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Anotace: 

Tato diplomová práce je zaměřena na přípravu a charakterizaci metaloforů ferrcrocinu (Fc) 

a triacetylfusarininu C (TafC) s C u 2 + , N i 2 + , A l 3 + , G a 3 + , C o 2 + , Z n 2 + kationty pomocí C E - D A D v módu 

M E K C a dalších technik molekulové a anorganické hmotnostní spektrometrie. Metalofory Fe-Fc 

a Fe-TafC nebyly potřebné k přípravě, protože se v této formě vyskytují přirozeně a byly využity 

jako modelový vzorek. Teoretická část se věnuje sideroforům jejím vlastnostem, použitím a jejich 

produkcí. Další kapitola se věnuje popisu kapilární elektroforézy, jejich částí a jej ímu použití. Mez i 

posledními kapitolami teoretické práce se věnuji spojení C E - I C P - M S a H P L C - I C P - M S jejich prin­

cipy, použití a literární rešerši. 

Experimentální část je věnována studiu vzniku komplexů metaloforů (des-Fc, des-TafC) 

s různými kovovými kationty ( C u 2 + , N i 2 + , A l 3 + , G a 3 + , C o 2 + , Z n 2 + ) . Experimentální část byla rozdě­

lená do tří částí. V první části byla vyvinuta metoda pro separaci D M S O , des-Fc a Fe-Fc pomocí 

C E - D A D v módu M E K C . Po vývoji metody byly připraveny roztoky kovových iontů s des-Fc, které 

následně byly měřeny na C E - D A D a byla sledována tvorba komplexů. Druhá část je rovněž zamě­

řena na vývoj C E metody, tentokrát pro Fe-TafC. Po vývoji metody byly opět připraveny roztoky 

kationtů s des-TafC, které byly měřeny pomocí na C E - D A D a také byla sledována tvorba komplexů. 

Poslední část je věnována potvrzení komplexů metaloforů (des-Fc, des-TafC) pomocí F I A - H R M S 

a H P L C - I C P - M S . By lo zjištěno, že trojmocné kationty (Ga, AI) ochotně vytvořily komplexy 

s oběma metalofory (des-Fc, des-TafC). Tyto komplexy byly zmíněnými technikami potvrzeny. 

Z dvoj mocných kationtů byl úspěšně vytvořen komplex Cu-Fc, avšak nepodařilo se vznik tohoto 

komplexu potvrdit pomocí F I A - H R M S a ani H P L C - I C P - M S . Vzn ik ostatních komplexů s dvojmoc-

nými kovy se nepodařilo za daných podmínek prokázat. 
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Annotation: 

This master thesis is focused on the preparation and characterization of ferrocine (Fc) and 

triacetylfusarinine C (TafC) metallophores with C u 2 + , N i 2 + , A l 3 + , G a 3 + , C o 2 + , Z n 2 + cations by 

C E - D A D in M E K C mode and other molecular and inorganic mass spectrometry techniques. The 

metallophores Fe-Fc and Fe-TafC were not needed for preparation as they occur naturally in this 

form and were used as a model sample. The theoretical part is devoted to siderophores their prop­

erties, applications and their production. The next chapter is devoted to the description of capillary 

electrophoresis, its parts and its application. Among the last chapters of the theoretical work, I dis­

cuss the connection of C E - I C P - M S and H P L C - I C P - M S their principles, applications and literature 

search. 

The experimental part is devoted to the study of the formation of complexes of metallophores 

(des-Fc, des-TafC) with different metal cations ( C u 2 + , N i 2 + , A l 3 + , G a 3 + , C o 2 + , Z n 2 + ) . The experi­

mental part was divided into three parts. In the first part, a method was developed for the separation 

of D M S O , des-Fc and Fe-Fc using C E - D A D in M E K C mode. After developing the method, solu­

tions of metal ions with des-Fc were prepared, which were then measured on C E - D A D and the 

formation of complexes was monitored. The second part also focuses on the development of the C E 

method, this time for Fe-TafC. After developing the method, solutions of the cations with des-TafC 

were again prepared and measured on C E - D A D and complex formation was also monitored. The 

last part is devoted to the confirmation of the complexes of the metallophores (des-Fc, des-TafC) 

by F I A - H R M S and H P L C - I C P - M S . It was found that the trivalent cations (Ga, A l ) readily formed 

complexes with both metallophores (des-Fc, des-TafC). These complexes were confirmed by the 

above-mentioned techniques. A Cu-Fc complex was successfully formed from divalent cations, but 

the formation of this complex could not be confirmed by F I A - H R M S or H P L C - I C P - M S . The for­

mation of other complexes with divalent metals could not be demonstrated under the given condi­

tions. 
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1 ÚVOD 

Omezení k přístupu některých stopových prvků má v l iv nejen na biologické funkce orga­

nismů, ale také na zdraví ekosystémů a globální koloběh prvků. Enzymatické mechanismy mikrobů 

mají klíčovou roli při řízení důležitých biochemických cyklů v celkovém měřítku, a v mnoha přípa­

dech může nedostatek základních stopových prvků omezit funkci procesů, které jsou zprostředko­

vány metaloenzymy. Některé organismy využívají strategii vylučování metaloforů (biogenních l i -

gandů) k přijímání iontů kovů v reakci na omezení živin [1]. Siderofory jsou nejznámějším příkla­

dem metaloforů a jsou používány bakteriemi, houbami a rostlinami k získávání železa (Fe 3 + ) . I když 

je hlavním účelem sideroforů získávání Fe, zdá se, že mají i další funkce. Například některé sidero­

fory mohou vázat také j iné prvky, j ako j e měď (Cu) a zinek (Zn), a v některých případech může být 

jejich afinita k těmto prvkům vyšší než k Fe. Proto se pro tyto sekundární metabolity, které mají 

afinitu k různým kovům, používá termín "metalofor" [2]. 

Metalofory jsou definovány jako organické ligandy s nízkou molekulovou hmotností, které 

slouží k dodávání iontů kovů organismu za účelem poskytnutí živin. Siderofory jsou příkladem me­

taloforů, které jsou vylučovány organismy za účelem zvýšení příjmu F e 3 + . Studie ukázaly, že meta-

lofory mají schopnost vázat širokou škálu kovů (AI, Fe, Co, M n , N i , Zn , Cu , M o ) [1]. Metalofory 

nacházejí uplatnění v různých odvětvích např. v zemědělství, kde podporují růst rostlin a pomáhají 

odstraňovat kovy z kontaminovaných půd [3]. Dále se prokázalo, že mají význam v lékařství, kde 

mikroorganismy produkující tyto ligandy mohou být odolné vůči antibiotikům, což poskytuje po­

tenciál pro vývoj nových léčivých látek a strategií pro boj s bakteriálními infekcemi [4]. 

Vzhledem k využití metaloforů v životním prostředí a zdravotnictví je klíčové porozumět 

jejich chování v biologických vzorcích a hledat metody pro zkoumání interakcí metaloforů s růz­

nými kovovými ionty. Jednou z možných metod je kapilární elektroforéza v módu M E K C (mice-

lární elektrokinetická chromatografie), která vyniká svými vlastnostmi, j ako j sou rychlost, nenároč­

nost na instrumentaci, malá spotřeba vzorku a chemikálií [5]. Nevýhodou kapilární elektroforézy 

s U V / V i s detektorem jsou však například vysoké meze detekce a stanovitelnosti, které jsou způso­

beny použitím malého množství vzorku, nebo nespecifita U V / V i s detektoru. Z tohoto důvodu je 

často nutné použití j iných detektorů ( ICP-MS) nebo dalších komplementárních technik [6]. 

1 
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2 SIDEROFORY/METALOFORY 

Železo je pro téměř všechny mikroorganismy, rostliny a živočichy nezbytné kvůli svým je­

dinečným chemickým vlastnostem. Jeho schopnost koordinovat a aktivovat kyslík a ideální redoxní 

potenciál jsou klíčové pro přenos elektronů a metabolické procesů [7]. 

I přes velkou hojnost železa v zemské kůře je v aerobním prostřední jeho biologická dostup­

nost omezena jeho nízkou rozpustností. Mikroorganismy, houby a rostliny vyvinuly schopnosti, 

absorbovat železo z půdy, sladké a mořské vody a z j iných organismů. To vedlo ke akumulaci železa 

a produkci tzv. sideroforů [8]. 

Siderofory (patřící mezi metalofory), jsou nízkomolekulární sloučeniny (500-1500 Da), pro­

dukované bakteriemi, houbami a rostlinami, mají vysokou afinitu a selektivitu k železu. Jejich bio-

syntéza je regulována hladinou železa a umožňuje tak jeho vychytávání z okolního prostředí [8]. 

Biosyntéze sideroforů probíhá za účasti neribozomálních peptidových syntetáz, ale může být 

nezávislá na těchto enzymech. Tyto procesy zahrnují oligomeraci a makrocyklizaci omega-amino-

karboxylových kyselin [9]. 

Bakterie, houby a rostliny syntetizují siderofory různými způsoby, včetně biosyntézy mikro­

biálních sideroforů, závislé na neribozomálních peptidových syntézách (NRPS = nonribosomal pep-

tide synthetases). Enzymy N R P S představují modulární montážní linie obsahující více katalytických 

domén. Každý modul začleňuje specifický substrát do konečné struktury sideroforů, díky čemuž 

dochází k rychlejšímu vývoji nových struktur. Siderofory jsou vylučovány za účelem získání železa 

v prostředí s nízkými koncentracemi, kde dojde k vytvoření komplexu Fe-siderofor, který je rozpo­

znán a přemístěn dovnitř buňky [10]. 

Některé bakterie, označované jako bakterie podporující růst rostlin (PGPB = plant growth 

promoting bacteria) kolonizují rhizosféru a podporují tak příjem železa rostlinami. Tyto mikroorga­

nismy mohou produkovat ionty železa při jeho nedostatku, kdy P G P B syntetizují a získávají za 

vhodných podmínek siderofory, čímž zvyšují a regulují biologickou dostupnost železa [11]. 

Siderofory mají vysokou afinitu k železu, že jsou schopny odstranit ho z molekul proteinu 

například feritinu [12]. Hlavní funkcí je přeměna železa vázaného na proteiny nebo ve sloučenině 

rozpustné ve vodě na formu, která je přístupná pro mikroorganismy [13]. Existuje více než 500 

různých sideroforů z nichž 270 bylo strukturně charakterizováno [7]. 
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2.1 Historie sideroforů 

V letech 1949-1952 byly identifikovány tři různé siderofory, které byly izolovány a považo­

vány za růstové faktory: mykobaktin (1), ferrichrom (2) a koprogen (3). V klasické studii provedené 

Snowem a kolegy byl charakterizován mykobaktin, byly určeny jeho koordinační skupiny a proká­

zala se vysoká afinitu k F e 3 + [8]. V téže době Burton a kol . izolovali růstový faktor známý jako 

„Terregensův faktor", a prokázali jeho schopnost vytvářet stabilní komplexy s železem [8]. 

2.2 Afinita a struktura sideroforů 

Molekula sideroforů obvykle obsahuje atom železa koordinovaný s atomy kyslíku, přičemž 

nej častější geometrie je oktaedrická, což umožňuje uspořádání šesti ligandů kolem centra F e 3 + s je­

j ich minimálním odpuzováním. Oktaedrické pole přispívá ke tvorbě termodynamicky stabilních čás­

tic F e 3 + s vysokým spinem. V závislosti na typu sideroforů může být oktaedrické pole deformováno, 

a do struktury sideroforů může být začleněn dusík nebo síra jako koordinační atom, přičemž tyto 

atomy mohou být varianty sideroforů s nižší afinitou k F e 3 + [8]. 

Skelet sideroforů je tvořen peptidy a neproteinogenními aminokyselinami, což vede ke 

vzniku neribozomálního peptidu [9]. 

Všechny siderofory vykazují vyšší afinitu k F e 3 + než k F e 2 + , a jejich afinita k F e 3 + je mnohem 

vyšší než k ostatním dvoj mocným nebo troj mocným kationtům [8]. 

2.3 Klasifikace sideroforů 

Podle chemických vlastností se siderofory dělí na hydroxamáty, katecholáty (také známé 

jako fenoláty), karboxyláty a siderofory smíšeného typu. Siderofory smíšeného typu odpovídají 

svou strukturou dvěma nebo třem třídám současně, a proto jsou považovány za samostatnou třídu 

[14][15]. 

2.3.1 Hydroxamátové siderofory 

Jedná se o nejběžnější skupinu sideroforů vyskytujících se v přírodě. Mohou je produkovat 

jak houby, tak bakterie. Obsahují strukturu C(=0)N-(OH)R, kde R je aminokyselina nebo její deri­

vát obsahující dva atomy kyslíku, tvořící bidentátní ligand s kationty železa [15]. 
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Při spojení hydroxamátu s Fe ztrácí jeho funkční skupina proton z hydroxylaminové sku­

piny (-NOH) za vzniku bidentátního ligandu [16]. Hydroxamátové siderofory, lze vidět na obr. 1. 

Obr. 1: Příklady hydroxamátových sideroforů: Schizokinen, rhizobactin, vicibactin. Hydroxamá­

tové funkční skupiny jsou zvýrazněny modře. Převzato a upraveno z literatury [17]. 

2.3.2 Katecholátové (fenolátové) siderofory 

Zde je ion F e 3 + vázán na hydroxylové nebo katecholátové skupiny. Po chelataci s F e 3 + za 

účelem vytvoření hexadentního oktaedrického komplexu dodává každá katecholátová skupina dva 

atomy kyslíku [3]. Všechny katecholátové siderofory jsou deriváty kyseliny salicylové nebo kyse­

liny 2,3-dihydroxybenzoové [18]. Kachatecholátové (fenolátové) siderofory lze vidět na obr. 2. 

Kyselina ítoová Ammochelin 

Obr. 2: Příklady sideroforů katecholátového typu: aminochelin, kyselina itoová. Katecholátové 

funkční skupiny jsou zvýrazněny fialově. Převzato z literatury [17]. 
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2.3.3 Karboxylátové a smíšené siderofory 

Siderofory karboxylátového typu se vážou na železo prostřednictvím karboxylových a hyd-

roxylových skupin [17]. Některé mikroorganismy produkují siderofory smíšeného typu, které obsa­

hují jak katecholátovou, tak hydroxamátovou skupinu, to lze vidět na obr. 3 [3]. 

OH 

Obr. 3: Příklady sideroforů smíšeného typu: y - Azotobactin. Hydroxamátové skupiny jsou znázor­

něny modře, katecholátové funkční skupiny fialově a karboxylátové skupiny zeleně. Převzato z lite­

ratury [17]. 

2.4 Environmentálni použití 

Použití sideroforů se široce zvyšuje v oblasti zemědělství pro podporu růstu rostlin a jejich 

ochranu proti patogenům. A b y se zabránilo aplikaci syntetických fungicidů a chemických hnojiv, 

lze aplikovat siderofory, protože jsou to netoxické a přírodní produkty mikrobů [3]. 

2.4.1 Siderofory podporují růst rostlin 

Přestože je železo mikroživinou, je nezbytné pro biosyntézu chlorofylu, redoxní reakce a ně­

které důležité fyziologické činnosti rostlin [19]. Hladovění po železe proto významně snižuje množ­

ství a kvalitu rostlinné produkce. Při produkci pyoverdinových sideroforů dochází ke zvyšování 

růstu rostlin. B y l proveden pokus, kdy rostliny byly pěstovány ve sterilních a nesterilních 
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podmínkách v půdě. Po inkubaci bylo zjištěno, že rostliny pěstované ve nesterilních podmínkách 

dobře rostly a vykazovaly vyšší koncentrace Fe v kořenech. Naproti tomu rostliny pěstované ve 

sterilních podmínkách vykazovaly velmi malý růst a trpěly silným nedostatkem železa [20]. Tímto 

pokusem bylo prokázáno, že produkce mikrobiálních sideroforů byla u rostlin pěstovaných ve ste­

rilních podmínkách zcela potlačena, a proto lze mikrobiální siderofory považovat za účinný zdroj 

železa pro rostliny [20][21]. 

2.4.2 Siderofor jako potenciální biokontrolní činidlo 

Siderofory hrají významnou roli v mechanismu biologické kontroly proti některým fytopa-

togenům, což je znázorněno na obr. 4. Siderofory se pevně váží se železem, takže snižují jeho bio­

logicky dostupné množství pro rostlinné patogeny, čímž usnadňují hubení těchto fytopatogenů 

[22][23]. Siderofor podporuje růst rostlin tím, že zabíjí patogenní bakterie prostřednictvím 

sekvestrace železa. Fytopatogeny se spojují s kořeny rostlin a způsobují patogenezi [21]. 

Patogenní mikroorganismy dostupného železa Siderofor vázaný na železo 

Obr. 4: Znázornění hubení patogenních mikroorganismů pomocí sideroforů. Převzato a upraveno 

z literatury [21] [22]. 

2.4.3 Využití sideroforů při remediacích a vliv těžkých kovů na syntézu sideroforů 

Aby došlo k odstranění těžkých kovů (TK) bioremediací nebo mikrobiálně, musí být splněno 

několik podmínek (obecně): vhodná koncentrace kovu, sideroforů, p H prostředí, teplota [9] [24]. 

Mez i běžné mechanismy mikrobiálního odstraňování T K patří snížení propustnosti buněčné 
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membrány, redukce nebo vy srážení kovu [9]. Redukcí a vy srážením T K se zabývala studie od 

Edberga a jeho kolegů [25], kdy bylo studováno odstraňování uranu z vodního prostředí. V této 

studii bylo zjištěno, že díky přítomnosti pyoverdinu docházelo k uvolňování uranu z testované hor­

niny ve formě uranylového kationtu (U02) 2 + Následně pak docházelo k vysrážení uranu v podobě 

minerálu uranitu, který je ve vodě nerozpustný [9] [25]. 

Poměrně často se setkáváme s extrakcí kovu z rhizosféry rostlinami [9]. Princip mikrobiálně 

podpořené fytoremediace je založen na několika schopnostech sideroforů: 

1) přivádět T K do roztoku i z hůře rozpustných materiálů nebo hornin (vzniká komplex siderofor-

toxický kov, který zabraňuje vstupu toxického kovu do buňky a zároveň dochází k extracelulární 

redukci a vysrážení kovu) [9]. 

2) získávání železa (prospívá růstu rostlin) 

3) zmírňování toxicity, že se odstraňuje kov z rostlin [9][26]. 

Siderofory se nejčastěji používají k odstraňování As , Cd, Cu, Cr atd. Nejčastěji se aplikují 

dva siderofory, a to desferrioxaminy nebo pyoverdiny. Díky tomu, že komplexy kov-siderofor mají 

různými kovy různé konstanty stability může se lišit účinnost fytoremediace [9]. 

Příkladem je zaměření na odstranění arsenu z půdy, kdy byly použity siderofory produko­

vaný P. azotoformans, kyselina ethylendiamintetraoctová ( E D T A ) a kyselina citrónová. Výsledky 

ukázaly, že růst buněk a produkce sideroforů jsou v nepřímém vztahu. Charakterizace sideroforů 

produkovaného P. azotoformans odhalila, že se jedná o katecholát a hydroxamát smíšeného typu. 

By lo zjištěno, že smíšený siderofor kromě železa komplexuje těžké kovy jako je Cd, Pb, N i , As , AI , 

Zn, Cu. By lo provedeno 5 promývání sideroforem, E D T A a C A , kdy bylo odstraněno téměř 70 % 

arsenu [27]. 

2 . 4 . 4 Rozklad organických kontaminantů pomocí sideroforů 

Komplex kov-siderofor podléhá biodegradaci uvnitř nebo vně buňky, přičemž dochází také 

k přeměně oxidačního stupně vázaného kovu. Biodegradace organické hmoty může probíhat Fen-

tonovou nebo Haber-Weissovou reakcí, která je Fentonovou reakcí iniciována. Schéma takové bio­

degradace uvedenými reakcemi j e uvedeno na obr. č. 5. N a biodegradaci sedimentů, které j sou kon­

taminovány ropnými uhlovodíky, se podílejí mořské bakterie Alcanivorax borkumensis, které roz­

kládají uhlovodíky uvnitř buňky. Aby došlo k rozkladu je třeba dodržovat určité podmínky, jako je 

8 



například dostatek Fe. Pokud je nedostatek železa, je produkováno siderofory z okolí. Díky tomu 

jsou schopny následné produkce a využití enzymů k rozkladu organické hmoty, kterou dále použí­

vají jako zdroj uhlíku pro další biosyntézy [9][28]. 

* Q H + QH • Qj lfaber~Heiss

 ( 

hV" / Fe" 
Fenlon-like 

h j c - c - 7 ? - ^ b » O H + OH + S-Fe01 * S-Fe" + H,0, 

r Habti Welnova teakte 1 

\ 
r reakce tentonova typu 

O , O / l «minoky™*n. ^ -fyll _K„lil 

v n ě j š í 

NADH 
W tlinilokuilo NADH l lyôn ypsilon •. .d. ía 

buněčná 
membrána 
vnitřní 

siHrinfo. (S) 

Ož»r. 5: Znázornění biogenního vzniku reaktivní formy kyslíku. Převzato a upraveno z literatury 

[9][29]. 

2.5 Lékařství 

V posledních letech se siderofory stále více používají v lékařství, kdy mikroorganismy jsou 

rezistentní vůči antibiotikům. Příkladem může být antimalarikum, které může být použito rovněž 

k léčbě rakoviny. Dále slouží k odstraňování transuranových prvků (vytvoření komplexních slou­

čenin, které mohou být snáze extrahovány nebo odstraněny z určitého prostředí). Nemocničních 

infekcí a úmrtí způsobených infekcemi přibývá v důsledku stárnutí populace, zvýšeného počtu pa­

cientů s oslabenou imunitou a výskytu multirezistentních patogenů. Siderofory hrají významnou 

roli ve virulenci (šíření) patogenu. V kombinaci s radionuklidy nebo chromofory mohou siderofory 

diagnostikovat infekční onemocnění pomocí optického zobrazování. Proto se siderofory koordino­

vané radionuklidy, jako jsou 6 8 G a , 8 9 Z r a m I n mohou stát zobrazovacími látkami [4]. 
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2.5.1 Odstranění prvků z těla pomocí sideroforů 

Proces výroby elektřiny jadernou energií zvýšil šance na vystavení člověka určitými prvky, 

jako je hliník a vanad [30]. K nárůstu hliníku v těle dochází u pacientů s dialyzační encefalopatií 

(komplikace, která je způsobena hromaděním hliníku v mozku) a dialyzovaných pacientů s koneč­

ným stadiem selhání ledvin. K léčbě lze použít siderofory, jako je např. desferol, který mobilizuje 

a chelatuje hliník vázaný na tkáně vytvořením aluminoxaminového komplexu, který je volně roz­

pustný ve vodě a snadno se vylučuje močí nebo stolicí. Desferol může z těla vyloučit také vanad. 

By lo zjištěno, že u potkanů desferol snížil obsah vanadu v ledvinách o 20 %, v plicích o 25 % 

a v játrech o 26 %. By lo také prokázáno, že desferol zvyšuje vylučování vanadu močí a stolicí 

[30][31]. 

2.5.2 Siderofory jako markery různých onemocnění 

Aspergillus fumigatus je všudypří tomná saprofýtická plíseň, ale také nej častější příčina plís-

ňových infekcí přenášených vzduchem u imunokompromitovaných pacientů. Výskyt invazivních 

infekcí vyvolaných Aspergillus spp., označován jako aspergilóza, se v posledních desetiletích 

enormně zvýšil a úmrtnost se pohybuje od 60 do 90 %. Během saprofýtického i patogenního růstu 

se patogen musí vyrovnávat s rychle se měnícím mikroprostředím. Proto je A. fumigatus schopen 

přizpůsobit svůj metabolismus tak, aby překonal sekvestraci živin (oddělení od zbytku) a obranné 

mechanismy hostitele. Aspergillus fumigatus produkuje čtyři siderofory: fusarinin C (FsC), tria-

cetylfusarinin C (Fe-TafC), ferikrocin (Fe-Fc) a hydroxyferikrocin (Fe-HFc). FsC a Fe-TafC se vy­

lučují pro solubilizaci a příjem železa; Fc se používá pro ukládání a distribuci železa v h y f á c h 

(vlákno houby) a HFc je nutný pro ukládání železa v konidiích (nepohyblivá spora houby vzniká 

nepohlavním způsobem). Vzhledem k úloze Fe-Fc v intracelulárním ukládání a distribuci železa 

hraje jeho biosyntéza klíčovou roli při klíčení a konidiaci. U Aspergillus fumigatus se také ukázalo, 

že Fe-Fc je nezbytný pro pohlavní vývoj . A. fumigatus využívá další systémy příjmu železa (reduk-

tivní, nízkoafinitní), ale ty nejsou schopny využívat přímo hostitelské zdroje železa, jako je hem, 

feritin a transferin. Nedostatek extracelulárních sideroforů způsobuje oxidační stres, protože zvy­

šuje hladovění po železe, které je nezbytné pro různé metabolické funkce, zejména pro aktivitu 

antioxidačních enzymů, jako je kataláza obsahující hem [32]. 
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2.5.3 Vývoj nových terapeutických strategií 

Současný svět čelí tzv. antibiotické krizi , kdy počet mikroorganismů rezistentních k antibi­

otikům neustále roste. Soustavně, ale klesá počet antimikrobiálních látek zaváděných na trh navíc 

většina z nich jsou jen další generace látek (již známých struktur). Díky tomu, že se nedaří identifi­

kovat nové cílové struktury pro léky a vývoj nových skupin léků, každý rok umírá v zemích E U 

přes 33 000 a v U S A přes 23 000 pacientů přímo v důsledku infekcí způsobených rezistentními mi­

kroorganismy. Znalost interakcí hostitelských receptoru s metabolity invazivních patogenů předsta­

vuje jednu z možných cest k vývoji nových terapeutických strategií. Protože interakce iniciují a řídí 

osud infekcí, blokování těchto interakcí je jednou z možných variant v boji proti patogenům, ať při 

použití léčiv nebo terapeutických protilátek. Cílem je vytvořit pokročilou znalostní základnu k na­

vržení budoucích cílených terapií, které by zmírňovaly nebo plně léčily infekční choroby a s nimi 

související zánětlivé reakce [33]. 

Bakteriální infekce jsou běžným zdravotním problémem, který může v případě neléčení, ne­

dostupnosti péče nebo antibiotické rezistence vést až k úmrtí postiženého jedince [34]. 

Mikroorganismy vyvinuly schopnost produkovat tzv. „skryté" siderofory, látky, které kom-

plexují („vychytávají") železité ionty v organismu hostitele, transportuj! je, a podporují tak růst 

těchto patogenních organismů. Tyto „skryté" siderofory, s odlišnou strukturou, unikají rozpoznání 

imunitním systémem hostitele. Například glykosylace enterobaktinu na salmochelin poskytuje bak­

teriálnímu rodu Salmonella významnou fylogenetickou výhodu. V boji o „živiny" (nutričně vý­

znamné ionty) stojí na straně hostitele protein lipokalin - 2 (neutrofilní asociovaný lipokalin s ge-

latinázou), který je časným markerem různých typů patologických stavů. Tento protein tvoří ter-

nární komplex se železitou formou sideroforu (navíc s dostatečnou velikostí, aby byl rozpoznám 

imunitním systémem), čímž znemožňuje využití železa pro růst patogenních organismů [33]. 

Patogenní bakterie hledají vhodné útočiště v organismu, kde se usadí a kolonizují [34]. Je 

pravděpodobné, že bakterie potřebují i další kationty stopových prvků ( C u 2 + , M n 2 + , N i 2 + ) , protože 

struktura metaloforů by teoreticky měla umožňovat chelataci i těchto iontů. Proto by mělo být 

možné, aby metalofory interagovaly s dalšími nutričně významnými ionty, ale stejně tak by mělo 

být možné, aby se tomu organismus bránil, podobně jako v případě železitých iontů ternárním kom­

plexem. Nicméně, pro potvrzení nebo vyvrácení této hypotézy dosud nebyly k dispozici dostatečně 

citlivé techniky, které by umožnily ověřit tuto skutečnost (koncentrace zmíněných kovů jsou 

v těchto případech nižší než v případě železa). 
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Znalost interakcí hostitelských receptoru s metabolity invazivních patogenů je klíčová pro 

vývoj nových terapeutických strategií. Tyto interakce iniciují a řídí průběh infekcí. Blokování těchto 

interakcí je pak potenciální účinnou moderní terapií, zejména v případě rezistentních bakteriálních 

kmenů [35]. 

2.6 Vlastnosti Des-Fc a Des-TafC 

2.6.1 Vlastnosti Desferri-ferikrocin (des-Fc) 

Molekulová hmotnost: 717.7234 g/mol 

Sumární vzorec: C28H47N9O13 

Triviální název: Desferri-ferikrocin [36] 

O 

Obr. 6: Struktura desferri-ferricrocinu. 
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2.6.2 Vlastnosti desferri-triacetylfusarinin C (des-TafC) 

Molekulová hmotnost: 852,9225 g/mol 

Sumární vzorec: C39H60N6O15 

Triviální název: desferri-triacetylfusarinin C [37] 

Obr. 7: Struktura desferri-triacetylfusarinin C. 
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3 KAPILÁRNÍ ELEKTROFORÉZA 

3.1 Historie a současnost elektroforézy 

Roku 1892 byl poprvé popsán pohyb anorganických částic v elektrickém poli v koloidním 

roztoku, kdy se následně zjistilo, že podobně putují i proteiny ve vodných roztocích. V 30. letech 

20. století zkonstruoval Arne Tiselius zařízení, které umožňovalo rozdělit proteiny krevního séra na 

základě jejich rozdílných rychlostí pohybu v elektrickém poli. Z a tento objev mu byla roku 1948 

udělena Nobelova cena [38]. 

3.2 Princip 

Kapilární elektroforéza je analytická metoda založená na migraci elektricky nabitých látek 

kapilárou, kdy látky jsou rozpuštěny v roztoku elektrolytu. K migraci dochází díky vložení stejno­

směrného elektrického pole [39]. 

Migrační rychlost analytu v elektrickém poli o intenzitě „£"' je určena elektroforetickou po­

hyblivostí (mobilitou) analytu a elektroosmotickou pohyblivostí základního elektrolytu uvnitř kapi­

láry. Elektrofor etická mobilita rozpuštěné látky (/U e p) závisí na vlastnostech rozpuštěné látky (elek­

trický náboj, velikost a tvar analytu) a na vlastnostech základního elektrolytu, ve kterém migrace 

probíhá (iontová síla elektrolytu, pH, viskozita a aditiva) [40]. 

3.3 Elektroforetická mobilita 

Základní veličinou elektromigračních separačních metod je elektroforetická pohyblivost ne­

boli mobilita, která je značena (jJ.ep), byla definovaná jako rychlost pohybu nabitých částic ve stej­

nosměrném elektrickém poli (v kapalném prostředí) při dané intenzitě „£"'. Veličinu vyjádříme 

podle rovnice (1) [41]. 

vep = ľepE (1) 

Intenzita elektrické pole v kapiláře je dána podílem napětí (ČT), které je připojené ke koncům 

kapiláry a délkou kapiláry (L). Intenzitu elektrického pole (E) lze vyjádřit podle rovnice (2) [41]. 

* = ? <2) 
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(Fei) je elektrická síla pole, která je přímo úměrná náboji (q). Elektrickou sílu pole lze vyjádřit 

podle rovnice (3).Výsledný pohyb iontů v roztoku je dán působením dvou sil. Ion, který nese náboj 

(q) je uváděn do pohybu silou elektrického pole (Fel). 

Fel = qE (3) 

Pohyb iontu o poloměru (r), je následně zbrzděn frikční silou prostředí, která je dána Sto-

kesovým zákonem. Frikční sílu lze vyjádřit podle rovnice (4). 

Ffr = 6nVrvep (4) 

Dále je frikční síla (F^ r) přímo úměrná viskozite prostředí (rj), velikosti náboje částice (q) 

a velikostí částice (r). 

Při kombinaci uvedených rovnic lze získat vztah pro výpočet elektroforetické mobility. 

Mep = -r— (5) F bnrir 

Z rovnice (5) vyplývá, že pohyblivost iontů (/U e p) je přímo úměrná náboji (q) a nepřímo 

úměrná jeho poloměru (r) a viskozite roztoku {rj) [41]. 

Elektroforetická mobilita analytu může působit ve stejném nebo opačném směru, v závislosti 

na náboji analytu v daném elektrolytu. Při kapilární elektroforéze v „normálním" uspořádání, kde 

anoda (kladný pól) je umístěna na vstupu a katoda (záporný pól) na výstupu separační kapiláry 

(směr detektoru), budou anionty migrovat v opačném směru než elektroosmotický tok a kationty 

budou migrovat ve stejném směru jako elektroosmotický tok. Tedy pořadí analytu bude následující: 

kationty, nerozseparované neutrální látky a nakonec anionty [40]. 

3.4 Elektroosmotický tok 

Elektroosmotický tok je jev, který vzniká v kapilárách nejčastěji vyrobených z taveného kře­

mene a obsahujících na svém povrchu silanolové skupiny. Tyto skupiny disociují v závislosti na p H 

roztoku (základního elektrolytu), kterým je kapilára naplněna a tím vytvářejí záporný náboj na stěně 

kapiláry. Disociace silanolových skupin je znázorněna na obr. 8 [42]. 
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Obr. 8: Disociace silanolových skupin. Převzato a upraveno z literatury [42]. 

V důsledku toho dochází na vnitřním povrchu kapiláry k tvorbě elektrické dvojvrstvy. Tato 

dvoj vrstva se skládá z vnitřní části, nazývané fixní, která ovlivňuje interakce mezi elektrolytem 

a povrchem kapiláry, a vnější části, nazývané difúzni, která ovlivňuje rozlišení mezi jednotlivými 

píky v elektroforegramu. Díky solvataci iontů a vnitřnímu tření unáší celý roztok v elektrickém poli 

[42]. 

Schéma vzniku elektrické dvojvrstvy je znázorněno na obr. 9. První vrstva protiiontů, nazý­

vaná Sternova vrstva, drží pevně na silanoátových skupinách. Vnější vrstva, označována jako di­

fúzni, je vzdálenější od silanoátových skupin. Difúzni vrstva kationtů je při působení elektrického 

pole vedena směrem k záporně nabité katodě. Protože jsou tyto kationty solvatovány, migruje ob­

jemný B G E spolu s difúzni vrstvou, což způsobuje elektroosmotické tok elektrolytu [42]. 

V kapiláře z taveného oxidu křemičitého se silanolové (Si-OH) skupiny vázané na vnitřní 

stěně kapiláry ionizují na záporně nabité silanoátové (Si-O-) skupiny při p H > ~3. Ionizaci stěny 

kapiláry lze zvýšit tím, že před zavedením B G E se kapilára nejprve promyje (kondicionuje) silně 

zásaditým roztokem ( I M N a O H , K O H ) . Jiné typy kapilár, včetně teflonových, také vykazují elek-

troosmotický tok. Příčinou elektroosmotického toku v těchto kapilárách je adsorpce elektricky [33] 

nabitých iontů elektrolytického roztoku na stěny kapiláry [43] [44]. 
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Sternova vrstva pohybové rozhráni i 

c l c k t r o k i n e t i c k ý tl2t 
potenciál 

vnitřní vrstva difúzni vrstva 

Obr. 9: Uspořádání elektrické dvojvrstvy (Sternův model). Převzato a upraveno z literatury [45]. 
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OZ?r. 10: Princip elektroosmotického toku. Převzato a upraveno z literatury [46]. 

Rychlost elektroosmotického toku závisí na intenzitě elektrického pole a hustotě náboje na 

stěnách kapiláry. Hustota náboje je přímo úměrná p H a nepřímo úměrná iontové síle B G E , což 

ovlivňuje stlačování elektrické dvojvrstvy a odstínění náboje. Elektroosmotický tok se zvyšuje 

s rostoucí hodnotou p H , dokud nejsou všechny silanolové skupiny [36] na stěně kapiláry plně ioni­

zovány [46]. 
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E O F unáší všechny přítomné ionty stejnou rychlostí, což z hlediska separace působí jako 

neselektivní síla, ale významně ovlivňuje výslednou migrační rychlost přítomných analytů a účin­

nost separace po celou dobu analýzy [41]. 

Disociací vzniklé ionty tvoří na stěně imobilizovanou část elektrické dvojvrstvy, přičemž 

v její difuzní části směrem do roztoku zůstává přebytek volného náboje. To vytváří potenciálový 

rozdíl v blízkosti stěny, který se nazývá elektrokinetický potenciál nebo Zeta potenciál [41]. 

^eo=^- (6) 

Z rovnice (6) vyplývá, že mobilita elektroosmotického toku Gu e o ) je přímo úměrná zeta po­

tenciálu (Q a permitivitě základního elektrolytu (e) a nepřímo úměrná poloměru kapiláry (r) a dy­

namické viskozite (rj) [41]. 

Z rovnice (7) vyplývá, že lineární rychlost elektroosmotického toku (veo ) je přímo úměrná 

mobilitě elektroosmotického toku (/U e o) a vloženého napětí (U) a nepřímo úměrná délce kapiláry (Z) 

Elektrokinetický potenciál a elektroosmotický tok lze regulovat změnou složení B G E po­

mocí pH, iontové síly nebo úpravou vnitřního povrchu kapiláry (kovalentní nebo dynamická po­

krytí) [47]. 

Elektroosmotický tok má téměř pravoúhlý rychlostní profil v celém průřezu kapiláry, na 

rozdíl od parabolické rychlostního profilu hydrodynamického toku. Jeho příspěvek k celkové difúzi 

analytů je zanedbatelný při elektromigrační separaci, což využívá zejména v kombinovaných tech­

nikách kapilární elektroforézy, jako je elektrokinetická chromatografie a elektrochromatografie, kde 

elektroosmotický tok slouží jako tažná síla B G E [41]. 

(7) 

[41]. 

Elektroosmot ický tok 
s 

Lamitiámí tok 

Obr. 11: Porovnám elektroosmotického a laminární toku. Převzato z literatury [48]. 
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3.5 Druhy kapilární elektroforézy 

1) Kapilární zónová elektroforéza - C Z E („Capillary zone electrophoresis'") 

2) Kapilární gelová elektroforéza - C G E („Capillary gel electrophoresis'") 

3) (bio) Afinitní kapilární elektroforéza - B A C E [„(bio) Affinity capillary electrophoresis"] 

4) Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie - M E K C („Micellar electrokinetic chroma­

tography") 

5) Kapilární elektrochromatografie - C E C („Capillary electrochromatography") 

6) Kapilární izoelektrická fokusace - CIEF („Capillary isoelectric focusing") 

7) Kapilární izotachoforéza - CITP („Capillary isoelectric focusing") [48] [49] [50] 

3.5.1 Kapilární zónová elektroforéza - C Z E 

Jde o nej častej i používanou variantu C E . Při této technice j sou analyty separovány v kapiláře 

obsahující pouze tlumivé roztoky. Princip spočívá v různé rychlosti migrace jednotlivých složek 

migrujících v oddělených zónách. Rychlost každé zóny závisí na elektroforetické mobilitě rozpuš­

těné látky a elektroosmotickém toku v kapiláře. Pro zvýšení účinnosti separace látek, které se mohou 

adsorbovat na křemenný povrch, mohou být použity kapiláry s vnitřním pokrytím [40]. 

Tato varianta kapilární elektroforézy může být použita pro analýzu malých (2000 < M r ) , 

velkých molekul (proteiny) a větších částic (buňky, viry, nanočástice atd.) Díky vysoké účinnosti, 

které je v kapilární zónové elektroforéze dosahováno, může být prováděna separace molekul, j ež 

mají jen nepatrný rozdíl v poměru z/m (náboje/hmotnosti). Tento způsob separace umožňuje také 

separaci chirálních látek přidáním chirálního sektoru do separačního t lumivého roztoku, ale zde se 

nejedná jenom o použití módu C Z E , ale i A C E [39] [40]. 
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3.5.2 Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie - M E K C 

M E K C vyvinuli Terabe a kol. , kteří tuto techniku označili jako elektrokinetickou separaci. 

V pozdější době j i nazvali, jako elektrokinetickou chromatografií, protože se domnívali, že princip 

je podobný rozdělovači chromatografií. Tento mód kapilární elektroforézy se běžně označuje zkrat­

kou M E K C . Výstup z detektoru se označuje jako elektrokinetický chromatogram namísto elektro-

foregramu jako u C Z E [44]. 

Princip tohoto módu je založen na dělení rozpuštěných látek mezi tzv. „ pseudostacionární" 

fázi (micely) a pufir. Surfaktanty, známé také jako povrchově aktivní látky, jsou molekuly, které 

mají na jednom konci hydrofilní část (dobře rozpustnou ve vodě) a na druhém konci hydrofobní část 

(špatně rozpustnou ve vodě). Některé tenzidy mají na hydrofilní m konci molekuly iontovou skupinu 

[44]. 

Vývoj M E K C představoval významný pokrok v kapilární elektroforéze, protože umožnil 

separaci elektricky neutrálních sloučenin. Bez M E K C by byla C E v podstatě omezena na separaci 

pouze ionizovatelných sloučenin, čímž by bylo její použití významně omezeno. M E K C umožnila 

separaci i extrémně hydrofobních sloučenin, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodíky. Kromě 

toho může M E K C být použita k separaci ionizovaných sloučenin a peptidů [44]. 

Příkladem široce používaného aniontového detergentu je SDS (dodecyl síran sodný - C H 3 -

(CH2)n-0-S03H). N a jednom konci SDS je hydrofilní skupina - S O 3 H a na druhém konci hydro­

fobní - ( C H 2 ) n - C H 3 uhlíkatý řetězec. Surfaktanty mohou být také kationtové, zwitteriontové nebo 

neiontové [44]. 

Pokud je koncentrace surfaktantu v roztoku vyšší než kritická micelární koncentrace ( C M C ) , 

dochází k vytvoření micel, což je důsledek asociace molekul surfaktantu. Tyto micely se skládají 

z různého počtu molekul surfaktantu, což je vyjádřeno jako tzv. agregačního čísla (AN) . Mice ly 

mají obvykle kulovitý tvar a jejich molekuly jsou (ve vodném prostředí) orientovány tak, že hydro­

filní skupiny surfaktantu j sou na vnější straně micely směrem k vodnému pufru, zatímco jejich hyd­

rofobní části směřují do středu micely (směrem od vodného pufru). Struktura micely je znázorněna 

na obr. 12 [44]. 
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shydrofbbní s hydrofilní 

dutinou dutinou 

Obr. 12: Znázornění micely SDS. Převzato a upraveno z literatury [51]. 

Tabulka 1. příklady detergentů - jejich kritická micelární koncentrace a agregační čislo [44] 

Detergenty C M C [mM] A N 

Aniontové detergenty 

SDS 8,27 62 

N a C l 14 2-4 

Kationtové detergenty 

Dodecyltrimethylamonium bromid 14 50 

Hexadecyltrimethylamonium bromid 0,026 169 

Obojetné detergenty 

C H A P S 8 10 

C H A P S O 8 11 

Neiontové detergenty 

n-decyl-p-D-glukopyranosid 2,2 0 

Triton X-100 0,24 140 

Když se do vodného roztoku obsahující micely přidá hydrofobní sloučenina, která není roz­

pustná ve vodě, dochází k jejímu rozdělení mezi vodnou fází a fází organickou (micelární) na zá­

kladě rozdělovacího koeficientu [44]. 
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Při použití aniontového tenzidu (např. SDS), který nese záporný náboj, v elektrolytu 

o vyšším p H (kdy elektroforetická rychlost micel je menší než rychlost elektroosmotického toku) 

a analyzovaná látka je elektricky neutrální, probíhá separace následovně: i když jsou záporně nabité 

micely přitahovány k anodě, elektroosmotický tok je odnáší ke katodě. Molekuly vzorku jsou pak 

distribuovány mezi pufr a micely, takže doba, kterou vzorek stráví v micelách je úměrná jejich hyd-

rofobicitě. Pokud by se použil kationtový tenzid, směr elektroosmotického toku by byl obrácen, 

a proto by bylo nutné obrátit polaritu použitého napětí [44]. 

Hydrofilní molekuly, kteréj sou rozpustné ve vodě a nemají náboj, stráví veškerý časvpuf ru , 

protože se do micel nedostanou a nemohou interagovat elektrostaticky. Tyto molekuly jsou neseny 

kapilárou rychlostí elektroosmotického toku a migrují jako první, jak znázorňuje čtverec na obr. 13. 

Tyto molekuly jsou v micelách zcela nerozpustné a migrují při čase to. Ve lmi hydrofobní molekuly, 

které jsou v micelách zcela rozpustné, stráví v micelách veškerý čas, a proto jsou kapilárou unášeny 

stejnou rychlostí jako micely, jak znázorňují kolečka na obr. 13. Migrují v čase W . Molekuly, které 

jsou částečně rozpustné (tzn. hydrofobnější) v micelách, se rozdělí mezi micely a pufr a migrují 

mezi časem to a tm c , jsou znázorněny jako trojúhelníky na obr. 13. Jejich retenční časy t r jsou úměrné 

době, kterou stráví v micelách a která je úměrná jejich hydrofobicitě [44]. 

0 
0 

Anoda 

M l 
0 

B 

EOF • 
Katoda 

Obr. 13: Schematické znázornění MEKC v kapiláře. Micely (M) nesou záporné náboje kolem sebe. 

Záporně nabité micely jsou přitahovány anodou, ale EOF je přenáší ke katodě. Rozpuštěné látky 

jsou znázorněny písmeny S. Čtverečky jsou označeny rozpuštěné látky, které jsou velmi dobře roz­

pustné ve vodě a do micel se vůbec nerozdělují. Migrují stejnou rychlostí jako EOF a eluují v čase 

to- Kruhy představují rozpuštěné látky, které jsou zcela rozpuštěny v micelách a nestráví v roztoku 

žádný čas. Migrují stejnou rychlostí jako micely a eluují v čase tmc. Frojúhelníky představují roz­

puštěné látky, které se rozdělují mezi micely a vodný roztok. Převzato a upraveno z literatury [44]. 
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V posledních letech je velký zájem o použití polymerních pseudostacionárních fází. B y l y 

popsány tři různé typy: 

a) Polymerní micely (v nich jsou polymerizovány monomery povrchově aktivních látek, které jsou 

spolu volně spojeny). 

b) Kaskádové makromolekuly (hvězdicovité dendrimery) 

c) Iontové blokové kopolymery 

Hlavní výhodou je stabilita jejich struktury v přítomnosti organických modifikátoru o vyso­

kých koncentracích. Běžně používané povrchově aktivní látky mohou tolerovat přibližně 20-30 % 

organického modifikátoru, než dojde k inhibici tvorby micel. Použití vysoké koncentrace organic­

kého modifikátoru je nezbytné pro separaci vysoce hydrofobních rozpuštěných látek, které silně 

interagují s micelami. Například separace P A U (polyaromatické uhlovodíky) byla dosažena pomocí 

j iných polymerních fází, jako jsou hvězdicovité dendrimery s 90 % rozpouštědla methanolu a ko­

polymery iontových bloků s 50 % methanolu ve vodném pufru [52]. 

3.5.2.1 Modifikátory v MEKC 

Do pufru, lze přidávat další látky (modifikátory), aby došlo ke zlepšení separace. Modifiká­

tory mohou ovlivnit náboj micel nebo rozpuštěné látky a změnit rozpustnost rozpuštěné látky v mi-

celách. Například Nishi a kol . pozorovali, že přídavek tetraalkylamoniových solí ( T A A ) do SDS 

rozpuštěného v pufru zlepšil separaci karboxylových kyselin [44]. 

Organické modifikátory způsobují změny v elektroosmotickém toku tím, že mění zeta po­

tenciál a viskozitu pufru. Zároveň mohou ovlivnit selektivitu separací, že mění distribuci rozpuště­

ných látek mezi pufrem a micelami. V H P L C s reverzními fázemi je selektivita rozpouštědel způ­

sobena rozdíly v Hildebrandově parametru rozpustnosti, který lze rozdělit na specifičtější interakce, 

včetně disperze, dipólové interakce a vodíkové vazby. Stejně jako v H P L C s reverzními fázemi, lze 

v M E K C měnit selektivitu změnou organického modifikátoru, protože stejně jako v H P L C (řeší se 

rozdělení podle hydrofobicity/hydrofilicity) je i M E K C založena na rozdílech v distribuci analytu 

mezi hydrofobními a hydrofilními fázemi [44]. 
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3.6 Průběh elektroforézy 

Elektroforéza se provádí naplněním vialek roztokem pufru (základním elektrolytem), kdy 

oba konce kapiláry jsou do nich vloženy společně s elektrodami. Samotná kapilára je rovněž napl­

něna elektrolytem, který vede elektrický proud. Vzorek je dávkován do vialek, které jsou umístěny 

ve vzorkovacím zásobníku. Vzorek je z vialek nasáván do kapiláry. Následně je kapilára vložena 

zpět do vialky s pufrem a na elektrody se přivádí elektrické napětí. Rozpuštěné látky následně mi­

grují kapilárou do detekčního okénka, kde jsou detekovány nejčastěji D A D detektorem, kdy jeho 

výstup je odeslán do počítače. Výstup je zobrazen jako elektroforegram, což je graf závislosti ode­

zvy detektoru na čase [42] [44]. 

SI- 0 fip. 

po n a d á v k o v á n í 
pufr/vzorek 

směr loku 

po detekci 

Obr. 14: Princip CE. Převzato a upraveno z literatury [53]. 

3.7 Instrumentace v CE 

3.7.1 Zdroj Napětí 

Účelem zdroje napětí je zajistit elektrické pole. Většina zdrojů může být provozována v re­

žimu konstantního napětí, konstantního proudu nebo konstantního výkonu a má možnost přepólo-

vání. Nejčastěji se používá režim konstantního napětí (0-30 kV) , proudů (až do 300 uA) a výkonu 

(do 6 W) . Je nutné mít stabilní napětí, protože jakékoliv odchylky způsobí změny ve vytvořeném 

elektrickém poli, a tudíž migračních časech, což rovněž může vést ke zkresleným výsledkům [44]. 
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3.7.2 Kapiláry 

Kapiláry mohou být vyrobeny z různých materiálů, j ako j e teflon, sklo (pyrex), ale nejčastěji 

se používají kapiláry z taveného oxidu křemičitého, který je však křehký, a proto jsou jejich vnější 

stěny pokryty vrstvou polyimidu. Při U V / V i s detekci, je však nutné tuto vrstvu z kapiláry, v místě, 

kde prochází paprsek záření, odstranit (vznik optického okénka). To lze to provést např. pomocí 

nízkoteplotního plamene. Vzniklé „optické okénko" j e třeba opatrně (vypálená část j e velmi křehká) 

očistit rozpouštědlem nejčastěji methanolem nebo acetonem. Kapiláry mají obvykle průměr 50 

nebo 75 um a jejich délka je okolo 25-100 cm. Čím větší je vnitřní průměr kapiláry, tím více tepla 

se během analýzy generuje a tím větší je teplotní rozdíl mezi středem a oběma konci kapiláry. Nad­

měrné teplo je nežádoucí, dochází ke změně viskozity, difúze, rozkladu analytů a dochází k varu 

B G E [44]. 

Kapiláry, které jsou ze skla (pyrex), nepotřebují vnější potah polyimidu, jsou pevnější než 

ty z taveného skla. Nejsou však tak opticky průhledné, jako tavený oxid křemičitý, a proto je nelze 

použít při kratších vlnových délkách (menší než 280 nm). Kapiláry bývají často chlazeny, aby rych­

leji odváděly vzniklé teplo, a tím minimalizovali rozšíření píku v důsledků tepelné konvekce [44]. 

3.7.3 Dávkovací systém 

Dávkování může být hydrodynamické (hydrostatické, tlakové nebo vakuové) a elektrokine-

tické [42]. Například kapilára o průměru 50 um a délce 50 cm má objem okolo 1 ul. V C E se nej­

častěji se odebírá pouze 1 -50 nl vzorku na rozdíl v H P L C , kde se dávkované objemy pohybují v ul 

[44]. 

3.7.3.1 Hydrodynamické dávkování 

Tlakové dávkování se provádí na začátku kapiláry, kdy je konec kapiláry ponořen do vialky 

se vzorkem, na kterou je vyvíjen tlak. Objem dávkovaného vzorku závisí na velikosti a času půso­

bení tlaku, viskozite roztoku vzorku a rozměrech kapiláry. Po nadávkování se konec kapiláry vrátí 

zpět do vialky s roztokem pufru. A b y se minimalizovalo jakékoliv nasátí vzorku nebo pufru při 

dávkování, měly by být hladiny kapaliny ve vialkách vyrovnány. Tyto odchylky [34] pak mohou 

způsobit nereprodukovatelné výsledky [44]. 
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3.7.3.2 Elektrokinetické dávkování 

Kapilára a elektroda j sou umístěny ve vialce se vzorkem. Vkládá se napětí, které způsobí 

migraci iontů z vialky se vzorkem do kapiláry v důsledky elektroosmózy a vlastní mobility. Množ­

ství dávkovaného vzorku závisí na elektroforetické pohyblivosti rozpuštěných látek, rychlosti E O F , 

napětí, rozměrech kapiláry a koncentraci rozpuštěných látek (po dávkování je různé zastoupení na­

bitých složek v kapiláře). Po nadávkování vzorku se kapilára a elektroda vrátí zpět do vialky 

s pufrem a aplikuje se napětí [42] [44]. 

3.7.4 Detektory 

• U V / V i s detektor 

• Fluorescenční detektor 

• Hmotnostní spektrometrie (MS) 

• Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) 

Nejčastěji se používá U V / V i s absorpční detektor. M e z detekce je přibližně 1 mg/l (ppm) až 

1 ug/1 (ppb). V e výjimečných případech lze zapojit více detektorů (např. vodivostní, U V / V i s a M S 

v sérii) [44]. 

3.7.5 UV/Vis detektor 

Spektrofotometrické detektory j sou založeny na principu absorpce záření v oblasti vlnových 

délek od 190 do 800 nm. Kvantitativní vyhodnocení je založeno naLamber t -Beerově zákoně, který 

vyjadřuje vzájemný vztah mezi tloušťkou absorbují vrstvy (1), koncentrací absorbující složky (c) 

a velikostí absorpce, která je vyjádřena absorbancí (A). Zdrojem svět laje nejčastěji deuteriová vý­

bojka pro U V oblast a wolframová lampa pro viditelnou oblast. Bílé světlo všechno vlnových délek 

U V záření, dopadá na mřížku, která světlo rozptyluje na různé vlnové délky. Vlnová délka se volí 

otáčením mřížky tak, aby příslušná vlnová délka procházela štěrbinou, která blokuje světlo j iných 

vlnových délek. Kapilárou prochází monochromatické světlo a je snímáno fotonásobičem což bývá 

nejčastěji fotodióda [44]. 

2 6 



3.7.5.1 Detektor s diodovým polem - D AD, PDA („photodiode-array detector") 

Snímající celé spektrum v reálném čase bez přerušení separace. Schéma je vyobrazeno na 

obr. č. 15, kdy záření ze zdroje (1) po průchodu štěrbinou (2), čočkou (3), clonou (4) a měrnou celou 

detektoru (5) se spektrálně rozkládá na holografické mřížce (6), takže na každou z fotodiód (7) 

dopadá zářivý tok o určité vlnové délce zeslabený absorpcí v cele detektoru. Každá fotodióda je 

spojena s kondenzátorem, který je předem nabitý na určitou hodnotu. Fotoelektrický proud, který 

vzniká po dopadu záření na diodu pak vybije kondenzátor, který je úměrný intenzitě dopadajícího 

záření. V další fázi se kondenzátory nabíjí a měří se proud, který je potřebný na dobití příslušných 

kondenzátoru. Velikost tohoto proudu se ukládá do paměti řídící jednotky. Tato sekvence vybíjení 

a nabíjení se velmi rychle opakuje (řádově milisekundy - 10 ms na rozsah 190 až 600 nm) a takto 

se zaznamenávají údaje o absorbanci při každé vlnové délce v každém okamžiku. Spektrální rozli­

šení je dáno počtem diod na poli, který se pohybuje mezi 512 až 1024 diod. Tento detektor umožňuje 

detekci při jakékoliv zvolené vlnové délce v daném rozsahu. V současnosti je jeden z nejužívaněj-

ších nejen v C E , ale i H P L C [54]. 

1 

7 

Obr. 15: Schéma DAD detektoru. Převzato a upraveno z literatury [54]. 
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3.7.6 Fluorescenční detektor 

Fluorimetrické detektory j sou založeny na principu fluorescence a měření sekundární záření 

(emisního), které látka vyzařuje po absorpci primárního elektromagnetického záření (excitačního). 

Doba trvání fotoluminiscénce bývá u fluorescence 10"8 až 10"5 sekundy. Absorpcí elektromagnetic­

kého záření přecházejí molekuly látek ze základního singletového elektronového stavu (základní 

vibrační stav) do různých vibračních hladin excitovaného singletového elektronového stavu. Absor­

bovanou energii může excitovaná molekula opět vyzářit jako fluorescenci nebo j i přeměnit zcela 

j iným mechanismem na energii vibrační nebo předat j iným molekulám. Ztrátou vibrační energie 

přejde molekula nejprve do základního vibračního stavu a pak emituje fluorescenční záření, které 

má stejnou vlnovou délku jako absorbované záření [55]. 

i 

Obr. 16: Schéma fluorescenčního detektoru: výbojka - rtuťová nebo xenonová (1), monochromátor 

- excitační mřížka (2), štěrbina (3), průtoková cela (4), mikročočky (5), cut-offfiltr (6), monochro­

mátor - emisní mřížka (7), fotonásobič (8). Převzato a upraveno z literatury [55]. 
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3.7.7 Spojení kapilární elektroforézy s hmotnostní spektrometrií (CE-MS) 

I když je spojení C E - M S jednou z nejmladších analytických technik, má oproti technikám 

G C - M S a L C - M S různé výhody. Použití C E - M S je dáno elektroforetickým principem separace i po­

vahou zvolené ionizační techniky spektrometrie. C E umožňuje separace nenabitých i nabitých látek 

s velmi širokým spektrem vlastností. Od nízkomolekulárních anorganických i organických iontů, 

polárních látek, přes málo polární a nepolární látky (např. aromatické uhlovodíky) až po vysoko­

molekulárni látky (proteiny, fragmenty nukleových kyselin) nebo j iné větší objekty (např. viry 

a bakterie). Nejčastěji je využíváno spojení C E - E S I - M S , kdy dochází k ionizaci elektrosprejem a je 

vhodné pro polární a středně polární látky s velkým rozsahem molekulových hmotností [56]. 

Výhodou spojení C E - M S oproti L C - M S je velmi nízká spotřeba vzorků, chemikálií a roz­

pouštědel. Spojením C E s M S se také z velké části řeší nedostatečná citlivost déle zavedené C E 

s D A D detekcí. Výhodou spojení C E - M S je přesná identifikace separovaných látek a spotřeba 

vzorku pro jednu analyzuje 20 nl. To je dáno použitím delší kapiláry, kvůli tomu se dávkují větší 

objemy vzorku, ale dávkovací objemy se příliš neliší od běžné C E - D A D . [56]. 

3.7.8 Spojení kapilární elektroforézy s hmotnostní spektrometrií s indukčně vázaným 

plazmatem (CE-ICP-MS) 

Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) je komerčně dostupná 

analytická technika prvkové analýzy, která vyniká svou univerzálností, schopností současné detekce 

více prvků, možností stanovení izotopů či jejich poměrů, širokým dynamickým rozsahem a nízkými 

mezemi detekce [57] [58]. 

I C P - M S se běžně používá v různých oborech, jako je geochemie, životní prostředí, průmysl 

(potravinářský, chemický, polovodičový, jaderný), forenzní vědy, medicína, biologie a archeologie. 

Po uvedení prvního komerčně dostupného přístroje vybaveného kvadrupólovým analyzátorem 

v roce 1980 se tato technika neustále zdokonaluje [59]. 

Principem I C P - M S je zavádění kapalného vzorku (nejčastější případ) do zmlžovače pomocí 

čerpadla (peristaltického), kdy vzorek je pomocí kinetické energie nosného plynu převeden na ae­

rosol (polydisperzní). Aerosol pak vstupuje do mlžné komory, kde dochází k separaci j emného ae­

rosolu od částic, které j sou větší než 10 um. Dále jemný aerosol prochází injektorem (horizontálně), 

který je umístěn v plazmové hlavici do ICP, ve které je teplota 6 000 až 10 000 K , zde dochází 

k desolvataci, odpaření, atomizaci a ionizaci prvků a dochází ke vzniku kladně nabitých iontů. Další 
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částí přístrojů s nízkou rozlišovací schopností je kolizní celou, která eliminuje spektrální interfe­

rence (polyatomické). Následně jsou ionty vedeny do hmotnostního analyzátor a separovány podle 

poměru m/z. Nej častější typem analyzátoru je kvadrupólový analyzátor (R = 300). Nakonec separo­

vané ionty dopadají na detektor (elektronásobič), který je tvořen sériemi dynod, které převádějí 

proud iontů na měřitelný signál [60]. 

Nej důležitější pro spojení C E - I C P - M S je robustní rozhraní („interface"), díky kterému do­

chází k získání věrohodných a opakovatelných výsledků. Rozhraní musí splňovat určité podmínky: 

zajištění opakovatelného a dostačujícího průtoku pomocné kapaliny (nejčastěji 20 x zředěný pufr), 

opakovatelné míšení efluentu z C E s pomocnou kapalinou, aby docházelo k nejnižšímu rozmytí zón 

analytů, aby byla zachována separace z C E , mezi poslední podmínku patří zajištění stabilního elek­

trického obvodu mezi inletovou elektrodou a vstupem do I C P - M S [6]. 
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4 HPLC JAKO KOMPLEMENTÁRNÍ TECHNIKA K CE 

4.1 HPLC 

N a rozdíl od kapilární elektroforézy (CE), která je založená na migraci elektricky nabitých 

látek kapilárou v elektrickém poli [39], v H P L C jsou látky separovány na základě rozdílné afinity 

k mobilní fázi a stacionární fázi [57]. I když je micelární elektrokinetická chromatografie ( M E K C ) 

hybridní technikou mezi C E a H P L C , tak se od sebe M E K C a H P L C se liší různými mechanismy 

separace, použitou stacionární fází, resp. pseudostacionární fází a aplikacemi. Výhody M E K C 

oproti H P L C zahrnují spotřebu malého množství vzorku, rychlost analýzy (v závislosti na typu ana­

lyzovaných látek), účinnost a široký rozsah p H použitého pufru, nebo možnost použití online pre-

koncentračních technik, zatímco hlavní výhodou H P L C je vysoká reprodukovatelnost [61]. 

4 . 1 . 1 Rozdělení kapalinové chromatografie 

Podle různých principů se z hlediska fyzikálních a chemických vlastností kapalinová chro­

matografie dělí: 

• Rozdělovači chromatografie - látky se zachycují ve s.f (kapalná), která je nanesena na pev­

ném nosiči. 

• Afinitní chromatografie - umožňuje oddělení podobných proteinů z komplexní směsi. Díky 

tomu, že dochází k interakci nosiče s imobilizovanými Ugandy. 

• Adsorpční chromatografie - dochází k separaci díky speciálním interakcím látek se stacio­

nární fází, která je tvořena pevnými nemodifikovanými částicemi. 

• Iontově výměnná chromatografie - dochází k separaci iontů na stacionární fázi, to bývá no­

sič s navázanými nabitými funkčními skupinami. 

• Gelová permeační chromatografie - dochází k separaci látek na principu různé velikosti čás­

tic, které se zachytávají ve stacionární fázi, která je tvořena gelem a má přesně definovanou 

velikost pórů [62]. 
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4.1.2 Instrumentace v H P L C 

• Vysokotlaké čerpadlo - pumpy - používají se k transportu mobilní fáze (m.f.). 

• Zařízení pro dávkování vzorku - manuální nebo automatické. 

• Kolony - jsou naplněny stacionární fází (s.f.) - může se vyskytovat v prostoru, který je ter-

mostatovaný. 

• Detektor - zaznamenává signál, který vzniká rozdílem mezi průchodem čisté m.f. a mobilní 

fáze obsahující vzorek [62]. 

4.1.3 Spojení HPLC-ICP-MS 

H P L C byla mezi prvními separačními technikami, která byla spojena s I C P - M S a je také 

kompatibilní díky vybavení H P L C a široce dostupné literatuře, chemické složení mobilních fází 

a průtoky používané v H P L C jsou kompatibilní se systémy vzorkování I C P - M S systémů [58]. Po­

užívá se pro analýzy netěkavých látek nebo iontů v roztoku, roztok může být organický, vodný nebo 

jejich směs [58]. Díky flexibilitě, výběru mobilní a stacionární fáze a použití gradientových technik, 

kde mobilní fáze mění složení během průběhu analýzy, díky tomuto je H P L C mocná separační tech­

nika a používá se v mnoha odvětvích [58]. 

Chromatografie na obrácené fázi ( R P - H P L C ) : analyty jsou v polární mobilní fázi (voda, 

voda-methanol, voda-acetonitril. Kolona je naplněna stacionární fází silikagel obsahující chemicky 

vázaný uhlovodík (C4-C18). Obvykle se analyzují polární nenabité sloučeniny s M r < 3000. Počet 

aplikací se však neustále zvyšuje díky vynikajícímu rozlišení - schopnost rozlišit proteiny [57]. 

Při spojení R P - H P L C - I C P - M S , se řeší hydrofobicita biomolekuly, která určuje její retenci, 

postupné eluce jednotlivých druhů směsi se dosahuje snižováním polarity mobilní fáze přídavkem 

methanolu nebo acetonitrilu. Dostupnost R P kolon s různými rozměry umožňuje přizpůsobit průtok 

zaváděného vzorku, tak, j ak vyžaduj e detekční systém. Průtoková rychlost silně závisí na geometrii 

kolony. Například, změna vnitřního průměru kolony od 8 do 0,18 mm, umožňuje snížit průtok od 

10 ml/min do 2 ml/min. Vysoká koncentrace organického modifikátoru v m.f. činí R P - H P L C špatně 

kompatibilní s I C P - M S , protože negativně ovlivňuje stabilitu plazmatu, v extrémních případech až 

do vyhasnutí. Organická rozpouštědla jsou také zodpovědná za usazování uhlíku na kónusech 

a plazmové hlavici Vyšší radiofrekvenční výkon pomáhá snížit v l iv zatížení plazmatu rozpouště­

dlem, zatímco použití chlazené mlžné komory omezuje množství par rozpouštědla, které putují do 
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plazmatu. Je doporučeno použít Pt kónus, desolvatační jednotky a přidání kyslíku (1 -3 %) do proudu 

rozprašovací plynu (Ar) [57]. 

Obr. 17: Spojení HPLC-ICP-MS 

4 . 1 . 4 Použití HPLC-ICP-MS 

H P L C - I C P - M S má využití zejména ve speciační analýze různých prvků např.: 

• Speciace organických sloučenin cínu v mořských sedimentech, živočichů nebo potravinách 

• Speciace arsenu v potravinách a pitných vodách 

• Speciace chrómu ve vzorcích z životního prostředí a stavební materiály [58] 
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5 ANALÝZA SIDEROFORŮ/METALOFORŮ 

Pro detekci různých typů sideroforů lze použit spektrofotometrické nebo kolorimetrické sta­

novení. Schwyn a kol. vyvinuli univerzální stanovení sideroforů s použitím dvou indikátorů: Chro-

mazurol S (CAS) a hexadecyltrimethylamonium bromid ( H D T M A ) . Komplexy C A S / H D T M A se 

pevně spojují s železem, což způsobuje vznik modrého zbarvení. Silný chelátor, jako je siderofor, 

má schopnost odstranit železo z komplexu barviva, což vede k změně zbarvení z modré na oranžo­

vou. Perez Miranda a kol . popsali novou, rychlou, netoxickou a snadnou metodu, která umožňuje 

stanovení různých mikroorganismů (hub), schopných produkce sideroforů na pevném médiu (O-

CAS-test). Je však třeba poznamenat, že všechny tyto testy založené na různých barevných kom­

plexech jsou velmi nespecifické a poskytují minimum informací o struktuře sideroforů. V poslední 

době se proto používají moderní instrumentální metody, včetně nukleární magnetické rezonance 

( N M R ) nebo častěji vysokoúčinné kapalinové chromatografie ( H P L C ) s detekcí pomocí diodového 

pole ( D A D ) a E S I - M S [63]. 

Při charakterizaci pomocí nukleární magnetické rezonance ( N M R ) je kov z komplexu ob­

vykle odstraněn před získáním dat, protože F e 3 + způsobuje rozšíření čar N M R signálů. Pro získání 

N M R spekter sideroforů ve formě chelátovaného kovu se často používají diamagnetické analogy 

sideroforů G a 3 + nebo A l 3 + [64]. 

Vzhledem k tomu, že v přírodních zdrojích (mořská voda, půda, biologické vzorky) jsou 

siderofory často přítomny v nízkých koncentracích a často existují ve více proteinových kom­

plexech, využívá většina analytických strategií pro siderofory prekoncentraci vzorků pomocí ex­

trakce na pevné fázi (SPE) s kolonami naplněnými sorbenty s reverzní fází (RP) nebo sorbenty 

s iontovou výměnou, následovanou separací pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(HPLC) [64]. 

Paul McCormack a kol . provedli studii, ve které zjistili, že pomocí techniky S P E - H P L C -

ESI -MS je možné efektivně separovat a identifikovat siderofory v komplexních matricích. Tato me­

toda přináší několik výhod, včetně rychlé identifikace jak známých, tak i neznámých sideroforů, 

a schopnosti získat strukturní informace o jednotlivých sloučeninách. Tato technika je vysoce cit­

livá, s detekčními limity v řádu nmol/1. Nicméně, i přes vysokou citlivost je pro detekci těchto slou­

čenin v nízkých koncentracích ve vzorcích mořské vody nezbytná prekoncentrace. Výsledky jejich 

studie naznačují, že mořský bakterioplankton je schopen produkovat ferrioxaminy, což je důležitá 

třída sideroforů hydroxamátového typu [65]. 
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V další studii Ringo Schwabe a kol . sledovali siderofor desferrioxamin B (DFOB) a jeho 

afinitu k různým kationtům kovů. Afinita D F O B ke kovům byla potvrzena pomocí H P L C a ICP-

M S . Výsledky ukázaly, že pořadí afinit kovů bylo následující: F e 3 + > G a 3 + > A l 3 + > Z n 2 + > ostatní 

dvojmocné ionty. Zjistilo se, že dvojmocné ionty nejsou vhodné pro chelataci pomocí D F O B [66]. 

Zajímavá analýza sideroforů je popsána v publikaci od Tomáše Pluháčka a kol. , kteří iden­

tifikovali dva mikrobiální siderofory, Fe-Fc a Fe-TafC. Markery infekce plicní invazivní asper-

gilózy (IPA), identifikovali neinvazivním způsobem, v moči infikovaných hostitelů. Tyto molekuly 

mohou být přítomny ve formě ferri- nebo desferri-varianty. Dále byly ve vzorcích séra a plicní tkáně 

pozorovány jejich kombinace s ionty sodíku a draslíku, což však komplikuje kvantifikaci sideroforů. 

Pluháček a jeho kolegové poskytli robustní kvalitativní a kvantitativní údaje, které naznačují silný 

analytický potenciál přístupu zvaného C A S I (kontinuální akumulace vybraných iontů )-FTICR. 

Nejlepších výsledků bylo dosaženy pomocí H P L C - E S F C A S I - F T I C R [67]. 

Metalofory lze detekovat pomocí mikrobiální databáze sideroforů (CycloBranch). Tato da­

tabáze umožňuje snadnou identifikaci všech sloučenin, které mají předem definované izotopové 

vlastnosti v chromatografickém datovém souboru. CycloBranch je aplikovatelný jak na soubory dat 

z elementární ( ICP-MS), tak molekulární (ESI nebo M A L D I ) hmotnostní spektrometrie (MS) [68]. 

Jak j iž bylo naznačeno, kapilární elektroforéza představuje vhodnou alternativu k H P L C . 

Např. Piotr Mucha a kol . využili kapilární zónovou elektroforézu a micelární elektrokinetickou 

chromatografii pro analýzu ferrioxaminů. V této práci je ukázáno, že C E je vhodná pro detekci, 

charakterizaci sideroforů a pro sledování osudu železa v mořském prostředí. Jejich výzkum prokázal 

přítomnost sideroforů z rodiny ferri oxaminů v podpovrchové mořské vodě, což je nový a důležitý 

obj ev, neboť tyto sloučeniny nebyly v mořské vodě, konkrétně Baltském moři, dosud identifikovány 

[69]. Využití spojení C E s ESI -MS v analýze sideroforů pocházejících z různých kmenů endofytic-

kých methylobakterií je pak ukázáno ve studii Colnaghi Simionata a kol. [70]. 
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6 CÍLE DP. 

V souladu s potenciálním použitím metaloforů v lékařství (viz kapitola 2.5) byly stanoveny násle­

dující cíle D P : 

1. Vývoj a optimalizace metod pro separaci volných a komplexních forem jednotlivých metaloforů, 

přičemž jako zástupce komplexní formy byly vybrány běžně se vyskytující Fe-Fc a Fe-TafC. B y l 

kladen důraz zejména na to, aby byly vyvinuté metody rychlé, opakovatelné, levné (malá spotřeba 

vzorku a činidel), a také kompatibilní s potenciálně používanými detektory dosahujících velmi nízké 

meze detekce ( ICP-MS). 

2. Studium komplexace des-Fc a des-TafC s různými ionty biogenních prvků ( C u 2 + , Z n 2 + , N i 2 + , 

M n 2 + , C o 2 + , A l 3 + ) a G a 3 + v různých poměrech kation-siderofor a jejich analýza j iž vyvinutými me­

todami, aby bylo případně možné zjistit stechiometrické poměry nebo kinetiku vzniku komplexu. 

3. Potvrzení vzniku komplexů pomocí vysoko rozlišujícího M S - (Synapt G2-S) ve spojení s F I A 

(průtoková injekční analýza) a pomocí H P L C - I C P - M S využívající separaci volného nenavázaného 

kationtu od komplexu. 
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7 MATERIÁLY 

7.1 Chemikálie 

Pro přípravu pufrů byly použily následující chemikálie: H 3 P O 4 , H 3 B O 3 , N a O H , dodecylsulfát 

sodný. Všechny tyto použité chemikálie byly zakoupeny od společnosti Sigma-Aldrich o čistotě 

p.a., N a kalibrací p H metru byly použity pufry o pH: 4,7 a 10 od společnosti Xy lem Analytics Ger-

many G m b H W T W . N a rozpuštění a ředění byla použita demineralizovaná voda, která byla vyrá­

běna systémem Milli-Q-Reference od firmy Mill ipore (Molsheim, Francie). Dále byly použity re­

ferenční materiály Astasol M n , AI , Ga, Cu, Zn , N i a Co o koncentracích 1 ± 0,002 g/l, které jsou j iž 

stabilizovány v 2 % H N O 3 a byly zakoupeny od firmy Analytika, spol. s.r.o. 

7.1.1 Standardy 

Standardy sideroforů Fe-Fc, Fe-TafC, des-Fc a des-TafC byly získány od pana prof. Ing. 

Vladimíra Havlíčka, Dr. z Laboratoře charakterizace molekulární struktury, Mikrobiologického ús­

tavu A V ČR, v. v. i . Již vysušené standardy 100 ug byly rozpuštěny v deionizované vodě na vý­

slednou koncentrací 1000 mg/ml (1000 ppm). Jako marker elektroosmotického toku byl použit di-

methylsulfoxid (DMSO) , který byl zakoupen od společnosti Sigma Aldrich. 

7.2 Pomůcky a přístroje 

7.2.1 Laboratorní pomůcky 

B y l použit p H metr InoLab Mul t i 931 OP od firmy Heildolph, chemické špachtle, kádinky, 

automatické pipety, analytické váhy, ultrazvuk a použité kapiláry s vnitřní průměrem 50 um byly 

od firmy Molex (IL, U S A ) . 

7.2.2 Analytické přístroje 

Všechny experimenty týkající se kapilární elektroforézy byly provedeny na přístroji CE7100 

od firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Německo) , který obsahuje detektor U V / V i s (DAD) . 

Pro potvrzení vzniku komplexu kation-siderofor byl použit vysokorozlišující hmotnostní spektro­

metr ( H R M S ) s kvadrupólovým filtrem a analyzátorem doby letu (qTOF) Synapt G2-S od firmy 

Waters (Manchester, Velká Británie). Dále bylo pro potvrzení vzniklých komplexů využito spojení 
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H P L C s I C P - M S , přičemž přístroj pro kapalinovou chromatografii byl pořízen od společnosti A g i -

lent Technologies (Santa Clara, C A , U S A ) a následně spojen pomocí rozhraní s O R S - I C P - M S 

7700x od firmy Agilent Technologies (Tokyo, Japan). Separace byla provedena na Waters, VanGu-

ard, U P L C B E H C8 1.7 um, rozměry 2,1 x 5 mm. 

7.3 Příprava roztoků 

7.3.1 Příprava roztoku základní elektrolytu (BGE) pro analýzu kation-Fc 

B G E byl připraven rozpuštěním vypočítaného objemu H 3 P O 4 v deionizované vodě na kon­

centraci 15 m M . Dále byla kyselina pomocí 50% N a O H titrována na p H = 7,0, kdy p H bylo kon­

trolováno j iž nakalibrovaným p H metrem. Výsledný B G E byl poté přidán, k j iž vypočítanému a 

naváženému množství SDS tak, aby výsledná koncentrace byla 50 m M . 

7.3.2 Příprava roztoku základního elektrolytu (BGE) pro analýza kation-TafC 

B G E byl připraven stejně jako v kapitole 7.3.1 s tím rozdílem, že k 25 m M roztoku 

HsPOVNaOH, na p H = 2,5 po rozpuštění požadovaného množství SDS (100 m M ) bylo k roztoku 

přidáno 10 % (v/v) M e O H . 

7.3.3 Příprava roztoků komplexů kation-Fc, kation-TafC 

Nejprve bylo odebráno 200 ul ze zásobních roztoků kovů (1 mg/ml). Roztoky byly následně 

odfoukány pod proudem N 2 (200 ug) a poté doplněny deionizovanou vodou (200 ul) zpět na kon­

centraci 1000 g/l. Roztoky byly odfoukány, protože bylo potřeba odstranit většinu kyseliny dusičné, 

kvůli případné nestabilitě komplexů. Z j iž vytvořených roztoků se pak odebraly vypočítané objemy 

1000 mg/l a byly připraveny roztoky o koncentraci 10 mg/l, které byly dále použity na vytvoření 

komplexů kation-Fc a kation-TafC. Pro analýzy byly tvořeny roztoky metaloforů s kovovými kati-

onty, kde procentový obsah kovového kationtu, zde značí procenta látkového množství daného me­

taloforů tzn., že 100 % kovového kationtu znamená přídavek v ekvimolárním poměru. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUSE 

8.1 Ferricrocin 

První byla optimalizována a vyvíjena metoda pro stanovení des-Fc, Fe-Fc a D M S O . Poté 

byly k des-Fc přidávány různé kovy, kdy pomocí C E - D A D bylo zjišťováno, jestli docházelo k in­

terakci a došlo k vytvoření komplexů. 

• Optimalizace podmínek pro separaci směsi des-Fc, Fe-Fc a D M S O 

• Podmínky pro měření C E - D A D 

• Výsledky daných analýz na C E - D A D 

8.1.1 Optimalizace podmínek pro separaci des-Fc, Fc a DMSO 

Bylo optimalizováno pH, koncentrace SDS, koncentrace kyseliny (iontová síla), napětí a po­

mocný tlak. 

8.1.1.1 Optimalizace složení separačního elektrolytu a pH 

B y l y testovány tyto základní elektrolyty: H 3 B 0 3 / N a O H (pH = 8,5-10) a H 3 P 0 4 / N a O H 

(pH = 7,0), kdy byla zjišťována nejlepší separace a zároveň byla v těchto prostředích zjišťována 

optimální koncentrace SDS v rozsahu 0-200 m M . První byla testována FPjBOs/NaOH o v rozmezí 

p H = 8,5-10, kdy bylo zjištěno, že je potřeba vysoké koncentrace SDS (125 mM) , nicméně bylo 

zjištěno, že analýzy za těchto podmínek jsou nereprodukovatelné a značně dochází ke změnám ve­

likosti signálu u des-Fc, což je pravděpodobně způsobeno vysokým p H . Z toho důvodu bylo dalším 

krokem testování j iného pufru. B y l vybrán F b P O ^ a O H o p H = 7,0, kdy se také testovala koncen­

trace SDS. Z hlediska tvaru píku, rozlišení a doby analýzy byla vybrána koncentrace 50 m M SDS. 

Optimalizace p H a koncentrace SDS jsou shrnuty na obr. 18 a 19. 
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200mMSDS 

Migrační čas (min) 

Obr. 18: OptimalizacepHaSDS; Bylapoužita 50 mMH3B03/NaOH opH = 9,5; koncentrace SDS 

byla v rozmezí 0-200 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3 Des-Fc 

Obr. 19: Optimalizace pHaSDS; Byla použita 25 mM H3P04/NaOH opH= 7,0; koncentrace SDS 

byla v rozmezí 0-200 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3 Des-Fc 
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8.1.1.2 Optimalizace koncentrace H3PO4 

B y l y testovány koncentrace H 3 P O 4 v základním elektrolytu: 10, 15 a 25 m M . Sledoval se 

v l iv iontové síly na separaci. Z grafů bylo vyčteno, že při 10 m M H3P04/NaOH je dosaženo nej-

rychlejší analýzy, nicméně při opakovaných analýzách bylo zjištěno, že ne vždy je pík Fe-Fc dosta­

tečně odseparován od E O F (DMSO) , oproti 15 m M H3P04/NaOH. Ta dosahuje nej lepší separace 

a doba analýzy je dostatečně rychlá. U 25 m M H3P04/NaOH je doba analýzy nej delší, proto byla 

vybrána 15 m M H 3 P 0 4 / N a O H . 

25 m M H3P04/NaOH 

15mMH3P04/NaOH 

10mMH3PO4/NaOH 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

M i g r a č n í čas (min) 

Obr. 20: Optimalizace koncentrace HsPOé/NaOH; Byla použita HsPOé/NaOHo pH = 7,0 v rozmezí 

koncentrací 10-25 mM a koncentrace SDS byla 50 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3 Des-Fc 
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8.1.1.3 Optimalizace napětí 

Bylo optimalizováno napětí v rozmezí 20-30 k V při j iž z optimalizovaných podmínkách. 

By lo zjištěno, že nejlepši napětí je 30 k V , kdy došlo k výraznému snížení doby analýzy. 

0 2 4 6 8 
Migračn í čas (min) 

Obr. 21: Optimalizace napětí v rozmezí 20-30 kV; byla použita 15 mM HiPO^NaOll o pH =7,0 

a koncentrace SDS byla 50 mM. Popis: 1-DMSO; 2-Fe-Fc; 3 Des-Fc 
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8.1.1.4 Optimalizace pomocného tlaku během analýzy 

Pro urychlení byla testována aplikace pomocného tlaku během analýzy. Tlak byl optimali­

zován v rozmezí 0-50 mbar, kdy při 50 mbar sice došlo k zrychlení analýzy, ale nedošlo k úplné 

separaci D M S O a Fe-Fc, proto byl vybrán tlak 25 mbar, kdy došlo ke zrychlení analýzy za součas­

ného zachování akceptovatelného rozlišení (na základní linii) mezi elektroosmotickým tokem, resp. 

D M S O a Fe-Fc. 

< 

1 7 . 5 -

15 

12.5 

O 
O 10 
tí 

-Z 7 5 

515 

3 5-

2.5 -

50 mbar 

25 mbar 

0 mbar 

0.5 1.5 2.5 

Migrační čas (min) 

Obr. 22: Optimalizace dávkováni vzorku v rozmezí 0-50 mbar; byla použita 15 mM HsPOé/NaOH 

o pH=7,0; koncentrace SDS byla 50 mM a napětí bylo 30 kV. Popis: 1-DMSO; 2-Fe-Fc; 3 Des-Fc 
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8.1.1.5 Shrnutí optimalizace 

Po optimalizaci jsou finální podmínky pro analýzu Fc a jeho kovových forem pomocí C E - D A D 

následující: 

• 15 m M H 3 P 0 4 / N a O H o p H = 7,0 

• Koncentrace SDS = 50 m M 

• Napětí = 30 k V 

• Pomocný tlak = 25 mbar 

• Dávkování =100 mbar/5s 

• Detekce = 200 nm 

• Celková délka kapiláry = 48,5 cm 

• Efektivní délka kapiláry = 40,5 

8.1.2 Tvorba komplexů s des-Fc a jejich analýza pomocí C E - D A D 

Výsledky jsou vyjádřeny pomocí grafického znázornění, kdy u třech kovů lze vidět, že došlo 

ke vzniku komplexu kation-Fc (Ga, Cu , AI) a je prokázána separace tohoto komplexu od D M S O 

a des-Fc, přičemž se zvyšující se koncentrací kovového kationtu došlo i ke postupnému snižování 

signálu des-Fc. 
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8.1.2.1 Komplex Cu-Fc 

Z obr. 23 lze vidět, že došlo k interakci des-Fc s C u 2 + ve stechiometrickém poměru v roz­

mezí 0-100 % C u 2 + . 

1 

0 1 2 3 4 5 

Migrační čas (min) 

Obr. 23: Vznik komplexu Cu-Fc v rozmezí od 0-100 % Cu2+. Popis: 1-DMSO; 2-Cu-Fc; 3 Des-Fc 
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8.1.2.2 Komplex Al-Fc 

Z obr. 24 je opět potvrzena interakce des-Fc s A l 3 + ve stechiometrickém poměru v rozmezí 

0-100 % A l 3 + . 

1 

i 1 1 1 1 1 1 • 1 • r 
0 1 2 3 4 5 

Migrační čas (min) 
Obr. 24: Vznik komplexu Al-Fc v rozmezí od 0-100 % Al3+. Popis: 1-DMSO; 2-Al-Fc; 3 Des-Fc 

8.1.2.3 Komplex Ga-Fc 

Na obr. 25 je znázorněn vznik komplexu des-Fc, tentokrát s G a 3 + , ale zde došlo k interakci 

ve stechiometrickém poměru až po určité době, což je dáno pomalejší kinetikou reakce, to je zřejmé 

z obr. 26. Ačkoliv není komplex Ga-Fc úplně odseparován od D M S O , nárůst jeho píků je se zvyšu­

jícím množství G a 3 + zřetelný. 
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Obr. 26: Kinetika komplexu Ga-Fc (125 %) v rozmezí času od 0-20 h. Popis: 1-DMSO; 2-Ga-Fc; 

3 Des-Fc 
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8.1.2.4 Studium vzniku komplexů kation-Fc ( Mn2+, Co2*, Zn2+, Ni2+) 

U zbylých kovů, nebyla pomocí C E - D A D interakce kation-Fc prokázána, jak lze vidět na 

obr. 27-30. Ačkoliv nebyl vznik komplexů prokázán, je možné, že úpravou reakčních podmínek 

(teplota, p H , koncentrace pufru) by k jejich vzniku došlo. 

o u 
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-Q 
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Obr. 27: Analýza des-Fc s přídavky Mn2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2 Des-Fc 
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Obr. 28: Analýza des-Fc s přídavky Co2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2 Des-Fc 
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Migrační čas (min) 

Obr. 29: Analýza des-Fc s přídavky Zn rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2-Des-Fc 

Obr. 30: Analýza des-Fc s přídavky Ni2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2 Des-Fc 
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8.2 Triacetylfusarinin C 

Jako druhá byla optimalizována a vyvíjena metoda pro stanovení des-TafC a TafC. Následně 

se po optimalizaci postupovalo stejně jako u des-Fc. 

• Optimalizace podmínek pro separaci směsi des-TafC a Fe-TafC 

• Podmínky pro měření C E - D A D 

• Výsledky daných analýz C E - D A D 

8.2.1 Optimalizace podmínek pro separaci des-TafC a Fe-TafC 

B y l a optimalizována koncentrace SDS, procentuální obsah M e O H v základním elektrolytu, 

napětí a koncentrace pufru. 

8.2.1.1 Optimalizace koncentrace SDS 

Pro analýzu des-TafC a jeho komplexů s kovy byl vybrán H3P04/NaOH o p H = 2,5 nejprve 

o koncentraci 55 m M . Koncentrace SDS v separačním pufru byla testována v rozmezí 0-50 m M . 

Protože u 50 m M SDS dochází k částečné separaci, tak byl poté sledován v l iv M e O H . Vzhledem 

k tomu, že s přídavkem M e O H dochází k prodlužování doby analýzy, byla dále optimalizována 

koncentrace SDS spolu s obsahem M e O H . 

140. 

120-

S < 

J3 60-

40-

20-

0 - 0 mM SDS 

4 

Migrační čas (min) 

Obr. 31: Optimalizace koncentrace SDS; Byla použita 55 mM H3PO4/NC1OH o pH = 

trace SDS byla v rozmezí 0-50 mM. Popis: 1-Fe-TafC + Des-TafC 
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Migrační čas (min) 

Obr. 32: Optimalizace koncentrace SDS s přídavkem 5 % MeOH; Byla použita 55 mM 

HsPOé/NaOH o pH=2,5; koncentrace SDS byla v rozmezí 50-100 mM. Popis: 1-Fe-TafC; 2-des 

TafC 

8.2.1.2 Optimalizace organické fáze v BGE 

První volbou organického modifikátoru byl M e O H , přičemž byl testován jeho obsah v zá­

kladním elektrolytu v rozmezí 0-10 % (v/v). Z obr. 33 lze vidět, že se zvyšujícím se obsahem M e O H 

v B G E docházelo ke zvětšujícímu rozlišení, ale také prodlužování doby analýzy. N a základě namě­

řených dat z obr. 33 je zřejmé, že optimální je přídavek 10 % M e O H . 

10 % MeOH 

M i g r a č n í čas (min) 

Obr. 33: Optimalizace MeOH v rozmezí 0-10 % z celkového objemu BGE; Byla použita 55mM 

H 3 P 0 4 / N a O H opH = 2,5; koncentrace SDS byla 100 mM. Popis: 1-Fe-TafC; 2-Des-TafC 
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8.2.1.3 Optimalizace napětí 

Napětí bylo optimalizováno v rozmezí od -20 do -30 k V . Z obr. 34 lze vidět, že při -30 k V 

byla doba analýzy oproti -20 k V zkrácena téměř o polovinu, ale také došlo ke zvýšení pozadí, proto 

musela být snížena i koncentrace použitého pufru. 

Obr. 34: Optimalizace napětí. Byla použita 55mM H3PO4/NC1OH o pH = 2,5; koncentrace SDS byla 

100 mM s přídavkem 10 % MeOH. Popis: 1-Fe-TafC; 2-Des-TafC 

8.2.1.4 Optimalizace koncentrace H3PO4 

B y l y testovány 3 koncentrace H 3 P O 4 v základním elektrolytu: 55, 40 a 25 m M . Doba ana­

lýzy je u všech koncentrací H 3 P O 4 podobná, ale s postupným snižováním koncentrace se snížil i 

elektrický proud během měření, což vedlo k reprodukovatelněj ším analýzám a rovněž snížení ode­

zvy základní linie. Proto byla vybrána koncentrace 25 m M PbPCM/NaOH, která také byly vybrána 

z důvodu nejlepšího rozlišení. 
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M i g r a č n í čas (min) 

Obr. 35: Optimalizace koncentrace HsPOé/NaOH o pH = 2,5 v rozmezí koncentrací 25-55 mM, 

koncentrace SDS byla 100 mM, obsah MeOH byl 10 % a napětí bylo -30 kV. Popis: 1-Fe-TafC; 

2-des-TafC 

8.2.1.5 Shrnutí optimalizace 

• 25 m M H 3 P 0 4 / N a O H o p H = 2,5 

• Koncentrace SDS = 100 m M 

• Napětí = - 30 k V 

• Dávkování =100 mbar/5s 

• Detekce = 200 nm 

• Celková délka kapiláry = 48,5 cm 

• Efektivní délka kapiláry = 40,5 
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8.2.2 Tvorba komplexů s des-TafC a jejich analýza pomocí C E - D A D 

Výsledky byly opět vyjádřeny pomocí grafického znázornění, kdy u 2 kovů lze vidět, že 

došlo ke vzniku komplexu kation-TafC (Ga, AI) a je prokázána separace tohoto komplexu od des-

TafC, přičemž se zvyšující se koncentrací kovového iontů došlo i ke postupnému snižování signálu 

des-TafC. 

8.2.2.1 Komplex Ga-TafC 

Z grafického znázornění jde vidět, že došlo ke vzniku komplexu Ga-TafC v rozmezí 0-100 

% G a 3 + , a došlo i k separaci od ubývajícího des-TafC. 

< 
6 4 

•e J 

< 

2 3 

M i g r a č n í čas (min) 

100 % Ga 

50 % Ga 

0 % Ga 

Obr. 36: Vznik komplexu Ga-TafC v rozmezí od 0-100 % Ga3+. Popis: 1-Des-Tafc; 2-Ga-TafC 
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8.2.2.2 Komplex Al-TafC 

Z obr. 37 jde vidět, že také došlo k interakci a vzniku komplexu Al -TafC v rozmezí 0-100 

% A l 3 + , ale pík vzniklého komplexu byl značně rozmytý. Podezřelý byl rovněž velký signál des-

TafC i po přídavku 100 % ekvimolárního množství A l 3 + (předpokládaná stechiometrie je zde 1:1). 

Proto bylo dále testováno, zda nebude vhodnější se vyhnout M e O H v základním elektrolytu. By lo 

zjištěno podle obr. 38, že tento předpoklad byl oprávněný. Ačkoliv nejsou od sebe obě formy doko­

nale odseparovaný, vznik komplexu je zde zřetelný. 

Jj, 
o> u 

i >• 
O 
j-. 

- C 

< 
100% AI 

0%AI 

2 3 

Migračni čas (min) 

Obr. 37: Vznik komplexu Al-TafC v rozmezí od 0-100 % A l 3 + . Popis: 1-Des-TafC; 2-Al-TafC 
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100% AI 

0 0.5 l 1.3 2 2.5 3 3.5 

Migrační čas (min) 

Obr. 38: Analýza Al-TafCpo odstraněníMeOH v pufru. Al-TafC v rozmezí od 0-100 % A l 3 + . Popis: 

1-Des-TafC; 2-Al-TafC 

8.2.2.3 Studium vzniku komplexů kation-TafC (Cu2+, Zn2+, Ni2+, Mn2+, Co2+) 

Ačkoliv došlo s přídavkem určitých kovových iontů ( M n 2 + a C o 2 + ) ke zvýšení signálu des-

TafC, nebyl pozorován nárůst dalšího píku odpovídající vzniklému komplexu. Proto byly upraveny 

separační podmínky (50 m M SDS a 20 % M e O H ) tak, aby došlo ke zvětšení rozlišení mezi oběma 

formami (podezření na nedostatečnou separaci). Tento předpoklad však nebyl potvrzen a nebyl po­

zorován žádný pík. Opačný efekt měly přídavky Z n 2 + a N i 2 + , kdy nedocházelo k nárůstu signálu, ale 

k jeho úbytku. V žádném z těchto případů tedy nebyl pomocí C E - D A D prokázán vznik komplexů 

kation-TafC, což je znázorněno na obr. 39-43. Ačkoliv nebyl vznik komplexů prokázán, je možné, 

že úpravou reakčních podmínek by k jejich vzniku došlo, jak je zmíněno v kapitole 8.1.2.4. 
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Obr. 40: Analýza des-TafC s přídavky Zn2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC 
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Obr. 41: Analýza des-TafC s přídavky Ni2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC 

0 1 2 1 4 5 6 

Migrační čas (min) 

Obr. 42: Analýza des-TafC s přídavky Mn2+ rozmezí od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC 
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8.3 Potvrzení tvorby komplexů metaloforů s kovy pomocí FIA-HRMS 

Výsledky jsou vyjádřeny pomocí grafického znázornění pouze u těch kovů, kde byl proká­

zán vznik komplexu pomocí C E - D A D . Vzorky na měření byly připraveny stejně jako pro analýzu 

C E - D A D s tím rozdílem, že vše bylo ředěno v 15% A C N a výsledná koncentrace des-Fc a des-TafC 

byla 1 mg/l. 

Tab. 2 Podmínky pro přístroj S Y N A P T G2-S v kladném módu 

Podmínky hodnoty 

Napětí na sprej ovací kapiláře [kV] 3 

Teplota zdroje [° C] 120 

Napětí na kónusu [V] 40 

Offset zdroje [V] 80 

Desolvatační teplota [° C] 220 

Průtok plynu kónusem [1/h] 151 

Průtok desolvatačního plynu [1/h] 500 

Rychlost putující vlny [m/s] 249 

Výška vlny [V] 0,5 
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8.3.1 Potvrzení komplexů u des-Fc 

Pomocí HPvMS ve spojení s F I A b y l y měřeny všechny připravené roztoky kovů (iontů), které 

byly ve směsi s des-Fc. B y l také změřen samotný des-Fc o koncentraci 1 mg/l. U Ga-Fc a A l - F c 

došlo k potvrzení vzniku komplexu. 

o- 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

690 
" i 1 1 • • i 1 

700 

6.90e12 

Des-Fc_1ppm_H20_lzotopový model C23H47N9013 1 JQP [̂ 5 g g + 

100 718.3372 
A 

719.3400 

720.3423 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 

740 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 

750 680 
100 Des-Fc_1 ppm_H20 

710 720 730 
718.3383 

75 D 
m/z 

630 690 700 710 720 730 740 750 750 
m/z 

770 

-1 1 T O F M S ES+ 
B 2.37e6 

719.3407 

1-

720.3430 
i. . 

770 

Obr. 44: Porovnání Analýzy des-Fc o koncentraci 1 ppm (B) s izotopovým modelem des-Fc (A), 

který měl hmoty 718,3372; 719,3400 a 720,3423. Odchylka mezi naměřenými signály a teoretickou 

hodnotou (signály z izotopického modelu) je menší než 2 ppm. 
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desFCR+100%_Ga_1ppm_H2O_ Izotopový model C28H44N9013Ga 
100 784.2393 

1:TOF MS ES+ 
4.15e12 

0 • 

786.2391 

785.2421 

7S3 7S4 
1 oo desFCR+100%_Ga_1 ppm_H20 

B 

784.2405 
786 fnb 

1TOF MSES+ 
Ě.25e5 

78B.2405 

786.2429 

7S3 
100 desFCR+50%_Ga_1ppm_H2O 

1 C 

754 "3= 
784 2394 

786 rnfz 
1TOF MS ES+ 

2.50e5 
786.2394 

786.2429 

783 784 785 786 „Vz 

Obr. 45: Analýza des-Fc s přídavky Ga3+ 50 a 100 %. U Přídavku se 100 % Ga3+(B) lze pozorovat, 

že intenzita je oproti přídavku s 50 % (C) přibližně 2x větší, což potvrzuje vznik komplexu Ga-Fc. 

Dále byly oba přídavky porovnány s izotopovým modelem Ga-Fc (A), který měl hmoty 784,2393; 

785,2421 a 786,2391 m/z. Odchylka mezi naměřenými signály a teoretickou hodnotou (signály z izo-

topického modelu) je menší než 2 ppm. 

Des-Fc+100%_AI 1 p p m _ H 2 0 _ l z o t o p o v ý model C28H44N9013AI 
100 742.29E2 

A 

743.2980 

1:TOF MS ES+ 
6.90e12 

744.3004 
I ~ I I I I I I ~ I I I I I I 

732 734 735 733 740 742 744 746 748 750 752 754 756 758 750 762 764 766 768 770 
100Des-Fc+100%_AI_1ppm_H2O _ nVz 

7 4 2 - 2 9 7 2 1:TOFMSES+ 
B 3.40e6 

764 2795 

743.299E 

744.3013 
765.2816 

0^~t—i—r-i—i—r""i r "t--i—r' l Mf ' l"T l l"i— ľ...r...|—,—,—,—,—,——p-,—,—f*—,—,—i ľi.—ľfc—n—f—,—,—̂  
732 734 736 738 740 742 744 746 748 750 762 754 756 758 750 762 764 766 768 770 

TI/Z 

Obr. 46: Analýza des-Fc s přídavkem Al3+ 100 % (B). Přídavek byl porovnán s modelovým izotopo­

vým profilem Al-Fc (A), který měl hmoty 742,2952; 743,2980 a 744,3004 m/z. Dále lze sledovat 

adukty se sodíkem u hmot 764, 2795 a 765,2816 m/z. Odchylka mezi naměřenými signály a teore­

tickou hodnotou (signály z izotopického modelu) je menší než 3 ppm. 
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Ačkoliv na C E - D A D byl potvrzen vznik Cu-Fc, tak pomocí F I A - H R M S byly výsledky ne-

průkazné. Mohlo to být způsobeno kontaminací železem, která by se dala odstranit pomocí 10 % 

H N O 3 ve které, by se nechaly všechny materiály (kádinky, špičky a vialky) naložit. Díky tomuto 

postupu by mohlo dojít k zabránění kontaminace F e 3 + , se kterým má des-Fc velkou afinitu a došlo 

k pravděpodobnému vytlačení iontu C u 2 + . 

Des-Fc+100%_Cu_1pprn_H2O_lzotopt)vý model C28H44N9013Fe 

100 771.2487 
1:TOF MS ES+ 
6.37e12 

772.2513 

773.2534 
• I • i •• • , 

758 760 762 764 766 768 770 772 774 776 773 7S0 782 764 786 733 790 792 794 796 
1 0 0 Des-Fc+100%_Cu_1ppm_H2O_lzotopový model C28H4SN9013CU t TOF MS ES+ m / z 

4.77e12 B 
779.2511 

781.2504 

782.2527 

' 758 ' 760 ' 762 ' 764 ' 786 ' 768 ' 770 ' 772 ' 774 ' 776 ' 773 760 782 764 786 783 790 792 794 796 

1:TOFMSES+ 1 7 1 / 2 100 •es-Fc+100%_Cu_1ppm_H2O 7 7 1 2 m 

C 1.70e6 

: 

772.2493 

^—i—i—i—i—i—i—i—i—r^-i—i—i—r*—i—r 

773.2505 
J i 1  

758 760 762 764 766 768 770 772 774 776 778 760 782 764 786 733 790 792 794 796 
m/z 

Obr. 47: Analýza des-Fc s přídavkem Cu2+ 100 % (C). Přídavek byl porovnán s modelovým izoto­

povým profilem Cu-Fc (B), který měl hmoty 779,2511; 781,2504 a 782,2527. Profily hmot se vůbec 

neshodují, proto byla analýza porovnána s modelovým izotopovým profilem Fe-Fc (A), který měl 

hmoty 771,2487; 772,2513 a 773,2534 m/z. Odchylka mezi naměřenými signály a teoretickou hod­

notou (signály z izotopického modelu) je menší než 2 ppm. 
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8.3.2 Potvrzení komplexů u des-TafC 

Pomocí H R M S ve spojení s F I A b y l y měřeny všechny připravené roztoky kovů (iontů), které 

byly ve směsi s des-TafC. První byl změřen samotný des-TafC o koncentraci 1 mg/l. U Ga-TafC 

a Al -Ta fC došlo k potvrzení vzniku komplexu. 
Des-TafC_1ppm_H20_lzotopový model C39H60N6O15 

100 853.4195 

854.4226 

1:TOFMS ES+ 
6.16e12 

855.4262 

100 Des-TafC_1ppin_H20 

B 
853.4208 

854.4229 

1:TOF MS ES+ 
2.42 e6 

855.424S 
I 

Si i S 54 SSS 

Obr. 48: Porovnání Analýzy des-TafC o koncentraci 1 ppm (B) s izotopovým modelem des-TafC 

(A), který měl hmoty 853,4195; 854,4226 a 855,4252 m/z. Odchylka mezi naměřenými signály a te­

oretickou hodnotou (signály z izotopického modelu) je menší než 2 ppm. 

DesTafC+100%_Ga_1ppm_H2O_lzotopový model C39H57N6015Ga 
100-, 919.3216 

921.321E 

1: TO F MS ES+ 
3.70e12 

922.3243 

923.32GB 

910 915 520 
Des-TafC+100%_Ga_1 ppm_H20 

100-, " 919.3232 

52 b S 30 940 55D 

ŕ . 

B 921.3232 

1:TOF MS ES+ 
941.3055 2 0 2 e 6 

943.3059 

nv'z 

922.3251 

I 923.3314 

944.3057 

945.3072 

910 91b 520 32 b S 30 940 í - 3 950 m/z 

Obr. 49: Analýza des-TafC s přídavky Ga3+ 100 % (B). Přídavek byl porovnán s izotopovým mode­

lem Ga-TafC (A), který měl hmoty 919,3216; 921,3218; 922,3243 a 923,3268 m/z. Dále lze sledovat 

adukty se sodíkem o hmotě 941,3055; 943,3056; 944,3057 a 945,3072 m/z. Odchylka mezi naměře­

nými signály a teoretickou hodnotou (signály z izotopického modelu) je menší než 2 ppm. 
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100 D e s - T a f C + 1 0 0 % _ A I _ 1 p p m _ H 2 O _ l z o t o p o v ý model C39H57N6015AI 

A 

0. 

877 3776 1:TOFMSES+ 
G.16e12 

878.3807 

379.3833 
I 8S0.3859 

861 862 SG3 864 865 866 867 868 369 870 871 872 873 374 875 876 877 878 879 880 881 882 883 
100 Des-TafC+100%_AI_1ppm_H2O 

B 
877 3776 1: TOF MS ES+ 

7.07e6 

878.3807 

rn.'z 

879.3821 ago 3 B 4 B 

861 862 863 S64 865 866 867 868 869 870 871 872 873 874 875 876 877 878 879 880 881 882 883 
m/z 

Obr. 50: Analýza des-TafC s přídavky AI3 + 100 % (B). Přídavek byl porovnán s izotopovým mode­

lem Al-TafC (A), který měl hmoty 877, 3776; 878,3807; 879,3833 a 880,3859 m/z. Odchylka mezi 

naměřenými signály a teoretickou hodnotou (signály z izotopického modelu) je menší než 1 ppm. 
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8.4 Potvrzení tvorby komplexů metaloforů s kovy pomocí HPLC-ICP-MS 

8.4.1 Vývoj H P L C metody 

Cílem bylo odseparovaní volných iontů od jejich komplexů s metalofory. By la provedena op­

timalizace výběru organické mobilní fáze ( A C N , M e O H ) a programu gradientu, přičemž A C N se 

později ukázal být nevhodný kvůli nestabilitě plazmatu a jeho zhášení. Anorganickou mobilní fázi 

byla deionizovaná voda. Optimalizace byla provedena za použití standardů Fe-Fc a Fe-TafC o kon­

centracích 10 mg/l. Ukázka separace obou metaloforů za finálních podmínek je na obr. 51. B y l y 

použity stejné vzorky jako pro F I A - H R M S . 

Tab. 3 Parametry pro H P L C - D A D 

Parametry hodnoty 

Průtok [ml/min] 0,200 

Teplota [° C] 25 

Vlnová délka [nm] 422 

Dávkovaný objem [ul] 3 

Tab. 4 Složení m.f. 

Označení m.f. Složení rozpouštědla 

A 100 % voda 

B 100 % M e O H 

Tab. 5 Program rozpouštědel 

Program Cas [min] A [%] B[%] Průtok [ml/min] 

1 0,50 100 0 0,200 

2 0,60 50 50 0,200 

3 1 50 50 0,200 

4 1,10 100 0 0,200 

5 2 100 0 0,200 
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Tab. 6 Parametry pro I C P - M S 

Parametry Hodnoty 

Příkon generátoru [W] 1550 

Vnější plazmový plyn [l/min] 1 

Střední plazmový plyn [l/min] 0 

Nosný plyn [l/min] 3 

Pomocný plyn [l/min] 0 

Monitorované izotopy 2 7 A I , 4 5 S c , 5 4 Fe , 5 5 M n , 5 6 Fe , 5 9 C o , 6 0 N i , 
6 3 C u , 6 6 Z n , 6 9 G a , 7 2 G e 

S  3  

Čas (min) 

Obr. 51: Separace Fe-Fc a Fe-TafC za finálních podmínek na HPLC-DAD. Popis 1—Fe-Fc; 2-Fe-

TafC 
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8.4.2 Potvrzení komplexů u des-Fc 

Pomocí H P L C - I C P - M S byl u des-Fc potvrzen vznik komplexu pouze se dvěma ionty. Ukázka 

jejich analýz je na obr. 52 a 53. 

300 | 

0 20 40 60 80 100 120 140 160 

Cas (s) 
Obr. 52: Potvrzení vzniku komplexu Ga-Fc a porovnání intenzity signálu Ga vůči blanku. Popis: 

1-Ga-Fc 

Obr. 53: 

1-Al-Fc 

Potvrzení vzniku komplexu Al-Fc a porovnání intenzity signálu AI vůči blanku. Popis: 
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8.4.3 Potvrzení komplexů u des-TafC 

Pomocí H P L C - I C P - M S byl u des-TafC potvrzen vznik komplexu pouze se dvěma ionty. 

Ukázka jejich analýz je na obr. 54 a 55. 

1000 1 

Čas (s) 
Obr. 54: Potvrzení vzniku komplexu Ga-TafC a porovnání intenzity signálu 6 9 Ga vůči blanku. Popis: 

1-Ga-TafC 

1800 

1600 

0 20 40 60 80 100 120 140 

Čas (s) 
Obr. 55: Potvrzení vzniku komplexu Al-TaJC a porovnání intenzity signálu 27AI vůči blanku. Popis: 

1-Al-TafC 
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8.4.4 Analýza volných kovových iontů pomocí HPLC-ICP-MS 

B y l y dále také analyzovány volné kovové ionty ( A l 3 + , Ga 3 + ) , které nebyly na předkoloně 

zadrženy a byly eluovány v mrtvém čase. Důkazem je, že signály z předešlých analýz odpovídají 

signálům izotopů pocházejících z daných metaloforů. 
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Obr. 56: Analýza volného Ga 3 + a porovnání signálu 69Ga vůči blanku. Popis: 1-Ga 3 + 

Obr. 57: Analýza volného AI3+ a porovnání signálu 27AI vůči blanku. Popis: 1-Al 
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9 ZÁVĚR 

V diplomové práci bylo demonstrováno, že pomocí metody kapilární elektroforézy v módu 

M E K C je možné efektivně separovat volné Ugandy (des-Fc, des-TafC) a komplexy s kationty bio­

genních kovů (metalofory), což ukazuje na její obrovský potenciál v dané problematice. V první 

části práce byly vyvinuty metody pro separaci D M S O , des-Fc a Fe-Fc. Po vyvinutí metody byly 

připraveny roztoky kovových iontů ( M n 2 + , Z n 2 + , N i 2 + , C u 2 + , C o 2 + , A l 3 + , G a 3 + ) s des-Fc a provedena 

měření. B y l o zjištěno, že snadno dochází ke vzniku komplexů především s trojmocnými ionty ( A l 3 + , 

Ga 3 + ) , a že tyto komplexy jsou relativně stabilní (potvrzení komplementárními technikami). U dvo-

jmocných kationtů došlo za daných podmínek k vytvoření pouze jednoho komplexu, a to Cu-Fc, 

jehož vznik však nebylo možno prokázat použitými komplementárními technikami, a proto je 

v tomto případě potřeba dalšího prozkoumání. Tvorbu dalších komplexů s dvojmocnými kovy se 

pomocí použitých metod nepodařilo prokázat, což je pravděpodobně způsobeno nízkou afinitou 

těchto iontů k des-Fc. 

V druhé části práce byla vyvinuta metoda pro stanovení des-TafC a Fe-TafC. Dále byly 

připraveny roztoky kovových kationtů s des-TafC a provedena měření. Opětovně bylo potvrzeno, 

že dochází ke vzniku komplexů především s trojmocnými ionty ( A l 3 + , Ga 3 + ) . U žádného z testova­

ných dvoj mocných kovů ( M n 2 + , Z n 2 + , N i 2 + , C u 2 + , C o 2 + ) nebyl vznik komplexu kation-TafC za da­

ných podmínek potvrzen. 

V e třetí části práce bylo pro potvrzení vzniku komplexů kation-siderofor využito komple­

mentárních technik F I A - H R M S a H P L C - I C P - M S . Je zřejmé, že výsledky z těchto technik velmi 

dobře korelují s poznatky získanými pomocí C E - D A D , přičemž významného rozdílu bylo dosaženo 

pouze v případě Cu-Fc. To by mohlo být způsobeno případnou kontaminací F e 3 + , které mají vyšší 

afinitu k des-Fc než C u 2 + , což bylo potvrzeno i pomocí F I A - H R M S , kdy modelový izotopový profil 

Fc-Fe se shodoval s analýzou Cu-Fc. 

Věřím, že výsledky a poznatky, kterých jsem během své diplomové práce dosáhla mohou 

být cenné pro další zkoumání sideroforů/metaloforů nejen pro jejich lékařské použití. M é zkušenosti 

z C E - D A D , F I A - H R M S a H P L C - I C P - M S rovněž plánuji využít ve svém budoucím zaměstnání. 
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11 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLU 

B A G E Bioafinitní kapilární elektroforéza (bioaffinity capillary electrophoresis) 

B G E Základní elektrolyt 

C A Kyselina citrónová 

C A S I Kontinuální akumulace vybraných iontů (Continuous Accumulation of Selected Ions) 

C E Kapilární elektroforéza (Capillary Electrophoresis) 

C E C Kapilární elektrochromatografie (capillary electrochromatography) 

C G E Kapilární gelová elektroforéza (capillary gel electrophoresis) 

CIEF Kapilární izoelektrická fokusace (Capillary isoelectric focusing) 

C Z E Kapilární zónová elektroforéza (Capillary zone electrophoresis) 

D A D Detektor diodového pole (Diod array detector) 

E D T A Ethyl endiamintetraoctová 

E O F Elektroosmotický tok (Electro Osmotic Flow) 

F I A Průtoková injekční analýza (Flow injection analysis) 

Fe-Fc Ferrikrocin 

Fe-TafC Triacetylfusarinin C 

FsC Fusarinin C 

F T I C R Iontová cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací (Fourier transform ion 

cyclotron resonance) 

G C Plynová chromatografie (Gas chromatography) 

H D T M A hexadecyltrimethylamonium bromid 

H F C Hydroxyferikrocin 

H P L C Vysoce účinná kapalinová chromatografie (High pressure liquid chromatography) 

H R M S Vysokorozlišující hmotnostní spektrometrie 

C A S Chromazurol S 
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ICP Indukčně vázané plazma (Inductively coupled plasma) 

ICP-MS Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (Inductively coupled 

plasma mass spectrometry) 

Lcn2 Lipokalin - 2 

L I F Laserem indukovaná fluorescence (Laser Induced Fluorescence) 

L O D M e z detekce (Limit of detection) 

L O Q M e z stanovitelnosti (Limit of quantitation) 

M E K C Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (Micellar electrokinetic 

chromatography) 

M S Hmotnostní spektrometrie (Mass spectrometry) 

N M R nukleární magnetická rezonance {Nuclear Magnetic Resonance) 

N R P S Neribozomální peptidové syntézy (Nonribosomal peptide synthetases) 

OTP Kapilární izotachoforéza (Capillary isotachophoresis) 

P A A Polyakrylamidu 

P D A Fotodiodové pole (Photodiode-array detector) 

P G P B Bakterie podporující růst rostlin (Plant growth promoting bacteria) 

P T F E Polytetrafluorethylen 

P V A Polyvinylamid 

SDS Dodecylsíran sodný (Sodium Dodecyl Sulphate) 

T A A Tetraalkylamoniová sůl 

T K Těžké kovy 

U V / V i s Ultrafialový/viditelný 
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