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1. UvVOD

1.1. Cile prace

Byly vytyceny nésledujici cile préce:
1) Spektrofotometrické sledovéni stosti STZ

2) Naezeni vhodnych podminek pro stanoveni STZ jednotlivymi polarografickymi a
voltametrickymi metodami s cilem dosahnout co nejniZsich mezi stanovitelnosti.

1.2. Studovana latka
Nasi studovanou latkou byl streptozotocin ( STZ ):

Systematicky nazev:
2-deoxy-2-(((methylnitrosoamino)carbonyl)amino)-D-glucopyranose

Strukturni vzorec:

Fyzikélné-chemickeé vlastnosti streptozotocinu:

STZ je bily préSek omezen¢ rozpustny ve vodé. Ve vodném roztoku je mirné
nestaly. Msrz = 265,23 g.mol™, bod téani je 114 °C.*
Dal&i chemické a fyzikalni vlastnosti nejsou dosud k dispozici.

Farmakologické vlastnosti STZ:

Streptozotocin je vyuzivan nalécbu rakoviny dinivky brisni, ale z&rovein je podeziely
z karcinogenity a ni¢i p-bunky dinivky biisni, které produkuiji inzulin.

Vzhledem k vyskytu STZ v klinickych laboratofich byly vypracovany metody vhodné
k jeho destrukci a sice pomoci ledové kyseliny octové a manganistanu draselného
v kyseling sirové.?

Ke stanoveni streptozotocinu je vhodné pouzit polarografické a voltametrické metody,
protoZe zkoumana latka obsahuje N-nitroso skupinu, kterd je v potencidlovém oknu
rtutove elektrody elektrochemicky aktivni a piedpoklada se jegji snadné redukce na
amino skupinu. Ke stanoveni Ize vyuzit ale i chromatografické metody, napi. TLC.?



2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Reagencie

Pro pripravu odmérného roztoku STZ o koncentraci 1.10° mol.I* bylo 13,29 mg latky
v 50 ml odmeérné baiice baice rozpudténo v deionizované vodé. Roztoky o niZsich molaritéch
byly pripravovany presnym tredénim zasobniho roztoku deionizovanou vodou. Roztoky byly
uchovévény ve tme¢ a chladu.

Pro pripravu Brittonovych-Robinsonovych pufri (BR) o prislusném pH byly pouZity:
kyselina borita, kyselina octova, kyselina fosfore¢nd, hydroxid sodny,— cistota p.a., Lachema
Brno, CR. Tyto pufry byl pripraveny smisenim NaOH o koncentraci 0,2 mol.I"* s roztokem
obsahujicim kyselinu boritou, fosforetnou a octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol.I™.

Pro pripravu vodnych roztoka byla pouzita deionizovana voda (Millipore Mill-Q plus
systém, Millipore, USA).

Méteni byla provadéna pod dusikovou atmosférou (Linde technoplyn a.s., Praha).

2.2. Aparatura

Pfi v3ech polarografickych metodéch byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se
softwarem PolarPro verze 5.1 (Polaro-Sensor, Praha). Software pracoval v operacnim systému
Windows 2000 (Microsoft Corp.).

Jednotlivd meéieni byla provedena ve tiielektrodovém zapojeni. Referentni elektroda byla
argentochloridova (1 mol.I* KCl) typu RAE 113 (Monokrystaly, Turnov) a pomocna
elektroda byl platinovy plisek. Jako pracovni elektroda byla pii polarografickych metodéch
pouZita rtutova kapkova elektroda (DME) a pii voltmetrickém stanoveni rtutova visici
kapkové elektroda (HMDE).

Pii praci s DME byla pouZita rychlost polarizace 4 mV.s?, elektronicky fizena doba kapky
1 savyskarezervoaru 49 cm, vlastni doba kapky pri této vysce byla 5,6 s.

P pulsnich metodéch byly na elektrody vkladdany pulsy o Sifce 100 ms a modulatni
amplitudé¢ -50 mV. P¥i technice DPV a DCV na HMDE byla pouZita rychlost nérastu
potencidlu 20 mV.s™.

Spektrofotometrickd meéieni byla provedena na pristroji Pye-Unicam SP8-400 UV/VIS
spektrophotometer (Cambridge,V elka Britanie) v kiemennych kyvetach o tloust'ce 1 mm.

2.3. Pracovni postupy

Pt vSech polarografickych meérenich bylo postupovéano nasledujicim zptasobem:

Do 10 ml odmeérné baiky bylo odpipetovano 1 ml roztoku STZ a doplnéno BR pufrem o
pridusném pH ( 2 — 11 ) po rysku. Takto pripraveny roztok se prevedl do polarografické
nédobky a necha se probubldvat 5 min dusikem pro odstranéni kydiku. Poté probihalo
samotné meteni, pri kterém byl potizen zéznam kiivek. Kazdé métreni se provedlo trikrat.

Pred kaZzdym métenim STZ byl proméien zékladni elektrolyt, ktery byl pripraven
obdobnym zpisobem ( misto STZ byl pipetovan 1 ml deionizované vody ).



Zaznam byl vyhodnocen v programu Polar 5.1 a ziskané Udage byly zpracovany
v programu Origin 6.1. Mez stanovitelnosti byla pocitédna s pomoci programu ADSTAT, ktery
ji pocita jako koncentraci, pro kterou je relativni smérodatné odchylka predikce z kalibra¢niho
grafu rovna0,1.

Stdlost zésobniho roztoku STZ o koncentraci 1.10° moll™ byla mena
spektrofotometricky v kiemennych kyvetach o tloustce 1 mm. Referentni kyveta byla
naplnéna deionizovanou vodou. Absorbance zasobniho roztoku byla méiena pii vinové délce
230 nm, kde méla studované latka absorpéni maximum.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. Stélost zasobniho roztoku STZ

Stalost zasobniho roztoku STZ ve vodé byla sledovana spektrofotometricky. Molekulova
absorpeni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti se zabyva mérenim a interpretaci
elektronovych spekter molekul latek, které absorbuji elektromagnetické zéreni v rozsahu
vinovych délek 200 — 800 nm. Pohlcenim fotoni zéfeni z ultrafialové ¢i viditelné oblasti
elektromagnetického spektra prechézi molekula do energeticky bohatSiho excitovaného stavu.
po kréatkém setrvani vtomto stavu prechédzi raznymi neexcitacnimi prechody za predani
energie zp&t do zakladniho energetického stavu.*

Tvar absorpéniho spektra STZ o koncentraci 1.10° mol.I* je na Obr.1, v Tab. 1 jsou
uvedeny hodnoty absorbance zasobniho roztoku naméiené v absorpcnim maximu (230 nm) v
prabéhu 29 dna.

Obr. 1: Absorpcni spektrum roztoku streptozotocinu (¢ = 1.10° mol.I™) ve vode.
Méreno proti vodé v kiremennych kyvetéch o tlousce 1 mm.
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Tab. 1: Meéreni zavidosti absorbance roztoku STZ o konc. 1.10° mol.I*

na case
Dny 1 4 8 12 15 19 29
Absorbance analytu 0,650 0,603 0578 0,561 0,601 0,549 0,524
% 100 928 88,9 86,3 92,5 84,5 80,6




Z nameéienych hodnot absorbance v Tab. 1 vyplyva, Ze STZ ve vodé je nestdly, celkovy
pokles absorbance v prabehu 29 dni ¢inil cca. 20 %. Nestdlost STZ ve vodnych prostiedich
byla dedovéna jiz diive spektrofotometricky i polarograficky, nejstabilngji se jevi roztoky pfi
pH 4.° Vzhledem ke skutetnosti, e pH samotného zésobniho roztoku STZ je 4,50, nebylo
jeho pH nijak upravovano ke zvySeni stahility.

Vzhledem k nestdlosti STZ byla méteni provadéna v ériich trvajicich maximéliné dva dny a
pied prométenim kazdé série byl pripravovan vzdy novy zasobni roztok STZ.

3.2. Polarografické a voltametrické stanoveni STZ nartutovych
elektrodach

Polarografie je elektrochemickd metoda, pii které se deduje zavidost proudu na napéti
vklddaném na dvojici elektrod, které jsou ponoieny do analyzovaného roztoku. Indikacni
elektrodou je tzv. rtutovd kapkova elektroda realizovand kapickami rtuti neustde
odkapavajicimi ze sklenéné kapilary. Je dokonale polarizovatelna a reaguje s céasticemi
zkoumaného roztoku. pravidelnym odkapavanim rtuti se v polarografovaném roztoku vytvari
vzdy elektroda s novym povrchem a vysedky jsou dokonale reprodukovatelné.

Cely proces probiha v nepatrné vrstviéce roztoku, prilehlé ke kapkové eektrodé, takze
analyzovany roztok zistava v podstats beze zmeny.°

Voltametrie je polarografickd metoda, kde se pouziva rtut'ové elektroda svisici kapkou,
na kterou se vklada potencidl.

3.2.1 Stanoveni metodou DC tast polarografie na DME

Nejprve byl promgien vliv pH na elektrochemické chovani STZ (c=1.10* mol.I™)
v prosttedi BR pufru.

Zaznamenané polarografické kiivky ukazuje Obr. 2. V pH 2, 3, 4, 5 poskytuje latka jednu
vinu avpH 6, 7, 8 poskytuje dvé viny. Druha vina je §patné vyvinuta, a proto nebyla
vyhodnocovéna

Zjisteneé zévidosti pualvinového potencidlu prvni viny Ei, a limitniho difusniho proudu
této viny ljim na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 2., graficky je zavidost Ei, na pH
znézornéna na Obr. 3. Je zigmé, Ze s rostouci hodnotou pH se pilvinovy potencia posouva k
negativnim hodnotdm. Tento posun je v souladu se skutecnosti, Ze k polarografické redukci
N-nitrososkupiny na amin je potreba redukovanou skupiny protonizovat. S rostoucim pH v
zésaditych prostiedich zéroven dochézelo k vyraznému poklesu vysky viny, od pH 10,0
nebyla jiz polarografickd vina prakticky pozorovéna. Tento jev zigimé souvisi s malou
stabilitou STZ v akalickych prostiedich, kdy se methylovana N-nitrososkupina rychle
rozkl&da za vzniku diazomethanu. Sacharidovy skelet STZ zastava zachovan za vzniku
karboxylové skupiny z piftomného karbonylu.

Nejlépe vyhodnotitelné polarogramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o
pH 6. Toto prostiedi bylo pouZito pro méieni kalibracnich zavidosti. Za téchto podminek byla
meiena kalibrace v rozsahu (1 — 10).10° mol.I ™,



Tab. 2. Vliv pH na DCT polarogramy STZ (¢ = 1.10% mol.I™"), méreno
v prostiedi BR pufru.

pH |-Eun" liim'
(mV) (nA)
2,0 675 4875
30 |782 592,2
40 | 852 562,9
50 |922 575,2
6,0 |980 576,2
70 |992 611,7
8,0 1016 268,7
9,0 | 1002 4875
10,0 |2 a
11,0 | @ a
12,0 |2 a

1/ nA

& —vina neni pozorovatelna
pH - pH pouztého BR pufru
Evz'- pilvinovy potenciél prvni viny, lim' - limitni difusni proud prvni viny

Obr. 2: Polarogramy streptozotocinu (¢ = 1.10* mol.I™") merené technikou DCTP na
DME v prostiedi BR pufru o vysledném pH 3,99 (1); 4,97 (2); 5,96 (3); 7,01 (4); 8,0
(5); 8,99 (6).
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Obr. 3: Zavisost pilvinového potencidlu Ey, streptozotocinu (¢ = 1.10* mol.I™)
na pH roztoku, mereno technikou DCTP v BR pufru, 1- prvni vina, 2 - druha vina.
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3.2.2 Stanoveni metodou DPP naDME

Pfi stanoveni metodou DPP je na potencid, ktery se linearné meni s casem, vkladan
napétovy puls o amplitudé 10-100 mV a dobg trvani fadove desitek milisekund. Na kazdou
kapku je vloZen jeden puls tésné pred koncem doby jejiho Zivota. Presné parametry pulsi jsou
uvedeny v aparature.

Nejprve byl promgten vliv pH na chovéani STZ (c=1.10" mol.I™) v prostiedi BR pufru.

Zaznamenaneé polarografické kiivky ukazuje Obr. 4, 5. JelikoZ ve srovnani s DC tast
polarografii se jedna pouze o odlishou metodiku, latka poskytuje analogické signdly k této
metodé. V pH 2,3,4,5 poskytuje latka jeden pik av pH 6, 7 a 8 poskytuje dva piky, druhy pik
je opét zanedbatelny. V alkalickém prostiedi opét dochézi ke zmenSovani signdlu az jeho
Uplného vymizeni od pH 10,0.

Zjigtené zavidosti potencidu piku E, a proudu piku I, méteného v jeho maximu na pH
roztoku jsou uvedeny v Tab. 3., graficky je zavisost E, napH zndzornéna na Obr. 6.

Nejlépe vyhodnotitelné polarogramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o
pH 6. Toto prostiedi bylo pouZito pro méieni kalibracnich zavidosti. Za téchto podminek byla
meiena kalibrace v rozsahu (1 — 10).10°, (1 —10).10° mol.I™.



Tab. 3: Vliv pH na DP polarogramy STZ (c = 1.10* mol.I"™), meieno v prostiedi
BR pufru

pH [-Ep (MV) ]Iy (nA) [-ES(mV) [-I,°(nA)
2,0 664 166,3

3,0 820 175,3

40 927 197,8

5,0 959 325,7 a a
6,0 956 632,2 1536 54,44
7,0 958 330,3 1584 126,9
8,0 947 218,2 1672 60,95
9,0 955 19,76

10,0 |° P

11,0 |° P

120 |[° P

& — druhy pik pouze naznacen
— pik neni pozorovatelny
pH - pH pouZtého BR pufru,
E,' - potencial prvniho piku, I,*- proud prvniho piku
E,”- potencial druhého piku, I,%- proud druhého piku

Obr. 4: Polarogramy streptozotocinu (¢ = 1.10 mol.I"™Y) mé7ené technikou DPP na
DME v prostredi BR pufru p/i pH 2,04 (1); 3,99 (2); 4,97 (3); 5,96 (4).
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Obr. 5: Polarogramy streptozotocinu (c=1.10* mol.I"™") mereného technikou DPP na
DME v prostedi BR pufru p7i pH 7,04 (1); 8,03 (2); 8,99 (3)

9



-300

1/ nA

Obr. 6: Zavislost potencidlu prvniho piku E,' STZ (c = 1.10* mol.I'Y) na pH roztoku,
mereno technikou DPP na DME v BR pufru.
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3.2.3 Stanoveni metodou diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) na HMDE

Pri stanoveni metodou DPV je na potencid, ktery se linearné meéni s casem se vkladan
napétovy puls o amplitudé 10-100 mV a dobé trvani radové desitek milisekund. Vkladany
puls byl steiny jako pti metodé DPP na DME a jeho piesné parametry jsou uvedeny
Vv aparature.

Nejprve byl promgten vliv pH na chovéani STZ (c=1.10" mol.I™) v prostiedi BR pufru.
Zaznamenané polarografické kiivky ukazuje Obr. 7. V pH 2-11 poskytuje latka jeden pik,
druhy pik pozorovatelny pii DCTP a DPP na DME nebyl pozorovan.

Zjigtené zavidosti potencidlu vin E, a proudu vin I, na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 4.,
graficky je zavidost E, na pH znézornéna na Obr. 8.

Nejlépe vyhodnotitelné polarogramy byly ziskény v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o pH 6.
Toto prostredi bylo Eouiito pro méteni kalibracnich zavidosti. Ty byly prométeny v rozsahu
v rozsahu (1 - 10).10”, (1-10).10° a(1 -10).10” mol.I™.

Tab. 4: Vliv pH na DP voltamogramy STZ (c = 1.10™ mol.I™"), méreno v prostiedi BR

pufru.

pH™ | -Ep(mV) |-l (nA)
2,0 615 141
3,0 732 143
4,0 783 170
50 864 177
6,0 920 255
7,0 937 103
8,0 925 31.3
9,0 930 20.2
10,0 | 10072 15,3
11,0 |° P
120 |° °

& — pik obtizné vyhodnotitelny

® _ pik neni pozorovatelny

pH — pH pouzitého BR pufru

E,— potencial piku, I, — proud piku
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Obr. 7: Voltamogramy STZ (c = 1.10* mol.I™) me7ené technikou DPV v prostiedi BR
pufr pA pH 2,04 (1); 3,99 (2); 4,97 (3); 4,97 (4); 5,96 (5); 7,04 (6); 8,03 (7); 8,99 (8);
10,01 (9); 11,04 (10).
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Obr. 8: Zavisost potenciélu piku E, STZ (c = 1.10* mol.I"") na pH roztoku, méreno
technikou DPV v BR pufru.
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3.2.4 Stanoveni metodou DC ( direct current ) voltametrie na HMDE

Pri stanoveni metodou DCV na HMDE se potencid kladeny na pracovni elektrodu
lineérné meéni s ¢asem.

Opét byl nejprve byl prometen vliv pH na chovéni STZ (c=1.10" mol.I"%) v prostiedi BR
pufru.

Zaznamenané polarografické kiivky ukazuje Obr. 9. Obdobné jako pii DPV na HMDE,
latka poskytuje v rozmezi pH 2-11 jeden pik, ktery ma v porovnani s piky pozorovanymi pfi
DPV naHMDE vice sigmoidalni charakter. Tento rozdil je dan odlisnou metodikou mereni.

Zjigtené zavislosti potencidlu pika E, a proudu vin |, na pH roztoku jsou uvedeny v Tab.

5., graficky je zavislost E, na pH znézornéna na Obr. 10.

Nejlépe vyhodnotitelné polarogramy byly ziskény v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o pH 6.
Toto prostiedi bylo pouzito pro méieni kalibracnich zavidosti. Za téchto podminek byla métena
kalibrace v rozsahu (1 — 10).10°, (1 —10).10° a (1 -10).10" mol.I"".

Tab. 5: Vliv pH na DC voltamogramy STZ (c = 1.10"* mol.I™"), méieno v prostiedi BR

pufru.

pH [-Ep (mV) |-I5" (nA)
20 |710 306
30 |810 298
40 |860 316
50 |923 320
6,0 |967 357
70 983 288
80 |975 85.6
90 |964 57.2
10,0 | 10832 10,2
110 |° P
120 |° P

& — pik obtizné vyhodnotitelny

® _ pik neni pozorovatelny

pH - pH pouZtého BR pufru,

E, - potenciél prvniho piku, |- proud prvniho piku

13
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Obr. 9: Voltamogramy STZ (c = 1.10™ mol.I"™") merené technikou DCV v prostiedi BR
pufru pri pH 2,04 (1); 3,99 (2); 4,97 (3); 4,97 (4); 5,96 (5); 7,04 (6); 8,03 (7); 8,99 (8);
10,01 (9); 11,04 (10).
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Obr. 10: Zavislost potencidlu piku E, STZ (¢ = 1.10* mol.I™") na pH roztoku, méreno
technikou DCV ve smes BR pufr
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3.2.4 Kalibra¢ni zavislosti

Jak vyplyva z predchozich méteni, nejlépe vyvinuté viny ¢i piky byly vzdy ziskany v
prosttedi BR pufru o pH 6. Toto prostredi bylo zvoleno jako optimdlni a byly v ném
proméieny kalibracni zavidosti viemi ¢tyimi studovanymi metodami. Kalibra¢nich zavidosti
v ngnizs8im dosazeném koncentracnim f&du jsou znézornény na Obr. 11, 12, 13 a 14 pro
metody DCTP, DPP na DME a DPV, DCV na HMDE, jgich parametry jsou shrnuty v Tab. 6
spolu s dosazenou mezi stanovitelnosti. ObdrZené polarogramy STZ pro DPP na DME a DPV
na HMDE v ngjnizSim dosazitelném koncentracnim rozmezi jsou pro ilustraci znazornény na
Obr. 15 a 16. Z Tab. 6 vyplyv4, Ze negjniz& meze stanovitelnosti, 3.10” mol.I™, bylo dosazeno
metodou DPV naHMDE.

15



Obr. 11: Kalibracni zavisost STZ (2 - 8).107 mol.I"'mérena metodou DPV na
HMDE
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Obr. 12: Kalibracni zavisost STZ (2 - 8).10" mol.I"* méena metodou DCV na
HMDE.
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Obr. 13: Kalibracni zavislost STZ (2 - 8).10° mol.I"Imeiena metodou DCTP na
DME
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Obr. 14: Kalibracni zavidost STZ (2 — 8).10° mol.I"* mgrena metodou DPP na
DME.
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I/ nA

Obr. 15: Polarogramy STZ merené technikou DPP na DME v prostiedi BR pufru, pH 6 v
nej ni Z8im dosaZeném koncentracnim rozmez.
c(STZ) = 0(0), 1.10° (1), 2.10° (2), 4.10° (4), 6.10° (4), 8.10° (8), 1.10" (10) mol.I™.

Obr. 16: Voltamogramy STZ merené technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufru, pH
6 v negjni Z8im dosaZeném koncentrachim rozmezi.
c(STZ) = 2.107 (2), 4107 (4), 6.107 (6), 8.107 (8) mol.I™%.

1/ nA

18



Tab. 6: Parametry kalibracnich primek pro stanoveni STZ polarografickymi a
voltametrickymi metodami v ngjniZSim dosazitelném koncentracnim prostiedi v

prostredi v BR pufru, pH 6.

Le;?tr: Icl)(ga Metoda Korr;:zernnterzal,cnl Smérnice| Usek | Lo (M)
DCTP -
DME DCTP | (2-10).10° | 3174E6 | 36,68 | 2.10°
DPP-DME | DPP | (2-10).10° | 1,214E7 | 0,03 | 1.10°
DPV -
HDME DPV | (2-10).107 | 2,703E7 | 0,161 | 2.10"
DCV -
HDME DCV | (2-10).107 | 1,439E7 | 3,603 | 3.10”

Lo - mez stanovitelnosti
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4. ZAVER

Spektrofotometricky byla potvrzena nestdlost Streptozotocinu ve vodném prostiedi.

Bylo dokézéno, Ze v prostiedi o pH 6 jeho dlouhodoba nestabilita neomezuje moznosti
jeho polarografického a voltametrického stanoveni, proto jsme pH 6 zvolili jako
nejvhodnéjsi prostiedi pro dalSi stanoveni.

Polarografické a voltametrické metody jsou vhodné ke stanoveni stopovych koncentraci
STZ, neniz& meze stanovitelnosti, 3.107 mol.I*, bylo dosa?eno metodou DPV na
HMDE. Lze tedy konstatovat, Ze navrZené elektroanalytické metody mohou byt
alternativou k pouzivanym metodam chromatografickym.
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DCTP
DCV
DME
DPP
DPV
HDME
STZ

5. POUZITE ZKRATKY

DC tast polarografie

Direct current voltametrie
rtutova kapkova elektroda
diferen¢ni pulsni polarografie
diferen¢ni pulsni voltametrie
visici kapkova elektroda
streptozotocin
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