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1.1. Wstep

Juz od wielu lat nastgpuje prezny rozwdj wielu galgzi przemystu (przyktadowo:
chemiczny, farmaceutyczny, lotniczy, kosmiczny, elektroniczny, elektrotechniczny itp.) oraz
rolnictwa. Laczy si¢ to rowniez z wykorzystywaniem oraz generowaniem ogromnej ilo$ci
toksycznych zwigzkéw chemicznych, $ciekow oraz odpadow, ktére przenoszac si¢ do
srodowiska, przyczyniajg si¢ do jego zanieczyszczenia. Substancjami zanieczyszczajgcymi
srodowisko naturalne sg m.in.: tlenek wegla(Il), tlenek wegla(IV), tlenek siarki(IV), tlenek
siarki(VI), siarkowodor, tlenki azotu, metale ci¢zkie (kadm, chrom, nikiel, miedz, bizmut,
otow, rtec), sole (siarczki, chlorki, azotany, siarczany), pierwiastki promieniotworcze
spowodowane skazeniami radioaktywnymi oraz zwigzki pochodzenia organicznego
(wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, polichlorowane bifenyle, detergenty,
dioksyny, pestycydy, fenole). Duza ilos¢ tych substancji gromadzi si¢ w wodzie, glebie
1 organizmach zywych, co wiecej charakteryzujg si¢ zdolno$cig do migracji i transformacji,
wywotujac destrukcyjny wptyw na ludzi i sSrodowisko przyrodnicze.

Dlatego istotng funkcja stawiang wspotczesnej chemii analitycznej jest Systematyczne
kontrolowanie stezenia zwigzkéw chemicznych wykorzystywanych w réznych dziedzinach
dziatalnosci cztowieka oraz stopnia zanieczyszczenia srodowiska. W zwigzku z tym stosuje si¢
metody pozwalajace na doktadna, szybka i zarazem mato kosztowna analize jakoS$ciowa
1 1loSciowg analizowanych probek. Stosowane procedury odznaczaja si¢ wysoka czutoscig
1 mozliwoscig oznaczania zwigzkéw chemicznych w skomplikowanych matrycach. Dzigki
nieustajagcemu rozwojowi réznych metod analizy instrumentalnej staje si¢ mozliwe tworzenie
nowych i lepszych procedur oznaczania zwigzkéw chemicznych, ktore beda lepiej spetniaé
powyzej wymienione kryteria.

W chwili obecnej obszerne zastosowanie w chemii analitycznej, z powodu swoich wielu
zalet, odnalazty techniki separacyjne. Cechuja si¢ wysoka selektywnoscig i czuto$cig, oraz
moznoscig jednoczesnego oznaczenia duzej ilosci zwiazkéw w ztozonych i réznorodnych
matrycach (np. mocz, surowica, krew, osocze, tkanki zwierzece, gleba, $cieki, powietrze,
woda). W metodach wykorzystujagcych chromatografie cieczowa, gazowa i nadkrytyczng
czesto koniecznym etapem w procedurze przygotowania probki jest derywatyzacja. Stosuje si¢
ja w celu ulepszenia wtasciwosci separacyjnych samego analitu oraz zwigkszenia czuto$ci
metody. Jednakze odczynnik derywatyzujacy musi spetniaé wiele warunkow. Powinien on
reagowa¢ szybko z analitem oraz ze 100%-owg wydajnoscig, w dodatku tworzgc wytacznie

jedng i trwata w warunkach chromatografowania pochodng. Poza tym sygnat analityczny
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odczynnika derywatyzujgcego nie moze zaktoca¢ sygnatlu analitycznego pochodzacego od
pochodnej analitu. Dodatkowo wszystkie sktadniki probki poza sktadnikiem analitycznym nie
moga utrudnia¢ przebiegu reakcji derywatyzacji, mowa o tzw. efekcie matrycowym, ktory
moze zarOwno podwyzszaé, jak i obniza¢ wyniki oznaczenia ilo$ciowego badanego analitu.
W zwigzku z tym zagadnienie dotyczace reakcji derywatyzacji cieszy si¢ niestabngcym
zainteresowaniem ws$rod analitykow chemicznych. Ciagle opracowywane sa nowO0Czesne,
selektywne, precyzyjne, rutynowe i malo kosztowne metody oznaczania zwigzkow
chemicznych z zastosowaniem nowych reakcji derywatyzacji. Obecnie do jednych
z najbardziej popularnych technik separacyjnych stosowanych w analizie instrumentalnej
nalezy wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) sprzgzona z réznymi technikami
detekcji (np. FLD, CD, LC-MS, RID, FTIR, NMR itp.). Jej najistotniejszg cechg jest mozliwosé
wykonywania analiz jako$ciowych 1 ilo§ciowych wielu oznaczanych zwigzkéw chemicznych
podczas pojedynczego cyklu badawczego, w dodatku przy ich niskich stezeniach oraz
skomplikowanej matrycy probki. Oprocz tego kolejna zaleta tej techniki jest krotki czas analizy
(od kilku do kilkunastu minut) oraz potrzebna niewielka objetos¢ probki (od 1 pl do 100 pl),

w celu wykrycia lub oznaczenia w niej badanego sktadnika.

1.2. Cel pracy

Celem moich badan naukowych bylo opracowanie dwoch czulych, selektywnych
i rutynowych metod analitycznych polegajacych na oznaczaniu jondw siarczkowych
w wybranych matrycach biologicznych (ludzki mocz oraz watroba kurza). Ze wzgledu na duzg
tendencje do utleniania, brak barwy oraz niskg trwato$¢ badanego analitu w analizowanych
probkach wykorzystatam reakcje derywatyzacji. Postuzyty do tego dwa specyficzne odczynniki
derywatyzujace, ktore sg solami piryliowymi:

¢ wodorosiarczan(V1) 2,4,6-trifenylopirylu (L1),

¢ chloran(V11) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu (LN1).
Za pomoca ktorych otrzymatam odpowiednio nastepujace barwne pochodne:

¢ wodorosiarczan(VI) 2,4,6-trifenylotiopirylu (L3 - ciemnozotta barwa),

¢ chloran(V1I) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylotiopirylu

(LN3 - ciemnoniebieska barwa).

Charakteryzujace si¢ 0 wiele korzystniejszymi wtasciwosciami fizykochemicznymi (Rysunek
1.1 2.). Powstate zwigzki chemiczne to sole tiopiryliowe. W swoich badaniach naukowych

wykorzystalam technike¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczong z detekcja

e
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UV/VIS oraz matryca fotodiodowg (HPLC/DAD). Technika ta nadal intensywnie si¢ rozwija
I znajduje coraz szersze zastosowanie, nie tylko w analizie chemicznej, toksykologicznej czy

farmakologicznej, ale takze w oczyszczaniu substancji oraz badaniach nad ich czysto$cia.

H H

HSO,

Rysunek 1. Proponowany schemat reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocq
wodorosiarczanu(VI) 2,4,6-trifenylopirylu (L1), metoda 1.

N(CH4), N(CH )5

Rysunek 2. Proponowany schemat reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocq
chloranu(VII) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu (LN1), metoda 2.

Oznaczane jony siarczkowe znalazty na przestrzeni lat rdzne zastosowania, m.in.
w medycynie (leczenie egzemy, tradziku, reumatoidalnego zapalenia stawow, 0Ssteoporozy,
dyskopatii, dny moczanowej, miazdzycy, cukrzycy), kosmetologii (szampony, kremy,
kosmetyki do kapieli), chemii gospodarczej (preparaty przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne)
oraz staly si¢ obiektem wielu badan analizy instrumentalnej (techniki elektrochemiczne,
spektroskopowe, chromatograficzne oraz ich odmiany). Wykrywanie i oznaczanie ich jest
istotne rowniez ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ jaka wykazuja w stosunku do cztowieka
i srodowiska naturalnego. Dwoista natura tych jondw uzalezniona jest $cisle od ich stezenia.

Czes¢ doswiadczalna niniejszej pracy doktorskiej sktada si¢ z kilku gtéwnych elementow
takich jak: optymalizacji warunkéw chromatograficznych, optymalizacji przebiegu reakcji
derywatyzacji, walidacji opracowanych metod analitycznych, oznaczenia anionéw
siarczkowych w matrycach pochodzenia biologicznego, optymalizacji procesu homogenizaciji
materialu biologicznego (dotyczy wytacznie badan naukowych nad zawartoscig jonow

siarczkowych w homogenacie tkanki watroby kurzej), podsumowania i wnioskow.
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2.1. Wtasciwosci, zastosowania i reaktywnosé soli piryliowych

Na przestrzeni lat sole piryliowe odnalazly zastosowanie m.in. w biotechnologii, farmacji,
chemii, analityce medycznej czy roznych galeziach przemystu. Przede wszystkim sole
piryliowe wykorzystuje si¢ do syntezy innych zwigzkow heterocyklicznych, takich jak:
pochodne pirydyny, sole betainy, pochodne furanu, sole pirydyniowe, barwniki, fosfiny, sole
tiopiryliowe, pochodne benzenu itp., ktére stanowig zazwyczaj wazne substraty w syntezach
totalnych ztozonych substancji aktywnych (np. alkaloidy). Swiadczy to o tym, ze tak otrzymane
zwigzki chemiczne zazwyczaj s3 nieosiggalne innymi drogami lub ich synteza jest zbyt
kosztowna. Przeszto sto lat temu, czyli przed tym, jak poznano budowg chemiczng soli
piryliowych, zauwazono, ze tetrafluoroboran 2,4,6-trifenylopiryliowy charakteryzuje si¢ silng
fluorescencjag. W zwiazku z wlasciwosciami fluorescencyjnymi wyzej wspomnianej soli
piryliowej, znalazla zastosowanie jako os$rodek czynny laseréw [1]. Przyczyniajac si¢ do
znacznej poprawy skuteczno$ci lasera, zblizong do rodaminy 6G - wysoce fluorescencyjny
barwnik organiczny. Dzigki wysokiej fotostabilno$ci oraz wydajno$ci kwantowej fluorescencji
wykorzystuje si¢ go do wskaznikow ciggu wody, ktore okreslaja kierunek i szybkos$¢ przeptywu
[2, 3]. Nastgpnym zastosowaniem soli piryliowych sg czujniki chemiczne i biologiczne, dla
przyktadu chlorek 4-(3-amino-4-hydroksyfenylo-2,6-bis(4-metoksyfenylo)piryliowy stuzy do
wykrywania amin, tlenkéw azotu oraz w aminokwasach grup aminowych [4]. Natomiast
zwigzek chemiczny trifluorometanosulfonian 4-metylo-2,6-difenylopiryliowy stosowany jest
do wykrywania jonéw cyjankowych [5]. Ponadto w 2015 roku wykorzystano sole piryliowe
jako zwiazki matrycowe. Dzigki ktérym stato si¢ mozliwe wykrycie sladowych ilosci amin
pierwszorzedowych, takich jak: neuroprzekazniki (np. dopamina) oraz analogi
fenyloetyloaminy (np. amfetamina) za pomoca techniki MALDI/MS (laserowa desorpcja
1 jonizacja probki wspomagana matrycg potaczong ze spektrometria masowa) [6].
W $rodowisku naturalnym rowniez odnajdziemy wiele uktadow piryliowych, takimi zwigzkami
chemicznymi dla przyktadu sg antocyjany. To naturalne barwniki pochodzenia roslinnego,
a ich barwa zalezy od pH s$rodowiska, w jakim si¢ one znajdujg. Wigkszos¢ z nich znalazta
zastosowanie w barwieniu produktow zywnosciowych [7]. Wsrod innych zastosowan soli
piryliowych mozemy réwniez wymieni¢ medycyng, sa one w niej wykorzystywane jako srodki
fototerapeutyczne i przeciwrakowe [8, 9].

Sole piryliowe zostaly skalsyfikowane do grupy heterocyklicznych zwigzkow
chemicznych posiadajacych budowe jonowa, ktore wykazuja duzg reaktywno$¢ chemiczna.

Zawierajg kation o budowie pier§cieniowej (Jon oksoniowy), posiadajacy trojwartosciowy oraz

e
11
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dodatnio natadowany atom tlenu (Schemat 3.) [10]. Obecno$¢ anionu, ktory nie jest
nukleofilem, ale pochodzi od mocnego kwasu zapewnia trwatos¢ solg piryliowym [11]. Anion
jest podatny na atak czynnikow nukleofilowych z powodu deficytow elektronéw. Natomiast
atak czynnikoéw elektrofilowych jest trudny, poniewaz na atomie tlenu znajduje si¢ dodatni

tadunek, ktory powoduje silng dezaktywacje atomu wegla w pierscieniu (Rysunek 3.) [12].

4

5 X 3

6’ =2
o}

+
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’ e | | - . ’ - | _
o " 0 0 o

Rysunek 3. Kation piryliowy i jego struktury rezonansowe wedtug [10]

Na atak nukleofilowy najbardziej podatne sga pozycje a. Jest to zwigzane z duzym deficytem
elektronow. W sytuacji, kiedy w pozycji o znajduje si¢ podstawnik (np. arylowy), atak
skierowany jest na atom y. W konsekwencji powstajag odpowiednie pochodne (np. pirany,
fosfiny, sole pirydyniowe i tiopiryliowe oraz pochodne benzenu, furanu i pirydyny), zalezne od
zastosowanego czynnika nukleofilowego [13]. Sole piryliowe reaguja z pierwszorzgdowymi
grupami aminowymi, ktére znajdujg si¢ w zroznicowanych czasteczkach (np. biatka). W tej
specyficznej reakcji chemicznej atom tlenu jest zastegpowany atomem azotu, w zwigzku z tym
so0l piryliowa przeksztalca si¢ w sol pirydyniowa. Reakcja ta zachodzi w temperaturze
pokojowej oraz zgodnie z mechanizmem substytucji nukleofilowej, w ktorym mozna wyrdznic¢
etapy: atak nukleofilowy, otwarcie oraz zamknigcie pierScienia. Pierwsza faza charakteryzuje
si¢ odwracalnoscia, dzigki temu prawdopodobny atak w pozycji y nie powoduje wytworzenia
posrednich zwigzkow w konsekwencji braku ponownego zamknigcia pierscienia [14]. Sole
piryliowe ze wzgledu na obecno$¢ oksoniowego atomu tlenu posiadajg deficyt elektronow,
dlatego zwigzki te nie ulegajg reakcjom substytucji elektrofilowej. Reakcja chloranu(\V1I)
2,4,6-trimetylopiryliowego albo chloranu(VI1I) 2,4,6-trifenylopiryliowego z deuterowanym
kwasem octowym stanowi wyjatek, 1 zachodzi wedlug mechanizmu podstawienia
elektrofilowego [13]. Proces otrzymywania soli piryliowych jest tatwy, poniewaz syntezowany
produkt w bardzo szybki 1 prosty sposob oczyszcza si¢ od produktow ubocznych oraz
nieprzercagowanych substratow. Jest to zwigzane z jonowym charakterem soli piryliowych.
Oznacza to, ze nie rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach niepolarnych (np. dichlorometan,
chloroform, benzen, toluen, heksan, octan etylu, ksylen, eter dietylowy). Latwo usuwa si¢ wiec

e
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zarowno gtowny produkt jak i produkty uboczne przez proste przemywanie, na przyktad za
pomoca ecteru [14, 15]. Takie aniony jak: wodorosiarczanowy, sulfooctanowy, fluorkowy,
pikrynianowy 1 tetrachlorozelazianowy, przyczyniaja si¢ do wzrostu rozpuszczalnosci soli
piryliowej w rozpuszczalnikach niepolarnych. Powoduje to trudniejsze jej oddzielenie od
pozostatych reagentow i nalezy wtedy skorzysta¢ z innych metod oczyszczania [12]. Na
Rysunku 4. zostaty przedstawione wzory przyktadowych soli piryliowych, ktére thumaczg ich
specyficzng budowe¢ chemiczna.

Oproécz syntezy réznych matoczasteczkowych heterocyklicznych pochodnych, sole
piryliowe biorg udziat w wytwarzaniu polimerdw z ugrupowaniami pirydyniowymi. Poza
zastosowaniem jako fotokatalizatory i inicjatory w wielu procesach polimeryzacji, same sole
piryliowe sg szeroko stosowane jako elementy budulcowe wielu jednowymiarowych (1D) oraz

dwuwymiarowych (2D) polimeréw [16, 17].

Rysunek 4. Wzory przyktadowych soli piryliowych wedtug [18, 19]
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2.2. Wtasciwosci i zastosowania jonow siarczkowych - siarkowodor

| siarczki nieorganiczne

Siarkowodor (zwany inaczej sulfanem lub siarczkiem wodoru) to nieorganiczny zwigzek
chemiczny z grupy wodorkow kowalencyjnych. W $rodowisku wodnym wystepuje w réznych
formach. Jest bezbarwnym, tatwopalnym, ci¢zszym od powietrza gazem o przykrym zapachu
zgnitych jaj. Dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie tworzac wode siarkowodorowa lub w wiekszych
stezeniach kwas siarkowodorowy. Jego rozpuszczalno$¢ w wodzie przy temperaturze 37°C
wynosi okoto 80 mmol/l. Posiada wtasciwosci redukujace. Siarkowodor to hormeza, czyli jest
substancja chemiczng w wysokich st¢zeniach toksyczna dla organizmu. Z kolei przy niskich
stezeniach dziata na niego leczniczo-terapeutycznie oraz jest niezbedna do jego codziennego
prawidtowego funkcjonowania [20]. Niezdysocjowany siarkowodor to lipofilny zwigzek
chemiczny, ktory swobodnie dyfunduje przez btony komérkowe. Jednakze ze wzgledu na jego
czesciowa dysocjacje proces ten nie jest tak wydajny jak w przypadku tlenku azotu(ll) i tlenku
wegla(IT) [21]. W srodowisku wodnym posiada whasciwosci stabego kwasu i ulega procesowi
dysocjacji elektrolitycznej dwustopniowej, poniewaz jest kwasem dwuprotonowym. Proces ten
zachodzi zgodnie z rownaniami reakcji zaprezentowanymi ponizej (Rysunek 5.).

H,S + H,0 2 HS™ + H;07
HS™ + H,0 2 S*  + H;0%

Rysunek 5. Dwuetapowy proces dysocjacji elektrolitycznej kwasu siarkowodorowego w wodzie
wedlug [22-24]

W roztworach wodnych o pH < 6 podstawowa forma jest niezdysocjowana czasteczka
siarkowodoru (H2S). Natomiast przy odczynie obojetnym wystepuja dwie formy -
niezdysocjowana czasteczka siarkowodoru (H2S) oraz anion wodorosiarczkowy (HS"), a ich
stosunek stezen wynosi 1. Anion wodorosiarczkowy (HS") jest formg dominujgca dla pH > 8,
ale juz przy pH > 10 przewazaja jony siarczkowe (S%). Na podstawie czego z perspektywy
chemii analitycznej w wodnych roztworach mozna oznacza¢ st¢zenie:

¢ niezdysocjowanego siarkowodoru,

¢ niezdysocjowanego siarkowodoru oraz siarczkéw rozpuszczalnych,

¢ niezdysocjowanego siarkowodoru oraz siarczkow rozpuszczalnych

I nierozpuszczalnych [22-24].

Jon siarczkowy odnajdziemy w wodzie jako produkt uboczny roéznych procesow

przemystowych. Ponadto powstaje na skutek mikrobiologicznej dziatalnos$ci bakterii, ktore

znajdujg si¢ w materii organicznej, oraz innych proceséw naturalnych, na przyktad erupcji

e
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wulkanow i rozktadu wietrzejacych skat [25-28]. W zwigzku z tym badany jon siarczkowy
wystepuje pod roznymi postaciami (srodowisko wodne - rozpuszczalne lub nierozpuszczalne
siarczki oraz gazowy siarkowodor) w wielu elementach srodowiska przyrodniczego, takich jak:
gleba, woda, powietrze, skaty czy materia organiczna [29].

Siarkowodor z tatwoscia przedostaje si¢ z wody do powietrza atmosferycznego. Natomiast
siarczki rowniez fatwo uwalniane sg do wod z gleby, powietrza, gazow wulkanicznych, skat
osadowych, pyloéw, itow, osadoéw Sciekowych, Sciekow miejskich i przemystowych oraz
odpadow [25, 26]. Ponadto zwigzki te powstaja w duzej ilosci jako produkt uboczny podczas
oczyszczania ropy naftowej oraz zakwaszonego gazu ziemnego, a takze w wyniku koksowania
wegla [30-32].

Siarkowodor i siarczki metali sg podstawowymi zwigzkami chemicznymi uczestniczagcymi
w naturalno-biochemicznym obiegu siarki w srodowisku [33, 34]. Ten obieg zachodzi przy
udziale bakterii siarkowych (np. Sulfolobus, Chromatium, Chlorobium), ktére utleniajg siarke
elementarng i siarkowodor, badz redukujg siarczany(VI) i zwiazki organiczne [25, 35].
Zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych zachodzi mikrobiologiczna przemiana
siarki. Podczas reakcji rozktadu materii organicznej uwalniana jest siarka w postaci siarczku
dimetylu lub siarkowodoru. Proces redukcji siarczanow(VI) zachodzi takze dzigki
mikroorganizmom i ma miejsce m.in. w morzach, ocenach i jeziorach. Ten proces przebiega
rowniez przy niskim pH, dajac aniony siarkowodorowe, a przy pH wigkszym niz 5,5 generuje
wolng siarke [34].

Siarkowodor z tatwoscia przedostaje si¢ do organizmu gtownie przez ptuca i w mniejszym
stopniu przez skorg, przypuszczalnie w postaci anionu wodorosiarczkowego. Ten jon powstaje
w procesie dysocjacji elektrolitycznej siarkowodoru w warunkach fizjologicznego pH, ktore
wynosi okoto 7,4. W wyzej wspomnianych warunkach 1/3 siarkowodoru wystepuje w formie
niezdysocjowanej. Pozostata czgs¢ ulega dysocjacji elektrolitycznej, w pierwszym etapie na
kation wodoru i anion wodorosiarczkowy, a nastepnie w drugim etapie na anion siarczkowy.
Ostatni wymieniony etap zachodzi tylko i wytgcznie przy wysokim pH. W zwigzku z tym anion
siarczkowy w warunkach in vivo (wewnatrz zywego organizmu) wystepuje w niewielkich
ilosciach [36]. W dostgpnej $wiatowej literaturze odnajdziemy informacje odnoszace si¢ do
rozmieszczenia w organizmie siarkowodoru. Wedlug E. Lowickiej i J. Beltowskiego [21]
w osoczu krwi (plazma) oraz wigkszosci tkanek stezenie siarkowodoru jest podobne i wynosi
okoto 50 uM. Najwieksza produkcja tego zwigzku chemicznego zachodzi w mézgu, watrobie,

uktadzie krwiono$nym oraz nerkach, co wigze si¢ z tym, ze jego stezenie w tych organach jest
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najwicksze. Natomiast wedlug danych zawartych w artykule (H. Savolainen) [37], siarczek
sodu (znaczony izotopem siarki S-35) znajdowano zazwyczaj w watrobie, ale male stezenie
tego zwiazku chemicznego oznaczono tez w plucach i nerkach. U zmarlych ludzi
z powodu ostrego zatrucia siarkowodorem (od 750 do 1400 mg/m?) wykryto we krwi jony
siarczkowe o stezeniu od 1,7 mg/dm® do 3,75 mg/dm3. Niebezpieczenstwo zwiazane
z zatruciem siarkowodorem moze by¢ spowodowane m.in. wchodzeniem do studzienek
kanalizacyjnych lub niewentylowanych korytarzy podziemnych, studni, podczas prac
zwigzanych z oprdznianiem podziemnych zbiornikow asenizacyjnych, wierceniem oraz
kopaniem studni. Zatrucia takze wywotuje praca zawodowa zwigzana z przemystem tworzyw
sztucznych, hutniczym czy rafineryjnym.

Jon siarczkowy w organizmie ulega przeksztalceniu do tiosiarczanow i siarczanow(V1).
Proces ten przede wszystkim ma miejsce w watrobie i nerkach w ukladzie enzymatycznym za
pomocg oksydazy siarczkowej. Proces detoksykacji siarkowodoru zachodzi w btonie §luzowe;j
jelit rowniez przy udziale S-metylotransferazy tiolowej. Czesciowe wydalanie siarkowodoru
w postaci niezmienionej zachodzi przez ptuca oraz w postaci wolnych lub sprzezonych
siarczanow(V1) z moczem. Natomiast wchtonigty w pewnej ilosci ulega rozktadowi we krwi
oraz w tkankach z wytworzeniem siarki, ktora z kolei z nieroztozonym siarkowodorem taczy
si¢ tworzac wielosiarczki (H2Sn). Wedtug H. Savolainen [37] nie wykryto siarkowodoru
w wydychanym powietrzu przez myszy, ktorym podawano do otrzewnej siarczek sodu
znaczony izotopem siarki S-35. Z kolei po wprowadzeniu go do zotadka okoto potowa
zaaplikowanej dawki zostata wydalona wraz z moczem po uplywie jednej doby. Ponadto
umieszczenie badanego analitu w jelitach skutkowato znalezieniem w trakcie jednej doby 90%
podawanej dawki w moczu oraz w kale. Nalezy zaznaczy¢, ze w kale ta ilo§¢ w poréwnaniu
z moczem byta §ladowa. W ogodlnie dostgpnym pisSmiennictwie jest brak danych o szybkosci
wydalania z organizmu siarkowodoru. Na podstawie szybkosci powrotu do zdrowia ludzi
zatrutych ustalono, ze potokres wydalania tego zwiazku chemicznego w przyblizeniu wynosi
od jednej do kilku godzin. Stwierdzono, ze zwiazki chemiczne powstate podczas zwigzania si¢
jonu siarczkowego z makromolekutami posiadajacymi zelazoporfiryng ulegaja dysocjacji
1 wolniej utleniajg sig.

Siarkowodor dziata destrukcyjnie na organizm poprzez hamowanie aktywnos$ci enzymow
posiadajacych w grupie prostetycznej metale. Toksyczne dziatanie tego zwigzku chemicznego
rowniez jest zwigzane z blokowaniem w komorkach aktywnego zelaza oksydazy

cytochromowej i jest to koncowy enzym tancucha oddechowego w mitochondriach. Ponadto
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hamuje prace kolejnego enzymu jakim jest anhydraza karbonylowa. Najbardziej podatne na
jego szkodliwe dziatanie sg tkanki tworzace blony sluzowe i migsien sercowy, ale takze uktad
nerwowy. Przypuszcza sig, ze kolejng niekorzystng wlasciwosciag siarkowodoru jest
blokowanie aktywnos$ci grup sulfhydrylowych glutationu. Co wigcej, tworzace si¢ w wyniku
roéznych procesow jony siarczkowe hamujg aktywno$¢ enzymu oksydazy monoaminowej oraz
supresje aktywnosci synaps. W wyniku tego moze to przyczyniaé si¢ do zaburzen
w funkcjowaniu osrodka oddechowego 1 nadaktywno$ci receptorow glutaminowych
zlokalizowanych w mozgu [38]. Siarkowodor nie tgczy sie z hemoglobing, natomiast wigze sie
z methemoglobing, na skutek tego procesu powstaje sulfhemoglobina. Zwiazek ten roéwniez
powoduje deficyt tlenu w tkankach i narzadach, wymioty, mdtosci, podraznienie §luzowek,
bole glowy, wzrost ci§nienia krwi, utrate przytomnosci, drgawki, $pigczke, a ostatecznie nawet
$mier¢ [39].

Siarkowodor w organizmach zywych petni funkcj¢ regulatora proceséw zyciowych, a jego
synteza zachodzi u ssakow przede wszystkim w ich tkankach. Fakt, ze jest wydzielany podczas
fizjologicznych proceséw, W pewnym sensie ttumaczy jego istotng funkcje jako czynnika
regulujacego. W ostatnim czasie prowadzono badania nad zwigzkami chemicznymi, ktore
moga stanowic¢ zrodto siarkowodoru w warunkach in vivo (wewnatrz zywego organizmu) oraz
in vitro (poza wnetrzem zywego organizmu). Zmodyfikowane lekarstwa przeciwzapalne sa
zdolne do jego uwalniania. W ten sposob uzyskany siarkowodor przyczynia si¢ do hamowania
procesu powstawania cytokin prozapalnych, a takze zmniejsza przyleganie krwinek biatych do
komorek srodbtonka naczyn krwiono$nych oraz tworzenie obrzgkow. Poza tym pelni role
ochronng zaré6wno dla btony $luzowej uktadu pokarmowego jak rowniez przys$piesza jej
odbudowe [40].

Przeprowadzono badania naukowe nad pochodnag popularnego niesteroidowego leku
przeciwzapalnego, przeciwbolowego, przeciwzakrzepowego i przeciwgoraczkowego, jakim
jest aspiryna (ASA), pod katem uwalniania siarkowodoru oraz jego wptywu na organizm.
Wynika z nich fakt, ze analizowana pochodna aspiryny, czyli ester kwasu
2-acetyloksybenzenowego 4-(3-tiokso-3H-1,2-ditiol-5-yl)fenylu (ACS-14) dziata catkowicie
skutecznie oraz bezpiecznie, w szczegdlnosci na btony §luzowe zotadka [41]. Innym zwigzkiem
chemicznym nad ktéorym prowadzono identyczne eksperymenty byl ester kwasu
2-(6-metoksynaftaleno-2-yl) propanowego 4-tiokarbamoylfenylu (ATB-346). Jest to pochodna
multifunkcjonalnego niesteroidowego leku przeciwzapalnego naproksenu. Hamuje ona

aktywno$¢ cyklooksygenazy-2 oraz proces odkladania si¢ biatych krwinek. ATB-346 nie
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wpltywa uszkadzajagco na btony S§luzowe wyscielajace zoladek, ponadto przyczynia si¢ do
regenerowania owrzodzen, ktére utworzyly si¢ wczesniej. Stwierdzono, ze zmodyfikowana
pochodna naproksenu jest od niego bardziej wydajniejsza [42]. Przeprowadzono réwniez
badania zwigzane z uwalnianiem siarkowodoru dla czterech pochodnych lewodopaminy. Sa to:

¢ kwas 4-(3-tiokso-3H-1,2-ditiol-4-yl)benzenowy (ACS-48),

¢ kwas [2-metoksy-4-(3-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-yl)-fenoksy]octowy (ACS-50),

¢ kwas 1,3-ditiole-2-tiokso-4-karboksylowy (ACS-5),

¢ kwas 3-(prop-2-en-1-yldisulfanyl)propanowy (ACS-81).
Samg lewodopaming wykorzystuje si¢ w leczeniu choroby neurodegeneracyjnej jaka jest
Parkinson. Podczas tej choroby niszczeniu ulegaja komorki nerwowe dopaminergiczne zawarte
W istocie czarnej, proces ten ma charakter postepowy. Uwalniany siarkowodor z ACS-48,
ACS-50, ACS-5 i ACS-81 dziata jak antyoksydant (neutralizuje wszystkie toksyczne procesy
metaboliczne w organizmie), ponadto wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne oraz zapewnia
powrot odpowiedniego stezenia dopaminy [43]. Jeszcze innym zwigzkiem chemicznym, ktory
stanowi zrodlo siarkowodoru jest pochodna mesalazyny (czynny produkt rozktadu
sulfasalazyny), o nazwie systematycznej ester kwasu 5-amino-2-hydroksybenzoesowego
4-(5-tiokso-5H-[1,2]ditiol-3yl)-fenylu (ATB-429). Lek jakim jest mesalazyna jest popularnie
wykorzystywany w leczeniu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego oraz choroby
Lesniowskiego-Crohna. W wielu przypadkach leczenie mesalazyng nie niesie zadnych
oczekiwanych rezultatow. Do§wiadczenia na myszach donosza, ze uzycie ATB-429 przyczynia
si¢ do sukcesywnego zwalczania wyze] wymienionych gastrologicznych chorob. Jest to
zwigzane z tym, ze siarkowodor aktywowany z ATB-429 dziata terapeutycznie na jelita, gdyz
reguluje odpowiedz zapalng oraz oddziatuje na kanaty potasowe wrazliwe na nukleotyd
adeninowy adenozyno-5'-trifosforan [44, 45]. Jeszcze inny zwigzek chemiczny, ktory rowniez
emituje siarkowodor to fosforoditionian morfolino-4-ium-4-metoksyfenylu(morfolina)
(GYY4137). To powolny proces zachodzacy w $rodowisku in vivo oraz in vitro. Szybkos¢
uwalniania siarkowodoru z GY'Y4137 jest uzalezniona od pH roztworu. Proces ten ma miejsce
w warunkach podobnych do tych, ktére powstajg w organizmie po wytworzeniu endogennego
siarkowodoru. Badania nad tym zwigzkiem byly przeprowadzane na szczurach. Wykazaty one,
ze GYY4137 wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne. Jednak potrzebne sa kolejne
doswiadczenia na innych organizmach zwierzecych w celu doktadniejszego przebadania

GYY4137 [46].
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Istnieje rowniez naturalne i zarazem bogate zrodto siarkowodoru - czosnek pospolity, tzw.
,haturalny antybiotyk”. Roslina ta posiada wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe,
przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybiczne oraz przeciwzapalne. Po za tym dziata leczniczo na
liczne schorzenia uktadu krazenia, zmniejsza poziom cholesterolu, obniza ci$nienic krwi,
hamuje agregacje trombocytow, spowalnia procesy starzenia si¢, poprawia wydajnos¢ nerek,
zwalcza infekcje drog moczowych i oddechowych, tagodzi bdle menstruacyjne, oczyszcza
watrobe, niszczy pasozyty jelitowe, przeciwdziata miazdzycy i nowotworowi jelita grubego.
Wiasciwosci biochemiczne czosnku najprawdopodobniej sg zwigzane z tym, ze w jego sktadzie
znajduja si¢ liczne zwiazki chemiczne zawierajace siarke, ktore stanowig substraty do syntezy
siarkowodoru. Nalezy do nich m.in. disiarczek diallilu, trisiarczek diallilu, tiosulfinian diallilu
(allicyna) i sulfotlenek S-allilocysteiny (allina). Liczne badania naukowe potwierdzaja fakt, ze
terapeutyczne witasciwosci czosnku pospolitego sa $ci§le zwigzane z obecno$ciag w nim
siarkowodoru [47, 48].

Endogenny siarkowodor jest gltownie wytwarzany z L-cysteiny. Jednakze wedtug
N. Shibuya i in. [49] réwniez D-cysteina stanowi zrodlo tego zwigzku chemicznego.
W czasteczce cysteiny znajduje si¢ atom siarki. Forma L-cysteiny powstaje w wyniku
transsulfuracji L-metioniny. Metionina ulega przeksztatceniu do homocysteiny, ktora potrafi
wigzac si¢ z seryng tworzac cystationing. Cystationina ulega procesowi hydrolizy w nastepstwie
czego powstaje homoseryna oraz cysteina [21, 50, 51]. Synteza siarkowodoru z cysteiny moze
zachodzi¢ w wyniku trzech $ciezek z uzyciem nastgpujacych enzymow: S-syntazy cystationiny
(CBS), y-liazy cystationiny (CSE) i transferazy siarkowej 3-merkaptopirogranianu (3MST).
Dwa pierwsze enzymy zalezne sg od fosforanu pirydoksalu. Cysteina przeksztatca si¢ do
cystyny, a ta w obecnosci CSE ulega rozpadowi na tiocysteing oraz pirogronian. Z kolei
tiocysteina ulega przeksztalceniu do cysteiny, temu procesowi towarzyszy uwalnianie
siarkowodoru. Cysteina przy udziale CBS taczy si¢ z homocysteing tworzac cystationing
i siarkowodor. Cystationina w obecnosci CSE rozpada si¢ na cysteing, mleczan i amoniak.
Powstawanie siarkowodoru z uzyciem CBS opiera si¢ na reakcji cysteiny z homocysteing. CSE
oraz CBS powstaja w wielu narzadach i1 uktadach narzadow. W osrodkowym ukladzie
nerwowym to przede wszystkim CBS odpowiedzialne jest za produkcj¢ siarkowodoru. Z kolei
w uktadzie krwiono$nym dominujaca role w syntezie tego zwigzku chemicznego petni enzym
CSE. W organizmie zywym miedzy innymi w watrobie i nerkach CBS oraz CSE pehnia
rownowazng role w powstawaniu siarkowodoru [21]. Ostatni wymieniony enzym transferaza

siarkowa 3-merkaptopirogranianu taczac si¢ z aminotransferaza cysteinowsg (CAT) reguluje

19



Czesé teoretyczna
powstawanie siarkowodoru z L-cysteiny przy udziale a-ketoglutaranu. W mézgu i komorkach
srodbtonka aorty piersiowej nastgpuje ekspresja 3SMST. Aminotransferaza cysteinowa stanowi
katalizator w transaminacji pomig¢dzy L-cysteing oraz a-ketoglutaranem. W wyniku czego
powstaje 3-merkaptopirogranian i L-glutaminian. Siarke do kwasu siarkowego(VI) przenosi
transferaza siarkowa 3-merkaptopirogranianu tworzgc pirogronian i tiosiarczan, a ten nastepnie
ulega redukcji do siarkowodoru. Reakcja redukcji zachodzi przy udziale zredukowanego
glutationu (GSH) [52]. Siarkowodoér ulega utlenieniu najpierw do tiosiarczanu, a ten nastepnie
przeksztatca sie w siarczan(1V) i ostatecznie w siarczan(VI). Ma to miejsce przede wszystkim
w organellum komoérkowym jakim jest mitochondrium. Przeksztatcenie siarkowodoru do
tiosiarczanu jest zapewne reakcja nieenzymatyczng. Jednak istniejg przypuszczenia, ze w tej
przemianie uczestniczy enzym z grupy oksydoreduktaz czyli dysmutaza ponadtlenkowa,
poniewaz z procesem katabolicznym siarkowodoru zwigzany jest transport elektronow
w tancuchu oddechowym. Reakcja oksydacji tiosiarczanu do siarczanu(lV) katalizowana jest
przez siarkotransferaze tiosiarczanowg (rodanaza - TST). Polega ona na transferze atomu siarki
pochodzacego z jonu tiosiarczanowego do jonu cyjankowego, co powoduje powstanie
tiocyjanianu i siarczanu(lV). Przeksztatcenie siarczanu(1V) w siarczan(V1) katalizuje oksydaza
siarczanowa, czyli koncowym produktem metabolizmu siarkowodoru jest siarczan(VI). Inny
mechanizm metabolizmu siarkowodoru polega na metylacji za pomoca S-metylotransferazy
tiolowej, co wigze si¢ z otrzymaniem metanotiolu, a w nastgpnym etapie siarczku dimetylu.
Proces ma miejsce w cytozolu [21]. Siarkowodoréw taczy si¢ methemoglobing, tworzac
sulfhemoglobing. Natomiast z hemoglobing wiaze si¢ tlenek azotu(Il) oraz tlenek wegla(II).
Wspomniane trzy nieorganiczne gazy nazywane sg najwazniejszymi gazotransmiterami
w prawidlowej fizjologii calego organizmu zywego, dlatego ze odgrywajg istotne funkcje
W jego regulacji, m.in. sg odpowiedzialne za proces apoptozy, stresu oksydacyjnego czy cyklu
komorkowego [21, 54].

W powyzszym akapicie zostaly opisane mechanizmy dotyczace powstawania oraz
metabolizmu siarkowodoru, ktére majg miejsce Wewnatrz organizmu zywego czyli

w warunkach in vivo. Zostaly one rowniez przedstawione na Rysunku 6. i 7.
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Rysunek 7. Mechanizm metabolizmu siarkowodoru wewngtrz organizmu (in vivo) wedlug [53]

Granica pomigdzy dziataniem toksycznym, a protekcyjnym siarkowodoru jest bardzo
waska 1 zalezy od jego stezenia w tkankach. Dziatanie pozytywne tego zwigzku wykorzystuje
si¢ w leczeniu nowotwordéw, chorob neurodegeneracyjnych i uktadu sercowo-naczyniowego.
Gaz ten réwniez reguluje mechanizmy komorkowe, czyli apoptozg, proliferacj¢ i autofagie
[55]. Ponadto wywiera silne dziatanie antyapoptotyczne i antyoksydacyjne, chroni
mitochondria, zwigksza poziom oddychania komorkowego oraz utrzymuje proliferacje
w warunkach stresu oksydacyjnego spowodowanego toksynami [56]. Najprawdopodobniej
siarkowodor jest czynnikiem hamujacym szereg mechanizmdéw przyczyniajacych si¢ do
starzenia organizmu [57, 58].

Woda siarczkowo-siarkowodorowa to taka, w ktorej stezenie siarkowodoru przekracza
1 mg/dm?®. Na terenie Polski znajduja sie naturalne tego typu wody o zawartoéci siarkowodoru

w przedziale od 1 mg/dm?® az do 160 mg/dm?® [59]. W polskich miejscowosciach takich jak:
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Busko-Zdroj, Horyniec, Swoszowice, Krzeszowice, Solec-Zdrdj, Szaflary znajdujg si¢
kompleksy basenowe, ktore w swojej ofercie umozliwiaja terapie siarczkowo-siarkowodorowa
[60]. W chwili obecnej kapiele siarczkowo-siarkowodorowe sa popularng forma terapii,
poniewaz posiadajg szeroki zakres zastosowan. Zalecane sg one osobom z r6znymi problemami
zdrowotnymi m.in. chorobami ze strony uktadu rodnego, skoérnymi, reumatycznymi, na tle
nerwowym, miazdzyca, dng moczanowa, chorobg zwyrodnieniowg stawow. Wody te odtruwaja
organizm z metali cigzkich oraz korzystnie wptywaja na jego gospodarke thuszczowa. Posiadaja
one swoj Scisle okreslony sktad i stwierdzone dzialanie terapeutyczne. Pacjent podczas zabiegu
poddawany jest wplywowi siarkowodoru w $cisle okreslonych stezeniach oraz krotkotrwale
(15-20 minut). Dtuzsze zazywanie takich kapieli przyczynia si¢ do uzyskiwania niepozadanych
efektow, wrecz odwrotnych do zamierzonych. Kapiele siarczkowo-siarkowodorowe nie sg
jednak dla wszystkich. Nie powinny z nich korzysta¢ osoby z problemami uktadu krazenia,
stanami pozawatowymi, zaawansowanym zapaleniem zyt, niskim i niestabilnym ci$nieniem,
nowotworami, choroba wiencows, arytmig, przewleklymi stanami zapalnymi trzustki
1 watroby, a takze kobiety w cigzy i karmigce piersig. Niezalecane sg one réwniez podczas
stanow podgoraczkowych oraz infekcji. Osoby w podesztym wieku powinny przed
skorzystaniem z zabiegu koniecznie skonsultowac¢ si¢ z lekarzem [61-63].

Wowczas wysokie stezenie tego gazu hamuje oddychanie komoérkowe oraz proliferacje,
wplywa proapoptotycznie, powoduje nadprodukcje reaktywnych form tlenu [55, 64, 65].
Rowniez poraza nerw wechowy, uktad oddechowy, uktad nerwowy, prowadzi do zapalenia
spojowek, bolesnych nadzerek rogowki, obrzekéw ptuc, odoskrzelowego zapalenia ptuc,
migren, nudno$ci, zawrotow glowy, dusznos$ci, zmniejszenia masy ciala, meczliwoscei,
ogolnego wyniszczenia organizmu, sinicy skornej, trwatych zmian neurobehawioralnych,
neuropsychologicznych i neurologicznych, a nawet do zgonu. [22]. Pozytywne funkcje tego
zwigzku chemicznego sg przeciwienstwem w stosunku do jego negatywnych funkcji.

Wedtug normy Centralnego Instytutu Ochrony Pracy w Polsce goérne dopuszczalne
stezenie siarkowodoru wynosi 7 mg/m?, natomiast chwilowe 14 mg/m3 [22, 66]. Z kolei prog
wyczuwalnoséci tego gazu przez ludzki zmyst wechu to 0,007 mg/m3. Przy dawce 20 mg/m?®
ten zwigzek chemiczny powoduje bole glowy, nudnosci, a takze wykazuje dzialanie draznigce
na blony §luzowe i spojowki [67]. Przy ekspozycji w stezeniach wigkszych niz 100 mg/m®
obserwuje si¢ nadwrazliwo$¢ na Swiatto, objawy zapalenia oskrzeli, zaburzenia rytmu serca,
wymioty, nudnosci, biegunke, zmetnienie rogéwki, tzawienie oczu, przyspieszenie czestosci

oddechéw, dusznosci [68]. Wiekszos¢ tych dolegliwosci ustaje po zaprzestaniu dziatania
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czynnika wywolujacego. Pomimo to przez kilka nastgpnych tygodni mogg pojawiaé si¢
zaburzenia wechu, polegajace na nieprawidlowym odczuwaniu zapachoéw, halucynacjach
wechowych 1 na jego ostabieniu. Oprocz tego dodatkowo moze wystapi¢ meczacy i przewlekty
kaszel [67]. Ze wzgledu na tzw. zmgczenie wechu, odczuwanie siarkowodoru powyzej
100 mg/m?® moze by¢ mylne do jego rzeczywistego stezenia [69]. Eksperymenty naukowe
prowadzone na zwierzetach dowiodly, ze zmyst powonienia jest najbardziej podatny na
toksyczne dzialanie tego gazu [70]. Kilkuminutowe narazenie na siarkowodor w stezeniach od
100 mg/m® do 250 mg/m® doprowadza do réznych powiktan na tle motoryki, rownowagi
i pamigci, oprocz tego powoduje paraliz wechu [37]. Kilkuminutowe narazenie w stezeniach
ponad 500 mg/m?, tak samo jak dtuzsza ekspozycja w stezeniach powyzej 100 mg/m?® prowadzi
do zaburzen zagrazajacym zyciu, dla przyktadu obrzek ptuc [69]. Pobyt w miejscu, ktore jest
na ogot przynajmniej cze¢sciowo zamknigte, gdzie st¢zenie tego gazu wynosi wigcej niz
1000 mg/m®, wywotuje juz nawet po jednym lub dwoch wdechach utrate przytomnosci,
zaburzenia oddechowe, arytmi¢ serca, sinic¢ skorng, drgawki i $mier¢ [71]. Zgon
spowodowany jest uszkodzeniem w mozgu osrodka oddechowego oraz zahamowaniem
w mitochondriach oksydazy cytochromu c tancucha oddechowego. Zatrucie cyjankiem
generuje podobne zjawiska. Odtrucie organizmu z tych dwoch substancji polega na
pozajelitowej podazy czynnika indukujacego methemoglobing. %aczy ona aniony
wodorosiarczkowe do sulfmethemoglobiny, przez co uwalniana jest oksydaza cytochromu c
zwigzana przez siarkowodor [69]. Swiatowa literatura nie donosi o dziataniu genotoksycznym,
mutagennym i rakotworczym siarkowodoru. Dodatkowo siarkowodor nie wykazuje
wlasciwosci embriotoksycznych oraz teratogennych, a takze przy stezeniu od 14 mg/m® do
112 mg/m?® nie uposledza ptodnosci (liczebnos¢ miotoéw, liczba zywych noworodkow i ich
wymiary a takze liczba implantacji, jak i rowniez dtugos$¢ cyklu ptciowego) u samic szczura
narazonych na jego ekspozycje¢ przed i w czasie cigzy. Nie wplywa réwniez na dalszy wzrost
1 rozw0j potomstwa oraz na odchylenia w testach behawioralnych i wydolnosciowych [72].
Badania innego zespotu naukowego wykazaty, ze u potomstwa samic szczura, ktére zostaly
poddane dziataniu tego gazu o stezeniu 28 mg/m?® zaobserwowano zaburzenia rozwojowe
komorek Purkinjego oraz architektonike ich dendrytow [73]. Wedlug jeszcze innych
eksperymentéw to samo stezenie siarkowodoru (28 mg/m®) obniza poziom serotoniny
i noradrenaliny w mozdzku i korze czotowej u potomstwa samic szczura. Stwierdzono rowniez
uszkodzenia komorek Purkinjego na tle morfologicznym [74]. Z kolei inna grupa badawcza

wykazata, ze siarkowodér w dawce wynoszacej 105 mg/m® wywiera wptyw na obnizenie
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w moézgu poziomu glutaminianow, GABA oraz asparaginianow U narodzonych noworodkow
szczur6w. Natomiast w ich mézdzku zmniejsza zawarto$¢ asparaginianow i GABA [75].

Siarkowodor posiada kilka istotnych dla czlowieka zastosowan, od metalurgii po
produkcje. Na przyktad takie zaktady jak spozywcze, browarnicze czy papiernicze, huty zelaza,
wysypiska $mieci wytwarzaja go jako produkt uboczny podczas swoich procesow
produkcyjnych lub go do nich wykorzystujg. Jezeli podczas nich jest on w niewtasciwy sposob
utylizowany albo przypadkowo uwalniany do atmosfery, to stanowi zrédlo niepozadanej
emisji, ktéra moze zagraza¢ catemu srodowisku naturalnemu. Przede wszystkim siarkowodor
wykorzystywany jest w laboratoriach chemicznych do syntezy kwasu siarkowodorowego oraz
siarki elementarnej. Wtasnie ten zwigzek chemiczny stuzy do uzyskiwania siarczkow
nieorganicznych (wodorosiarczek sodu, siarczek sodu 1 wiele innych siarczkow
nieorganicznych), a te producenci na co dzien wykorzystuja do otrzymywania barwnikow,
farmaceutykow, pestycydow, wyrobow garbarskich itp. Stuzy on rowniez jako odczynnik
lub zwigzek posredni do syntezy réznych zredukowanych zwiazkow siarki. W rolnictwie
siarkowodor petni role $rodka dezynfekujacego. Natomiast w energetyce jadrowej uzywa sie
go do otrzymywania cigzkiej wody. Stanowi ona alternatywe¢ dla zwyklej wody, poniewaz
umozliwia reaktorom jadrowym wykorzystywanie paliwa uranowego zamiast wzbogacanego
uranem. W metalurgii swoje zastosowanie odnalazt jako jeden ze sktadnikéw niektorych
olejow do cigcia. Sg to specjalnie zaprojektowane chtodziwa i smary do obrobki metali. Ten

gaz byt rowniez wykorzystywany jako bron chemiczna podczas I wojny $wiatowej [76].

2.3. Metody oznaczania jonow siarczkowych

W chwili obecnej jest wiele metod pozwalajacych na oznaczanie siarki w wiekszos$ci
zwigzkach chemicznych ja posiadajacych, dodatkowo w najrézniejszych matrycach
srodowiskowych 1 biologicznych. Pomimo tego nadal stanowig one obiekt zainteresowania
srodowiska naukowcow i lekarzy. Wykrywanie i oznaczanie siarkowodoru oraz siarczkoéw
stanowi szczegdlne wyzwanie w analityce chemicznej z powodu ich toksycznej natury.
Obszerne zastosowanie tych zwigzkow chemicznych w réznych sektorach przemystu generuje
mozliwe niebezpieczne skutki dla 0sob, ktore stykaja si¢ w miejscu pracy z obrobkg surowcow
zanieczyszczonych tymi substancjami. Dlatego stwarza to potrzebe tworzenia szybkich oraz
czutych procedur wykrywania i oznaczania zawartos$ci siarkowodoru i siarczkow W miejscach
pracy gdzie sg one emitowane. Zwigkszona $wiadomo$¢ dbatosci o $rodowisko naturalne

w ostatnich latach przyczynita si¢ do cigglego monitoringu zawartosci Sciekow oraz odpadow
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przemystowych 1 komunalnych przez chemikéw analitykow. Oznaczanie stezenia
siarkowodoru oraz siarczkéw od dawna jest rowniez szczegdlnym przedmiotem zainteresowan
wsroéd naukowcodw, poniewaz wykazuja zdolno§¢ do zréznicowanego wplywu na organizmy
zywe 1 $rodowisko. Wobec tego na przestrzeni wielu lat powstal caly szereg metod
wykorzystujacych  klasyczne techniki analityczne, na przyklad -elektrochemiczne,
spektrofotometryczne, chromatograficzne i ich pokrewne odmiany, ktéore umozliwiajg to
oznaczanie [77, 78]. Ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ siarczkéw do ich oznaczania
wykorzystuje si¢ posrednie metody polegajace na reakcjach z innymi odczynnikami
chemicznymi  [79-82]. Stworzone procedury umozliwiaja oznaczanie siarczkOw
w najrozniejszych probkach o charakterze zarowno biologicznym jak i srodowiskowym, mimo
to kazda procedura jest dostosowana do specyficznej matrycy [77].

Na podstawie $wiatowej literatury techniki spektroskopowe [35, 83], chromatograficzne
[84-88] oraz elektrochemiczne [89-91] sa najczgsciej wykorzystywane do detekcji i 0znaczania
stezenia anionoéw siarczkowych.

Metody normatywne pozwalaja na oznaczenia Siarkowodoru oraz siarczkow
rozpuszczalnych w matrycach §rodowiskowych, takich jak rézne rodzaje Sciekow oraz waod.
Jednakze sa to metody majace liczne wady. Przyktadem takiej metody jest jodometryczne
oznaczanie siarkowodoru i siarczkéw rozpuszczalnych w wodzie o odczynie kwasnym
(siarczki ogodlne) zawarte] w Polskiej Normie (PN-C-04566-03:1974). Metoda ta jest
odpowiednia dla prébek wod powierzchniowych, podziemnych jak 1 rowniez $ciekow. Sktada
si¢ ona z kilku etapoéw, co wiaze si¢ z naktadem duzej ilosci czasu w celu jej wykonania.
Ponadto mozna ja wykorzystywa¢ tylko 1 wytacznie do probek o stezeniu siarkowodoru
i siarczkow rozpuszczalnych powyzej 2 mg/dm3. Dodatkowo badanie nalezy rozpoczaé
niezwlocznie po pobraniu probki, poniewaz takie czynniki jak powietrze 1 niskie pH roztworu
przyczyniaja si¢ do strat analitu. W sytuacji, gdy nie jest to mozliwe, dodaje si¢ octanu cynku,
ktory powoduje zwigzanie anionéw siarczkowych w postaci trudnorozpuszczalnego osadu
(wody o pH kwasnym w takim przypadku nalezy zobojetnic¢). Substancjami przeszkadzajacymi
sa reduktory wchodzace w reakcje z jodem, co przyczynia si¢ do dodatnich btgdéw analizy.
Powyzsza wspominana norma w chwili obecnej posiada status wycofanej [92]. Podczas
miareczkowania jodometrycznego siarkowodoru zachodzi nastgpujaca reakcja chemiczna
zobrazowana ponizszym réwnaniem (Rysunek 8.).

2H,S+ I, » S, L + 21~ + 4H?

Rysunek 8. Rownanie reakcji zachodzgcej podczas miareczkowania jodometrycznego siarkowodoru
wedlug [92]
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Nastepna metoda polega na oznaczaniu sumy siarkowodoru i siarczkow rozpuszczalnych
w wodzie w zakresie stezen od 0,02 mg/dm® do 20 mg/dm® za pomocy elektrody
jonoselektywnej (PN-C-04566-05:1981). Metoda jest odpowiednia dla zréznicowanych
matryc, czyli wody podziemne, powierzchniowe oraz $ciekdw. Opiera si¢ ona na pomiarze
potencjatu elektrody siarczkowej wzgledem elektrody odniesienia w probce o odczynie silnie
alkalicznym. Miarg sumy st¢zenia siarkowodoru i rozpuszczalnych w wodzie siarczkdéw jest
réznica potencjatow pomiedzy dwoma elektrodami. Elektroda siarczkowo-srebrowa reaguje na
zmiany stezenia anionoéw siarczkowych. Ze wzgledu na sktonno$¢ do protonowania tych jonow
(tworzg si¢ nicoznaczalne przez elektrode formy, czyli jony wodorosiarczkowe oraz czgsteczki
siarkowodoru) nalezy utrzymywaé bardzo silnie zasadowy odczyn badanego roztworu (pH
powyzej 13). Umozliwia to oznaczenie tylko i1 wylgcznie sumarycznej zawarto$ci
rozpuszczonych form siarkowodoru z wykluczeniem analizy specjacyjnej. Wszelkie inne
formy nalezy przeprowadzi¢ w posta¢ aniondw siarczkowych. Czynnikiem utrudniajagcym
poprawny pomiar w $rodowisku alkalicznym jest duza tendencja do utleniania si¢ jonow
siarczkowych, dlatego dodaje si¢ kwasu askorbinowego (wigze rozpuszczony w roztworze tlen)
w celu wyeliminowania czynnikow utleniajagcych. Wedlug sugestii producenta elektrody
jonoselektywnej nalezy do przygotowania roztworéw wzorcowych uzy¢ dziewigciowodnego
siarczku sodu. Jest to zwigzek chemiczny wykazujacy silne wlasciwosci higroskopijne, co
znaczaco utrudnia doktadne przygotowanie odwazki. Wigze si¢ to z okresleniem stgzenia
siarczkOw w roztworach wzorcowych za pomocg niezaleznej metody. Ponadto siarczek sodu
ulega procesowi hydrolizy, ze wzgledu na fakt, iz jest to s6l stabego kwasu i mocnej zasady.
To z kolei wymusza utrzymywanie wysokiego pH dla sporzadzonych roztwordow. Ten zwigzek
chemiczny rowniez nie moze zosta¢ wysuszony, gdyz w temperaturze ok. 50°C topi si¢ oraz
jest substancjg silnie zracg 1 niebezpieczng dla sSrodowiska naturalnego. Natomiast w kontakcie
z kwasami emituje toksyczne gazy. Wptywa silnie destrukcyjnie na organizmy wodne oraz
powoduje rozlegte poparzenia. Ta norma takze zostata wycofana [93].

Kolejna metoda to tzw. tiomerkurymetryczna (PN-C-04566-03:1982) pozwala ona na
oznaczanie sumy siarkowodoru i siarczkéw rozpuszczalnych w wodzie podziemnej,
powierzchniowej oraz w $ciekach w stezeniach powyzej 0,04 mg/dm?®. Metoda ta opiera sie na
miareczkowaniu kompleksometrycznym badanej probki za pomoca roztworu soli kwasu
0-hydroksyrteciobenzoesowego, wobec barwnego wskaznika jakim jest difenylotiokarbazon
(ditizon). Po zwigzania jonéw siarczkowych, powstaty nadmiar titranta (roztwor soli kwasu

0-hydroksyrteciobenzoesowego) taczy sie¢ z ditizonem (barwny wskaznik) tworzac kompleks
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0 barwie purpurowej (sliwkowej). Na koncowy wynik analizy wptyw wywiera szereg r6znych
czynnikow interferujacych. Zakres stosowania metody ograniczony jest przez metnosé
roztworu (>50 mg SiO2/dm®) oraz barwe (>50 mg Pt/dm?®). Jezeli oznaczenie zostanie
wykonane w ciggu doby od chwili pobrania probki to zostanie zredukowany wplyw powietrza
na zmniejszenie trwatosci zwigzkow chemicznych obecnych w analizowanym roztworze.
Z kolei dodatek formaliny (35% - 40% nasycony roztwor wodny aldehydu mréwkowego)
powoduje eliminacje cyjankow posiadajacych wlasciwosci kompleksujace, ktére przeszkadzaja
podczas prowadzenia analizy. Opisana w tym akapicie metoda zostata zawarta w Polskiej
Normie o0 numerze PN-C-04566-03:1982, takze posiada status normy wycofanej [94]. Ponizej
znajduje si¢ schemat (Rysunek 9.) obrazujacy przebieg reakcji derywatyzacji jonow
siarczkowych za pomoca roztworu soli kwasu 0-hydroksyrteciobenzoesowego.

0 o} 0 o} )
AN Xy Ox°

HgOH Hg—-S—Hg

2 +gF — +  20H

Rysunek 9. Schemat reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocgq soli kwasu
0-hydroksyrteciobenzoesowego wedtug [94]

Wedlug metody zawartej w Polskiej Normie PN-C-04566-02:1982 sume Siarkowodoru
i siarczkow rozpuszczalnych o stezeniu od 0,005 mg/dm® do 0,04 mg/dm® mozna oznaczyé
kolorymetrycznie z wykorzystaniem dwoch odczynnikow chemicznych tiofluoresceiny oraz
soli kwasu o0-hydroksyrteciobenzoesowego w matrycy s$rodowiskowej (woda podziemna
I powierzchniowa). Metoda polega na dodaniu do analizowanej probki nadmiaru roztworu soli
kwasu o-hydroksyrteciobenzoesowego. W wyniku czego tworzg si¢ bezbarwne kompleksy nie
reagujace z tiofluoresceing. W nastepnym kroku roztworem tiofluorosceiny miareczkuje si¢
nadmiar roztworu soli kwasu o-hydroksyrteciobenzoesowego az do uzyskania lekko niebieskiej
barwy. Opisana powyzej nora zostata wycofana [95].

Z kolei kolorymetryczng metode normatywna o numerze PN-C-04566-02:1974
wykorzystuje si¢ W analizie probek wody oraz $ciekow do oznaczania siarkowodoru
i siarczkow rozpuszczalnych w wodzie i kwasach czyli tzw. siarczkow ogolnych. Jezeli analize
przeprowadza si¢ na probkach, w ktorych nie usunigto zawiesin i siarkowodoru oraz siarczkow
ogolnych, to zakres tej metody miesci si¢ w przedziale od 0,02 mg/dm® do 0,2 mg/dm?.
W przypadku wykonywania oznaczania za pomocg tej samej metody, ale w sklarowanych
probkach, jej zakres jest inny i wynosi powyzej 0,2 mg/dm?® do 2 mg/dm?®. Przedstawiona norma

posiada status wycofanej [96].
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7 kolei nastgpna metoda normatywna PN-C-04566-13:1985 dotyczy oznaczania
merkurymetrycznego siarkowodoru i siarczkow rozpuszczalnych ze wstgpnym zageszczaniem
w postaci siarczku tributylocynowego. Stosuje si¢ ja do oznaczania sumarycznej zawarto$ci
siarkowodoru oraz siarczkow rozpuszczalnych w  probkach woéd  podziemnych
i powierzchniowych w zakresie stezen od 0,001 mg/dm? do 0,025 mg/dm?. W zwiazku z niskim
zakresem stezen analitu w pierwszym etapie metody przeprowadza si¢ tzw. wstepne
zageszczanie. W kolejnej fazie badania wykonuje si¢ ekstrakcje siarkowodoru
w postaci siarczku tributylocynowego za pomocg heksanu. Natomiast ostatni krok catej metody
to miareczkowanie ekstraktu przy uzyciu soli kwasu o-hydroksyrtgciobenzoesowego az do
zmiany koloru z zo6ltego na purpurowy w obecnosci ditizonu jako wskaznika. Jezeli stezenie
analitu przekracza 0,04 mg/dm® oznaczenia przeprowadza sic bez zageszczania. Metale
1 barwne zwigzki kompleksujace utrudniajg przeprowadzenie precyzyjnej analizy. Mozna temu
Zapobiec poprzez zastosowanie substancji maskujacej wersenianu sodowego oraz substancji
redukujacej siarczanu(lV) sodu. Powyzsza norma rowniez zostata wycofana [97].

Metody instrumentalne sg czes$ciej wykorzystywane niz metody normatywne. Ws$rdd nich
przewazaja te, ktore wykorzystuja spektrofotometri¢. Procedura biekitu metylenowego nalezy
do najbardziej popularnej procedury analizy siarczkow lub siarkowodoru w réznorodnych
matrycach biologicznych oraz srodowiskowych. Opiera si¢ na reakcji anionéw siarczkowych
z N,N-dimetylo-p-fenylenodiaming w obecnosci kationow zelaza(Ill), srodowisko roztworu
musi by¢ kwasne. Podczas tej reakcji powstaje heterocykliczny zwigzek chemiczny jakim jest
biekit metylenowy, ktory pochtania promieniowanie w zakresie $wiatla widzialnego
(maksimum absorpcji pochodnej wynosi 670 nm) [86, 98]. Wedtug artykutu naukowego [91]
kationy zelaza(IIl) petnigce role utleniacza zastgpiono zrodtem elektrochemicznym. Poza tym
reakcje tworzenia blekitu metylenowego wykorzystano do badan kinetycznych [99]. Zblizone
wlasciwosci wykazuje rowniez p-fenylenodiamina. Reaguje ona z anionami siarczkowymi
w obecnosci kationdw zelaza(Ill) tworzac tioning, a jej maksimum absorpcji wynosi 600 nm
[100, 101]. Rysunek 10. przedstawia w formie schematu reakcj¢ derywatyzacji badanego
analitu za pomoca N,N-dimetylo-p-fenylenodiaminy.

NH N
? ) Fe3+ N
+ -
2 H3C\ S - HSC\ +2 /CH3
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|
CHj CH, CH,

Rysunek 10. Schemat reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocq
N,N-dimetylo-p-fenylenodiaminy wedtug [86, 98, 91, 99]
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Znane sa rowniez W analizie procedury spektrofotometryczne, podczas ktorych odczynnik
derywatyzujacy reaguje z jonami siarczkowymi dajac pochodng o wlasciwosciach
fluorescencyjnych.  Przykltadem takiego oOznaczenia jest reakcja derywatyzacji
monobromobimanu z anionami siarczkowymi w Srodowisku zasadowym. Powstata pochodna
wykazuje maksimum absorbancji przy 480 nm (Rysunek 11.). Procedur¢ te wykorzystuje si¢
zaréwno do probek biologicznych oraz srodowiskowych. Nalezy wspomnie¢, ze wspomniany
odczynnik derywatyzujacy reaguje z siarczanami(VI), tiosiarczanami i tiolami. Fakt ten
generuje konieczno$¢ wprowadzenia kolejnego ectapu polegajagcego na  separacji

chromatograficznej [87, 102, 103].

" o CH,
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Rysunek 11. Schemat reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocg monobromobimanu
wedtug [87, 102, 103]

Swiatowa literatura naukowa donosi o wielu elektrochemicznych metodach oznaczania
stezenia siarczkOw oraz siarkowodoru, a wérdd nich najwigkszym zainteresowaniem cieszy si¢
potencjometria [82, 104]. Podczas tych badan stosuje si¢ elektrod¢ jonoselektywng posiadajaca
membrane, ktora zbudowana jest z trudno rozpuszczalnego siarczku srebra. Elektrode
charakteryzuje niska granica wykrywalnoSci kationéw srebra oraz aniondéw siarczkowych
i wynosi ona Cm = 1:102° mol/dm®. Procedure te¢ stosuje sie do zréznicowanych matryc
srodowiskowych (rézne rodzaje wody) i biologicznych (surowica, osocze) [105, 106].
Mankamentami tej metody sa zanieczyszczenia elektrody odniesienia anionami siarczkowymi
oraz dtugi czas odpowiedzi elektrody.

Inng metodg elektrochemiczng stluzaca do oznaczania stezenia Siarczkow 1 siarkowodoru
jest amperometria [89]. Podczas amperometrycznych oznaczen anion siarczkowych ulega
utlenieniu na skutek reakcji z powierzchnig elektrody rteciowej albo srebrnej. W wyniku
zastosowania potencjalu anodowego nastepuje proces ponownej redukcji do anionow
siarczkowych. Pozytywng strong tej metody jest znacznie szybszy czas odpowiedzi elektrody

niz w przypadku metod potencjometrycznych.
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Jeszcze inng elektrochemiczng procedurg pozwalajacg na badanie zawartosci tych
zwigzkow chemicznych w probkach biologicznych jest polarografia. Jej zaletg jest
zastosowanie czujnika z membrang przepuszczalng wylacznie dla oznaczanego zwigzku
chemicznego. Ten fakt sprawia, ze inne sktadniki probki nie zakldcajg przebiegu catej analizy
[107, 108].

W celu analizy jako$ciowej oraz ilosciowej siarkowodoru i siarczkéw naukowcy rowniez
wykorzystuja metody chromatograficzne, przykladowo wysokosprawng chromatografi¢
cieczowg, chromatografi¢ gazowg lub chromatografie cienkowarstwowa [84, 85, 109, 110].
Zastosowano je w roéznorodnych matrycach: w probkach biologicznych (krew, osocze,
surowica, ptyny ustrojowe) [84], probkach srodowiskowych (woda, gleba, powietrze) [111]
oraz preparatach farmaceutycznych [85]. Mocng strong technik separacyjnych jest fakt, ze za
ich pomoca mozna rozdzieli¢ sktadniki probki w procesie chromatograficznych nawet
w bardzo skomplikowanych matrycach. Istnieje wiele procedur polegajacych na bezposrednim
oznaczaniu anionu siarczkowego przy pomocy elektrochemicznych technik detekcji
sprzgzonych z chromatografia jonowag [112-114]. Stworzono czule procedury oznaczania
zawartosci siarkowodoru oraz siarczkow nawet w tak zlozonych matrycach jak petna krew
cztowieka oraz kat [112].

W oparciu o artykut T. Ubuka i in. [113] mozna oznaczy¢ zawartos¢ siarkowodoru
W probkach homogenatu mig$nia sercowego oraz gruczotu jakim jest watroba przy pomocy
detektora konduktometrycznego. Opracowano rowniez procedury, ktore zawierajg etap
zwigzany z derywatyzacja oznaczanego jonu siarczkowego. Wsrdd nich jest reakcja
derywatyzacji jonu siarczkowego za pomoca monobromobimanu [102]. Proces rozdzielania
uzyskanej pochodnej od pozostatych sktadnikow analizowanej probki wykonano
w odwroconym uktadzie faz za pomocg kolumny niepolarnej. Natomiast do rejestracji
uzyskiwanych sygnatow analitycznych zastosowano detekcje fluorescencyjna [102, 103].
Reakcje chemiczne odczynnikow derywatyzujacych takich jak: monobromobiman,
N,N-dimetylo-p-fenylenodiamina czy sél kwasu o-hydroksyrteciobenzoesowego, z innymi
sktadnikami badanej prébki stanowig znaczacg zaletg¢ w technikach separacyjnych. Ze wzgledu
na fakt, iz umozliwia to jednoczesne oznaczanie nie tylko siarczkéw, ale takze siarczanow(IV)
1 tiosiarczanow.

Wedtug artykutu Y. Ogasawara i in. [84], zesp6t badawczy oznaczyt §ladowe ilosScCi
siarczkow w ludzkich erytrocytach w zakresie stezen od 0,123 pmol/dm= do 0,189 pmol/dm™.

W tym badaniu wykorzystano reakcj¢ fluorescencyjnej derywatyzacji przedkolumnowej oraz
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technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W reakcji siarczku z p-fenylenodiaming
oraz kationami zelaza(III) nastepuje jego przeksztatcenie w fluorescencyjng pochodng tioning,
a nastgpnie jej rozdzielenie przy pomocy kolumny w odwréconym uktadem faz oraz wykrycie
za pomocg detekcji fluorymetrycznej. Zaréwno technike chromatografii cieczowej sprzezong
z detektorem chemiluminescencyjnym lub ptomieniowo-fotometrycznym mozna z duzym
powodzeniem wykorzysta¢ do badan zwigzanych z zawartos$cig Siarkowodoru w tkankach
zwierzecych taki jak: watroba, mozg i serce, a takze w powietrzu miejskim [113, 115-117].
Detektor ptomieniowo-fotometryczny umozliwia wykrywanie bardzo matych stezen
siarkowodoru, granica wykrywalnosci wynosi 1 ppb. Celem zglebienia wiedzy o chorobie
Alzheimera ten detektor zostat takze wykorzystany do badan nad zawartosciag siarkowodoru
w moézgu cztowieka [118].

Obok wielu technik chromatograficznych duza popularno$cia cieszy si¢ wsrdéd chemikow
analitykow technika elektroforezy kapilarnej. Mozna ja wykorzystywa¢ do oznaczania
siarkowodoru w odpadach przemystu garbarskiego oraz papierniczego [88, 111, 119].
Potaczenie techniki elektroforezy kapilarnej z detektorem konduktometrycznym czy UV daje
mozliwo$¢ prostego rozdzielenia i detekcji czesto wystgpujacych w  matrycach
srodowiskowych  anionow  siarczkowych,  siarczanowych(lV), siarczanowych(VI),
tiosiarczanowych, tiocyjanowych, azotanowych(lll), azotanowych(V), weglanowych,
wodorotlenkowych, fluorkowych, chlorkowych, jodkowych i bromkowych oraz kationow sodu
i potasu [88, 111, 116, 119].

W chwili obecnej jest tylko kilka artykutlow naukowych, w ktorych wykorzystano
chromatografi¢ cienkowarstwowa do oznaczania stgzenia siarkowodoru i siarczkow. Wedtug
jednego z pierwszych doniesien (M. H. Hashmi i in.) mozna za pomocg metody potilosciowej
oceni¢ zawarto$¢ siarczkow w analizowanej probee z doktadnoscig 5%. Jest ona szybka, prosta
oraz ekonomiczna [120].

Nastepna praca naukowa [121] dotyczy detekcji jondow siarczkowych za pomoca kationow
2,4,6-trifenylopiryliowych z zastosowaniem techniki chromatografii cienkowarstwowej.
Wedhlug jej autoréow R. Zakrzewskiego i in. podczas reakcji derywatyzacji tworza sie¢
w pierwszym etapie posrednie pochodne, a w drugim etapie powstaja barwne pochodne
2,4,6-trifenylotiopiryliowe. Oznaczone na ponizszym schemacie symbolami L2, L3, LN2 oraz
LN3 (Rysunek 12.). W celu detekcji zwigzkéw chemicznych L2 oraz L3 wykorzystano ptytki
chromatograficzne typu HPTLC, ktore byty pokryte zelem krzemionkowym 60 F2s4. Natomiast

faze ruchomg stanowita mieszanina sktadajaca si¢ z metanolu oraz dichlorometanu (1:5 v/v).
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Z kolei do detekcji posredniej pochodnej LN2 oraz gléwnej pochodnej LN3 zastosowano faze
stacjonarng w postaci ptytek celulozowych, a mieszanina odczynnikow chemicznych takich
jak: bufor fosforanowy o pH = 6, acetonitryl i 1,4-dioksan, zmieszanych w stosunku
objctosciowym 4:2:1 stanowita faze ruchomg. Opracowanie ilosciowej procedury oznaczania
anionow siarczkowych z zastosowaniem soli piryliowych stato si¢ mozliwe dzigki rozwojowi
techniki analizy obrazu. Rysunek 12. przedstawia w formie schematu przebieg reakcji

derywatyzacji jonoéw siarczkowych za pomoca kationow 2,4,6-trifenylopiryliowych.

R

R-H
R - (NH3),

Rysunek 12. Schemat reakcji derywatyzacji jonéw siarczkowych za pomocq kationow
2,4,6-trifenylopiryliowych wedfug [121, 122, 123, 125]

Jeszcze inne metody oznaczania aniondéw siarczkowych w probkach wody polegaja na
zastosowaniu blekitu metylenowego jako odczynnika derywatyzujacego oraz techniki TLC
potaczong z densytometria lub HPTLC z oprogramowaniem TLSee. W przypadku obu metod
analitycznych zastosowano zel krzemionkowy 60 jako faze¢ stacjonarng. Natomiast mieszanine
dichlorometanu, metanolu, eteru dietylowego i 25% roztworu amoniaku (8:1:1:0,2 v/v/viv) jako
faze ruchoma. W pierwszej metodzie uzyskane plamki skanowano przy 660 nm, a w drugiej
metodzie otrzymane plamki przeksztatcano w chromatogramy przy uzyciu oprogramowania
TLSee. Jedna i druga metoda zostala zwalidowana. Otrzymano granice oznaczalnosci dla
dwoch metod w zakresie od 20 pmol/plamke do 100 pmol/plamke. Granice wykrywania
i oznaczania ilo$ciowego wynosity odpowiednio 10 pmol na plamke (3,2 mg/dm?®) i 20 pmol
na plamke (6,4 mg/dm?) dla pierwszej metody oraz drugiej metody [124].

Na podstawie pracy naukowej (Z. Rembisz i in.) [125] mozna oznaczyé zawarto$é jonow
siarczkowych w probkach wod Zrddlanych z polskich uzdrowisk Busko Zdrdj i Uniejow
wykorzystujac technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezong z detektorem
UV/VIS. Do reakcji derywatyzacji anionow siarczkowych uzyto dwie sole piryliowe, przez co
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uzyskano barwne pochodne tiopiryliowe. Zastosowano kolumng¢ C18 jako faze stacjonarna,
a mieszanin¢ buforu fosforanowego i acetonitrylu jako faze ruchoma.

Istnieje jednak wiele watpliwosci, co do wiarygodnosci opisanych w tym podrozdziale
(2.3. Metody oznaczania jonoéw siarczkowych) metod oznaczania. Oznaczanie siarczkéw oraz
siarkowodoru w postaci jondéw siarczkowych jest czgsto utrudnione przez liczne czynniki, takie
jak:

¢ niska trwalos¢,

¢ duza lotnosc,

¢ duza podatno$¢ na utlenianie,

¢ przyczepno$¢ do roznych materiatow (np. szkta).

Moze to prowadzi¢ do sztucznie podwyzszonych lub obnizonych wynikow analizy [126].
W dostepnej $wiatowej literaturze odczuwa si¢ brak odpowiednich procedur oznaczenia
ilo§ciowego siarczkow czy siarkowodoru w materiale biologicznym, przewazaja matryce
pochodzenia srodowiskowego. Proponowane metody sg przewaznie skomplikowane,
wymagajg uzycia duzej iloSci materiatow do badan i1 czasu. Z tego powodu nie moga by¢
zastosowane w rutynowej analizie. Potwierdzenie obecnosci tych zwigzkéw chemicznych oraz
okreslenie ich stezenia w materiale biologicznym (np. mocz, krew, tkanki r6znych narzadow)
jest istotne dla praktyki sagdowo-lekarskiej, pozwala to na wyjasnienie przyczyny niektorych
przypadkéw naglej $mierci. Z kolei przy podejrzeniach o zatrucie przewlekte, ktore nie
wykazuje charakterystycznych objawow klinicznych, tego typu badania umozliwiaja
postawienie odpowiedniej diagnozy oraz podjecie wlasciwego leczenia. Stad konieczno$¢

dalszych badan ujgtych w niniejszej rozprawie doktorskiej.
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3.1. Sprzet laboratoryjny

Podczas wykonywania badan do pracy doktorskiej korzystalam z nastepujacego sprzetu

laboratoryjnego (Tabela 1.).

Czesé doswiadczalna

Nazwa sprzetu laboratoryjnego

Nazwa producenta

IKAMAG RET-GS

Dejonizator wody POLWATER
Elektroda szklana EUROSENSOR
Ependorfy o pojemnosci 1 oraz 2 ml NEOLAB
Falkony o pojemnosci 50 ml NEOLAB
Fiolki chromat(_)g raflczr_le z zakretkami AGILENT
i septami
Homogenizator Labortechnik T2 IKA
Koncowki do pipet o ré6znej pojemnosci
(10-5000 ) HIRSCHMANN
Lodowka laboratoryjna chlodzaca do 4°C LIEBHERR
Laznia ultradzwiekowa POLONIC
Mieszadlo magnetyczne z funkcja grzania IKA

Pipety automatyczne o réznej pojemnosci
(10-5000 pl)

LABMATE, BRAND, BIOHIT

chlodzaca do -20°C

pH-metr CP-315M ELMETRON
Waga analityczna z dokladnoscia 0,01 mg OHAUS
Wiréwka laboratoryjna MIKRO 120 HETTICH
Wytrzasarka typu vortex MULTI SPEED
VORTEX MSV-3500 BIOSAN
Wyparka prozniowa RE-100-PRO CHEMLAND
automatyczna LCD
Zamrazalka niskotemperaturowa
laboratoryjna chlodzaca do -80°C PANASONIC
Zamrazalka w lodowce laboratoryjnej | IEBHERR

Tabela 1. Sprzet laboratoryjny wykorzystywany podczas badan

3.2. Aparatura pomiarowa

Chromatograf cieczowy sprz¢zony z detektorem UV/VIS z matrycg fotodiodowa
(AGILENT 1260 Infinity I1) (Rysunek 13.), ktory gtéwnie wykorzystywatam w catym cyklu
badawczym sktadat si¢ z:

¢ Pompy czterokanalowej G7111A (AGILENT 1260 Infinity II VL), ktora

charakteryzowata si¢ rozszerzonym zakresem mocy i umozliwiala dostarczanie
ci$nienia w zakresie 400 bar. Pompa zapewniata bezimpulsowy, stabilny przeptyw

1 dobre wymieszanie rozpuszczalnikow. Dwa plywajace, doktadnie sterowane
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serwonapedem ttoki dostosowywaly objetos¢ suwu do wybranej predkosci przeptywu.
Pompa oferowata jednoczesny dostep do maksymalnie czterech rozpuszczalnikow, co
zapewnialo najwigcksza elastyczno$¢ w zakresie automatycznego mieszania ich.
W zwigzku z czym jest ona zalecana do rutynowych badan analitycznych 1 zastosowan
badawczych (sektor spozywczy, farmaceutyczny i ochrony s$rodowiska) oraz do
opracowywania procedur analitycznych.

Dozownika G7129A (AGILENT 1260 Infinity II Vialsampler), ktéry zapewniat
niezawodnos$¢, bezpieczenstwo oraz tatwos¢ stosowania wymagane w badaniach
kontroli jakosci, farmaceutycznych, zywno$ciowych i ochrony srodowiska. Dozownik
posiadal opcjonalny zintegrowany przedziat kolumny dla dwéch kolumn LC z kontrola
temperatury do 80°C i chtodnice kolumn podtrzymujaca stabilng temperatur¢ do 4°C
(wszystko w jednym module). Do innych zalet mozna wymieni¢: dozowanie w zakresie
objetosci od 1 pul do 100 ul, pojemno$é do 132 fiolek chromatograficznych, port
przemywania igly (umozliwiajacy przemywanie zewnetrznej czesci igly w celu
uzyskania mozliwe najmniejszego przeniesienia w trakcie rutynowej pracy), nakladane
dozowania pozwalajace na zwigkszenie produktywnosci oraz program dozowania
pozwalajacy dostosowanie opcji dozowania 1 etapdw przygotowania probki
poprzedzajacych dozowanie.

Urzadzenia MCT G7116A (AGILENT 1260 Infinity I Multicolumn Thermostat), ktore
umozliwial  precyzyjne termostatowanie kolumny w  szerokim  zakresie
temperaturowym (zastosowanie chlodzenia i ogrzewania modutem Peltiera w dwoch
niezaleznych strefach temperaturowych od 10°C ponizej temperatury otoczenia do
85°C), dajac duza elastyczno$¢ do optymalizacji szybkosci i selektywnosci rozdzielania.
Duza zaleta tego elementu HPLC/DAD byta zwigkszona pojemnos$¢ do czterech kolumn
w pojedynczym module MCT oraz nowy wymiennik Quick-Connect Heat Exchanger
umozliwiajacy termostatowanie fazy ruchomej przed kolumna (tatwy w montazu dla
kazdej z czterech kolumn 1 zoptymalizowany dla jak najmniejszej objetosci
wewnetrznej). Rowniez wysoka doktadnos¢ temperatury dla uzyskiwania niezmiennych
czasOw retencji pikow.

Detektora G7115A (1260 Infinity I DAD WR), ktéry pozwalal na uzyskiwanie
najwyzszej wydajnosci optycznej. Ten detektor to perfekcyjne rozwigzanie do szybkich
aplikacji chromatograficznych, dzigki szybkosci zbierania 120 Hz. Umozliwiat

uzyskanie wysokiej intensywno$ci promieniowania oraz nizszych granic
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wykrywalnosci w zakresie dtugosci fal (190-950 nm) za pomoca lampy deuterowe;j
o przedtuzonej zywotnosci. Szybka weryfikacje doktadnosci dlugosci fali umozliwiat
wbudowany filtr z tlenku holmu. Natomiast poprawe¢ stabilnosci linii bazowej

uzyskiwano za pomocg wbudowanego kontrolera temperatury.

[l ‘u&

43 Agitent Teahnologins

Rysunek 13. Widok ogélny na
HPLC/DAD (Zrodto: wykonanie wtasne.)
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¢ Kolumny chromatograficznej InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (4,6 x 150 mm; 4 um)
(Rysunek 14.), ktéra charakteryzowata si¢ nastepujagcymi parametrami: $rednica
wewnetrzna kolumny 4,6 mm, dhugos¢ kolumny 150 mm, wielko$é poréw 120 A,
wielko$¢ czasteczek 4 um, powierzchnia 130 m?/g, obcigzenie weglem 10%, podwdijne
zakonczenie, wypehienie kolumny C18 (RP18, ODS, Oktadecyl), zakres pomiaru pH
od 2 do 9, limit temperatury 60°C, maksymalne ci$nienie 600 bar (9000 psi).

Rysunek 14. Widok ogélny na kolumne
chromatograficzng (Zrédlo: wykonanie wilasne.)

¢ Komputera z oprogramowaniem Agilent ChemStation oraz sterownikami LC, dzigki
czemu kontrola nad HPLC/DAD byta wydajniejsza i elastyczniejsza. Dostgpne byty
dwie wersje oprogramowania, jedna tzw. ,,online”, ktora w potaczeniu z modutami
chromatografu umozliwiala sterowanie ich parametrami i prowadzenie eksperymentow.
Druga tzw. ,,offline”, ktéra bez potaczenia z modutami chromatografu przeznaczona
byta do analizy uzyskiwanych danych.

Stosowang aparaturg pomiarowg do badan naukowych byty rowniez spektrometry:

¢ NMR 600 MHz Bruker Avance Ill (spektroskopia NMR pozwalajaca m.in. na
wykonanie widm 1D takich jader jak *H i *C{*H}),

¢ Nexus FT-IR Thermo Nicole (spektroskopia IR),

¢ MAS Varian 500-MS LC lon Trap (spektroskopia MS).
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3.3. Odczynniki chemiczne

Przy realizacji czegsci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej zastosowalam ponizsze

odczynniki chemiczne z uwzglednieniem ich producenta oraz czystosci (Tabela 2.):

Odczynniki chemiczne Producent Cz[yoj;fsc
Acetofenon SIGMA-ALDRICH 98,5
Acetonitryl POCH 99,9
Aldehyd p-N,N-dimetyloaminobenzoesowy SIGMA-ALDRICH 98,5

Chloran(VII) i i
4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu®

Chlorek sodu WARCHEM 99,8
Diwodorofosforan(V) sodu jednowodny POCH 98,0
Etanol CHEMPUR 96,0
Jod krystaliczny WARCHEM 99,5
Jodek potasu WARCHEM 99,0
Kreatynina SIGMA-ALDRICH 98,0
Kwas chlorowy(VII) CHEMPUR 70,0
Kwas siarkowy (V1) POCH 98,0

Kwas solny POCH 35,0-38,0
Kwas trichlorooctowy CHEMPUR 10,0
Manganian(VI1) potasu WARCHEM 98,0
Metanol SIGMA-ALDRICH 99,9
Siarczek sodu dziewieciowodny POCH 95,0
Skrobia rozpuszczalna CHEMPUR 100,0
Tiosiarczan sodu POCH 97,0
Tris(hydroksymetylo)aminometan POCH 99,8
Weglan sodu CHEMPUR 99,5

Woda dejonizowana” - -

Wodorosiarczan(VI) 2,4,6-trifenylopirylu SIGMA-ALDRICH 99,0
Wodorotlenek sodu POCH 98,8

Tabela 2. Odczynniki chemiczne wykorzystywane podczas badan
2 - zwigzek chemiczny zsyntezowany i zidentyfikowany w Katedrze Chemii Organicznej
I Stosowanej Uniwersytetu L.odzkiego

b - otrzymywana przed kazdym eksperymentem za pomocg dejonizatora, a nastgpnie
odgazowywana za pomocg myjki ultradzwickowej. W wyniku czego zawsze byla §wieza oraz
o zmniejszonej zawartosci tlenu, dwutlenku wegla i powietrza. Przyczynialo si¢ to do
zmniejszenia procesu utleniania oznaczanego analitu.

3.3.1. Synteza odczynnika derywatyzujacego LN1

Odczynnik derywatyzujgcy wykorzystywany podczas moich prac eksperymentalnych na
studiach doktoranckich - chloran(VII) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu
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(LN1), zostat zsyntezowany i zidentyfikowany w Katedrze Chemii Organicznej i Stosowanej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego przy wspotpracy jej pracownikow. Wzér LNI
zostat zaprezentowany na Rysunku nr 15. Synteza polegata na tym, ze do kolby okraglodenne;j
dodatam 0,1 mola aldehydu p-N,N-dimetyloaminobenzoesowego, 0,2 mola acetofenonu oraz
kamyczki wrzenne. Nastepnie sktadniki mieszatam w temperaturze pokojowej przez 30 minut
i jednocze$nie dodawatam matymi porcjami 6 ml 98% kwasu siarkowego(VI). Pdzniej catg
mieszaning reakcyjng ponownie mieszatam przez 60 minut w temperaturze 100°C, po czym
dodatam 200 ml 96% etanolu i 10 ml 70% kwasu chlorowego(VII). Od tego momentu kolbe
okragtodenng z calg jej zawartoscig pozostawitam na 24 godziny, w celu wykrystalizowania
pozadanego zwigzku chemicznego. W dalszej kolejnosci wykrystalizowany odczynnik
derywatyzujacy LN1 saczylam, oczyszczatam z zb¢dnych zanieczyszczen oraz suszytam. Cata
synteza zostata przeprowadzona wedtug nastgpujacych danych literaturowych: [127, 128].
W celu identyfikacji powstatego zwigzku chemicznego (LN1) zostalty wykonane widma
spektroskopowe za pomoca aparatu NMR 600 MHz Bruker Avance 111, Nexus FT-IR Thermo
Nicole oraz MAS Varian 500-MS LC lon Trap.

N(CH 5),

Rysunek 15. Wzér chloranu(VII)
4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu (LN21) wedtug [125]

3.4. Przygotowywanie roztworow

¢ Roztwor podstawowy siarczku sodu o stezeniu Crn = 2,6-10° mol/l
Odwazke stalego siarczku sodu dziewigciowodnego o masie m = 0,0624 g
przeniostam ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetitam wodg do
kreski i calo$¢ doktadnie wymieszatam. Potem ustalitam doktadne miano roztworu
podstawowego siarczku sodu poprzez miareczkowanie jodometryczne wedtug przepisu
[129, 130].
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¢ Roztwor roboczy siarczku sodu o stezeniu Co = 1-10° mol/l
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml wprowadzitam 0,2 ml roztworu
wodorotlenku sodu o stezeniu Cn = 1 mol/l i 3,8 ml mianowanego jodometrycznie
roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 2,6-107 mol/I. Nastepnie uzupehitam woda do

kreski i calos¢ doktadnie wymieszatam.

¢ Roztwor buforu tris(hydroksymetylo)aminometanu (TRIS) o steZeniu
Cm = 1-10* mol/l i odpowiednim pH
Odwazke stalego TRIS o masic m = 1,2114 g rozpuscitam w ok. 80 ml wody,
nastepnie doprowadzitam powstaly roztwor do odpowiedniego pH (wykorzystujac
wykalibrowang na wzorce buforowe elektrode szklang). Potem uzyskany roztwor
przeniostam ilo$ciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupelitam woda do

kreski i catos¢ doktadnie wymieszatam.

¢ Roztwdr buforu fosforanowego o steieniu Cm = 1-10™ mol/l i objetosci 100 ml oraz
odpowiednim pH
Odwazkg statego diwodorofosforanu(V) sodu jednowodnego o masie m = 1,3800 g
rozpuscitam w ok. 80 ml wody, nast¢gpnie doprowadzitam powstaly roztwor do
odpowiedniego pH (wykorzystujac wykalibrowang na wzorce buforowe elektrode
szklang). Potem uzyskany roztwor przeniostam ilosciowo do kolby miarowej o objetosci

100 ml, uzupetnitam woda do kreski i catos¢ doktadnie wymieszatam.

¢ Kwas solny o stezeniu Crn = 0,5 mol/I
4,2 ml stezonego kwasu solnego umieScitam w kolbie 0 pojemnosci 10 ml
z niewielka iloécig wody. Nastepnie uzupehitam woda do kreski i catos¢ doktadnie

wymieszalam.

¢ Roztwor wodorotlenku sodu o stezeniu Crn = 1 mol/l
Odwazke statego wodorotlenku sodu o masie m = 2 g przeniostam ilosciowo do
kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupetitam woda do kreski i catos¢ doktadnie

wymieszatam.

¢ Roztwdr manganianu(VII) potasu o stezeniu Cn = 2-10°> mol/
Odwazke stalego manganianu(VII) potasu o masie m = 0,3160 g przeniostam
ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Nastepnie uzupetitam wodg do

kreski i catos¢ doktadnie wymieszatam.

42



Czes¢ doswiadczalna

Roztwor podstawowy odczynnika derywatyzujacego chloranu(VII)
4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo)]-2,6-difenylopirylu (LN1) o ste¢Zeniu
Cm =1-10" mol/l

Odwazke statego LN1 o masie m = 0,0452 g przeniostam ilosciowo do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml. Nastgpnie uzupetnitam acetonitrylem do kreski i catos$¢

doktadnie wymieszatam.

Roztwor roboczy odczynnika derywatyzujacego chloranu(VII)
4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo)]-2,6-difenylopirylu (LN1) o stezeniu
Cm = 1-10° mol/l

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przeniostam 5 ml roztworu podstawowego
LN1 o stezeniu Cm = 1-102 mol/l. Nastepnie uzupehitam acetonitrylem do kreski

1 calo$¢ doktadnie wymieszatam.

Roztwor podstawowy odczynnika derywatyzujacego wodorosiarczanu(VI)
2,4,6-trifenylopirylu (L1) o stezeniu Crn = 1-10> mol/l

Odwazke stalego L1 o masie m = 0,0406 g przeniostam ilosciowo do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml. Nastgpnie uzupetnitam acetonitrylem do kreski 1 cato$¢

doktadnie wymieszatam.

Roztwor roboczy odczynnika derywatyzujacego wodorosiarczanu(VI)
2,4,6-trifenylopirylu (L1) o stezeniu Crny = 1-10° mol/l

Do kolby miarowej o pojemnos$ci 50 ml przeniostam 5 ml roztworu podstawowego
L1 o stezeniu Cm= 1102 mol/l. Nastepnie uzupemitam acetonitrylem do kreski i catosé

doktadnie wymieszatam.

Roztwor chlorku sodu (soli fizjologicznej) o stezeniu Cp = 0,9%
Odwazke statego chlorku sodu o masie m = 18 g przeniostam ilosciowo do kolby
miarowej o pojemnosci 2000 ml. Nastepnie Uzupelitam wodg do kreski i cato$¢

doktadnie wymieszatam.

Roztwor kreatyniny o odpowiednim steZeniu

Odpowiednig odwazke statej kreatyniny (Tabela 3.) przeniostam ilosciowo do
kolbki o pojemnosci 1 ml, rozpuscitam w 950 pl kwasu solnego o stezeniu
Cm = 0,5 mol/l i uzupelitam 36-38% kwasem solnym do kreski. Nastepnie tak
przygotowany roztwor umiescitam na 30 sekund na wytrzasarce typu vortex pracujacej

z predkos$cig obrotowa 3500 rpm/min. W celu catkowitego rozpuszczenia si¢ kreatyniny
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[131].
Masa odwazki kreatyniny [g] Stezenie I[I::::lo(rl‘;iﬁ]reatynmy
0,0057 50
0,0283 250
0,0849 750
0,1697 1500

Tabela 3. Masa odwazek oraz uzyskane st¢Zenia Kreatyniny

Roztwor buforu fosforanowego o odpowiednim stezeniu i pH

Odpowiednig odwazke stalego diwodorofosforanu(V) sodu jednowodnego
(Tabela 4.) rozpuscitam w ok. 900 ml wody, nastepnie doprowadzitam powstaty roztwor
do odpowiedniego pH (wykorzystujac wykalibrowang na wzorce buforowe elektrode
szklang). Potem uzyskany roztwor przeniostam ilosciowo do kolby miarowej o objetosci

1000 ml, uzupetnitam woda kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.

Masa odwazki
diwodorofosforanu(V) sodu
jednowodnego [g]

Stezenie molowe roztworu
diwodorofosforanu(V)
sodu jednowodnego [mol/l]

0,6900 5-10°8
1,3798 1-102
2,7598 2-102
6,8994 5-102

Tabela 4. Masa odwazek oraz uzyskane stezenia molowe diwodorofosforanu(V)
sodu jednowodnego

Roztwor tiosiarczanu sodu o steieniu ok. Coy = 1-10°* mol/I

Odwazke statego tiosiarczanu sodu o masie m = 15,8110 g przeniostam ilo$ciowo
do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml i rozpuscitam w przegotowanej wodzie.
Nastepnie dodatam ok. 0,1 g weglanu sodu, a po jego rozpuszczeniu uzupehitam kolbe

przegotowang woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.

Roztwor jodu w jodku potasu (plyn Lugola) o stezeniu Cp = 5%

Odwazke stalego jodku potasu o masie m = 10 g przeniostam ilosciowo do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml i rozpuscitam w wodzie. Nastgpnie calo$¢ mieszatam az
do catkowitego rozpuszczenia i odstawitam na 60 minut. Po tym czasie odwazke statego
krystalicznego jodu o masie m =5 g przeniostam ilosciowo do tej samej kolby, po czym
intensywnie calg zawarto§¢ mieszatam i odstawitam na 12 godzin. Na sam koniec

uzupehitam kolbe woda do kreski.
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3.5. Procedury analityczne

Oznaczanie jonow siarczkowych w préobkach standardéw w postaci
pochodnej L3 i LN3 7 odczynnikami derywatyzujgcymi L1 i LN1
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD

Procedura analitycznadlaL3,n=3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS o0 st¢zeniu
Cm = 110t mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 300 pl roztworu siarczku sodu o stezeniu
Cm = 1-10° mol/l, 600 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 0 stezeniu Cm = 1-107
mol/l. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentow wprowadzitam
200 pl 70% kwasu chlorowego(VI11), uzupetnitam kolbki woda do kreski i catos¢ doktadnie
wymieszatam. W nast¢pnej kolejnosci przeniostam uzyskane mieszaniny reakcyjne do fiolek

chromatograficznych i przeprowadzitam ich analiz¢ instrumentalng za pomocg techniki
HPLC/DAD.

Procedura analityczna dla LN3,n =3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 pl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 300 pl roztworu siarczku sodu
0 stezeniu Cm = 1107 mol/l, 600 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu
Cm = 1-10° mol/l. Po 2 minutach od momentu zmieszania ze soba wszystkich reagentow
wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(VI1), uzupethitam kolbki woda do kreski
i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci przeniostam uzyskane mieszaniny
reakcyjne do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam ich analiz¢ instrumentalng za
pomoca techniki HPLC/DAD.

Wyznaczanie zakresu oznaczalnosci jonow siarczkowych w postaci pochodnej L3, n = 6

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, odpowiednia objetosé (20, 50, 100,
150, 300, 500, 750, 1500 pl) roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10° mol/l, odpowiednia
objetosé (40, 100, 200, 300, 600, 1000, 1500, 3000 ul) roztworu odczynnika derywatyzujacego
L1 o stezeniu Cm = 1-10° mol/Il. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich
reagentow wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(V1l), uzupetnitam kolbki woda do
kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nast¢pnej kolejnosci przeniostam uzyskane
mieszaniny reakcyjne do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam ich analize

instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD.
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Wyznaczanie zakresu oznaczalnosci jonow siarczkowych w postaci pochodnej LN3, n = 6
Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 upl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/Il i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, odpowiednia objetosé (10, 20, 50,
100, 150, 300, 500 pl) roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10° mol/l, odpowiednig
objetos¢ (20, 40, 100, 200, 300, 600, 1000 ul) roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1
0 stezeniu Cm = 1-10° mol/l. Po 2 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich
reagentoOw wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(V11), uzupetnitam kolbki woda do
kreski 1 cato$¢ doktadnie wymieszalam. W nastgpnej kolejnosci przeniostam uzyskane
mieszaniny reakcyjne do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam ich analizg

instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD.

Badanie trwalosci pochodnej L3, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
o stezeniu Cm = 1-102 mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 300 pl roztworu siarczku sodu
o stezeniu Cm = 1:10° mol/l, 600 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 o stezeniu
Cm = 1:10 mol/l. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentow
wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(VII), uzupetitam kolbki woda do kreski
1 cato$¢ dokladnie wymieszatam. Uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow,
ktore umiescitam w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. W nastgpnej kolejnosci przed
kazdym doswiadczeniem przenositam mieszaniny reakcyjne z ependorféw do fiolek
chromatograficznych 1 przeprowadzitam ich analiz¢ instrumentalng za pomoca techniki
HPLC/DAD. Przed kazda analizg chromatograficzng doprowadzatlam zamrozone probki do
temperatury pokojowej. Trwato$¢ L3 mierzylam w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin
w temperaturze 25°C, natomiast w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3
dni. Od momentu zmieszania roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika

derywatyzujacego L1 zaczelam mierzy¢ czas eksperymentu.

Badanie trwalosci pochodnej LN3, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 pl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 300 pl roztworu siarczku sodu
o stezeniu Cm = 1107 mol/I, 600 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu
Cm = 1:10° mol/l. Po 2 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentow
wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(VIl), uzupetitam kolbki wodg do kreski

i cato$¢ doktadnie wymieszatam. Uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow,
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ktore umieScitam w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. W nastepnej kolejnosci przed
kazdym doswiadczeniem przenositam mieszaniny reakcyjne z ependorféw do fiolek
chromatograficznych i przeprowadzitam ich analiz¢ instrumentalng za pomocg techniki
HPLC/DAD. Przed kazda analizg chromatograficzng doprowadzatam zamrozone probki do
temperatury pokojowej. Trwatos¢ LN3 mierzylam w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin
w temperaturze 25°C, natomiast w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3
dni. Od momentu zmieszania roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika

derywatyzujacego LN1 zaczetam mierzy¢ czas eksperymentu.

Badanie reaktywnosci odczynnika derywatyzujacego L1 7 innymi jonami, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10T mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 300 ul roztworu zawierajacego
odpowiedni anion (NO3, CI', I', HPOZ, CO%", S0%) o stezeniu Cm = 1-10 mol/I, 600 ul roztworu
odczynnika derywatyzujacego L1 0 stezeniu Cm = 1-107 mol/l. Po 10 minutach od momentu
zmieszania ze sobg wszystkich reagentow wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(V11),
uzupetnitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastgpnej kolejnosci
przeniostam uzyskane mieszaniny reakcyjne do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam

ich analiz¢ instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD.

Badanie reaktywnosci odczynnika derywatyzujacego LN1 z innymi jonami, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 ul roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 300 pl roztworu zawierajacego
odpowiedni anion (NO3, CI', I, HPOZ", C0%, SO%) o stezeniu ¢ = 1-10° mol/l, 600 pl roztworu
odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu Cm = 1-10° mol/l. Po 2 minutach od momentu
zmieszania ze sobg wszystkich reagentoéw wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(VI1),
uzupehitam kolbki wodg do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nast¢pnej kolejnosci
przeniostam uzyskane mieszaniny reakcyjne do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam

ich analizg instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD.
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Oznaczanie jonow siarczkowych w prébkach z ludzkim moczem w postaci
pochodnej L3 i LN3 7 odczynnikami derywatyzujqcymi L1 i LN1
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD

Analiza ilosciowa jonow siarczkowych w postaci pochodnej L3 w mieszaninie reakcyjnej
Z moczem czlowieka, n = 6

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10  mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, 3000 pl
roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l. Po 10 minutach od
momentu zmieszania ze soba wszystkich reagentoéw wprowadzitam 200 pl 70% kwasu
chlorowego(VI1l), uzupetitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.
W nastepnej kolejnosci Uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow
I odwirowywatam je z predkoscig obrotowa 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany
supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego analize

instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD.

Analiza ilosciowa jonow siarczkowych w postaci pochodnej LN3 w mieszaninie reakcyjnej
Z moczem czlowieka, n = 6

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 ul roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, 3000 ul
roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu Cm = 1-10° mol/l. Po 2 minutach od
momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentow wprowadzitam 400 ul 70% kwasu
chlorowego(VI1Il), uzupetitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.
W nastepnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow
I odwirowywatam je z predkoscig obrotowg 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany
supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego analizg

instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD.

Wyznaczanie zakresu oznaczalnesci jonow siarczkowych w postaci pochodnej L3
w mieszaninie reakcyjnej z moczem czlowieka, n = 6

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 0,5 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, odpowiednia
objetos¢ (20, 50, 100, 150, 300, 500, 750, 1500 ul) roztworu siarczku sodu o st¢zeniu
Cm = 1-10" mol/I, 3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 0 stgzeniu Cm = 1-103
mol/l. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentoéw wprowadzitam

200 pl 70% kwasu chlorowego(VI1), uzupelitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie
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wymieszalam. W nast¢pnej kolejnosci mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow
I odwirowywatam je z predkosécig obrotowa 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany
supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego analizg
instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Po wprowadzeniu probki moczu do serii
mieszanin reakcyjnych umieszczatam jag w zamrazalce niskotemperaturowej laboratoryjnej
chlodzacej do temperatury -80°C, a przed kazdg analiza chromatograficzng odmrazatam ja do
temperatury pokojowej. Badania wykonywatam przez 3 dni kolejne dni i wykorzystywatam do

nich jedng probke porannego moczu cztowieka.

Wyznaczanie zakresu oznaczalnosci jonow siarczkowych w postaci pochodnej LN3
w mieszaninie reakcyjnej z moczem czlowieka, n = 6

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 pl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10"mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, odpowiednig
objetosé (10, 20, 50, 100, 150, 300, 500 pl) roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10 mol/l,
3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu Cm = 1-10° mol/l. Po
2 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich reagentéw wprowadzitam 400 pl 70%
kwasu chlorowego(V11), uzupethitam kolbki wodg do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.
W nastepnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow
i odwirowywatam je z predkoscig obrotowa 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany
supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego analizg
instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Po wprowadzeniu probki moczu do serii
mieszanin reakcyjnych umieszczatam jg w zamrazalce niskotemperaturowej laboratoryjnej
chtodzacej do temperatury -80°C, a przed kazda analiza chromatograficzng odmrazatam ja do
temperatury pokojowej. Badania wykonywatam przez 3 dni kolejne dni i wykorzystywalam do

nich jedna probke porannego moczu cztowieka.

Badanie trwatosci pochodnej L3 w mieszaninie reakcyjnej 7 moczem czlowieka, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/l i pH =9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, 300 pl roztworu
siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10 mol/I, 3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego L1
0 stezeniu Cm = 1-10° mol/Il. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich
reagentow wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(V11), uzupetitam kolbki woda do
kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne

przeniostam do ependorfow i odwirowywatam je z predkoscig obrotowa 14000 obr./min przez
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10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do ependorféow, ktore umieScitam
w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. Nastegpnie przed kazdym doswiadczeniem
przenositam supernatant z ependorféw do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego
analiz¢ instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Przed kazda analiza
chromatograficzng doprowadzatam zamrozone probki do temperatury pokojowej. Trwatos$¢ L3
mierzytam w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin w temperaturze 25°C, natomiast
w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3 dni. Od momentu zmieszania
roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika derywatyzujacego L1 zaczetam mierzy¢ czas

eksperymentu.

Badanie trwalosci pochodnej LN3 w mieszaninie reakcyjnej z moczem czlowieka, n = 3

Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 ul roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml porannego moczu, 300 ul
roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10° mol/l, 3000 ul roztworu odczynnika
derywatyzujacego LN1 o0 stezeniu Cm = 1-10° mol/I. Po 2 minutach od momentu zmieszania
ze sobg wszystkich reagentow wprowadzitam 400 ul 70% kwasu chlorowego(VII),
uzupehitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastgpnej kolejnosci
uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow i odwirowywalam je z predkoscia
obrotowa 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do ependorfow,
ktore umiescitam w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. Nastepnie przed kazdym
doswiadczeniem przenositam supernatant z ependorfow do fiolek chromatograficznych
I przeprowadzitam jego analizg instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Przed kazda
analiza chromatograficzng doprowadzatam zamrozone probki do temperatury pokojowe;.
Trwato$¢ LN3 mierzytam w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin w temperaturze 25°C,
natomiast w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3 dni. Od momentu
zmieszania roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika derywatyzujacego LN1 zaczetam

mierzy¢ czas eksperymentu.

Wyznaczanie zakresu oznaczalnosci Kreatyniny w mieszaninie reakcyjnej z moczem
czlowieka,n = 6

Do kolbek o pojemnosci 1 ml wprowadzitam kolejno: 500 ul porannego moczu, 10 pl
roztworu kreatyniny o odpowiednim stezeniu (0, 50, 250, 750, 1500 umol/ml), uzupehitam
woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. Nastepnie tak uzyskane mieszaniny reakcyjne

przeniostam w objetosci 250 pl do kolbek o pojemnosci 5 ml, uzupetnitam wodg do kreski
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i znow cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci sporzadzone mieszaniny
reakcyjne przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam ich analizg
instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Procedure analityczng wykonywatam wedtug
przepisu [131].

Analiza ilosciowa kreatyniny w mieszaninie reakcyjnej z moczem czlowieka, n = 6

Do kolbek o0 pojemnosci 2 ml wprowadzitam 40 pl porannego moczu, uzupetnitam wodg
do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. Nastepnie tak uzyskane mieszaniny reakcyjne
przeniostam w objetosci 50 ul do kolbek o pojemnosci 1 ml, uzupetitam woda do kreski
i znow cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci Sporzadzone mieszaniny
reakcyjne przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam ich analizg
instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Procedure analityczng wykonywatam wedtug
przepisu [131].

Oznaczanie jonow siarczkowych w probkach z homogenatem tkanki wqtroby kurzej
w postaci pochodnej L3 i LN3 7 odczynnikami derywatyzujqcymi L1
i LN1 z zastosowaniem techniki HPLC/DAD

Analiza ilosciowa jonow siarczkowych w postaci pochodnej L3 w mieszaninie reakcyjnej
z homogenatem wqtroby kurzej, n = 6

Odwazytam okoto 1 g $wiezej watroby kurzej, nastgpnie odwazke umiescitam w falkonie
i dodatam 12 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
niskg temperature poprzez umieszczenie falkonu z calg jego zawartoscia w ltazni
lodowej. Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, 3000 pul roztworu
odczynnika derywatyzujacego L1 0 stezeniu Cm = 1-107 mol/l. Po 10 minutach od momentu
zmieszania ze soba wszystkich reagentéw wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(V11),
uzupehitam kolbki woda do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci
uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow i odwirowywatam je z predkoscia
obrotowg 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do fiolek

chromatograficznych i przeprowadzitam jego analiz¢ instrumentalng za pomocg techniki
HPLC/DAD.

Analiza ilosciowa jonow siarczkowych w postaci pochodnej LN3 w mieszaninie reakcyjnej
z homogenatem wqtroby kurzej, n = 6
Odwazytam okoto 1 g $wiezej watroby kurzej, nastgpnie odwazke umiescitam w falkonie

i dodatam 10 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
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niska temperatur¢ poprzez umieszczenie falkonu z calg jego zawartoscia w tazni
lodowej. Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 upl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, 3000 ul roztworu
odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu Cm = 1-107 mol/l. Po 2 minutach od momentu
zmieszania ze sobg wszystkich reagentéw wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(VI11),
uzupehitam kolbki wodg do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci
uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow i odwirowywatam je z pre¢dkoscia
obrotowa 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do fiolek

chromatograficznych i przeprowadzitam jego analiz¢ instrumentalng za pomoca techniki
HPLC/DAD.

Badanie trwalosci pochodnej L3 w mieszaninie reakcyjnej 7 homogenatem wqtroby
kurzej,n =3

Odwazytam okoto 1 g Swiezej watroby kurzej, nastgpnie odwazke umiescitam w falkonie
i dodatam 12 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
niskg temperature poprzez umieszczenie falkonu z cala jego zawarto$cia w tazni
lodowej. Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 1 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10 mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, 300 pl roztworu
siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10"3mol/I, 3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego L1
0 stezeniu Cm = 1-:10° mol/l. Po 10 minutach od momentu zmieszania ze sobg wszystkich
reagentOw wprowadzitam 200 pl 70% kwasu chlorowego(V11), uzupetnitam kolbki wodg do
kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam. W nastgpnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne
przeniostam do ependorféw i odwirowywatam je z predkoscia obrotowa 14000 obr./min przez
10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do ependorfow, ktore umiescitam
w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. Nastepnie przed kazdym do$wiadczeniem
przenositam supernatant z ependorféw do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego
analize instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Przed kazda analiza
chromatograficzng doprowadzatam zamrozone probki do temperatury pokojowej. Trwatos¢ L3
mierzytam w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin w temperaturze 25°C, natomiast
w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3 dni. Od momentu zmieszania
roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika derywatyzujacego L1 zaczgtam mierzy¢ czas

eksperymentu.
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Badanie trwatosci pochodnej LN3 w mieszaninie reakcyjnej 7 homogenatem wqtroby
kurzej, n =3

Odwazytam okoto 1 g $wiezej watroby kurzej, nastepnie odwazke umiescitam w falkonie
i dodatam 10 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
niska temperatur¢ poprzez umieszczenie falkonu z calg jego zawartoscia w tazni
lodowej. Do kolbek o objetosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 upl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, 300 pl roztworu
siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10° mol/I, 3000 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego
LN1 o stezeniu Cm = 110 mol/l. Po 2 minutach od momentu zmieszania ze soba wszystkich
reagentow wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(V11), uzupetnitam kolbki woda do
kreski i catos¢ doktadnie wymieszatam. W nastgpnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne
przeniostam do ependorféw i odwirowywatam je z predkoscig obrotowa 14000 obr./min przez
10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do ependorfow, ktore umiescitam
w temperaturze: 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. Nastepnie przed kazdym do$wiadczeniem
przenositam supernatant z ependorféw do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego
analize¢ instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Przed kazda analiza
chromatograficzng doprowadzatam zamrozone probki do temperatury pokojowej. Trwatos§¢
LN3 mierzytam w przedziale czasowym od O do 24 godzin w temperaturze 25°C, natomiast
w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym od 0 do 3 dni. Od momentu zmieszania
roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika derywatyzujacego LN1 zaczelam mierzy¢

czas eksperymentu.

Wyznaczanie zakresu ozraczalnosci jonow siarczkowych w postaci pochodnej L3
w mieszaninie reakcyjnej 7 homogenatem wqtroby kurzej, n = 6

Odwazytam okoto 1 g $wiezej watroby kurzej, nastepnie odwazke umiescitam w falkonie
i dodatam 12 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
niska temperatur¢ poprzez umieszczenie falkonu z calg jego zawartoscia w lazni
lodowej. Do kolbek o objgtosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 0,5 ml roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 1-10" mol/l i pH = 9, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, odpowiednia objetos¢
(20, 50, 100, 150, 300, 500, 750, 1500 pl) roztworu siarczku sodu o stezeniu Cm = 1-10 mol/l,
3000 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 0 stezeniu Cm = 1-10° mol/l. Po 10
minutach od momentu zmieszania ze soba wszystkich reagentow wprowadzitam 200 pl 70%
kwasu chlorowego(V11), uzupetitam kolbki wodg do kreski i cato$¢ doktadnie wymieszatam.

W nastgpnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne przeniostam do ependorfow
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I odwirowywatam je z predkoscig obrotowg 14000 obr./min przez 10 minut. Pozyskany
supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych i przeprowadzitam jego analizg
instrumentalng za pomocg techniki HPLC/DAD. Po procesie odwazania watroby kurzej do serii
mieszanin reakcyjnych umieszczatam ja w zamrazalce laboratoryjnej chtodzacej do -20 °C,
a przed kazdg analizg chromatograficzng odmrazatam jg do temperatury pokojowej. Badania
wykonywatam przez 3 dni kolejne dni i wykorzystywatam do nich jedng i ta samg watrobg
kurza.

Wyznaczanie zakresu ozraczalnosci jonow siarczkowych w postaci pochodnej LN3
w mieszaninie reakcyjnej 7 homogenatem wqtroby kurzej, n = 6

Odwazytam okoto 1 g $wiezej watroby kurzej, nastgpnie odwazke umiescitam w falkonie
i dodatam 10 ml roztworu soli fizjologicznej. W czasie procesu homogenizacji utrzymywatam
niskg temperatur¢ poprzez umieszczenie falkonu z cala jego zawartoscia w tazni
lodowej. Do kolbek o objgtosci 10 ml wprowadzitam kolejno: 500 upl roztworu buforu TRIS
0 stezeniu Cm = 110 mol/l i pH = 10, 3 ml acetonitrylu, 1 ml homogenatu, odpowiednig
objetos¢ (10, 20, 50, 100, 150, 300, 500 pl) roztworu siarczku sodu o stgzeniu
Cm = 1:10° mol/l, 3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego LN1 0 stezeniu
Cm = 1-10° mol/l. Po 2 minutach od momentu zmieszania ze soba wszystkich reagentow
wprowadzitam 400 pl 70% kwasu chlorowego(VII), uzupetitam kolbki woda do kreski
i calo$¢ doktadnie wymieszatam. W nastepnej kolejnosci uzyskane mieszaniny reakcyjne
przeniostam do ependorféw i odwirowywatam je z predkoscig obrotowa 14000 obr./min przez
10 minut. Pozyskany supernatant przeniostam do fiolek chromatograficznych
i przeprowadzitam jego analiz¢ instrumentalng za pomoca techniki HPLC/DAD. Po procesie
odwazania watroby kurzej do serii mieszanin reakcyjnych umieszczatam ja w zamrazalce
laboratoryjnej chtodzacej do -20 °C, a przed kazda analizg chromatograficzng odmrazatam jg
do temperatury pokojowej. Badania wykonywatam przez 3 dni kolejne dni 1 wykorzystywatam

do nich jedng i ta samg watrobe kurza.

3.6. Oznaczanie jonow siarczkowych za pomoc3 soli piryliowych
3.6.1. Badania wykonane na probkach standardow
3.6.1.1. Optymalizacja warunkow chromatograficznych

W metodach oznaczania jondéw siarczkowych z wykorzystaniem soli piryliowych za

pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wykorzystatam detektor
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UV/VIS z matrycg fotodiodowg (DAD). Dlatego dobratam odpowiednie dtugosci fali, przy

ktérych L1, L3, LN1 oraz LN3 wykazuja maksimum absorpcji. Na podstawie uzyskanych

widm wynika, ze zwigzek L1 wykazuje swoje maksimum absorbancji przy 356 nm, natomiast

pochodna L3 przy 371 nm. Zwiagzek LN1 absorbuje przy 540 nm, a zwigzek LN3 przy 580 nm

(Wykres 1. i Wykres 2.).
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Wykres 1. Widmo dla zwigzku chemicznego L1 oraz L3
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Wykres 2. Widmo dla zwigzku chemicznego L1 oraz L3

Przystepujac do optymalizacji metod oznaczania jondéw siarczkowych za pomoca

odczynnikow derywatyzujacych L1 i LN1 w pierwszym etapie dobratam odpowiednie

parametry chromatograficzne. W tym celu przygotowatam roztwory pochodnych L3 i LN3,

ktore wprowadzano do kolumny chromatograficznej InfinityLab Poroshell 120 EC-C18

(4,6x150 mm; 4 um). Dobierajac odpowiednie parametry chromatograficzne modyfikowatam

kolejno:

¢  %-owg zawartos¢ modyfikatora organicznego czyli acetonitrylu w fazie ruchomej,

¢ predkosc przeptywu fazy ruchome;,
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¢ pH roztworu buforu fosforanowego,
¢ stezenie roztworu buforu fosforanowego.
Natomiast za optymalne warunki chromatograficzne dla dwoch metod analitycznych
przyjetam:
¢ objetos¢ wprowadzanego roztworu na kolumne chromatograficzng (25 pl),
¢ temperaturg automatycznego podajnika probek (4°C),
¢ temperature termostatu kolumn (25°C).
Wybierajac optymalng warto$¢ danego parametru chromatograficznego zwracatam uwage na:
¢ calkowite rozdzielenie badanych pochodnych od nadmiaru odczynnika
derywatyzujacego,
¢ minimalng powierzchni¢ piku wzglgdem maksymalnego stosunku sygnatu do szumu,
¢ odporno$¢ metody analitycznej (tj. stabilno$¢ otrzymywanych wynikow w przedziale
niewielkich modyfikacji warunkéw pomiarowych opisanych w metodzie
analitycznej),
ksztatt pikow,
dopuszczalne ci$nienie (tj. < 138 bar),
pola powierzchni pikow,

czas retencji zwigzku chemicznego L1, LNZ1, L3 i LN3 (tj. < 10 min),

* & & o o

niewielki czas oraz wysitek potrzebny eksperymentatorowi do opracowania metody
analitycznej [132, 133].

Ostatecznie faze¢ ruchoma stanowila mieszanina sktadajaca si¢ z acetonitrylu oraz roztworu
buforu fosforanowego z elucja izokratyczng. W metodzie oznaczania jonéw siarczkowych za
pomoca odczynnika derywatyzujacego L1 optymalne warunki chromatograficzne zapewniata
faza ruchoma sktadajaca si¢ z roztworu buforu fosforanowego o st¢zeniu 0,01 mol/l i pH 3 oraz
acetonitrylu. Stosunek objetosciowy zmieszanych z soba sktadnikow eluentu wynosit 60:40 v/v,
ktory poruszat si¢ z predkoscia przeptywu 0,90 ml/min. Natomiast optymalne warunki
chromatograficzne dla pochodnej LN3 uzyskatam stosujac fazg ruchoma skladajaca sie
z roztworu buforu fosforanowego o stezeniu 0,02 mol/l i pH 3,5 oraz acetonitrylu. Stosunek
objetosciowy zmieszanych z sobg sktadnikow eluentu wynosit 35:65 v/v, ktory poruszat si¢
z predkoscig przeptywu 0,55 ml/min. Przy tych warunkach chromatograficznych czasy retencji
dla pikéw pochodzacych od zwigzku L1 i1 pochodnej L3 wynosza odpowiednio 7,3 min oraz
8,4 min. Natomiast dla piku pochodzacego od LN1 czas retencji wynosi 4,6 min, a dla piku od
pochodnej LN3 5,0 min. Zoptymalizowane parametry chromatograficzne dla obu metod
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analitycznych, polegajagcych na o0znaczaniu jondéw siarczkowych z zastosowaniem
odczynnikow derywatyzujacych L1 oraz LN1 przy pomocy techniki HPLC/DAD zostaty

zaprezentowane w Tabeli nr 5.

Parametr Pochodna L3 Pochodna LN3
Kolumna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18
chromatograficzna (4,6 x 150 mm; 4 pum)
acetonitryl : roztwoér acetonitryl : roztwor
Sklad fazy ruchome;j buforu fosforanowego buforu fosforanowego
(40:60 viv) (65:35 viv)
pH roztworu buforu
fosforanowego 3 3,5
Ste;iel;ie roztworu buforu 0,01 mol/l 0,02 mol/l
osforanowego
Predkos¢ przeplywu fazy 0,90 ml/min 0,55 ml/min
ruchomej
Objetos¢ roztworu
WprO\l/(vadzanego do 25
olumny
chromatograficznej
Temperatura
automatycznego podajnika 4°C
probek
Temperatura termostatu
kolumn 25°C
Czas analizy 9 min 6 min
Analityczna dlugos$¢ fali 371 nm 580 nm

Tabela 5. Optymalne warunki chromatograficzne oznaczania jonow siarczkowych w postaci
pochodnej L3 oraz LN3 za pomocq techniki HPLC/DAD

3.6.2.1. Optymalizacja warunkoéw reakcji derywatyzacji

Drugim etapem optymalizacji metod oznaczania jonéw siarczkowych z zastosowaniem
odczynnikow derywatyzujacych L1 1 LNI1, byt dobor odpowiednich warunkow reakcji
derywatyzacji. W tym celu zbadatam wptyw pH roztworu buforu TRIS i buforu fosforanowego
0 stezeniu Cm = 1-10"* mol/l na wydajnos¢ reakcji derywatyzacji. Reakcja derywatyzacji jonow
siarczkowych za pomoca soli piryliowych jest dwuetapowa (Rysunek 1. i 2., str. 9.), pierwszy
etap zachodzi w §rodowisku zasadowym. Dlatego dopieratam odpowiedni bufor oraz jego pH
i stezenie w mieszaninach reakcyjnych. Na podstawie danych zebranych na Wykresie 3.
wynika, ze lepsze warunki przebiegu reakcji derywatyzacji dla obu metod zapewnia roztwor
buforu TRIS niz buforu fosforanowego. Odczynnik derywatyzujacy L1 reaguje z jonami

siarczkowymi w §rodowisku roztworu buforu TRIS, osiggajac najwigksza wydajnos¢ przy pH
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rowne 9. Z otrzymanych wartosci pola powierzchni pikéw LN3 wynika, ze optymalng
warto$cig jest pH 10, dla mieszaniny reakcyjnej z dodatkiem roztworu buforu TRIS o tym pH
uzyskano najwigksze warto$ci sygnatu analitycznego. Przy pH 7 oraz 8 nie zaobserwowatam
niebieskiego zabarwienia roztworu charakterystycznego dla powstatej pochodnej LN3, jak
rowniez na chromatogramach nie byt obecny pik pochodzacy od zwigzku LN3. Mozna to
thumaczy¢ tym, ze w wyniku protonowania jonu siarczkowego powstaje o mnigj
nukleofilowym charakterze lotny siarkowodor, co uniemozliwia zajécie reakcji derywatyzacji.
Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wywnioskowac, ze dla pH 9 reakcja przebiega
z niskg wydajnos$cia, poniewaz uzyskano niska warto$¢ sygnatu analitycznego. Natomiast
dodatek buforu TRIS o wyzszej wartosci pH niz 10 rowniez skutkuje otrzymaniem nizszych
warto$ci pol powierzchni piku. Poniewaz zbyt zasadowe srodowisko, najprawdopodobniej ma
niekorzystny wptyw na trwato$¢ produktu posredniego reakcji derywatyzacji. Wedtug pracy
[134] autorzy alkalizowali srodowisko reakcji poprzez wprowadzenie roztworu buforu TRIS
0 pH 9 i Cm = 1-102 mol/l. Natomiast w innej pracy [127] roztwér wodorotlenku sodu
0 Cm = 1-10" mol/l postuzyt do zalkalizowania $rodowiska. Jednak w wyzej cytowanych
czasopismach naukowych brak jest informacji o etapie optymalizacji tego parametru, jak

réwniez powodach wyboru takich odczynnikéw chemicznych.

1350 A e
¢ 'Y
.D"’ 1150 g °
g 950 ~ —@— Roztwor buforu TRIS (L3)
z
£ 750 Roztwor buforu fosforanowego (L3)
£
N 550 Roztwér buforu TRIS (LN3)
D
=
% 350 Roztwér buforu fosforanowego (LN3)
S
150 ~
_ 1 - T T 1
07 8 9 10 11

pH roztworu buforu TRIS i fosforanowego

Wykres 3. Zaleinosé¢ pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od pH roztworu buforu
TRIS i fosforanowego, n = 3

Kolejnym krokiem byl doboér optymalnej procentowej zawarto$ci roztworu buforu
TRIS w celu polepszenia wydajnosci derywatyzacji jondw siarczkowych. Sporzadzitam

roztwory o zmiennej objetosci dodawanego roztworu buforu TRIS o stezeniu Cm = 1-10" mol/l

e
58




Czes¢ doswiadczalna
i pH 9 oraz 10 (w zaleznosci od metody analitycznej) w zakresie od 0% do 30% objetosci
mieszaniny reakcyjnej. Z przeprowadzonego eksperymentu wynika, ze dla pochodnej L3 przy
10%-owej zawarto$ci reagenta uzyskujemy najwicksze pole powierzchni piku. Natomiast dla
pochodnej LN3 przy 5%-owej zawartosci roztworu buforu TRIS uzyskujemy najwigksze pole
powierzchni. Brak roztworu buforu TRIS uniemozliwia zaj$cie reakcji derywatyzacji jonow
siarczkowych za pomoca odczynnika derywatyzujacego LN1. Zbyt duze stezenie roztworu
buforu TRIS wptywa niekorzystnie na jej przebieg, co zauwazono spadkiem wartosci sygnatu
analitycznego. W kolejnych etapach optymalizacji reakcji derywatyzacji sporzadzalam
mieszaniny reakcyjne z odczynnikiem derywatyzujacym L1, ktére zawieraty 1 ml roztworu
buforu TRIS (10%) o pH 9, oraz mieszaniny reakcyjne z odczynnikiem derywatyzujacym LN1
zawierajace 0,5 ml badanego reagenta (5%) o pH 10. Wyniki wyzej opisanego eksperymentu

zaprezentowatam na Wykresie 4.
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Wykres 4. Zaleinosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od procentowej
zawartosci roztworu buforu TRIS, n =3

Sprawdzitam wptyw zmiany objetosci acetonitrylu w mieszaninie reakcyjnej na wydajno$¢
derywatyzacji jonow siarczkowych. Zarowno odczynnik derywatyzujacy L1 jak 1 LN1 bardzo
dobrze rozpuszczaja si¢ w acetonitrylu. Z uzyskanych wynikéw zaprezentowanych na
Wykresie 5. wynika, ze zwigkszanie procentowej zawartosci acetonitrylu w mieszaninie
reakcyjnej wplywa znaczaco na warto$¢ otrzymywanego sygnatu analitycznego. Osiggnetam
ja maksymalng przy 30%-owej (3 ml) zawartosci optymalizowanego parametru dla obu
opracowywanych procedur analitycznych. Jest to zblizona warto$¢ analizowanego parametru

do danych literaturowych [134]. Uzyskanie nieco innej optymalnej wartosci badanego
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parametru wplywajgcego na przebieg reakcji derywatyzacji, niz autorzy cytowanej pracy
naukowej, moze wynika¢ z wielu czynnikow. Takich jak:

¢ sporzadzanie mieszanin reakcyjnych za pomoca odczynnikdw chemicznych
pochodzacych od innych producentéw,
¢ stosowanie innego sprzetu (chromatograf, kolumna chromatograficzna itp.),
¢ precyzja i zdolnosci manualne eksperymentatora.
Zarowno dla metody 1. oraz metody 2. dalsze zwigkszanie objgtosci fazy organicznej w probee
wplywa niekorzystnie na wydajnos¢ reakcji derywatyzacji jonoOw siarczkowych za pomoca L1
i LN1. W zwiazku z czym dla kolejnych probek zarejestrowatam mniejsze pola powierzchni

pikow pochodnej L3 i LN3.
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Wykres 5. Zaleznosé pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od
procentowej zawartosci acetonitrylu, n = 3

Derywatyzacja jonow siarczkowych za pomoca soli piryliowych wymaga zakwaszenia
srodowiska mieszaniny reakcyjnej. W celu cyklizacji 1 aromatyzacji produktu posredniego
(Rysunek 1.1 2., str. 9.). W tym celu dobratam odpowiedni kwas:

¢ 36-38% solny,

¢ 70% chlorowy(VI1),

¢ 10% trichlorooctowy
oraz jego objetosc. Autorzy cytowanych prac naukowych [127, 134] analizowali tylko wptyw
kwasu solnego 36-38% na przebieg reakcji derywatyzacji. Podczas moich prac badawczych
zdecydowatam sprawdzi¢ wplyw jeszcze innych kwasdéw (wymienione powyzej) na przebieg

tej reakcji. Wybrane kwasy silnie niszcza struktury i zwiazki biologiczne (btony komoérkowe,
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$ciany komorkowe, organelle komorkowe, kwasy nukleinowe, biatka, itp.) oraz opdzniaja,
hamuja lub przys$pieszaja niektore procesy organiczne (denaturacja biatek, zatrzymywanie
reakcji enzymatycznych, itp.). Wybor tych konkretnych kwasow jest zwigzany z faktem, iz
opracowywane metody analityczne postanowilam wykorzysta¢ do oznaczania jondw
siarczkowych w ztozonych i skomplikowanych matrycach biologicznych, takich jak: ludzki
mocz oraz watroba kurza. Dla mieszanin reakcyjnych, ktéorych $rodowisko nie bylo
zakwaszane, nie zauwazytam pikow pochodzacych od pochodnych L3 i LN3 (Wykres 6.).
Reakcja derywatyzacji jonow siarczkowych za pomoca odczynnikow derywatyzujacych L1
i LN1 zachodzi w obecnosci trzech wyzej wymienionych kwasow. Jednakze probki
z zawarto$cig kwasu 70% chlorowego(VII) wykazywaty wicksze warto$ci pol powierzchni dla
piku pochodnej L3 i LN3. Dla piku pochodnej L3 przy 2%-owej zawartosci (200 pl) kwasu
70% chlorowego(V 1) zarejestrowatam najwigksze pole powierzchni. Natomiast dla pochodne;j
LN3 przy 4%-owej zawartosci (400 ul) kwasu 70% chlorowego(VIl) uzyskano pik
o najwigkszej wartosci pola powierzchni. Wigkszy dodatek badanego reagenta wptywat
niekorzystnie na wydajno$¢ reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomocg odczynnika

derywatyzujacego L1 i LN1.
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Wykres 6. Zaleinosé¢ pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od procentowej zawartosci
kwasu 70% chlorowego(V11), 36-38% solnego i 10% trichlorooctowego, n = 3

W kolejnym kroku zbadatam wptyw nadmiaru molowego odczynnika derywatyzujacego
L1iLNI w stosunku do liczby moli jonéw siarczkowych na wydajno$¢ reakcji derywatyzacji.
Z otrzymanych chromatogramow odnotowalam warto$ci pol powierzchni i zaprezentowatam

je na Wykresie 7. Najwieksze pola powierzchni dla piku pochodnej L3 zarejestrowatam dla
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mieszanin reakcyjnych, w ktorych stosunek liczby moli jonu siarczkowego do liczby moli
odczynnika derywatyzujacego L1 miescit si¢ w przedziale od 1:1,17 do 1:50.
W tym przedziale mierzony sygnal analityczny wykazywal stale wartosci. Zatem
postanowitam, ze w Kkolejnych etapach badan do roztworu bede dodawaé 2-krotny nadmiar
odczynnika deywatyzujacego L1. Wigc przygotowujac mieszaning reakcyjng dodawatam 300
ul roztworu siarczku sodu o Cm = 1-10° mol/l oraz 600 ul roztworu odczynnika
derywatyzujacego L1 0o Cm = 1-10 mol/l. Natomiast dla pochodnej LN3 zarejestrowatam
najwicksze wartosci pol powierzchni piku dla probki, w ktérej stosunek molowy jonu
siarczkowego do liczby moli odczynnika derywatyzujacego rowniez miescil si¢ w przedziale
od 1,17: do 1:50. W tym przedziale zaobserwowalam plateau mierzonego sygnatu
analitycznego. Zatem zadecydowatam, ze w dalszych etapach eksperymentu do roztworu bedg
dodawac 2-krotny nadmiar odczynnika derywatyzujacego LN1. Wigc przygotowujac roztwory
dodawatam 300 pl roztworu siarczku sodu 0 Crm = 1-10° mol/I i 600 pl roztworu odczynnika

derywatyzujacego LN1 o Cm = 1-10° mol/l.
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Wykres 7. Zaleinosé pola powierzchni piku pochodnej L3 oraz LN3 od stosunku molowego jonu
siarczkowego od odczynnika derywatyzujacego, n = 3

Kolejnym parametrem jakim zbadatam, ktéry rowniez ma wptyw na wydajno$¢ reakcji
derywatyzacji jonow siarczkowych jest jej czas przebiegu. Czas reakcji derywatyzacji
mierzytam w przedziale czasowym od 0 minut do 70 minut. Czas 0 minut oznacza, ze kwas
70% chlorowy(VI1l) dodawatam niezwtocznie po uprzednim zmieszaniu roztworu siarczku
sodu z odczynnikiem derywatyzujacym. Na podstawie wynikow zamieszczonych na Wykresie

8. najwigksze pole powierzchni pikéw dla pochodnej L3 zarejestrowatam dla mieszanin
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reakcyjnych, ktore zakwaszalam po 10 minutach od momentu dodania odczynnika
derywatyzujacego do probki. Wydtuzanie czasu reakcji wptywato niekorzystnie na jej przebieg,
czego skutkiem sg mniejsze pola powierzchni pikow L3. Najwieksze pole powierzchni piku
pochodzacego od zwigzku LN3 =zarejestrowatam dla mieszanin reakcyjnych, ktore
zakwaszatam po 2 minutach od momentu wprowadzenia LN1 do kolbki. Poréwnanie
uzyskanego wyniku dla zwigzku LN3 z danymi literaturowymi [125, 127, 134], sktania do
wysuni¢cia wniosku, ze wprowadzone modyfikacje w parametrach reakcji derywatyzacji

wplywajg znaczaco na jej czas przebiegu, powodujg jego obnizenie.
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Wykres 8. Zaleznosé pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od czasu reakcji
derywatyzacji, n = 3

Ponizsza Tabela 6. przedstawia zestawienie zoptymalizowanych warunkoéw reakcji
derywatyzacji jonu siarczkowego za pomoca zwigzku L1 i LN1 z zastosowaniem techniki
HPLC/DAD. W kolejnym etapie eksperymentu parametry te wykorzystatam do wyznaczania

zakresu oznaczalnosci opracowanych metod analitycznych.
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Parametr Pochodna L3 Pochodna LN3
pH roztworu buforu
TRIS ? 10
Zawarto$é¢ %-owa
roztworu buforu TRIS 10% 5%

W mieszaninie reakcyjnej
Zawartos¢ %-owa
acetonitrylu 30%
W mieszaninie reakcyjnej
Zawarto$¢ %-owa kwasu
70% chlorowego(V11) 2% 4%
W mieszaninie reakcyjnej
Stosunek molowy
S?L1/LN1 [ns?:nLi/nin)
(wyznaczony za pomoca
techniki HPLC/DAD)
Czas reakcji derywatyzacji 10 minut | 2 minut

Tabela 6. Optymalne parametry reakcji derywatyzacji jonu siarczkowego z wykorzystaniem
odczynnika derywatyzujacego L1 oraz LN1 za pomocq techniki HPLC/DAD

1:2

Istotnym parametrem jest rowniez trwato$§¢ powstatych pochodnych. Wyznaczytam ja
w 25°C w przeciggu 24 h, oraz w 4°C, -20°C i -80°C w przeciggu 3 dni. W celu ustalenia
przedzialu czasowego, w ktorym nalezy wykona¢ analiz¢ chromatograficzna dla badanych
mieszanin reakcyjnych, a takze w jakiej temperaturze je przechowywac. Z przedstawionych
wynikow na Wykresach od nr 9. do 11. wynika, ze pola powierzchni pikow badanych
pochodnych wykazujg state wartosci w trakcie analizy. Zatem nasuwa si¢ jeden wniosek, ze
zwigzki L3 oraz LN3 s3 trwale we wszystkich analizowanych temperaturach 1 przedziatach
czasowych. Trwatos¢ zwigzku chemicznego L3 i LN3 byta takze wyznaczana przez innych
badaczy. Mierzono ja za pomoca techniki cienkowarstwowej chromatografii cieczowe;j,
w zakresie od 0 minut do 360 minut, a przygotowane mieszaniny reakcyjne przechowywano
w temperaturze otoczenia [123]. Wyznaczano ja réwniez przy pomocy techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w przedziale czasowym od 0 minut do 426 minut,
roOwniez wczesniej sporzadzone roztwory reakcyjne byly w przechowywane temperaturze
otoczenia [125]. Zgodnie z danymi zawartymi w cytowanym pi$miennictwie, otrzymywane
pola powierzchni pikéw badanych pochodnych wykazywaty state wartosci w trakcie trwania

calego eksperymentu, zatem zwigzki chemiczne L3 i LN3 sg trwate.
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Wykres 9. Zaleznosé pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od czasu w 25°C, n = 3
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Wykres 10. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 od czasu w 4°C, -20°C oraz
-80°C,n=3
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Wykres 11. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej LN3 od czasu w 4°C, -20°C orazg
-80°C,n =3

Zgodnie z danymi literaturowymi [127, 134] reakcja derywatyzacji jonow siarczkowych
za pomocg odczynnika derywatyzujacego LN1 jest selektywna wzglgdem nich. Autorzy
cytowanych prac donosza, ze zwigzek LN1 nie reaguje z innymi anionami nieorganicznymi
oraz organicznymi, oprocz jonu siarczkowego. W $wiatowej literaturze nie odnalaztam
informacji na temat reaktywnosci zwigzku L1 z innymi jonami nieorganicznymi, CZYy
organicznymi. W celu potwierdzenia informacji z cytowanych prac zbadatam reaktywnos$¢
zwigzku LN1 z r6znymi jonami takimi jak:

¢ chlorkowe,

¢ jodkowe,
¢ azotanowe(V),

+ fosforanowe(V),

¢+ weglanowe,

¢ siarczanowe(VI).

Rowniez te same badania wykonatam dla zwigzku L1. Przygotowane mieszaniny reakcyjne
poddatam analizie chromatograficznej. Wykazata ona, ze badane odczynniki derywatyzujace
w opisanych parametrach reakcji derywatyzacji (Tabela 6.) nie reagujg z innymi jonami, oprocz
jonu siarczkowego. Dlatego, ze analizujac mieszaniny reakcyjne zawierajgce roztwor z innymi
anionem niz siarczkowym, nie otrzymywatam na wygenerowanych chromatogramach piku
pochodzacego od pochodnej L3 i LN3. Zatem obie sole piryliowe sa selektywne wzglgdem

anionu siarczkowego.
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3.6.1.3. Wyznaczenie zakresu oznaczalno$ci metod

W celu wyznaczenia zakresu oznaczalno$ci dla metod oznaczania jondéw siarczkowych
z zastosowaniem soli piryliowych L1 oraz LN1 za pomocg techniki HPLC/DAD sporzadzitam
roztwory w 6 seriach pomiarowych. Nastgpnie w ciggu trzech dni poddatam przygotowane
roztwory analizie chromatograficznej. Kazdego dnia przygotowatam nowe roztwory. Ponizej
przedstawitam przyktadowe chromatogramy (Wykres 12. i Wykres 13.) oraz wyniki kalibracji
metod (Tabela od 7. do 10. oraz Wykres 14. 1 15.).
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Postugujac si¢ metodg najmniejszych kwadratow uzyskatam prostoliniowa zaleznos¢ pola
powierzchni pikow pochodnych L3 oraz LN3 od liczby moli jonu siarczkowego odpowiednio
w zakresie od 20 do 1500 nmoli oraz od 10 do 500 nmoli (Wykres 14. oraz 15.). Przyje¢tam, ze
stezenie pochodnych L3 oraz LN3 jest rowne wyjsciowemu stg¢zeniu oznaczanego jonu
siarczkowego. W Tabeli 7. i 9. zawarlam rowniez precyzje metody wyrazong wzglednym
odchyleniem standardowym (RSD) oraz odzysk. Niskie wartosci RSD oraz wysokie warto$ci
odzysku dla obu metod dowodza, ze opracowane procedury sa odpowiednie do ilosciowego
oznaczania jonow siarczkowych. Tabela 8. oraz 10. przedstawiaja parametry uzyskanych
prostych. W tabelach tych zawartam:

¢ zakres liniowosci,

¢ wspodlczynnik nachylenia prostej,

¢ wyraz wolny rdwnania prostej,

¢ wspotczynnik korelacji R?,

¢ granic¢ wykrywalnosci (LOD - limit of detection),

¢ granice¢ oznaczalno$ci (LOQ - limit of quantification).
Warto$¢ granicy wykrywalnosci (LOD) oraz oznaczalno$ci (LOQ) wyznaczytam statystycznie.
Granica wykrywalnosci jest to najmniejsza 1lo$¢ badanej substancji w probce, ktéra moze by¢
wykryta, jednak niekoniecznie oznaczona. Natomiast granica oznaczalnosci (LOQ — limit of
guantitation) to najmniejsza ilo$¢ badanej substancji w probce, ktora moze by¢ ilosciowo

oznaczona. LOD 1 LOQ mozna obliczy¢ z nastepujacych wzoroéw:

3,3 s
LOD =

Cp

LOO = 10 -s

Q= o

gdzie:
s - warto$¢ odchylenia standardowego wyrazu a prostej kalibracji,

Cb - Nachylenie prostej kalibracji.
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Walidacja metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
L1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na prébkach standardow - srednia wartos¢
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Wprowadzona | Znaleziona liczba moli jonu ]
do kolumny siarczkowego [nmol] Srednia
liczba moli [nmol] SD | RSD | Odzysk
~Jonu Dzien 1 | Dzien2 | Dzien3 | o, . S | [nmol] | [%] | [%]
siarczkowego | intre-day | up-day | intra-day - 7095 vn
[nmol]
20 20,3 20,3 20,4 20,3+0,2 0,07 0,33 102
50 52,0 52,0 51,9 52,0+£0,2 0,07 0,13 104
100 99,2 99,1 99,3 99,2+0,2 0,10 0,10 99
150 147,9 147,9 148,0 1479+0,1 0,05 0,04 99
300 303,9 304,0 303,8 303,9+0,2 0,09 0,03 101
500 4937 4937 493,8 493,7+0,1 0,05 0,01 99
750 753,0 753,2 753,3 753,2+0,4 0,15 0,02 100
1500 1499,9 | 1499,9 | 14999 14999+ 0 0 0 100

Tabela 7. Statystyczna ocena odtwarzalnosé metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq
odczynnika derywatyzujacego L1 z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartosé¢
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3
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Wykres 14. Zaleznosci pola powierzchni piku pochodnej L3 od wprowadzonej do kolumny liczby
moli jonu siarczkowego - srednia wartosé z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3

Parametr prostej wzorcowej

Wyznaczona wartos¢ [L3]

Zakres liniowosci [nmol] 20-1500
Wspolezynnik nachylenia prostej 2,0247
Wyraz wolny rownania prostej 90,175
Wspolezynnik korelacji R? 1
Granica wykrywalnosci [nmol] 5,6
Granica oznaczalnosci [nmol] 16,9

Tabela 8. Parametry wyznaczonych zaleinosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow

siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujacego L1 7 zastosowaniem techniki

HPLC/DAD - srednia wartosé¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3
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Walidacja metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
LN1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na prébkach standardow - srednia wartosé¢
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Woprowadzona | Znaleziona liczba moli jonu i
do kolumny siarczkowego [nmol] Srednia
liczba moli [nmol] SD RSD | Odzysk
_Jonu Dzien 1 | Dzien 2 | Dziea3 g, . S | [nmol] | [%] | [%]
siarczkowego | intre-day | up-day | intra-day [© — ~®9° vn
[nmol]
10 12,8 12,8 12,9 128+0,2 0,04 0,30 128
20 20,0 20,0 20,1 20,0+0,1 0,05 0,25 100
50 47,5 47,5 47,6 475+0,2 0,07 0,14 95
100 99,6 99,7 99,4 99,6 £0,3 0,13 0,13 100
150 148,8 148,8 148,8 148,8 +£0 0,01 0,01 99
300 301,5 301,5 301,5 301,5+0 0,01 0,01 101
500 499,7 4997 499,8 499,7+0,1 0,06 0 100

Tabela 9. Statystyczna ocena odtwarzalnosé¢ metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq
odczynnika derywatyzujacego L1 z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartosé¢
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
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Wykres 15. Zaleznosci pola powierzchni piku pochodnej LN3 od wprowadzonej do kolumny liczby
moli jonu siarczkowego - srednia wartosé z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3

Parametr prostej wzorcowej

Wyznaczona wartos¢ [LN3]

Zakres liniowosci [nmol] 10-500
Wspolczynnik nachylenia prostej 2,7643
Wyraz wolny rownania prostej -31,349
Wspélczynnik korelacji R? 0,9999
Granica wykrywalnos$ci [nmol] 3,3
Granica oznaczalnosci [nmol] 10,0

Tabela 10. Parametry wyznaczonych zaleinosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow
siarczkowych za pomocg odczynnika derywatyzujacego LNI1 7 zastosowaniem techniki
HPLC/DAD - srednia wartosé z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
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Warto$ci analizowanych parametrow walidacyjnych byty analogiczne z wymogami normy
PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 [135] oraz wytycznymi organizacji ICH [136]. Opracowane
metody sg czule, na co dowodem sg otrzymane wartoéci granicy wykrywalnosci. Metody
charakteryzuje takze, powtarzalno$¢ oraz precyzja, co potwierdzajg statystycznie opracowane
wyniki. Optymalizacja parametrow procesu chromatograficznego pozwolita uzyska¢ dobrze
rozdzielone piki pochodzace od pochodnych oznaczanego obiektu oraz nadmiaru odczynnikow
derywatyzujacych. Odpowiednie parametry pozwolity prowadzi¢ reakcje derywatyzacji jonow

siarczkowych za pomocg zwigzku L1 oraz LN1 z duzg wydajnoscia.

3.6.2. Badania wykonane na probkach z ludzkim moczem
3.6.2.1. Optymalizacja warunkéw reakcji derywatyzacji

Przystepujac do ilosciowego oznaczenia jonow siarczkowych w mieszaninie reakcyjnej
z ludzkim moczem. W pierwszym etapie dobralam odpowiednia objetos¢ odczynnika
derywatyzujacego L1 oraz LN1 dodawang do niej, aby mdc z jak najwicksza wydajnoscig
oznaczy¢ analit. W tym celu przygotowatam mieszaniny reakcyjne w 3 seriach pomiarowych.
Poranny mocz dodawany do badanych roztworéw pochodzit od zdrowej trzydziestoletniej

ochotniczki. Otrzymane wyniki zaprezentowatam na ponizszym Wykresie nr 16.
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E 700 - ® 6 06060 0 06 06 06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
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‘é’ 650 - -0 L3
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Objetosé¢ odczynnika derywatyzujacego [ul]

Wykres 16. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci odczynnika
derywatyzujacego dodawanej do prébek z ludzki moczem, n =3
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Najwigksze a zarazem stale warto$ci pola powierzchni dla piku pochodnej L3
zarejestrowatam dla probek do ktorych dodawalam odczynnika derywatyzujacego L1
w zakresie 0d 350 pl 0 Cm=1-10°mol/l1 do 1500 pl o Cm= 1-10"2 mol/l. Ponizej tego przedziatu
zaobserwowatam zdecydowanie mniejsze wartosci pola powierzchni piku pochodzacego od
pochodnej L3. Zatem postanowitam, ze w kolejnych etapach badan do mieszaniny reakcyjne;j
bede dodawaé 3000 pl roztworu odczynnika derywatyzujacego L1 0 Cm = 1:10° mol/I.
Natomiast dla pochodnej LN3 zarejestrowatam najwigksze oraz state wartosci pol powierzchni
piku dla roztworéw reakcyjnych wzbogacanych moczem, gdzie rowniez dodawatam
odczynnika derywatyzujacego LN1 w zakresie od 350 ul o Cm = 1:10° mol/l do 1500 pl
0 Cm = 1:10 mol/l. Dla prébek do ktoérych dodawatam odczynnika derywatyzujacego LN1
ponizej 350 pl 0 Cm = 1:10° mol/l zaobserwowatam mniejszy sygnal analityczny. Zatem
zadecydowatam, ze w dalszych etapach badan do mieszanin z ludzkim moczem bede dodawac
3000 ul zwiazku L1 lub LN1 o Cm =1-10" mol/I.

Kolejnym etapem badan naukowych bylo zbadanie trwatosci pochodnych L3 oraz LN3
w mieszaninach reakcyjnych z ludzkim moczem. W tym celu przygotowatam roztwory, ktore
zawieraty poranny mocz od jednego zdrowego ochotnika, ktorym byt mezczyzna w wieku 40
lat. Trwatos¢ wyzej wymienionych w tym akapicie zwigzkéw chemicznych badatam
w temperaturze 25°C, 4°C, -20°C oraz -80°C. W przedziale czasowym od 0 do 24 godzin
w temperaturze 25°C, natomiast w pozostatych temperaturach trwato$¢ zwigzku L3 oraz LN3
badalam w zakresie czasowym od 0 do 3 dni. Przed kazda analiza chromatograficzng
doprowadzatam zamrozone probki do temperatury pokojowej. Od momentu zmieszania
roztworu siarczku sodu z roztworem odczynnika derywatyzujacego zaczelam mierzy¢ czas
eksperymentu. Uzyskane wyniki przedstawitam na Wykresach od nr 17. do 19. Z uzyskanych
danych wynika, ze zwigzki L3 oraz LN3 w badanych probkach sg trwate we wszystkich
analizowanych temperaturach i przedziatach czasowych. Rowniez Zzadne sktadniki matrycy nie
wplywaja na ich trwato§¢. Duzg zaletg jest fakt, Zze obie pochodne moga by¢ przechowywane
nawet przez kilka godzin w temperaturze pokojowej zanim zostang poddane analizie. Nie
zdecydowatam si¢ na zbadanie trwato$ci oznaczanego analitu, poniewaz jest on z natury bardzo
nietrwaty. Na przyktad wedlug §wiatowe;j literatury [137] z probki moczu po uptywie okoto 2
godzin w temperaturze 4°C ubywa praktycznie w 80% swojej poczatkowej zawartosci. Dlatego
przy oznaczaniu jon6éw siarczkowych wystepujacych w ludzkim moczu, zaraz po wypréznieniu
si¢ przez ochotnika, jego mocz niezwtocznie wprowadzatam do mieszaniny reakcyjnej. Dzigki

temu od razu przeprowadzatam jony siarczkowe w pochodne, ktoére w porownaniu z analitem
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sg bardziej trwale, co zapewnialo przeprowadzenie reakcji derywatyzacji z jak najwiecksza
wydajnoscia. Analizowany mocz pochodzit od zdrowych ludzi, ktéry byt oddawany nad czczo

oraz byt moczem porannym.
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Wykres 17. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 w prébkach z ludzkim
moczem od czasu w 25°C,n = 3
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Wykres 18. Zaleznosé pola powierzchni pikéw pochodnej L3 W prébkach z ludzkim moczem od
czasu w 4°C, -20°C oraz -80°C,n =3
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Wykres 19. Zaleinosé pola powierzchni pikow pochodnej LN3 W probkach z ludzkim moczem od
czasu w 4°C, -20°C oraz -80°C,n =3

3.6.2.2. Wyznaczenie zakresu oznaczalnosci metod

Kolejnym etapem badan byta walidacja na mieszaninach reakcyjnych z dodatkiem
ludzkiego moczu, w tym celu przygotowatam mieszaniny reakcyjne w 6 seriach pomiarowych.
Poranny mocz od jednego ochotnika, ktérym byta kobieta w wieku dwudziestu pigciu lat,
badatam chromatograficznie pod katem stezenia badanego analitu przez trzy kolejne dni.
Kazdego dnia przygotowywatam $wieze roztwory. Po wprowadzeniu odpowiedniej objetosci
probki moczu do serii mieszanin reakcyjnych, natychmiast umieszczatam ja w zamrazalce
niskotemperaturowej laboratoryjnej chtodzacej do -80°C, a przed kazdg analizg odmrazatam ja
do temperatury pokojowej. Na Wykresach od 20. do 23. oraz w Tabelach od 11. do 14.
przedstawitam uzyskane wyniki. Sprawdzitam takie parametry walidacyjne jak:

¢ zakres liniowo$ci metod,

¢ precyzje,

¢ dokladnos¢,

¢ granic¢ wykrywalnosci (LOD),

¢ granic¢ oznaczalnosci (LOQ).
Ostanie dwa wymienione parametry wyliczylam na podstawie wzorow umieszczonych na
stronie nr 70. Przyjetam, ze stezenie pochodnych L3 oraz LN3 jest rowne stezeniu oznaczanego
jonu siarczkowego. Otrzymane wyniki wyzej wymienionych parametréw walidacyjnych byty
zgodne z wymogami normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 [135] oraz wytycznymi
organizacji ICH [136].
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Walidacja metody oznaczania jonéw siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
L1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na prébkach z ludzkim moczem - srednia
wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Wprowadzona | Znaleziona liczba moli .
do kolumny | jonu siarczkowego [nmol] Srednia
liczba moli [nmol] SD | RSD | Odzysk
_ Jonu Dzie 1 | Dzien 2 | Dzien3 | o, S | [nmol] | [%] | [%]
s|arczkowego intre-day up-day intra-day - 0,95 \/ﬁ
[nmol]
20 20,3 20,3 20,2 20,3+ 0,1 0,06 0,29 101
50 52,0 52,0 52,2 52,1+0,3 0,12 0,22 104
100 99,1 99,1 99,0 99,1 +0,1 0,06 0,06 99
150 148,0 | 1479 148,0 148,0 + 0,1 0,06 0,04 99
300 303,9 | 3039 | 3038 303,9+0,1 0,06 0,02 101
500 4936 | 4936 | 4934 | 4935+0,3 0,12 0,02 99
750 753,2 | 753,2 | 7531 753,2+0,1 0,06 0,01 100
1500 1500,0 | 1499,9 | 1500,0 | 1500,0 + 0,1 0,06 0 100
Tabela 11. Statystyczna ocena odtwarzalnosé metody oznaczania jonéw siarczkowych

W probkach z ludzkim moczem za pomocq odczynnika derywatyzujacego L1 7 zastosowaniem
techniki HPLC/DAD - srednia wartosé z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
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Wykres 22. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku pochodnej L3 od wprowadzonej do
kolumny liczby moli jonu siarczkowego (prébki z ludzkim moczem) - srednia wartosé
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3

Parametr prostej wzorcowej Wyznaczona wartos¢ [L3]
Zakres liniowosci [nmol] 20-1500
Wspoélczynnik nachylenia prostej 2,025
Wyraz wolny rownania prostej 90,078
Wspélczynnik korelacji R? 1
Granica wykrywalnos$ci [nmol] 9,5
Granica oznaczalnosci [nmol] 16,8

Tabela 12. Parametry wyznaczonych zaleznosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow
siarczkowych w prébkach z ludzkim moczem za pomocg odczynnika derywatyzujacego L1
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz
3. (intra-day) dnia, n =3
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Walidacja metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
LN1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na prébkach z ludzkim moczem - srednia
wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Wprowadzona Znaleziona liczba moli )
do kolumny | jonu siarczkowego [nmol] Srednia
liczba moli [nmol] SD | RSD | Odzysk
~Jonu Dziefi 1 | Dzien2 | Dziea3 |g 4 ¢ . S | [nmol] | [%] | [%0]
s|arczkowego intre-day up-day intra-day - \/ﬁ
[nmol]
10 12,8 12,8 12,7 12,8+0,1 0,06 0,45 128
20 20,0 20,0 19,9 20,0+0,1 0,06 0,29 100
50 47,5 47,5 47,4 475+0,1 0,06 0,12 95
100 99,6 99,6 99,5 99,6 +0,1 0,06 0,06 100
150 148,9 | 148,8 148,8 | 148,8+0,1 | 0,06 0,04 99
300 3015 | 3015 | 3014 | 3015+0,1 [ 0,06 0,02 100
500 499,7 | 499,7 | 499,6 | 499,7+0,1 [ 0,06 0,01 100

Tabela 13. Statystyczna ocena odtwarzalnosé¢ metody oznaczania jonow siarczkowych
w probkach z ludzkim moczem za pomocq odczynnika derywatyzujacego LNI z zastosowaniem
techniki HPLC/DAD - srednia wartosé¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3

1600,0 -
y =2,7637x - 31,299
= 1400,0 - R2=0,9999 °
2 )
< i
E 1200,0
g 1000,0 -
=7 P
= 800,0 - el
S
E 600,0 -
£ 400,0 - Pe
S -
%] g
< 2000 1 .
~ &
0,0 “‘. T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Wprowadzona do kolumny liczba moli jonu siarczkowego [nmol]

Wykres 23. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku pochodnej LN3 od wprowadzonej do
kolumny liczby moli jonu siarczkowego (prébki z ludzkim moczem) - srednia wartosé

z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3

Parametr prostej wzorcowej

Wyznaczona warto$¢ [LN3]

Zakres liniowosci [nmol] 10-500
Wspolezynnik nachylenia prostej 2,7637
Wyraz wolny rownania prostej - 31,299
Wspélczynnik korelacji R? 0,9999
Granica wykrywalnosci [nmol] 3,3
Granica oznaczalnosci [nmol] 10,0

Tabela 14. Parametry wyznaczonych zaleinosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow
siarczkowych w prébkach z ludzkim moczem za pomocq odczynnika derywatyzujacego LNI
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartosé z 1. (intre-day),
2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
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Warto$¢ wspotczynnika kierunkowego (a) z rownania prostej wzorcowej dla obu metod
uzyskana na podstawie walidacji zar6wno mieszanin reakcyjnych z ludzkim moczem jak i dla
probek standardow jest zblizona do siebie. Zatem mozna stwierdzi¢, ze w obu metodach nie
obserwujemy efektu matrycowego. Dlatego przy ilosSciowym oznaczaniu jonow siarczkowych

w ludzkim moczu zastosowatam metode prostej wzorcowe;j.

3.6.2.3. Oznaczanie jonow siarczkowych w ludzkim moczu

W ostatnim etapie eksperymentu oznaczytam jony siarczkowe oraz kreatyning w ludzkim
moczu. Analizowatam material biologiczny od 20. zdrowych ochotnikdéw, od 13. kobiet
w wieku od 23. do 67. lat oraz od 7. m¢zczyzn w wieku od 25. do 70. lat. St¢zenie badanego
analitu w ludzkim moczu wyliczatam z rownan prostych wzorcowych (metoda 1.: y = 2,0247x
+ 90,175 oraz metoda 2.: y = 2,7643x - 31,349) uzyskanych na podstawie wyznaczonych
zakresOw oznaczalno$ci dla obu pochodnych w probkach standardow. Otrzymane wyniki

zaprezentowatam na Wykresach od 24. do 26. oraz w Tabelach od 15. do 22.

Wyznaczona warto$¢ [L3]
Znaleziona liczba moli
Srednia jonow siarczkowych Stezenie jonow
Numer | warto$¢ pola (metoda prostej SD RSD siarczkowych (metoda
probki | powierzchni wzorcowej) [nmol] [nmol] | [%] prostej wzorcowej)
piku [mAU-s] %+ toos S [nmol/mlmocz]
"~ n
1 155,6 32,3+0,1 0,06 | 0,18 3,21-10*
2 - - - - -
3 - - - - -
4 205,2 56,8 £ 0,2 0,10 | 0,18 5,68:10*
5 - - - - -
6 137,6 23,4+ 0,6 0,23 | 0,99 2,34-10*
7 - - - - -
8 226,8 67,5+1,1 0,46 | 0,68 6,75-10"
9 146,7 27,9 £ 0,6 0,25 | 0,90 2,79-10*
10 - - - - -
11 - - - - -
12 236,2 72,1 +£0,1 0,06 | 0,08 7,21-10*
13 - - - - -
14 196,1 52,3+1,3 0,53 1,01 5,23-10*
15 - - - - -
16 - - - - -
17 220,8 64,5+0,1 0,06 | 0,09 6,45-10"
18 141,6 25,4+0,9 0,36 1,42 2,54-10*
19 - - - - -
20 - - - - -

Tabela 15. Wyniki oraz statystyczna ocena oznaczania steenia jonow siarczkowych
W prébkach z ludzkim moczem za pomocq odczynnika derywatyzujacego L1 7 zastosowaniem
techniki HPLC/DAD (metoda prostej wzorcowej), n = 6

e
81




Czesé doswiadczalna

Wyznaczona warto$¢ [LN3]

Znaleziona liczba moli
Srednia jonow siarczkowych Stezenie jonow
Numer | wartos¢ pola (metoda prostej SD | RSD | siarczkowych (metoda
prébki | powierzchni wzorcowej) [nmol] | [nmol] | [%6] prostej wzorcowej)
piku [mAU s] - S [nmol/mlmoczu]
Xttoos —=
> vn
1 57,4 32,1+0,7 0,30 | 0,93 3,21-10*
2 3,2 12,5+0,9 0,35 | 2,82 1,25-10*
3 51 13,2+0,5 0,21 | 2,05 1,32-10*
4 124,6 56,4 + 0,5 0,20 | 0,35 5,64-10*
5 - - - - -
6 34,2 23,7+0,1 0,06 0,24 2,37-10*
7 - - - - -
8 156,3 67,9 +1,5 0,60 | 0,88 6,79-10*
9 447 27,5+0,2 0,10 0,36 2,75-10*
10 - - - - -
11 - - - - -
12 168.5 723201 0,06 | 0,08 7.23-10%
13 14,8 16,7 +£ 0,7 0,30 | 1,80 1,67-10*
14 1149 52,9 +0,1 0,06 0,11 5,29-10*
15 2,9 12,4+ 0,6 0,23 2,07 1,24-10*
16 - - - - -
17 144,7 63,7+ 0,1 0,06 0,09 6,37-10*
18 40,5 26,0 £ 1,7 0,70 2,70 2,60-10*
19 - - - - -
20 - - - - -

Tabela 16. Wyniki oraz statystyczna ocena oznaczania steZenia jonow siarczkowych
w probkach z ludzkim moczem za pomocq odczynnika derywatyzujacego LN1 7 zastosowaniem
techniki HPLC/DAD (metoda prostej wzorcowe), n = 6

Z powyzszych tabel wynika fakt, Ze stezenie jonow siarczkowych w ludzkim moczu jest

cechg osobnicza 1 moze zaleze¢ od wielu czynnikoéw. Najprawdopodobniej bedzie to

uzaleznione w duzym stopniu od:

¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢

rodzaju stosowanej diety,

lekow,

suplementow,

aktywnosci fizycznej,

jakosci wdychanego powietrza,

stanu zdrowia,

charakteru wykonywanej pracy,

poziomu stresu,

predyspozycji genetycznych itp.
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W niektorych probkach nie udalo mi si¢ oznaczy¢ jondw siarczkowych. Zapewne bylo to
spowodowane brakiem oznaczanego analitu w moczu lub granica wykrywalnos$ci
opracowanych metod. Moge stwierdzi¢, ze opracowatam dwie metody za pomoca ktorych
mozna z duzym powodzeniem oznacza¢ jony siarczkowe w moczu, a inne sktadniki matrycy
nie wplywaja na otrzymywany sygnat analityczny. Metod¢ 2. mozna zastosowaé do
wyznaczania niskich stezen tego jonu w ludzkim moczu. Oprécz tego obie metody sg bardzo
proste, poniewaz opieraja si¢ glownie z trzech procesow takich jak: derywatyzacja przed
kolumnowa, wirowanie i analiza chromatograficzna.

W tych samych analizowanych probkach moczu oznaczylam st¢zenie kreatyniny, wedtug
metody opracowanej w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego [131]. W Tabeli
17. przedstawitam optymalne warunki chromatograficzne stosowane podczas oznaczania tego
zwigzku w moczu. W pierwszej kolejnosci wykonatam prosta wzorcowg na probkach
z materiatem biologicznym (mocz) pochodzacym od zdrowej 25. letniej kobiety, ktore
dodatkowo wzbogacalam roztworem kreatyniny. P6zZniej przeprowadzitam analize iloSciowa
kreatyniny w ludzkim moczu, a jej stezenie wyliczylam z otrzymanego réwnania prostej
wzorcowej (y = 6,7859x + 151,65). Nastepnie w celu wykluczenia rozbiezno$ci bedacych
skutkiem wydalania r6znej objg¢to$ci moczu podczas catej doby, otrzymane wyniki stgzen
jonow siarczkowych normalizowatam na kreatyning. Oznaczone st¢zenia badanego analitu
w moczu dla pierwszej metody miescily si¢ w przedziale 2,41 - 16,77-10° mol/molkreatyniny,

natomiast dla drugiej metody przedziat ten wyniost 1,74 - 16,81-10° mol/molkreatyniny.

400,0 7 y= 6]7859X + 151,65

2 =
350,0 0,9993 °

300,0 ~
250,0 ~ L
200,0 ~
150,0 &

100,0 -

Pole powierzchni piku [mAU-"s]

50,0 A

0,0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Stezenie kreatyniny [pmol/ml,, ]

Wykres 26. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku od wprowadzonego do kolumny stezenia
kreatyniny, n = 6
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Parametr Kreatynina
Kolumna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18
chromatograficzna (4,6 x 150 mm; 4 pm)
woda dejonizowana(odgazowana za pomoca myjki
Sklad fazy ruchomej ultradzwiekowej) : metanol
95:5 viv
Predkos¢ przepl)_fwu fazy 0,50 mi/min
ruchomej
Objetos¢ roztworu
wprowadzanego do
1l
kolumny
chromatograficznej
Temperatura
automatycznego podajnika 4°C
probek
Temperatura termostatu 250C
kolumn
Czas analizy 4 min
Analityczna dhugos$¢ fali A=234 nm

Tabela 17. Optymalne warunki chromatograficzne do oznaczania kreatyniny za pomocg techniki
HPLC/DAD wedtug [131]

Wyznaczona warto$¢ [kreatynina]

Srednia warto$¢ pola powierzchni
Numer piku [mAU-s] SD RSD Stezenie kreatyniny
pr()bki %+ t0'95 . \/i_ [mAU'S] [%] [Hm()l/mlmoczu]
n
1 191,7+0,4 0,15 0,38 5,9
2 200,5+0,3 0,12 0,24 7,2
3 190,3+ 0,4 0,15 0,40 5,7
4 231,7+0,5 0,20 0,25 11,8
5 2439+ 0,1 0,06 0,06 13,6
6 186,3+ 0,1 0,06 0,17 51
7 2019+ 1,1 0,45 0,89 7,4
8 216,1+£ 0,4 0,15 0,24 9,5
9 230,4£0,1 0,06 0,07 11,6
10 189,0+ 0,9 0,35 0,94 5,5
11 196,4 + 0,1 0,06 0,13 6,6
12 180,8 + 0,1 0,06 0,20 4,3
13 181,5+0,9 0,35 1,17 4,4
14 201,9+ 0,6 0,25 0,50 7,4
15 188,3+0,1 0,06 0,16 5,4
16 201,9+0.,9 0,35 0,70 7,4
17 200,5+ 0,7 0,30 0,62 7,2
18 207,3+ 0,6 0,25 0,45 8,2
19 216,1+ 0,5 0,20 0,31 9,5
20 1944+ 0,1 0,06 0,13 6,3

Tabela 18. Wyniki oraz statystyczna ocena oznaczania stezenia kreatyniny w probkach z ludzkim
moczem metodg prostej wzorcowej, N = 6
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Wyznaczona warto$¢ [L3]

Nu ,meI: . Stezenie jonow Stezenie kreatyniny zi?:lfll:lfi: ;:x:;ves;zrﬁ?;zgﬁze
probki | siarczkowych [pumol/mlmoczu] [wmol/mlmoczu] [mol/molireatyniny]

1 3,21:10% 5,9 5,44.10°
2 - - -

3 - - -

4 5,68-:10 11,8 4,81-10°
5 - - -

6 2,34.10* 51 4,59-10°
7 - - -

8 6,75-10* 9,5 7,11.10°
9 2,79:10% 11,6 2,41.10°
10 - - -

11 - - -

12 7,21-10* 4,3 16,77-10°
13 - - -

14 5,23:10% 7,4 7,07-10°
15 - - -

16 - - -

17 6,45-104 7,2 8,96-10°
18 2,54-10% 8,2 3,10-:10°
19 - - -

20 - - -

Tabela 19. Oznaczone oraz znormalizowane steienie jonow siarczkowych na kreatyning
(metoda 7 odczynnikiem derywatyzujgcym L1), N =6

Wyznaczona warto$¢ [LN3]

Numer Stezenie jonow Stezenie kreatyniny Stf;zeme': jonow smrczkowy?h
probki | siarczkowych [pmol/mlmoczu] [nmol/mloczu] znormalizowane na Kreatyning
[m0|/m0|kreatyniny]
1 3,21-10* 5,9 5,44-10°
2 1,25-10* 7,2 1,74-10°
3 1,32:10* 5,7 2,31:10°
4 5,64-104 11,8 4,78-:10°
5 - - -
6 2,37-10* 5,1 4,65-10°
7 - _ B
8 6,79-:10* 9,5 7,15-10°
9 2,75-10* 11,6 2,37-10°
10 - - -
11 - - -
12 7,23-10* 4,3 16,81-10°
13 1,67-10* 4,4 3,80-10°
14 5,29-10* 7,4 7,15-10°
15 1,24-10* 5,4 2,30-10°
16 - - -
17 6,37-10* 7,2 8,85-10°5
18 2,60-10* 8,2 3,17:10°
19 - - -
20 - - -

Tabela 20. Oznaczone oraz znormalizowane steZenie jonow siarczkowych na kreatyning
(metoda 7 odczynnikiem derywatyzujgcym LN1), n = 6
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Ponizej w Tabeli 21. zestawitam wartosci parametrow statystyki opisowej, ktore zostaty
obliczone na podstawie wynikow 0znaczania stezenia jonow siarczkowych normalizowanego

na kreatyning za pomoca dwoch proponowanych metod analitycznych.

Wyniki statystyki opisowej
Metoda z oo!czynnlklem L1 LNL
derywatyzujacym
Liczba proébek 9 13
Srednia = 6,70-10° 5,42-10°
Mediana 5,44-10° 4,65-10°
Minimum _ [mol/moliaetyming] 2,41-10° 1,74-10°
Maksimum 16,77-10° 16,81-10°
Odchylenie 4,30-10°5 4,07-10
standardowe |
Skos$nos¢ 1,80 2,01
Kurtoza 3,96 4,87
Tabela 21. Wyniki statystyki opisowej dla metody analitycznej z odczynnikiem derywatyzujgcym
L1 oraz LN1

Za pomocg jednostronnego testu F (test Fishera-Snedecora) zweryfikowatam hipotezg
o réwnosci wariancji w dwoch populacjach (wyniki oznaczania stezenia jonow siarczkowych
normalizowanego na kreatyning za pomoca odczynnika derywatyzujacego L1 oraz LN1).
Przyjmujac poziom istotnosci a = 0,05 - postawitam hipotez¢ zerowg Ho (wariancje w obu
populacjach sg sobie roéwne) oraz hipoteze alternatywng Hi (wariancje w obu populacjach nie

sg sobie rowne). Wyniki testu F przedstawitam w Tabeli 22.

Wyniki testu F
Metoda z oo!czynnlklem L1 LNL
derywatyzujacym
Srednia } [mol/molientying] 6,70-10° 5,42:10°
Wariancja 1,85-10° 1,65-10°
Obserwacje 9 13
df 8 12
= 1,12
P(F<=f) jednostronny 0,42
Test F jednostronny 2,85

Tabela 22. Wyniki testu F dla metody analitycznej z odczynnikiem derywatyzujgcym L1 oraz LN1

Wyznaczona warto§¢ empiryczna statystyki F z Tabeli 22. wynosi 1,12. Natomiast z tablic
rozktadu F dla a = 0,05 oraz stopni swobody (df) 8 i 12, wartos¢ krytyczna jednostronna
F wynosi 2,85. Wigc wartos¢ statystyki F jest mniejsza niz warto$¢ krytyczna jednostronna F.
Dlatego nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej o réowno$ci wariancji W obu

populacjach. Zatem jest spelnione zalozenie jednorodnosci wariancji w jednej i drugiej
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populacji. Wyniki oznaczen jondéw siarczkowych za pomocg dwoch proponowanych metod

badawczych nie rdznig si¢ statystycznie istotnie.

3.6.3. Badania wykonane na prébkach z homogenatem tkanki watroby

kurzej
3.6.3.1. Optymalizacja procesu homogenizacji

Opracowane przez ze mnie dwie metody analityczne polegajagce na oznaczaniu jonow
siarczkowych za pomocg soli piryliowych L1 oraz LN1, rowniez wykorzystatam do oznaczenia
stezenia badanego analitu w homogenacie tkanki watroby kurzej. Najpopularniejsza
1 najbardziej praktyczng technikg rozdrabniania probek biologicznych jest homogenizacja, do
swoich badan uzytam homogenizatora Pottera-Elvehjema [138]. Przed oznaczaniem jonow
siarczkowych w materiale biologicznym dobralam jednoczes$nie odpowiednig substancje
chemiczng oraz jej objetos¢ w ktorej byl on homogenizowany. W celu przebiegu reakcji
derywatyzacji z jak najwicksza wydajnoscig. Optymalizacj¢ procesu homogenizacji watroby
kurzej rozpocz¢tam od wody. Na podstawie danych zebranych na Wykresie 27. dla
opracowane] metody z odczynnikiem derywatyzujagcym L1, mozna wnioskowaé, ze
otrzymywatam najwigkszy sygnal analityczny woéwczas, gdy material biologiczny
homogenizowatlam w 12 ml wody. Przeprowadzanie procesu homogenizacji w mniejszej
1 wigkszej ilosci uzytej substancji skutkowalo otrzymywaniem przez ze mnie mniejszego
sygnatu analitycznego. W przypadku drugiej metody na podstawie danych zebranych na
Wykresie 27. wynika fakt, ze homogenizacja watrobki kurzej w 10 ml wody daje najwickszy
sygnal analityczny, zmniejszanie lub zwickszanie jej objetosci powoduje, ze reakcja

derywatyzacji jest mniej wydajna.

89



Czes¢ doswiadczalna

700

600

500

\
)

2001 o ® e
300 § e

200

Pole powierzchni piku [mAU-s]

100 -

O T T T T

5 10 15 20 25
Objetosé wody [ml]

30

~® L3
LN3

Wykres 27. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci wody uzZytej
w procesie homogenizacji tkanki watroby kurzej, n = 3

Nastepnie sprawdzitam jak proces homogenizacji tkanki watroby kurzej w roztworze

wodorotlenku sodu 0 Cn = 1 mol/l, bedzie wptywat na wydajno$¢ reakcji derywatyzacji

oznaczanego analitu za pomoca dwoch uzytych odczynnikow derywatyzujacych L1 oraz LN1.

W przypadku obu metod widzimy, opierajac si¢ na danych zebranych na Wykresie 28., ze

najwicksza warto$¢ sygnatu analitycznego otrzymujemy wtedy, gdy homogenizujemy materiat

biologiczny w 5 ml roztworu wodorotlenku sodu o Cn = 1 mol/l. W obu przypadkach

wykonywanie procesu homogenizacji materiatu biologicznego w objetosci wiekszej niz 5 ml

analizowanego roztworu, powoduje sukcesywne obnizanie sygnatu analitycznego wraz ze

wzrostem jego objetosci.
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Wykres 28. Zaleinosé pola powierzchni pikéw pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci roztworu
wodorotlenku sodu o C, = 1 mol/l uzytej w procesie homogenizacji tkanki wqtroby kurzej, n = 3
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Wykonatam rowniez proces homogenizacji badanego materialu biologicznego jakim byta
tkanka watroby kurzej dla obu opracowywanych metod analitycznych w roztworze buforu
fosforanowego 0 Cm=1-10" mol/l i pH = 8. Zaréwno dla jednej jak i dla drugiej metody mozna
na podstawic wynikOw umieszczonych na Wykresie numer 29. stwierdzi¢, ze najlepiej
homogenizowa¢ watrobe kurza w objetosci 5 ml roztworu buforu fosforanowego
0 Cm = 110" mol/l i pH = 8, co daje najwyzsze uzyskiwane sygnaly analityczne. Dalsze
zwigkszanie objetosci uzytego do do§wiadczenia roztworu skutkuje obnizeniem wydajno$ci

reakcji derywatyzacji siarczkéw za pomocg zwigzku chemicznego L1 oraz LN1.
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Wykres 29. Zaleznos¢ pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci roztworu buforu
fosforanowego 0 Cn = 1:10™ mol/l i pH = 8 uiytej w procesie homogenizacji tkanki watroby kurzej,
n=3

Postanowitam jeszcze sprawdzi¢ jak proces homogenizacji poddanemu analizie
materiatowi biologicznemu w roztworze soli fizjologicznej (0,9% roztwoér chlorku sodu)
wplynie na wydajnos¢ reakcji derywatyzacji. Na podstawie tego eksperymentu mozna
stwierdzi¢, ze dodatek roztworu soli fizjologicznej w zakresie od 5 ml do 12 ml dla metody 1.
oraz od 5 ml do 10 ml dla metody 2., wplywa na uzyskiwany sygnat analityczny dla obu
pochodnych, w takim sposob, iz rosnie on sukcesywnie wraz z zwigkszaniem jego objetosci.
Zaobserwowatam, ze dla metody 1., wykorzystanie 12 ml roztworu soli fizjologicznej do
procesu homogenizacji materiatu biologicznego powoduje uzyskiwanie najwickszego sygnatu
analitycznego, natomiast dalsze zwigkszanie jej objetosci powoduje stopniowe zmniejszanie
si¢ uzyskiwanego sygnatu analitycznego. Dla metody 2. wykorzystanie 10 ml roztworu soli
fizjologicznej do procesu homogenizacji tkanki watroby kurzej daje sygnaly analityczne

o najwickszej wartosci. Wieksze objetosci soli fizjologicznej skutkowaty spadkiem wydajnosci

e
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reakcji derywatyzacji. Porownujgc ze soba wyniki wszystkich eksperymentow dotyczacych
optymalizacji procesu homogenizacji tkanki watroby kurzej. Wysuwa si¢ wniosek, ze najlepiej
homogenizacj¢ przeprowadza¢ w 0,9% roztworze chlorku sodu. Dlatego w dalszym etapie
badan tkanke watroby kurzej homogenizowatam w soli fizjologicznej (12 ml dla metody z L1
oraz 10 ml dla metody z LNI), a nastepnie uzyskany homogenat w objetosci 1 ml
wprowadzalam do badanej mieszaniny reakcyjnej. Wyniki wyzej opisanego eksperymentu

zostaty zaprezentowane na Wykresie nr 30.
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Wykres 30. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci roztworu soli
fizjologicznej uzytej w procesie homogenizacji tkanki watroby kurzej, n = 3

3.6.3.2. Optymalizacja warunkow reakcji derywatyzacji

Przystepujac do iloSciowego oznaczenia jondw siarczkowych w homogenacie kurzej
watroby, w pierwszym etapie dobralam odpowiednig obje¢tos¢ odczynnika derywatyzujacego
L1 oraz LN1 dodawang do mieszaniny reakcyjnej. Eksperyment przeprowadzatam na $wiezej
tkance kurzej watroby, pochodzacej z lokalnego sklepu. Probki przygotowywatam w 3 seriach

pomiarowych. Otrzymane wyniki zaprezentowatam na Wykresie 31.
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Wykres 31. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 od objetosci odczynnika
derywatyzujacego dodawanej do prébek z homogenatem tkanki wqtroby kurzej, n = 3

W zakresie od 350 ul o Cm = 1-10° mol/l do 1500 pl o Cm = 1-102 mol/l dodawanego
odczynnika derywatyzujacego L1 do probek, zaobserwowatam sygnaty analityczne o statych
warto$ciach. Ponizej tego zakresu odnotowatam zdecydowanie mniejsze wartosci sygnatow
analitycznych, pochodzacych od pochodne; L3. W kolejnych etapach doswiadczenia do
mieszaniny reakcyjnej dodawatam 3000 ul roztworu odczynnika derywatyzujacego L1
0 Cmn = 1-10® mol/l. Natomiast dla drugiej opracowywanej metody analitycznej
zaobserwowalam te same zalezno$ci. Zatem zadecydowatam, ze w nastgpnych krokach
eksperymentu rowniez bede wprowadzac do roztworow 3000 ul LN1 o Cm = 110 mol/l.
Zbadatam trwato$¢ zwigzkoéw L3 oaz LN3 w mieszaninach reakcyjnych z homogenatem
watroby kurzej. Trwalo$¢ pochodnych badatam w czterech temperaturach, takich jak: 25°C,
4°C, -20°C oraz -80°C. Badania w temperaturze pokojowej prowadzitam w przedziale
czasowym od 0 do 24 godzin, natomiast w pozostatych temperaturach w zakresie czasowym
od 0 do 3 dni. Tuz przed kazda analizg chromatograficzng doprowadzatam zamrozone roztwory
do temperatury pokojowej. Od momentu zmieszania roztworu siarczku sodu z roztworem
odczynnika derywatyzujacego zaczetam mierzy¢ czas eksperymentu. Na Wykresie od 32. do
34. zaprezentowatam uzyskane wyniki badan. Na podstawie, ktérych mozna wysuna¢ wniosek,
ze zarowno jedna jak i druga pochodna w probce z dodatkiem homogenatu jest trwata we
wszystkich analizowanych temperaturach i przedziatach czasowych. Kolejnym wnioskiem jest

fakt, ze pozostate skladniki matrycy nie wpltywaja na ich trwatos¢. Dzigki czemu obie
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mieszaniny reakcyjne mogg by¢ przechowywane nawet przez kilka godzin w temperaturze
pokojowej zanim zostang poddane analizie chromatograficznej, bez koniecznosci ich

wczesniejszego zamrazania.
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Wykres 32. Zaleznosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 oraz LN3 w probkach z homogenatem
tkanki wqtroby kurzej od czasu w 25°C, n = 3
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Wykres 33. Zalezinosé pola powierzchni pikow pochodnej L3 w préobkach 7 homogenatem tkanki
waqtroby kurzej od czasu w 4°C, -20°C oraz -80°C, n = 3
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Wykres 34. Zaleinosé pola powierzchni pikéw pochodnej LN3 w préobkach z homogenatem tkanki
watroby od czasu w 4°C, -20°C oraz -80°C, n = 3

3.6.3.3. Wyznaczenie zakresu oznaczalnosci metod

Celem wyznaczenia zakresu oznaczalno$ci anionow siarczkowych za pomocg soli
piryliowych i techniki HPLC/DAD, przez trzy nastgpne dni sporzadzatam po 6 serii
pomiarowych, ktore nastepnie poddatam analizie instrumentalnej wykorzystujaca technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczong z detektorem UV/VIS z matryca
fotodiowa. Badania wykonywatam kazdego dnia na nowych seriach roztworow
1 wykorzystywatam do nich jedng i t3 samg watrobe kurzg. Ponizej przedstawilam przyktadowe
chromatogramy (Wykres 35. i 36.) oraz uzyskane wyniki kalibracji metod (Wykres 37. i 38.
oraz Tabela od 23. do 26.). Dzi¢ki metodzie najmniejszych kwadratow wyznaczytam zaleznos¢
pola powierzchni piku L3 oraz LN3 od liczby moli anionu siarczkowego, ktora charakteryzuje
si¢ prostoliniowoscig. W zakresie odpowiednio 20-1500 nmol oraz 10-500 nmol (Wykres 37.
oraz 38.). Zatozytam, ze stezenie zwigzku chemicznego L3 1 LN3 jest identyczne wyj$ciowemu
stezeniu oznaczanego analitu. W Tabeli 23. i 25. umiescitam odchylenie standardowe (SD),
precyzje metody okreslong wzgledem odchylenia standardowego (RSD) oraz odzysk.
Uzyskatam jednocze$nie niskie wartosci RSD oraz wysokie warto$ci odzysku dla jednej
i drugiej metody analitycznej, co wskazuje na fakt, iz opracowane procedury analityczne sa
adekwatne do ilo$ciowego oznaczania jonow siarczkowych. Ponadto w Tabeli 24. i 26.
zaprezentowatam parametry wyznaczonych zaleznosci prostoliniowych: zakres liniowosci,

wspétczynnik nachylenia prostej, wyraz wolny réwnania prostej, wspotczynnik korelacji R?,
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wartos¢ granicy wykrywalnosci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ). LOD 1 LOQ wyznaczytam
eksperymentalnie jako stosunek sygnatu do szumu (S/N). Zalozytam, ze granica
wykrywalnosci (LOD) jest najnizszym stezeniem jonoéw siarczkowych, ktore generuje
powstanie na chromatogramie piku 3-krotnie wyzszego od szuméw linii podstawowej
(S/N = 3). Z kolei za warto$¢ granicy oznaczalnosci (LOQ) przyjetam stgzenie analizowanego
analitu, ktore generuje otrzymanie piku 9-krotnie razy wigkszego niz szumy linii podstawowej
(S/N = 9). Wyniki otrzymane wyzej opisanych parametrow walidacyjnych byty kompatybilne
z wymogami normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 [135] oraz dyrektywa organizacji ICH
[136].
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Walidacja metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
L1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na probkach 7 homogenatem tkanki wqtroby
kurzej - srednia wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Whprowadzona [ Znaleziona liczba moli .
do kolumny | jonu siarczkowego [nmol] Srednia
liczba moli [nmol] SD | RSD | Odzysk
_ Jonu Dziei 1 | Dzien2 | Dzien3 | o, .S | [nmol] | [%] [%0]
siarczkowego | intre-day | up-day | intra-day - *0,95 vn
[nmol]
20 21,8 21,9 219 21,9+0,1 0,03 0,15 109
50 52,9 52,8 52,8 52,9 +0,1 0,05 0,09 106
100 99,7 99,7 99,7 99,7+0 0,01 0,01 100
150 148,2 148,2 148,2 148,2 + 0,1 0,03 0,02 99
300 303,3 303,3 303,3 303,3+0 0,01 0 101
500 4920 4920 4920 4920+ 0 0,01 0 98
750 750,0 750,1 750,1 750,0 £ 0,1 0,04 0,01 100
1500 1502,1 | 1502,1 | 1502,1 | 1502,1 £ 0,1 0,02 0 100

Tabela 23. Statystyczna ocena odtwarzalnosé¢ metody oznaczania jonow siarczkowych
w probkach 7 homogenatem tkanki wqtroby kurzej za pomocq odczynnika derywatyzujacego L1
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz
3. (intra-day) dnia, n =3
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Wykres 37. Wykres zaleinosci pola powierzchni piku pochodnej L3 od wprowadzonej do kolumny
liczby moli jonu siarczkowego (probki z homogenatem tkanki wgtroby kurzej) - srednia wartosé
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3

Parametr prostej wzorcowej Wyznaczona warto$¢ [L3]

Zakres liniowosci [nmol] 20-1500
Wspolczynnik nachylenia prostej 2,0366
Wyraz wolny rownania prostej 214,93
Wspélczynnik korelacji R? 0,9999

Granica wykrywalnos$ci [nmol] 6,2

Granica oznaczalno$ci [nmol] 18,8

Tabela 24. Parametry wyznaczonych zaleinosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow
siarczkowych w probkach 7 homogenatem tkanki wgtroby kurzej za pomocq odczynnika
derywatyzujacego L1 z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartosé¢ z 1. (intre-day),
2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
e
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Walidacja metody oznaczania jonow siarczkowych za pomocq odczynnika derywatyzujgcego
LN1 z wykorzystaniem techniki HPLC/DAD na prébkach 7 homogenatem tkanki wgtroby
kurzej - srednia wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia

Whprowadzona Zr]alezio_na liczba moli
do kolumny jonu S|arczll<owego $rednia
liczba moli Doien []r)]:i]:ﬁ] Doien [nmol] SD | RSD | Odzysk
~Jonu 1 5 3 24 o - S | [nmol] | [%0] [90]
siarczkowego | . . =09 m
[nmol] (intre- | (up- | (intra-
day) day) day)
10 12,8 12,8 12,8 128+0 0,01 | 0,04 128
20 19,9 19,9 19,9 199+0 0,01 | 0,05 99
50 47,1 47,1 47,1 47,1+0,1 0,02 | 0,05 94
100 99,7 99,8 99,8 99,8 +0,1 0,02 | 0,02 100
150 1496 | 1496 | 149,6 149,6 + 0,1 0,03 | 0,02 100
300 301,2 | 301,2 | 301,2 301,2+0 0,02 | 0,01 100
500 499,7 | 499,7 | 499,7 499,7+0 0 0 100

Tabela 25. Statystyczna ocena odtwarzalnosé metody oznaczania jonow siarczkowych
w probkach z homogenatem tkanki waqtroby kurzej za pomocq odczynnika derywatyzujacego LN1
z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartos¢ z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz
3. (intra-day) dnia, n =3
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Wykres 38. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku pochodnej LN3 od wprowadzonej do kolumny
liczby moli jonu siarczkowego (probki 7 homogenatem tkanki wqtroby kurzej) - srednia wartosé¢
z 1. (intre-day), 2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n =3

Parametr prostej wzorcowej Wyznaczona warto$¢ [LN3]
Zakres liniowos$ci [nmol] 10-500
Wspolczynnik nachylenia prostej 2,7705
Wyraz wolny rownania prostej -25,204
Wspélczynnik korelacji R? 0,9999
Granica wykrywalnos$ci [nmol] 3,3
Granica oznaczalnosci [nmol] 9,9

Tabela 25. Parametry wyznaczonych zaleinosci prostoliniowych w metodzie oznaczania jonow
siarczkowych w probkach 7 homogenatem tkanki wgtroby kurzej za pomocq odczynnika
derywatyzujacego L1 z zastosowaniem techniki HPLC/DAD - srednia wartosé z 1. (intre-day),
2. (up-day) oraz 3. (intra-day) dnia, n = 3
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Warto$¢ wspotczynnika kierunkowego (a) z rownania prostej wzorcowej dla obu metod,
uzyskana na podstawie walidacji zarowno probek z homogenatem materiatu biologicznego, jak
I dla probek standardow jest zblizona do siebie. Z tego wzgledu mozna stwierdzi¢, ze w obu
procedurach nie obserwujemy interferencji matrycowej innych sktadnikow mieszaniny
reakcyjnej. Zatem przy ilosciowym oznaczaniu analitu w tkance watroby kurzej zastosowatam

metode prostej wzorcowe;j.

3.6.3.4. Oznaczanie jonow siarczkowych w homogenacie tkanki watroby kurzej

W koncowym etapie catego eksperymentu oznaczytam ilosciowo badany analit
w homogenacie tkanki watroby kurzej. Do badan wykorzystywalam za kazdym razem §wiezy
material biologiczny, ktéry pochodzit od r6znych zrodet. Przez pie¢ kolejnych dni kupowatam
w szes$ciu roznych sklepach watrobg kurza. Stgzenie oznaczanego analitu w analizowanych
probkach wyliczalam z réwnan prostych wzorcowych uzyskanych na podstawie probek
standardow dla pochodnej L3 (y = 2,0247x + 90,175) oraz LN3 (y = 2,7643x - 31,349).

Otrzymane wyniki zaprezentowatam na Wykresie 39. i 40. oraz w Tabeli 27. i 28.
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Wyznaczona warto$¢ [L3]
Znaleziona
liczba moli
Srednza} _ JONOW Stezenie jonow
wartos¢ SlarCZk0wyCh .
Numer pola (metoda sD |Rrsp| Starczkowych
probki | powierzchni prostej | [nmol] | [%] (mvig?)ciio%gjs)tej
[Hf) AII;}J S] WZ[OnFr%OOVI\:/Ie_] ) [umOl/mlhomogenatu]
S
X+ toos- N
1 - - - - -
2 - - - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 275,0 91,3+ 0,9 0,35 | 0,38 9,13-10*
7 - - - - -
8 - - - B _
9 143,6 26,4 +1,0 0,40 | 0,28 2,64-10*
10 - - - - -
11 - - - - -
12 - - - - -
13 176,2 42,5 £0,5 0,20 | 0,11 4,25-10*
14 135,1 22,2+0,9 0,35 | 0,26 2,22-10*
15 - - - - -
16 - - - - -
17 - - - - -
18 - - - - -
19 1845 46,6 £ 0,9 0,35 | 0,19 4,66-10
20 - - - - -
21 - - - - -
22 - - - - -
23 - - - - -
24 - - - - -
25 128,2 18,8 +1,0 0,40 | 0,31 1,88-10*
26 - - - - -
27 189,6 49,1 + 0,9 0,35 | 0,19 4,91-10*
28 201,5 55,0 + 0,6 0,25 | 0,12 5,50-10*
29 - - - - -
30 - - - - -

Tabela 27. Wyniki oraz statystyczna ocena oznaczania steienia jonow siarczkowych
w probkach 7 homogenatem tkanki wagtroby kurzej za pomocq odczynnika derywatyzujacego L1

z zastosowaniem techniki HPLC/DAD (metoda prostej wzorcowej), n = 3
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Wyznaczona wartos$¢ [LN3]
Znaleziona
liczba moli
Sredn{z} _JONOW Stezenie jonow
wartosé siarczkowych siarczkowveh
Numer pola (metoda SD |RSD 9 Wyen
probki | powierzchni prostej [nmol] | [%0] (metoda prostej
piku wzorcowej) WZOrcowej)
[mAU's] [nmol] [umOl/mlhomogenatu]
s
X+ tg95- N
1 - - - - -
2 14,8 16,7 + 0,7 0,32 | 0,18 1,67-10*
3 - - - - -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 221,6 91,5+1,2 9,15-10*
7 - - - - -
8 - - - - -
9 41,1 26,2 + 0,4 0,25 | 0,12 2,62-10"
10 - - - - -
11 - - - - -
12 - - - - -
13 87,2 42,9 +0,5 0,35 [ 0,19 4,29-10*
14 29,2 21,9+13 0,40 | 0,22 2,19-10*
15 3,2 12,5+ 0,7 0,24 | 0,11 1,25-10*
16 - - - - -
17 - - - - -
18 - - - - -
19 97,5 46,6 = 0,2 0,41 | 0,32 4,66-10*
20 - - - - -
21 - - - - -
22 4,9 13,1 +0,8 0,12 | 0,27 1,31-10*
23 2,7 12,3+1,5 0,32 | 0,19 1,23-10%
24 - - - - -
25 19,5 18,4 + 0,6 0,09 [ 0,43 1,84-10*
26 - - - - -
27 105,2 49,4 +0,7 0,45 | 0,67 4,94-10"
28 122,1 55,5+0,7 0,31 [ 0,45 5,55-10*
29 - - - - -
30 8,5 14,4 +0,3 0,06 | 0,12 1,44-10*

Tabela 28. Wyniki oraz statystyczna ocena oznaczania steienia jonow siarczkowych

w probkach 7 homogenatem tkanki wqtroby kurzej pomocq odczynnika derywatyzujacego LN1

z zastosowaniem techniki HPLC/DAD (metoda prostej wzorcowej), n = 3
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Z powyzszych wynikéw wynika fakt, ze stezenie anionu siarczkowego w tkance watroby
kurzej jest cechg indywidualng dla kazdego organizmu, i moze na nig wplywaé wiele
czynnikow. Przypuszczalnie bedzie to korelatywne w duzym stopniu od:
¢ rodzaju spozywanej paszy, lekow i suplementow,
¢ wieku,
¢ sposobu i miejsca prowadzenia hodowli,
¢ stanu zdrowia,
¢ indywidualnych osobniczych predyspozycji zwierzecia,
¢ poziomu stresu itp.
Dla co poniektérych probek, nie udatlo mi si¢ w nich oznaczy¢ pozadanego analitu.
Najwyrazniej wynika to z braku oznaczanych jondéw siarczkowych w badanym materiale
biologicznym, badz granica wykrywalnosci opracowanych procedur analitycznych. Obie
metody mozna bez problemu wykorzysta¢ do ilo§ciowego oznaczania anionéw siarczkowych
w watrobie kurzej, a pozostale sktadniki tej matrycy nie wywotujg efektow interferencyjnych.
Ponadto procedura, w ktoérej wykorzystywatam odczynnik derywatyzujacy LNI i technike
chromatograficzng HPLC/DAD moze postuzy¢ do wyznaczania niskich stezen tego anionu
w badanym materiale biologicznym. Jedna i druga metoda jest bardzo prosta ze wzgledu na to,
ze obie sktadajg si¢ z czterech gléwnych procesdéw, sg nimi: homogenizacja, derywatyzacja
przed kolumnowa, wirowanie i analiza chromatograficzna. Najmniejsze i najwigksze stezenie
analitu, ktére oznaczytam w badanym materiale biologicznym wynosito 1,88-10™
1mol/Mlhomogenatu Oraz 9,13-10™ umol/Mlnomogenatu, dzieki metodzie 1. W przypadku metody 2.,
najmniejsze stezenie aniondw siarczkowych wyniosto 1,23-10™* pmol/mIhomogenatu, a najwieksze
ich stezenie byto rowne 9,15-10™ umol/mlnomogenatu.

Ponizej w Tabeli 29. zestawitam warto$ci parametrow statystyki opisowej, ktore zostaty
obliczone na podstawie wynikOw oznaczania stg¢zenia jonow siarczkowych w homogenacie

tkanki watroby kurzej za pomocg dwdch proponowanych procedur badawczych.
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Wyniki statystyki opisowej

Metoda z oo!czynnlklem L1 LNL
derywatyzujacym
Liczba probek 8 13
Srednia = 4,40-10 3,24-10*
Mediana 4,46-10* 2,19-10*
Minimum L umol/min t 1,88-10* 1,23-10*
Maksimum # omogenaty 9.13-10° 9,15-10°
Odchylenie 23310 2,37-10"
standardowe |
Skosnos¢ 1,13 1,42
Kurtoza 1,74 1,92
Tabela 29. Wyniki statystyki opisowej dla metody analitycznej z odczynnikiem derywatyzujgcym
L1 oraz LN1

Za pomocg jednostronnego testu F (test Fishera-Snedecora) zweryfikowatam hipoteze
o rownosci wariancji w dwoch populacjach (wyniki ilo§ciowego oznaczania st¢zenia jonow
siarczkowych w watrobie kurzej za pomocg odczynnika derywatyzujacego L1 oraz LNI).
Przyjmujac poziom istotnosci oo = 0,05 - postawitam hipotez¢ zerowa Ho (wariancje w obu
populacjach sg sobie rowne) oraz hipoteze¢ alternatywng Hi (wariancje w obu populacjach nie

sa sobie rowne). Wyniki testu F przedstawitam w Tabeli 30.

Wyniki testu F
Metoda z oo!czynnlklem L1 LNL
derywatyzujacym
Sred_nia _ } smol/Mihomogenaty 4,40-10" 3,24:10*
Wariancja 545108 5,60-108
Obserwacje 8 13
df 7 12
F 0,97
P(F<=f) jednostronny 0,51
Test F jednostronny 0,28

Tabela 30. Wyniki testu F dla metody analitycznej z odczynnikiem derywatyzujgcym L1 oraz LN1

Wyznaczona warto$¢ empiryczna statystyki F z Tabeli 30. wynosi 0,97. Natomiast z tablic
rozktadu F dla a = 0,05 oraz stopni swobody (df) 7 1 12, warto$¢ krytyczna jednostronna
F wynosi 2,91. Wigc wartos¢ statystyki F jest mniejsza niz warto$¢ krytyczna jednostronna F.
Dlatego nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej o réwno$ci wariancji w obu
populacjach. Zatem jest speilnione zatozenie jednorodnosci wariancji w jednej 1 drugiej
populacji. Wyniki oznaczen jonéw siarczkowych za pomocg dwoch proponowanych metod

badawczych nie rdznig si¢ statystycznie istotnie.
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3.7. Podsumowanie oraz wnioskKi

Przeprowadzone przeze mnie prace eksperymentalne skoncentrowane byly na
wykorzystaniu soli piryliowych do oznaczania jonéw siarczkowych w wybranych matrycach
biologicznych z zastosowaniem techniki HPLC/DAD. W ramach realizowanego tematu oraz
postawionego celu przeprowadzitam szereg badan, ktorych wynikiem byto zoptymalizowanie
warunkéw chromatograficznych oraz warunkéw przebiegu reakcji derywatyzacji dla
odczynnikow derywatyzujacych L1 oraz LNI1. Opracowalam réwniez analityczne metody
oznaczania badanych zwigzkéw oraz przeprowadzilam walidacje opracowanych procedur,
ktére zastosowatam do oznaczania tych zwigzkow w r6znych materiatach biologicznych, takich
jak: probki ludzki mocz oraz homogenat watroby kurze;.

Do glownych etapéw zrealizowanych w czeSci doswiadczalnej W niniejszej rozprawie
doktorskiej naleza:

¢ Optymalizacja warunkéw chromatograficznych dla obu metod analitycznych.

¢ Optymalizacja warunkow reakcji derywatyzacji jonow siarczkowych za pomoca soli

piryliowych: wodorosiarczanu(V1) 2,4,6-trifenylopirylu (L1) oraz chloranu(VII) 4-[p-

(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu (LN1).

¢ Walidacja metod oznaczania anionéw siarczkowych za pomoca odczynnika

derywatyzujacego L1 i LN1 na probkach standardéw oraz probkach z dodatkiem ludzkiego

moczu i homogenatu tkanki watroby kurze;j.

¢ Oznaczanie stgzenia jonow siarczkowych w badanym materiale biologicznym za

pomoca techniki HPLC/DAD z zastosowaniem dwdch odczynnikéw derywatyzujacych L1

oraz LNL1.

¢ Optymalizacja warunkow procesu homogenizacji tkanki watroby kurzej, w celu

intensyfikacji wydajnosci reakcji derywatyzacji badanego analitu przy pomocy zwigzku

L1 oraz LN3.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze:

¢ Sole piryliowe L1 oraz LNI1 sa specyficznymi odczynnikami derywatyzujacymi, ktore

z powodzeniem wykorzystatam do oznaczania jonow siarczkowych z zastosowaniem

techniki HPLC/DAD.

¢ Pod wptywem powstania pochodnej L3 mieszanina reakcyjna zabarwia si¢ na kolor

ciemnozo6tty, natomiast powstaniu pochodnej LN3 towarzyszy pojawienie sig¢

ciemnoniebieskiego zabarwienia analizowanego roztworu.
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¢ Odczynniki derywatyzujace L1 oraz LN1 reaguja z badanym analitem w $rodowisku
zasadowym buforu TRIS.

¢ Duzy wplyw na przebieg reakcji L1 oraz LN1 z jonami siarczkowymi ma obecnos¢
acetonitrylu oraz 70% kwasu chlorowego(VII), a optymalna obj¢to$¢ tych zwigzkow
chemicznych zapewnia wysoka wydajno$¢ reakcji derywatyzacji.

¢ Optymalne warunki chromatograficzne dla rozdzielenia pochodnych L3 oraz LN3 od
nadmiaru odczynnikéw derywatyzujacych L1 oraz LN1 z zastosowaniem techniki
HPLC/DAD osiagn¢tam stosujac odwrocony uktad faz.

¢ Na proces chromatograficznego rozdzielenia pochodnych L3 oraz LN3 od nadmiaru
odczynnikow derywatyzujacych L1 oraz LN1 wplywa stezenie oraz pH buforu
fosforanowego w fazie ruchomej.

¢ Niewatpliwie jedng z wielu cech dobrej analizy jest jej czas, ktory nie moze przekroczy¢
10 min. Uzyskane czasy retencji dla badanych zwiazkéw nie przekraczaja wymaganego
czasu, i wynosza odpowiednio: L1 - 7,3 min, L3 - 8,4 min, LN1 - 4,6 min, LN3 - 5,0 min
(probki standardow).

¢ Wystepujace zjawisko przesunigcia batochromowego (maksimum absorpcji pochodne;j
przesunig¢te w stosunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych), umozliwia
stosowanie duzych nadmiarow odczynnika derywatyzujacego w stosunku do analitu, dla
obu metod analitycznych.

¢ Prowadzilam proces homogenizacji tkanki watroby kurzej w roztworze soli
fizjologicznej oraz w niskiej temperaturze, poprzez umieszczenie falkonu z calg jego
zawartoscig w tazni lodowej. W wyniku czego otrzymywalam najwigkszg wydajnosé
reakcji derywatyzacji.

¢ Obie pochodne we wszystkich analizowanych temperaturach, przedzialach czasowych
oraz rodzajach probek sg trwale. W zwigzku tym mieszaniny reakcyjne mogg byc¢
przechowywane nawet przez kilka godzin w temperaturze pokojowej zanim zostang
poddane analizie chromatograficznej, bez koniecznosci ich wezesniejszego zamrazania.

¢ Opracowane metody chromatograficznego oznaczania jonow siarczkowych poddatam
walidacji, a nastgpnie z powodzeniem zastosowalam do okre$lenia st¢zenia tych jonow
w moczu czlowieka oraz homogenacie watroby kurze;.

¢ Opracowalam czula metode oznaczania jondw siarczkowych z wykorzystaniem

odczynnika derywatyzujacego LN1 oraz techniki HPLC/DAD, ktorg wykorzystatam do
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oznaczania niskiego st¢zenia tego analitu w probkach ludzkiego moczu oraz homogenacie
watroby kurze;j.
¢ Wyniki oznaczen jonow siarczkowych za pomocg dwoch proponowanych metod nie
rdznig si¢ statystycznie istotnie.
¢ Zaobserwowalam, ze pozostate sktadniki badanych matryc nie powoduja efektow
interferencyjnych.
¢ Stezenie jondéw siarczkowych w ludzkim moczu oraz watrobie Kurzej jest cechg
osobniczg, ktora najprawdopodobniej moze zaleze¢ od wielu czynnikow, u cztowieka od
takich jak: stosowana dieta, aktywno$¢ fizyczna, zazywane leki czy suplementy, plci,
wieku, miejsca i rodzaju pracy, trybu zycia, jakosci wdychanego powietrza, poziomu
stresu, indywidualnych predyspozycji organizmu itp. Natomiast u kury czynniki takie jak:
rodzaj spozywanej paszy, wiek, sposob oraz miejsce hodowli, indywidualne predyspozycje
organizmu itp., by¢ moze wplywaja na zawarto$¢ tych jonow w jej watrobie.
¢ Opracowane metody analityczne posiadaja charakter rutynowy ze wzgledu na sposob
przygotowania mieszaniny reakcyjnej do analizy chromatograficznej oraz ilosciowe
oznaczenie badanego analitu.
¢ Analize statystyczng przeprowadzitam za pomoca testu t-Studenta, testu F (przy
poziomie istotnosci a < 0,05) oraz statystyki opisowej. Za pomoca programu Excel
uzyskatam wyniki walidacji obu metod oraz pozostatych wartosci analitycznych.
¢ Na podstawie przeprowadzonej walidacji dla metody 1. i metody 2., mozna stwierdzic,
ze obie wykazuja liniowo§¢ w zakresie stgzen odpowiednio dla kazdej z nich 20-1500
nmol/l i 10-500 nmol/l.
¢ Opracowane metody analityczne mogg postuzy¢ do pomiaru stezenia siarkowodoru lub
niebezpiecznych siarczkéw (posta¢ jondéw siarczkowych) w materiale biologicznym.
W celu oceny przewlektego narazenia, potwierdzenia szybkiej diagnozy ostrego zatrucia
oraz stwierdzenia przyczyny $mierci tymi zwigzkami chemicznymi. Stwierdzenie zgonu
spowodowanego siarkowodorem wyklucza ewentualng hipoksemie (niedobor tlenu we
krwi w stosunku do zapotrzebowania). Wigc obie metody z powodzeniem mogg postuzy¢
do rutynowych ekspertyz, opiniodawstwa toksykologicznego, sadowego oraz lekarskiego,

co nadaje im praktycznego charakteru.
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Anion siarczkowy wystepuje pod wieloma formami powszechnie w $rodowisku
naturalnym, m.in. odnajdziemy go w powietrzu, wodzie, glebie, materii organicznej i skatach.
Znalazt zastosowanie w wielu dziedzinach zycia cztowieka, na przyklad produkcja
kosmetykow, barwnikow, sSrodkow czystosci, synteza kwasu siarkowego(VI) oraz wyprawianie
skor. Jon ten oprocz swoich zalet posiada istotng wade, jaka jest toksycznos¢ (zalezna od
stezenia) niebezpieczna dla zycia i zdrowia wszystkich organizmow zywych. Stezenie powyzej
100 mg/m? prowadzi do porazenia nerwu wechowego, natomiast stezenie powyzej 1000 mg/m?3
powoduje $mier¢, dlatego jon siarczkowy jest tak wazng tematyka w chemii analityczne;.
W zwiazku z tym na przestrzeni lat opracowano 1 ulepszono wiele procedur opierajacych si¢ na
spektrofotometrii, elektrochemii, chromatografii oraz ich pokrewnych odmian pozwalajacych
na wykrywanie i oznaczanie tego anionu.

Oznaczany analit ze wzgledu na swoje wiasciwosci fizykochemiczne takie jak: duza
tendencja do utleniania, bezbarwnos$¢ oraz niska trwato$¢ zostat poddany reakcji derywatyzacji.
Reaguje z odczynnikami derywatyzujacymi: wodorosiarczanem(V1) 2,4,6-trifenylopirylu (L1)
oraz chloranem(VI1) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu (LN1), sa to sole
piryliowe. W wyniku tego powstaja pochodne L3 i LN3 o znacznie korzystniejszych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych. Zmiana zabarwienia mieszanin reakcyjnych $wiadczy
o powstaniu pozadanych pochodnych, na ciemnozoélte i ciemnoniebieskie - odpowiednio dla L3
i LN3. Wyzej wspomniane sole piryliowe w zoptymalizowanych warunkach reakcji
derywatyzacji s3 selektywne wzgledem anionu siarczkowego. Opisywana reakcja
derywatyzacji przebiega dwuetapowo, w pierwszym etapie powstaje produkt posredni. W celu
jego cyklizacji 1 aromatyzacji nalezalo dobra¢ odpowiedni kwas oraz jego objetos¢.

Na podstawie tych informacji opracowano dwie metody analityczne pozwalajagce na
oznaczenie badanego analitu w wybranych matrycach biologicznych (ludzki mocz i watroba
kurza) za pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczong z detektorem
UV/VIS z matrycg fotodiodowg. W tym celu dobrano odpowiednie dtugosci fal dla zwigzku
chemicznego L1, L3, LN1 i LN3, zoptymalizowano warunki chromatograficzne, warunki
reakcji derywatyzacji, warunki procesu homogenizacji w przypadku badan nad tkanka watroby
kurzej, przeprowadzono walidacj¢ na probkach standardéw i préobkach z materialem
biologicznym oraz oznaczono analizowany analit w ludzkim moczu oraz watrobie kurze;.
Opracowane metody sa czute, na co dowodem sg otrzymane wartosci granicy wykrywalnos$ci
(metoda 2. odznacza si¢ nizszg czutoscig niz metoda 1). Ponadto metody charakteryzuje takze,
powtarzalno$¢ oraz precyzja, co potwierdzaja statystycznie opracowane wyniki. Warto$ci

analizowanych parametréw walidacyjnych byly analogiczne z wymogami normy PN-EN

e
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ISO/IEC 17025:2018-02 oraz wytycznymi organizacji ICH. Stworzone procedury analityczne
charakteryzuja si¢ rowniez rutynowoscia, ze wzgledu na sposoéb przygotowania mieszaniny
reakcyjnej do badan chromatograficznych oraz ilosciowe o0znaczenie badanego analitu. Ze
wzgledu na ich czuto$¢é, mozna z powodzeniem wykorzystywaé je do okreslenia niskiego
stezenia oznaczanego analitu w badanych matrycach biologicznych, a ich pozostate sktadniki
nie powodujg interferencji matrycowych. Potencjalem obu metod jest ich aspekt praktyczny,
z powodzeniem znajda praktyczne zastosowanie w rutynowych ekspertyzach, opiniodawstwie
sgdowym, toksykologicznym oraz lekarskim.

Stezenie aniondéw siarczkowych w ludzkim moczu oraz watrobie Kkurzej jest
zdecydowanie cechg indywidualng, ktéra najprawdopodobniej zalezy od wielu czynnikow,
u czlowieka od stosowanej diety, aktywnosci fizycznej, zazywanych lekow czy suplementow,
ptci, wieku, miejsca i rodzaju pracy, trybu zycia, jakosci wdychanego powietrza, stanu zdrowia
organizmu indywidualnych predyspozycji organizmu itp. Natomiast u kury od rodzaju
spozywanej paszy, wieku, sposobu oraz miejsca hodowli, indywidualnych predyspozycje

organizmu oraz od jego stanu zdrowia itp.
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Abstract

Sulfide anion occurs in many forms commonly in the natural environment. We find it in
air, water, soil, organic matter and rocks. It is used in many areas of human life, for example,
the production of cosmetics, dyes, cleaning agents, synthesis of sulfuric(VI) acid and leather
dressing. This ion, apart from its advantages, has a significant disadvantage, which is toxicity
(depending on concentration) dangerous to the life and health of all living organisms. The
concentration above 100 mg/m® leads to paralysis of the olfactory nerve, while the
concentration above 1000 g/m? causes death, which is why the sulfide ion is such an important
topic in analytical chemistry. Therefore, over the years, many procedures have been developed
and improved based on spectrophotometry, electrochemistry, chromatography and their related
variations allowing the detection and determination of this anion.

The analyzed analyte, due to its physicochemical properties, such as: high tendency to
oxidation, colorlessness and low stability, was subjected to a derivatization reaction. It reacts
with derivatizing reagents: 2,4,6-triphenylpyrylium hydrogensulfate(\V1) (L1) and 4-[p-(N,N-
dimethylamino)phenyl]-2,6-diphenylpyrylium chlorate(\VI1) (LN1). As a result, L3 and LN3
derivatives with more favorable physicochemical properties were are formed. The color change
of the reaction mixtures indicated the formation of the desired derivatives to dark yellow and
dark blue for L3 and LN3, respectively. The aforementioned pyrylium salts are selective for the
sulfide anion under the optimized derivatization reaction conditions discussed above. The
described derivatization reaction takes place in two stages, in the first stage an intermediate
product is formed. In order to cyclize and aromatize it, the appropriate acid and its volume had
to be selected.

Based on this information, two methods of analysis and analysis were developed for the
determination of the analyte under study in selected male matrices (human urine and chicken
liver) using the technique of high-performance liquid chromatography when switched on with
a UV/VIS detector with a photodiode array. For this purpose, the appropriate wavelengths were
selected for the chemical compound L1, L3, LN1 and LN3, the chromatographic conditions,
the conditions of the derivatization reaction, the conditions of the homogenization process in
the case of studies on chicken liver tissue were optimized, validation was carried out on standard
samples and samples with biological material, and the analyzed analyte in human urine and
chicken liver. The developed methods are sensitive, as evidenced by the values of the limit of
detection obtained (method 2. is less sensitive than method 1.). In addition, the methods are
also characterized by repeatability and precision, which is confirmed by statistically developed

results. The values of the analyzed validation parameters were analogous to the requirements
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of the PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 standard and the guidelines of the ICH organization.
The analytical procedures developed are also routine, due to the method of preparing the
reaction mixture for chromatographic tests and the quantitative determination of the analyte
being tested. Due to their sensitivity, they can be successfully used to determine the low
concentration of the analyte in the tested biological matrices, and their other components do not
cause matrix interference. The potential of both methods lies in their practical aspect, they will
successfully find practical application in routine expert opinions, forensic, toxicological and
medical opinions.

The concentration of sulfide anions in human urine and chicken liver is definitely an
individual feature, which most likely depends on many factors, in humans on the diet, physical
activity, medications or supplements taken, sex, age, place and type of work, lifestyle, quality
of inhaled air, the state of health of the organism, individual predispositions of the organism.
In a liver, however, on the type of feed, age, method and place of breeding, individual

predispositions of the organism and its health condition.
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Wykaz skrotow

Cnm - stezenie molowe

HPLC/DAD - wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z detektorem
UV/VIS z matrycg fotodiodowa

L1 - wodorosiarczan(VI1) 2,4,6-trifenylopirylu

L2 - produkt posredni reakcji zwigzku chemicznego L1 z anionem siarczkowym
L3 - wodorosiarczan(VI1) 2,4,6-trifenylotiopirylu

LN1 - chloran(V1I) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylopirylu

LN2 - produkt posredni reakcji zwigzku chemicznego LN1 z anionem siarczkowym
LN3 - chloran(V11) 4-[p-(N,N-dimetyloamino)fenylo]-2,6-difenylotiopirylu
TLC - chromatografia cienkowarstwowa

TRIS - tris(hydroksymetylo)aminometan

MALDI/MS - laserowa desorpcja i jonizacja probki wspomagana matryca potagczong
ze spektrometrig masowa

FLD - detektor fluorescencyjny

CD - detektor konduktometryczny z supresja jonow

LC-MS - detektor tandemowy spektrometrii mas

RID - detektor refraktometryczny

FTIR - detektor radiometryczny

NMR - detektor polarymetryczny

H>S - kwas siarkowodorowy

HS- - anion wodorosiarczkowy

S% - anion siarczkowy

ASA - aspiryna

ACS-14 - pochodna aspiryny czyli ester kwasu 2-acetyloksybenzenowego
4-(3-tiokso-3H-1,2-ditiol-5-yl)fenylu

ATB-346 - pochodna naproksenu czyli ester kwasu
2-(6-metoksynaftaleno-2-yl)propanowego 4-tiokarbamoylfenylu

ACS-48 - pochodna lewodopaminy czyli

kwas 4-(3-tiokso-3H-1,2-ditiol-4-yl)benzenowy

ACS-50 - pochodna lewodopaminy czyli

kwas [2-metoksy-4-(3-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-yl)-fenoksy]octowy

ACS-5 - pochodna lewodopaminy czyli kwas 1,3-ditiole-2-tiokso-4-karboksylowy
ACS-81 - pochodna lewodopaminy czyli

kwas 3-(prop-2-en-1-yldisulfanyl)propanowy

ATB-429 - pochodna mesalazyny czyli

ester kwasu 5-amino-2-hydroksybenzoesowego 4-(5-tiokso-5H-[1,2]ditiol-3yl)-fenylu
GYY4137 - pochodna morfoliny czyli

fosforoditionian morfolino-4-ium-4-metoksyfenylu(morfolina).

CBS - p-syntaza cystationinowa

CSE - y-liaza cystationinowa

3MST - transferaza siarkowa 3-merkaptopirogranianu

CAT - aminotransferaza cysteinowa

GSH - zredukowany glutation

TST - siarkotransferaza tiosiarczanowa (rodanaza)
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Wykaz skrétow

¢ ppb - specjalna jednostka w analizie §ladowej do wyrazania stezen sktadnikow danej
substancji w roztworze, liczba czastek na miliard (107°)

¢ - zwigzek chemiczny zsyntezowany i zidentyfikowany w Katedrze Chemii
Organicznej i Stosowanej Uniwersytetu L.odzkiego

¢ "-$wieza woda dejonizowana i odgazowana za pomoca myjki ultradzwigkowej

Skroty uzywane w ocenie statystycznej wynikow:

X - $rednia arytmetyczna

n - liczba pomiaréw

s - odchylenie standardowe

t - rozktad t-Studenta dla o = 95%

SD - odchylenie standardowe

RSD - precyzja metody okreslona wzgledem odchylenia standardowego
LOD - granica wykrywalno$ci

LOQ - granica oznaczalnosci

df - stopien swobody

a - poziom istotnosci

® & & O O 6 6 o 0 o
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