které jsou schopné esterifikovat okardzairboxylovou skupinu viftomnosti pyridinu
(PYR) a to i ve vodném alkoholovém pri@sti. Tato procedura je robustni a okamzita a
vede k vysokym reakim vynosim (Husek, Simek, 2006).

Mezi nejjednodusSi a nejvice reaktivni derivatida cinidla pati
ethylchlormravetan (ECF) a methylchlormravéan (MCF). Chlormravetany byly
pouzity k giipraw derivati dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin (Simekusek,
Matucha, 2003), mastnych kyselin (Simek, Hu3ek,ziBka, 2002), aromatickych
kyselin a aminokyselin (Simek, Hu3ek, 2003). Mektadibyla optimalizovana a
stanoveni bylo mozné v délkratSi nez 5 minut. Hlavni vyhoda nové metody byda
vysoké citlivosti, velké rozliSovaci schopnostipiesnosti a spolehlivosti a takée
v moznosti identifikovat nezndmé slozky &mn Déle byla testovandnidla s delSimi
alkylovymi retézci, jako je propyl-, isobutyl- a butyl- chlormrawan (PCF, IBCF,
BCF) (Hu$ek, Simek, 2006).

Metodického roz$eni derivatizace se dosahlo kombinacemi RG#ridel
a alkoholu za tvorby uznych estar. VyzkouSena byla ndfklad kombinace
isobutylchlormravetan (IBCF) s heptafluorobutanolem (HFB) nebo IBCF
s trimethylsilylmethanolem (TMSM) (Hu3ek, 2005; dk3Simek, 2006).
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2.5.  Princip a instrumentalni usp#adani GC

2.5.1. Princip GC

U plynové chromatografie dochazi &ehi snési latek na zékladdistribuce
mezi pohyblivou fazi, kterou je plyn, a stacion&amdi. Jako zdroj pohybu mobilni faze

je vyuzivan tlakovy spad a stacionarni faze je tagdna v kolo&é (Nemec, 1988).

2.5.2. Instrumentalni usporadani GC

2.5.2.1. Zdroje nosného plynu, péipad pomocnych plyt a z&izeni pro jejich
¢isteéni, regulaci, nsieni tlaku a pitoku

Jako nosny plyn Ize pouzit kazdy plyn, ktery jetdt&né ¢isty a vhodny pro
pouzity detektor. Musi byt inertniawi stacionarni fazi, analyzovanym latkam a
nosnymi plyny jsou helium a vodik, m&rtasto argon, dusik nebo oxid ufity.
Pomocné plyny, mezi které pawzduch, kyslik, vodik nebo oxid ubiiy, umoziuji
davkovani, chlazeni a funkci detekiorZdrojem nosného i pomocného plynu jsou
ocelové tlakové lahve napné @isluSnym plynem.

Hlavnim problémem nosnych pl§fsou gitomné néistoty, které se do systému
dostavaji zpravidla i vyméne tlakovych lahvi, nesnostmi v systému nebo
neodpovidajici instalaci plynového rozvodu.cistoty jako vodni para nebo kyslik
mohou interagovat s analytem nebo stacionarniaféioh omezit pesnost vysledk

Chromatografické separace i funkagkierych detektar jsou zavislé na fitoku
nosného plynu a proto jeul@zité udrzet jeho definovanou a konstantni hodnotu

vhodnou regulaci (Stulik et al., 2004).
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2.5.2.2. Zatizeni pro davkovani vzorku

Teplota injektoru se voli tak, aby sé& pavkovani vzorek okamzitvypail a
v injektoru dale nekondenzoval. Vymitelnd vnitni ¢ast injektoru (liner) vytvéa
chemicky inaktivni prosedi pro zplygny vzorek a homogenizuje vytieny plynny
vzorek.

Ukolem sept je wbsreni systému a dostated elastinost pro piinik injekéni
jehly. Mohou se ale stat zdrojem provoznich i agglikch probléni, jelikoZz plasty
pouZivané pro septa majiiznou tepelnou odolnost a liSi se v chemickych a
mechanickych vlastnostech.

Vzorek se davkuje injeki skikackou, kterd umoiuje nasati vzorku
do kalibrované odgrné casti stikatky. Je mozné také davkovani automatickymi
davkovai (auto sampler), které jsou vybaveny jehlami spleéth tvad (Stulik et al.,
2004).

25.2.2.1. Separani systém

Uspsch analyzy do znmé miry zavisi na vydsu separani kolony.

Diive se pouZivaly napbvé kolony, coZz byly sklemé nebo kovové trubice,
které ngly vnitini pramér 2-5 mm. Byly naplané adsorbentem nebo niin
smaienym zvolenou stacionarni fazi. Délka kolony o i pfiméru 2 mm byla
negastji 2 m.

V kolonach naplanych adsorbentem iivie byt pouzit silikagel, uhlikova nebo
zeolitova molekulova sita, uhlik a aktivni uhli ngiodrovité organické polymery.

V kolonach naplénych nostem sm@enym stacionarni fazi je volba vhodného
nosice velmi dilezitad, musi se ifhlizet k jeho struktte a povrchovym vilastnostem.
Dobry nost musi byt mechanicky pevny, tepé&lstabilni, inertni uc¢i stacionarni fazi a
slozkam vzorku, dale sméivy zvolenou stacionarni fazi, séitym specifickym
povrchem, velikosti a distribuci porNejvice pouzivanymi nasiv GC jsou tizné
upravené kemeliny. Stacionarni faze se voli tak, abyglanpodobnou chemickou

strukturu jako slozky vzorku. Kom@&® jsou dostupné stovky stacionarnich fazi.
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V sowasnosti dochazi k vyhradnimu pouzivani profesiangbiipravenych
kapilarnich kolon. Tlou¥a vrstvy stacionarni faze musi byt dostage( 0,2 — 0,um),
aby byl vylowen nekontrolovany reténi mechanismus v mezifazi néstacionarni
faze a na povrchu nd@s. Prodlouzeni doby analyzy owiivje nejen rostouci tlotka
filmu stacionarni faze, ale j&Styznamji také rostouci délka kolony. Rozny kolony
by nmely byt voleny tak, aby splnily podminku pozadovamébzliSeni a kratké doby
analyzy (jednotky az desitky mé(Chur&ek et al., 1991; Stulik et al., 2004).

2.5.2.2.2. Termostat

Jednou z kritickych valin v GC je teplota a jeji stabilita. Na ni zaviségnost a
reprodukovatelnost naffenych adaj, nag. elwnich ¢asi a ploch pod piky. Proto je
titeba udrZovat zvoleny konstantni teplotni rezim ifldst kolony, detektoru a
regulatoru tlaku a pitoku. Teplota dchto c¢asti ovliviiuje kvalitu n@feni fiznym
zpasobem, proto jsou tyto prostory ddelh® termostatovany a udrzovany

na optimalnim teplotnim rezimu (Stulik et al., 2p04

2.5.2.3. Detektory pro plynovy chromatograf

Obraz ptibchu separace v kolénje zprostedkovan ndticim za&izenim,
do kterého usti vystup kolony. Detektory jsou kaumsini ¢asti ng&ticich zaizeni,
ve kterych je fyzikala chemickd vlastnost analytuiqvadna na nifitelny, wtSinou
elektricky signal.

V plynové chromatografii Ize pouzit tepeélnvodivostni detektor, detektor
elektronového zachytu, plamerovonizatni detektor nebo hmotnostni spektrometr
(Chur&ek et al., 1991; Stulik et al., 2004).

2.5.2.3.1. Plameno¥ ionizatni detektor (Flame lonization Detector, FID)

Byl zaveden jiz vroce 1958 a od té doby je nejitersjSim detektorem

v plynové chromatografii. Princip spi@a v méreni znény ionizaniho proudu vodiko-
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vzduchového plamene agobené ftomnosti eluovaného analytu. FID je ign
horakem, do kterého Usti vystup z kolonyi&vpd vodiku. Nad hicdkem jsou umighy
sbérné elektrody iont a elektrofi, které vznikaji i hoteni vodiku a analytu a déle také
piivod vzduchu pro difazni plamen (Obr. 2. 6) (Clekaet al., 1991; Stulik et al.,
2004).

Obr. 2. 6: Schéma plamenového iokizao detektoru: 1 — vstup nosného plynu, 2 —
vodik, 3 — vzduch, 4 - li&ek, 5, 6 — elektrody, 7 — vystup do atmosféry
(Chur&ek et al., 1991).

2.5.2.3.2. Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyziké&lr- chemicka metoda, ktera slouzi
k urcovani hmot volnych molekul a jejickasti. Stanovované latky se niéyee musi
pievést na kladné nebo zaporné ionty. Hmotnostnitepaktr je pak iontoy optické
zaizeni, které tyto ionty separuje podle jejich efigkich hmot (m/z). Umaluje také
stanovit hodnotu této hmoty, z celkového mnoZswtitii a molekul obsazenych
ve snisi urKit relativni zastoupeni iofitjedné hmoty a zjistit relace mezi jednotlivymi
ionty. Registraci molekularnich a fragmentovych tionje ziskan zé&znam,
charakteristicky pro danou latku. Tento zaznam (owéd spektrum) podava informace
o struktde a na jeho zakl&dize wtSinou strukturu analyzované latky odvodit nebo
potvrdit.

Hmotnostni spektrometrie je univerzalni analytick&toda, ktera se pouZziva
k charakterizaci jak nizkomolekularnich, tak i vigamolekularnich latek. VyuZiti této
metody je pedevSim ve stopové analyze organickych latekrazsm na zjighi jejich
struktury (Stulik et al., 2004; Ubik, 2001).
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Zakladni ti funkeni slozky MS jsou iontovy zdroj, analyzator a régéni
zarizeni, ke kterym dale patsystém zavashi vzorki, vakuovy systém a péac jako
fidici stanice. Schéma hmotnostniho spektrometuugdeno na Obr. 2.7 a Obr. 2. 8.

Ridici systém
Vstupni Tontovy Separace Detek:::e Z‘izna.m
systém(y) zdroj iontd iontit iontdi

e

Vakuovy systém

Obr. 2. 7: Blokové schéma hmotového spektromethik({2001).

B e

.,

£ magneticke pole (2] \

polomér
zakfiveni (R}

N{/Ejf g

ool

Obr. 2. 8: Schéma hmotnostniho spektrometru (B&@m¢kova-Voltrova, 1995).

lontovy zdroj, rkkdy také za spoluiasti vstupniho systému, iqvadi
analyzované latky na ionty, které se v iortasptickém systému fokusuji na uzky
svazek, urychluji a injikuji do analyzatoru. Tymiového zdroje se voli podle druhu
analyzovaneé latky a pozadavku na analyzu.

Elektronova ionizace (El) je v sowasnosti nej&ZnéjSi zpisob ionizace.
lonizace je vyvolana proudem elektfioemitovanych Zhavenym viaknem (katodou).
Proud elektrofi postupuje iontovym zdrojem smem k anod. Energii elektrof
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prichazejicich do kontaktu s ionizovanou latkowuwe potencidlovy rozdil mezi
Zhavenou katodou a anodou (Obr. 2. 9f¥kdy se do prostoru ionizai komirky
umistuje maly magnet, jehoz pole Zakje drahu elektroin a to vede ke zvySeni

pravdpodobnosti interakce s molekulou.

‘Akceleragni
elektrody

Obr. 2. 9: Schéma iontového zdroje pro elektrondwairaci (Stulik et al. 2004).

DalSi ioniz&ni metodou jechemicka ionizace (CIl) Primarni zdroj je jako
v piedchozim fpac proud urychlenych elektrén rozdil je v genosu energie
na ionizovanou molekulu, ktery neniimy, ale zprogedkovany pes reakni medium.
Elektronovou ionizaci se nejprve ionizuje r&ak medium, coz je n&stji plyn, a
kombinaci elektronové ionizace a ionkov molekularnich reakci vznika $siiont,
které se daledastni penosu naboje na molekuly analyzované latky.

Z iontového zdroje vstupuje ssionth do analyzatoru, ktery rozliSi ionty podle
jejich efektivni hmoty m/z. NepZrgji pouzivany jekvadrupolovy analyzator. Sklada
se zectyi kovovych tgi (Obr. 2.10) pipojenych ke zdrdim stejnosmarného a
vysokofrekveniho stidavého nagti. lonty, které vliétnou do prostoru meziéyni,
zanou v disledku stidavého elektrického pole oscilovatii Rurcitych hodnotach
stejnosmirného a sidavého nagti projdou kvadrupdlem pouze ionty ocitém m/z,
ostatni jsou zachycené nacigh kvadrupolu nebo naé&stach pistroje. Postupnou
zmeénou vkladaného n&g (skenovanim) je mozné nechat timto filtrem ppséuprojit
ionty ve zvoleném intervalu hodnot m/z.

DalSim analyzatorem j@ntova past coz je v podstéttrojrozmeérny kvadrupal.
Sklada se zetitelektrod s hyperbolickym fitezem, z nichz jedna je prstencova a dalSi

dvé jsou kruhové a prstenec velizaviraji. Horni a dolni elektroda jsou uzeémna
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na stedni prstencovou elektrodu s#i konstantni frekvenciifvadi vysokofrekvedni
nagiti s ménici se amplitudou (Obr. 2.11).

Cinnost iontové pasti je mozné ratitldo dvou fazi. Nejprve se do iontové pasti
otvorem v kruhové elektr@dprivedou molekuly analyzované latky a pulsem elekiron
se provede ionizace. Nebo je také mozné provéstdaoinv externim iontovém zdroji a
do prostoru iontové pastitipést jiz analyzovanou latku v iontovém stavu. émsbva
elektroda je udrzovana na nizké hodnamplitudy, aby zachytila vSechny vytemé
ionty. Nasledns se amplituda gidavého nagti zvySuje a s jeji rostouci hodnotou jsou
ionty s rostouci m/z postupnvypuzovany z pasti ai@s otvor vystupni kruhove

elektrody vedeny do detektoru.

Vstupni kruhova elektroda

B P SR [

Vystupni kruhova elektroda

Obr. 2. 10: Kvadrupolovy analyzator Obrl2: Pihfez iontovou pasti

PouZivaji se néasalmvé detektory, vyuzivajici efektu nasobeni elekiron
vzniklych po dopadu iofit které poskytuji @ritelné signaly pro jednotlivé ionty.

Elektronasobi¢ové detektory mohou byt konstruovany s diskrétnim
dynodovym polem a nebo kontinudlni dynodou. Pryy $g sklada ze série kovovych
destéek (dynod), které jsou elektricky propojenéep vhodné odpory tak, Ze
po @ivedeni vysokého na&g mezi prvni a poslednfadu dynod jsou elektrony
urychlovany smrem k nasledujici dyn@da nakonec zachyceny kolektorem. Po dopadu
iontu jsou z prvni dynody vyrazeny elektrony, jpicp@et se nasobi dopadem na dalSi
dynody. Tyto nasobe dosahuji hodnot zesileni’a00".

Nasobée s kontinualni dynodou jsou ttemy zakivenou trubici z olovnatého
skla s vysokym elektrickym odporem. Usti a koneagbite je pipojen ke zdroji
vysokého nagti. Z materialu trubice jsou po dopadu iontu vyraZelektrony, které
jsou urychlovany elektrickym polem snrem ke kolektoru. Opakovanymi narazy

na stnu trubice spojenymi s emisi dalSich elekirgajich paiet lavinovig roste.
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Pfi detekci fotonasobifovym detektorem jsou ionty na pomocné kovové
elektrod predem konvertovany na elektrony, které po dopadwsaiatilatni stinitko
poskytuji fotony, jez vstupuji do fotonasoei

Ve srovnani s elektronasébm je fotonasobovy detektor konstruing
slozijSi, ale vyhodou je jeho vysSi citlivost a delSivathost, nebt vnitrek
fotonasobie neni ve styku s viiitim prostedi hmotnostniho spektrometru.

Signal z detektoru je po digitalizacifgveden do p#itace a vhodnym
programovym vybavenim zpracovan do formy hmotnoktspekter.

Hmotnostni spektrometr dale dapje vakuovycerpaci systém, ktery umadje
udrZet dostatan¢ nizky tlak za vSech provoznich podminek. Na kvalékua uvnit
pristroje zavisi kvalita spekter poskytovanych hmetnim spektrometremCerpaci
systém, ktery otkerpava z prostoru iontového zdroje nadbytek mobfkie, je
ve WtSine pripadi dvoustupovy. Fecerpava se mechanickymi rétami pumpami a
do¢erpava na pracovni tlak difuzni nebo turbomolekil@umpou. Zakladni soasti
mechanické pumpy je disk excentricky rotujici vécegé dutir, jehoz rotace vede
k periodickému fec¢erpavani vzduchu od vstupu k vystupu.

Casto pouzivanou vysokovakuovou pumpouliféizni pumpa, jejiz schéma je
na Obr. 2.12. Na dnpumpy se v ofivaném prostoruifvadi k varu vhodna kapalina a
jeji pary se vedou systémem trysekétap kondenzuji na chlazenychésich a stékaji
dola. Pary vystupuji z trysek vysokou rychlosti a stdjaokolni vzduch do prostoru
vstupniho otvoru, kde je poté gipan mechanickou ratai pumpou. B vhodné voll
provoznich podminek Ize stabildos&hnout tlakaz 106 Pa.

Mechanicky naréngjSim zaizenim jeturbomolekularni pumpa. Cerpaciho
efektu je dosazeno rotaci turbinky zépgané vysokofrekvemim elektromotorem,
jejiz lopatky se otfeji proti op&né orientovanym lopatkdm statoruii Fot&kach
60 000 mif* Ize dosahnout tlaku aZ $®a. Schéma tohotoifzeni je na Obr. 2.13.

Vysoké vakuum Vysoké vakuum
— -—\- il
E K rotatni rotoru
ChladiciQy pumpé Lopatky
spirala g / \ statoru
g ( j Magneticka
loZiska
Olejova
naplit Keramicka
loziska
Topné téleso
Obr. 2. 12: Difazni pumpa Obr. 2. 13: Turbomolekularni pumpa
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Z&kladnim informanim vystupem hmotnostniho spektrometruhjmotnostni
spektrum, diky nimuz lze uéit strukturu analyzované latky. Na vodorovné ose je
vynesena hodnota m/z a osa svisla iggodezvu detektoru, ktera je @éma intenzi¢
iontového proudu. Hmotnostni spektra se progranmevadiji do normalizovaného
tvaru, kdy na svislou osu se vynasi relativni intieniontového proudu v procentech.
Hodnot 100% pak @slusi nejintenziviySi  pik ze spektra. Programy
pro vyhodnocovani hmotnostnich spekter zobrazuljy picarové forng. Nejsou to
skut&né tvary zobrazované iontovou optikou a snimanéktetem, ale programeév
redukovand data, v nichZ je realny pik nahrazerkase jejiz poloha na Ugee m/z
odpovida maximu piku a délka jeho relativni int&hzi

Pro zpracovani vysledk analyzy hmotnostnim spektrometrem je nezbytné
po¢itacové vyhodnocenhmotnostnich spekter. Po ionizaci elektronem jeejtZnéjSi
a nejrychlejSi zfsob navrZzeni struktury, ktery je zcela nezbytny gpracovani
vysledka analyzy komplikovanych sesi latek, kdy je nutno identifikovat velky ¢et
komponent. Cely proces je zaloZen na&ifaovém porovnani ziskaného spektra se

standardnimi knihovnimi spektry (Stulik et al., 2p0
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3. CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

1. Vypracovat metodu pro stanoveni organickych kysefiavym
postupem extraki derivatizace.

2. Identifikovat a stanovit hlavni sloZzky organickychkyselin
v modelovych vzorcich krevniho séra a plasmy tdahniplynové
chromatografie s hmotnostspektrometrickou detekci.

3. Porovnat zastoupeni organickych kyselin v plasnséru a vyhodnotit

moznosti uplaténi metody v klinické diagnostice.

4. PREDPOKLADANE HYPOTEZY

1. Nova metoda rive vyznama prispét ke zvladnuti komplexni analyzy
organickych kyselin vétnich tekutinach.

2. Krevni sérum a plasma jsou velmi podobné biologitiadrice a proto
se edpoklada, Ze se nebude vyradisit zastoupeni jednotlivych

organickych kyselin.
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5. POPIS METODIKY

5.1. Pouzité chemikalie

Ethanol, 1M NaOH, 2M NaOH, fyziologicky roztok (0% roztok NacCl),
pyridin, isooktan (IC8), ethylchlormraveéan (ECF), CHG, 50 mM HCI, 1M HCI,

hexan, aceton, destilovana voda, dusik nai@ipanethanolu.

5.2. Pouzity laboratorni material

Pro gipravu vzork byly pouzité automatické nastavitelné mikropipgfy— 200
ul (Transferpettor, Merck), sklgné stikacky 10 ul (Hamilton), sklegné vialky
(Supelco), skletné mikrozkumavky na derivatizai reakci (Kimble/Kontes), plastové
mikrozkumavky (Eppendorf), stolni centrifuga (Tomydrtex (UOCHB).

5.3. Standardni roztoky

V této praci bylo pouzito 43 standardnich roZtok toho 22 aminokyselin (Tab.
5. a), 8 mastnych kyselin (Tab. 5. b), 5 keto- arbyy- kyselin (Tab. 5. c) a 8
dikarboxylovych kyselin + HA (Tab. 5. d). Jako \nit standard byl pouzit ethionin
(Eth). Aminokyseliny byly zakoupeny od firmy Flukarozpustny v HCI (50 mmol/l),
mastné kyseliny byly zakoupeny od firmy Sigma apig£ny v isooktanu nebo
v ethanolu. Dikarboxylové kyseliny byly zakoupeng éirmy Sigma a rozpudhy
v methanolu. Keto- a hydroxy- kyseliny byly zakoopeod firmy Sigma a rozpusty

v deionizované vod
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AA ECF derivaty AA

Aminokyselina |Zkratka [ Suymarni vzorec] FW | Sumarni vzorec[ FW

Alanin Ala C3H7NO2 | 89,09 C8H15NO4 | 189,21
Asparagin Asn C4H8N203 | 132,[12C12H20N207 | 304,30
Kys. asparagova Asp C4H7NO4 133,10 C11H19NOG6 | 261,2/
HCyStin CC | C6H12N204S2? 240,BG16H28N208S2440,53
HCystein Cys C3H7NO2S | 121,16 C8H15NO4S | 293,35
HGIutamin GIn C5H10203 | 146,14C13H22N207 | 318,31
HKyS. glutamova| Glu C5HONO4 | 147,13 C12H21NO6 | 275,3D
HGchin Gly C2H5NO2 | 75,0f C7H13NO4 | 175,18
HHomocystein Hey C4H9NO2S l35,|18C9H17NO4S 235,30
Histidin His C6HON302 | 155,16 C14H21N306 | 327,33
Isoleucin lle C6H13NO2 | 131,17 C11H21NO4 231%?
Leucin Leu C6H13NO2 | 131,17 C11H21NO4 | 231,2p
HLysin Lys C6H14N202 | 146,19 C14H26N206 | 318,37
HMethionin Met C5H11NO2S | 149,21C10H19NO4S| 249,33
“Ornithin orn C11H11NO2 | 132,16 C13H24N206 | 304,34
HPhenyIaIanin Phe CO9H11INO2| 165|19C14H19NO4 265%)
Prolin Pro C5HONO2 | 115,43 C10H17NO4 215,4}3
Serin Ser C3H7NO3 | 105,09 C8H15NO5 | 205,21
Threonin Thr C4HONO3 119,12 C9H17NO5 | 219,283
Tryptophan Trp | C11H12N202 204,23C9H15NO4S | 233,28
Tyrosin Tyr C9H11NO3 | 181,19 C17H23NO7 | 353,37
\Valin val C5H11INO2 | 117,15 C10H19NO4 217,%P

Tab. 5. a: Aminokyseliny: Zkratkagbny nazev, sumarni vzorec a molekulova
hmotnost AA a ECF deriv@tAA.
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FA ECF derivaty FA
Mastna kyselina | Zkratkalsymarni vzorec| FW |Sumarni vzored FW
HKyS. laurova C12:00] C12H2402( 200{32C14H2802 | 228,3
HKyS. myristova C14:00 C14H2802| 228[37C16H3202 | 256,4
HKys. palmitova | C16:0f C16H3202| 256[42C18H3602 | 284,4
HKyS. stearova C18:( C18H3602 284,48C20H4002 | 3125
HKys. linolova C18:2nfp C18H3202 | 280,45 C20H3602 | 308,5
HKyS. linolenova | C18:3n3 C18H3002 | 278,43 C20H3402 | 306,4
HKyS. arachidonoV&€£20:4ng C20H3202 | 304,47 C22H3602 | 3323
HKys. cervonova | C22:6n3 C20H3202 328,4“9 C22H3602 | 356,5

l
2
8
3
0
8
2
A

Tab. 5. b: Mastné kyseliny: Zkratkasamy nazev, sumarni vzorec a molekulova
hmotnost FA a ECF derivafFA.

ECF derivaty
KA/OHA KA/OHA
Ketokyselina/ Sumarni Sumarni
hydroxykyselina Zkratka vzorec FW vzorec FW

Kys.methylmalonova MMA C4H604 118.09 C8H1404 | 174.1
Kys.ml&na 2HP C3H603 90.d8 C5H1003 | 190.1
Kys.2-hydroxymaselnd 2HB C4H803 104J10C9H1605 | 204.2
Kys.vanilmandlova VMA C9H1005 | 198.17 C17H2209 | 370.3
Kys.5-

hydroxyindolyloctova HIAA C10H9NO3 191.15" C10H9NOS3 | 191.1

Tab. 5. c: Organické kyseliny: Zkratka&Amy nazev, sumarni vzorec a molekulova
hmotnost KA/OHA a ECF derivatK A/OHA.
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Dikarboxylove diCA+HA ECF derivaty diCA+HA

kys. + HA Zkratka | Sumarni vzorec | FW| Sumarni vzorec| FW,
Propandiova kys. C3 C3H404 104 |C7H1204 160
Butandiova kys. C4 | C4H60O4 118 | C8H1404 174
Pentandiova kys. C5 C5H804 132 |C9H1604 188
Hexandiova kys. C6 C6H1004 146 |C10H1804 202
Heptandiova kys. C7 C7H1204 160 [C11H2004 216
Oktandiova kys. C8 C8H1404 174 | C12H2204 230
Nonandiova kys. C9 C9H1604 188 || C13H2404 244
Dekandiova kys. C10|| C10H1804 202 | C14H2604 258
Hippurova kys. HA C9HINO3 14'9[314H17N05 22]

Tab. 5. d: Dikarboxylové kyseliny: Zkratkaszny nazev, sumarni vzorec a molekulova
hmotnost diCA + HA a ECF deriviatiCA + HA.

5.4. Postup pro stanoveni standaidderivatizace s ECF

1. Nadavkovani standardnich rozto#fo sklegnych mikrozkumavek

pomoci sklesné stikacky. Pri davkovani jednotlivych standardnich

roztokii se stikacka promyva acetonem. Do 1. mikrozkumavky

nadavkovéani standardnich roztickminokyselin, do 2. roztak

mastnych kyselin, do 3. roztblketo-/hydroxy-kyselin a do 4.

standardnich roztdgkdikarboxylovych kyselin.

2. Odpaeni obsahu 4. mikrozkumavky dusikem (methanol,tegéikn

byly nékteré diCA rozpugny, by mohl analyzu rusit).

3. Pridani do vSeclityi sklerenych mikrozkumavek po 3 pl viiitiho

standardu ethioninu (10 nmol).

4. Pridani 120 ul ethanolu pomoci automatické mikropipptotepani
(vortex).
5. Pridani 75 pl roztoku 1M NaOH s fyziologickym roztoke1:1)

pomoci automatické mikropipety, ptepani (vortex).

6. Pridani sklegnou stikackou 15 pl pyridinu, prdepani (vortex).
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7. Pridani 30 ul IC8 s ECF (7:3)p#ladné pratepani az do Wereni
prstence organické faze.

8. Pridani 100 ul CHGls 1% ECF, dkladné pratepani (organickéa faze
piejde do spodni vrstvy).

9. Pridani 100 ul 1M HCI (faze se odda vyceti nejlépe centrifugaci na
stolni centrifuze po dobukolika sekund).

10. Odebréani ze spodni organické faze proiiladb chromatografu.

5.5. Biologicky material

K analyze byly pouzity vzorky lidské plasmy a séf@ddleni klinické
biochemie nemocnice ¢eskych Budjovicich). Ke vzorkm se pistupovalo jako
k biologickému materidlu. Vzorky skladovanyi geplog -20°C byly ged vlastni

analyzou ponechanyidaboratorni teplata po rozmrazeni dale zpracovany.

5.6.  Postup pro stanoveni séra/ plasmy

A) Deproteinace:
1. Nadavkovani 150 ul séra/ plasmy do mikrozkumavkyp@hdorf) a
pridani 3 pl vnitniho standardu ethioninu (10 nmol).
2. Pridani 200 ul ethanolu (deproteinace)kiddné protepani (vortex),
ponechani &kolik minut a centrifugovani (2-3 min.).
Odtazeni 300 ul supernatantu do skfenvialky.
4. Alkalizovani vzorku pidavkem 20 pl 2M NaOH.
Vyttepani neutralnich lipidpo gidavku 400 pl hexanu (na vortexu
nékolik minut).
6. Po vytvaeni dvou fazi nasleduje bod B).
B) Derivatizace s ECF:
1. Odebrani 200 pl ze spodni faze do sétenmikrozkumavky aidani
15 pl pyridinu, pratepani (vortex).
2. Pridani 30 ul IC8 s ECF (7:3)pHladre se tepe az do Wereni
prstence organické faze.
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3. Pridani 100 ul CHGls 1% ECF,dkladre protrepat (vortex), organicka
faze gejde do spodni vrstvy.

4. Pridani 100 ul 1M HCI (faze se odda vyceti nejlépe centrifugaci na
stolni centrifuze po dobwhkolika sekund).

5. Odebrani ze spodni organické faze profilddb chromatografu.

5.7.  Postup pro pipravu slepé zkouSky

Napipetovani fyziologickeho roztoku do skieé mikrozkumavky.
2. Pridani 3 pl vnitniho standardu ethioninu (10 nmol) a 1 pl kys. 2-
phenylmaselné (2PBA, 10 nmol).
3. Dale se pokréuje podle postupu pro stanoveni standard 4. bodu.

5.8. Pouzita metoda pro stanoveni organickych kyselin

V této praci je pouzita metoda GC/MS zaloZena navalizaci organickych
kyselin a dalSich organickych latek ethylchlormmsamem (ECF), separaci komponent
na kapilarni koloé GC a detekci hmotnostnim spektrometrem po ele&t®@ionizaci.

Ethylchlormravetany pevedou bhem kratké doby organické kyseliny
ve vodném prosedi na analytické formy rozpustné v organickychpmgtdlech.

Princip reakce je uveden na Obr. 5.1. a Obr. 5.2.

;2 CHyCH,0COCI P
R—C — R—C
OH CH3;CH,OH/béaze (pyridin) OCH,CHj

Obr. 5.1.: Reakce karboxylové skupiny s ECF

Ethylchlormravetany jsou schopny esterifikovat nejen karboxylov&upsnu,
ale také skupiny Nk SH, OH a N - heterocyklicky vazany.
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CH5CH,OCOCI
R—XH ———= R—XCOOCH,CHg

CH3CH,OH/baze (pyridin)

Obr. 5.2.: Princip derivatizai reakce ECF, X = O, S, NH, N-heterocyk

Pro mefeni byla pouZzita nasledujici sestava: autosampleB33900, plynovy
chromatograf Finnigan TraceGC ultra, kvadrupolowyolnostni spektrometr s ionizaci

narazem elektronu Finnigan Trace DSQ (vSe od fifimgrmo, San José, USA).

5.9. Podminky analyzy

K méteni byla pouzita kapilarni kolona VARIAN Factor Fptypu VF-17ms,
o rozngrech 15 mx 0,25 mm, tloudka filmu stacionarni faze DF = 0,18n. Paateni
teplota teplotniho programu byla po dobu 0,5 mondtantni a rovna 50 °C, poté byla
zvySovana rychlosti 15 °C/ 1min. do 310 °C. Objeadavkovaného vzorku byl O\8 ,
CT Splitless, Splitless Time 1 min. Teplota injgktdyla 230°C. Jako nosny plyn bylo
pouzito helium (He), mitok He 1,2 ml za minutu. Teplota Transfer Line (spd mezi
GC a MS) byla 250 °C a teplota iontového zdroje°Z10
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

6.1. Vysledky

6.1.1. Analyza ECF derivati organickych kyselin ve standardnich srésich

ECF derivaty byly nejprve analyzovany &tgiech standardnich sisich:

1. Aminokyseliny

2. Mastné kyseliny

3. Ketokyseliny a hydroxykyseliny
4. Dikarboxylové kyseliny + HA

Piiprava jednotlivych sisi byla provdéna za stejnych experimentalnich
podminek podle postupu uvedeného v kapitole 5.4 PRasledné #gfeni takto
piipravenych vzork byla pouZzita sestava uvedena v kapitole 5.6. stvManalyza byla
provadna za podminek uvedenych v kapitole 5.7.

Chromatografické zaznamy jednotlivych &hnjsou uvedeny na Obr. 6. 1, 6. 3,
6.5a6.7.

Spojenim hmotnostniho spektrometru s plynovou chtografii Ize provést
identifikaci jednotlivych komponent vzorku ve &sich. Hmotnostni spektrometr
umoziuje kront obvyklé registrace zén latek eluovanych z kolorjgjich stanoveni
na zéklad hmotnostniho spektra. ldentifikace jednotlivycheka byla realizovana
pocitacovym porovnanim ziskaného hmotnostniho spektréipsgpenou knihovnou
spekter, ktera jediné sowasti systemu GC/MS.

Paadi jednotlivych latek eluovanych na chromatogkafidkolort je uvedeno
spolu s retetnimi daty v Tab. 6. a, 6. b, 6. c, 6. d.

Hmotnostni spektra jednotlivych stanovovanych oigarch latek jsou uvedena

v prilozec. 1.
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Obr. 6.1: Chromatograficky zaznam analyzy 23 amysekn s vnitnim standardem ve
formé ECF derivai na kolor VARIAN Factor Four, VF-17ms.

Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitol®.5.
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Obr. 6.2: Chromatogram aminokyselin (obr. 6.1) Bognocenim jednotlivych pik
1-Ala, 2-Gly, 3-Val, 4-Leu, 5-lle, 6-Thr, 7-Ser,&o, 9-Asn, 10-Asp, 11-Met,
12-Glu, 13-Eth (1S), 14-Phe, 15-Cys, 16-Hcy, 17-@I&-0Orn, 19-Lys, 20-His,
21-Tyr, 22-Trp, 23-CC
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Aminokyselina | Zkratky | RT [Fragmentové ionty (% ¢etnosti)
Alanin Ala | 5,45| 116 (100) 44 (69 42 (8
Glycin Gly | 5,72| 102(100) 74(9) 56(8
\Valin val | 6,36| 144 (100) 72(27) 55 (26
Leucin Leu | 6,94 158(100) 102 (31) 44 (20
Isoleucin lle | 7,08 158 (100) 102 (30) 101 (22
Threonin Thr | 7,58 129 (100) 101 (96) 100 (44
Serin Ser | 7,54 129 (100) 101 (96) 100 (44
Prolin Pro | 7,800 142 (100) 70 (60) 98 (17
Asparagin Asn | 8,04 141 (100) 69 (98) 42(30
Kys. asparagova Asp| 8,19 188 (100) 116 (23) 142 (21
HMethionin Met | 9,37] 61 (1ooP 129 (57) 175 (52
HKyS. glutamova Glu| 9,63 84 (100P 128 (89) 202 (75
HEthionin-IS Eth | 9,79 75(100) 129 (66) 175 (58
HPhenyIaIanin Phe| 10,19 176 (100) 91 (85) 102 (63
HCystein Cys | 10,56 102 (100) 220 (81) 74 (75
HHomocystein Hey | 11,3p 128 (100) 56 (24) 129 (20
HGIutamin Gin | 11,51 84 (100) 128 (24) 173 (21
HOrnithin Orn | 11,97 142 (100) 70(24) 98(8
“Lysin Lys | 12,56 156 (100) 84 (15) 128 (12
Histidin His | 13,04 81 (100) 154 (49) 238 (44
Tyrosin Tyr | 13,64 107 (100) 192 (36) 135 (17
Tryptophan Trp | 14,68 130 (100) 131 (10) 103 (3
Cystin cC 15,61? 188 (100) 174 (69) 220 (68

Tab. 6. a: Hmotnosti fragmentovych idrdt jejichcetnosti a reteimi data ECF derivéat

aminokyselin.
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Obr. 6.3: Chromatograficky zaznam analyzy 8 mastrkyselin s vnitnim standardem
ve formeé ECF derivai na kolorg VARIAN Factor Four, VF-17ms.

Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitol®.5.

RT: 6,99 - 14,01
1007

957
90;
o5
aoé
75%
70%
=
eoé
55%
50

459 1

Relative Abundance

40%
35%
30%
257 |

20

5%‘\
:H

8 NL:
5,65E7
TIC MS
OAE32_8F
A

I
| |

I
o /\ A

|V

0 N J A
Lt e e e e e
5 ,0 9, b

105 11,0 115 12,0 12,5 13,0 135 14,0
Time (min)

Obr. 6.4: Chromatogram mastnych kyselin (obr. 6.8yhodnocenim jednotlivych
pika: 1-C12:0, 2-C14:0, 3-Eth (IS), 4-C16:0, 5-C18:4;88:2n6, 7-C18:3n3,

8-C20:4n6, 9-C22:6n3
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Mastna kyselina 7Zkratka RT | Fragmentové ionty (% ¢etnosti
Kys. laurova C12:.0 | 7,23 88 (100) 101 (54 55 (27
HKyS. myristova C14:0 | 8,52 88 (100) 101 (60) 43 (27
HEthionin _1s Eth | 974 | 75(100) 129 (68) 175 (60
HKys. palmitova C16:0 | 9,8 88 (100) 101(62) 43(31
HKyS. stearova c18:0 [ 10,97 88(100) 101 (68) 43 (33
HKys. linolova C18:2n6 || 11,05 67 (100 81 (84 95 (62
HKys. linolenova C18:3n3 | 11,22 79 (100 67 (59 95 (54
HKyS. arachidonova C20:4n6 || 12,13 79 (100 91 (77 80 (61
HKys. cervonova C22:6n3 | 13,32 79 (100 91 (90 67 (53

Tab. 6. b: Hmoty fragmentovych idns jejich¢etnosti a retaemi data ECF derivat

mastnych kyselin.
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Obr. 6.5: Chromatograficky zadznam analyzy ketokpselhydroxykyselin s vnihim
standardem ve for&rECF derivai na kolorg VARIAN Factor Four, VF-

17ms. Experimentélni podminky jsou uvedeny v kdgifo 9.
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Obr. 6.6: Chromatogram organickych kyselin (obs) 8.vyhodnocenim jednotlivych
pika: 1-MMA, 2-2HP, 3-2HB, 4-Eth (1S), 5-VMA, 6-HIAA
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Ketokyselina/

hydroxykyselina Zkratka | RT Fragmentové ionty (%¢etnosti)
Kys.methylmalonova MMA| 3,66 129 (100 74 (84 29 (50
||Kys.m|é5né 2HP | 4,6" 45 (1oo|) 73 (10 43 (8
||Kys.2-hydroxyméselné 2HB| 5,31 59 (100P 41 (9 131 (6
||Ethionin -1S Eth | 9,7/ 75(100) 129 (68) 175 (59
||Kys.vani|mand|ové VMA| 13,4 153 (100) 151 (53) 93 (45
||Kys.5-hydroxyindo|y|octové HIAA [14,8| 146 (100) 174 (27) 145 (18

Tab. 6. c: Hmoty fragmentovych idns jejich¢etnosti a retemi data ECF derivat

keto- /hydroxy- kyselin.
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Obr. 6.7: Chromatograficky zaznam analyzy dikartboxych kyselin a HA s vnihim
standardem ve for&rECF derivai na kolorg VARIAN Factor Four, VF-

17ms. Experimentélni podminky jsou uvedeny v kdgifo 9.
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46



Dikarboxylové kys.

+ HA Zkratka RT Fragmentoveé ionty (%c¢etnosti)
Propandiova kys. C3 3,55 115 (100)133 (68 43 (57
||Butandiové kys. C4 4,57 101 (100) 129 (55) 128 (18
||Pentandiové kys. C5 5,42 143 (100)114 (79) 115 (70
||Hexandiové1 kys. C6 6,33 111 (1p0)157 (70) 55 (68
"Heptandiové kys. C7 7.1 125 (1p0)101 (71) 129 (61
||Oktandiové kys. C8 7,84 143 (1p0) 138 (85) 185 (85
||Nonandiov.' kys. C9 8,53 55 (10p) 152 (99) 199 (77
||Dekandiové kys. C10 9,18 55 (1p0) 97 (79) 125 (78
||Ethionin -1S Eth 9,74 75 (100) 129 (68) 175 (60
||Hippurové kys. HA 10,07 105 (100) 77 (32) 134 (24

Tab. 6. d: Hmoty fragmentovych idn$ jejich¢etnosti a reteimi data ECF derivat
dikarboxylovych kyselin a HA.
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6.1.2. Analyza organickych kyselin v biologickém materialu

Déle byla provedena identifikace a stanoveni E€fivdii organickych kyselin
v modelovych vzorcich séra a plasmy. Tim byl&tema pouZzitelnost ECF derivéat
k analyze organickych kyselinfigejich stanoveni v biologickych vzorcich techniko
GC/MS.

K analyze organickych kyselin byl k dispozici jedemorek krevniho séra a
jeden vzorek krevni plasmy. Chromatograficky zazhaevniho séra je na Obr. 6. 11 a
zaznam krevni plasmy na Obr. 6. 9.

Priprava biologického materidlu k analyze byla prare podle postupu
uvedeného v kapitole 5. 6. A analyza byla pr@vadna stejné sestagystemu GC/MS
za naprosto stejnych experimentalnich podminek jamu bylo @i analyze
standardnich sési.

Identifikace organickych kyselin v biologickém m@édu byla provedena
pomoci reteénichc¢adi uvedenych v Tab. 6. a, 6. b, 6. ¢, 6. d a poroimaralezenych
spekter s nagtenymi hmotnostnimi spektry standayéteré jsou uvedeny Witozec. 1

Prehled identifikovanych organickych kyselin ve vZolt séra a plasmy
technikou GC/MS jsou uvedeny v Tab. 6.e a Tab. 6.f.
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6.1.2.1. Analyza organickych kyselin v plagm
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Obr. 6.9: Chromatograficky zaznam analyzy plasnagignim standardem ve fogm

E

CF derival na kolorg VARIAN Factor Four, VF-17ms. Experimentalni

podminky jsou uvedeny v kapitole 5. 9.
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Obr. 6.10: Chromatogram plasmy (obr. 6.9) s vyhaeném jednotlivych pik 1-2HP,

2-2HB, 3-Ala, 4-Gly, 5-Val, 6-Leu, 7-lle, 8-C12:9;Thr + Ser, 10-Pro, 11-
Asn, 12-C14:0, 13-Met, 14-Glu, 15-Eth (IS), 16-G16L7-Phe, 18-Cys, 19-
C18:0, 20-C18:2n6, 21-C18:3n3, 22-GlIn, 23-0Orn, 26@n6, 25-Lys, 26-
His, 27-C22:6n3, 28-Tyr, 29-Trp, 30-CC
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Organicka kyselina rkratka RT
Kys. maselna 2HP 4.67
2-hydroxymaselna kys. 2HB 5.30
Alanin Ala 5.45
Glycin Gly 5.71
Valin Val 6.37
Leucin Leu 6.94
Isoleucin lle 7.06
Laurova kys. C12:.0 7.13
Threonin Thr 7.58
Serin Ser 7,58
Prolin Pro 7.81
Asparagin Asn 8.03
Myristova kys. C14.0 8.52
Methionin Met 9.36
Kys. glutamova Glu 9.63
Ethionin - IS Eth 9.75
Palmitova kys. C16:0 9.83
Phenylalanin Phe 10.18
Cystein Cys 10.54
Stearova kys. C18:0 10.99
Linolova kys. C18:2n6| 11.09
Linolenova kys. C18:3n3| 11.22
Glutamin Gin 11.57
Ornitin Orn 11.97
Arachidonova kys. C20:4n6| 12.15
Lysin Lys 12.57
Histidin His 13.05
Cervonova kys. C22:6n3| 13.33
Tyrosin Tyr 13.63
Tryptophan Trp 14.68
Cystin CcC 15.65

Tab. 6. e: Metabolity analyzované v plastechnikou GC/MS s jejich reténimi ¢asy.
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6.1.2.2. Analyza organickych kyselin v krevnim séru
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Obr. 6.11: Chromatograficky zdznam analyzy krevrséa s vnihim standardem ve
form¢ ECF derivai na kolo VARIAN Factor Four, VF-17ms.

Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitol® 5.
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Obr. 6.12: Chromatogram krevniho séra (obr. 6. Mhe@dnocenim jednotlivych pik
1-2HP, 2-2HB, 3-Ala, 4-Gly, 5-Val, 6-Leu, 7-lle,®12:0, 9-Thr + Ser, 10-
Pro, 11-Asn, 12-C14:0, 13-Asp, 14-Met, 15-Glu, 16-@S), 17-C16:0,
18-Phe, 19-Cys, 20-C18:0, 21-C18:2n6, 22-C18:3835m, 24-Orn, 25-
C20:4n6, 26-Lys, 27-His, 28-C22:6n3, 29-Tyr, 30-T3f-CC
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Organicka kyselina rkratka RT
Maselna kys. 2HP 4.67
2-hydroxymaselna kys. 2HB 5.30
Alanin Ala 5.45
Glycin Gly 5.71
Valin Val 6.37
Leucin Leu 6.94
Isoleucin lle 7.06
Laurova kys. C12:.0 7.13
Threonin Thr 7.58
Serin Ser 7.58
Prolin Pro 7.8
Asparagin Asn 8.03
Myristova kys. C14.0 8.52
Asparagova kys. Asp 8.79
Methionin Met 9.37
Glutamova kys. Glu 9.63
Ethionin - IS Eth 9.75
Palmitova kys. C16:0 9.83
Phenylalanin Phe 10.18
Cystein Cys 10.54
Stearova kys. C18:0 10.99
Linolova kys. C18:2n6| 11.09
Linolenova kys. C18:3n3|| 11.22
Glutamin Gin 11.56
Ornitin Orn 11.97
Arachidonova kys. C20:4n6| 12.14
Lysin Lys 12.57
Histidin His 13.05
Cervonova kys. C22:6n3| 13.32
Tyrosin Tyr 13.61
Tryptophan Trp 14.67
Cystin CcC 15.65

Tab. 6. f: Metabolity analyzované v séru techniki@/MS s jejich retetnimi ¢asy.
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6.1.3. Slepa zkouska

Priprava slepé zkousky byla provedena podle postupdaného v kapitole 5. 7.
Byly zméteny hmotnostni spektra ethioninu a kys. 2-phenydimé&s Analyza byla
provadna na stejné sestawystéemu GC/MS za naprosto stejnych experimentélnic
podminek jako tomu bylofpanalyze standardnich gsi a biologického materialu.

Jako vnitniho standarduipanalyze organickych kyselin ve standardnickksim

a v biologickém materiélu byl pouZit pouze ethio(tth).
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Obr. 6. 14: Chromatograficky zdznam slepé zkouskyitsnim standardem ve fogm
ECF derivatu na kolanVARIAN Factor Four, VF-17ms. Experimentalni

podminky jsou uvedeny v kapitole 5. 9.
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6.2. Diskuse

Vlastni giprava vzork je pongrné jednoducha, probiha ve vodném predit,
za laboratorni teploty, pouzivané chemikéalie jsevné a Bzr¢ dostupné a vzorek je
piipraven k analyze dnem rekolika minut. DalSi vyhodou pouZitého tmobu
derivatizace je v moznosti stasné analyzy extraktu technikou HPLC/MS. ECF
derivaty AA, FA, diCA, KA a OHA vykazuji dobré chmatografické vlastnosti. Pouze
u dvojice aminokyselin serinu a threoninu dochakel@ahvostovani pik coz stzovalo
jejich identifikaci.

Prednosti pouzité techniky GC/MS je jeji kratkd dodmalyzy, stanoveni
organickych kyselin wtnich tekutinach trva fiblizné 20 minut. Pouzity postup
derivatizace s ethylchlormrav&amem v kombinaci s technikou GC/MS umoje
analyzu rozséhlého souboru organickych kyselin.tdPrbylo prvotnim Ukolem
zmapovat fitomnost zastoupenych latek v krevnim séru a plasgednotlivé
metabolity nalezené ¥lhich tekutinach jsou shrnuty v Tab. 6. e a Talf. 6.

Prvni hypotéza prace (Nova metodaize vyznamp piispst ke zvladnuti
komplexni analyzy organickych kyselin &irtich tekutinach) byla potvrzena. ¥nich
tekutinach byly jednou reakci zderivatizovany arkyseliny, ketokyseliny,
hydroxykyseliny, dikarboxylové kyseliny a mastnég&iny.

Druh& hypotéza prace (Krevni sérum a plasma jstmivygdobné biologické
matrice a proto seirpdpoklada, Zze se nebude vyradisit zastoupeni jednotlivych
organickych kyselin) byla téZ potvrzena. Profil amgckych kyselin v plastha séru je
téms totozny, pouze Kkyselina asparagova byla nalezesma \jséru. Vizualnim
porovnanim chromatografickych zaznanplasmy a séra byl Zj&t v séru
n¢kolikanasobg niZSi obsah kyseliny cervonové (C22:6n3). Z dikagtiovych kyselin

byla v obou matricich nalezena pouze ve stopacélikgsbutandiova.
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7. ZAVER

Problematice analyzy organickych kyselin je dneélestwnovana velka
pozornost. Zejména vyzkuim v oblasti novych technologii, derivatézach cinidel a
derivatiz&nich postup.

V této praci byla vypracovdna metodika pro rycht@neveni organickych
kyselin v €lnich tekutinach pomoci GC/MS. Pomoci této techridleyanalyzovat velké
mnoZstvi organickych kyselin v minimalnim objenslnt tekutiny.

Byla provedena derivatizace souborgkalika desitek organickych kyselin
ethylchlormravetianem ve vodném médiu. Reakce probiha rychle a lardtorni
teploty.

Ve vzorcich krevniho séra a plasmy byly pomoci ggoli metod, retetnich
dat a EI hmotnostnich spekter identifikovany dgsatfganickych kyselin.

Pokusy provedené vtéto praci prokazaly, Ze derae¢ pomoci
ethylchlormravedani ve vodném progedi je pordrné jednoduchou, rychlou a slibnou
metodou pro analyzu organickych kyselin.

Pro mozné uplatmi metodiky v klinické diagnostice je nezbytny dalS
experimentalni vyzkum, aby bylo moZzno vymeziégnosti a omezeni tohoto nového

metodického fistupu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
DMP
FA
diCA
KA
OHA
MS
SPE
LLE
CE

LIF
CE/MS
HPLC
IEC
RP-HPLC
MS/MS
UPLC
GC

FID
GC/MS
RCF
PYR
ECF
IC8

Eth
Kys

aminokyseliny

dédiéna metabolicka porucha

mastné kyseliny

dikarboxylové kyseliny

ketokyseliny

hydroxykyseliny

hmotnostni spektrometr

extrakce tuhou fazi

extrakce kapalina-kapalina

kapilarni elektroforéza

laserem indukovana fluorescence

kapilarni elektroforéza/hmotnostni spektrometrie
vysoko&inna kapalinova chromatografie

iontow¢ vymeénna chromatografie

vysokoinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
tandemova hmotnostni spektrometrie
ultravysokotlaka kapalinova chromatografie
plynova chromatografie

plameno¥ ionizani detektor

plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie
chlormravegany

pyridin

ethylchlormravedany

isooktan

ethionin

kyselina

interni standard
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10.KLI COVA SLOVA

Chromatogram
Derivatizace

Hmotnostni spektrometrie
Organické kyseliny

Plynové chromatografie
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11 PRILOHY

1. Hmotnostni spektra jednotlivych organickych kyselin

2. Struktury studovanych organickych kyselin a jejie@F derivat
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11.1.

Piiloha 1

11.1.1.

Alanin

OAE15_23AA #1040-1047 RT: 5,44-546 AV:8 SB: 50 5,49-5,54,5,30-5,40 NL: 4,13E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]

Relative Abundance

IN

1007

?HHU\.‘HH?Hu(ﬂH\?HHU\.‘\H\?HH‘{‘HH%\H\U\.‘HH%H\%HH%‘\H\a\\\\?\\\\%\\\\%\\\\%

S a1

BooRN N W oW

3
IR

44

Hmotnostni spektra aminokyselin

88
74 ‘

1

6

‘ 118

144

174

189

212 221 234

251

273 281 297 306

325

343 356

o
I
=

80

9 I
L S B B

120

140

160

180

200

64

220
m/z

240

260

280

300

320

340

380



Glycin

OAE15_23AA #1120-1126 RT: 5,70-5,72 AV:7 SB: 62 5,76-5,81,5,53-5,67 NL: 3,27E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
100+
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OAE15_23AA #1317-1320 RT: 6,35-6,36 AV:4 SB: 55 6,41-6,50,6,23-6,31 NL: 543E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Leucin

OAE15_23AA #1489-1495 RT: 6,92-694 AV:7 SB: 80 6,97-7,02,6,67-6,87 NL: 4,61E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]

Relative Abundance
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OAE15_23AA #1529-1532 RT: 7,06-7,07 AV:4 SB: 64 6,91-7,01,7,09-7,20 NL: 3,77E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Threonin, serin

OAE15_23AA #1684-1688 RT: 7,57-7,58 AV:5 SB: 67 7,62-7,74,7,42-7,53 NL: 7,52E5
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Prolin

OAE15_23AA #1750-1755 RT: 7,79-7,80 AV: 6 SB: 80 7,84-7,93,7,57-7,74 NL: 6,30E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Asparagin

OAE15_23AA #1817-1825 RT: 8,01-804 AV:9 SB: 91 8,08-8,22,7,82-7,97 NL: 1,69E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Kys. asparagova

OAE15_23AA #2047-2054 RT: 8,77-8,79 AV:8 SB: 97 8,51-8,72,8,84-8,94 NL: 3,84E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Methionin

OAE15_23AA #2222-2229 RT: 9,35-9,37 AV: 8 SB: 69 9,41-9,52,9,20-9,31 NL: 3,26E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Kys. glutamova

OAE15_23AA #2303-2307 RT: 9,62-9,63 AV:5 SB: 77 9,67-9,80,9,46-9,57 NL: 1,56E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Phenylalanin

OAE15_23AA #2469-2475 RT: 10,17-10,19 AV: 7 SB: 88 9,98-10,13,10,26-10,39 NL: 356E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Homocystein

OAE15_23AA #2810-2814 RT: 11,29-11,31 AV:5 SB: 93 11,35-11,46,11,04-11,23 NL: 3,49E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Ornithin

OAE15_23AA #3008-3015 RT: 11,95-11,97 AV: 8 SB: 95 12,01-12,12,11,70-11,90 NL: 5,40E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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Histidin

OAE15_23AA #3335-3340 RT: 13,03-13,05 AV:6 SB: 139 13,09-13,27,12,73-13,00 NL: 1,12E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
100+ 8l

Relative Abundance
a a a 5 & § 3 & 3 & 8 & 8 &
H?\H\\\\H?\H\\\\H?\\H\\\H?\\H\\\H?\H\\\\H?\\H\\\H?\H\\\\H?\\H\\\H?\H\\\

&

IN

IS

82

w

w

N

IN]

[N

94

[N

o

84‘
| 1.4l

93| 102

136

110 121

122

N

38

153

154

166

164 182

181

94

208

0 226 | 240

255

282

327

100

Tyrosin

135
ly
T

120

140

168 J‘
L \‘\“ M
180

160

193

‘1
|
T

21
il
T

200

220
m/z

OAE15_23AA #3508-3517 RT: 13,60-13,63 AV: 10 SB: 192 13,69-13,94,13,16-13,53 NL: 9,07E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]

107

1007

Relative Abundance
a a1 a 5 & § 83 & 3 & 8 & 8 &
\\<?\\\\ \\\\\<?\\\ TN f?\\\ TN f?\\\\ \\\\\<?\\\\ \\\\\<?\\\\ \\\\\<?\\\\ \\\\\<?\\\\ \\\\\i>\\\\\\

o

NN W oW A A

-

102

=

477
78
A

I

56
46 ‘
03 HU g

92

65
|
T

135
108

119| 134136
Ay WH Ly
LI R B B I

120 147

164
148 ‘ s
20 ) |yl

I s

192

9

193

| 93200
L L

220
2C‘54
!
T

256 281 “‘283 208
LIS B B

260

264

280

T
300

326 ‘328 341 359
L L L

320

237 263266 | 281 298 308 309 329
rrrrrrTr T T T T T T T

340

T
360

351 367
T T

379
T
380

374
T

391
T
400

391 397
T

40 60 80 100

120 140

160 180

200

73

T
220
m/z

240

260

280

300

320

I
340

T
360

380

400



Tryptophan

OAE15_23AA #3828-3836 RT: 14,66-14,69 AV: 9 SB: 86 14,73-14,85,14,43-14,60 NL: 1,51E7
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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11.1.2.  Hmotnostni spektra mastnych kyselin

C12:0

OAE32_8FA #1546-1554 RT: 7,11-7,14 AV: 9 SB: 91 7,20-743,7,01-7,07 NL: 3,53E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]

1005 8

Relative Abundance
55 B R 88 s s 34823 dys a8
N N N T N S N N N AN N SN N SN

a

101

N

N

w

w

N

IN]

[N

61 157 183
89

83 185
97 115 143
102 129
171 199 8
[ ‘h ‘ )16 (130 (144 | | || 198|200 228 | 229 246 264 282 292 306 318 331 341 359 387 394
I I I B I B B I B B B B |

el
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
m/z

[N

a
Liiilineg

(=}

53 81
o

IN
o
22}
=]

C14:0

OAE32_8FA #1963-1973 RT: 849-852 AV: 11 SB: 315 8,60-9,01,7,78-8,40 NL: 3,48E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]

1005 8

Relative Abundance
T AT T VIO O LT T % 9.2.9 § o $ & $ &
I N N T N S N N N N AN AN SN N SN

(22}

101

o

o

N

N

w

w

N

IN]

57 157

[

89
63 213
Tl us 143

111 171 199 . 256
Aol ‘ Ll 166 | J200]| " 228 255|257 262 285 201 315 330 356 363 378 393
I B B e e s e s B s s B B B s s B B B |
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
m/z

[N

149
Lol
]

a
Liiilineg

(=}

c3 81
il ‘\“‘\

129
“130
o
T

IN
o
22}
=]

75



C16:0

OAE32_8FA #2353-2359 RT: 9,78-9,80 AV: 7 SB: 258 9,46-9,73,9,89-10,48 NL: 5,20E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C18:2n6

OAE32_8FA #2734-2740 RT: 11,04-11,06 AV: 7 SB: 213 10,58-11,00,11,10-11,38 NL: 5,79E5
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C20:4n6

OAE32_8FA #3060-3065 RT: 12,12-12,13 AV: 6 SB: 151 12,16-12,38,11,81-12,08 NL: 3,46E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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11.1.3.  Hmotnostni spektra hydroxy- a keto- kyselin

MMA

OAE31_KOA #498-505 RT: 3,65-3,67 AV: 8 SB:52 3,70-3,78,3,52-361 NL: 2,11E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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2HB

OAE31_KOA #992-1003 RT: 5,28-5,32 AV: 12 SB: 212 5,37-5,60,4,73-5,19 NL: 3,44E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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HIAA

OAE31_KOA #3873-3876 RT: 14,81-14,82 AV: 4 SB: 128 14,85-15,03,14,51-14,75 NL: 6,48E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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11.1.4.

C3

OAEB33_diCA #467-472 RT: 354-3,56 AV: 6 SB: 71 3,45-3,51,3,60-3,77 NL: 1,60E6

T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C5

OAE33_diCA #1033-1037 RT: 541-543 AV:5 SB: 184 4,98-5,37,5,48-5,69 NL: 2,04E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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OAE33_diCA #1306-1312 RT: 6,32-6,34 AV:7 SB: 108 6,01-6,27 ,6,39-6,48 NL: 2,62E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C7

OAE33_diCA #1542-1545 RT: 7,10-7,11 AV: 4 SB: 77 7,14-7,26,6,92-7,05 NL: 2,92E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C8

OAE33_diCA #1763-1769 RT: 7,83-7,85 AV:7 SB:59 7,87-7,95,7,68-7,78 NL: 1,89E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C9

OAE33_diCA #1973-1977 RT: 8,52-8,54 AV:5 SB: 59 8,33-8,49,8,57-8,60 NL: 2,20E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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C10

OAE33_diCA #2170-2174 RT: 9,17-9,19 AV:5 SB:79 9,22-9,33,8,99-9,14 NL: 1,95E6
T: + ¢ Full ms [40,00-400,00]
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11.2. P¥iloha 2

11.2.1.  Struktury AA a ECF derivat G AA
Zkratka Aminokyseliny ECF derivaty aminokyselin
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11.2.2.  Struktury FA a ECF derivata FA
Zkratka Mastné kyseliny ECF derivaty mastnych kyselin
) HaC
_/CH3
OH O
R
% b
C12:0 o
e HaC
CHy
OH o—/
Wy
C14:0 % °
HaC HaC
CHy
0OH o—/
& %
C16:0 o
HaC Hat
‘\—\_\—\_\_\—\_\—/ ‘\—\—\_\_\_\_\—\—:ch'a
OH
A\ %
C18:0 o
\ S
[ \
C18:2n6 Sy -




C18:3n3

C20:4n6

C22:6n3

91




11.2.3.  Struktury OA a ECF derivat a OA
Zkratka Organické kyseliny ECF derivaty organickych kyselin
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11.2.4.  Struktury diCA a ECF derivat i diCA

Dikarboxylové kyseliny ECF derivaty dikarboxylovych kyselin
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