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ABSTRAKT

Prvnim tématem piedkladané dizertacni prace byla identifikace degradacnich produktt
flexibilnich polyurethanovych pén s pfidanym biodegradovatelnym plnidlem vzniklych
hydrolyzou a fotodegradaci. U hydrolyzatd polyurethanovych pén urCenych pro
ekotoxikologické testy byly za pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (HPLC/MS) separovany hydrolyzni degrada¢ni produkty. Jejich struktura byla
objasfiovana pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS"). Fotodegrada¢ni produkty
polyurethanovych pén byly ziskdny expozici materidlii zafeni vilnové délky 254 nm.
Semivolatilni degradacni produkty byly z materidlu izolovany extrakci n-hexanem, volatilni
slouceniny mikroextrakci tuhou fazi (SPME). Pro jejich identifikaci byla pouzita plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) a orthogonalni kompletni tandemova
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GCxGC/TOF MS). V zavéru této ¢asti je
diskutovéan vliv pfidané¢ho bioplnidla na charakter degradacnich produktt a vliv stanovenych
degradacnich produktd na zivotni prostiedi.

Predmétem druhého tématu bylo stanoveni izoprostani — markerd oxidativniho stresu
v tkanich motského bezobratlovce sasanky koniské (Actinia equina). Z kyseliny arachidonové
byly syntetizovany Fj-izoprostany, které byly pouzity pro vyvoj a optimalizaci metody
stanoveni téchto latek pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii (HPLC/MS/MS). Byla optimalizovana izolace izoprostani z tkani Actinia
equina pomoci extrakce tuhou fazi (SPE). Vyslednd metodika byla pouzita pro kvantifikaci
izoprostanil v tkdnich Actinia equina, které byly vystaveny mirnym i vysokym teplotnim
zménam. Zmeéna teploty méla za cil iniciovat v organismech oxidativni stres. Byly rovnéz
sledovany casové zmény hladin neznamych sloucenin, které byly z tkéni extrahovany spolu
s F»-izoprostany. Identita téchto sloucenin je v dizertacni praci rovnéz diskutovana. Zavérem
prace je zhodnocena moznost vyuziti stanoveni izoprostanti v koralnatcich k monitoringu

oxidativniho stresu téchto organismd.

KLICOVA SLOVA

Flexibilni polyurethanové pény s biodegradovatelnym plnidlem, fotodegradace, hydrolyza,
izoprostany, oxidativni stres, Actinia equina, GC/MS, GCxGC/MS, HPLC/MS/MS, MS"



ABSTRACT

The identification of the hydrolysis and photodegradation products of flexible polyurethane
foams (PUFs) with addition of biooriginated and biodegradable additive was the first topic of
this dissertation work. Separation of polyurethane foam hydrolysis degradation products,
intended for ecotoxicological tests, was managed by high-performance liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (HPLC/MS). The degradations product structure was
elucidated by tandem mass spectrometry (MS"). PUF photodegradation products were
obtained by exposure of materials by irradiation at 254 nm. Semi-volatile degradation
products were isolated from the exposed polyurethane by n-hexane extraction; volatile
compounds were collected by solid phase microextraction (SPME). Gas chromatography with
mass spectrometry (GC/MS) and complete orthogonal tandem gas chromatography with mass
spectrometry (GCxGC/TOF MS) was used for separation and identification of
photodegradation products. The influence of the bio-filler on the character of degradation
products and the possible effect of PUF degradation products on the environment was
discussed at the end of this section.

The determination of isoprostanes — markers of oxidative stress in tissues of beadlet anemone
(Actinia equina) was the subject of the second topic. F»-isoprostanes were synthesized from
the arachidonic acid. With thereby prepared isoprostanes the method of determination by
liquid chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC/MS/MS) was developed and
optimized. The isoprostane isolation process from the Actinia equina tissues was optimized
with solid phase extraction (SPE). The resulting methodology was used to quantify
isoprostanes in tissues of anemones, which were exposed to both moderate and high
temperature changes. The temperature changes were used to initiate the oxidative stress in
organisms. In addition, concentration levels of unknown compounds were also monitored.
These unknown compounds were extracted from tissues together with F-isoprostanes and
their identity is discussed in this dissertation work too. The possibility of using isoprostane
levels in the Anthozoa tissues for the oxidative stress monitoring is discussed in the

conclusion of this work.

KEYWORDS

Flexible polyurethane foam with biodegradative filler, photodegradation, hydrolysis,
isoprostanes, oxidative stress, Actinia equina, GC/MS, GCxGC/MS, HPLC/MS/MS, MS"
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Uvod

1 UVOoD

Pocatky hmotnostni spektrometrie sahaji az k roku 1897, kdy J. J. Thomson objevil elektron a
poprvé stanovil pomér hmotnosti ku naboji m/z. V té dob& pravdépodobné netusil, ze polozil
vysokomolekularnich organickych sloucenin, jakoz i latek anorganického pavodu a
organokovu.

V pribéhu let se vlivem novych vyndlezii a aplika¢nich objevii vyuZziti hmotnostni
spektrometrie znacné rozrostlo. Na celém svété jsou denné rutinné pouzivany piistroje
s nizkym rozliSenim (LRMS) s iontovymi zdroji a analyzatory cilené volenymi pro potieby
analyz, a ¢im dal vice i1 pfistroje s vysokym rozliSenim (HRMS) slouzici predev§im pro
stanoveni presné molekulové hmotnosti, zniz lze odvodit sumarni vzorec analyzované
slouceniny. Pouzivaji se jak hmotnostni spektrometry v jednoduchém, tak i v tandemovém
uspotadani pro analyzy plynnych, kapalnych i pevnych vzorkd.

Separac¢ni technika, konkrétné plynova chromatografie, byla do tandemu s hmotnostni
spektrometrii spojena poprvé vroce 1956. Toto spojeni umoznilo separaci a hmotnostné
spektrometrickou detekci volatilnich a semivolatilnich latek. Kapalinovd chromatografie

musela na spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢ekat az do konce 70. let 20. stoleti.

V predkladané dizertaéni praci byla hmotnostni spektrometrie vyuzita pro feSeni dvou
odlisnych problémd.

V prvni ¢asti byla tato technika vyuzita ke studiu degradacnich produktii flexibilnich
polyurethanovych pén (PUF). Pravée na né ptipada nejvétsi podil produkce polyurethanti.

S rozvojem civilizace roste 1 mnozstvi vyuzivanych polymert. To vyvolava zvysSujici se tlak
na jejich likvidaci. Jednou z moznosti likvidace PUF je jejich skladkovéani. Na skladkach
vlivem prostiedi dochdzi k jejich degradaci. Degradacni produkty pak mohou pronikat do
okolniho prostiedi. Protoze neni jisté, jaké slouCeniny degradaci vznikaji a jestli nejde o
zavazné kontaminanty zivotniho prostfedi, byly v této dizertacni praci identifikovany. Pouze
znalost degradacnich produktli polymerii mize vést k zamezeni ptipadnému vzniku
potencialn¢ rizikovych kontaminantii Zivotniho prosttedi.

Pfi feSeni této cCasti dizertani prace byly hmotnostné-spektrometrické techniky ve spojeni
s kapalinovou a plynovou chromatografii vyuzity k identifikaci neznamych latek uvoliujicich

se pii simulaci v ptirod¢ béznych degradacnich procesii — fotolyze a hydrolyze.



Uvod

V druhé casti dizertaéni prace byla hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou
chromatografii pouzita pro sledovani relativni distribuce izoprostani — markert oxidativniho
stresu, v tkanich sasanky konské (Actinia equina). Tato prace byla feSena
v Environmentalnim vyzkumném tstavu, UHI (University of the Highlands and Islands) ve
Skotsku (UK). Byla soucasti projektu, v némz byl sledovan vliv oxidativniho stresu na
blednuti korali.

Oxidativni stres je fenomén v poslednich letech dosti studovany piedev§im u lidi. Pro jeho
studium bylo navrzeno n€kolik metod. Jednou z nich, v posledni dobé nejpouzivanéjsi, je
monitoring tvorby izoprostani z kyseliny arachidonové v téle studovaného organismu.
Kyselina arachidonova je pfitomna i ve tkdnich jinych Zivoc¢ichli nez jsou savci. Odpovéd na
otazku, zda jsou ztéto kyseliny tvofeny izoprostany také v kordlnatcich, byla s pouzitim

hmotnostni spektrometrie hledana v pribéhu feSeni druhé ¢asti dizertacni prace.

-10 -



Teoreticka cast

2 TEORETICKA CAST

2.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je destruktivni analytickd metoda, kterd uruje poméry
hmotnosti ku naboji (m/z) atomii, molekul a molekulovych fragmentt po jejich pievedeni na
ionty.

Slouzi k ur¢eni molekulovych hmotnosti sloucenin, podava cenné informace o struktuie
analyzovanych latek. Mize urcit izotopovy pomér prvki ve vzorcich.

Lze ji pouzit jako analytickou techniku samostatnou nebo v kombinaci se separacnimi
technikami.

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti:

» Jontovy zdroj — slouZzi k prevedeni molekul na ionty (tzv. ionizace)

*  Hmotnostni analyzator — d¢€li ionty podle poméru m/z

» Detektor — detekuje ionty po jejich separaci v analyzatoru

Kromé téchto tii ¢asti vSechny hmotnostni spektrometry maji i vakuovy systém, iontovou
optiku slouzici k urychleni a fokusaci iontdl, zafizeni pro zavadéni vzorku a fidici a

vyhodnocovaci systém — pocitac.

Oproti ostatnim analytickym technikdim se hmotnostni spektrometrie vyznacuje velkou
variabilitou. Rozli¢né iontové zdroje mohou byt kombinovany s riznymi hmotnostnimi
analyzatory tak, aby splnily pozadavky na analyzy nejriiznéjsich typt vzork.

Protoze pojednani o principech vSech instrumentalnich technik v hmotnostni spektrometrii by
bylo velmi obsahlé, jsou niZze popsany pouze ty, které byly pouzity pfi feSeni cilli dizertacni

prace.

2.1.1 Ionizace

K 1onizaci molekul dochazi v iontovém zdroji. Pouziva se nékolik zptisobii prevedeni molekul
na ionty, které zavisi na skupenstvi vzorki, fyzikdlné-chemickych vlastnostech analytd a
ptipadné na dalSich faktorech.

Pti feseni cilti dizertacni prace byly pouzity dvé ioniza¢ni techniky: elektronova ionizace a

ionizace elektrosprejem.
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2.1.1.1 Elektronovd ionizace

Elektronova ionizace (EI) je jednou znejrozsifenéjSich technik ionizace organickych
sloucenin. PouZziva se pro ionizaci analyt v plynném stavu. Elektronova ionizace patii mezi
tzv. tvrdé ionizacni techniky — ziskem velkého ptebytku vnitini energie dochazi k fragmentaci
molekularniho iontu na velké mnozstvi fragmenti.

Principem elektronové ionizace [1-4] je interakce neutrdlnich molekul analyti s proudem
elektronii o definované energii (obvykle 70 eV), ktery je emitovan z wolframového (nebo
rheniového) vldkna. Priblizenim emitovaného elektronu k elektronovému obalu molekuly
molekuly dojde k ovlivnéni jejich elektrickych poli, coz mlze vést k vyrazeni valencniho
elektronu, a tim ke vzniku radikalkationtu M. Paklize molekula ziska velky piebytek
energie, dojde k jejimu rozpadu na mensi nabité i nenabité ¢asti (fragmenty). Radikalkationty
a nabité fragmenty jsou vytésniovaci elektrodou vypuzeny z iontového zdroje a fokusovany
iontovou optikou do analyzitoru hmotnostniho spektrometru. K ionizaci dochazi za vakua
(p=10" - 10" Pa).

Postupem casu byly za pomoci této ionizacni techniky vytvofeny databaze hmotnostnich
spekter. Nejznaméjsi je databaze NIST (Wiley Registry of Mass Spectral Data) obsahujici

ptes ptl milionu hmotnostnich spekter.

Urychlujici napgti
Analyt

Zhaveni filamentu Trap

Filament

Extrakéni elektroda

v Zaostfovaci elektroda
i Urychlujici elektroda
Analyzator

Obrazek 1: Schéma iontového zdroje pro elektronovou ionizaci [4].
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2.1.1.2 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI) patii k mé¢kkym ionizacnim technikdm; ionizovand molekula
ziskda mnohem mensi mnozstvi energie nez u EIl, a proto dochézi k fragmentaci v minimalnim
rozsahu. ESI byla prilomem v feSeni spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii.

Analyt, rozpustény ve vhodném rozpoustédle, je do iontového zdroje pfiveden kovovou
kapilarou, pfi¢emz mezi tuto kapilaru a protielektrodu (obvykle vstup do hmotnostniho
spektrometru) je vlozeno vysoké napéti (3 — 6 kV) [4].

Intenzivni elektrostatické pole mezi Spickou kapilary a vstupni elektrodou zpiisobuje tvorbu
kapic¢ek aerosolu, které na svém povrchu nesou velké mnozstvi naboji. Tento proces je
podporovan zmlzovacim plynem (obvykle N,). Odpafovanim rozpoustédla dojde ke zvyseni
hustoty povrchového naboje. Pii dosazeni kritické hodnoty dojde k tzv. Coulombické explozi
— rozpadu kapicek na jeSté mensi kapicky, mezi néz se rozd¢€li pivodni néboje. Tento proces,
Coulombickych explozi a odpatovani rozpoustédla z povrchu kapicek, se opakuje tak dlouho,
az dojde k uvolnéni kvazimolekularnich iontti [4-8]. Tyto ionty jsou vedeny pies iontovou

optiku k hmotnostnimu analyzatoru.

Susici plyn (N,) 350°C
+3az6kV
| Usti
|

|
| Analyzator

kimmer /

Zmlzovaci plyn

Analyt o —7\ _

Kovova kapilara

Cerpani

Susici plyn (N,) 350°C

Obrazek 2: Schéma iontového zdroje — elektrospreje [4].
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Na rozdil od elektronové ionizace dochazi k ionizaci elektrosprejem za atmosférického tlaku.
Ionty tedy vstupuji z oblasti atmosférického tlaku do oblasti evakuované. Tento ptechod je

obvykle technicky fesen tfistupiovym vakuovym cerpanim.

2.1.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k rozdéleni iont podle jejich poméru m/z. Kvalitu rozdéleni
iontll vyjadiuje rozliSovaci schopnost hmotnostniho analyzatoru. Podle ni délime hmotnostni
analyzatory na nizko- a vysokorozliSovaci.

Separace iontll podle m/z je v hmotnostnich analyzatorech docilena aplikaci rtiznych
fyzikalnich principli; zakfivenim drdhy v magnetickém nebo elektrickém poli, riznou
stabilitou  oscilaci v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci  stejnosmérného a
vysokofrekvencniho stiidavého elektrického pole, riznou dobou letu iontd urychlenych na
stejnou kinetickou energii nebo riznou absorpci energie pii cykloidalnim pohybu iont
v kombinovaném a elektrickém poli.

Pti feSeni cilli dizertani prace byly pouZzity hmotnostni spektrometry vyuzivajici principu
ruzné stability oscilace iontl v prostoru o stfidavém napéti a na principu doby letu:

kvadrupdlovy analyzator, sféricka iontova past, trojity kvadrupdl a analyzator doby letu.

2.1.2.1 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupol (Q) je nizkorozliSovaci hmotnostni analyzator. Pro svou jednoduchou konstrukci a
tim 1 niz$i cenu v porovnani s ostatnimi analyzatory je velmi ¢asto pouzivan jako analyzator
hmotnostnich spektrometrt pro spojeni se separacnimi technikami (GC/MS a HPLC/MS).

Sklada se ze ctyt stejnych ty¢i kruhového (nebo 1épe hyperbolického) prifezu délky 20 —
30 cm. Na dv¢ protilehlé tycCe je vlozeno stejnosmérné kladné napéti, na druhé dvé zaporné
stejnosmerné napéti. Na vSechny tyce je superponovano vysokofrekvenéni sttidavé napéti.

Iont, ktery je ptiveden do stfedu osy kvadrupolu, zacne oscilovat. Tyto oscilace jsou v dany
casovy okamzik a pro urcity pomér U/V (stejnosmérné napéti/amplituda stfidavého napéti)
stabilni pouze pro iont s ur¢itou hodnotou m/z. Ten projde kvadrupdlem k detektoru, ostatni
ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupolu. Postupnou zménou hodnot U/V jsou propoustény
na detektor vSechny ionty [9]. Protoze principielné pracuje jako ,.,hmotnostni filtr*, nékdy se

takto i oznacuje.
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Hmotnostni spektrometr s kvadrupdlem lze pii spojeni se separacni technikou operovat v
modu zaznamu vybrané¢ho iontu (SIM — Select Ion Monitoring) nebo registrace spekter
v nastaveném rozsahu m/z (SCAN). SIM mod umoziuje sledovani pouze vybraného iontu
nebo nekolika (v tomto pfipadé se nékdy pouziva oznaceni MID — Multiple Ion Detection).
Tato metoda se nejcastéji pouziva v cilené kvantitativni ultrastopové analyze. SCAN mod
umoznuje prométfeni vsech m/z v uzivatelem definovaném rozsahu. ProtoZze na prométeni
iontll je k dispozici mensi mnozstvi Casu, je tento mod méné citlivy nez SIM. Vyuziva se

piedevsim pro screeningové analyzy a pro zjisténi struktury neznamych latek.

U-Vcoswt
-(U-Vcoswt) |

Analyt —Jp fos#tiste’ e s 4+ s s « —3 Detektor

) )

+ )'7

Obrazek 3: Schéma kvadrupdlového analyzatoru

2.1.2.2 Trojity kvadrupol

Trojity kvadrupdl (QQQ) je hmotnostni analyzator slozeny ze tfi kvadrupdlit v tandemovém
usporddani. Dva z nich (Q; a Q3;) maji funkci analyzatoru, prostedni slouZzi jako kolizni cela.
Do kolizni cely je ptivadén kolizni plyn.

Ionty vybrané v prvnim kvadrupdlu ptichdzi do druhého, kde dochazi k jejich kolizi
s koliznim plynem — tento proces se oznacuje jako kolizn¢ indukovana disociace (CID) nebo
kolizni aktivace (CA). Jestlize je tento plyn inertni, je cast kinetické energie iontu
transformovana na vnitini energii, kterd ve vysledku zpisobi $t€peni vazeb a fragmentaci
iontll na mens$i ionty a neutralni ztraty.

Paklize kolizni plyn je reaktivni, mohou byt indukovany iont-molekulové reakce. Q; a Qs
mohou operovat bud'to jako filtry vybranych iont nebo mizou skenovat v definovaném

rozsahu.
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Nize jsou uvedeny zakladni mody, ve kterych mtiZe trojity kvadrupol operovat [4, 10]:

»  Skenovani produktovych iontit; Q; je nastaven jako filtr prekurzorovych iontt, které jsou
fragmentovany v druhém kvadrupdlu. V Q; dochazi ke skenu fragmentovych iontt

»  Skenovani prekurzorovych iontii; kde Q3 je nastaven na sledovani vybranych fragmenta,
zatimco Q; skenuje v definovaném rozsahu

» Sken neutrdlnich ztrat; kde Q; 1 Q3 skenuji s diferenci odpovidajici sledované neutrdlni
ztraté

»  Sledovani vybrané fragmentace (SRM — Selected Reaction Monitoring), pii némz Q; 1 Qs
jsou nastavené na vybrany prekurzor a produkt a sledovani vybranych fragmentaci (MRM
— Multiple Reaction Monitoring), pfi némz je paralelné¢ monitorovano n¢kolik uzivatelem

nadefinovanych fragmentaci.

Trojity kvadrupdl se nejcastéji pouziva pii spojeni hmotnostni spektrometrie se separacnimi

technikami. Takto byl vyuzit i pfi fesSeni cili dizertacni prace.

2.1.2.3 Iontovd past

Principem iontovych pasti (IT) [11] je pulzni vypuzovani iontl z iontové pasti.

Odlisuji se dva typy iontovych pasti; sférickd iontova past (3D-IT), ktera byla pouZita pfi
feSeni cild dizertacni prace a ktera je popsana niZe, a linearni iontova past (2D iontova past).
Linearni iontova past (LIT) [12] je konstrukéné kvadrupol, kterému byla pfidana schopnost

uchovavat ionty.

Stéricka iontova past [13, 14] se sklada ze dvou koncovych a jedné prstencové elektrody
uzavirajici objem pfiblizné 1 ml. Na rozdil od kvadrupdlu tento hmotnostni analyzator pracuje
v cyklech.

Do iontové pasti jsou pulzné ptivedeny ionty, které jsou zde vhodnym radiofrekvencnim
napétim na prstencové elektrod¢ stabilizovany. lonty jsou z iontové pasti vypuzovany smeérem
k detektoru postupnym zvySovanim tohoto napéti. Tim dojde k proméfeni pomérit m/z
ve zvoleném rozsahu.

Do iontové pasti se zavadi tlumici plyn (He), ktery tlumi oscilace iontd v pasti. Tim se
dosdhne zvySeni rozliSeni iontové pasti a zlepsi se 1 zachyt iontd. I pfes pouziti tlumiciho

plynu zUstava iontova past ve skupiné nizkorozliSovacich analyzatord.
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Je nutna regulace mnozstvi ionttl, které vstupuji do prostoru iontové pasti. Pieplnéni iontové
pasti muze vést ke vzniku prostorového naboje, coz vede ke sniZzeni rozliSeni tohoto
hmotnostniho analyzatoru.

Kromé skenovani produktovych iontii umozfiuje sféricka iontova past také MS" analyzy, tedy
stupiiovou fragmentaci zvolenych prekurzori.

Po naplnéni iontové pasti ionty dochdzi k izolaci vybraného prekurzoru. Opétovnou zménou
napéti je tento prekurzor kolizn¢ excitovan srazkami satomy He, coz vyvola jeho
fragmentaci.. V dal§im kroku jsou pak bud'to skenovany produktové ionty, nebo mtze dojit k
izolaci prekurzoru dalsi generace a jeho nésledné fragmentaci stejnym zpiisobem.

Pravé vicenasobné fragmentace iontd MS" bylo vyuzito pfi feSeni cili dizerta¢ni prace.

Analyzami na iontové pasti byly ziskdny velmi cenné informace o struktufe neznamych latek.

Analyt

Koncové * Siep* Prstencova
elektrody v e [~ elektroda

Detektor

Obrazek 4: Schéma 3D iontové pasti [4]

2.1.2.4 Analyzator doby letu

Dal$im pulznim hmotnostnim analyzatorem je analyzator doby letu (TOF) [4]. Principem
tohoto konstrukéné velmi jednoduchého analyzatoru, ktery se sklddd pouze z evakuované
trubice, je méfeni Casu, za ktery urychlené ionty ,.dolétnou” k detektoru. lonty s mensim
pomérem m/z o stejné kinetické energii ,urazi“ stejnou vzdalenost rychleji nez ionty
s pomérem m/z vyS$im.

Tento hmotnostni analyzator jako jediny zpopisovanych mize dosahovat i vysokého
rozliSeni. Vysokého rozliSeni je dosazeno napf. pouzitim tzv. iontového zrcadla neboli
reflektronu. To jednak odrazi ionty zpét a tim prodluzuje drahu jejich letu, jednak slouzi

k vyrovnavani kinetické energie u iontil se stejnou m/z. lonty s vétSi dodanou kinetickou
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energii proniknou hloubéji do odrazového pole reflektronu pted jejich odrazem nez ionty
s niz$i kinetickou energii. Tim se vyrovnd jejich doba letu a na detektor pak tyto ionty
dopadnou ve stejny cas.

Analyzator doby letu byl pii feSeni cili dizertatni prace pouzit jako nizko- i

vysokorozliSovaci.

2.1.3 Detektory v MS

Ionty separované v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor, ktery zaznamenava
elektricky proud vznikly pfimym dopadem stanovovanych iontd. NejCastéji se pouzivaji
nasobicové elektrody [15], které pracuji na principu nasobeni elektronii uvolnénych z prvni

konverzni dynody po dopadu elektronti. Jinym typem detektoru je napiiklad Faradayova klec.

2.1.3.1 Elektronovy nasobic¢ typu Channeltron

V elektronovém nésobici jsou ionty akcelerovany k elektrodé¢ zvané konverzni dioda o
potencialu = 3 az + 30 kV a nédboji daném iontovym zdrojem. Dynoda konvertuje ionty na
elektrony, které jsou urychleny elektrickym polem smérem ke kontinuédlni dynodé¢. Z jejiho
povrchu vyrazi né€kolik elektroni, které vyrazi elektrony zjiného mista dynody. Timto
opakovanym zpusobem dojde k zesileni proudu -elektronti, ktery je nasledné meéten

elektrometrem.

+HV konverzni dynoda
negativni ionty

-HV konverzni dynoda
pozitivni ionty

|
&

Elektrometr

Obrazek S: Schéma elektronového nasobice typu Channeltron [4].
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2.1.4 Vakuovy systém

Vyjma nékterych iontovych zdroji, které pracuji za atmosférického tlaku, operuji vSechny
soucasti hmotnostnich spektrometru za hlubokého vakua. To zabranuje piredev§im srazkam
iontl s neutralnimi molekulami a ionty mezi sebou. Rovnéz je udrzovano relativné inertni
prostiedi v hmotnostnim spektrometru.

Hodnota vakua se li§i podle analyzatoru a je od 10 az po 107! Pa [4]. Zajistovano je
cerpanim vysoce vykonnymi vakuovymi pumpami, a to ve vétsin€ ptipadd ve dvou nebo tfech
stupnich.

Nejcastéji se v hmotnostni spektrometrii pouzivaji rotacni (obvykle prvni stupen) a

turbomolekuldrni nebo diftizni pumpy (druhy stupetl).

2.2 Separaéni techniky

Principem chromatografickych technik je d€leni smési latek na jednotlivé slozky pomoci
fyzikalné-chemickych mechanismti. U plynové a kapalinové chromatografie se vyuziva
mechanismu zadrzovani neboli retence analytli stacionarni fazi [16].

Vzorek je vnesen do proudu mobilni faze, ktery jej ,,unasi“ pies stacionarni fazi, na niz
dochézi k separaci analyti. Ty dale putuji k detektoru, ktery indikuje jejich p¥itomnost. Cas,
ktery analyt setrvava v systému, se nazyva retencni Cas (tr) a je kvalitativni charakteristikou
dané latky. je Odezva této latky na detektoru je pak pfimo umeérna jejimu mnozstvi.

V plynové chromatografii (GC) se jako mobilni faze pouziva plyn (He, H,, Ny, atd.). Separace
latek obvykle probihd na kfemennych kapilarnich kolonach pokrytych vrstvou polyimidu,
zajist'ujici pruznost kolon [17] o rlizném vnitinim priméru (nejcastéji 200 — 530 um), délce
(vétsinou 10 — 100 m) a tlouStce filmu stacionarni faze (zpravidla 0,1 — 5 pm). Jako
stacionarni fdze se Casto pouzivaji nepolarni faze na bazi polydimethylsiloxanl, mirn¢ az
sttedné polarni polydifenyl-dimethylsiloxanové nebo polarni polyethylenglykolové faze
(Carbowax).

Dals§imi soucastmi plynovych chromatografi je tlakova lahev s nosnym plynem, reguléator
pritoku plynu, injektor, termostat, detektor, kterym byl v této dizertatni praci vzdy
hmotnostni spektrometr a fidici a vyhodnocovaci zafizeni.

Na rozdil od kapalinové chromatografie je vzorek ihned po nastfiku odpatren. Proto je plynova
chromatografie vhodnd pro separaci tepelné stabilnich, tékavych nebo polotékavych

nizkomolekulérnich sloucenin a plynd.
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V dizertani praci byla tato technika pouzita pro separaci volatilnich a semivolatilnich

fotodegradac¢nich produktii polyurethanovych pén.

Pro stanoveni izoprostanti byla v této dizertatni praci zvolena technika vysokoucinné
kapalinové chromatografie.

U vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je mobilni fazi kapalina. Ta, na rozdil od
mobilni faze v plynové chromatografii, interaguje s analyty i se stacionarni fazi a podili se na
chromatografickém dé€leni. Pro stanoveni lze pouzit polarni i nepolarni rozpoustédla podle
typll stanovovanych analytl i jejich smési. K separaci analyti dochazi na analytické koloné
s ocelovym plastém o délce 5 — 25 cm, vnitinim priméru 2 — 4,6 mm s velikosti ¢astic
stacionarni faze 3 — 10 um (v posledni dobé se ¢im dal vyraznéji uplatiiuji naplné s velikosti
castecek pod 2 um). Stacionarni fdze na koloné [18] je bud’ kapalina zakotvend na nosici (u
rozdélovaci chromatografie), nebo ji je pevnd latka (adsorpéni, iontoménicova, gelova a
afinitni chromatografie).

U kapalinové chromatografie se rozliSuje separace na normalnich fazich, kdy stacionarni faze
je polarnéjsi nez mobilni, a na obracenych fazich, kdy staciondrni faze je méné polarni nez
mobilni. Pro separaci izoprostant se nejcastéji uziva obracenych fazi [19].

Stacionarni faze v systému obracenych fazi je nejCastéji silikagel povrchové modifikovany
hydrofobnimi alkylovymi fetézci, které interaguji s analytem, a tim zabezpecuji jeho separaci.
Obvyklé jsou délky tetézce C4, C8 a C18, pficemz C8 a C18 se pouzivaji pro separaci malych
molekul, jako jsou napftiklad izoprostany, a C4 pro separaci vysokomolekularnich slouc¢enin —
naptiklad proteinti.

Pritok mobilni faze kolonou, v niZ je stacionarni faze slozend z Castic o velikosti pouze
nékolik mikrometrt, umoziiuje vykonné vysokotlaké cerpadlo. Trendem v chromatografii je
snizovani velikosti priméru castic stacionarni faze, coz umoziuje rychlej$i a kvalitngjsi
separaci. Snizovani velikosti Castic stacionarni faze vede ke zvySovani naroku na Cerpadla
mobilni faze. Kromé vysokoucinné (n¢kdy téz vysokotlaké) kapalinové chromatografie, ktera
operuje stlaky do 40 MPa, se v posledni dobé vyuzivaji i1 ultraacinné kapalinové
chromatografy (UPLC) a ultravysokoucinné kapalinové chromatografy (UHPLC) [20], které
operuji pfi tlacich az do 120 MPa.

Dalsimi soucastmi kapalinovych chromatografti jsou zdroj a ¢erpadlo mobilni faze, davkovaci
smycka, termostat, detektor, fidici a vyhodnocovaci zatfizeni. Pfi feSeni cilii dizertacni pace

byl jako detektor, stejné jako u plynové chromatografie, vzdy pouzit hmotnostni spektrometr.
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Mnozstvi sloucenin, které je mozné na koloné rozdélit, je omezené a je dano pikovou
kapacitou kolony. Snaha o rychlé analyzy multikomponentnich vzorkti plynovou
chromatografii vedla k zavedeni ortogonalni kompletni tandemové plynové chromatografie
(GCxGO).

Principem této relativné nové techniky je separace analytl na dvou odli§nych kolonéach [21,
22]. Prvni kolona byva konven¢ni analyticka kolona (naptiklad nepoldrni 30 m x 0,25 mm x
0,25 um), druha kolona je uzsi a kratsi (obvykle polarni 1 m x 0,1 mm x 0,1 um) — urcena pro
rychlou plynovou chromatografii se stacionarni fazi s odliSnou selektivitu. Slouceniny, které
nebyly rozdéleny na prvni koloné, jsou separovany na koloné¢ druhé. Obé& kolony jsou
umistény v samostatnych teplotné¢ programovatelnych termostatech, pficemz teplota
sekundarniho termostatu je obvykle o 10 — 30 °C vyssi nez primarniho.

Eluent zprvni kolony je periodicky davkovan do druhé kolony modulatorem. Funkci
modulétoru je predevSim zajiSténi zachovani separace z prvni dimenze. Pouhé spojeni dvou
analytickych kolon by vedlo na druhé koloné ke slouceni na prvni koloné separovanych
analytl. Existuje n€kolik druhi modulatori. V experimentalni ¢asti této dizertacni prace byl
pouzit ortogonalni tandemovy plynovy chromatograf's kryogennim modulatorem.

Kryogenni systém je slozen ze dvou trysek. Slouceniny eluované zprvni kolony jsou
zachyceny (,,zmraZeny“) v prvni fazi modulace proudem plynného dusiku (nebo CO,), ktery
je chlazen kapalnym dusikem (nebo kapalnym CO,). Na druhou kolonu jsou analyty
preneseny za pouziti pulzu horkého vzduchu [23].

Klasicky interval modulace se pohybuje nejcastéji v sekundach. Za tento ¢as musi dojit ke
kompletni separaci v druhé dimenzi. Protoze piky eluujici ze sekundarni kolony jsou velmi
uzké (desetiny sekundy), lze kdetekci pouzit pouze detektord srychlou odezvou.
Z hmotnostné-spektrometrickych analyzatori tuto podminku spliiuje viceméné pouze
analyzator doby letu [22], ktery byl pouzit i pti feSeni cili dizertacni prace.

Vystupem detektoru je sekvence chromatogramt jednotlivych modulaci, ktera je pro bézného
uzivatele naprosto necitelnd. Do srozumitelnéjsi 2-D nebo 3-D formy jsou data konvertovana

za pomoci specialniho softwarového algoritmu.
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Obrazek 6: Schéma GCxGC-EI/TOF MS v orthogonalnim uspotfadani [24].

2.3  Spojeni MS se separa¢nimi technikami

Spojenim hmotnostni spektrometrie s chromatografickymi technikami byla ziskana kvalitni
separace analyti s jejich spolehlivejsi detekei, nez je tomu u ostatnich detektorti pouzivanych
v chromatografickych technikéach, a to v jednom kroku. Dnes jsou separacni techniky spojené
s hmotnostni spektrometrii rutinni zalezitosti a nahrazuji dfive standardné¢ pouzivané

techniky.

Pro spojeni plynové a kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii bylo nutné
piekonat dvé prekazky [25]:

= (Odstranéni nadbytku mobilni faze, jiZ jsou analyty unaSeny chromatografickym systémem
= VyfeSeni zdlezitosti rozdil tlakli mezi hmotnostnim spektrometrem, pracujicim za

hlubokého vakua, a separa¢ni technikou, ktera podtlak nevyzaduje.
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V plynové chromatografii se diive pouzivaly napliiové kolony a vyssi pritoky mobilnich fazi
nez dnes. Pro odstranéni nedbytku mobilni faze se pouzivaly separatory. Dnes se v plynové
chromatografii témét vyhradné pouzivaji kapilarni kolony, u nichz pritok plynu byva
priblizng 1 ml.min™', coZ umoZiiuje pfimé zavedeni konce kapilarni kolony do iontového
zdroje. Soucasné vakuové systémy bez problému natok nosného plynu odcerpaji.

Technicky obtizngjsi je feSeni spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrit,
které musi feSit odstranéni mobilni faze kapalného skupenstvi. Prilomem v této oblasti se
staly ionizacni techniky za atmosférického tlaku, obzvlasté elektrosprej. U nich se mobilni
faze Gcastni pfimo ioniza¢niho procesu. Odvod nadbytku plynné mobilni faze pak zajistuje

konstrukce iontového zdroje.

2.4  Techniky pripravy vzorki

Pti feSeni cild dizertacni prace byly pouzity dvé techniky ptipravy vzorki; extrakce tuhou fazi
(SPE) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Princip sorpce obou technik je podobny sorpci

analytl na chromatografickych kolonach v chromatografii.

2.4.1 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi [26] je jednou znejcastéji pouzivanych technik pfipravy vzorki
k analyzdm. Pro svou jednoduchost a tUsporu rozpoustédel nahradila diive pouzivanou
techniku extrakce kapalina-kapalina.

Extrakce tuhou fazi se pouziva pfi ptipravé kapalnych vzorkt, jez obsahuji stfedné tékavé a
neté¢kavé slouceniny. Je vhodnd pro zakoncentrovani analyti a rovnéz pro odstranéni
interferujicich sloucenin, které by rusily néasledujici stanoveni. Pouziva se pro extrakci analytt
z riiznych matric, jako je voda, krev, moc¢, pro extrakci analytl z pidnich roztoki a jinych
matric nevhodnych pro pfimé stanoveni.

Principem SPE je sorpce analytu rozpusténého v kapalném vzorku na vhodny sorbent SPE
kolonky. Eluce analytii bez interferujicich latek je zabezpeCena eluci interferujicich latek
z SPE sorbentli vhodnym elu¢nim ¢inidlem.

Aby k extrakci doslo, musi byt afinita analytu k sorbentu vétsi nez ke kapalné fazi. Fyzikalné
je extrakce zalozena na hydrofobnich, polarnich nebo iontovych interakcich mezi analyty a
SPE sorbentem. Sorbenty jsou pfevdazné na bazi modifikovaného silikagelu s chemicky
vazanymi polarnimi nebo nepolarnimi modifikatory (v piipad¢ iontoménicii zdporné €i kladné

nabitymi fun¢nimi skupinami) o velikosti Castic 40 um, velikosti pord 6 nm. Sorbent je
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umistén v polypropylenové nebo sklenéné kolonce opatfené ve spodni Casti nejCastéji

sklenénou nebo teflonovou fritou.

Proces extrakce se sklada z péti zakladnich krokii:

= Kondicionace SPE kolonek vhodnym rozpousStédlem s cilem aktivace sorbentu pied
extrakei

= Naneseni vzorku — analyty s nékterymi interferujicimi slouceninami jsou zachyceny na
sorbentu

= Eluce slabé vazanych interferentli vhodnym rozpoustédlem

= Pfipadné vysuSeni kolonek profukovanim vzduchu nebo dusiku — dilezit¢ v ptipade, ze
rozpoustédlo pouzité k eluci analytd je nemisitelné s promyvacim rozpoustédlem

=  Eluce analyti rozpoustédlem

Extrakce tuhou fazi je technika rychld, spolehliva a reprodukovatelna.

2.4.2 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi [27, 28] je sorpéné-desorpéni technika zkoncentrovani analytu na
vhodném vlakné. Je rychlé a jednoducha, nevyzaduje pouZiti jakéhokoliv rozpoustédla.
Principem extrakce je sorpce analytd na SPME vlakno. Na rozdil od SPE, pfi niz je analyt
extrahovan z celého objemu vzorku s co nejvétsi vytéznosti, jsou v SPME technice analyty
sorbovany do té doby, nez je dosazeno rovnovahy. Rovnovazny stav zavisi na koncentraci
analytu ve vzorku, tlouStce a typu sorbentu, jenz pokryvéa kiemenné vlakno, a na distribu¢ni
konstanté analyta.

K extrakci dochazi na kfemennych vldknech pokrytych sorpéni vrstvou. Toto vldkno je
spojeno s ocelovym pistem a umisténo v duté jehle.

Staciondrnimi fdzemi jsou napiiklad polydimethylsiloxan, polyakrylat, divinylbenzen ¢i smési
sorbentd o riznych tloustkdch (7 — 100 um). Nepolarni analyty je vhodnéjsi extrahovat
nepolarnimi sorbenty a naopak.

Mikroextrakce tuhou fazi se pouziva pfi ptipravé kapalnych a pevnych vzorki, jeZ obsahuji
tékavé a stiedné tekavé slouCeniny. Je rovnéz vyuzivana pro pasivni vzorkovani tékavych

organickych latek v ovzdusi.

-4 -



Teoreticka cast

Pouzivaji se dva typy extrakce: Vzorkovani z rovnovazné plynné faze (head-space) a a piima
sorpce. Prvni je vhodna pro tékavé analyty a pro zpracovani kontaminovanych vzorkd, druha
metoda je upfednostiiovana pro mén¢ tékavé nebo netékavé latky z relativné Cistych vzork.
Vybér techniky zavisi na extrakéni kinetice. V plynné fazi jsou tékavéjsi analyty ve vysSich

koncentracich nezZ méné t€kavé, a proto jsou extrahovany rychleji.

Proces extrakce se sklada z téchto kroku:

= Jehlou je propichnuto septum vialky se vzorkem

=  Posunutim pistu je vldkno vysunuto z duté jehly do kapalného vzorku nebo do prostoru
nad hladinou vzorku

= Sorpce analytii — (obvykle 2 — 30 min)

= Zasunuti vlakna do jehly a vytazeni jehly z vialky

= Desorpce analyti ze SPME vldkna — v injektoru plynového chromatografu tepelné nebo

pti pouziti SPME-HPLC adaptéru eluci mobilni fazi v kapalinovém chromatografu

Technika SPME je vhodna pro screeningové analyzy, za pouziti interniho standardu je

pouzitelna i pro reprodukovatelné kvantitativni analyzy.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Polyurethany

Polyurethany (PU) jsou linearni nebo zesitované polymery obsahujici urethanovou skupinu
(-NHCOO) v jejich hlavnim fetézci. Syntetizovany jsou polyadiéni reakei polyfunkénich
izokyanatl, tj. izokyanatd s dvémi a vice funkénimi skupinami s polyfunkénimi alkoholy

[29].

3.1.1 Historie vyvoje polyurethani

Pocatek vyvoje polyurethani lze datovat koncem tficatych let dvacatého stoleti, kdy byl
objeven polymer nylonového typu. Od té doby se profesor Otto Bayer a jeho skupina
v laboratofich firmy 1.G. Farben v mésté Leverkusen (Némecko) zabyvala chemickymi
zménami nylonového prekurzoru — hexamethylendiaminu. Objevil, Ze reakce tohoto aminu
s fosgenem dava diizokyanat, ktery poté reakci se slouceninou s hydroxylovymi skupinami
reaguje za tvorby novych slouc¢enin, pozdéji zvanych polyurethanti [30].

Syntézu polyurethanu si nechal patenovat v roce 1937 [31]. Béhem druhé svétové valky
vyvinul Bayer elastomery syntetizované z naftalendiizokyanatu. Polyurethany vzniklé reakci
téchto izokyanatl s polyesterovymi pryskyficemi byly pouzivany v letectvi k opravam kiidel
bojovych letadel [30, 32].

Vroce 1954 zacala pramyslova produkce tvarovatelnych polyurethanovych pén
syntetizovanych z toluendiizokyanatu a polyester-polyolt. Prvni polyether-polyol byl
komeréné dostupny béhem nésledujicich dvou let [32].

Dnes jsou polyurethany Sestym nejcastéji vyrabénym polymerem s celkovou celosvétovou
rocni produkci pfesahujici 10 miliond tun. Variabilita surovin vyuzitelnych pro syntézu
polyurethanti otevira Siroké pole tvorby produktl s riiznymi vlastnostmi, coz dale umoznuje
jejich  Siroké vyuziti. Nejvétsi podil zprodukce polyurethani zaujimaji flexibilni

polyurethanové pény (PUF) [33].

3.1.2 Syntéza polyurethani

Polyurethany jsou syntetizovany polymerizaci monomertu obsahujicich alespoii dvé funkcni
skupiny izokyanati s monomerem obsahujici alespon dvé hydroxylové skupiny za

pritomnosti vhodného katalyzatoru a ptisad (Obr. 7).
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Obrazek 7: Syntéza a chemicka struktura polyurethanu [33]

" Jzokyanaty

95 % dnes vyrabénych polyurethani je syntetizovano z toluendiizokyanatu (TDI) a 4,4'-
methylendifenyldiizokyanatu (MDI) [34].

V ptipad¢ toluendiizokyanatu se nejcastéji pouziva smes v poméru 80:20 tvorend 2,4- a 2,6-
toluendiizokyanatem. TDI je obvykle syntetizovan nitraci toluenu, naslednou katalytickou
hydrogenaci vznikajiciho 2,4- a 2,6-dinitrotoluenu a fosgenaci vzniklého 2.4- a 2,6-
diaminotoluenu. Vyuzivd se ksyntéze polyurethanovych elastomeri a flexibilnich

polyurethanovych pén [29, 35, 36].

" Polyoly

Polyoly jsou reaktivni latky obsahujici alespoit dvé funkéni skupiny majici aktivni vodik.
K syntézdm polyurethanli se pouzivaji produkty s vyssi molekulovou hmotnosti, obvykle na
bazi polyesterti nebo polyetheri [29].

Polyether-polyoly jsou produkty katalyzované polymerizacni reakce jednoduchych diolt jako
je napt ethandiol ¢1i propandiol s cyklickymi ethery, jako je etylenoxid nebo propylenoxid.
Polyester-polyoly jsou pfipravovany polymerizacni reakci dioli a karboxylovych kyselin
(nebo jejich derivati); napiiklad polymerizaci ethandiolu s kyselinou ftalovou [29, 37].
Polyester-polyoly byly k syntéze polyurethanu pouzivany predevSim v minulosti, dnes

z ekonomickych divodua prevazuje polyether-polyurethanova vyroba [35].

= Retézové extendery

Extendry jsou pouzivany kupraveni koneénych vlastnosti polyurethanti. Rizné
nizkomolekuldrni alifatické aminy a polyoly (napf. pentaerythritol, sorbitol, fenylendiamin

atd.) jsou pouzivany jako prodluzovace vazeb nebo sitovace [29, 37].
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= Katalyzatory
Katalyzatory tidi rychlost reakce, maji vliv na pribéh siténi polyurethanii i na uvolnovani
CO,. VétSina katalyzatori jsou organické slouCeniny cinu (napf. cinoktoat,

dibuthylcindilaurat) [29, 37].

=  Pénidla

Pouzivaji se pii syntézach polyurethanovych pén. D¢€li se na dvé skupiny; zalozené na
fyzikalnich nebo chemickych principech. Do prvni skupiny patii pénidla, kterd se uzivala
diive, avSak byla zakdzdna Montrealskym protokolem [32]. Jedn4 se o chloro- nebo fluoro-
uhlovodiky. Ty byly nahrazeny nehalogenovanymi slou¢eninami [29].

K pénidiim fungujicicm na chemickém principu patii ty, které reaguji s diizokyanatem za

vzniku CO; in-situ. Z nich se k syntézdm nejcastéji pouziva voda [29].

= Jiné prisady
Dale se pouzivaji surfaktanty (napi. sulfatovany ricinovy olej, silikonovy olej atd.), které pro
svou schopnost emulzifikace umoziuji dobré promichani vSech slozek reakce, retardéry

hoteni, pigmenty a jiné slouceniny, upravujici kone¢né vlastnosti produktu [29, 35].

3.1.3 Flexibilni polyurethanové pény

V soucasné dob¢ je z celkové produkce polyurethanu syntetizovano 50 % flexibilnich a 30 %
tuhych (rigidnich) polyurethanovych pén.

Kromé polyizokyanatu a polyolu je zékladni surovinou pro pfipravu flexibilni PU pény voda.
Mechanismus tvorby pén je zalozen na dvou soubézné jdoucich procesech, anglicky zvanych
,»blowing® a ,.gelation® (,,vypénovani“ a ,gelace®). Proces ,,vypénovani* za¢ind vyvinem
nadouvaciho plynu — CO,, uvolnéného chemickou reakci diizokyanatu s vodou. K reakci
diizokyanatt s polyoly dochézi v procesu, v polymerni chemii nazyvanym ,,gelace® [29, 37].
Polyurethanové pény se primyslové vyrabéji plynule v pénicich strojich. Stroj je naplnén
surovym materidlem, ten je michan a vysledna viskozni kapalina se vléva do forem, kde péna
behem nékolika sekund dostava sviij konecny tvar [35].

Polyurethanové pény maji obecné hustotu od 10 — 800 kg.m™ a rozd&luji se na flexibilni

(pruzné), semirigidni (polotuhhé) a rigidni (tuhé) peny [37].
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Obrazek 8: Ptiprava polyurethanové pény [33]
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dobrou odolnost proti ndrazim. Svoje uplatnéni nalezly zejména v automobilovém primyslu
(vypln¢ sedadel, opérky hlavy), ale také v ndbytkovém, odévnim ¢i zadbavnim pramyslu

(vyroba hracek) [35].

3.1.4 Polyurethany modifikované bio-surovinami

Od doby, kdy byla zapocata vyroba jakéhokoliv polymeru, nevyjimaje polyurethand, byla
vzdy snaha nalézt levnéjsi a obnoviteln¢jsi zdroj surovin pro jeho syntézu. Od roku 1990 je
tato snaha stale vice podporovana ve smyslu dosazeni udrzitelného rozvoje a Cistejsi produkce
s ohledem na mnozstvi produkovanych odpadu.

Vétsina technickych aplikaci polymert vyzaduje jejich stabilitu. Na druhou stranu, z hlediska
odpadového hospodafstvi, je Zadouci, aby plastové vyrobky po splnéni jejich primérni funkce
mohly byt biologicky rozlozitelné. Jednou z cest k naplnéni téchto pozadavki je vyroba bio-
modifikovanych plastl, napf. smisenim plastu s biologicky rozlozitelnym substraitem —
biopolymerem [38].

Pro vyrobu bio-modifikovanych polyurethanovych pén se jako bio-surovina pfevazné
pouzivaji bio-polyoly. K syntéze polyurethanu s bio-polyoly lze pouzit ptfirodni suroviny,

kter¢ maji reaktivni hydroxylové skupiny a jsou schopny reakce s dalSimi surovinami

-31 -



Téma A — teoreticka cast

potiebnymi k syntéze tohoto polymeru. Pouzivaji se bud’to jako kompletni, nebo Castéji jako

¢astené nahrazky syntetickych polyolil [29].

Pouzitelné jsou:

» rostlinné oleje [39, 40]; naptiklad ricinovy olej a jeho derivaty [41], slunecnicovy ¢i
palmovy olej [42].

* polysacharidy [43], které¢ jsou pouzivany nejCastéji; celuldéza a jeji derivaty [43, 44],
pouzité rovnéz jako vychozi suroviny k syntéze polyurethanli v této dizerta¢ni préci, Skrob

a jeho derivaty [45] ¢i tiisloviny [46] nebo sojova moucka [47].

3.1.5 Degradace polyurethant

Degradaci polymert zplisobuji mechanické, fyzikalni, chemické i biologické vlivy, pficemz
tyto vlivy mohou a také vétSinou byvaji mezi sebou vzijemné kombinovany. K degradaci
polymeri nejcastéji dochazi vlivem vystaveni povrchu materidlu UV zafeni, nizkym ¢i
vysokym teplotam, plsobeni chemickych sloucenin nebo aktivit¢ mikroorganizmti. Mize
dojit nejen k naruseni povrchu polymeru, ale ndsledkem toho i k naruSeni vnitiniho prostiedi,
a tim k celkové degradaci materidlu. Produkty degradace se pak mohou uvoliiovat do

okolniho prostredi [48, 49].

Cilem dizertatni prace je identifikace fotodegradacnich a hydrolyznich degradacnich
produktii polyurethanii. Nize popsand mikrobidlni degradace souvisi s hydrolyzou
degradacnich produktt, s fotodegradaci. Paklize je provadéna za zvySené teploty, uplatni se i

tepelna degradace.

3.1.5.1 Mikrobidalni degradace polyurethanii

O mikrobialni degradaci PU bylo sepsdno mnoho publikaci [50-56]. VétSina z nich byla
zaméfena na prevenci mikrobidlniho rozkladu polyurethant. Analytickych praci zamétenych
na identifikaci degrada¢nich produkti neni mnoho.

Mechanismus mikrobidlni degradace muze byt rozdélen do dvou skupin; degradace

urethanové vazby a degradace polyolovych segmenti [56].

" Biodegradace urethanové vazby

Urethany s nizkou molekularni hmotnosti lze degradovat pomoci mikroorganizmil. Stépeni
urethanové vazby je katalyzovdno esterdzami [57, 58]. Degradace urethanové vazby v

polyurethanech byla taktéz nékolikrat popséana [54, 59].
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Dodnes neni ovSem znamo, zdali jsou urethanové vazby $tépeny mikrobidlnim atakem piimo
v polymerech nebo dochazi k jejich degradaci az po rozpadu polymeru na nizkomolekularni

slouceniny [60].

®  Biodegradace polyolu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, polyurethany se déli na zékladé vychoziho polyolu na dvé skupiny:
na polyether-polyurethany a polyester-polyurethany.

Polyester-polyurethany vykazuji mensi odolnost k mikrobidlni degradaci nez polyether-

Mrwe

jsou mnohem mén¢ odolné hydrolyze nez vazby etherové [56].

Prvni systematickou studii mikrobialni degradace polyurethanovych pén provedli Darby a
Kaplan. Ti degradovali ptiblizn¢ 100 druhii polyurethanovych pén za pomoci sedmi typt
plisni (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Penicillium funiculosum,
Aureobasidium pullulans, Trichoderma sp., a Chaetomium globosum). Pozorovéano bylo, ze
polyurethany jsou odolné mikrobidlni degradaci, paklize maji v polyester-polyolové casti
zabudovany postranni fetézec. DalSim vysledkem studie bylo konstatovani, ze degradace je
ovlivnéna specifickym izokyanatem pouZzivanym v syntéze polyurethanu [50].

Bakterialni degradaci polyester-polyurethanu zkoumal také Kay a kol. Ti izolovali 15 typt
jak gram-positivnich, tak gram-negativnich bakterii, které izolovali z polyester-urethanovych
pén na 28 dni uloZzenych vpGdé. Znich wvybrali ty, které vykazovaly nejvyssi
polyurethanovou degradacni aktivitu (Corynebacterium sp. B6, Bl12, a Enterobacter
agglomerans B7) a pouzili je pro dalsi experimenty. Po dvoutydenni kultivaci téchto bakterii
na polyurethanech pozorovali ztratu na hmotnosti a na snizeni pevnosti v tahu testovanych
vzorka [53].

Analyzu degradacnich produktti polyurethanovych pén za pomoci infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FT-IR) provedli Kay a kol. Studie ukazuje, ze degradace
polyester-polyurethanovych pén je zplsobena piedevsim hydrolyzou esterovych vazeb.
Vysledky uzavteli tim, ze polyester-polyurethany nebyly mikroorganismy vyuzivany jako
zdroj zivin, ale jejich degradace probihala disledkem ko-metabolismu [52].

Jako jediny zdroj uhliku a dusiku je schopna utilizovat pevny polyester-polyurethan bakterie
Comamonas acidovorans TB-35. Metabolity produkované degradaci polyurethanu touto

bakterii byly analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC/MS).
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Degrada¢nim produktem polyurethanu, vzniklym syntézou poly-(diethylenglykoladipatu) s
2,4-toluendiizokyandtem byl diethylenglykol (dihydroxydiethylether), trimethylpropan,
kyselina dimethyladipova a 2,4-diaminotoluen [55].

Rovnéz byla studovana mikrobidlni degradace polyether-polyurethanu [50, 54, 59]. Relativni
odolnost polyether-urethanu k mikrobidlni degradaci je vysvétlena jako nasledek
degrada¢niho mechanismu, ktery zahrnuje exo-typ depolymerizace [56], naproti tomu

polyester-urethanové degradace vyzaduje endo-typ depolymerizace [61, 62].

3.1.5.2 Hydrolyza polyurethanii

Hydrolyza polyurethanti je jedna z metod regenerace polyolii z polyurethani. Provadi se
hydrolyza za pomoci piehiaté pary na teplotu 230 — 315 °C [63, 64] po dobu 1 az 10 hodin pfti
atmosférickém tlaku. Hydrolyze podléhaji esterové, ale i urethanové vazby, pficemz esterové
vazby se rozpadaji nejrychleji. Produkty degradace jsou polyoly a polyamidy které mohou byt

kontaminovény vedlej$imi produkty reakce, katalyzatory a aktivaénimi €inidly [63, 65].

3.1.5.3 Termicka degradace

Termickd degradace raznych typt polyurethanti byla v minulosti intenzivné zkouména
pomoci ne€kolika analytickych technik [66-69].
Nejblizsi tématu dizertani prace jsou experimenty, ve kterych byla zkoumana termicka
degradace polyurethanti syntetizovanych z izoforondiizokyanatu (IPDI) [70] a
toluendiizokyanatu (TDI) [71]. Produkty degradace byly analyzovéany pyrolyzni plynovou
chromatografii v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (Py-GC/MS). Identifikovano bylo
vice nez 15 volatilnich degradacnich produkti odpovidajicich struktufe a mechanismu
pyrolyzy polymert zaloZzeného na IPDI [70] a vice nez 20 volatilnich sloucenin uvoliujicich
se termickou degradaci polyurethanu syntetizovaného z TDI [71].
Vznik primérnich i1 sekundérnich produkti termdlni degradace 1ze popsat rovnicemi 1.1 a 1.2 .
Tyto rovnice jiz diive publikoval Dyer a kol. [72-74]. Tteti typ reakce (1.3) nebyl skupinou
vyzkumnikll stanovujici pyrolyzni produkty polyurethanu pozorovan [70, 71].
O
R—NH—lclz—OR' ——> R—N=C=0 + R—OH (1.1)

H\
R—NHA_>CH—R'
é\‘ Fl —= R—NH, + €O, 4 HC=CH—R (1.2)
N AT 2

HO 0
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|
R—N { R

|~ >| —> R—NH—R' 4 CO, (1.3)
_C—oO0

Schéma 1:  Rovnice vzniku produktii termélni degradace polyurethant; (1.1) disociace na
polyol a izokyanat, (1.2) tvorba primarniho aminu, alkenu a oxidu uhli¢itého, (1.3) tvorba

sekundarniho aminu a oxidu uhlic¢itého [72-74].

3.1.5.4 Fotodegradace

Fotodegradace je proces slozeny ze dvou dil¢ich procest — fotofyzikalnich a fotochemickych.
Po absorpci svétla polyurethanovou pé€nou dochdzi k pfechodu molekul polyurethanu ze
zakladniho singletového stavu do excitovaného singletového a tripletového stavu coz je
proces fotofyzikalni. Degrada¢ni produkty vznikaji v procesu fotochemickém [75].

K fotochemickym reakcim dochéazi pouze tehdy, paklize je materidlem absorbovano zareni o
urc¢ité vhodné vinové délce. Ta se odviji od vazeb pfitomnych v struktuie materialu, ve kterém
chceme fotochemické procesy indukovat. Rtizné vazby ¢i funkéni skupiny absorbuji zafeni o
ruznych vinovych délkach. Rychlost degradace je zavisld na struktufe polymeru, charakteru a
mnozstvi pfitomnych promotori degradace, teploté¢ okoli, intenzit¢ a spektralnim sloZeni

svétla, které exponuje materidl [76, 77].

NiZze je uveden vybér fotochemickych reakci, které by se mohly pfi expozici polyurethani UV
zafenim podilet na tvorbé degradacnich produkti. Stanoveni fotodegrada¢nich produkti

polyurethanovych pén je jednim z cilii dizertacni préce.

" Fotooxidace

Nejbéznéjsi fotodegradacni reakci pii expozici materidlu UV zéafenim, za pfitomnosti kysliku,
je fotooxidace. Kyslik se reakci tuCastni jak v singletovém, tak tripletovém stavu.
Fotochemické reakce s kyslikem v zékladnim tripletovém stavu vyZzaduji vzdy pfitomnost
fotosenzibilatoru [78].

Fotooxida¢nimi produkty jsou peroxidy, hydroperoxidy a endoperoxidy.

Cyklické peroxidy (endoperoxidy) vznikaji reakei diend se singletovym kyslikem. Naptiklad

rovnice 1.4 znazornuje oxidaci butadienu [78]:

=~ '0,hv O
— | (1.4)
AN

-35-



Téma A — teoreticka cast

Reakei singletového nebo tripletového kysliku s uhlovodikovym radikélem vznikaji peroxidy
a hydroperoxidy [78]:

O, hv
R° ——> ROO’ (1.5)

ROO' + RH —» ROOH + Ry

Peroxidovy radikal je velmi reaktivni a snadno odstépi vodik z dal§i molekuly. Tim vznikne
novy radikdl, ktery mulze reagovat sdal$i molekulou kysliku za tvorby nového
peroxyradikalu. Touto cestou mtize dojit ke vzniku velkého mnozstvi strukturné odlisnych
sloucenin. Podrobné je radikdlovy mechanismus popsan v kapitole 7.1.6.1 o oxidativnim

stresu, kde je feSena problematika oxidace mastnych kyselin. Princip obou reakci je stejny.

" Norrishovy reakce typul a Il
Nejcastéjsi zptisob S§tépeni vazeb pii fotodegradaci makromolekularnich latek popisuji
Norrishovy reakce [78].

Principem Norrishovy reakce typu I je homolytické a-Stépeni excitovanych ketond [76]:

R2 hv . .
R1J\\ — RG + R (1.6)
o) @)

Norrishova reakce typu Il je popsdna dvéma mechanismy. V prvnim — neradikidlovém —
dochazi k intramolekularnimu odStépeni y-vodiku za vzniku intermediatu ve formé
Sesti¢lenného cyklického transitniho stavu, ze kterého nasledné vznika keton a olefin. Ve
druhém dochazi ke vzniku Sesti¢lenného necyklického biradikalového meziproduktu, ktery se
bud’to $tépi na stejné degradacni produkty jako v ptipad¢ neradikdlového mechanismu nebo

dojde ke vzniku cyklobutanolu (rovnice 1.7) [79, 80]:

hv \ Ol R,
R, — /[\CH3+ e

R {;_ T (1.7)

\ OH
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K ptechodu n — & v aldehydech i ketonech dochézi pfi expozici materialu zafenim o vlnové

délce 230 — 300 nm [78].

= Fotosubstituce

Pti expozici aromatickych slouc¢enin UV zafenim dochazi k vyméné ligandi (1.8). Excitaci
aromati vzrista dipélovy moment molekuly a dochazi ke zméné elektronové hustoty.
Vyrazn¢ se zvySuje reaktivita uhlikovych atomt, které obsahuji nukleofilni i elektrofilni

Castice [78].

hv (1.8)

= Fotoadice

Expozici materidlu mize dochéazet rovnéz k adi€nim reakcim. Pii fotoadi¢nich reakcich se
uplatituje Woodward-Hoffmannovo pravidlo zachovani orbitalové symetrie [81].

Fotoadici mtize vzniknout velké mnozstvi strukturné rozmanitych sloucenin. Kondenza¢nim
mechanismem nékterych z nich vznikaji cyklické slou€eniny, hydroperoxidy, dioxetanazy a
ptipadné aldehydy a ketony [78].

Rovnice 1.9 zobrazuje priklad fotocykloadice, kterd patii mezi jednokrokové pericyklické

reakce [78].

C
NN
\V @

Specialnim typem fotoadice je fotodimerizace, pii které reaguji dvé stejné molekuly za vzniku

jedné. Mozna je i tvorba cyklickych produkti reakci zvanou fotocyklodimerizace (1.10) [78].

hv
H,C=CH, + H,C=CH, —>

(1.10)
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= Fotoeliminace

U fotoelimina¢nich reakci je jednim z produktii nizkomolekularni sloucenina plynného
skupenstvi, naptiklad N,, CO,, CO nebo HX. NejcastéjSim typem fotoeliminacni reakce je
dekarboxylace (rovnice 1.11) [78].

O
/ hv
R —— RH 4+ CO, (111)

OH

®  Fotokondenzace

Fotokondenzace je typem fotopolymerizace, pii niz ze dvou molekul vznikne sloucenina o

vEtsi molekulové hmotnosti, nez byla ta piivodni [78].

® Fotoizomerizace

Expozici zéafenim mize dojit rovnéz kvzniku novych stereoizomert ¢i izomerd.
Nejbéznéjsim typem izomerizace je cis-trans izomerizace (rovnice 1.12), pii které dojde po
ozafreni ke zméné puvodni konfigurace. Mozn4 je také zména rotace skupin kolem jednoduché
vazby za vzniku konformerd a rotameril, rotace kolem dvojné i trojné vazby a rovnéz

strukturalni pfesmyk za vzniku novych vazeb v nové vzniklém izomeru [78].

(1.12)

3.1.5.5 Fotodegradace polyurethanii

V minulosti nejvice zkoumanymi fotodegrada¢nimi procesy byly ty, které¢ vedly ke zméné

zbarveni polyurethani. Cilem vyzkumnikl bylo objasnit pfi¢iny tohoto chovani polyurethant.

=  Foto-Friesiiv presmyk

Friesiv pfesmyk je presmyk fenylesteru v kyselém prostfedi. K podobné reakci muze
dochdzet 1 pfi neutralnim pH, pfi expozici materidlu UV zateni [78, 82, 83]. Tento proces je
nazyvan Foto-Friesiv pfesmyk. Pozorovan a publikovan byl i u degradace polyurethanu
(rovnice 1.13) [83, 84]. V pritomnosti kysliku vlivem UV zatfeni dochazi ke vzniku slouc¢enin
chinoidniho typu, které zptisobuji nazloutlé zbarveni fotodegradovanych polyurethanovych

pén [78]:
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0]

o NH@ @NH -
L NH@ O

||
wwwn O—C—NH CH, NH,
Omww
(0]

®  Schollebergeriiv mechanismus
Zmény zbarveni polyurethanu syntetizovaného z 4,4‘-methylendifenyldiizokyanatu vlivem

UV zafeni zkoumali rovnéz Schollenberger a Nevskii. Jimi navrhnuty mechanismus

fotodegradacnich zmén u polyurethanu znazorniuje schéma 1.14 [83, 85]:
0]

i I
WO—C—NHOCHz@NH—C—OW
i
Ot
y (1.14)

(e]6]
= 02 ¢ hv
i i
WO—C—NH@CH_ —N—C—Owmw
04 hv

I I

Timto modelem ovSem nelze vysvétlit zménu zbarveni polyurethantl, které jsou syntetizovany

z dal$ich aromati, naptiklad z toluendiizokyanatu [78].

Mechanismus, ktery je aplikovatelny na polyurethany syntetizované ze vSech aromatickych

izokyanatli (véetné TDI i MDI) a zaroven vysvétluje zloutnuti polyurethantli, znazoriuje

schéma 1.15 [78]:
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NH—C—0Oww »mwwO—C—NH N=C—Owww

© ICI:_NH Il Il I
© C( ° ™ ° C( OH (1.15)
—_—

Pti absorbovani UV zafeni je polyurethan izomerizovan na enol-formu, kterd ma vice nez 3
konjugované dvojné vazby, jez jsou pri¢inou zmény zbarveni exponovaného materialu.
Systémy konjugovanych dvojnych vazeb nemohou fotooxidaci tvofit polyurethany

syntetizované z alifatickych diizokyanati, nemohou se tedy ani chovat jako chromofory [78].
Dalsi fotodegrada¢ni reakci pozorovanou u polyurethani syntetizovanych z 4,4-

methylendifenyldiizokyanatu je pfima homolyza vazby C-N, pozorovana pii expozici zafeni

o vinové délce nad 340 nm [78]:

i

lhv
(1.16)

0
Il . .
wwsO—C—NH CH, NH 4 C—Owww

v

O

!
%

diizokyanatl je Norrishova reakce typu I, kterd je jiz popséna v obecném tuvodu kapitoly

fotodegradaci (rovnice 1.6) [78].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

V této praci byla pouZita rozpoustédla cistoty pro GC a HPLC analyzy (Merck, Némecko) a
kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA).

4.2  Instrumentace pouzita k analyzam

Tabulka 1:  Piistroje a programové vybaveni pouzité k analyzam

Technika Nazev Specifikace MS  Vyrobce Ovladaci software
GC/MS 6890N EI-Q Agilent, USA ChemStation verze
GC5973 MS D.03.00.611

GCxGC/MS  Pegasus® 4D ESI-TOF LECO CHROMATOF™ optim.
instrumente, USA  pro Pegasus® 4D

MS Esquire HCT ~ ESI-3D-IT Bruker Daltonics,  Bruker verze 3.4
Némecko

HPLC Ultimate 3000 - Dionex, USA Chromeleon® verze 6.8

4.3  DalSi pouZivana zarizeni

Vysokotlakd rtutova vybojka emitujici monochromatické zateni o vlnové délce 254 nm
(zaptijéena Ustavem spotiebni chemie VUT Brno), filtry na plastové injekéni stfikacky
nylonové¢ a teflonové velikosti 13 mm x 0,45 um (Cronus, UK), drzak SPME vléken a vlakna

dle tabulky 2 (Supelco, Sigma-Aldrich, USA).

Tabulka 2: SPME vlakna pouzité pfi experimentech

Typ stacionarni faze Oznaceni Tloust’ka filmu (um)
polydimethylsiloxan PDMS 100, 30, 7
polydimethylsiloxan/divinylbenzen PDMS/DVB 65

polyakrylat PA 85
carboxen™/polydimethylsiloxan CAR/PDMS 75
carbowax"™/divinylbenzen CW/DVB 65

divinylbenzen/carboxen™/polydimethylsiloxan DVB/CAR/PDMS 50, 30
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4.4  Testované vzorky

Testovanym materidlem byly flexibilni polyurethanové pény syntetizované na Ustavu chemie

materiall  Vysokého uceni technického v Brné. Syntetizovany byly PUF s pfidanym

biodegradovatelnym plnidlem (dale bio-polyol, bio-plnidlo) a péna referen¢ni (REF), ktera

toto plnidlo neobsahovala.

Suroviny pouZité pro syntézu :

Polyether-polyol: Slovaprop® G-48 S

Diizokyanat: 2,4-TDI : 2,6-TDI (80:20)

Katalyzatory: bis(dimethylaminoethyl)ether, dipropylenglykol, triethylendiamin, cin-2-
ethylhexanoat

Silikonovy olej, deionizovana voda

Bio-plnidlo dle tabulky 3

Tabulka 3:  Pouzité bio-polyoly v syntéze PUF

Typ Oznaceni Struktura
Sodna siil karboxymethylceluldzy CMC Cel-O-CH,~COO" Na*
Acetylovany bramborovy $krob AS Skrob—-O-CO-CHj;
Acetylceluloza CA Cel-O-CO—-CH;
2-hydroxyethylcelul6za HEC Cel-CH,—CH,—-OH

Hydratovana pSenicna bilkovina

WPG -

(gluten)

Cel = celuldza

Obrazek 9: Testovany vzorek PUF s bio-polyolem sodnou soli karboxymethylcelulozy
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4.5 Postupy a podminky méreni
4.5.1 Priprava vzorki pro analyzy

4.5.1.1 Hydrolyza PUF

0,5g (+ 0,05 g) polyurethanu, nakrajeného na kousky o pfiblizné velikosti 1 — 2 cm’, bylo
s25ml vodovodni vody refluxovdno pod zpétnym chladi¢em po dobu 8 hodin. Po
vychladnuti byl roztok zbaven zbytkl pény filtraci ptes filtraéni papir. Pfed analyzami byl
1 ml vzorku pfefiltrovan pfes nylonovy filtr (13 mm x 0,45 um).

Hydrolyze byly podrobeny polyurethanové pény s 10 % obsahem biodegradabilniho plnidla a

péna referencni.

4.5.1.2 Fotodegradace PUF pro analyzu semivolatinich produktii

Vzorek flexibilni polyurethanové pény o rozméru 5 x 3 x 0,8 cm byl vystaven zafeni o vinové
délce 254 nm po dobu 3 hodin. Fotodegradacni produkty byly extrahovany manualni
kompresi PU pény v n-hexanu (200 ml) po dobu 5 min. Extrakt byl zakoncentrovan na rota¢ni
vakuové odparce na 1 ml a pted analyzou piefiltrovan pies teflonovy filtr (13 mm x 0,45 um).
Soubézné byl stejnym zplisobem extrahovan vzorek neozarené PU pény.

Fotodegradovany byly polyurethanové pény s 5 % obsahem biodegradabilniho plnidla a péna

referenéni.

4.5.1.3 Fotodegradace PUF pro analyzu volatilnich produkti

Pro vzorkovani fotodegradac¢nich produkti PUF pomoci SPME bylo v dilndch VUT Brno
zkonstruovano zatizeni skladajici se z trubice z kfemenného skla, propoustéjici UV zéfeni
(délka 24,5 cm a primér 2 cm) se dvéma vstupy a z odnimatelného teflonového uzéavéru.
Vzorek polyurethanu velikosti 3,5 x 8 x 0,8 cm (Sifka, délka, hloubka) byl v trubici ozafovan
3 hodiny vysokotlakou rtutovou vybojkou zafenim o vlnové délce 254 nm. Fotodegradacni
produkty PU pén byly sorbovany na SPME vlakna, ktera byla do tohoto zafizeni vloZena
bocnimi vstupy. Vldkna byla po celou dobu fotodegradace chranéna pied expozici UV
zafenim zastinénim vstupni ¢asti trubice hlinikovou folii (obr. 10).

Fotodegradovany byly PU pény s 1 % obsahem biodegradabilniho plnidla a péna referencni.
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oblast bez UV zafeni

uv

ocblast bez UV zareni

Trubice 2 kfemennéhao

skla \\

Teflonowy uzaver

PU péna

SPME driak s PA vidknem SPME driak s PDMS vidknem

Obrazek 10: Schéma zatizeni pro fotodegradaci

Obrazek 11: Fotodegradace PUF; Panel A: proces expozice, Panel B: 1: PUF
neexponovand; 2: PUF po expozici 3 h; 3: PUF po expozici 6 hodin (viditelné je naZloutlé az

zluté zbarveni zplisobené degradaci PUF)

4.6  Finalni podminky stanoveni hydrolyznich degrada¢nich produkti PUF

4.6.1 Stanoveni degradac¢nich produkti pomoci HPLC/MS

Separace degradacnich produkti vzniklych hydrolyzou PUF a jejich néslednéd detekce byla
provedena pomoci online HPLC/ESI-IT MS systému na pfistrojich Ultimate 3000 (HPLC)
Dionex, USA a Esquire HCT (ESI-IT MS) Bruker Daltonics, Némecko. Data byla

vyhodnocena pomoci software Bruker 3.4
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Parametry stanoveni HPLC/MS

Kolona

Prutok mobilni faze
Slozeni MF

Gradient MF

Nastiik vzorku:
Prutok a teplota
susiciho plynu
Prutok zmlZovaciho
plynu

Detekce

MS/MS fragmentacni
amplituda

Luna 5 um, C(18)2, 250 mm x 2 mm
(Phenomenex, USA)

0,2 ml.min™!

Slozka A —voda
Slozka B — ACN

Pocatek 30 % B, ve 30. min 100 % B
(10 min), ve 42. min pocatecni slozeni

Sul
(N) 8 Lmin™, 365 °C

(N) 15 L.min™

Negativni 1 pozitivni ionty
0,8V

4.6.2 Fragmentace degradaénich produkti pomoci MS"

Struktura neznamych latek vzniklych hydrolyzou PUF byla odvozena zdat ziskanych

fragmentaci prekurzorovych piki na hmotnostnim spektrometru Esquire HCT (ESI-IT MS,

Bruker Daltonics, Némecko). Experimentalni podminky MS" (Sitka izola¢niho okna,

fragmenta¢ni amplituda) byly ménény dle odezvy detektoru. Pro jednotlivé ionty byly tyto

podminky stanoveni rizné. Data byla vyhodnocena pomoci software Bruker Daltonics 6.1.

DataAnalysis verze 3.4.

Tabulka 5:

Spole¢né parametry stanoveni ESI-IT MS

Rozsah skenu

Prutok a teplota
susiciho plynu

Prutok zmlZzovaciho

plynu
Detekce

Davkovani vzorku

Okyseleni vzorku

50 — 800 m/z
N, @ 10 Lmin™, 350°C

(N3) 5 L.min™

Negativni i pozitivni ionty
Infaze @ 3 pl.min’!
1 % HCOOH na pH ~ 3
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4.7  Finalni podminky stanoveni fotodegradac¢nich produkti PUF

4.7.1 Stanoveni degradac¢nich produkti pomoci GC/MS

Fotodegradacni produkty PU pén extrahované zexponovanych vzorkli n-hexanem byly
analyzovany pomoci GC/MS na pfistroji 6890N (GC) — 5973 (Q MS) (Agilent, USA). Data
byla vyhodnocena pomoci software ChemStation D.03.00.611

Tabulka 6: Parametry stanoveni GC/MS

Kolona HP-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
stacionarni faze: 5 % fenyl
polydimethylsiloxan (Agilent, USA)

Teplotni program kolon 50 (1 min) — 280 °C/5 °C.min"" (1min)
Nosny plyn He @ 1 ml.min” (konstantni priitok)
Nastiik vzorku 1 pl
Technika nastiiku Bezd¢licova
Teplota injektoru  250°C
Teplota Transfer Line 280°C
Ionizace Elektronova @ 70 eV

Registrace Rozsah 40 — 550 amu
hmotnostnich spekter

Identifikace latek databaze NISTO5

4.7.2 Stanoveni degradacnich produkti pomoci GCxGC/TOF MS

Fotodegradacni produkty PU pén sorbované na SPME vldkna byly analyzovany kompletni
orthogonalni plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekei s analyzatorem
doby letu na pristroji Pegasus® 4D (LECO Instrumente, USA). Data byla vyhodnocena
pomoci software CHROMATOF ™ optimalizovaného pro Pegasus® 4D
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Tabulka 7:

Téma A — experimentalni cast

Parametry stanoveni GCxGC/EI-TOF MS

Primarni kolona

Sekundarni kolona

Teplotni program kolon

Nosny plyn
Modulétor

Nastaveni modulatoru
Teplota injektoru
Teplota transfer Line

Doba separace v druhé
dimenzi
Ionizace

Registrace
hmotnostnich spekter

Identifikace latek

HT-5, 30 m x 0,25 mm x 0,10 um, staciondrni faze:
5 % fenylpolykarboran-siloxan (SGE, Australie)

BPX-50, 1,24 m x 0,10 mm x 0,10 um, stacionarni
taze: 50 % fenylpolysilfenylen-siloxan) (SGE,
Australie)

Primarni: 40°C (1 min) — 250 °C/10 °C.min™"

(1 min), sekundérni: 20 °C nad primarni kolonou
He @ 1 ml.min™ (konstantni priitok)

20 °C nad primarni kolonou

Hot pulse 0,4 s; Cool time 1,1 s

250 °C

280 °C

3s

Elektronovéa @ 70 eV
Rozsah 40 — 550 amu, frekvence 100 spekter/s

Databaze NISTO0S
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hydrolyzni degrada¢ni produkty flexibilnich PU pén

Pro objasnéni charakteru latek, uvoliujicich se z flexibilnich polyurethanovych pén
dlouhodobym plisobenim vody, byla provedena jejich simulovand laboratorni hydrolyza.
Paraleln¢ bylo hydrolyzovano 5 vzorki PUF s pfidanym bio-plnidlem rtizné¢ho charakteru a

pénou referen¢ni, kterd zadné bio-plnidlo neobsahovala.

Hydrolyzaty byly analyzovany dvéma zpusoby:

* Analyzou HPLC/ESI-IT MS; separace degradacnich produkti PU pén byla provedena
kapalinovou chromatografii s naslednou detekci hmotnostni spektrometrii. Tyto analyzy
mély dat obecny pohled na neznamé latky ptitomné v hydrolyzatech.

* Analyzou pomoci vicestupiiové tandemové hmotnostni spektrometrie na sférické iontové
pasti s ionizaci elektroprejem (ESI/3D-IT MS"), kdy byla provedena pfima infize vzorki
(upravenych pro lepsi ionizaci smichanim hydrolyzatu s ACN v poméru 2:1 a okyselenim
kyselinou mravenc¢i na pH ~ 3) do elektrospreje hmotnostniho spektrometru s naslednou

MS" fragmentaci vybranych prekurzori, s cilem objasnéni struktury neznamych latek.

Vyhodnoceni dat probihalo soub&Znou interpretaci dat jak z HPLC/MS, tak z MS". Ne&které
zavéry z MS" analyz byly potvrzovany daty z HPLC/MS a naopak. Rovnéz byly porovnavany
vysledné chromatogramy a spektra latek vzorkid s rozdilnymi bio-plnidly mezi sebou a s
pénou referencni.

Popis postupu hydrolyzy PUF je uveden v experimentalni ¢asti v kapitole 4.5.1.1 a podminky
stanoveni degradacnich produkti PUF v kapitole 4.6.

5.1.1 Interpretace dat pozitivnich modia HPLC/MS a MS"

Prvni zavéry bylo mozné odvodit jiz zanalyz kapalinovou chromatografii spojenou
s hmotnostni spektrometrii. Ty prokazaly pfitomnost dvou neznamych latek obsazenych ve
vSech hydrolyzatech bez ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost biodegradovatelného
polyolu. Tyto dv€ slouceniny mély ve vSech vzorcich stejné retencni casy i shodné
molekulové hmotnosti.

Protoze pouha shoda retenc¢nich ¢asti a molekulové hmotnosti je nedostacujici k tvrzeni, Ze se
jedna o tytéz latky, byly tyto sloucCeniny v kazdém vzorku podrobeny strukturni analyze

pomoci vicestupiiové tandemové hmotnostni spektrometrie.
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Selekce a fragmentace v MS" na iontové pasti prokazala, Ze se jedna o tytéZ latky nebo latky
strukturn€ velmi podobné. Tyto dvé slouceniny tvofily dominantni piky v chromatogramech
celkového iontového proudu (TIC) HPLC/MS analyz a rovnéz tvorily piky s nejvetsi
intenzitou v MS spektrech vyluhti analyzovanych ptimou infuzi vzork do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru.

Hydrolyzaty dale obsahovaly velké mnoZzstvi minoritnich latek, které tvotily pozadi vS§ech MS
spekter, a které byly v chromatogramech nalezeny az po vyextrahovani jejich m/z v
extrahovanych chromatogramech (EIC). V zaznamu celkového iontového proudu vidét

nebyly.

1 m/z 1:475,3 " 1

2 2:701,5
3:255,1
4:313,2
5:3452
6:403,3
7:461,3

25 30 35 £ Time [min]

Obrazek 12: Vytez EIC chromatogramu a hmotnostni spektrum hydrolyzatu polyurethanové

pény s CA plnidlem s piky nezndmych latek (analyza HPLC/ESI-IT MS a ESI-IT MS)

Toto pozadi bylo tvofeno slouceninami, které se az na vyjimky vyskytovaly ve vSech
testovanych polyurethanovych pénach. Obdobné jako u sloucenin majoritnich byly podrobeny
strukturni analyze jejich fragmentaci pomoci MS" pro potvrzeni, ze se jedna o stejné
degradacni produkty pfitomné v riznych vzorcich.

Slouceniny, jejichz m/z nebyly nalezeny ve vsSech spektrech, a které se tedy zdaly byt
degradacnimi produkty specifickymi pro dané¢ PUF, byly nadéale hledany v EIC HPLC/MS
chromatogramech dalSich vzorkd. Chromatogramy ukézaly ptitomnost téchto latek ve vSech
hydrolyzatech.

Vyjimky tvotily pouze piky o m/z: 353 v AS PU péné, ve vice PU pénach slouceniny o m/z
437, m/z 279 a m/z 415 (vie [M+H]"). Tyto oviem nemély odezvu v HPLC/MS analyzach a
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rovnéz je nebylo mozné izolovat ani fragmentovat pfi MS" analyzach. Tyto piky byly tedy
povaZovany za artefakty.

Shledano bylo, ze vSechny hydrolyzaty obsahuji slouceniny totoznych m/z, liSici se pouze
rozdilnou distribuci. Struktura a jejich strukturdlni totoznost byla studovéna tandemovou
hmotnostni spektrometrii MS".

Degradaéni produkty vzniklé hydrolyzou PUF je mozné rozdé€lit do tii skupin:

= Skupina 1 — slouceniny, které tvofi homologickou fadu

= Skupina 2 — slou€eniny, které¢ tvoii homologickou fadu a dva izomery

» Skupina 3 — slou¢eniny samostatné

5.1.1.1 Skupina 1

Do prvni skupiny byly zatazeny slouceniny, jejichz piky v MS spektrech hydrolyzati tvotily
homologickou tadu lisici se konstantnim rozdilem m/z o Am = 58xn (viz obr. 13). Soucasné,
po vyextrahovani téchto m/z v HPLC/MS chromatogramech, tvofily tyto slouceniny fadu
to v ¢asech s konstantnim piirastkem (viz obr. 13).

Jedna se o sloueniny s m/z 255; m/z 313; m/z 371; m/z 429; m/z 487 a m/z 545 ((IM+H]").
Shodny konstantni rozdil mezi molekulovymi hmotnostmi téchto sloucenin a jejich pravidelna
eluce v kapalinové chromatografii naznacuje moznou strukturalni piibuznost téchto latek. Ta

byla ovéfovana selekci a naslednou fragmentaci slouéenin v MS".

Intens.

- HPLC-MS CA
O _ pozitivni mod

. : m/z 1: 255,1 vée [M+H]* :

| 2:313,2 |

s 3 I 3:371,3 |

- : 4:4293 |

0% T T T T T - "
0 5 10 15 20 25 Time[min]

Obrazek 13: Vytez EIC chromatogramu hydrolyzatu PUF s vybranymi piky neznamych
sloucenin tvotici homologickou fadu (analyza HPLC/ESI-IT MS); m/z 487 a m/z 545 nejsou

cwwvr

-50 -



Téma A — vysledky a diskuze

00

,_ _______ =
I I
| fO—CH—CH,{ |

i, !
| ¢ '
L m =58

25511 293.1
Aol

'
100 200 300

313,2

403.3

3452

371,3

© o

429,3

415.3

47!

461.3

187,3

4473

531.3

45,3

5053

577.3

621.3

6073

6353

MS 2-HEC
pozitivni mod

7015

7234

400

T
500

T
600

T
700 800 miz

Obrazek 14: Hmotnostni spektrum hydrolyzatu PUF s plnidlem 2-HEC (analyza ESI-IT

MS); modie je zvyraznéna homologicka fada degradacnich produktt skupiny 1

Intens

2000

1500

1000

D0+

50

135,0
123,0

100

163,0

150

191,0

200

2711

313,1

213,0

255,0

25

295,1

Obrazek 15: MS? spektrum slouc¢eniny o m/z 313 (analyza ESI-IT MS)
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Strukturlni piibuznost sloudenin skupiny 1 byla analyzami MS" prokazana. MS* spektra
sloucenin byla tvofena totoznym zidkladem, liSila se od sebe pouze fragmenty vzniklymi
eliminaci rizného poctu methylethyletherti (Am = 58). Tento methyethylether je zdkladni
stavebni jednotkou polyether-polyolové ¢asti testovanych polyurethand.

Z fragmentacnich mechanismi ¢itelnych z MS* a MS® spektrech byla navrzena struktura
téchto latek. Ta je souhrnné zobrazena na obrazku 16. Zéaklad slou¢enin tvoii diaminotoluen,
pochazejici z izokyandtu polyurethanu, ktery je navazan dehydrogenovanou urethanovou

vazbou na polyether polyol o rtizném poctu mert.

|

| |

| |

| |

| HN NH\(O\/\O [ o

| |

| |

[ :[ OH | cH

| 3

| CH, | :
|

n=1-5
______________________________ pro m/z313,1 - 545,3 [M+HT"

Obrazek 16: Navrh struktury nezndmych slouc¢enin skupiny 1
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CHy
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OH
m/z 295 . ?\ \/\o Y
HN NH
OH
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CHjy

+

HsN NH O
O
OH +
m/z 213 OH )\
CH \/\O

3 CH3

m/z 135
ro\/\OH

o
HaN- : NH,
CH;  m/z 123
Obrazek 17: Navrh fragmentacniho mechanismus slou¢eniny m/z 313

5.1.1.2 Skupina 2

Do druhé skupiny byly zatazeny slouceniny, jejichz m/z se liSily rovnéz konstantnim

rozdilem Am = 58, ale na rozdil od prvni skupiny, pfi vyextrahovani téchto m/z v HPLC/MS
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chromatogramech, netvofily tyto slouceniny fadu jednotlivych chromatografickych pikt, ale
pro kazdé m/z byly vyextrahovany dva piky — izomery (obr. 19).

Objeveny byly takto dvé homologické fady sloucenin: prvni s m/z 345; m/z 403; m/z 461;
m/z 519; m/z 577 a m/z 635 a druha s m/z 447; m/z 505; m/z 563; m/z 621 a m/z 679
(vsechny [M+H]").

Obdobné jako v prvnim piipadé byla ovéfena a prokazéna strukturni podobnost téchto
slou¢enin selekci a fragmentaci pfislusnych m/z v MS".

Ve spektrech je opét na prvni pohled viditelny obdobny fragmenta¢ni mechanismus. Neutralni
ztraty ve spektrech riznych sloucenin jsou vzdy stejné. Lisi se op€t pouze m/z fragmentl o
nasobky Am = 58xn (methylethylether).

Stejné jako u prvni skupiny byly na zaklad¢ fragmenta¢nich mechanismt sloucenin navrzeny

jejich struktury (obr. 18).

CHj
r-r-r—-———+— """ 7 77777 Q
| 0~ NcH,
| ~
| CH3)
CH,4 | }
O LNH, NH _O '
2 |
n || |
CH; Ol OH  CHs |
| CH; miz 3453 |
n=1-3 T T
pro m/z 519,3 - 635,3[M +|'ﬂ+
e
L CHy |
Ve
7 I
. I
l( (6] CH3I
| CH3|
CHy ] |
| + |
0. _NH, NH O
PLTCLL T i
| I
I I
| CH; O CH3OH m/z 447,3 |

T !
pro m/z 505,3 - 679,4 [M+HJ*

Obrazek 18: Navrhy struktur neznamych sloucenin skupiny 2
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Intens.

X108 HPLC-MS CA
2 pozitivni mod
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Obrazek 19: Vytez EIC chromatogramu hydrolyzatu PUF s vybranymi piky nezndmych
latek tvofici dva izomery (analyza HPLC/ESI-IT MS); m/z 577 a m/z 635 nejsou v EIC

vyextrahovéany z diivodu sniZeni nazornosti
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Obrazek 20: Hmotnostni spektrum hydrolyzatu PUF s plnidlem 2-HEC (analyza ESI-IT
MS); modfe a zelen¢ jsou zvyraznéné homologické fady degradaénich produktl tvofici 2

izomery
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Obrazek 21: MS” spektrum slouc¢eniny o m/z 577 (analyza ESI-IT MS)
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Obrazek 22: MS? spektrum slougeniny o m/z 447 (analyza ESI-IT MS)
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Obrazek 23: Navrh fragmentacniho mechanismu slouceniny o m/z 577 (zastupce 2. skupiny, prvni homologické fady)
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Obrazek 24: Navrh fragmentacniho mechanismu slouceniny o m/z 447 (zastupce 2. skupiny,

druh¢é homologické tady)
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Obdobn¢ jako u skupiny 1 jsou degradacnimi produkty polyurethanovych pén slouceniny,
které maji ve své struktufe Useky z toluendiizokyanatové i1 z polyether-polyolové Ccasti
polyurethanu. Na rozdil od prvni maji slouceniny v této skupiné¢ ve své struktufe jednu
nedegradovanou urethanovou vazbu.

Netypické je zakonceni fetézce obou homologickych fad, v némz je na etherovou vazbou
fetéz€e navazan tolyl sjednim methylethyletherovym merem. OvSem pouze s touto Casti
molekuly bylo mozné navrhnout strukturu slouceniny tak, aby bylo mozné vysvétlit vSechny

fragmenty uvedené ve spektrech.

5.1.1.3 Skupina 3

Do tfeti skupiny byly zafazeny slouceniny, které nebyly soucésti Zadné homologické tady
degradacnich produktd polyurethanti.

Jsou to sloudeniny o m/z 113; m/z 453 a m/z 679 ((M+H]"). Druhé dvé slou¢eniny tvoii nejen
vodikové ([M+H]"), ale jako jediné ze viech sloudenin i sodné addukty o m/z 457 a m/z 701
([M+Na]"). Tyto jsou ve spektrech mnohem intenzivnéjsi nez vodikové.

O slouceninach této skupiny, vyjma m/z 133, byla zminka jiz v tvodu této kapitoly. Jedna se
o degradacni produkty, které tvotily dva nejvyssi piky jak v EIC, tak ve MS spektrech
hydrolyzat. Obdobné jako u piedchazejicich slou¢eniny byla pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie zjiStovana jejich struktura. Fragmentaci byly podrobeny oba adukty obou
degradacnich produkta.

Identifikace téchto dvou neznamych latek byla oproti vyse uvedenym mnohem

komplikovanéjsi. Jejich strukturu se nepodafilo zcela objasnit.

Na obrézku 25 a 26 jsou uvedena MS” spektra vodikovych adukti obou slougenin.

Na prvni pohled je vidét mezi nimi jistou podobnost. Ob¢ slouceniny byly Stépeny na modie
zvyraznéné fragmenty m/z 336, m/z 226 a m/z 209.

Z tohoto by se dalo usuzovat, ze oba nezndmé degradacni produkty maji shodnou ¢ast svého
fetézce. Jestli tomu tak je, bylo ovéfovano fragmentaci spolecného fragmentu m/z 336.

MS? fragmenty (m/z 679 a 453 — m/z 336) obou slougenin byly totozné.

V MS? spektru sloudeniny o m/z 679 chybi fragmenty m/z 182 a m/z 139, piitomné ve
spektru slouceniny o m/z 453.

MS? této slougeniny (m/z 679 — m/z 336) prokézala piitomnost t&chto fragmenti i v tomto

neznamém degradadnim produktu. Divod jejich nepfitomnosti v MS? spektru 1ze vysvétlit
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Obrazek 25: MS? spektrum sloudeniny o m/z 679 (analyza ESI-IT MS)
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Obrazek 26: MS® spektrum sloudeniny o m/z 453 (analyza ESI-IT MS)
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pravidlem 30:70. To ftikd, Zze hmotnostni spektrometr s analyzatorem iontovou pasti neni
schopen stabilizovat fragmenty s menSim pomérem m/z nezZ je 30 % Stépené molekuly. Ve
spektru tedy nejsou tyto fragmenty vidét, prestoze se na né¢ molekula $tépi.

Byla tedy prokézana shodnost fragmentl $tépicich se z Casti fetézce sloucenin o m/z 336
v obou slouceninach.

Strukturu fragmentu o m/z 336, kterou by bylo moZzné S$té€pit na vSechny tyto fragmenty,
nebylo ovSem mozné navrhnout. Navrzené molekuly bylo mozné bud'to fragmentovat na
pouze néckteré z fragmentd uvedenych ve spektrech, nebo vysledné struktury byly dosti

nelogické, tézkovysvétlitelné jako degradacni produkty polyurethanu.

Viditelny je rozdil mezi polty fragmentli ve MS® spektrech obou sloudenin. Zatimco
sloucenina o m/z 453 je na fragmenty dosti ,,chudd®, sloucenina o m/z 679 se $tépi na velké
mnozstvi fragmentd, ve spektru zelené oznacenych. Tyto fragmenty jsou tvofeny $tépenim
fetézce slozeného z nékolika methyetyletherovych jednotek stejné jako u sloucenin skupin 1 a

2.

Extrahovanim m/z 679 ze zaznamu z HPLC/MS analyzy ziskdme EIC chromatogram se tfemi
piky (obr. 27). Piky oznalené Cisly 2 a 3 jsou slouceniny popsané vramci skupiny 2
(slouceniny tvotici homologickou fadu a 2 izomery). Na obrazku je uveden i jejich strukturni

VZOorec.
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Obrazek 27: EIC chromatogram hydrolyzatu polyurethanové pény s CA bioplnidlem,
vyextrahovany je iont m/z 679 (analyza HPLC/ESI-IT MS)
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Fragmentaci prekurzoru o m/z 679 bylo tedy ziskano smésné spektrum, obsahujici fragmenty
vSech téchto min. tii sloucenin.

Ve spektru na obr. 25 zelené oznacené piky, které zplsobuji rozdil mezi spektry obou
neznamych latek o m/z 679 a m/z 453, odpovidaji fragmentim vzniklych Stépenim
methylethyl skupiny z fetézce sloucenin o0 m/z 679 ze 2. skupiny. Nelze tedy urcit, které
z fragmentl ve spektru jsou fragmenty nezndmé slouceniny o m/z 679 této skupiny, a proto

tedy nebylo mozné navrhnout strukturu bo¢niho fetézce.

Degradaéni produkt o m/z 453 tvoii v HPLC/MS pouze jeden pik.

Na zaklad¢ téchto skutecnosti 1ze konstatovat, Ze pravdépodobné slouceniny o m/z 679 a m/z
453, obé& s retenénimi Gasy tg < 5 min., maji podobnou strukturu. ProtoZe rozdilné piky v MS?
spektru degradac¢nich produkti o m/z 679 mohou byt fragmenty izomerd sloucenin
v reten¢nich Casech tg ~ 20 min (nebo nékteré mohou byt spolecné, ale neni jisté, které
z nich), nelze ani navrhnout strukturu této casti slouceniny, o kterou je degradacni produkt o

m/z 679 od 453 delsi.

Z MS? spektra slouteniny o m/z 453 lze pouze s jistotou vy&ist, Ze se jednd o degradadni
produkt s minimalné dvéma OH skupinami (2x se odstépi voda) a dle dusikového pravidla, ze
slouceniny maji bud'to Zadny a nebo sudy pocet dusiki zabudovanych ve své struktuie. Totéz

plati i o struktufe slou¢eniny o m/z 679.

Interpretace spektra takto ,,chudych® na piky vedla k navrzeni hned nékolika struktur, které
obsahuji tyto fragmenty, pficemz jen téZko je mozné fici, ktery je ten skutecny. Stéle, jak bylo
uvedeno na predchazejici strance, nebylo mozné navrhnout fragment o m/z 336 tak, aby ho
bylo mozné $tépit na vSechny ve spektru uvedené fragmenty.

Nebylo mozné navrhnout strukturni vzorec degradac¢niho produktu tak, aby obsahoval pouze
ve spektru uvedené fragmenty. Slouceniny by pak mély velmi nepravdépodobny, maly pocet
atoml kysliku a byly by pravdépodobné velmi nepolarni. To odporuje retenénimu chovéni

téchto degradac¢nich produktii (jejich eluce v systému obracenych fazi ped 5. minutou).

Jak jiz bylo uvedeno dfive, v této skupiné, popisované dva degradacni produkty tvotily jak
vodikové, doposud hodnocené, tak sodné addukty. Provedena byla i jejich MS" fragmentace

na iontové pasti. Ani fragmentace téchto prekurzori nevedla k objasnéni struktury téchto
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neznamych latek. Dle vzniklych fragmentli byla pouze potvrzena pfitomnost 2 OH skupin
projevujicich se odstépenim vody. Na rozdil od vodikového aduktu se z prekurzoru m/z 475 1
m/z 701 odstépila COOH skupina (neutralni ztrdta m = 44), coz naznauje pfitomnost

karboxylové skupiny na konci fetézce.

I
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70.4 %2 104,1
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Obrazek 28: MS® spektrum slougeniny o m/z 113 (analyza ESI-IT MS)
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Obrazek 29: Navrh fragmentacniho mechanismu slouceniny o m/z 113

Posledni nezndmou latkou, kterd byla pfitomna v hydrolyzatech polyurethanovych pén, byla
sloucenina o m/z 313. Jeji spektrum, strukturni vzorec a navrh fragmenta¢niho mechanismu je
na obrazcich 28 a 29. Detekovanou slouceninou je ve vodé rozpustny triethylendiamin, ktery
se pii syntéze polyurethanu pouziva jako katalyzator. Nejedna se tedy o degradacni produkt
polyurethanu, ale jeho pfitomnost bude pravdépodobné zpisobena kontaminaci polyurethanti

touto slou¢eninou.
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Na zavér této kapitoly je nutno uvést, Ze realnd struktura degradacnich produkt hydrolyzy
polyurethanovych pén popisovanych v této kapitole mize byt mirn€ odliSna. Napftiklad
izoethyl-etherova skupina mize byt u sloucenin pfitomna jak na pravé, tak na levé strané
fetézce sloucCeniny. Z hmotnostnich spekter nelze polohu skupiny ur¢it. Rovnéz poloha
methylu na benzenovém jadie miize byt odliSnd. Pfi navrhovani se vychdzeno z umisténi

methylu na vychozim 2,4-dimethyl-toluendiizokyanatu.

5.1.2 Interpretace dat negativnich modi HPLC/MS a MS"

Analogicky k pozitivnimu byly provadény analyzy i jejich interpretace v MS modu
negativnim. Provedeny byly HPLC/MS analyzy vSech hydrolyzati o raznych
biodegradovatelnych plnidlech a rovnéz MS" analyzy slouéenin v hydrolyzatech piitomnych,
pfimou infizi vzorku (vzorek:ACN; 2:1; v:v, okyseleny HCOOH) do elektrospreje MS
s iontovou pasti.

Na rozdil od pozitivniho modu nepiinesly tyto analyzy mnoho novych informaci ohledné
degradacnich produktd polyurethanovych pén.

Hmotnostni spektra rovnéz prokézala piitomnost sloucenin o totoznych m/z ve vSech
testovanych hydrolyzatech. Jejich nasledna extrakce v EIC HPLC/MS analyz prokézala, Ze se
pravdépodobné jednd o tytéz latky. Slouceniny o shodnych m/z mély ve vSech vzorcich
shodné retencni Casy.

Vyjimkou byl hydrolyzat z polyurethanové pény s pfidanym biopolyolem karboxymethyl-
celulozou. Tento hydrolyzat, i po smichani s ACN, velmi obtizn¢ v negativnim modu
ionizoval. Analyza HPLC/MS prokazala, ze i hydrolyzat této polyurethanové pény obsahuje
stejné degradacni produkty jako dalsi testované vzorky.

Rozdil mezi vzorky byl opét pouze v kvantitativnim zastoupeni degradacnich produkti.
V negativnim modu bylo detekovano znateln¢ mensi mnozstvi sloucenin nez tomu bylo
v modu pozitivnim. Strukturu téchto degradacnich produktii polyurethanovych pén se pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie objasnit nepodafilo.

Nékteré sloudeniny nebylo mozné v MS® fragmentovat (m/z 143 a minoritné zastoupené),
tvofily na piky velmi ,,chuda spektra®, pfi¢emz fragmentace v MS® byla dale, ze stejnych
divodt jako je vySe uvedeno, nemozné (vétSina s dominantnimi piky).

MS spektrim hydrolyzati dominuji, kromé m/z 143 ([M-HJ), ¢tyti piky, pticemz vzdy dva

znich se 1isi rozdilem m/z o Am = 226 (viz obr. 30). Stejny rozdil byl nalezen i u dvou
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cvwr

ze slouceniny s m/z 677, m/z 713 a m/z 740 ([M-H]’) by mohly mit strukturu stejnou jako ty
sm/z 451, m/z 487 am/z 514 ([M-H]), ale jejich ¢ast fetézce obsahuje navic usek o m = 226.

Ten mize byt rovnéz u vSech trech sloucenin stejny.

X7
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1429 negativni mod

514,3

7404
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Obrazek 30: Hmotnostni spektrum hydrolyzatu PUF s plnidlem 2-HEC (analyza ESI-IT

mz

MS); barevné jsou vyznaceny degradacni produkty, jejichz struktura se 1isi fragmentem o m =

226.

Tuto domnénku potvrzuji pro ptiklad vybrana MS? spektra na obrdzcich 31 a 32. Na hornim
z nich je S$tépena sloucenina o m/z 487. Viditelny je slaby fragment o m/z 261, ktery vznika
odstépenim neutralni ztraty o m = 226 (m/z 487 - 226 = m/z 261) z interpretované slouceniny.
Déle je ze spektra Citelnd neutrdlni ztrdta m = 36 za vzniku fragmentu m/z 451. Z tohoto lze
dopocitat, Ze posledni neutralni ¢ast molekuly ma opét m = 226 (488 - 226 - 36 = 226).
Sloucenina je tedy tvofena dvéma useky o hmotnosti m = 226 a jednim o m = 36 (nejsou

zahrnuty vazby na spojeni téchto useki).
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Obrazek 31: MS® spektrum sloueniny o m/z 487 (analyza ESI-IT MS), modfe znazornény

je fragment vznikly odstépenim molekuly o neutrdlni ztraté m = 36, zelen¢ m = 226.
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Obrazek 32: MS® spektrum slougeniny o m/z 713 (analyza ESI-IT MS); modfe zndzornény

je fragment vznikly od$tépenim molekuly o neutralni ztraté m = 36, zelené m = 226.
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Obdobn¢ lze interpretovat spektrum o m/z 713. Zde je rovnéz viditelnd neutralni ztrata 226, a
to hned dvakrat: m/z 677 — m/z 451 a m/z 451 — m/z 225. Fragment m/z 225 je
deprotonovany tfeti isek o0 m = 226. Stejné jako u slouceniny o m/z 487 dochazi k odstépeni
neutrdlni ztraty m = 36 z interpretované slouc¢eniny. Molekula je tedy tvofena tfemi useky o m
=226 a jednim o m = 36 (opét nejsou zahrnuty vazby na spojeni téchto useka).

Neutralni ztrata m = 36 ma velmi netypickou hmotnost, coz je jednou z pficin, pro¢ nebylo

mozné strukturni vzorce slou¢enin navrhnout.

Obdobné je mozné interpretovat slouc¢eniny o m/z 451; m/z 677; m/z 514 a m/z 740.
Degradacni produkty o m/z 451 a m/z 677 se lisi od vySe popsanych usekem o Am = 36,
slouceniny o m/z 514 a m/z 740 &asti struktury o Am = 27, coZ by mohla byt naptiklad HCN
skupina.

Dalsi spole¢nou vlastnosti téchto sloucenin je, ze vSechny mely v HPLC/MS reten¢ni ¢asy
mensi nez 5 minut. To je shodné se sloudeninami o m/z 453 a m/z 679 ([M+H])
detekovanymi v pozitivnim modu, u nichZ se rovnéZ strukturu nepodatilo objasnit. Je velmi

pravdépodobné, ze tyto degradacni produkty jsou podobného charakteru.

Retenc¢ni ¢as degradacnich produkti o m/z 451 a m/z 677 ([M-H]) se shoduje s reten¢nimi
Zasy sloucenin 0 m/z 453 a m/z 679 ([M+H]"). Pravdépodobné se jedna o tytéz slouéeniny o
molekulovych hmotnostech M = 452 g/mol a 678 g/mol, které byly jako jediné ze vSech

stanovovanych slou¢enin detekované v obou modech; jak v pozitivnim, tak v negativnim.

Pro Uplné objasnéni degradacnich produkti by bylo tfeba zafadit ncékterou z dalSich
strukturnich analyz jako napfiklad infraCervenou spektroskopii, ktera by pomohla urcit
skupiny pfitomné ve strukturach sloucenin, ¢i metodu nukleové magnetické rezonance.
Vhodné a ptinosné by bylo rovnéz zatazeni vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie pro

urceni presné molekulové hmotnosti degradacnich produkta.
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5.2 Fotodegradacni produkty flexibilnich PU pén

Pro objasnéni charakteru latek, uvoliujicich se z flexibilnich polyurethanovych pén pfi jejich
fotodegradaci, byla provedena jejich laboratorni expozice UV zafenim, vybojkou emitujici
monochromatické zafeni o vlnové délce 254 nm. Exponovano bylo 5 vzorkd
polyurethanovych pén s pfidanym bio-plnidlem rtizného charakteru i PUF referencni, ktera
zadné bio-plnidlo neobsahovala.

Izolace fotodegradacnich produktti probihala dvéma zptsoby:

= extrakci rozpoustédlem — semivolatilni slouceniny

* mikroextraci tuhou f4zi — volatilni slouceniny

Fotodegrada¢ni produkty byly analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii. 'V pripad¢ extrakti byla vyuzita kombinace plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem s elektronovou ionizaci a analyzatorem kvadrupdlem (GC/EI-
Q MS).

Desorpce analyti ze SPME vldken byla provedena v injektoru ortogonalniho plynového
chromatografu, detekce na hmotnostnim spektrometru s elektronovou ionizaci a analyzatorem
doby letu (GCxGC/EI-TOF MS).

K identifikaci neznamych degrada¢nich produktii byla vyuzita databaze NISTOS.

Porovnany byly chromatogramy a spektra latek vzorki s rozdilnymi bio-plnidly mezi sebou a

s pénou referencni.
5.2.1 Fotodegradaéni produkty flexibilnich PU pén — extrakce rozpoustédlem

5.2.1.1 Optimalizace podminek stanoveni

Optimalizovana byla doba ozatovani polyurethanové pény a podminky separace degradacnich
produkt pomoci plynové chromatografie.

Jako testovaci vzorek byla pouzita péna s 30 % CMC jako pfidaného biodegradovatelného
plnidla. U této polyurethanové pény se z divodu vyssiho obsahu plnidla ptedpokladal vyssi
obsah degradacnich produktii oproti vzorkiim s 5 % bio-polyolu.

Za Ucelem optimalizace separace degradacnich produkti byla tato péna exponovdna UV
zafenim po dobu 8 hodin a po extrakci n-hexanem analyzovana GC/EI-Q MS.

Optimalizovéana byl teplotni program kolony.
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Pro nalezeni optimalni doby expozice vzorkt byla PU péna exponovana UV zéafenim po dobu
6, 8, 18 a 32 hodin. Hexanem extrahované degradacni produkty byly stanovovany GC/EI-Q
MS. Hodnoceny byly pfedevs§im kvalitativni rozdily mezi vzorky. Protoze ty se neliSily,
rozdil mezi vzorky byl pouze v distribu¢nim zastoupeni degradacnich produktd, byly nadale
vSechny vzorky exponovany po dobu nejkratsi — 6 hodin.

Popisy provedeni fotodegradacnich experimentl jsou uvedeny v experimentalni Casti v

kapitole 4.5.1.2 a podminky stanoveni v kapitole 4.7.1.

5.2.1.2 Identifikace fotodegradacnich produktii

Obdobné jako tomu bylo u degradacnich produktti hydrolyzy, nebyly shledany kvalitativni
rozdily mezi fotodegrada¢nimi produkty polyurethanovych pén s riznymi pridanymi plnidly.
Nalezeny byly stejné degradacni produkty, obsazené vSechny ve vSech vzorcich, vcetné
polyurethanové pény referencni (bez pridaného biodegradovatelného plnidla).

Rozdil byl pouze v kvantitativnim zastoupeni téchto sloucenin. Ten oproti hydrolyznim

produktiim nebyl nikterak vyznamny.

Plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii bylo detekovano velké mnoZstvi
sloucenin, které byly jednak fotodegrada¢nimi produkty, jednak slouc¢eninami, které byly
vyextrahovany z polyurethanové pény a s fotodegradaci nesouvisely. Pro odliSeni téchto
sloucenin byla provedena i analyza neexponovanych vzorkli a chromatogramy byly vzajemné

porovnany.
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Obrazek 33: Chromatogram PUF s5 % CA bio-plnidla, (analyza GC/EI-Q MS); modie

oznaceny jsou fotodegrada¢ni produkty
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Na obrazku 33 je ptiklad chromatogramu polyurethanové pény s 5 % CA. Modfe oznaceny
jsou degradacni produkty vzniklé fotodegradaci této polyurethanové pény. Ostatni slouceniny

byly vyextrahovany i z polyurethanové pény, kterd expozici UV zafenim nebyla vystavena.

Sloucenina ¢. 1
Prvnim fotodegrada¢nim produktem stg = 18,3 min je bis(2-ethylhexyl)ester kyseliny

hexandiové. Faktor shody experimentdlniho a knihovniho spektra uvedeného v databdzi

NIST 05 byl 94 %.
(0]
Nj/\owo

Obrazek 34: Strukturni vzorec slou€eniny €. 1; bis(2-ethylhexyl)ester kyseliny hexandiové

Sloucenina ¢. 2

Degrada¢ni produkt sretenénim c¢asem tg = 22,9 min nebylo mozné porovnanim
experimentalniho spektra se spektry v databéazi identifikovat. Spektrum této slouCeniny je
uvedeno na obrazku 35.

ProtoZe z chromatogramu nebyla viditelna jakakoliv koeluce tohoto degradac¢niho produktu
s né¢jakou jinou slouceninou, byla dale navrhovana struktura této neznamé latky z fragmentu,

na které se pii elektronové ionizaci Stépila.

Nejcastéji interpretace hmotnostnich spekter zac¢ind uréenim molekulového iontu. Ten v MS
spektrech pii elektronové ionizaci neni vzdy vidét. U této slouceniny tomu tak patrné neni.
Molekulovym radikélkationtem je pravdépodobné pik m/z 335.

Z toho lze usoudit, ze sloucenina ma lichy pocet dusikil. Protoze Cist¢ aromatické slouceniny
maji molekulovy pik o nejvyssi intenzité¢ ve spektru (téZ zakladni pik) a naopak alifatické
uhlovodiky s nasycenym fetézcem molekulovy pik nemaji, nebo jen malé intenzity, lze se
domnivat, ze sloucenina bude obsahovat oba zminéné komponenty. Pfitomnost alkylového
fetézce indikuji rovnéz piky m/z 41 a m/z 57. Patrné je rovnéz odsStépeni methylového
radikélu z molekulového piku. Ve struktute slouc¢eniny bude pravdépodobné zakomponovany

1 kyslik (pik o m/z 248 vzniké odstépenim OH skupiny).
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Pti interpretaci bylo shledano, Ze je vice sloucenin, které by spliiovaly tyto podminky, a které
by se zaroveil mohly fragmentovat na vétSinu ve spektru viditelnych fragmentt. Pti navrhu
struktury byty tedy upfednostiiovany fragmenty specifické, které jsou méné obvyklé

a slouceniny na né bylo obtiznéjsi Stépit — predevsim m/z 96, m/z 167 a m/z 208.

Strukturni vzorec na obrazku 35 je mozné fragmentovat na vSechny fragmenty uvedené ve
spektru. Zaroven ani spektrum této slouc¢eniny neni obsaZeno v databazi NIST 05. Nelze ale
s jistotou fici, ze skutecné sloucenina uvedena na obrazku je hledanym degradaénim
produktem. Bylo shleddno, ze pouhd interpretace hmotnostniho spektra je pro objasnéni

struktury neznamé latky nedostacujici.
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Obrazek 35: Hmotnostni spektrum slouceniny €. 2 (analyza GC/EI-Q MS) a navrh struktury

neznamé latky, ktera se $t€pi na ve spektru uvedené fragmenty

-71 -



/\/\/YNH WC “XXNH ‘} /\/\/Y \©/ I -HZO /\/\/\l/NH NH‘CHJ'CH2
OH OH, z

or m/z 248

SORN A CE 2 A G S0

rHp
rHC

m/z 167

MUKM —»W OM O'KNHU’Q

m/z 264

/\/\/YNH NH\\/WNH
i M \©/ \NH OH \i

m/z 320 rV
NH
/\/\/Y @N

NH NH . OH &
Y S A A
= K= “SXNH

I \©/ ~a /\/\/T U 203

H

N

m/z 335 °

NN
HC— TSNH m/z 96

Obrazek 36: Navrh fragmentacniho mechanismu slouceniny o m/z 335, zndzornény jsou pouze vybrané méné obvyklé fragmenty a fragmenty o

nejvyssi intenzité pikli v hmotnostnim spektru.
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Skupina sloucenin ¢. 3

Porovnani spekter s databazi NIST 05 bylo rovnéZz neuspésné u skupiny sloucenin s tg 23,4 —
34,3 min. Divodem by mohla byt skuteCnost, ze se jednd o smésna spektra v dusledku
koeluci, ptipadné nepiitomnost spektra podobné slouceniny v databazi NISTOS.

Vsechny piky sloucenin této skupiny mély stejnd spektra (obrazek 37). Vyextrahovanim
dominantnich m/z v EIC chromatogramech byly nalezeny jisté nesrovnalosti. Naptiklad EIC
chromatogram m/z 388 se liSil od EIC chromatogramu m/z 276. Rozdil byl ov§em nalezen
pouze v distribuci dominantnich m/z (piky pod 10 % intenzity zdkladniho piku nebyly takto
hodnoceny). Pozorovano bylo, ze hlavni fragmenty vSech pikli na chromatogramech byly m/z
388 a m/z 373 o stejné intenzité, zatimco fragmenty o m/z 276 a m/z 261 v riznych
chromatografickych picich byly rtznych intenzit. V nizkych retencnich Casech mély tyto

odezvu vyssi, nez v retenCnich ¢asech vyssich.

Vysvétleni jsou mozna dve:

» Degrada¢nimi produkty jsou izomery s molekulovym pikem m/z 388, které maji spektrum
uvedené na obrazku, piicemz distribuce fragmentii o m/z 276 a m/z 261 se v téchto
slouceninéch lisi.

* Nebo dochazi ke koeluci sloucenin dvou skupin izomerd; prvni, kterd méa molekulovy pik
o m/z 388 a fragment 373 a druhé, v niz izomery maji molekulovy pik o m/z 276 a dalsi

pik o m/z 261, pfi¢emz je napadna shoda retencnich Casii sloucenin obou skupin izomert.
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Obrazek 37: Hmotnostni spektrum sloucenin €. 3; (analyza GC/EI-Q MS)
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V databazi NISTOS5 nebyla nalezena slouCenina, kterd by méla spektrum alespon z ¢asti
podobné spektrim sloucenin experimentalnich. Strukturu se na zaklad¢ interpretace
hmotnostnich spekter zcela objasnit nezdafilo. Opét jako v prvnim piipadé lze navrhnout vice
sloucenin, které by se mohly fragmentovat na fragmenty uvedené ve spektru.

Z namétenych spekter lze usoudit, ze degradacni produkty maji aromaticky charakter
(zékladni pik je pravdépodobné i molekulovy pik + pfitomnost m/z 91 ve spektru sloucenin) a

rovnéz maji minimalné alespoi jeden 5 uhlikaty fetézec (indikace piky 43, 57, 69).

Slouceniny ¢. 4

Poslednimi fotodegrada¢nimi produkty polyurethanovych pén, které byly vyextrahovany
n-hexanem z exponovanych vzorkil, jsou slouceniny sretenénimi Casy tg = 26,2 min a
27,2 min. Tyto slouCeniny maji totozna spektra (obrazek 38). Ta rovnéz nejsou v databazi
spekter NIST 05 publikovana.

Piky v reten¢nich Casech tg = 26,2 min a 27,2 min se objevuji 1 v chromatogramech
neexponovanych polyurethanovych pén. Spektra se ovSem mirné li§i. Zatimco u
exponovanych PU pén je zakladni pik m/z 320 a dva nejvyssi m/z 248 a m/z 391, ktery je
pravdépodobné i molekulovym pikem, u neexponovanych PU pén je zakladni pik m/z 322 a
dva nejvyssi o m/z 250 a m/z 393 (molekulovy pik). Spektrum sloucenin vyextrahovanych
z neexponované PU pény lze pomoci databaze NIST 05 identifikovat. Jedna se o 4-oktyl-N-
(4-oktylfenyl)-benzenamin. Degradacnimi produkty jsou tedy pravdépodobné dva jednou
dehydrogenované 4-oktyl-N-(4-oktylfenyl)-benzenaminy. Polohu dvojné vazby nelze urcit.
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Obrazek 38: Hmotnostni spektrum sloucenin €. 4; (analyza GC/EI-Q MS)
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T J@ow o
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‘@QAM

m/z 248
Obrazek 39: Navrh fragmenta¢niho mechanismu slouc¢eniny o m/z 391

Chromatomatogramiim dominuje skupina slou€enin s reten¢nimi ¢asy 19,2 min az 21,7 min.
Jednd se o dvé skupiny izomert, které maji podobné spektrum, liSici se pouze jednou
methylovou skupinou s molekulovymi piky m/z 390 a m/z 404. Tyto slouceniny nejsou
fotodegradacnimi produkty testovanych polyurethanovych pén. Byly vyextrahovany i
ze vzorkll neexponovanych PU pén. Identifikace téchto sloucenin pomoci databaze NIST 05
byla rovnéz neuspésnd, a to i u slou€enin, které se vzdjemné nepiekryvaly.

Zakladnim pikem ve spektrech téchto sloucenin je molekulovy pik. Druhym nejvyssim je pak
pik fragmentu o methylovou skupinu mens$i. To se shoduje se skupinou degradacnich
produktl ¢. 3, které rovné€Zz nebylo mozné pomoci databaze spekter NIST 05 identifikovat.
Shoda byla shleddna i v pfitomnosti alkylovych fetézcl, které jsou ve spektru viditelné.
Stejné tak i1 charakter spekter byl velmi podobny. Na zakladé téchto skutecnosti Ize usuzovat,
ze degradacni produkty skupiny 3 by mohly byt strukturné ptibuzné izomeram, jejichz piky
dominuji v chromatogramech. Je 1 mozné, Ze izomery skupiny 3 vznikaji fotodegradaci téchto

izomeru. Tyto zavéry jsou ovSem spekulativni a nejsou nijak védecky podlozeny.

5.2.2 Fotodegradacni produkty flexibilnich PU pén — mikroextrakce tuhou fazi

5.2.2.1 Optimalizace podminek stanoveni

Pro stanoveni volatilnich degrada¢nich produkti byla zvolena metoda mikroextrakce tuhou
fazi s naslednou GCxGC/EI-TOF MS analyzou.

Optimalizace postupu stanoveni byla zahdjena volbou vhodného SPME vlakna.
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Testovana byla SPME vldkna s nésledujicimi sbérnymi fazemi:

= polydimethylsiloxan (PDMS) s tloustkou filmu 100, 30 a 7 um;

* polydimethylsiloxan/divinylbenzen (PDMS/DVB) s tloustkou filmu 65 um

» polyakrylat (PA) s tloustkou filmu 85 um,;

= carboxen'V/polydimethysiloxan (CAR/PDMS) s tloustkou filmu 75 pm

= carbovax®/divinylbenzen (CW/DBV) s tloustkou filmu 65 pm

= StableFlex divinylbenzen/carboxen'"/polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS) o

tloust’ce filmu 50/30 pm

Jako testovaci vzorek byla pouzita péna s 1 % acetylovaného bramborového skrobu (AS) jako
pfidanym bio-plnidlem. PU pény byly vzdy po dobu 1 hodiny exponovany
monochromatickym UV zéafenim o vlnové délce 254 nm. Fotodegradacni produkty byly
sorbovany na vyse popsana vldkna. Jejich desorpce a soucasnd analyza byla provedena na
GCxGC/EI-TOF MS. Obdobn¢ jako u extrakce rozpoustédlem byly hodnoceny kvalitativni i

kvantitativni rozdily mezi fotodegrada¢nimi produkty.

Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén byly sorbovdny na vSechny typy PDMS
vlaken. Z vyslednych chromatogrami bylo patrné, ze typ filmu mél vliv na kvalitativni i
kvantitativni zastoupeni fotodegradacnich produktii. Na vldknech s rtiznymi stacionarnimi
fazemi byly sorbovany riizné degradacni produkty.

Nejméné vhodnym k mikroextrakci degradacnich produkti bylo shleddno vldkno s
polydimethylsiloxanem s tloustkou filmu 7 pm. Na vldkné byly nasorbovany viditeln¢ stejné
degradacni produkty jako na PDMS filmu o tloustce 100 pm, ovSem ne vSechny a v mensSim
kvantitativnim zastoupeni. Mald tloustka filmu bude pravdépodobné diivodem, Ze nckteré
degradac¢ni produkty na vlakn¢ nebyly zachyceny v detekovatelném mnoZzstvi.
Polydimethysiloxanovy film o tloustce 30 um se jiz kvantitativné 1 kvalitativné vyrovnal
filmu 100 pm.

Od ostatnich se odliSoval chromatogram sloucenin sorbovanych na StableFlex
divinylbenzen/carboxen™™/polydimethylsiloxanové vlakno. Na né&j byly prioritné sorbovany
tékavejsi degradacni produkty. Piky téchto sloucenin znacné kvantitativné prevysSovaly piky
slouc¢enin ménég t€kavych, které¢ v chromatogramu témét chybely.

Velké podobnost jak kvalitativni, tak kvantitativni byla nalezena mezi degrada¢nimi produkty

sorbovanymi na vlakna s filmem carbowax®/divinylbenzen a polyakrylatovym.
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Pro finalni analyzy bylo vybrano polydimethylsiloxanové vldkno o tloust’ce filmu 30 um a
polyakrylatové s tloustkou filmu 85 pum, jejichz kombinaci bylo mozné stanovit nejvétsi
mnozstvi fotodegradacnich produkti.

Pro nalezeni optimalni doby expozice vzorkl byla PU péna exponovana UV zéafenim po dobu
1 a 3 hodin. Na vldkna sorbované degrada¢ni produkty byly stanovovany GCxGC/EI-TOF
MS. Opét byly hodnoceny piedev§im kvalitativni rozdily. Protoze ty se vyrazné nelisily,
rozdil mezi vzorky byl piedev§im v distribunim zastoupeni degradacnich produktt, byly

nadale vSechny vzorky exponovany po dobu krat$i — 1 hodiny.

Popisy provedeni fotodegradacnich experimentli jsou uvedeny v experimentdlni Casti v

kapitole 4.5.1.3 a podminky stanoveni v kapitole 4.7.2

5.2.2.2 IHdentifikace fotodegradacnich produktii

Z kazdého SPME vldkna bylo desorbovano pfiblizné 120 slou€enin, vzniklych pfi
fotodegradaci kterékoliv z testovanych polyurethanovych pén. Z téchto bylo pro kazdy druh
polyurethanové pény a pro kazdé SPME vlakno vybrano 20 fotodegradacnich produktd, které
tvotily v chromatogramech piky snejvétsi odezvou na detektoru, a pouze ty byly dale
hodnoceny. Timto zpisobem bylo ziskdno 80 rliznych neznamych sloucenin. Sledovéana byla

jejich pfitomnost ve vSech vzorcich a rovnéz byly tyto slouceniny identifikovany.

V tomto bod¢ je tieba zduraznit, Ze 1 pies to, ze tyto hodnocené slouceniny mély nejveétsi
odezvu na detektoru, nemusi byt slouceninami s nejvétSim mnozstevnim zastoupeni ve
vzorku. Odezva detektoru pro kazdou latku je jind. Proto v textu neni pouZzivany termin

mnozstvi, ale plocha piku.

Pro identifikaci byl pouZit vyhodnocovaci software ChromaTOF firmy LECO Instrumente a
jeho funkce automatického porovnéavani experimentalnich spekter po dekonvoluci se spektry
v databazi NISTO0S5. Shoda vSech programem vybranych experimentalnich spekter se spektry
knihovnimi, aZ na jednu vyjimku, byla vZdy nad 80 %, coz je dobra shoda.

Funkce automatického porovnavani spekter s knihovou je pouze pomuickou nidpomocnou
k identifikaci latek. Proto byla provedena i vizudlni kontrola shody programem vybranych
experimentalnich a knihovnich spekter, pfi niz bylo zohlednéno i chromatografické chovani

sloucenin.
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Vyse uvedenym zptisobem nebylo mozné identifikovat pouze jeden degradacni produkt, jehoz
spektrum je uvedeno na obrazku 40. Rovnéz snaha o urceni alespoii pfiblizné struktury této
slouceniny byla netispésna.

Radikalovym mechanismem, ktery je pfi expozici materialu nejcastéjsi, mize vzniknout velké
mnozstvi slouCenin strukturné velmi rozmanitych. Neni rovnéZz vyloucen vznik unikétnich,
pfipadné 1 nezndmych latek. Jednou z nich by mohl byt pravé fotodegradacni produkt s nize

uvedenym spektrem.
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Obrazek 40: Hmotnostni spektrum sloucenin s tg = 1198 s, 1,440 s; (analyza GCxGC/EI-
TOF MS)

O to zajimav¢jsi tato sloucenina je, ze byla detekovana ve vSech vzorcich, zachycena na obou
vldknech a pattila do skupiny 20 vybranych sloucenin s nejvétsi odezvou na detektoru u vSech

testovanych materiali. Tuto podminku splnily pouze tii ze vSech 80 detekovanych sloucenin.

Nesrovnalost mezi spektry experimentalnimi a knihovnimi byla nalezena u sloucenin s tg
1318's; 1.120 s a 1438 s; 1.140 s. Tyto sloueniny mély téméi totozna spektra liSici se pouze
molekulovym pikem, ktery byl u prvni slouceniny m/z 255 a u druhé m/z 311 (obr. 41).
Nejvice podobnou slouc¢eninou v databazi NISTOS je 4-oktadecylmorfolin (shoda nad 80 %).
Na zakladé podobnosti experimentalnich spekter z publikovaného spektra a s ohledem na
molekulovou hmotnost, jez je v obou ptipadech patrnd z molekulovych pikl, byly tyto

fotodegradacni produkty identifikovany jako 4-undecylmorfolin a 4-hexadecylmorfolin.

- 78-



Téma A — vysledky a diskuze

100 %] 100
Relat. .
int. | MV\MN I
| |
| N I
| [ j |
| |
| fo) |
I miz 311 :
50 % b e e e !
41
55
70 g7
— 'im 'i|||| I!"...II'-"', al |'.. s - Aaaa g R T . [ T - T - T 3.11 1 - T -
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
m/z
Obrazek 41: Hmotnostni spektrum sloucenin s tg 1438 s; 1.140 s; (analyza GCxGC-EI/TOF
MS)

Dalsi slouceniny bylo mozné pomoci databdze NISTOS identifikovat. Jejich seznam a

zastoupeni ve vSech vzorcich PU pén sumarizuje ptiloha 1 — 3.

V priloze 1 jsou uvedeny fotodegradacni produkty, které byly sorbovany na obé vldkna, na
polyakrylatové i1 polydimethylsiloxanové. Ptiloha 2 a 3 sumarizuje slouceniny, které byly
zachyceny pouze na jedno z pouzitych vlaken, bud’to na PDMS nebo na PA vldkno.
Fotodegradacni produkty jsou zde fazeny dle vyskytu v testovanych vzorcich od sloucenin ve
vSech vzorcich pfitomné po detekované pouze v jednom vzorku.

Symbol ,,+* znaéi ptitomnost slouc¢eniny mezi degrada¢nimi produkty ve sloupci popisované
PU pény. RozliSovano je, zda se jedna o fotodegradacni produkt, ktery patii mezi 20
slou€enin, které tvofily v chromatogramu piky s nejvétsi plochou (+), €i tvotily piky mensi
plochy (+).

Kromé retenc¢nich Casti, ve kterych byly slouceniny identifikovany, je v tabulkach uvedeno i
CAS ¢islo. Toto ¢islo je zde dano z divodu konkrétni identifikace sloucenin pro nejednotnost
nazvoslovi organickych sloucenin.

Chromatogramy fotodegradac¢nich produktt vzniklych expozici CA PU pény, desorbovanych
z PDMS i PA vladkna, jsou zndzornény na obrazcich 42 (PDMS) a 43 (PA). Zakrouzkovany
jsou slouceniny, které byly detekovany ve vSech testovanych materidlech, bez ohledu na

ptidané bio-plnidlo i v PU péné referencni.
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Obrazek 42: Chromatogram fotodegradac¢nich produktt CA PU pény sorbovanych na
PDMS vlédkno (analyza GC/EI-Q MS); oznaceny jsou fotodegradacni produkty, které se
uvolnovaly pfi expozici vSech polyurethanovych pén bez rozdilu ptfidaného plnidla.

Jimi jsou: 1-methylpyrolidin-2-on, 2: naftalen, 3: dekanal, 4: 2-methyl-1,3-dioxan, 5:
tetradekan, 6: 2,6,-dimethyltetradekan 7: dihydro-5-pentylfuran- 2(3H)-on, 8: hexadekan, 9:
2,6-dimethylpentadekan, 10: heptadekan, 11: 2,6,10-trimethylpentadekan, 12: 2,6,10,14-
tetramethylhexadekan, 13: tricyklopentadeka-3,7-dien, 14: nezndma sloucenina, 15: 2-
ethylhexylester benzoové kyseliny, 16: 2,6-diisopropylnaftalen, 17: 4-undecylmorfolin 18:
diizopropylftalat, 19: dibutylftalat, 20: 4-hexadecylmorfolin
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Obrazek 43: Chromatogram fotodegradacnich produkti CA PU pény sorbovanych na PA
vlakno (analyza GC/EI-Q MS); oznaceny jsou fotodegradacni produkty, které se uvolnovaly
pii expozici vSech polyuerthanovych pén bez rozdilu pfidaného plnidla.

Jimi jsou: 1: butyrolakton, 2: acetofenon, 3: 1-methylpyrolidin-2-on , 4: naftalen, 5: 2-methyl-
1,3-dioxan, 6: dodekanal, 7: hexadekan, 8: heptadekan, 9: 2, 6, 10-trimethylpentadekan, 10:
tetradekanal, 11: 6-undecylamin, 12: neznamé sloucenina, 13: 2-ethylhexylester benzoové
kyseliny, 14: 2,6,10,14-tetramethylhexadekan, 15: N,N-dimethyl-1-pentadekanamin, 16: 4-
undecylmorfolin, 17: diizopropylftalat, 18: dibutylftalat, 19: 4-hexadecylmorfolin
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6 SHRNUTI A ZAVER

Cilem prvni ¢asti dizertacni prace bylo stanoveni hydrolyznich a fotodegradacnich produkti
polyurethanovych pén s pfidanym biodegradovatelnym plnidlem a posouzeni vlivu tohoto

pfidaného bio-plnidla na degradaci vzniklé produkty.

Hydrolyzni degradacni produkty byly stanovovany kapalinovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii, jejich struktura byla zkouména tandemovou hmotnostni spektrometrii. V obou
ptipadech byl k analyzdm pouzit hmotnostnim spektrometr s ionizaci elektrosprejem a
analyzatorem sférickou iontovou pasti.

Detekce iontd probihala v pozitivnim 1 negativnim modu.

VétSina zavért byla provedena z dat ziskanych analyzami v pozitivhimu modu. Obzvlasté
MS" fragmentace v pozitivnim modu byla uzitecnym zdrojem informaci o struktufe
degradac¢nich produktti. Negativni ionizace mnoho novych poznatkl nepfinesla. Divodem je
patrné struktura hydrolyznich degradacnich produkti. Hydrolyzou polyurethanovych pén
vznikly slouceniny, které maji ve své struktuie mista, kde mize dojit k protonizaci molekul na

kationy, avSak podstatné méné kyselych funk¢nich skupin.

S vyjimkou tfi slou¢enin tvofi degradacni produkty polyurethanovych pén homologické tady.
Vramci nich se slouCeniny li§i 1-methyletyletherovym merem. Tento mer je zakladni
stavebni jednotkou polyetherové ¢asti hydrolyzovaného polyurethanu.

Nalezeny byly tii homologické fady. Ve dvou z nich tvofily degradacni produkty vzdy dva
1zomery.

Prvni homologickd tada byla tvofena slouCeninami, které¢ vznikly Stépenim urethanové a
etherové vazby polyurethanu.

Homologické tady se dvéma izomery byly tvofeny slouc¢eninami podobné struktury, mirné
odlisné od struktur sloucenin prvni homologické tady. V nich byla zachovana struktura
polyurethanu — na toulylové jadro byl pies urethanovou vazbu navazan ftetézec 1-

methyletyletherovych mert.

Ani pfibliznou strukturu se nepodafilo uréit u slouéenin o m/z 679 a m/z 453 [M+H]". Tyto
slouceniny mély v hmotnostnich spektrech hydrolyzath piky nejvyssich intenzit a byly rovnéz
jako jediné viditelné v TIC chromatogramech. RovnéZ tyto slou€eniny jako jediné tvotily jak

protonované, tak sodné addukty. Strukturni ptibuznost téchto dvou degradacnich produktt
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potvrdily MS" analyzy, podobnosti nékterych fragmentti. Jedna se patrné o slouceniny, které
maji strukturné totozny zaklad. Lisi se fetézcem o m = 226, o ktery je slouc¢enina o m/z 679
oproti m/z 453 delsi.

Extrakci m/z 679 v EIC chromatogramech bylo odhaleno, ze hydrolyzaty obsahuji tfi
slouceniny tohoto m/z. Fragmentaci pfislusného m/z v MS? bylo tedy ziskano spektrum ti
izomerl. Dal$i dva izomery patii do skupiny slou€enin, které tvoii homologickou fadu,
jejichz struktura jiz byla objasnéna a jsou tedy i zndmy fragmenty této slouceniny. Protoze ale
tyto fragmenty jsou totozné se viemi, které jsou v MS® spektru, nelze tedy uréit, které
fragmenty patii sloucening, ktera je tfetim, strukturné¢ nezndmym izomerem.

Dv¢ neznamé slouteniny o molekulovych hmotnostech 678 g.mol™’ a 452 g.mol” byly
detekovany 1 v negativnim modu. Krom¢ nich obsahovala spektra vSech vyluht rovnéz dalsi
ctyti piky, které taktéz tvofily pary o molekulovych hmotnostech srozdilem Am = 226.
Protoze MS" analyzy v negativnim modu neposkytly Zadné informace o struktufe téchto

latek, jejich identita zlistala neznama.

Jedinou slouceninou, ktera nebyla soucasti Zddné homologické fady a jejiz strukturu bylo
mozné na zakladé MS" spekter stanovit, byl triecthylendiamin. Ten pravdépodobné neni
degradacnim produktem polyurethanové pény. Jeho pfitomnost v hydrolyzatech bude
zpusobena kontaminaci testovanych  polyurethanovych pén touto slouCeninou.

Triethylendiamin byl pouzit pii syntéze polyurethanové pény jako katalyzator.

Vsechny degradacni produkty vzniklé hydrolyzou polyurethanovych pén byly detekovany ve
vSech testovanych vzorcich véetné hydrolyzatu pény referenc¢ni. Typ bioplnidla tedy nemé¢l
vliv na charakter degradac¢nich produktii. Rozdily byly shleddny pouze v distribu¢nim

zastoupeni hydrolyznich degrada¢nich produktu.

U polyurethanovych pén muaze dochazet k hydrolyze 1 vlivem pfirodniho prostiedi.
Slouceniny podobného charakteru, jako byly identrifikovany v této dizertaéni praci, pak
mohou penetrovat do vnéjsiho prostiedi a ovliviiovat ho.

Pro zjiSténi ekotoxicity sloucenin stanovenych v této dizertacni praci byly hydrolyzaty
podrobeny ekotoxikologickym testim. Vysledky jsou uvedeny v diplomové praci Jarmily

Vranoveé [86].
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Krom¢ hydrolyzy miize v pfirodnim prostfedi dochédzet i k fotodegradacnim procesim.
Identifikace fotodegrada¢nich produkti polyurethanovych pén modifikovanych bio-plnidlem

byla pfedmétem druhé ¢asti této kapitoly této dizertacni prace.

Pro stanoveni fotodegradac¢nich produkti polyurethanovych pén extrahovanych
z exponovaného materidlu n-hexanem byla pouzita plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii s elektronovou ionizaci a analyzatorem typu kvadrupdl.

Fotodegradacni produkty sorbované metodou mikroextrakce tuhou fazi byly stanovovany
kompletni orthogondlni plynovou chromatografii s hmotnostné-spektrometrickou detekci s
elektronovou ionizaci a analyzatorem doby letu.

Identifikace sloucenin probihala porovnavanim spekter experimentilnich s knihovnou

NISTOS.

Pomoci n-hexanu byly extrahovany 4 fotodegradacni produkty a jedna skupina
fotodegradac¢nich produkt. Pomoci databaze NIST 05 bylo mozné identifikovat pouze bis(2-
ethylhexyl)ester hexandiové kyseliny. Struktura dalSich fotodegradacnich produktii byla
navrzena podle hmotnostnich spekter, podle fragmentii, na které se pii elektronové ionizaci
Stépily.

Skupinu degradacnich produkti se nepodafilo identifikovat. Pfi¢inou byla bud'to koeluce
chromatografickych pikd a nebo nepfitomnost hmotnostniho spektra v databazi NISTOS, které
by bylo spektrim degradaénich produktii podobné. Zadné ze softwarem nabizenych spekter
z databaze NIST 05 nebylo spektrim experimentalnim ani z&asti podobné.

Obdobné jako u hydrolyznich degradacnich produktli nebyly shleddny rozdily mezi
fotodegradacnimi produkty polyurethanovych pén s riznym bio-plnidlem. Rozdil byl opét
pouze v jejich kvantitativnim zastoupeni, ten vSak, na rozdil od hydrolyznich produkti, nebyl

nikterak vyznamny.

vvvvvv

S jedinou vyjimkou se podatilo identifikovat vSech 80 fotodegrada¢nich produktt.
Fotodegradaci polyurethanovych pén vzniklo velké mnozstvi strukturné velmi rozmanitych

sloucenin.

Detekovany byly alifatické i1 aromatické uhlovodiky vétSinou derivované, alifatické

degradacni produkty byly cyklické i acyklickeé.
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Kyslikaté slouceniny zastupovaly vSechny mozné typy derivatt alifatickych uhlovodiki.
Detekovany byly aldehydy, hydroxyalkany, slou€eniny s etherovou vazbou i keto- skupinou,
karboxylova kyselina i estery karboxylové kyseliny. Mezi degrada¢nimi produkty rovnéz
nechybély anhydridy organickych kyselin. Cyklické kyslikaté derivaty uhlovodikii byly
reprezentovany substituovanymi oxirany, furany, dioxany a dioxolany. Detekovan byl i
karyofylen oxid.

Fotodegradacnimi produkty s kyslikem i dusikem v heterocyklu byly morfoliny.

Dusikaté derivaty alifatickych uhlovodik zastupovaly vSechny tfi typy aminl; primarni,
sekundarni i tercialni, detekovany byly rovnéz cyklické substituované pyrolidiny a hydrazid
organické kyseliny.

Detekovany byly i linearni a vétvené alkany a cyklicky tricyklopentadeka-3,7-dien.

Z aromatickych sloucenin byly detekovany naftalen a jeho alkylsubstituované derivaty, které
maji ve své struktufe zakomponovana dveé aromaticka jadra.

Ostatni aromatické slouceniny mély pouze jeden cyklus s delokalizovanym systémem -
elektronti. Rovnéz byly piitomny jak kyslikaté, tak dusikaté derivaty téchto fotodegradacnich
produkta.

Z kyslikatych aromatickych sloucenin byla pfitomna benzendikarboxylova kyselina a jeji
estery, rovnéz estery benzenkarboxylové kyseliny, slouceniny s etherovou vazbou, keto-
skupinou a aldehydem na boc¢nim uhlovodikovém ftetézci ptislusSného alkyl-aromatu,
v pripad¢ keto-skupiny i pfimo na aromatickém cyklu.

Jak kyslik, tak dusik maji ve své struktuie zakomponované fotodegradacni produkty hydrazid
benzoové kyseliny, dihydroaminoindol-2-on a izokyanaty.

Z bezkyslikatych dusikatych aromatickych sloucenin byl detekovan pouze benzonitril.

Hojné byly ve vzorcich zastoupeny alkylbenzeny s rizné rozvétvenymi substituenty.

Velké strukturni rozmanitost téchto sloucenin je patrné vysledkem mnoha reakci, ke kterym
pii expozici materidlu doslo. Jiz zteorie vyplyva, ze pfi expozici polymeru mize dojit
k velkému mnozstvi typove odlisnych reakei; jsou jimi adice, eliminace, substituce, dochazi
k zaniku vazeb a vzniku novych a nejsou vylouceny ani konformaéni zmény. Strukturalné

znacné odlisné degradacni produkty identifikované v této dizertacni praci tuto teorii potvrzuji.

Polyurethanova péna je svou strukturou velmi vhodnym substratem pro tvorbu strukturné
odli$nych sloucenin. Je zde pfitomnd urethanovéa vazba, jejiz soucasti je 1 vazba esterova,

v polyolové ¢asti fetéz¢e se mnohokrat opakuje etherova vazba, urethanova vazba je navdzana
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na aromatickém cyklu a navic polyetherova ¢ast obsahuje dlouhy uhlovodikovy fetézec. Pravé
»strukturni bohatost* testovaného materialu dava pravdépodobné za vznik znac¢né strukturné
rozmanitym sloucenindm, coz je jeSt€¢ umocnéno tim, Ze polyurethanové pény byly

exponovany za pritomnosti vzduchu a mohlo tedy dochazet i k fotooxida¢nim reakcim.

Kromé identifikace degradacnich produktl bylo cilem dizertacni prace také posouzeni vlivu
ptidaného bioplnidla na vysledné fotodegradacni produkty.

Detekovano bylo 26 fotodegradacnich produkti uvolnénych ze vSech polyurethanovych pén
bez ohledu na pridané bio-plnidlo véetné pény referencni. Ostatni fotodegradacni produkty
minimalné jednou mezi degradacnimi produkty testovanych polyurethanovych pén chybély.
13 fotodegradacnich produktii vzniklo pfi ozafovani pouze jedné ze vSech testovanych
polyurethanovych pén. Tyto produkty by se daly teoreticky povazovat za ,,markery* pro dané
polyurethanové pény. Konfrontace struktury téchto degradacnich produktii s typem plnidla
v ptislusné polyurethanové toto nepotvrzuje ani nevyvraci. Naptiklad 2-ethoxybutan a 3-
methoxybutan jsou fotodegradaénimi produkty polyurethanovych pén s pfidavkem 2-
hydroxyethyl celulozy a hydratované pSenicné bilkoviny. Strukturné jsou si tyto slouceniny
velmi podobné, navzdory tomu vznikaji z polyurethanovych pén se strukturné odliSnymi bio-
plnidly. N-butyldeka-4,9-dien-2-amin vznika pifi fotodegradaci polyurethanové pény s CA
plnidlem. I u né&j je obtizné najit spojitost s plnidlem, jimz je bezdusikaty acetat celuldzy.
Expozice vSech polyurethanovych pén byla provedena vzdy dvakrat pfi sorpci na dvou typech
vlaken. Jedin¢ nékolikrat opakované méfeni by mohlo potvrdit, Ze slouceniny, které byly
detekované pouze u jedné ztestovanych polyurethanovych pén, jsou skute¢né

fotodegrada¢nimi produkty unikatnimi.

Obdobné jako produkty hydrolyzy mohou do Zivotniho prostfedi penetrovat i slouceniny
vznikl¢é fotodegradaci polyurethanovych pén.

Mezi slouceninami, které byly stanoveny v této ¢asti dizertacni prace, je hned nekolik, jejichz
ptitomnost v prostiedi je zna¢né nezadouci. Jsou jimi napiiklad izomery toluendiizokyanatu,
které jsou uvedeny na seznamu IARC jako skupina 2B (mozné karcinogeny pro lidsky
organismus, jsou Skodlivé pro vodni organismy, v nichZ mohou vyvolat neptfiznivé ucinky),
dale pro vodni organismy vysoce toxicky benzofenon, dibuthylftalat nebo N,N-dimethyl-1-
hexadekanamin. Vysokou schopnost bioakumulace mé detekovany tetradekan, ktery je rovnéz

neprokazanym karcinogenem.
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Otaznikem jsou slouceniny, které se nepodafilo identifikovat a neni tak znam jejich vliv na

zivotni prostfedi. I mezi nimi se mohou nalézt zdvazné kontaminanty Zivotniho prostiedi.

Tato dizertaéni prace tedy prokazuje, ze vlivem degradace polymernich materiali mize
dochazet ke vzniku latek nebezpecnych zivotnimu prostredi. Paklize po skoneni zivotnosti
téchto materialii nebudou kontrolované likvidovany, mohlo by dojit ke kontaminaci zivotniho
prostfedi témito nebezpecnymi latkami.

Vliv pfidaného bio-plnidla na charakter degrada¢nich produkti nebyl pozorovan. Divodem
muze byt i1 skuteCnost, ze bio-plnidlo bylo, pro zachovani vlastnosti polymeru, do

polyurethanovych pén pfiddvano jen v malém hmotnostnim poméru (max. 5 hm %).

Cilem této ¢asti dizertacni prace bylo stanoveni degradacnich produktl polyurethani pomoci
hmotnostni spektrometrie. Za pomoci této techniky bylo stanoveno velké mnozstvi
degradacnich produkti. U nich byla i z vétsi ¢asti objasnéna alespon piiblizna struktura.

Pro ptesnou identifikaci degradacnich produkt je nutné zaradit jeSté alespon jednu dalsi
analytickou techniku vhodnou pro strukturni analyzy, ktera by doplnila informace ziskané

z analyz hmotnostni spektrometrii o dalsi, které tato strukturni technika neposkytuje.
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7 TEORETICKA CAST

7.1  Oxidativni stres

Oxidativni stres je definovan jako naruSeni rovnovahy systému oxidant-antioxidant ve
prospéch oxidantli, ktery zplisobuje poSkozeni [87-89]. Za oxidanty se povazuji reaktivni
formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), zvané téz pro-oxidanty. Jsou bézné tvotfeny jako
produkty metabolismu organismu v dilezitych biochemickych procesech jako napf.
fagocytoza, ale jejich produkce mize byt iniciovana i zvenci (napf. radiace, ucinek toxickych
latek nebo farmaceutik, znec€isténi prostredi) [90].

Nadmérné mnozstvi oxidantli v organismu pak vede k poskozeni biologicky dilezitych

molekul jejich oxidaci. Tedy, kromé pozitivnich u¢inkl, mohou mit také negativni vliv [90].

7.1.1 Reaktivni formy kysliku

K reaktivnim formam kysliku (ROS) patii volné radikély (atomy, ionty, molekuly obsahujici
nesparovany valencni elektron ve vnéjsi vrstvé jejich elektronového obalu a schopné
samostatné existence) a slouceniny kysliku, které nemaji charakter radikala, ale mohou z nich
radikaly vznikat [90, 91]. Jsou to napi. superoxidovy radikal (O,""), peroxid vodiku (H,O,),
hydroxylovy radikal (OH), singletovy kyslik ('O,), peroxy- a alkoxy- radikal (ROO" a RO") a

0z6n (O3).

7.1.1.1 Superoxid (0,")
Superoxidovy anionovy radikal, téZ superoxid, vznika jednoelektronovou redukci kysliku:

0, + e © 0" 2.1
V porovnani s jinymi radikaly superoxidy vykazuji niz$i reaktivitu. Jejich toxicita se

piipisuje schopnosti tvorby jinych reaktivnich metaboliti jako je HO,, 'OH nebo singletovy
kyslik 'O, [90].

7.1.1.2 Peroxid vodiku (H,0;)

Kazdy ptirodni systém, ktery produkuje superoxid, produkuje i peroxid vodiku dismutacni
reakci:

20," + 2H* — H,0, +0, (2.2)
Dismutacni reakci katalyzuje enzym superoxiddismutiaza (SOD) nebo ionty ptechodnych

prvka.
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Produkce peroxidu, pravdépodobné ze superoxidu, je ¢asto pozorovana v mitochondriich a
mikrozomech in vitro. V buiikach se peroxid rovnéz tvoii nezavisle na superoxidu nékterymi
neenzymatickymi cestami. Vznikd pfi fyziologickych procesech, jako je fotosyntéza nebo
fagocytoza. Je pfitomen i v motské vodé. Muze difundovat z mista vzniku na vzdalené;si
misto a mize prochazet buné¢nou membranou [90]. Jeho toxicita spociva hlavné v tvorbé

vysoce reaktivnich hydroxylovych radikali.

7.1.1.3 Hydroxylovy radikal ( ‘OH)

Hydroxylovy radikdl miize vznikat homolytickym rozpadem peroxidu vodiku napft. i€¢inkem
ionizujiciho zafeni [90]. Dal§i moznosti je redukce peroxidu tzv. Fentonovou reakci (2.4)

nebo reakce peroxidu se superoxidem, ob¢ katalyzované prechodnymi prvky [92, 93].
0, + M™ - 0, + M (2.3)

M®™Y* 4+ H,0, - M™ + OH™ + "OH 2.4)
Rovnice 2.4 popisuje reakci Fentonovu; propojeni reakci 2.3 a 2.4 se nazyva Haber-Weissova

reakce [92, 93].

7.1.1.4 Singletovy kyslik (10,

Singletovy kyslik se mulZe tvofit spontanni dismutaci superoxidu [91] nebo pomoci

modifikované Haber-Weissovy reakce [94] :
"OH + 0, + H* —» '0, + H,0, (2.5)

0,” + H,0, - 'O, + 'OH + OH" (2.6)

7.1.2 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou rovnéz volné radikaly a ptipadné chemické entity, které
volnymi radikaly nejsou. Patii k nim oxid dusnaty a dusi¢ity (NO* a NO,"), nitrosyl (NO"),
nitroxid, peroxonitrit a alkyperoxonitrit (NO, ONOO a ROONO) [90, 91].

7.1.2.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty ma v molekule jeden nesparovany elektron, coz fadi tuto molekulu mezi volné
radikdly. Z jeho radikalové povahy vyplyva i jeho vysoka reaktivnost a kratkd Zivotnost.

Jde o hydrofobni molekulu, kterd ptekonéava, stejné¢ jako peroxid vodiku, hranice bunck bez
potieby kanalkd nebo receptorti [95]. Shodné s ROS v pfirodnim systému se projevuje jak

pozitivné — fyziologicky, tak negativné — toxicky.
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vvvvvv

nitrosoperoxylového anionu (2.7) nebo konjugované kyseliny peroxydusité (2.8.). Oba tyto
produkty jsou silné¢ oxidanty schopné oxida¢né a nitratné poskozovat biologicky dilezité

molekuly [90].
NO* + 0, - ONOO~ (2.7)

ONOO™ + H" — ONOOH pK =6,6 (2.8)

S kyslikem pak NO® miiZze reagovat za tvorby oxidu dusi¢itého NO,":

2NO* + 0, — 2NO," (2.9)

Toxické uginky ROS a RNS v organismech nelze oddélovat. Napf. pii reakci NO®se
superoxidem se muZze tvofit protonovand forma peroxynitritového anionu, ktery se rychle

rozklada za tvorby vysoce toxického hydroxylového radikalu [96]:

ONOOH — HO® + NO," - NO,” + H* (2.10)

V ptipadé oxidativniho stresu se mohou tvofit nejen radikaly odvozené od kysliku, ale i od
dusiku [90]. Stejné¢ tak antioxidanty mohou snizovat aktivitu NOS, a to nepfimo
vychytdvanim ROS. Napfi. askorbat, SOD a kataldza snizuji aktivitu NOS v endotelovych
bunkach [97].

7.1.3 Produkce ROS v zZivych systémech

Utinek volnych radikalti v biologickych systémech, at’ uz pozitivni nebo negativni, zavisi na
pritomnosti kysliku. Kolobéh kysliku je izce spojen s procesem fotosyntézy, pii niz dochazi
k uvolnovani kysliku z vody v zelenych rostlinach, a s redukci kysliku v dychacim fetézci
v aerobnich buiikéch heterotrofnich organismi [90, 91].

V téchto mechanismech je mnoho mist, kde kontrolované piemény kysliku se miizou za
urCitych podminek stat nekontrolovatelnymi, coz mize mit za nasledek tvorbu volnych
radikald.

Pro potencialni reakci kysliku s dal$imi atomy nebo molekulami musi byt O, aktivovan. Jsou

dvé mozné cesty aktivace O, v biologickych systémech: svétlem nebo redukei.
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Fotodynamickou reakci kysliku vznikd budto superoxid nebo singletovy kyslik, které
spoustéji celou fadu dalSich reakci, viz vySe. U Zivoc€ichil se tato iniciace uplatiiuje pfedevsim
u bun¢k ktize a o¢i [90].

K redukei kysliku miize dochazet v organismech vlivem mnoha enzymatickych a
neenzymatickych reakci, pfi nichZ nejcastéji rovnéz dochazi primarné k tvorbé superoxidu.
Nékteré z nich vyZaduji exogenni iniciaci zvenci; napt. UV-zafeni, infekce, ochlazeni nebo
zahtivani, intoxikace [98, 99].

Ke tvorbé ROS dochazi predevS§im v bunéénych strukturdch, a to v mitochondriich,
endoplazmatickém retikulu, peroxizomech, cytoplazmatické membrdné¢ a u rostlin ve

chloroplastech. Nize jsou jako ptiklad podrobnéji popsany dvé vybrané organely.

7.1.3.1 Mitochondrie

Dychani mitochondrie bylo jako zdroj ROS poprvé popsano Loschenem a kol. v roce 1971
[100]. Vétsina ROS je tvofena mitochondridlnim dychanim za normalnich fyziologickych
podminek u savcu [101], protoZze 90 % jejich spotieby kysliku je redukovano na vodu praveé
v mitochondriich [102]. Jednoelektronova redukce kysliku v mitochondriich je uskute¢nitelna
vlivem pfitomnych oxidoreduktaz [103]. Hlavnimi producenty superoxidu jsou komplexy I a
III [104-108]. Za normalnich okolnosti je zabezpecena funkéni integrita mitochondrialni
membrany. Cinidla, jako jsou xenobiotika, ionty kovii nebo UV zafeni, mohou porusit

fetézec, ktery miize vést k nartstu koncentrace ROS v buiikéch [102].

mitochondrialni mezimebranovy prostor

| Gyt @@ Cyvt @4
cl c

vnitini membrana
mitochondrie

Seslsuenaseein

mitochondrialni matrix

Obrazek 44: Tvorba superoxidu z kysliku enzymatickou cestou pomoci Komplexu III [109].
Obrazek ukazuje cestu elektronu od ubichinolu (QH2) k Rieske proteinu (zeleng) za vzniku

ubisemichinonového intermediatu [110]
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7.1.3.2 Endoplasmatické retikulum

V endoplazmatickém retikulu se nachazi systém transportu elektronti aktivovany hemovym
proteinem P450 obsahujicim atom Fe'". Tento protein miize byt zvendi indukovan n&jakym
xenobiotikem, napt. polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH) [111]. V cyklu pak po
nasledné redukci a oxidaci dojde k hydroxylaci tohoto xenobiotika. Zaroven dochazi k tvorbé
reaktivnich forem kysliku [112]. V prabéhu hydroxyla¢nich reakci se mulze rozvinout

peroxidace vlastnich membranovych lipida [90].

SH Ps-Fe(I)
\ / S-OH
NADPH P 450-Fe(II) HOH
CBR +e lSH P 450-Fe(11I)
+ \v | N 2
NADP S 0,

P,so-Fe(ll) } NAD"
| k\ +e (CBR

SH P 5-Fe(III) NADH
[ A
/-/ SH 02
|

N 0, *~,"OH,," OH H,0,
sH 9 RO',ROO", R’

Obrazek 45: Produkce superoxidu v endoplazmatickém retikulu [90]

7.1.4 Produkce RNS v biologickych systémech

V organismu je oxid dusnaty syntetizovan oxidaci jednoho dusiku guanidinového zbytku

aminokyseliny L-argininu ptisobenim enzymu NO syntazy (NOS).

Byly objeveny tti druhy NOS:

* neuronové NOS (nNOS) objevené v nervovém systému

» endotelidlni NO syntazy (eNOS), které jsou vazané na plazmatickou membranu

* indukovatelné NOS (iNOS), které byly poprvé objeveny v makrofazich a nasledné
v jaternich a srde¢nich bunkach [90, 91, 113].
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7.1.5 Antioxidac¢ni obrana

K udrzeni integrity bun¢k a jejich fyziologickych funkci je potfebné udrzet rovnovahu mezi
oxidanty a antioxidanty. Antioxidanty jsou slouceniny, které k rovnovaze ptispivaji tak, ze
zpomaluji nebo brani oxidaci substrati. Organismy vyvinuly antioxida¢ni obranu proti
toxickym t¢inkiim ROS, ktera zahrnuje [91]:
= Cinitele, které katalyticky odstranuji volné radikaly a jiné ROS/RNS
napf. enzymy superoxid dismutdza (SOD), katalaza, peroxidaza a molekuly obsahujici
thiolovou skupinu
= proteiny, které snizuji aktivitu oxidantii tim, Ze na sebe vazou ionty Zeleza, médi a hem
napf. transferin, haptoglobin, haemopexin, metalothionein
" proteiny, které ochranuji biomolekuly proti poskozeni (i oxidativnimu) jinymi
mechanismy;
napf. proteiny teplotniho Soku
* nizkomolekularni vychytdvace ROS/RNS;

napf. glutathion, a-tokoferol, askorbové kyselina, bilirubin a kyselina mocova

Antioxidanty se nevyskytuji v organismu ,,vSechny a vSude“. Jejich distribuce je rozdilna

v intra- a extracelularnim prostredi [90].

7.1.6 Oxidativni poSkozeni

V disledku oxidativniho stresu hodnoty ROS mohou vyznamné narlst tak, Ze dojde 1 pies

existenci antioxidativniho systému k vaznému poskozeni bunécnych struktur, a tim i ztraté ¢i

zmén¢ jejich ptirozenych funkci.

ROS mohou napadat:

= enzymy a proteiny, coZ muize vést k pferuSeni normalnich bunéénych aktivit, jako je
dychani mitochondrii, enzymatické aktivity a bunécné komunikace [114, 115]

= lipidy, coz vede ke zméndm v prostupnosti bunéénych membran, zméné v transportu
iontl a k branéni metabolickych procesti [116]

= DNA, coZ ma za nasledek jeji dysfunkci, mutaci a miize vést az k rakovinovému bujeni

[117, 118]
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7.1.6.1 Peroxidace lipidi

Peroxidace lipida je pravdépodobné nejvice prozkoumany proces poSkozeni vlivem ROS
[119]. Nejméné odolné k peroxidaci jsou membranové lipidy — fosfolipidy, protoze obsahuji
velké mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Peroxidace lipidi, mnohdy
zvana také jako autooxidace lipidi, je tfifazovy proces, zahrnujici iniciaci, propagaci a

terminaci.

(i)  Iniciace

Peroxidace za¢ind atakem ROS na molekuly lipidid s vysledkem odtrzeni atomu vodiku
z methylenové skupiny (~CH,—) za vzniku lipidového radikalu L. Radikaly jako *OH, RO,
HO,", ROO® nebo oxo- ¢i peroxo- komplexni slouéeniny Zeleza [120] jsou schopny odtrhnout
H zlipidu a zahdjit tak proces peroxidace. Nasycené nebo nenasycené mastné kyseliny
s jednou dvojnou vazbou jsou tomuto ataku mnohem odolnéjsi nez PUFA. Nejcastéji dochazi
k odtrzeni vodiku z methylenovych skupin, které jsou umistény mezi dvéma methinovymi

skupinami (=CH-) [121].

(ii)  Propagace

Lipidové radikdly extrémné rychle reaguji v aerobnim prostiedi s kyslikem za vzniku peroxy-
radikalti (LOO®). Ty jsou schopné dale odtrhnout atom vodiku z jinych molekul lipidd za
vzniku lipidovych hydroperoxida se strukturou konjugovanych diend. Iniciace nového fetézce
oxidace se nazyva propagace. Lipidové radikdly mohou opét reagovat s O, za tvorby jinych
peroxidovych radikalt, ¢imz se proces neustale opakuje [122].

Hydroperoxidy jsou velmi nestalé a velmi rychle reaguji s ionty pfechodnych prvki, hlavné
Fe a Cu. Zeleznaté ionty reaguji s hydroperoxidy velmi rychle za vzniku lipidovych

alkoxylovych radikald, Zelezité pomaleji za vzniku lipoperoxylovych radikalt [123].
LOOH + Me™ — LO® + Me™"* (2.12)

LOOH + Me" — LOO" + Me""* (2.13)
(iii) Terminace
Lipidovéa peroxidace je ukoncena reakci mezi dvémi radikély, u¢inkem antioxidanti nebo

vycCerpanim substratu.

Vysledné produkty peroxidace lipidi zavisi na typu oxidované mastné kyseliny, kovech a

reduk¢nich ¢inidlech [90].
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Obrazek 46: Peroxidace lipidi [90]

7.1.7 Markery oxidativniho stresu

Biomarkery jsou definovany jako charakteristické slouceniny, objektivné analyzovatelné a
uznavané jako indikatory normalnich biologickych ¢i patologickych procest nebo odpovédi
na terapeutickou intervenci [124].

Volné radikdly jsou velmi reaktivni. Nejreaktivnéjsi radikal s nejkrat§im polocasem rozpadu
(10° s na 1 mol.I"', 37 °C) je hydroxylovy radikal [90]. Diky kratkému pologasu rozpadu,
vysoké reaktivité a malé koncentraci v biologickych systémech se volné radikaly velmi tézko
analyzuji. Proto se pro hodnoceni oxidativniho stresu pouzivaji tzv. markery oxidativniho
stresu. Tyto indikatory jsou typické produkty vznikajici pii poskozeni biologicky dulezitych
molekul, napf. oxidativnim poskozenim proteint ¢i DNA [125].

Nejvice prostudované jsou biomarkery vzniklé peroxidaci lipidi. Z této skupiny se pro
hodnoceni oxidativniho stresu nej¢astéji pouzivaji o,B-nenasycené reaktivni aldehydy, jako je
malondialdehyd (MDA), 4-hydroxy-2-nonenal, 2-propenal [126, 127] a izoprostany [128-
132], o nichz bude pojednano v samostatné kapitole.

Aldehydy jsou relativné stabilni slouCeniny, které se mohou rozptylit uvnitt bunék nebo
z nich dokonce uniknout a atakovat vzdalené cile. Proto nejsou pouze koneénymi produkty
peroxidace lipidii, ale mohou také ucinkovat jako ,,sekundarni cytotoxické prenasece® pro
primarni reakce [133]. Nékteré z téchto aldehydi jsou schopny reagovat s mnozstvim dalSich
biomolekul, vcetné proteini, DNA a fosfolipidi za vzniku stabilnich koncovych produkth
pfispivajicich k onemocnénim [134].

vvvvvv

srovnani s identifikaci produktii peroxidace, a to z ditvodu jejich strukturni riznorodosti.
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Jako indikatory oxidativniho stresu v lidském téle jsou pouzivany redukovany glutathion
(GSH) a glutathion disulfid (GSSH) [124].

Zakladnim a zaroven i Siroce uzivanym znakem proteinové oxidace jak in vitro, tak in vivo, je
tvorba karbonyld [135]. Proteiny s karbonylovymi skupinami mohou vznikat bud'to pfimo
oxidaci aminokyselin a oa-amidaci nebo nepfimo tvorbou adukti s produkty lipidové
peroxidace nebo glykosylaci a rozvinutou glykosylaci koncovych produkti [136-138]. Pro
svou chemickou stabilitu a stabilitu béhem uskladnéni (10 let pti —80 °C [138]) jsou velmi
vhodné pro analytické stanoveni.

Mimoto bylo vyvinuto nékolik metod pro stanoveni 3-nitrothyrosinu (NO,-Tyr) jako
stabilniho markeru pro po$kozeni NO® oxidanty, a halogenovanych thyrosini (3-chlorthyrosin
a 3-bromthyrosin) pro hodnoceni oxidativniho stresu zpiisobené¢ho halogenovanymi latkami
[139-141].

Jako marker oxidativniho poSkozeni DNA se velmi casto sleduje 8-hydroxy-20-
deoxyguanozin [142-144].

DNA by mohla byt také poSkozena pomoci RNS, zvlast¢ nitraci a deaminaci purini. Rovnéz
pro stanoveni koncovych produkti téchto reakci bylo vyvinuto nékolik metod, ty ovSem musi

byt jesté optimalizovany a ovéteny pied tim, nez budou moci byt bézné pouzivany [143].

7.2  lzoprostany

Izoprostany (IsoPs) jsou skupina prostaglandinim (PGs) podobnych slou€enin, které vznikaji
z polynenasycenych mastnych kyselin (PUFAs) reakci iniciovanou volnymi radikaly. Jejich
vznik in vitro byl poprvé popsan Pryorem a Porterem v 70. letech minulého stoleti. O dvacet
let pozdéji Morrow a kol. objevili, ze jsou tyto slouceniny syntetizovany in vivo v lidskych
organismech [145, 146]. Od té doby bylo shroméazdéno velké mnoZstvi diikazii vedoucich
k z&véru, ze izoprostany, které lze spolehlivé monitorovat neinvazivnimi analytickymi

metodami, pfinaseji informaci o peroxidaci lipida in vitro a in vivo [130].

7.2.1 Nazvoslovi izoprostani

Termin “Izoprostan” je zkracovan jako “IsoP” nebo “IP”. Zkratka IsoP byla poprvé navrzena
Robertsem a kol. scilem vyhnout se kolizi se zkratkou “IP* pro inozitolfosfat a také s
prostaglandinovym receptorem [147]. Zkratka "IsoP” je uzivana ve vétSin¢ odbornych ¢lankd,

ale ob¢ zkratky jsou akceptovatelné.
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Nazvoslovi izoprostanii vychazi ze w-systému dvojnych vazeb PUFA a rovnéz piejima
nékteré prvky z ndzvoslovi prostaglandint [130].

Nazev konkrétniho izoprostanu obsahuje: (i) pismena D, E, F, G nebo H urcujici typ
cyklopentanového kruhu izoprostanu; (ii) dolni index . 2, 3, 4 je pocet dvojnych vazeb; (iii)
symboly g v dolnim indexu fesi stereochemii hydroxylovych skupin na cyklopentanovém
kruhu (pfedpona , znamend, ze hydroxylové skupiny jsou orientovany pod rovinu kruhu, g
nad ni); (iv) Pfedpona Epi- znaci inverzi k normdlni chiralit¢ hydroxylu na postrannim fetézci
(S) Piedpona Iso- chirdlni inverzi bo¢niho fetézce viici zdkladni struktute; (v) Predpona Ent-
znadi antipod izoprostanu; (vi) fimské Cislice I-VIII typ izoprostanu [147, 148] (vii) €islo 5,
8, 12, 15 polohu hydroxylové skupiny a (viii) dolni indexy . (cis) nebo ; (trans) orientaci

postranniho fetézce [128].

8-is0-PGF,
nebo

iPF,_-III
a

HO HO

O/E/\/\COOH .~“\\\W—COOH

3 ””//Y\/\/ o, ////Y\/\/
HO HO

OH OH
15-epi-12-iso-iPF,, -I11 15-epi—8,12-iso-iPF2B-III
nebo

ent-iPF,_-111
a

Obrazek 47: Priklad ndzvoslovi vybranych izoprostani typu III [147].

7.2.2 Mechanismus syntézy izoprostani

Izoprostany mohou vznikat zkyseliny arachidonové (AA), eikosapentaenové (EPA),
dokosahexaenové (DHA), a ¢i y-linoleové (ALA, GLA) a dalSich nenasycenych mastnych
kyselin oxidaci iniciovanou volnymi radikaly. Podminkou pro tvorbu prostaglandinového

kruhu, a tedy i izoprostant, je pfitomnost nejméné tii dvojnych vazeb ve struktufe nenasycené
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mastné kyseliny. Tak naptiklad, zatimco IsoP mohou byt syntetizovany z kyseliny y-

linolenové 18:3 (n-6), cyklizace kyseliny linolové 18:2 (n-6) je nemozna.

7.2.2.1 Tvorba izoprostanit odvozenych od kyseliny arachidonové

Arachidonova kyselina 20:4(n-6) je ,,vSudypiitomna® polynenasycend -6 mastna kyselina.
Chemicky je to karboxylova kyselina s pfimym dvacetiuhlikatym fetézcem a ¢tyfmi dvojnymi
vazbami konfigurace cis. Pfesné oznaceni dle IUPAC (International Union of Pure and

Applied Chemistry) je kyselina (5Z,8Z,11Z,14Z)-ikosa-5,8,11,14-tetraenova.

Kyselina arachidonova je prekurzorem biologicky dulezitych sloucenin — eikosanoidi, které
vznikaji predev§im ucinkem enzyml cyklooxygendzy (COX), cytochromu Psso a
lipooxygenazy (LOX). Vysledné bioaktivni eikosanoidy zahrnuji prostaglandiny (PG),
leukotrieny (LT) a lipoxiny (LX). U lidi se tyto slouceniny Uc¢astni imunitnich a zanétlivych
procesti, souvisi s nadorovymi onemocnénimi a hraji dilezitou roli v imunopatologii [149,
150].

U zivocichti je kyselina arachidonova soucasti bunéénych membran. Zde je soucasti
fosfolipidl, v niz je esterovou vazbou vazana na glycerolovy zbytek. Z fosfolipidu se kyselina
arachidonova muze uvolnit enzymatickou deacylaci ptisobenim enzymu fosfolipaz A, (PLA»),
C (PLC) a D (PLD). Prvnim typem enzymu (PLA) se kyselina arachidonové uvolni piimo,
hydrolyzou esterové vazby mastnych kyselin. Pisobenim PLC a PLD vznikaji arachidonaty
hydrolyzou vazby mezi fosfatem a bazi (PLD) a mezi glycerolem a fosfatem (PLC), z nichz
se volna polynenasycena kyselina uvolni ve druhém kroku, plisobenim enzymu

diacylglycerol- a monoacylglycerol-lipaz [151].
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Obrazek 48: Biosyntéza eikosanoidl z kyseliny arachidonové [152]

Z kyseliny arachidonové jsou pusobenim enzymi cyklooxygendz tvotfeny endoperoxidové
intermediaty PGG, a PGH,, které jsou nasledné¢ transformovany v biologicky aktivni
molekuly zvané prostanoidy [149]. Do této strukturné rtiznorodé skupiny rovnéz patii
slouceniny zvané prostaglandiny: izoprostany D, E a Fy,,.

Neni to davno, co bylo objeveno, ze tyto endoperoxidové intermediaty mohou byt tvoreny i
jinou — neenzymatickou cestou. PGG, a PGH; jsou tedy pojitkem mezi dvémi cestami

produkce izoprostant z kyseliny arachidonové — enzymatické a neenzymatické.

Vznik PGG; intermediata byl popsan dvéma zplsoby:

* Vznik endoperoxidovym mechanismem, kdy prvni molekula kysliku je inkorporovéana do
endoperoxidového kruhu za vzniku dvou hydroxylovych skupin na 1,3-
dihydroxycyklopentanovém kruhu (prostaglandinovy kruh)

» dioxetan/endoperoxidovy mechanismus, vnémz je do prostaglandinového kruhu
zakomponovan az druhy molekulovy kyslik [131, 153, 154].

Druhy mechanismus byva navrhovan pro tvorbu prostaglandinti biosyntézou enzymatickou

cestou, endoperoxidovy mechanismus se upfednostiiuje pro tvorbu téchto sloucenin

indukovanou volnymi radikaly [131].
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Z hlediska izoprostani nejsou enzymatickou cestou a radikalovou tvofeny stejné produkty.
Oxidaci arachidonové kyseliny za pomoci enzymil jsou generovany pouze opticky cisté
bicyklické endoperoxidy PGF,,, zatimco nekontrolovatelny radikdlovy mechanismus vede

k tvorbé racemickych smési [155, 156].

COOP

—_ — COOP
Q\/X/ atak volnymi radikaly peroxidace N\
o .
arachidonova H.\\ 7( 0-0 \

kyselina COOP

HO

(0)
=z
reduk,cy OOH
— COOP
=z
HO OH

izoprostan typu II1

P - fosfolipid

Obrazek 49: Mechanismus tvorby IsoP typu III neenzymatickou cestou [128]. Stereochemie

neni pro jednoduchost znédzornéna.

V endoperoxidovém mechanismu volné radikaly zahajuji peroxidaci kyseliny arachidonové
odtrzenim vodiku z methinového uhliku za tvorby radikalu. Na tento radikal se ihned navaze
molekulovy kyslik za vzniku peroxyradikélu, ktery nésledné atakuje sousedni uhlik s dvojnou
vazbou za vzniku endoperoxyradikdlu. Zn¢j pak interni cyklizaci vznika bicyklicky
endoperoxidovy radikal. K tomuto efektu dochazi, paklize je nizké tenze kysliku a sekundarni
kyslik nereaguje prednostné s endoperoxidovym radikalem. Vysokéd tenze kysliku syntézu
znacn¢ potlacuje. Paklize dojde kinterni cyklizaci, vznikly cyklicky endoperoxyradikal
reaguje s dal§i molekulou kysliku za tvorby bicykloendoperoxidu PGG; a nasledné¢ PGH,.
Tyto nestabilni intermediaty jsou redukovany na F-typ izoprostani PGF, [128, 157].
Neenzymatickym pfesmykem mohou z PGH; intermediant kromé F,-IsoP vzniknout rovnéz
E,- D,-IsoP, izothromboxany (IsoT) a vysoce reaktivni y-ketoaldehydy, nazyvané izoketaly
(IsoK). A,-IsoTx dale podstupuji rychlou neenzymatickou hydrolyzu za tvorby B,-IsoTx.
Dehydrataci D;- a E,-IsoP vznikaji A,- a J,-IsoP [129, 157].
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Obrazek 50: Prostanoidy vzniklé neenzymatickou oxidaci kyseliny arachidonové; IsoP:

izoprostany; IsoTx: izotromboxany; IsoK: izoketaly [129]

Kyselina arachidonové se v organismech nachazi jak volna, tak vazana ve form¢ fosfolipidu.
K tvorb¢ izoprostanti dochazi oxidaci obou forem. Izoprostany vazané ve fosfolipidech jsou
zné¢j uvolnény stejnym mechanismem jako kyseliny arachidonové, popsaném vyse,
plusobenim enzymt fosfolipadz [158].

Peroxydaci kyseliny arachidonové iniciovanou volnymi radikdly mohou vzniknout ctyfi
regioizomery izoprostanu typu F, v zavislosti na atakovaném uhliku. Atakem na C; vznika
typ 11, na Cyp typy IV a V, odstépenim H z C,3 vznikaji izoprostany typu VI. VSechny tyto
regioizomery teoreticky existuji v osmi racemickych diastereoizomerech, coz potencialné

dava 64 F,-izoprostant [132].

typ I
— COOH
HO =
7
— — COOH
10 L
HO =1 HO OH
COOH
COOH S
e
z —
HO OH typ V HO typ VI

Obrazek 51: Struktury vsSech ctyf forem Fr-izoprostani odvozenych od kyseliny

arachidonové. Stereochemie neni pro jednoduchost zndzornéna [159].
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Jak lIze ocekavat, neenzymatickou peroxidaci kyseliny arachidonové vznikne skupina
izoprostanil s jednotlivymi slou¢eninami distribucné rtizné zastoupenymi. Produkty s dvémi
boc¢nimi fetézci v trans konfiguraci k endoperoxidu a cis vztazené k cyklopentanovému kruhu
budou prevladat nad izoprostany s bocnim fetézcem v trans konfiguraci k cyklopentanovému
kruhu. Téch vznika pouhych 10 %. Konformacéni rozdily mohou byt pouzity pro separaci
izoprostanil obsahujicich cis-bo¢ni fetézec od ostatnich prostaglandini v plynové i1 kapalinové

chromatografii [160, 161].

7.2.2.2 Tvorba izoprostanit odvozenych od dalSich polynenasycenych kyselin

Analogicky k peroxidaci kyseliny arachidonové mohou byt stejnym mechanismem tvoieny
dalsi izoprostany odvozené od jinych polynenasycenych mastnych kyselin ptfitomnych
v organismech. Naptiklad peroxidaci kyseliny dokosahexaenové, kterd je ve velkych
mnozstvich obsazena v neuronech a neneuronalnich tkanich v mozku savct, jsou tvofeny
bicyklické endoperoxidy odvozené od DHA (Hs-neuroprostany), jez jsou redukovany na Fy-
neuroprostany a dale D4/E4-neuroprostany [162] a neuroketaly [163]. Konkrétné analyzy Fg4-
neuroprostanti byly vyuzity pro studovani role oxidativniho stresu v neurodegenerativnich
onemocnénich [129].

Rovnéz tvorba novych dinorii izoprostanti E; v rostlinach byla nedavno popsana (1998) [164].
O dva roky pozdéji bylo objeveno, ze peroxidaci kyseliny linolenové iniciované volnymi
radikaly vznikaji izoprostany typu F. Ty byly podle mista syntézy nazvany fytoprostany F,
[165, 166].

7.2.3 Stanoveni izoprostani

F,-izoprostany jsou povazovany za jedny z nejlepSich markerii oxidativniho stresu a lipidové

peroxidace in vivo, protoze [167]:

» jsou specifickymi produkty lipidové peroxidace

* jsou chemicky stabilni v porovnani s dal$imi produkty ze skupiny prostanoidi

= jsou tvofeny in vivo

* jsou pifitomny v detekovatelnych mnozstvich ve vSech tkanich a biologickych tekutinach

» jejich obsah se v organismech znaén¢ zvysSuje vlivem oxidativniho stresu.

Pro finalni stanoveni F,-izoprostani bylo vyvinuto mnoho metod. Ty se skladaji z izolace
pomoci extrakce tuhou fazi (SPE) nebo afinitni chromatografie s pfipadnym vyuzitim

tenkovrstvé chromatografie (TLC) nasledované findlni analyzou. Ta muize byt budto
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imunologickd nebo se pouziva kombinace chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekei [168-170].

Imunologické analyzy lze rozdélit na radioimunoanalyzni (RIA) nebo enzymové
imunoanalyzni (EIA). V kombinaci s hmotnostni spektrometrii se pro separaci izoprostanti
pouziva jak vysokoucinnd kapalinova (HPLC/MS), tak plynova chromatografie (GC/MS)
[19].

Vyhodou stanoveni F,-izoprostanii pomoci GC/MS je efektivni separace na kiemennych
kapilarnich kolonach, spojend se specifickou a vysoce citlivou detekci na hmotnostnim
spektrometru v ptipadé pouziti negativni chemické ionizace se zachytem elektronu
(GC/ECNCI-MS). Elektronova ionizace (EI) neni pfiili§ vhodnd. V ni pouzivand energie
70 eV zplsobuje vysokou fragmentaci izoprostanli davajici na fragmenty velmi bohaté
spektrum, které je specifickym ,,fingreprintem* stanovovanych molekul. Toto spektrum je pro
vSechny F,-izoprostany totozné, je tedy nevhodné pro identifikaci jednotlivych typi
stereoizomert [19]. Navic vysoky stupen fragmentace snizuje citlivost stanoveni.

Nevyhodou pfi stanoveni izoprostani pomoci plynové chromatografie je jejich mala t€kavost.
Proto jsou pted analyzou jejich polarni skupiny derivatizovany. Jako derivatizacni €inidla se
pouzivaji naptiklad pentafluorobenzaldehyd (PFB) pro derivatizaci karboxylové skupiny a
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) k derivatizaci hydroxyla [165, 171].

Pro separaci izoprostanil kapalinovou chromatografii je mozné pouZit jak systému normdalnich
fazi s organickymi rozpoustédly, tak obracenych fazi s vodné-organickou mobilni fazi [19].
K separaci se nejcastéji pouzivaji standardni kolony s oktadecyl- nebo oktylsilikagelem.
Nejcastéji pouzivanou ionizacni technikou pro stanoveni téchto latek pomoci HPLC/MS je
elektrosprej (ESI). Chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) se pouziva vyjimecné.
Nedavno byla napt. pouzita po analyzu eikosanoidii, piedem derivatizovanych PFB [172].

Pro rutinni analyzy se v kombinaci skapalinovou chromatografii nejcastéji pouziva
tandemova hmotnostni spektrometrie s analyzatorem typu trojitého kvadrupolu (HPLC/QQQ
MS). Jednoduchy kvadrup6l neni pro analyzy piili§ vhodny z divodu piekryvani pik
izomerickych izoprostanll a koelujicich necistot. Sférickd iontova past se pouziva spiSe pro
strukturni studie [19].

Pfi analyzach na hmotnostnich spektrometrech s trojitym kvadrupolem jsou monitorovany
vétSinou fragmentové ionty v MS/MS negativnim modu. Prekurzory jsou m/z 353 pro
izoprostany nebo m/z 357 pro jejich tetradeuterované analogy. Prikopniky MS/MS analyz
eikosanoidu byla skupina Waugh a kolektiv, ktefi poprvé popsali specifické fragmenty tii ze

Ctyt izoprostanovych typa [173].
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Ve tkanich a tekutindch savcl jsou nejvice obsazeny izoprostany VI. skupiny, nejcastéji se
analyzuji izoprostany typu III [174].

Je mozna analyza jak volnych nebo suma volnych i vdzanych izoprostanii ve fosfolipidech.
Protoze téch vazanych se v organismech syntetizuje vice, stanovuje se obvykle suma obou.
Izoprostany se z fosfolipidu uvolni alkalickou hydrolyzou v pocatecnim kroku ptipravy

vzorku [175].
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7.3  Oxidativni stres a blednuti koralu

wewvr

zemi. Posledni tfi desitky let tato spoleCenstvi podléhaji intenzivni celosvétové degradaci
nazyvané Coral bleaching — Blednuti koralli [176]. Jde o proces, pii kterém koraly ztrati
jejich tasovy symbiont nebo pigment téchto organisml zijicich s kordly v symbioze
degraduje. Blednuti korald mutze byt indukovano riznymi faktory; naptiklad vysokou ¢i
nizkou teplotou, nadmérnym ozaienim nebo bakteridlni infekci. Tyto a dal$i environmentalni
faktory pak mohou mit za nasledek iniciaci zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku
v koralech, a tim jejich poskozeni [177-180].

Jak ale souvisi blednuti korali s jejich poskozenim vlivem oxidativniho stresu?

K tomuto vysvétleni bylo navrzeno nékolik modelt. Jeden znich vysvétluje, ze vlivem
»stresoru®, jako je napiiklad vysoka teplota, mize dojit k destabilizaci fetézce ptrenosu
elektronti v ramci fotosyntézy, coz ma za nasledek zvySeni tvorby ROS a naslednou tvorbu
H,0, v chloroplastech tfas [180-183]. Molekuly peroxidu pak mohou difundovat ztas do
cytoplazmy symbiotického kordlu. Zde pak muize byt peroxid ,,neutralizovan® antioxida¢ni
obranou organismu, nebo konvertovan na jinou, mnohem $kodlivé;jsi reaktivni formu kysliku

mechanismy popsanymi v kapitole oxidativniho stresu, vedouci k oxidativhimu poskozeni

koralu az k jeho smrti [91, 180].

Predev§im zvySenim teploty, environmentalni kontaminaci a acidifikaci mofi zplsobené

zvySenim obsahu CO,; v atmosféie, dochazi k degradaci koralovych tUtesi.

7.3.1 Sasanka koniska (Actinia equina) [184-186]

Protoze koraly jsou malo dostupné, byl hledan jiny, vhodnéjsi organismus, ktery by mohl byt
pouzit pro testovani moznosti vyuziti izoprostanti pro studium oxidativniho stresu koralnatci.

Nejvhodnéjsim se ukdzala byt sasanka kotiska — Actinia equina.

Klasifikace:

Rise: Animalia — Zivo&ichové
Kmen: Cnidaria — Zahavci
Tfida: Anthozoa — koralnatci
RA4d: Actinaria — sasanky

Celed”: Actiniidae — sasankoviti
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Actinia equina, anglicky zvana Beadlet Anemone, obyva studené¢ vody vychodu Atlantického
ocednu, pobiezi Britanie a Irska, n€které druhy lze rovnéZ najit ve Stfedozemnim mofii. V
terénnich podminkach je velmi dostupnd, nebot se vyskytuje v piilivovych zénich na
skalnatém podkladu. Teplotni tolerance téchto organismii je 2 — 28 °C, coz je pro teplotni
experimenty idedlni. Objeveny byly také kolonie zijici v tusti fek, z ¢ehoz lze usuzovat na
urcitou toleranci téchto organismi vii¢i kolisani salinity vody.

Barevné jsou Actinia equina velmi rozmanité; pokryvaji barevny rozsah od Cervené pries
oranzovou az po zelenou. Nejbéznéjsi je Cervena forma. Oproti n¢kterym ,,obfim* druhiim
moiskych sasanek jsou velmi malé. Dortstaji velikosti 7cm v priméru a 6 cm vysky
maximalné. Na rozdil od ptibuznych kordlti nemaji ochrannou kostru, pouze zpevnéné télo. Z
anatomického hlediska maji sasanky tfi hlavni ¢asti: ramena, trup (gastrovaskularni dutina,
hltan, pohlavni zlazy a svaly), a nozni ter¢ (ktery ji pevné drzi k podlozi). Ramena (obvykle
192) jsou rozmisténa radidln€ v Sesti kruzich kolem gastrovaskularni dutiny. Pod nimi na
vnéjSim okraji trupu maji svétle modré skvrnky nazyvané acrorhagi, které jsou plné zahavych
bunck.

Jsou to hermafrodité; rozmnozuji se pohlavnim pucenim a ziji velmi dlouho (az 80 let).
Sasanky jsou predatofi. Jejich traveni je extracelularni, jsou schopny poziit témét vse, co

zachyti. Nejcastéjsi potravou jsou Skeble, mékkysi, hmyz a stejnonozci. Dokazou stravit i

vétsi ryby, které pfedem omraci knidoblasty na ramenou.

Obrazek 52: Blednuti korald [187](vlevo) a Actinia equina [188](vpravo)
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Actinia equina neni na Cerveném seznamu ohroZenych druhti IUCN (JUCN Red List)

vydavaném Mezinarodni unii pro ochranu ptirody a ptirodnich zdrojti [189].

Pro laboratorni experimenty byla Actinia equina pouzita predevsim z divodt vétsi hojnosti a
dostupnosti téchto organismil v terénnim prostiedi, nez jsou koraly. Paklize by se potvrdila
myslenka, ze by izoprostany mohly byt vyuzity jako markery oxidativniho stresu téchto
organismil, bylo by velmi pravdépodobné, Ze by oxidativni stres mohl byt stejnym zpiisobem

studovan i u dal$ich ¢lent skupiny koralnatct, tedy i u samotnych korali.
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pouzité chemikalie a standardy

V této praci byla pouzita kyselina arachidonova C20:4, > 98% (1) (Cayman Chemicals, USA),
standardy izoprostant: 8-izoprostan (iPF,-III) > 99%(s); 5-1PF,,-VI, > 95%, (aq v ACN);
1PF2,-1V, > 98%, (aq v ACN); (Cayman Chemicals, USA), O, (Linde Gas, N), kyselina
nonadekanova C19:0, > 99% (1) (Sigma Aldrich, USA), rozpoustédla cistoty pro HPLC
analyzy (Rathburn Chemicals Ltd., UK) a dal$i bézné dostupné chemikalie (K;HPOy4,
KH,PO4, H,O, NaBH4 CuCl,, NaOH, HCI, trifenylfosfin, butylhydroxytoluen, NaCl,
Mohrova stl: (NH4),SO4.FeSO4.6H,0) vSe Cistoty p.a.)

8.2 Instrumentace pouzita k analyzam

Tabulka 8: Ptehled pfistroji pouzitych k analyze

Technika Nazev Specifikace MS  Vyrobce Ovladaci software
HPLC Waters 2695 - Waters, USA MassLynx™
Quatro ™
MS ESI-QQQ Waters, USA MassLynx
Micro™ API
HPLC Ultimate 3000 - Dionex, USA Chromeleon® verze 6.8
) Bruker Daltonics,
MS Esquire HCT ESI-3D-IT Bruker verze 3.4
Neémecko
Bruker Daltonics,
MS Micr-o-TOF ESI-TOF Bruker verze 3.4
Némecko

8.3  DalSi pouZivana zarizeni

V experimentech s regulovanou teplotou byl pouzit inkubator pro rostliny SGC 120 (Weiss
Gallenkamp, UK).
Mikroskopovani tkani bylo provadéno na elektronovém mikroskopu s detektorem dispergujici

energii rentgenovych paprskit (SEM-EDXA) Topcon SM 300 (Topcon, USA).
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8.4  Postupy a podminky méreni

8.4.1 Syntéza smési izoprostanu

8.4.1.1 Metoda I

30 uM kyseliny arachidonové bylo smichano s 500 ul 0,01 M NaOH a ihned suspendovano
ve 25 ml fosfatového pufru (13,4 ml 50 mM K,HPOy s 36,6 ml 50 mM KH,PO, adjustovano
na pH = 7,3). Dale bylo ptidano 50 ul H,O, a 500 pul 3 mM CuCl; a vSe bylo michano po
dobu 12 hodin pfi teploté 5 °C. Po ptidani malého mnozstvi (na Spicku noze) NaBH,4 byla
reakéni smés ponechdna 30 min v klidu pfti laboratorni teploté a na zavér okyselena na pH 3-5

0,5 mM HCIL.

8.4.1.2 Metoda I1

0,5 g kyseliny arachidonové rozpusténé ve 25 ml smési methanol:voda (v/v 50:50) bylo
probublavano O, po dobu 2 minut. Thned poté byla baiika uzaviena a smés michana 10 dni pfi
laboratorni teploté. Po pfidani 8,3 ml roztoku trifenyfosfinu (TPP) v CHCI; (3 g TPP ve 25 ml
CHCIl;) byla smés ponechana 30 minut v klidu pfi laboratorni teploté. Po ptidani 2 ml
nasycen¢ho roztoku NaCl byla organicka faze oddélena od vodné a nasledn¢ odpafena na
rotacni vakuové odparce do sucha. Odparek byl rozpustén v 10 ml vody a po piiddni NaBH,4

(na Spicku noze) bylo upraveno pH na 3-5 okyselenim 0,5 mM HCI.

8.4.2 Transport a chov sasanek Actinia equina pro experimenty

Pro optimalizaci podminek stanoveni bylo nékolik jedinct Cervené formy sasanek Actinia
equina dovezeno zplaZze Severntho mofe na okraji mésta Thurso do laboratofe
Environmentalniho vyzkumného ustavu. Ze skalnatych tutest byly sasanky koiiské opatrné
sloupnuty v dobé odlivu tupym, plochym, 2 mm tenkym ocelovym pliskem tak, aby nedoslo
k jejich poranéni. Transport trval nanejvyse 10 minut. Sasanky byly pfevazeny v plastovych
boxech s mofskou vodou. Pro experimenty byli vybirdni vzdy jedinci o pfiblizné stejné
velikosti (v priméru 3 cm). Sasanky jsou hermafrodité, proto nebyl bran ohled na jejich
pohlavi.

Takto ziskani jedinci byli v laboratofi chovani ve sklenénych akvariich s motskou vodou pfi
teploté 15 — 17 °C. Akvaria byla vybavena provzdusnovacim zafizenim. Voda byla ménéna
kazdy druhy den. Protoze experimenty byly zalozeny na principu zmény teploty lazné€, bylo

pfi vyméné vody vzdy dbéano na to, aby Cistd voda méla stejnou teplotu jako voda v akvariu
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pied jeji vyménou. Sasanky byly pfed experimentem tfikrat tydné krmeny krmivem pro
rybicky Artemia Brine shrimp (Nutis, UK). V pribéhu provadéni experimentli krmeny
nebyly.

Obrazek 53: Odebrané tkdn¢ Actinia equina

Pro validaci metody a finalni experimenty, pracovné zvané jako kratkodoby a dlouhodoby,
byli pouziti jedinci nové z moie odebrani. Odbér byl proveden ztéhoZ mista, stejnym
postupem jako organismy, které byly pouzity pro optimalizaci postupu stanoveni izoprostantl.
Pro stanoveni redlného mnozstvi izoprostant ve tkanich sasanek Actinia equina zijicich volné
v mofi byly odebrany tkan¢ pfimo na tutesech asi z cca 50 jedinc. Hodnoty izoprostana
stanovenych v téchto jedincich pak byly pouzivany v dlouhodobém a kratkodobém
experimentu jako hodnoty v ¢ase t = 0 hod.

Ve vSech experimentech byly z testovanych organismi odebirany tkdn€¢ — ramena Actinia

equina, které byly ziskany sttithanim chirurgickymi ocelovymi nizkami.

8.4.3 Popis vyslednych experimenti

8.4.3.1 Kratkodoby experiment

V prvnim, tzv. kratkodobém, experimentu bylo 30 sasanek koniskych rozdéleno do Sesti
plastovych nadrzi s motskou vodou. Umistény byly do inkuba¢niho zatizeni SGC 120 (Weiss
Gallenkamp) vytemperované¢ho na 15 °C (pti 60 % relativni vlhkosti) a ponechany pii této
teploté ptes noc. Jako vedlejsi €inidlo iniciujici oxidativni stres byla pouzita Mohrova sil ve
finélni koncentraci 30 uM. Ta byla pfidana rano v prvni den experimentu, tj. po 12 hodinach,

do jednoho z 6 akvarii. V tomto okamziku byly rovnéz odebrany prvni vzorky — tkané
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sasanek Actinia equina z prvnich dvou nadrzi, tj. z akvaria s pfidanym ¢inidlem a z jednoho
ze zbyvajicich 5 akvarii bez ptidaného €inidla. Obdobné byl proveden odbér tkani ze stejnych

organismil po 2, 6 a 24 hodinach (druhy den rdno) — Experiment A

Obrazek 54: Testované organismy Actinia equina v kratkodobém experimentu

Vecer v den posledniho odbéru tkani byla zvySena teplota inkubétoru z 15 °C na 25 °C a 2
akvaria s ,,jiz testovanymi sasankami byla z inkubatoru odstranéna a nahrazena nadrzemi
s novymi, ¢erstvé v moii nasbiranymi organismy.

inkubaci bylo rano po 12 hodinéch pfidano ¢inidlo do jedné z nadrzi s organismy umisténymi
den pfed tim do inkubdtoru a do jedné z nadrzi se sasankami, které byly v inkubétoru od
pocatku experimentu. Stejné jako u diivejsi ¢asti experimentu byly dals$i odbéry provedeny po
2, 6 a 24 hodinach — Experiment B a D.

Vecer v tyz den byla zvySena teplota z 25 °C na 29 °C a shodné s predchéazejicim postupem
byla 4 akvaria s ,,jiZ testovanymi‘ sasankami nahrazena 2 nadrzemi s novymi. Opét po no¢ni
inkubaci byl rano po 12 hodinéch pfidan hexahydrat siranu amonno-zeleznatého do tentokrat
ttech ze Sesti inkubovanych nadrzi a tkané z testovanych sasanek byly odebirany v témze

casovém sledu jako dfive na pocatku a pak po 2, 6 a 24 hodinach — Experiment C, E a F.
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Pro nazornost byl experiment znazornén graficky (obr. 55). V ném obdélniky znaci 1azné
s organismy umisténymi do inkubétoru o riiznych teplotach. Pismeny A az F jsou oznaceny
jednotlivé lazn€. Napft. organismy v lazni C byly vystaveny vSem tfem teplotam; 15 °C, 25 °C
a 29°C. Toto znaceni dil¢ich experimenti je nésledn¢ dodrzovano i pro identifikaci
experimentll ve vysledkové ¢asti. M znaci lazen s piidanym c¢inidlem, tmavomodré pozadi
lazni zvyrazituje organismy cerstvé pienesené¢ z moie do inkubatoru . Nize je pak zndzornéno

casoveé rozvrzeni experiment.

15°C
25°C
18 J[8 |8 [ ] o [ ow | 29°C
[ c Jlc J|Cc]lec JLe e ]| c Jlcw |[EJ[Ew | e NN
AT e
7°C
) 12 14 18 odbéry vzorkU 36
i !
+M

t(h)

Transport organismu
do inkubatoru + zména
teploty inkubatoru

Obrazek 55: Schéma kratkodobého experimentu

8.4.3.2 Dlouhodoby experiment

V dlouhodobém experimentu bylo 30 testovacich organismii Actinia equina rozd€leno do
dvou akvérii s provzdusiiovanou moiskou vodou. Do jednoho z nich byla ptidana Mohrova
stl ve finalni koncentraci 30 uM. Ob¢ akvaria byla ponechana po dobu celého experimentu
v laboratofi pfi teploté 19 + 1 °C. Tkéan¢ byly z testovanych organismu z obou l4zni odebirany

2.,5.,8.a10. den.
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Obrazek 56: Testované organismy Actinia equina v dlouhodobém experimentu

8.4.4 Piiprava vzorki pro analyzy HPLC/MS/MS

8.4.4.1 Hydrolyza izoprostanit vazanych na fosfolipidy

Tkané sasanek Actinia equina (60 £ 0,1 mg) byly hydrolyzovany 1 ml 1 M KOH ve 40 °C po
dobu 50 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl pfidan 1 ml 1 M HCI a pro upravu pH
a vysrazeni proteinti 2 ml 100 mM kyseliny mravenci. Vzorek byl nasledné centrifugovan pii

2400 g po dobu 10 min.

8.4.4.2 Extrakce tuhou fazi

Ze supernatantu po centrifugaci byly izoprostany izolovany extrakci tuhou fazi. Pro tento ucel
byly pouzity kolonky Strata-X 33 um s obracenou fazi na polymernim sorbentu
(Phenomenex, USA) obsahujici 200 mg sorbentu (pro 3 ml vzorku) a 30 mg sorbentu (pro
1 ml vzorku).

Kolonky Strata-X 200 mg /3 ml byly kondicionovany 2 ml ACN a nésledn€ 2 ml vody. Po
kvantitativnim naneseni celkového objemu vzorku po centrifugaci byly kolonky promyty 5 ml
vody a 2 ml smési ACN:voda (20:80; v/v). Izoprostany byly eluovany 4 ml smési ACN:voda
(50:50; v/v).

V dalsim kroku byly pouzity kolonky s30mg sorbentu na 1ml vzorku. Ty byly
kondicionovany 1 ml ACN a 1 ml vody. Po naneseni vzorku piecisténého prvni extrakei a

ziedéného 6 ml vody byly promyty 3 ml vody. [zoprostany byly eluovany 3 ml methanolu.
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Ke vzorku bylo pfiddno 30 ul 1 nM C19:0 nasycené mastné kyseliny, jako vnitiniho
standardu pro ESI-MS a 20 pl butylhydroxytoluenu slouziciho jako antioxidant. Pfed
analyzou HPLC/MS byly vzorky ptefiltrovany pies filtracni zafizeni z bunicité vaty pfedem

vyextrahované v dichlormethanu.

8.5 Nastaveni hmotnostnich spektrometrii pro analyzy

Pro analyzy izoprostanti v tkanich Actinia equina byly pouzivany tifi hmotnostni
spektrometry. Ty byly nejprve naladény standardnim zpisobem pomoci ladicich smési,
nasledn¢ byly hledany nejvhodné&jsi parametry pro stanoveni izoprostantl.

K tomuto ucelu byla pouzita smés izoprostand pfipravena in-vitro z arachidonové kyseliny s
methanolem (1:50 v/v) davkovana do elektrospreje hmotnostnich spektrometra piimou infuzi.
U hmotnostniho spektrometru na principu iontové pasti Esquire HCT (Bruker Daltonics,
Némecko) byla nastavena hodnota m/z 353,3 ([M-H]") a bylo provedeno automatické ladéni
pfistroje na tuto hodnotu. Infize byla provadéna rychlosti 5 ul.min™.

Moznost automatického ladéni u hmotnostniho spektrometru s analyzatorem trojitym
kvadrupélem Quatro Micro™ API (Waters, USA) nebyla mozna. Optimalizace byla
provadéna manudlni zménou nastaveni MS (napf. zménami napéti na kapilaie, kuzelu,
koncovych elektrodach, fragmentacni amplitudé, teploty a pritoku suSiciho plynu, teploty
iontového zdroje aj.). Sledovanim intenzity pikil izoprostani o m/z 353,3 ([M-H]) a stability
elektrospreje jako odezvy na ménici se nastaveni byly hleddny nejvhodnéjsi parametry pro
stanoveni t&chto latek. Infize byla provadéna rychlosti 5 pl.min™.

Hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu Micr-o-TOF (Bruker, Némecko) byl pouzit

pouze vyjimecné, a proto byl naladén pouze standardnim zptsobem.
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Finalni podminky stanoveni izoprostani HPLC/MS/MS

Izoprostany byly ve tkanich Actinia equina analyzovany pomoci HPLC-ESI/QQQ MS

systému na piistrojich Waters 2695 a Quatro Micro'™ API za findlnich, optimalizovanych

podminek uvedenych v tabulce 9.

Tabulka 9: Parametry stanoveni

Kolona

Prutok mobilni faze
(MF)

Slozeni MF

Gradient MF

Nastiik vzorku
Nap¢ti na kapiléie
Napéti na skimmeru
Napéti na extraktoru
Napéti na RF
elektrodach

Prtok a teplota
susiciho plynu
Teplota iont zdroje
Pritok zmlzovaciho
plynu

Detekce

MS/MS kolizni energie
Nastaveni MRM

Luna S5pm, C(18)2, 250 x 2 mm
(Phenomenex, USA)

0,2 ml.min’!

Slozka A — mravencan amonny (pH = 3)
Slozka B — MetOH:ACN (70:30, v/v)

Pocatek 55 % B, ve 12 min 100 % B
(drZzeno 15 min), ve 30 min pocatecni

slozeni
10 ul
2,7kV
35V
3V
0,5V

N, @ 400 Lh', 350 °C

100°C
N> @ 10 L.min™

Negativni ionty
25 a.u.

353 —>155; 353 = 115; 353 —193;
353 =>127;351>115; 351 —>155;

381 =155
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Syntéza izoprostani in-vitro

Oxidaci arachidonové kyseliny je teoreticky mozné ziskat celkem 64 stereoizomerd
izoprostanti. Pro optimalizaci jejich separace pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie a pro studium fragmenta¢nich mechanismli hmotnostni spektrometrii byla in-

vitro z Kyseliny arachidonové syntetizovana jejich smés.

Pouzity byly dva postupy. Prvni znich byl na principu modifikované Fentonovy reakce.
Postup pro syntézu timto zplisobem byl popsan ve ¢lanku Waugh a kol. [173]. V ném byly
hydroperoxidy tvofeny z kyseliny arachidonové po jeji rekci s H,O;, za ptitomnosti CuCl,
s naslednou redukci na izoprostany pridavkem SnCl,.

Pti pouziti tohoto postupu se nepodafilo izoprostany syntetizovat a kyselina arachidonova
zUstala nezreagovand. Jedinou odchylkou od postupu uvedeného v citované publikaci byla
teplota reakce. V publikaci je uvedeno michéani pii 5 °C, my pracovali za laboratornich
podminek (18 °C). Tato podminka by mohla byt divodem neuspésnosti experimentu. Protoze
laboratorni podminky ustavu, kde byla prace provadéna, neumoziiovaly splnéni pozadavku
neustalého michani za takto nizkych teplot, byl postup nahrazen ob¢asnym, ale intenzivnim
michanim reak¢ni smési a jejim nepietrzitym uchovavanim v lednicce. AZ za pouziti tohoto
modifikovaného postupu a ndhrady doporu¢ovaného redukéniho ¢inidla, jimz byl SnCl,, za
nami pouzity NaBHy4, se podafilo touto cestou izoprostany ptipravit.

Pro nevelkou uspéSnost pii syntéze izoprostani prvnim postupem byl vyzkouSen postup
napoprvé. Tento postup vychézel z publikace Parchmana a kol. [164]. V ni autofi popisuji
syntézu fytoprostanl z kyseliny o-linolenové autooxida¢ni reakei. Analogicky lze pfipravit i
izoprostany z arachidonové kyseliny. Pro naSe ucely byla kyselina a-linolenova nahrazena
arachidonovou a citovany postup byl modifikovan do podoby, kterd je uvedena
v experimentalni ¢asti. PredevSim byla upravena cast, kde byla reakéni smés Cisténa
sloupcovou chromatografii na silikagelu. Ta byla v naSem ptipad¢ nahrazena extrakci tuhou

fazi.
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9.2 Optimalizace podminek stanoveni

9.2.1 Optimalizace pfipravy vzorki

K optimalizaci postupu izolace izoprostanti z tkani bylo pouzito 30 mg tkan¢ Actinia equina.
Tato tkan byla pro tvorbu izoprostanti ponechana po dobu 6 hodin v 0,3 % roztoku H,O,.
Kombinace zminéné koncentrace a doby reakce byla zvolena jako nejvhodnéjsi na zékladé
predchazejicich experimentii. Pii vyS$8i koncentraci H,O, uZz dochéazelo ke zna¢nému
poskozeni tkani. To bylo pozorovano mikroskopickou analyzou na pftistroji Topcon SM 300.
Kratsi doba oxidace (2 hodiny) se ukdzala byt pro tvorbu izoprostani nedostacujici, k jejich
tvorbé dochézelo, ale pro optimalizaci se jevilo jako vhodnéjsi pouzit tkané s vét§im mnozstvi

testovanych latek. Po delsi dobé oxidace (24 hodin) byla jiz tkan opét poskozena.

9.2.1.1 Hpydrolyza izoprostanii vazanych ve fosfolipidech

Izoprostany se nachdzeji v organismech volné a vazané ve fosfolipidech; z nich se daji
uvolnit alkalickou hydrolyzou. ProtoZe vazanych izoprostani je v organismech mnohem vice
a mnozstvi téch volnych by bylo pro analyzy nedostacujici, byla vzdy provedena hydrolyza
testované tkan¢.

Postup hydrolyzy byl zvolen na zakladé postupti popsanych v fad¢ publikaci, které se v této
¢asti zpracovani vzorku shodovaly [190-193]. V ramci optimalizace byla pouze testovana
doba trvani hydrolyzy (40 — 60 min) a teplota, pii které byla provadéna (40 — 80 °C); tyto
udaje se v publikacich lisily. Protoze vliv fyzikélnich cCiniteld na obsah izoprostani ve
vzorcich nebyl pozorovan, byla pro finalni ptipravy vzorkl pouzita teplota nejnizsi, ke tkdnim

nejSetrnéjsi (40 °C), a doba primérna, tedy 50 minut.

9.2.1.2 Extrakce izoprostanit tuhou fazi

Pro izolaci izoprostanli byly testovany dva typy principielné odlisSnych SPE kolonek; systém
s obracenymi fdzemi na polymernim sorbentu Strata-X 33 um 200 mg/3 ml a slaby anex
Strata-X-AW 33 pum 200 mg/6 ml (ob&é Phenomenex, USA). Zatimco Strata-X jsou vyhradné
pouzivany pro izolaci neutralnich sloucenin, Strata-X-AW se slabym anexem na polymernim
sorbentu jsou vhodné pro retenci kyselych sloucenin s pK, mensim nez 5 (pK, izoprostant je
blizkeé 5 [194]).

Testovaci analyzy prokézaly moznost pouZiti obou typti SPE kolonek. V obou ptipadech byly

izoprostany na kolonkach sorbovany a zvolenym rozpoustédlem kvantitativné eluovany.
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K optimalizaci a vyslednym analyzam byly pouzity kolony Strata-X pouze z divodu snazsi
dostupnosti.

Optimalizace postupu izolace pomoci SPE byla zamétfena piedev§im na vybér vhodného
eluéniho ¢inidla. V pocatku byly izoprostany eluovany 2 ml methanolu. V pribéhu
experimentu bylo zjisténo, Ze tato volba je nevhodna jak objemem, tak selektivitou eluce.
Analyzy pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii ukazaly, Ze Cistym
methanolem bylo z kolonky koeluovano také velké mnozZstvi mastnych kyselin. Cestou ke
zlepSeni izolace izoprostanti bylo bud’to zvolit vét§i mnoZstvi organického rozpoustédla pro
eluci jak izoprostanti tak mastnych kyselin, nebo najit jiny, selektivnéjsi zptsob eluce
izoprostanti. Vhodné bylo pouziti smési methanolu s tuky nerozpoustéjicim ¢inidlem — vodou.
Eluce izoprostanil zacinala pti smési metanol : voda 50:50 (v/v). VéEtsi eluéni silu nez metanol
ukdazal acetonitril, ktery byl testovan v dalSich krocich optimalizace a nakonec byl zvolen pro
findlni extrakci. Pfi smési ACN:voda byly izoprostany eluovany uz smési 30:70 ACN:voda
(v/v) a mnozstvi vySe uvedenych balastnich latek bylo podstatné nizs§i. Nevyhodou tohoto
jednoduchého postupu bylo sloZzeni konecného extraktu, ktery obsahoval velké mnozstvi
vody. Proto ve druhém kroku piipravy vzorkl byla pouzita dalsi SPE kolonka, slouzici
predevsim k pfevedeni izoprostanii do ¢istého methanolu, ktery bylo nasledné mozné odpafit
az na vysledny objem 100 pl.

Protoze izoprostany byly ve vzorcich obsazeny ve stopovych koncentracich, bylo v ramci
optimalizace hleddno také maximalni mnozstvi tkdné, které¢ jesté¢ bylo mozné na uvedeny typ
kolonek aplikovat, aniz by doslo k jejich pfetizeni. Timto maximem bylo 60 mg tkané Actinia

equina, které bylo pouzito pro finalni experimenty.
9.2.2 Optimalizace stanoveni izoprostani pomoci HPLC/MS/MS

9.2.2.1 Vybér hmotnostniho spektrometru

V Environmental Research Institute, University of the Highlands and Islands (Skotsko, UK),
kde byla tato prace zpracovavana, bylo mozné pro stanoveni izoprostanti pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii pouzit tti HPLC/MS systémy. VSechny systémy
mély vzdy ionizaci elektrosprejem, ale byly vybaveny rliznymi typy analyzatort. Byl jim
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu Micr-o-TOF s moznosti
fragmentace, dale nizkorozliSovaci MS s analyzatorem typu sférické iontové pasti a rovnéz

nizkorozliSovaci MS s analyzatorem typu trojitého kvadrupdlu.
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Z kyseliny arachidonové je mozné pfipravit 4 typy izomerl izoprostanu. Tti z téchto typa
jsou charakterizovany specifickym iontem produkovanym fragmentaci prekurzorového iontu
m/z 353 pii tandemové hmotnostni spektrometrii v negativnim modu. Jsou to fragmenty m/z
115 pro typ VI, m/z 127, m/z 155 pro typ IV a m/z 193 pro typ III. Tyto fragmenty byly
ziskany fragmentaci izoprostanovych standardii: iPF,u-II1, 5-iPF,-VI a  iPFpu-1V
davkovanych do MS siontovou pasti pfimou infuzi a shoduji se s udaji uvedenymi
v literarnich zdrojich [173].

Zcela jedineéné pro piislusné typy izoprostani uvedené fragmenty vzdy nebyly, napft.
fragment m/z 193 byl nalezen rovnéz u izoprostanu typu VI. V ,nevlastnich® typech ovSem
byly tyto fragmenty vzdy s mensi nez 10 % odezvou k hlavnimu fragmentu specifickému pro
danou skupinu. Predpoklddalo se, Zze tato skuteCnost nebude kvalitu stanoveni nijak
ovliviovat.

Na zékladé¢ studia literarnich zdroji nebylo mozné urcit fragment skupiny izoprostand typu V.
Rovnéz MS/MS analyza piimou infuzi in-vitro ptipravené smeési izoprostani nebyla k jeho
objasnéni pfili§ ndpomocna. Protoze ani standard slouceniny této skupiny izoprostanti nebylo
mozné ziskat, ale nebylo ani potieba tuto skupinu sledovat, byla prace sméfovéana ke studiu

pouze tii typi izoprostantl.

Ackoliv Micr-o-ToF mohl pracovat v pseudo-MS/MS modu (kolizn¢ indukovana fragmentace
bez moznosti selekce prekurzoru) a v pritbéhu zpracovani prace se zkuSebni analyza na ném
ukdzala velmi uzite¢nou, bylo pro finalni analyzy vybirano mezi hmotnostnim spektrometrem
s analyzatorem typu iontové pasti a trojitym kvadrupolem.

Vybér byl provadén na zakladé srovnéani spekter ziskanych pfimou infizi smési izoprostana
ptipravené in-vitro s methanolem 1:50 (v/v) do elektrospreje hmotnostnich spektrometrti a
rovnéz na zéklad¢ porovnani chromatogramt ziskanych analyzou této smési pomoci
HPLC/MS. Jiz z ptimé infuze byly patrné rozdily mezi testovanymi piistroji. Zatimco u
hmotnostniho spektrometru s analyzatorem QQQ byly dominantni piky o nizSich m/z,
hmotnostnim spektrim z iontové pasti dominovaly piky vysSSich poméri m/z vzniklé

odstépenim H,O a CO; (viz obr. 57).
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Obrazek 57: Porovnani fragmentace smési stereoizomerl izoprostanii; Nahote MS spektrum
z ESI-QQQ MS, dole ESI-IT MS, zelen¢ oznacené jsou specifické fragmenty charakteristické

pro riizné typy izoprostant, fialové fragmenty vzniklé odstépenim H,O a CO,
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Tato ztrata vody a oxidu uhli¢itého je stejna pro vSechny stereoizomery izoprostanti a neni
tedy nijak pouzitelnd pro rozliSeni typt téchto latek. Niz§i intenzita specifickych
fragmentovych piki na MS s iontovou pasti a s ni i souvisejici nizsi citlivost oproti QQQ byla
patrna i z chromatogramti z HPLC/MS analyz, pfi nichz byly sledovany jak prekurzorovy
iont, tak 1 vzniklé fragmenty za pomoci izoprostanovych standarda. Pro vysledné stanoveni

izoprostanil byl tedy zvolen hmotnostni spektrometr s analyzatorem trojitym kvadrupodlem.

9.2.2.2 Optimalizace separace izoprostanii

K optimalizaci stanoveni izoprostanti pomoci HPLC/MS/MS byla pouzita smés izoprostanti
ptipravend in-vitro s methanolem 1:50 (v/v) a standardy izoprostanii iPF,,-1I1, 5-iPF»,-VI a
iPF2,-IV 0 koncentracich 0,1 pg.ml". Smés byla pouzita predeviim pro optimalizaci separace

stereoizomerl izoprostant. Standardy byly vyuzity k uréeni mezi detekce metodiky.

Jako vychozi byla pouzita metoda separace popsana v ¢lanku Sicilia a kol. [193]. V ném
autofi pro separaci izoprostanii pouzili mobilni fazi slozenou z 0,1 M octanu amonného
(slozka A) a smési ACN:methanol (slozka B). Vramci testovani mobilni fize byla
vyzkousena nahrada octanu amonného mravenc¢anem amonnym, ktery se povazoval za rovnéz
vhodny pro separaci téchto latek. Nahrada se ukazala byt pfinosnou. Za stejnych podminek
pfi srovnatelné separaci se pfi pouziti mraven¢anu amonného téméf o dvojnasobek zvysila
intenzita izoprostanovych pik. Nevyhodou pouziti mravencanu amonného byla jeho mensi
elucni sila. Protoze ale po celou dobu optimalizace byla snaha o zlepSeni mezi detekce
metodiky, vychazejici ze stopového mnozstvi izoprostanti obsazeného v realnych vzorcich,
byl jako slozka mobilni fize mravencan amonny upiednostnén pied octanem amonnym.

V dal$im kroku byl testovan gradient a prutok mobilni faze. V ramci experimentl se ukéazalo,
ze s narustajicim procentualnim obsahem methanolu ve smési methanol: ACN se zvySovala
intenzita stanovovanych piki. Patrné dochazi k lepsi ionizaci izoprostani v metanolu nez
v acetonitrilu, a to diky OH skuping, pfitomné ve struktufe methanolu, kterd interaguje
s izoprostany a podili se na jejich lepsi ionizaci. ACN zase oproti methanolu vykazoval lepsi
separa¢ni ucinky (To mj. bylo rovnéz pozorovano pti optimalizaci isolace izoprostani SPE.).
Vysledné slozeni mobilni faze a jeji pritok byl zvolen na zdkladé kompromisu mezi
nejvyhodnéj$im pomérem citlivosti metodiky a separaci izoprostanl. Protoze i pies dalsi
experimenty, uvedené nize, se prokazaly tyto podminky stanoveni jako nejvhodnégjsi, byly

pouzity pro finalni analyzy a jsou uvedeny v experimentalni ¢asti.
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Testovano bylo rovnéz pH mobilni faze a to v pracovnim rozsahu kolony, ktery byl 1,5 - 10.
Bylo zjisténo, Ze pH mélo vliv pouze na intenzitu pikd a separaci nijak neovliviiovalo.
Optimem se ukézalo pouziti mobilni fdze o pH = 3. Pii zvySeni nebo naopak snizeni pH
mobilni faze dochazelo k poklesu intenzity pikli izoprostand.

Protoze hmotnostni spektrometr registroval spektra v negativnim modu a pro ionizaci by bylo
teoreticky vhodnéjsi pouzit alkalickou mobilni f4zi pro sniZzeni Sumu a tedy i zvySeni citlivosti
metodiky, byly provadény pokusy i v alkalické oblasti.

V ramci experimentovani s mobilnimi fazemi byla vyzkousena rovnéz mobilni faze s vodnou
slozkou 0,15 % hydroxidem amonnym a organickou slozkou totoznou jako v experimentu
kolon¢ k zZadné separaci. Izoprostany byly eluovany v ramci jednoho piku. Izoprostany patrné
v kyselém prostfedi nedisociuji a nésledné interaguji se staciondrni fazi. V alkalickém
prostfedi jsou disociovany, k interakci nedochazi, proto ani nedoslo k jejich separaci.
V publikovanych metodikéach, kde je pouzito alkalické mobilni faze, obvykle ma dominantni
obsah jeji vodna slozka, kterd pravdépodobné umoziuje separaci. Proto byly zménény
pocatecni podminky ze 45 % na 94 % slozky A (0,15 % hydroxid amonny) a z 55 % na 6 %
slozky B (ACN:methanol 1:20, v/v) s gradientem poklesu slozky A na 79 %. Za téchto
podminek jiz k separaci izoprostanii doslo. Protoze ale intenzita signdlu se nevyrovnala
puvodni metodice s mravencanem amonnym, bylo od dal§iho experimentovani v tomto sméru

upusténo.

Posledni pokus s cilem dosahnout co nejvétsi citlivosti metodiky byl provadén opét s ptivodni
mobilni fazi (mravenc¢an amonny, ACN, methanol). V ném méla byt zarucena separace na
koloné pfi kyselém pH a citlivost méla byt zvySena piidavkem amoniaku do mobilni faze az
po separaci na kolon¢. Amoniak (37 %, aq.) byl proto ptidavan do mobilni faze za kolonou s
pratokem 5 pl.min™ t&sn& pied vstupem do iontového zdroje. Navzdory ogekavanému zvyseni
ionizace doslo spiSe k nepatrnému poklesu a to i pfi dalSim zvySeni prutoku dodavaného
amoniaku aZ k mezni hodnoté 20 ul.min™', kdy byla odezva stejna jako pii pouziti prvniho
prutoku.

Praktické cast tedy nepotvrdila ocekévanou teorii, a proto ptivodni metodika s mraven¢anem
amonnym jako vodnou a methanolem s acetonitrilem jako organickou fazi, uvedena

v experimentalni ¢asti, byla validovéna a nasledné pouzita pro vysledné analyzy.
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Obrazek 58: Fragmentogramy smési izoprostanl piipravené in-vitro s vyznaCenymi piky

v ¢asech, kde jsou eluovany identifikované IsoP
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9.3 Validace metody

Metoda byla ovéfena pro kvantitativni analyzu testovanim limitu detekce (LOD) a
kvantifikace (LOQ), linearitou a testem opakovatelnosti.
LOD, LOQ a linearita byly stanoveny s pouzitim standardi iPF,,-III o koncentraci ¢ =

1 mg.ml'l; 5-iPF,4-V1 a iPF,4-1V oba o koncentraci ¢ = 0,1 mg.ml'l.

Tabulka 10: Validace metody

LOD LOQ SD Koeficient
o tr . .
Sloucenina . Rovnice regrese determinace
(min) ng.ml” R?
iPF,o-111 13,58 | 134,9 449,7 53,8 y=1,197x 0,9986
iPF-1V (a) |12,35] 1544 514,6 1244 | y=2,418x+ 51,638 0,9980
iPF5-1V (b) |[12,35| 295,2 984,1 83,7 y =0,857x + 34,463 0,9926
5-iPF2,-VI 14,27 4,8 15,9 4,9 y=3,070x +27,411 0,9980

Pozn. a: m/z 353 - m/z 127, b: m/z 353 — m/z 155

Linearita byla prokdzana v koncentraénim rozsahu 150 — 3350 ng.ml” pro iPFa.-III, 30 —
1750 ng.ml" pro iPF»,-IV a 30 — 130 ng.ml™' pro 5-iPFa,-VI (vy$§i koncentrace testovany
nebyly). Pro ovéfeni linearity bylo testovdno nejméné 6 koncentracnich urovni s tfemi
opakovanimi pro kazdou slouceninu. Izoprostan iPF,,-IV byl sledovan a hodnocen pomoci
fragmentaci m/z 353 - m/z 155 a m/z 353 — m/z 127. Meze detekce (LOD) a kvantifikace
(LOQ) se standardni odchylkou (SD) vypoctené z kalibracni ptfimky, rovnice regrese a
koeficienty determinace R? jsou uvedeny v tabulce 1. Linearita byla hodnocena jako zavislost
plochy piku (y) na koncentraci analytu (x). Koeficient determinace R? byl shledan v rozmezi

0,9926 (iPF,4,-1V) po 0,9986 (iPF,,-111), coz prokazuje dobrou linearitu.

Protoze ve findlnim experimentu byly hodnoceny nejen izoprostany odvozené od kyseliny
arachidonové, ale i dalsi slouceniny, u nichz byla pravdépodobnost, Ze jsou to produkty
oxidace né¢které z dalSich mastnych kyselin v Actinia equina ptitomnych, byla pro test
opakovatelnosti pouzita smés oxidacnich produktli pfipravena oxidaci 0,42 g tkéni sasanek
Actinia equina (7 x 60 mg) v roztoku (NH4),SO4.FeS04.6H,0 o koncentraci 30 pmol.lI" po
dobu 6 hodin, ktera byla pted hydrolyzou kvantitativné rozdélena na sedm podilt. Vysledky
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sumarizuje tabulka 2, v niz jsou uvedeny prumérné plochy stanovovanych pikli neznamych

slou€enin a izoprostanti typu III-VI se standardni relativni odchylkou uvedenou v procentech.

Tabulka 11:  Opakovatelnost metody

Skupina IsoP - - VI v v I -
m/z 351>115|351>155|353—>115|353—127 |353—>155 |353—>193 | 353>155
tg (min) 16,21 15,37 17,41 16,57 16,57 - 17,65
& plocha piku | 11384 12134 263,3 460,0 341,2 ND 2927,0
RSD % (n=7) 6,0 11,4 53 9,4 11,5 - 7,1

Jako wvnitini standard, alesponn pro korekci nestability elektrospreje, byla pouzita 1 nM
kyselina n-nonadekanova. Tato kyselina byla zvolena pro jeji absenci v testovanych
organismech. Priddvana byla ke vzorkim az po extrakci tuhou fazi, protoze za podminek
extrakce by nebyla spolu s izoprostany eluovana (cilem SPE extrakce bylo oddé¢lit IsoP od
pfedevsim mastnych kyselin).

Daleko vhodnéjsi by bylo pouziti deuterovanych izoprostanti, které jsou komeréné dostupné a
které by mohly byt kontrolou celého metodického postupu. Jejich znaéné vysoka cena, stejné

jako vysoké ceny alternativnich sloucenin jejich pouziti v tomto projektu znemoznily.

9.4 Stanoveni izoprostanii v tkanich Actinia equina

Validovana metoda byla pouzita pro sledovani tvorby izoprostanti v tkanich Actinia equina
v zavislosti na zméné teploty prostfedi, ve kterém se testované organismy vyskytovaly. Pro

tyto organismy mélo byt zvyseni teploty inicidtorem oxidativniho stresu.

Dale bylo pouzito doplitkové ¢inidlo, které mélo vyvoldvat oxidativni stres organismii, a tedy
podpofit tvorbu izoprostani v jejich tkéni. Toto cCinidlo bylo pfidano pro srovnani do
paralelnich 1azni v experimentech.

Pro iniciaci oxidativniho stresu jsou necastéji pouzivany H,O,a CCly [171, 193, 195].

Peroxid vodiku se osveédcil pti oxidaci tkéni pfi optimalizaci pfipravy vzorka k analyzam.
Jeho nevyhodou je ale velmi rychly rozklad na svétle. Pti jeho pouZiti by musela byt neustéle
kontrolovana koncentrace v akvariich, coz bylo pfi 36 hodinovém a obzvlast¢ pak
n¢kolikadennim experimentu téméf nemozné. Publikovano bylo rovnéz uspé$né pouziti

t-butylhydroperoxidu a v dal§im experimentu octanu méd’ného [165].
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Nalezeni vhodného cinidla se v pribéhu experimenti ukdzalo byt mirné problematické.
Prekazkou byla pifedev§im motska voda, ve které byly testované organismy chovany. Jedna se
o slozity systém slozeny z rozpusténych latek (pfedevsim anorganické soli), se suspenzemi
jak anorganickymi (pevné a koloidni ¢éstice), tak biogennimi (fytoplankton, zooplankton).
Protoze voda byla v experimentech odebirdna z mote, méla pokazdé jinou distribuci téchto
suspendovanych latek. Pfidani jakéhokoliv ¢inidla do tohoto systému (navic pokazdé mirné
odlisného) mohlo zplsobit t¢Zko piedvidatelné reakce. Provedeni experimentil s testovanymi
organismy v moiské vodé bylo ale nevyhnutelné. Varianta pouziti destilované nebo precisténé
vodovodni vody byla z divodti osmotického tlaku vyloucena.

Teoreticky mozné by byly teplotni experimenty provadéné ,,za sucha®“. Actinia equina jsou
schopny kratce piezit 1 bez vody (coz je viditelné napt. v dobé odlivu). ProtoZe ale nent jisté,
jestli neptitomnost vody nezplisobuje rovne€z oxidativni stress téchto organismii, a je otazkou,
jak dlouho mohou bez vody zit, bylo od této varianty provedeni experimentu upusténo.

Jako dopliikkové Cinidlo byla tedy pro finalni experimenty zvolena Mohrova sil. Ta byla
v kratkodobém experimentu ptfiddna vZzdy jen jedenkrat z pocatku a v piipad¢ dlouhodobého

experimentu obden pii vyméné motské vody v akvariich.

9.4.1 Charakterizace stanovovanych latek

Kromé¢ izoprostani odvozenych od kyseliny arachidonové byly sledovany dalsi slouceniny,
které byly objeveny nadhodné.

Pti zkuSebnich analyzach predchdzejici finalni byla provedena analyza tkani Actinia equina
pomoci LC-MS/MS na hmotnostnim spektrometru Micr-o-TOF. Tento hmotnostni
spektrometr ma fragmentor, v némz zvySenim napéti dochdzi k nefizené fragmentaci vSech
latek elujicich se z chromatografické kolony. Piekvapivym zjisténim bylo, Ze v nékterych
retencnich ¢asech, kdy byly z kolony eluovany izoprostany, byly specifické fragmenty m/z
155 a m/z 155 o vyssi intenzit¢ nez sledovany izoprostanovy prekurzor m/z 353, coz neni
teoreticky mozné. PodrobnéjSim prozkoumanim chromatogrami vySlo najevo, Ze tyto
fragmenty, které mély shodné m/z s nékterymi specifickymi typy izoprostanli, maji stejné

retencni Casy jako nezndmé slou€eniny s prekurzorem m/z 351 a m/z 381.

Vysvétleni bylo moznych nékolik:
* Pomér m/z 351 pfislusi keto-formé F-izoprostant, tedy D-nebo E-izoprostanim. Protoze
fragment m/z 155 nepochazi z ¢asti fetézce, kde je prostaglandinovy kruh, a kde je tedy

kyslik vazan dvojnou vazbou na uhlik, vznik tohoto fragmentu z D a E-forem izoprostanti
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je mozny (obr. 59). Nelze ovSem timto zplisobem objasnit vznik fragment s m/z 155 ze
sloucenin s prekurzorem m/z 381.

* Druhym vysvétlenim je, Ze se jednéd se o izoprostany odvozené od jinych nenasycenych
mastnych kyselin. Kyselina arachidonovd neni jedind nenasycend mastnd kyselina
obsazena ve tkanich Actinia equina. Z teorie je patrné, ze slouceniny s prostaglandinovym
kruhem mohou byt tvotfeny reakei iniciovanou volnymi radikdly z nenasycenych mastnych
kyselin se tfemi a vice dvojnymi vazbami, vhodn¢ na fetézci umisténymi. Fragment o m/z
155 pochazi z fetézce slouceniny s karboxylovou skupinou v izoprostanech typu IV (viz
obrazek 59). Tento typ izoprostanii vznikd atakem volnych radikali na uhlik C10 mezi
druhou a tfeti dvojnou vazbou, poc¢itino od COOH. Stejny fragment mtize mit izoprostan,
ktery vznikl atakem na jakoukoliv nenasycenou kyselinu, kterd ma dvojné vazby mezi
uhliky C5 a C6, C8 a C9 a CI1 a CI2. Tuto podminku spliuje napi. kyselina
5,8,11,14,17-eikosapentaenova C20:5 (EPA), ktera se od kyseliny arachidonové 1isi jednou
dvojnou vazbou v fetézci navic, a kyselina 5,8,11,14,17-dokosapentaenova C22:5 (DPA)
liSici se navic délkou fetézce. Z téchto nenasycenych mastnych kyselin tedy mohou
oxidaci vzniknout izoprostany, které mohou fragmentovat obdobn¢ jako izoprostany typu
IV. Z EPA muze vzniknout izoprostan s po¢tem dvojnych vazeb o jednu mensim, nez jsou
ty odvozené od arachidonové¢ kyseliny, tedy s m/z 351, a protoze DPA je o dva uhliky delsi
nez AA, budou i izoprostany z ni odvozené mit C22 namisto C20, tedy m/z 381. Obdobné&
pak z EPA lze perooxidaci pfipravit izoprostan, ktery miize mit fragment totozny s IsoP
typu IV, odvozeného od AA (viz obr. 59).

» Tietim zdivodnénim, nejméné pravdépodobnym je, Ze se jednd o neznamé latky, které
maji stejné prekurzory, jako by mély izoprostany odvozené od vyse uvedenych mastnych
kyseliny, a stejné fragmenty a maji i podobné chromatografické vlastnosti jako nami

studované latky, ale nejedna se o slouceniny ze skupiny latek podobnych prostaglandinim.

I ptes nejasnost, o jaké latky se jednd, byly jejich prekurzory a fragmetny do findlni metodiky
pfidany. V experimentech byly déle ozna¢ovany zkratkou NS (neznamé slouceniny).

Seznam hodnocenych sloucenin ve finalnich experimentech sumarizuje tabulka 12. Vybran
byl vzdy pik s nejvyssi odezvou na detektoru pro kazdy typ izoprostand. V ptipadé m/z 351 —
m/z 155 byla kromé nejvyssiho piku rovnéz hodnocena suma ploch pikli v pevné daném

rozmezi retenénich ¢asu.
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Fragmentace dle R.J Waugh a kol.
193
HO
- 7 — COOH oy — COOH IsoP typ 11
100 A~ —> m/z 353
13
AA HO OH 115
155 + oH
HO " \
COCH N CcOoH
IsoP typ IV OB Ve v
HO m/z 353 iz 353
Navrzené struktury neznamych slouéenin:
155
COOH
m/z 351
COOH

155
o OH
— COOH
— = COOH  QOx % X
10 > - m/z 351
13
AA HO + 115
HO OH
COOH
AN
E- nebo D-IsoP o/ -
m/z 351

Obrazek 59: Nenasycené mastné kyseliny a jejich oxidacni produkty (izoprostany), které by
mohly mit prekurzory a fragmenty odpovidajici ndhodné objevenym, a které byly dale

studovany.
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Ze skupiny izoprostant typu III, pro které je charakteristicka fragmentace m/z 353 — m/z 193,
nebyl v alkalickych hydrolyzatech tkani Actinia equiena detekovan zadny stereoisomer, a to
shodné ve vSech experimentech. To mize byt dano nizs$i odezvou sloucenin této skupiny na

detektoru hmotnostniho spektrometru, patrné z LOD zastupce iPF,,-111 .

Rovnéz izoprostany 5-iPF,, VI a iPF;,-IV nebyly v zZadném z experimenti detekovany,

hodnoceny byly proto jiné slouceniny z této skupiny.

Typ IV byl monitorovan jak na fragmentu m/z 155, tak na m/z 127. Divodem k tomuto
rozhodnuti bylo zji§téni, Ze odezva smési izoprostant pfipravenych in-vitro z arachidonové
kyseliny v po¢atecnich pracich nebyla pro oba fragmenty totozna a bylo mozné najit pozitiva
pro hodnoceni obou. Na fragmentu m/z 155 bylo detekovano vice latek. Naproti tomu ale
smérnice kalibracni kiivky iPF,-1V je vysSi pro fragment m/z 127 nez m/z 155. Rovnéz
publikace se ve vybéru neshoduji, v nékterych pracich je hodnocen m/z 155, jinde m/z 127.
Byly proto hodnoceny oba.

V zavéru této Casti je rovnéz dulezité uvést, ze kazdy sledovany pik nemusi byt konkrétnim
stereoisomerem, ale mize se jednat, a s velkou pravdépodobnosti se i1 jednd, o smés tieba i
nékolika stereoisomerti jednoho typu. Na tento fakt byl bran ztetel i v pribéhu vyhodnocovani
experimentl, kdy bylo kontrolovano, zdali se v celém pribéhu analyz tvar hodnocenych piki
v chromatogramech neméni. Tak bylo docileno toho, Ze hodnocen byl budto konkrétni

stereoizomer, nebo vzdy stejna skupina vice sloucenin.

Tabulka 12: Seznam sledovanych latek

Prekurzor | Fragment tr (min) Identita Oznaceni
351 115 16,09 neznama NS1
351 155 15,25 neznama NS2
351 155 14,30 — 23,50 neznama NS2S
353 115 17,29 IsoP typ VI IsoP VI
353 155 16,45 IsoP typ IV IsoP IV
353 127 16,45 IsoP typ IV IsoP IV
353 193 - IsoP typ III IsoP III
381 155 17,53 neznama NS3
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Obrazek 60: Fragmentogram IsoP a NS; vzorek tkdni Actinie equina z teplotniho

experimentu E s vyznacenymi hodnocenymi piky
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9.4.2 Kratkodoby experiment

U kratkodobého experimentu bylo cilem zjistit, zda vlivem intenzivniho zvySeni teploty
dochdzi ke zméné¢ mnozstvi izoprostani a NS v tkdnich. Provedeni experimentu bylo
navrzeno tak, aby nékteré testované organismy byly vystaveny pozvoln¢ se zvySujici teploté
(experimenty B, C a E) a jiné organismy ,,teplotnimu Soku* (experimenty A, D a obzvlasté F)

vyrazné€ vétsi zmeénou teploty prostiedi, ve kterém se vyskytovaly.

Sledovana byla hladina izoprostani a NS v testovanych organismech vyjadiena
normalizovanou plochou pikl (osy y) v zavislosti na ¢ase (osy x). V piipadé grafti 1 — 5 byla
jako 100 % pouzita nejvetsi plocha piku (shodné v €ase t = 36 h), k niz pak byly procentualné
vztahovany ostatni plochy, a to vzdy pro kazdé m/z zvlast. U grafii 6 a 7 byla vybrana
nejvyssi plocha piku pro vSechny experimenty (shodné experiment F, v ase t = 36 h), k niz

pak byly procentualné vztahovany vsechny ostatni piky.

Tkén byla odebirdna ze stejnych organismt v pribéhu kazdého dil¢iho experimentu celkem
4 x (t=12, 14, 18 a 36 hodin), coz bylo z divodu velikosti testovanych organismii maximum.
Jako hodnota v ¢ase t = 0 byla pouzita hladina IsoP a NS stanovena v tkanich organismu
voln¢ zijicich v mofi.

Z divodu velikosti organismil, jejich poCtu a ¢asové narocnosti experimentu nebylo mozné
odebrat v jednom ¢asovém bodé experimentu vice vzorkll pro stanoveni primérné hodnoty a

relativni odchylky.

9.4.2.1 Srovnani odezvy IsoP a NS mezi sebou

V prvni sérii grafli byla vynesena Casovd zména hladiny vSech stanovovanych IsoP a NS
v ramci kazdého dil¢iho experimentu (A, B, C, D, E i F). Cilem bylo objasnéni, zda dojde ke
zméné hladin téchto stanovovanych latek vlivem vystaveni organismu podminkdm
zpusobujicim oxidativni stres, a jestli tato zména bude pro vSechny typy latek stejna.
V ptipadé¢ rozdilu vodezvach by nésledné byly vybrany nejvhodnéjsi slouceniny

k pozorovani. Vybrané grafy jsou uvedeny nize (graf 1 -3).

Z grafickych zavislosti je patrné, ze Casovy pribéh tvorby vSech stanovovanych latek, tedy i

téch nezndmych, je v ramci kazdého dil¢iho experimentu podobny. Rozdilnost byla shledana
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mezi samotnymi experimenty. Zatimco v A, B, D a F dochazi po nariistu hladiny IsoP a NS
k jejimu poklesu a pak opétovnému nartistu, prib¢h C a E je pouze rostouci.

S vyjimkou B priibéhy koreluji s navrzenim experimentu, popsaného vyse, kdy sasanky v A,
D a F byly vystaveny ,teplotnimu Soku* pfenesenim ze studen¢ho moie (7 °C) do prostiedi
vysoké teploty a vzorky z nich byly odebirany hned druhy den rdno. Organismy v C a E byly
vystaveny vice teplotam, vcetné findlni 29 °C, a tedy 1 tkané¢ znich byly odebirdny az
v ¢asovém odstupu.

Jiz z téchto vysledkl je patrné, Ze ke zmén¢ hladin izoprostanti vlivem oxidativniho stresu
dochazi. Rovnéz proto, ze neznamé slouceniny ukazuji obdobnou odezvu jako izoprostany, se

1ze domnivat, Ze se bude jednat rovnéz o slouceniny izce souvisejici s oxidativnim stresem.

Experiment A

100 +
—x— NS1
01 s Ns2
80 - IsoP VI
701 ——IoPN

—¢— NS3

S
=}
=
o
[+
S 60 -
o
o 50 -
\©
& 40-
3
N 30
= :
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0 6 12 18 24 30 36

¢as (h)

Graf 1: Casovy priibéh tvorby IsoP a NS v experimentu A
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Experiment D
100 ~

—X—NS1
;\? 01 5 Ns2
E 80 - lsoP VI
‘a 70 - —%—IsoP IV
©
_5 60 - —%¢— NS3
o
o 50,
2
o 40
3
N 30 -
©
§ 20 -
2 10
O\ T T T T
0 6 12 18 24
¢as (h)

30 36

Graf 2: Casovy pribéh tvorby IsoP a NS v experimentu D

Experiment E

—X— NS1
01 _ ns2
80 - IsoP VI

70 - —¢—IsoP V
—<—NS3

normalizovana plocha piku (%)
a
o

0 6 12 18 24

¢as (h)

30 36

Graf 3: Casovy pribéh tvorby IsoP a NS v experimentu E
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Jak ukazuje tabulka 12, bylo hodnoceno vice latek, nez je v grafech zndzornéno. Do graft v
dizertani praci nebyly vkladany vSechny stanovované slouceniny, protoze vSechny mély
obdobny pribéeh a bylo zbytecné jejich pritomnosti snizovat prehlednost grafu.

V Grafu 4 je vynesena téméf identickd Casovd zavislost tvorby neznamé latky NS2
monitorované na m/z 351 - m/z 155 a suma vSech detekovanych latek s timto prekurzorem a
fragmentem. Tato shoda ukazuje, ze vSechny detekované stereoizomery byly tvofeny vlivem
oxidativniho stresu pfiblizné se stejnym ptispévkem v prubehu celého experimentu. Hlavni
pik o tg =15,25 min tvofil zhruba 30 % plochy sumy vSech pikli. Suma ploch sloucenin
NS2S2 byla spolu s plochou piku NS2 porovnavana pro vSechny dil¢i experimenty (A-F). U

vSech vysla obdobné¢ jako u D.

Experiment D
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©
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)
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0 6 12 18 24 30 36
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Graf 4: Srovnani pribéhu tvorby NS2 a sumy sloucenin NS2S

Rovnéz nebyla v grafech zndzornéna Casova zavislost tvorby izoprostani o prekurzoru m/z
353 a fragmentu m/z 155. Jak je uvedeno vyse, nékteré izoprostany typu IV je mozné sledovat
nejenom na fragmentu m/z 155, ale 1 na fragmentu m/z 127. ProtoZe i v této praci hodnoceny
nejvyssi pik bylo mozné sledovat na obou z nich, byl pomér m/z 127 pted m/z 155 z divod

vEtsi intenzity piku upfednostnén a hodnocen pouze on.
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Experiment D a D(M) 1/2
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Graf 5: Srovnani tvorby IsoP a NS v experimentu D sakvariem s piidanym
(NH4)2S04.FeSO4.6H,O (pferusované kiivky sbody znaCenymi Ctverci) a bez néj (plné
ktivky s body znacenymi kiizky)
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Pribéhy tvorby izoprostanti a NS byly shodné jak pro organismy, které byly vystaveny pouze
teplotnimu stresu, tak pro organismy, kde byla navic pfiddna i Mohrova stl. Vyrazné
ovlivnéni tvorby stanovovanych latek timto Cinidlem nebylo pozorovano, a to shodné pro
vSechny experimenty (A az F). Na zaklad¢ namétenych dat neni mozno posoudit, zda
pritomnost této slouceniny v akvariu tvorbu IsoP a NS v organismech katalyzovala, zbrzdila,

nebo na reakci vliv neméla, viz graf 5.

9.4.2.2 Srovnani vysledkii dilCich experimentit mezi sebou

Pro zjiSténi, zda dochéazi vlivem zvySeni teploty ke zvySeni tvorby izoprostanii a NS
v organismech, byly sestrojeny dalsi grafy.

V nich byly vyneseny plochy pikti vZzdy jediného fragmentu pro vSechny dil¢i experimenty
v ramci jednoho grafu. Napiiklad ¢asovou zménu hladiny IsoP typu IV a NS3 v prib¢hu
experimentll A - F zobrazuji grafy 6 a 7.

experimentu A, kdy byly organismy vystaveny nanejvyse 15 °C, a nejvyssi tvorba téchto latek
byla nalezena pii experimentu F, kdy teplota 14zn€, v niz byly organismy chovény, byla
29 °C. Tim byl prokazdn vliv teploty na mnozstvi sloucenin, které vznikaji vlivem
oxidativniho stresu. Se vzrustajici teplotou prostiedi dochazi ke vzristajici tvorbé izoprostant

a NS.
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Graf 6: Srovnani Casové tvorby IsoP IV v riznych experimentech o riznych teplotach
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Graf 7: Srovnani Casové tvorby NS3 v rliznych experimentech s lazni s pfidanou Mohrovou

soli v riznych experimentech o riznych teplotach
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9.4.3 Dlouhodoby experiment

Cilem tzv. dlouhodobého experimentu bylo ovéieni stability mnoZstvi izoprostanti a NS
v textovanych organismech Actinia equina v del$im ¢asovém horizontu.

Pro tento experiment byli jedinci pfeneseni z motfe o teplot¢ vody 7 °C do dvou akvérii
v laboratofi o teploté¢ 19 = 1 °C. Tato teplota byla udrzovana po celou dobu experimentu. Do
jednoho z akvarii byla, obdobné jako v kratkodobém experimentu, pfidana Mohrova stl o

finalni koncentraci ¢ = 30 uM.

Normalizované plochy pikti izoprostanii a NS stanovené ve tkdnich testovanych koralnatca
byly vyneseny do grafu 8. Normalizace byla provedena na nejvétsi plochu piku slouceniny
v libovolném c¢ase, vybrané ze vSech monitorovanych latek vyjma NS3 (tedy z NS1, NS2,
IsoP IV a IsoP VI) z obou experimentt, jak s pfidavkem Mohrovy soli, tak bez ni. Tou byla
relativni plocha piku NS2 v ¢ase t = 2 h 1zolované z tkané organismli chovanych v lazni bez
pfidavku ¢inidla. Ji byla pfidélena hodnota 100% a k ni byly nasledné vztahovany vSechny
ostatni experimentalné stanovené plochy piki vSech markerti vyjma NS2.

Normalizace vSech experimentalné ziskanych ploch piki NS3 byla provedena na nejvétsi
plochu piku pouze v ramci tohoto markeru, tedy na NS3 v ¢ase t = 2 hod. Divodem byla o
jeden tad vétsi plocha pikl sloucenin této skupiny oproti dal§im stanovovanycm slou¢eninam.
Normalizaci ploch piki vSech ostatnich sloucenin k nejvyssi plose piku NS3 by doslo

k ziskani v§ech hodnot mensi nez 20 %, coz by zna¢n¢ zneptehlednilo grafické znazornéni.

Na zékladé vysledkl kratkodobého experimentu byly vyneseny pouze vybrané poméry m/z.
NepteruSovana ¢ara v grafu znazoriiuje slouceniny izolované z tkdni Actinia equina z akvaria
bez ptfidané Mohrovy soli, pferuSovana kiivka byla ziskdna analyzou izoprostanii a NS
ptitomnych v tkanich organismt chovanych v akvariich s pfidanym ¢inidlem.

Protoze v kazdém case byly odebrany vzdy tfi vzorky, byla stanovena 1 jejich relativni
smérodatnd odchylka.

Obdobné jako v kratkodobém experimentu byla z ,,tkanove uspornych divodi‘ jako hodnota

v Case t = 0 pouzita hladina IsoP a NS stanovena z tkani organismii voln¢ zijicich v mofi.

Pro vSechny odbéry vyjma Casu t = 0 byla pro kazdé m/z byla stanovena primérnéd plocha
piki a standardni relativni odchylka. Ta byla pro v rozmezi RSD % = 6,9 (IsoP VI) az 14,32

(NS2). % standardni relativni odchylky stanovené v dlouhodobém experimentu jsou tedy jen
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o malo vys$$i neZ stanovené % RSD opakovatelnosti. Z toho lze usuzovat, ze v ramci

dlouhodobého experimentu nedochdzelo k zménam hladin IsoP a NS v tkdnich organism,

vyjma prvotniho narlstu pfi pfeneseni organismil z chladného mote do ldzni o laboratorni
teploté.

V grafech byly rovnéz zobrazeny rovnice linearni regrese (y = ax + q). Pro vSechny m/z tyto

mély zapornou hodnotu koeficientu x, a to v rozmezi od -0,13 (NS2 M) po — 11,6 (NS2), coz

poukazuje na slaby pokles hladiny izoprostanii a NS ve tkanich testovanych organismi. To by
mohlo mit dvé vysvétleni:

* Prvni, ze po prvotnim ,teplotnim Soku“, zménou prostfedi ze 7°C na vice nez
dvojnasobnou teplotu, dochdzi k adaptaci organismi na vys$i teplotu a tim k mensi
produkci markert oxidativniho stresu

* Druhé, Ze pouze 10 denni méfeni je nedostatecné a az pii delSim sledovani by se projevila

stabilita hladiny stanovovanych latek ve tkanich testovanych organismd.
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Graf 8: Srovnani casové tvorby IsoP a NS ve dlouhodobém experimentu; plné Cary
znazoriyji hladiny IsoP a NS v organismech chovanych v nadrzich bez pfidaného cinidla,

prerusované ¢ary hladiny téchto latek v akvariu s pfidanou Mohrovou soli
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Normalizaci ploch pikli na jedinou hodnotu ziskdme graf, ze kterého je patrnd nejen ¢asova
nestabilita hladiny monitorovanych latek, ale je zachovan i pomér hladin jednotlivych
sloucenin. Z grafu 8 je tedy mj. patrné, Ze nejmensi plochy pikti méla sloucenina IsoP VI, a

nejvyssi NS3 a NS2.

Rovnéz je vhodné normalizovat na jednu spole¢nou hodnotu jak experiment s piidanym
¢inidlem — Mohrovou soli, tak 1 bez n¢j. Ziskd se tim tak moznost porovnani vlivu pfidavku
¢inidla na hladinu IsoP a NS. Z Grafu 8 je patrné, Ze obecné mensi mnozstvi IsoP a NS bylo
isolovano ze tkani Actinia equina, které byly chovany v nadrzich s pfidanou Mohrovou soli

(pteruSovana Cara).

9.4.4 Kbvantifikace izoprostanii ve tkanich Actinia equina

Kvantifikace izoprostani IsoP IV a IsoP VI ve tkanich studovanych organismii byla
provedena metodou externi kalibrace za pouziti standardid iPF,,-1V a 5-iPF,,-VI. Volba
vychézela z pravdépodobnosti shodné odezvy detektoru v pfipad¢ stereoizomert v ramci
skupiny jednoho typu izoprostanu a z komeréni nedostupnosti jinych sloucenin.
Kvantifikovany byly izoprostany typu IV a VI v kratkodobém (tabulky 13 — 16) a
dlouhodobém experimentu (tabulky 17 a 18), izolované z organismti chovanych v akvariich
bez pfidan¢ho Cinidla a s pfidanym cinidlem (zna¢ené X(M)). Rovnéz byla provedena
kvantifikace IsoP IV a IsoP VI ve tkanich, které byly odebrany z organismii Actinia equina
volné zijicich v mofi (tabulka 19).

Index n znaci pocet odebranych vzorki. V ptipad¢ vétsiho poctu odebranych vzorkl je
v tabulkdch uvedena primérna vysledna hodnota stanoveni, v€etné smérodatné odchylky

(SD).

Tabulka 13: Mnozstvi [soP IV ve tkanich Actinia equina v kratkodobém experimentu

Cas (h) Experiment / Koncentrace IsoP IV (ng.g” tkang&), n =1
A B C D E F
12 17,6 44,5 24,5 48,8 18,7 38,8
14 1,4 25,3 38,1 20,7 57,7 34,4
18 3,0 47,2 58,6 67,2 102,0 106,6
36 54,5 83,0 102,4 124,8 140,3 170,5
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Mnozstvi IsoP IV ve tkanich Actinia equina v kratkodobém experimentu

chovanych v akvériu s pfidanou Mohrovou soli

Cas (h) Experiment / Koncentrace IsoP IV (ng.g” tkané), n =1
AM) | B(M) C™M) | b(M) E(M) F(M)
12 18,9 30,2 18,5 81,6 36,5 56,7
14 1,7 15,4 48,7 43,1 85,3 30,4
18 2,5 45,4 74,5 67,1 122,7 145,2
36 28,2 93,6 100,0 135,9 151,9 1934
Tabulka 15:  Mnozstvi [soP VI ve tkanich Actinia equina v kratkodobém experimentu
Cas (h) Experiment / Koncentrace IsoP VI (ng.g™ tkané), n =1
A B C D E F
12 11,7 15,5 9,2 10,0 6,4 4,0
14 4,0 7,5 9,9 10,0 17,4 7,6
18 5,6 14,4 13,5 18,7 26,0 27,8
36 17,3 20,5 224 25,6 31,4 33,8
Tabulka 16: Mnozstvi IsoP VI ve tkanich Actinia equina v kratkodobém experimentu

chovanych v akvériu s pfidanou Mohrovou soli

Cas (h) Experiment / Koncentrace IsoP VI (ng.g™ tkané), n =1
AM) | B(M) C™M) D(M) E(M) F(M)
12 7,1 8,6 8,7 11,4 10,7 23,5
14 53 9,7 15,3 8,6 20,3 9,1
18 8,1 18,0 19,2 14,7 26,3 45,2
36 12,6 23,1 24,0 26,9 33,3 58,9
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Tabulka 17: Mnozstvi IsoP IV ve tkadnich Actinia equina v dlouhodobém experimentu

chovanych v akvériu bez a s pfidanou Mohrovou soli

Cas (dny) Experiment / Koncentrace IsoP IV (ng.g” tkan&), n =3
L SD L () L(M) SD L(M) ()

2 18,9 2,0 18,1 1,9

5 17,8 1,9 17,9 1,9

8 19,3 2,1 18,7 2,0

10 15,7 1,7 15,7 1,8

Tabulka 18: Mnozstvi IsoP VI ve tkadnich Actinia equina v dlouhodobém experimentu

chovanych v akvériu bez a s pfidanou Mohrovou soli

Cas (dny) Experiment / Koncentrace IsoP VI (ng.g™ tkang&), n =3
L SD L (¥) L(M) SD L(M) ()

2 11,7 1,5 10,4 1,4

5 10,5 1,4 9,8 1,3

8 9,9 1,3 10,6 1,4

10 8,1 1,0 8,2 1,1

Tabulka 19: MnozZstvi [soP IV a IsoP VI ve tké&nich Actinia equina volné Zijicich v mofti

Koncentrace IsoP (ng.g'1 tkané), n=6

Izoprostan Konc. SD (%)
IsoP IV 2,5 0,3
IsoP VI 2,1 0,2
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10 SHRNUTI A ZAVER

Cilem druhé casti dizertatni prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti izoprostanii, markert
oxidativniho stresu, rutinné stanovovanych u savcd, ke sledovani oxidativniho —
environmentalniho stresu koréalnatcti, konkrétné sasanek Actinia equina.

Prvnim krokem k dosazeni cile bylo vytvoreni analytické metody pro stanoveni izoprostani
ve studovanych organismech. Pro tyto ucely byla nejprve piipravena in-vitro smeés
izoprostanil z kyseliny arachidonové. Pouzity byly dva principieln€é odlisné postupy; prvni —
modifikovana Fentonova reakce, druhy — autooxidace nenasycené mastné kyseliny. Obéma
zpusoby se sm¢s izoprostanti podaftilo pfipravit.

Optimalizace postupu stanoveni pomoci HPLC/MS/MS byla zahajena vybérem hmotnostniho
spektrometru. K dispozici byly tfi hmotnostni spektrometry, liSici se typem analyzatoru, které
bylo moZné spojit s kapalinovym chromatografem. Jimi byla sférickd iontova past, trojity
kvadrupol a analyzator doby letu. Pro findlni stanoveni izoprostant v tkanich Actinia equina
byl nakonec vybran hmotnostni spektrometr s analyzatorem typu trojitého kvadrupdlu, ktery
byl vybran z diivodu vyssi odezvy na detektoru fragmentl s nizSimi poméry m/z (mezi nez
pattily 1 specifické fragmenty IsoP), nez tomu bylo u iontové pasti.

Vyvoj metodiky stanoveni izoprostani nasledné¢ pokracoval optimalizaci separace
stereoizomert. pomoci HPLC/MS/MS. Vychozi byly publikované postupy, které byly
modifikovany pro stanoveni pomoci vybraného piistroje a na kolon¢ Luna C18(2). V prabchu
optimalizace bylo shledano, Ze methanol jako mobilni fize vykazoval hor$i separaci nez
acetonitril, ale izoprostany se v ném lépe ionizovaly, coz zlepSovalo meze detekce metody.
Nejlépe byly izoprostany separovany v mobilni fazi s velkym mnozstvim vody. K separaci
v ni dochazelo, ale na ukor mezi detekce stanoveni. Optimalni pH pro separaci i detekci bylo
pti hodnoté 3. Piekvapive, v rozporu s teorii, post-kolonovy ptidavek amoniaku do mobilni
faze nezpisobil oekavané zvyseni G¢innosti ionizace.

Rovnéz bylo nutné navrhnout a optimalizovat postup izolace izoprostani z tkani Actinia
equina. Protoze mnozstvi izoprostanii vazanych na fosfolipidovou dvojvrstvu je veétSi nez
mnozstvi volnych, bylo vzdy provedeno hydrolytické Stépeni.

Z hydrolyzéatu byly uvolnéné izoprostany izolovany extrakci tuhou fazi. Testovany byly dva
principielné rozdilné typy SPE kolon; Strata-X, které jsou vyhradné pouzivany pro izolaci
neutralnich slou€enin, a Strata-X-AW vhodné pro retenci kyselych sloucenin s pK, menSim

nez 5. Oba typy kolon se ukézaly byt vhodné pro isolaci izoprostanil z tkani Actinia equina.
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Optimalizace a finalni stanoveni bylo provadéno s SPE kolonami Strata-X. Chromatografické
vlastnosti izoprostanii pozorované pifi jejich separaci pomoci HPLC na koloné¢ Luna C18(2)
byly rovnéz pozorovany i u extrakce tuhou fazi a byly vyuzity pfi optimalizaci extrakce.
Experimentalné bylo stanoveno maximalni mnozstvi tkan¢ sasanek Actinia equina, které je
mozné pouzit pro kvantitativni SPE na kolonach typu Strata-X (200 mg sorbentu /3 ml
vzorku), a to na 60 mg.

Cely postup stanoveni izoprostanll v tkanich sasanek Actinia equina byl validovan. Za pouziti
standardii izoprostanid byly stanoveny limity detekce a kvantifikace vcetné standardni
relativni odchylky, testovana byla linearita pro tfi stereoizomery izoprostand rtuznych typu.
S tkanémi sasanek byl proveden test opakovatelnosti metody. Ten byl proveden i pro
slouceniny, které byly ndhodné pfi tvorbé metodiky objeveny (zna¢ené NS) a které byly spolu
s izoprostany odvozenymi od kyseliny arachidonové stanovovany.

Optimalizovand metoda byla pouzita pro stanoveni obsahu izoprostanti a NS v tkanich Actinia
equina, které byly vystaveny simulovanému environmentalnimu stresu zvySenim teploty
lazné, ve které se organismy vyskytovaly. ZvySeni teploty mélo v systému iniciovat

oxidativni stres.

Bylo prokazano, ze i tkan¢ Actinia equina obsahuji izoprostany odvozené z kyseliny
arachidonové.

Vysledky rovnéz ukazuji, Ze vlivem zmény teploty dochédzi ke zméné mnozstvi izoprostanti
v téchto organismech. Se vzriistajici teplotou doslo obecné ke zvySeni jejich zastoupeni,
pricemz vlivem razné vysokych testovanych teplot a odliSnych teplotnich skokl byl tento
narist rozdilny. Na zékladé téchto dil¢ich zavérh lze konstatovat, Ze vyuziti izoprostant pro
monitoring oxidativniho stresu koralnatcii by mohlo byt redlné.

Protoze pribchy tvorby izoprostanti a NS byly podobné, Ize konstatovat, ze pro studium
oxidativniho stresu Actinia equina je mozné vyuzit vSech, v této praci stanovovanych,
sloucenin. Z hlediska citlivosti se pak jevi jako lepsi stanovovani nezndmych sloucenin nez
F»-izoprostant z diivodi jejich vétsi odezvy na detektoru.

Na zéklad¢ chromatografickych a fragmentacnich vlastnosti, pfi zapojeni teoretickych
poznatkii, byly neznamé slouceniny identifikovany jako mozné dalSi typy izoprostant.
S velkou pravdépodobnosti se jedna o izoprostany odvozené od kyseliny 5,8,11,14,17-
eikosapentaenové (EPA) a 5,8,11,14,17-dokosapentaenové (DPA). Tento ptedpoklad
podporuje i skutecnost, ze kyseliny EPA i DPA se v tkanich Actinia equina vyskytuji ve
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vetsim mnozstvi nez kyselina arachidonova. Rovnéz tak 1 plochy pika téchto nezndmych latek
byly vyS$si nez u izoprostanti odvozenych od AA.

Pritomnost EPA 1 DPA v tkanich sasanek byla jiz publikovana [196] a v tkdnich Actinia
equina v ramci doprovodnych praci, které nejsou uvedeny v této dizertaci, byla pomoci
GC/MS analyzy potvrzena. Neznamé latky mohou byt rovnéz E- ¢1 D-izoprostany odvozené
od arachidonové kyseliny.

Vliv ptitomnosti Mohrovy soli v ldznich s testovanymi organismy na tvorbu izoprostand
nebyl pozorovan jak v kratkodobém, tak v dlouhodobém experimentu. Divod je obtizné
identifikovatelny. Voditkem by mohlo byt vizudlni pozorovnani pfi provadéni experimentu.
Po okamzitém ptidani Mohrovy soli do lazni s moiskou vodou doslo k zhnédnuti, coz bylo
pravdépodobné zplisobeno oxidaci dvojmocného Fe(Il) na trojmocné Fe(Ill). Protoze se
jednalo o motskou vodu, kterd byla odebirdna pfimo ze Severniho mote, jakékoliv uvahy o
osudu tohoto €inidla v tomto slozitém pfirodnim systému, a tedy i jeho vliv na testované

organismy, jsou obtizné.
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12 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA

AC
ALA
APCI
AS
BSTFA
CAR
CMC
COX
CW
DHA
DVB
ECNCI
El

EIA
EIC
EPA
ESI
PUF
FT-IR
GC
GC/MS
GCxGC

GCxGC/MS

GLA
GSH
GSSH
HEC
HPLC
HPLC/MS

HPLC/MS/MS

HRMS
IPDI

IsoK

ISoP III
IsoP IV
IsoP VI
IsoP, IsoPs
IsoT

IT
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kyselina arachidonova

acetylceluloza

kyselina a-linoleova

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
acetylovany bramborovy Skrob
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

carboxen

sodna stl karoboxymethylcelul6zy

cyklooxygenaza

carbowax

dokosahexaenova kyselina

divinylbenzen

negativni chemicka ionizace se zachytem elektront
elektronova ionizace

enzymov¢ imunoanalyzy

chromatogram vyextrahovaného iontu o ur¢itém m/z (fragmentogram)
eikosapentaenova kyselina

ionizace elektrosprejem

flexibilni polyurethanové pény

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
plynové chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
othogonalni kompletni tandemova plynova chromatografie

othogonalni kompletni tandemovéa plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

kyselina y-linoleova

redukovany glutathion

glutation disulfid

2-hydroxyethyl celul6za

vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

izoforondiizokyanat

izoketaly

izoprostany typu III

izoprostany typu VI

izoprostany typu IV

izoprostany

izothromboxany

iontova past



Seznam pouzitych zkratek

LOX lipooxygenaza

LRMS nizkorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
LT leukotrieny

LX lipoxiny

MDA malondialdehyd

MDI difenylmethyldiizokyanat

MRM nékolikandsobny reakéni monitoring

MS hmotnostni spektrometrie, hmotnostni spektrometr
MS" tandemova hmotnostni spektrometrie

NS neznamé slouceniny

NS1 nezndma sloucenina 1

NS2 neznama sloucenina 2

NS282 skupina neznamych sloucenin

NS3 neznama sloucenina 3

PA polyakrylat

PDMI difenylmethandiizokyanat

PDMS polydimethylsiloxan

PFB pentafluorobenzaldehyd

PG, PGs prostaglandiny

PGF, F-izoprostany

PGG2, PGH,  endoperoxidové intermediaty

PLA, fosfolipaza A,

PLC fosfolipaza B

PLD fosfolipaza C

PU polyurethan

PUF polyurethanové péna

PUFA polynenasycené mastné kyseliny
Py-GC/MS pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Q kvadrupoélovy analyzator

QQQ trojity kvadrupol

REF referen¢ni péna

RIA radioimunoanalyza

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SCAN monitoring skenujici v rozsahu daném uZivatelem
SIM monitoring vybranych iontd

SOD superoxid dismutésa

SPE extrakce tuhou fazi

SPME mikroextrakce tuhou fazi

SRM monitorovani vybrané rekace

TDI toluendiizokyanat

TIC chromatogram celkového iontového proudu
TLC tenkovrstva chromatografie

TOF analyzator doby letu
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Tyr thyrosin

UHPLC extrémné vysokotlaka kapalinova chromatografie
UPLC extrémné U€inna kapalinova chromatografie
WPG hydratovana pSeni¢na bilkovina
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13 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Fotodegradac¢ni produkty polyurethanovych pén zachycené na PDMS i PA vlakno,
uvedeno je jejich semikvantitativni zastoupeni
Priloha 2: Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén zachycené pouze na PA vlékno,
uvedeno je jejich semikvantitativni zastoupeni
Priloha 3: Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén zachycené pouze na PDMS

vlakno, uvedeno je jejich semikvantitativni zastoupeni
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14 PRILOHY

Piiloha 1 Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén zachycené na PDMS i PA vldkno
R (x,y)(s) | CAS éislo Fotodegradaéni produkt PDMS PA
CA | WPG |CMC| AS | HEX | REF | CA | WPG |CMC | AS | HEX | REF

841; 1,250 91-20-3 | naftalen + + + + + + + + + + + +
883 ;1,160 | 626-68-6 |2-methyl-1,3-dioxan + + + + + + + + + + + +
1042 ;0,970 | 544-76-3 |hexadekan + + + + + + + + + N + 4
1114 ;0,980 | 629-78-7 |heptadekan + + + + + + + + n + + +
1144;0,970 | 3892-00-0 |2,6,10,-trimethylpentadekan + + + + + + + + + ¥ + 4
1246 ; 1,050 | 638-36-8 |2,6,10,14-tetramethylhexadekan + + + + + + + + + + + +
1198 ; 1,440 - neznama slouc¢enina + + + + + + + + + + + +
1219 ;1,170 | 5444-75-7 |2-ethylhexylester kyseliny benzoové + + + + + + + + + + + +
1318 ; 1,120 | 46843-82-7 | 4-undecylmorfolin + + + + + + + + + + + +
1324;1,270 | 605-45-8 |diizopropylftalat + + + + + + + + + + + +
1384 ;1,300 | 131-16-8 |dibutylftalat + + + + + + + + + + + +
1438 ; 1,140 | 25727-91-7 | 4-hexadecylmorfolin + + + + + + + + + + + +
751 ;1,240 | 872-50-4 | 1-methylpyrolidin-2-on + + + + + + + + + + + T
1186 ; 1,100 | 33788-00-0 | 6-undecylamin + + + + + + + + + + +
1129 : 1,070 | 74381-40-1 ﬁrg;eatﬂy} ;:t‘;‘;rgsyéli ;n;rti‘;’;nloie + P R P R T T
1153;1,320 | 84-66-2 |diethyl ftalat + + + + + + + + n T
1315 ; 1,040 | 49859-87-2 | N,N-dimethyl-1-pentadekanamin + + + + + + + n + +
637 ;1,240 96-48-0 | butyrolakton + + + + + + + + +
739 ;1,210 98-86-2 acetofenon + + + + n + + 5 +
1198, 1,100 | 4536-88-3 | 1-methyldecylbenzen + + + + + N N N




R (x,y) (s) | CAS ¢islo Fotodegradacni produkt PDMS PA

CA [WPG|CMC| AS | HEX | REF | CA | WPG|CMC | AS | HEX | REF
1135 1,140 | 14035-34-8 ifg;;i;gf)}‘iﬁl;fthylethyl)'4'(1' P N R | - .
586 ;1,150 | 116-09-6 |1-hydroxypropan-2-on + + + + + + +
760 ; 0,980 | 17352-32-8 |nonadekanal + + + + + + +
1201 ; 1,000 | 55019-46-0 | 2-methylhexadekanal + + + + + + +
979 ;1,140 91-08-7 1,3-diisokyanato-2-methylbenzen + + + + + +
988 ;1,110 584-84-9 | 2,4-diisokyanato-1-methylbenzen + + + + + +
1426 ;2,240 | 106-31-0 |anhydrid kyseliny butanové + + + + + +
1432;2,150 | 4161-24-4 | 4-butoxybutanol + + + + + +

+ ... degradac¢ni produkt patii mezi 20 sloucenin, které tvotily v chromatogramu piky s nejvétsi plochou

+... degradacéni produkt, ptitomny, ale nepatfici mezi 20 sloucenin, které tvotily v chromatogramu piky s nejvétsi plochou




Priloha 2

Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén zachycené pouze na PA vldkno

Ri (x,¥) (s) CAS cislo Fotodegradac¢ni produkt PU Péna

CA WPG | CMC AS HEX REF
1015; 1,030 112-54-9 dodekanal + + + + + +
1159; 1,031 124-25-4 tetradekanal + + + + + +
931; 1,100 | 82061-20-9 |2,3,4,5-tetramethylcyklopent-2-en-1-ol + + + + +
1021 ;1,310 | 150544-04-0 |2,3-dihydro-6-aminoindol-2-on + + + + +
1195; 1,400 119-61-9 benzofenon + + + + +
7155 1,150 149-57-5 | kyselina 2-ethylhexanova + + + +
724 ;1,050 565-59-3 2,3-dimethylpentan + + + +
1102; 1,180 | 1004-29-1 | 2-butyltetrahydrofuran + + + +
667 ;1,180 100-47-0 benzonitril + + +
862 ;1,220 2916-31-6 | 2,2-dimethyl-1,3-dioxolan + + +
940 ; 1,250 90-12-0 I-methylnaftalen + + +
742 ;1,190 613-94-5 hydrazid kyseliny benzoové + +
937; 1,210 | 21915-56-0 |3-hydroxypropyloxiran + +
1105; 1,090 | 1139-30-6 |karyofylen oxid + +
802 ;1,220 2679-87-0 | 2-ethoxybutan +
805; 1,220 | 54658-01-4 |3-methoxyhexan +
856 ; 1,200 822-83-3 2-izoproplydioxolan +
1039 ;1,150 | 74793-66-1 |3-(2,2-dimethylpropoxy)butan-2-ol +
1093 ; 1,090 | 26532-22-9 | 4-(2,4-dimethylcyklohex-3-enyl)but-3-en-2-on +
1279 ; 1,260 97-72-3 anhydrid kyseliny 2-methylpropanové +
1282 ;1,250 97-99-4 tetrahydro-2-furanmethanol +
1405; 1,220 | 86361-10-6 | 3-methylpenten-3-ol +
1444 ;1,790 | 62238-25-9 | N-butyldeka-4,9-dien-2-amin +




Priloha 3

Fotodegradacni produkty polyurethanovych pén zachycené pouze na PDMS vlakno

R: (X, y) (s) CAS ¢islo Fotodegradac¢ni produkt PU Péna
CA WPG | CMC AS HEX REF

850; 1,030 112-31-2 | dekanal + + + + + +
970 ; 0,960 629-59-4 tetradekan + + + + + +
1012; 0,980 | 61868-06-2 |2,4-dimethyltetradekan + + + + + +
1030; 1,160 104-61-0 | dihydro-5-pentylfuran-2(3H)-on + + + + + +
1087 ;0,970 | 54105-65-6 |2,6-dimethylptadekan + + + + + +
1186 ;1,220 | 74708-73-9 |tricyklopentadeka-3,7-dien + + + + + +
1243 ;1,230 | 24157-81-8 |2,6-diisopropylnaftalen + + + + + +
1387; 1,160 104-67-6 | 5-heptyldihydrofuran-2(3H)-on + + + + +
1144 ;1,090 | 4537-15-9 | 1-butylheptylbenzen + + + + +
1168 ;1,030 | 30689-78-2 | 14-methylhexadec-8-en-1-o0l + + + + +
1210; 1,090 | 2719-63-3 | 1-butyloktylbenzen + + + +
1170 ;0,970 638-36-8 2,6,10,14-tetramethylhexadekan + + + +
1321 ;1,280 88-99-3 kyselina ftalova + + + +
841 ;1,330 4511-42-6 | 3,6-dimethyl-(3S-cis)-1,4-dioxan-2,5-dion + + +
1012 ; 0,950 1921-70-6 | 2,6,10,14-tetramethylpentadekan + + +

1198 ;1,190 | 24851-98-7 |methyl dihydrojasmonat + + +
1204 ; 1,000 | 2461-18-9 | dodecyloxymethyloxiran + + +

1219 ;1,230 487-78-3 1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)naftalen + + +

1222 ;1,170 |  6938-51-8 | 2-oktyl benzoat + + +

1270; 1,100 | 4534-49-0 | 1-pentyloktylbenzen + + +
1294 ; 1,060 629-80-1 hexadekanal + + +

1189;1,300 | 1081-75-0 | 1,3-difenylpropan + +
1201 ; 1,010 | 1126-18-7 | 3-butylcyklohexanon + +




Fotodegradacni produkt

PU Péna

R; (X, y) (s) CAS ¢islo

CA | WPG | CMC | AS HEX | REF
1222 ;1,090 | 2719-64-4 | 1-propylnonylbenzen + +
1237 ; 1,100 | 2400-00-2 | 1-ethyldecylbenzen + +
1351; 1,090 8.3.3447 2-butyl-1-methylpyrolidin + +
589 ;1,090 1068-57-1 | hydrazid octové kyseliny +
721 ; 1,060 935-67-1 I-methoxy-1-methylethylbenzen +
1213 ;1,240 | 53084-68-7 |4-methyl-1-methylen-1,2,3,4,9,10-oktahydrofenantren +
1390; 0,010 | 33046-84-3 | 5-fenylpent-2-enal +

+ ... degradac¢ni produkt patii mezi 20 sloucenin, které tvotily v chromatogramu piky s nejvétsi plochou

+... degradacéni produkt, ptitomny, ale nepatfici mezi 20 sloucenin, které tvotily v chromatogramu piky s nejvétsi plochou




ZIVOTOPIS

Osobni idaje | Ing. Daniela Macova

Pracovni
zkuSenosti

Absolvované
pracovni staze

Vzdélani

Tel: +420 721 204 404

Email: danym@email.cz

Adresa: Rousinovska 26, 627 00 Brno, Ceska republika
Datum narozeni: 29.8.1983

Ceska geologicka sluzba 2010 - dosud

Pobocka Brno
Obor aplikované geochemie a zkuSebni laboratot
Leitnerova 22, 658 69 Brno, Ceska republika

Pracovni funkce: zastupce vedouciho laboratore (od 1.3. 2012)
vyvojové-vyzkumny pracovnik

Environmental Research Institute

North Highland College, University of the Highhland and Islands,
Castle Street, Thurso, Caithness, KW 14 7JD, Scotland

Doba staze: 4 — 6/2008, 9 — 11/2008; 9/2009 —4/2010

— pracovné-studijni stdz v rdmci mobilitniho programu SOCRATES
ERASMUS

Vysoké uceni technické v Brné 2007 - dosud

Fakulta chemicka
Purkytiova 118, 612 00 Brno, Ceska republika

Typ studia: doktorsky

Obor: Chemie Zivotniho prostredi
Vysoké uceni technické v Brné 2002 - 2007

Fakulta chemicka
Purkytiova 118, 612 00 Brno, Ceska republika

Typ studia: magistersky

Obor: Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostredi
Téma diplomové prace: ,Sledovani priniku produktii degradace
polymeru do abiotickych slozek zivotniho prostredi *

Stiredni priamyslova §kola chemicka 1998 - 2002
Vranovska 65, 614 00 Brno, Ceska republika

Obor: Aplikovana chemie — Farmaceutické substance



Ridi¢sky prikaz

Jazykové
znalosti

Vybrané
absolvované
kurzy / Skoleni

Skupina B

Angli¢tina — pokrocily B1

2007

8. rocnik Skoly hmotnostni spektrometrie (Lednice,10-14.9.2007)

Kurz Analyza organickych latek (Pohotelice, 8-11.10.2007)

Kurz  celozivotniho vzdélavani Aktudlni  evropska legislativa v
potravindrstvi a Zivotnim prostiredi (Brno, 6/3/22.12. 2007)

2008
Vzdélavaci seminar SPME a GC (Praha, 31.1.2008)
Firemni seminar LC/MS/MS v analyze malych molekul (Brno, 12.3.2008)

2009
Firemni semindr Za hranice bézné LC/MS/MS (Brno, 10.3.2009)
10. rocnik Skoly hmotnostni spektrometrie (Seé, 14-18.9.2009)

2010

11. rocnik Skoly hmotnostni spektrometrie (Pec pod Snézkou, 20-
24.9.2010)

Analyza organickych latek (Komorni Lhotka, 18-20.10.2010)

2011
12. roénik Skoly hmotnostni spektrometrie (Smi, 12-16.9.2011)

2012
Kurz zdkladii védecké prace (AVCR Brno, 20-24.2.2012)



VEDECKE AKTIVITY

Projekty

= Interni projekt CGS/2012 No.335 — fesitel
,Monitoring POP v ovzdusi na ostrové Jamese Rosse, Antarktida*

= Interni projekt CGS/2011-12 No.3339 — 2. fesitel
»Geochemické fosilie v piidach a jezernich sedimentech jako indikatory biologického piivodu
organickych latek™

= SPII 1a9/23/07 a VaV/660/1/03 — spoluprace na environmentalni ¢asti projektu v letech
2010 —-2012

Prispévek CR ke zajisténi stavu ozénové vrstvy Zemé a slunecniho UV zdareni v Antarktidé,

paleoklimatickda a paleogeograficka rekonstrukce vybraného vzemi Antarktidy a souvisejici

geologické studium a mapovani (nositelem Ceska geologicka sluzba)

= FRVS 1710/2010 - fegitel
wtanoveni rezidui pesticidu a mykotoxinit v biotickych matricich pomoci kapalinove
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci*

»  FRVS 2604/2009 — 2. spoluiesitel
wtanoveni rezidui léciv a degradacnich produktii polymerii v biotickych sloZkach Zivotniho
prostredi*

Prezentace vysledku na konferencich

=  Chemistry and Life (9-11.9.2008)
»Volatile degradation products of polyurethane foams*
— forma prezentace: poster

= Studentskd odborna konference (Brno 4.12.2008)
»Determination of Fr-isoprostanes in vivo in biological tissues by LC/MS/MS*
— forma prezentace: prednaska (v anglickém jazyce)

= EMECI0 — 10™ European Meeting on Environmental Chemistry (Limoges — FR, 2-
5.12.2009)

w~Environmnetal degradation of polyurethane foams*

— forma prezentace: poster

= MSB2010 — 25" International Symposium on Microscale Bioseparations (Praha, 21-
25.3.2010)

,Determination of the oxidative stress markers isoprostanes in sea animal tissues,,

— forma prezentace: poster



= Analyza organickych latek (Komorni Lhotka, 18.-20.10.2010)
~Polycyklické aromatické uhlovodiky v okoli Valasského Mezirici*
— forma prezentace: prednaska (v ¢eském jazyce)

= 5™ Meeting on Chemistry and life (Brno, 14-16.9.2011)
,Detection of polychlorinated biphenyls in air at Jamess Ross Island, Antartica‘“
— forma prezentace: poster

= Goldschmidt 2011 (Praha, 14.-19.9.2011)

»Molecular Fossils and Organic Proxies Evidencing the Facial Evolution of the Lower
Miocene Sokolov Basin, Eger Graben*

— forma prezentace: poster

= IMOG2011 25" International Meeting on Organic Geochemistry (Interlaken — CH,18-
23.9.2011)

»~Evalution of depositional environment and biological origin of kerogen in Lower Miocene

Cypris shale in the Eger Graben*

— forma prezentace: poster

— prezentace navrhu pofadani konference IMOG2015 v Praze
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DalSi védecké aktivity

Spoluorganizovani budouci konference 27" International Meeting on Organic Geochemistry
v roce 2015 Praze.



