Chem. Listy 703, 183 (2009)

Nesvddéjme nic na elektronicky vék

Kdyz mé onehdy pozddal Séfredaktor Chemickych
Listit o napsani uvodniku (,,to Vis, je nas gramotnych ma-
lo:-)) 1), nic jsem neslibil, ale zacal jsem o tom troSku
premyslet. Zanedlouho prinesl namét zZivot sam.

Co se stalo — Lidové noviny (LN) zverejiiovaly
v poslednim lednovém tydnu srovnavaci zebricky vysoko-
Skolskych fakult, pod ndzvem Unikdtni projekt LN po ctvr-
té. Zpracovatelé dat, coz LN samoziejmé nejsou, se dopus-
tili fatalni chyby, velmi poskozujici fakulty VSCHT Praha
i nékteré dalsi. Ta je ziejma z nasledujiciho ,, dopisu ctend-
re", kterym jsem na clanek reagoval a ktery jsem do LN
zaslal 28. ledna se zadosti o jeho uverejnéni:

Unikatni projekt LN je opravdu unikdtni

Spolecnost SC&C, letos dokonce ve spolupraci
s firmou SCIO uskutecnila jiz ctvrty pokus o vytvoreni
zebricku vysokych Skol na zdkladé riiznych kriterii. Dalo
by se Fici — zasluzna cinnost — pokud by ovsem byla udéla-
na spravné a korektné. Ze tomu tak neni, je na prvni po-
hled patrné napr. z tabulky Zebiicek podle citaci a publi-
kaci v kategorii skol Chemicko-technologickych verejnych
(LN 27.1.), a to v kolonce Publikace za 10 let. Podobné
nesmysiné udaje jsou pochopitelné v souvisejicich sloup-
cich, zde to ovSem jiZ neni patrné ,,na prvni pohled“.

Jak mohou uniknout zpracovateliim dat do oci bijici
nizkd cisla u vSech fakult Vysoké Skoly chemicko-
technologické v Praze, kterd je, jak znamo z jinych prii-
zkumii, v publikacni cinnosti jasnou jednickou mezi Cesky-
mi vysokymi Skolami? Pokud pripustime, Ze neslo o zly
umysl, jde o jasnou nekompetentnost autorii zverejnéného
prizkumu. Ta ostatné vyplyva z uverejnené metodiky. Za-
calo se spravné — vychodiskem byla svétova databdze pub-
likaci — ISI Web of Knowledge a ne slovutna ceska databa-
ze RIV, obsahujici fadu ,, balastu* a existujici hlavné pro
ty autory, kteri se ve svétovych databazich jaksi nemohou
nalézt. ,, Vyrazeny byly publikace, které nebylo mozné na
detail fakulty zaradit, napv. obsahovaly jen ndzev univerzi-
ty.... " docitame se ve zverejnéné metodice. Nebylo auto-
riim prizkumu divné, Ze v pripadé VSCHT vyrazuji vétsinu
zde vytvorenych publikaci jen proto, ze na nich neni uve-
den ndzev fakulty, ale ,jen” ndzev vysoké Skoly
a prislusného ustavu, tak jak je to ve svété zcela bézné?
Kdyby si dali tu praci, nezbytnou pro seriozni vysledek
prizkumu, mohli vyuzit zminénou databazi RIV
k dohledani fakult k vyrazenym publikacim. Ta by tak byla
zas jednou rozumné vyuzita a verejnost by byla informova-
na seriozné. Unikatni projekt LN lIze prenést do sportovni-
ho sveéta priblizenim: ,,...vyhodnotili jsme vysledky Olym-
pijskych her. Medailova mista jsme do vyhodnoceni neza-
hrnuli 1
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Uvodnik

Pro ctendre LN jesté doveétek:

Autor prispévku je profesorem Fakulty chemické tech-
nologie VSCHT Praha a jejim byvalym dékanem, sam je
ve sledovaném obdobi autorem mnoha desitek publikact
v impaktovanych casopisech, uverejnénych v databadzi ISI
Web of Knowledge.

Asi nespravné jsem se domnival, Ze dopis v zadném
pripadé neposkozuje LN (to rozhodné nebylo mym umys-
lem), dava jim naopak Sanci reagovat rychle i s tim, Ze se
redakce s jeho obsahem neztotozni a ziskad tak cas na pri-
pravu rozboru a jeho ndsledné zverejnéni. Odpovéd na
sebe nenechala dlouho cekat: ,,Uz jsem mluvila s doc.
Starikem a pisu o tom v pristim Diari R. Kvackové. Zdravi
Kvackova (ktera jinak nema s Zebricky nic spolecného).

Nic vic, nic min, nékdo nestoji nekomu ani za oslove-
ni. Bez ohledu na formu odpovédi, tu necht ctenar laskavé
posoudi sam, jsem se tésil na to, jak LN uvedou vse na
spravnou miru a Alma Mater bude ocisténa. Bohuzel jsem
se nedockal. V LN 2.2. se v Didri Radky Kvackové pod
nazvem ,, Dvorského déti a LiSkovy Zidle” vzadu krcéi na-
sledujici text :

,Ad Zebricky: Prazska vysokd Skola chemicko-
technologicka, ktera kralovala na vrcholu tak zvaného
Bergerova zZebricku kvality ceskych vysokych $kol z hledis-
ka védecké publikacni cinnosti, se v zebricku spolecnosti
SC&C (minuly tyden prinesly LN) ocitla az za Univerzitou
Pardubice, VUT Brno a Univerzitou T. Bati Zlin. Podle
Jejiho prorektora Jana Staiika prisli ucitelé VSCHT o osm-
desdt procent citaci v prestiznich casopisech prosté tim, Ze
vetsinou uvadeji na védecké prace vedle svych jmen jen
anglicky preklad nazvu Skoly, nikoli az fakult. Ty jsou na
VSCHT totiz velmi tizce propojené. Zebricek SC&C pFitom
hledal v databazich podle fakult. To je slabd stranka elek-
tronického véku. Pocitac pracuje jen s tim, co mu zaddte.
Doslova a bez Sirsiho uvazeni. *

Co zavérem? Za Spatnou praci statistikii, novinari
a vlastné kohokoli rozhodné nemohou pocitace! Méjme to
na paméti sami, vStepujme to studentiim! Nadpis pouzity
pro zminény Clanek je jisté pro ctendie atraktivnéjsi, nez
néjaké uvadeni statistickych udajii na spravnou miru.
Dodejme, ze pro ctenare bulvdrniho tisku a verme, Ze se
Jjim LN pres tuto epizodu nestanou! Tém, kteri se snaZzi,
aby ceské vysoké Skolstvi za néco stdlo, je totiz plastovy
nabytek v kancelari pana ministra naprosto ukradeny.....
A omluva poskozenym? Copak se to dneska nosi?!

Libor Cerveny
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Mam pocit, ze bychom se spiSe méli ptat, jaké jsou
perspektivy prirodnich véd ¢i dokonce védy viibec. Co nuti
nekteré lidi, aby badali, aby se ptali po piivodu nebo pfici-
nach véci a jevi? Je to v podstaté neukojitelna zvédavost
¢i (v lepSim smyslu) zvidavost, kterd se vine celymi lid-
skymi déjinami jiz od Adama a Evy, a kterou nam krasné
vylicil J. W. Goethe ve svém Faustovi. Zatimco vSak Faust
ve svém prologu dochazi k trpkému zavéru ,,Je nemozné
bychom cokoliv znali — tim hofem se mi srdce spali!®,
moderni Clovek si na to fekne ,,Snad, ale je mozné, aby-
chom stale a netinavné badali!“ Kazdy ma svou pravdu.
Na v&dé¢ je také krasné to, ze (jak zpivali V+W) ,Nikdo
nikdy nic nemé mit za definitivni!“ A tfebaze s kazdym
pokrokem védy se nam obzor stdle vice rozSifuje a tim
ovSem i vzdaluje, neodradi nés to od dalsiho badani. To
miZze u védcl vést az k posedlosti.

Skvely je bonmot vyznamného amerického astronoma
Edwina P. Hubblea u pfileZitosti uvedeni do provozu obii-
ho dalekohledu s primérem zrcadla pét metrd na Mount
Palomaru v Kalifornii (1948). Na otazku novinafu ,,co
ocekavate, ze naleznete pomoci pétimetrového dalekohle-
du?* vyjmul z Gst svou oblibenou dymku a pravil lakonic-
ky ,,Doufame, ze nalezneme néco, co jsme neocekavali®.
(Hubble byl znamy svym objevem zavislosti inikové rych-
losti hvézd a mlhovin na vzdalenosti, ktera vedla k modelu
rozpinajiciho se vesmiru.) Pfirozené by nemélo smyslu
ptit se po navratnosti obrovské financ¢ni investice.
V podobnych piipadech jde spise o védeckou resp. moralni
prestiz naroda. Zaroven se nazorné ukazuje, co zmuze
zvidavost nadanych jedincti, kdyZ ziskaji pro své myslen-
ky bohaté sponzory. Ze tu je vzdycky riziko, Ze mecenasi
poskytnou své penize na podporu védeckych projekti,
které se po Case ukazi jako neplodné ¢i dokonce neseridz-
ni, to je pochopitelné, je v tom nevypocitatelny lidsky fak-
tor. Osobné jsem piesvédcen, ze védecka prace je podmi-
néna entusiasmem, pili a poctivosti védé oddanych lidi,
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ktefi prosté délaji to, co je bavi; a jak vime, mohou se pfi-
tom i mylit. Absolventii vysokych §kol s témito tak potieb-
nymi vlastnostmi je pomérné¢ dost. Na zivotnim piib&hu
jednoho z nich si ukaZeme, jak asi mohou vypadat zazitky
elektrochemika.

Pana Peska zaujala chemie béhem studii na realném
gymnaziu. Fascinovala ho moznost sledovat ptemény jed-
né hmoty ve druhou. Dodate¢né si oblibil i fyziku a mate-
matiku. Profesorka chemie posléze doporudila jeho otci,
aby syn Sel studovat na univerzitu. Pfihlasil se tedy na
prirodovédeckou (tehdy matematicko-fyzikalni) fakultu.
Clen piijimaci komise, ktery byl fyzik, se ho zeptal, co by
ho nejvice zajimalo. Mladik odvétil, ze elektrochemie. (Jiz
dfive dé€lal doma pokusy s elektrolyzou a s galvanickymi
¢lanky.) Examinator se mu to snazil rozmluvit, ze to neni
prili§ zajimavé, zabyvat se baterkami. PeSek vSak trval na
svém, aniz tusil, co se na n¢j chysta, Ze uz je rozhodnuto.
Psal se rok 1949 bolSevické totality, prof. Heyrovsky mél
na Albertové pouze skromnou laboratof, na kazdého se
délaly kadrové posudky, které rozhodovaly o pfijeti do
zaméstnani, a nic nebylo jisté.

Asi po mésici pfiSel poStou posudek prijimaci komise.
Prihlasku do studia zamitli pro ,,podprimérné znalosti
obecné, malo uspokojivé znalosti ze zvolenych studijnich
oborti, a zaporny posudek maturitni komise“. PeSkova
smila byla mimo jiné v tom, ze byl ,,burzoazniho ptivo-
du®“. Ted $lo o vSechno. Hledala se pomoc, napsalo se
odvolani. Nakonec ho pfece jen pfijali. Brzy byly jeho
znalosti a schopnosti rozpoznany a ocenény — velkou Cast
probirané latky znal uz pfedem. Kdyz se v patém semestru
specializoval na fyzikalni chemii, zapsal si pfednasky prof.
Brdicky a Heyrovského. V sedmém semestru zacal délat
diplomovou praci na téma polarografie vanadu a kon-
cem osmého semestru mu prof. Heyrovsky nabidl misto ve
svém novém ustavu. Cesta byla volna — mél zelenou!

Ted mél Pesek ukazat, co v ném vézi. A¢ se fika, ze
kazdy zacatek je tézky, mladym lidem to tak nepfipada.
Jeho vedouci mu dal za ukol stanovit pilvinovy potencial
zinku extrapolovany na nulovou iontovou silu s pfesnosti
na jeden milivolt. Bylo tedy nutno méfit polarografické
vlny bod po bodu a zapisovat na milimetrovy papir
s presnosti na pil mm (coz odpovidalo 1 mV), polarograf
se musel nékolikrat denn¢ kalibrovat pomoci normélniho
Westonova clanku a kazdé méfeni se muselo opakovat.
Prace s koncentracnimi zavislostmi na chlore¢nanu a ion-
tech zinku zabrala nékolik mésicii a byla z toho publikace.
Pfesné méteni Peska bavilo. Kdyz mu vSak napadlo méfit
zavislost ptlvinového potencialu E,, na pritokové rych-
losti m rtuti v kapilafe, zjistil nesouhlas s pfesnou teorii
Kouteckého. Posun Ej, srostoucim m k positivnéjsim
potenciallim byl asi tfikrat vétsi, nez podle teorie. PeSkliv
smysl pro detaily byl rdzem vzbuzen. Opatfil si aparaturu
na pozorovani kapky rtuti mikroskopem a do roztoku pfi-
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dal néco malo aktivniho uhli (tzv. karborafinu), aby mohl
pozorovat pohyby u kapky. TuSeni ho nezklamalo: pfi
rostoucim m dochazelo k stale CilejSim pohybum roztoku
u povrchu kapkové elektrody. Tedy uvniti kapky se amal-
gam zinku promichaval a tim jeho koncentrace u povrchu
klesala, coz zptisobovalo pozorovany posun hodnoty Ej, .
Neptimym dikazem bylo to, Ze u redox systému zeleza
v oxalatu zadny takovy posun nenastaval — nebyl pfitomen
amalgam.

Blizilo se vsak jesté vétsi prekvapeni. Kdyz Pesek
sedél u polarografu a nechal roztok se suspenzi karborafi-
nu probublévat dusikem kvili odstranéni kysliku, ponechal
proudovy okruh zapnuty pii nulovém vlozeném potencia-
lu, kdy obvykle Zzadny proud neprotékal. Nahodou mu
napadlo podivat se na svételny index zrcatkového galva-
nometru a vSiml si zvlastniho zachvévu, ktery se po malé
chvili opakoval. Byly to nepatrné proudové impulsy, zpt-
sobené dotykem castic karborafinu s kapkovou elektrodou.
Ty vznikaly pouze pfi bublani roztoku; a kdyz se zapnula
registrace, vznikl polarogram ve tvaru nepravidelné kiivky
s maximem okolo —1 V proti kalomelové elektrodé. Nece-
ly rok po Peskové pfijeti do zaméstnani se objevilo néco,
co nikdo necekal. Novy jev zaujal posléze i prof. Heyrov-
ského. Jak se brzy ukazalo, podobné, ale 1épe reproduko-
vatelné efekty skytaly téz suspenze dalSich latek, jako oxi-
di nebo sulfidd nékterych kovi, nejlépe v prostiedi chlori-
du amonného, které bréanilo riistu pH u kapky. Publikace
vysledkl mély ohlas v zahranici. Nasli se spolupracovnici
a prace se protahly az do zacatku Sedesatych let.

Objevily se vSak nové perspektivy. Hlad po dostup-
nych zdrojich elektrické energie vzbudil ve svété zdjem
o vyzkum palivovych galvanickych ¢lankd — sen starych
elektrochemikti. Z Heyrovského tistavu se odstépila skupi-
na, ktera méla tuto problematiku fesit. Byl to ukol veliky.
V Hostivati se naSly mistnosti pro nové laboratofe a me-
chanickou dilnu v arealu filmovych ateliéri. PeSek jako
teoretik se zalibou v matematice byl pfijat do této skupiny.
Prace se mu slusné dafila. V té dob¢ se vsak objevila sku-
teCné nova problematika v podobé elektrochemie polovo-
di¢i. Na stipendium Humboldtovy nadace a doporuceni
vedouciho hostivaiské skupiny prof. Koryty se tedy PeSek
vypravil na dlouhodobou staz do Mnichova na technickou
univerzitu, aby si rozsifil své znalosti. Rok a dva mésice
pilné prace vydaly na dvé publikace o elektrochemickém
chovani polovodivého oxidu zine¢natého, nicméné po
navratu domt bylo tfeba pokracovat v problematice zdroji
proudu; na zafizovani nové laboratote nebyly vhodné pod-
minky.

Svymi pracemi na teorii poréznich elektrod pfispival
Pesek k vyvoji laboratornich palivovych ¢lankt na vodik
a kyslik a pozdéji 1 k vyvoji zlepSenych alkalickych aku-
mulatord typu Ni-Cd a Ni-Fe. Byla mu proto kon-
cem Sedesatych let nabidnuta spoluprace s tistavem anor-
ganické technologie VSCHT. Ta nakonec vedla
k zdokonalené teorii olovénych a alkalickych akumulatort.
Jeho prace stacily podle prof. Koryty na doktorskou diser-
taci, ale pro personalni ¢i politickou atmosféru v tstavu
nemohl na obhajobu pomyslet. Chut’ do préce si vSak ne-
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nechal vzit. Cas tedy plynul dale a zagatkem 80. let mu
byla nabidnuta spoluprace s katedrou elektrotechnologie
VUT v Brné na vyzkumu olovénych akumulatord. Tak se
ocitnul pfed Zivotni kfizovatkou.

Je nutno poznamenat, ze tehdy nikdo v oddéleni zdro-
ju proudu v Hostivafi nevéfil, ze by dalsi vyzkum olove-
nych akumuldtori mél jesté né&jaky smysl. V popredi
zajmu byly jiné zdroje, hlavné alkalické akumuldtory
a lithiové ¢lanky. Vira v praktické uplatnéni palivovych
¢lankd byla siln€ otfesena. Hledaly se pfilezitostné zahra-
ni¢ni spoluprace. V Budapesti byl zdjem o novy typ zelez-
né elektrody (plastem pojené) a v Petrohrad¢ se vylepSova-
ly malé hermeticky uzaviené akumulatory, coz bylo zaji-
mavé kvuli zahrani¢nim stykim resp. cestdm. Zatim se
v Brn¢ méfily odpory elektrod klasickych olovénych aku-
mulatort, coz vypadalo jako samoucelné hrani. Po setkani
s prislusnymi pracovniky vSak PeSek projevil zajem. In-
stinktivné vycitil pfilezitost, snad proto, ze mél zalibu
v detailech.

Jak se v nejblizSich letech ukézalo, bylo to Stastné
rozhodnuti. Zpocatku bylo ovS§em nutno vypracovat lepsi
metodiku méfeni, coz komer¢ni olovéné mfizky neumoz-
novaly. Vyvinuly se proto laboratorni mfizky ve tvaru
systému rovnobéznych izolovanych Zeber. Bylo dale nutno
objasnit anomalni jevy, jako zavislosti odport na ¢ase a na
zpusobu pripravy vzorku. Konec¢né zbyvala dosud nevyie-
Send otdzka, jak zméfit odpor mezi aktivni hmotou a mfiz-
kou (kolektorem proudu), coz bylo v poptedi zajmu tech-
nikd, resp. vyrobci. PeSek vypracoval vhodnou metodu,
zalozenou na pouziti kolektoru z rovnobéznych izolova-
nych Zeber a pocitace on line. Postupn€ vychazely publika-
ce a jeden clen brnénské skupiny navstivil konferenci
o akumulatorech v Nice (1992), kde se setkal
s predstaviteli americké organizace ALABC (Advanced
Lead-Acid Battery Consortium). Ti o novou metodu méte-
ni projevili zdjem. Pesek s brnénskymi kolegy se samo-
zfejmé nabidky na spolupraci, finan¢né dobfe honorova-
nou, ihned chytili. Déale uz to znamenalo pilné pracovat,
psat vyzkumné zpravy a navstévovat zahrani¢ni konferen-
ce. To mu vydrzelo az do pokrocilého v€ku. Napln prace
znamenala v podstaté vyvoj olovénych akumulatori pro
elektrickd a pozdé¢ji hybridni elektrickd vozidla. Védy
(totiz té akademické) v tom bylo pomérné malo, ale mélo
to prakticky smysl a navic uréity spolecensky vyznam.

V soucasné dobé se znacné ozivil vyzkum palivovych
galvanickych ¢lanki a publikaci pfibyva velmi rychle
(napt. Journal of Power Sources, ktery vychazi dvakrat
mésicné, obsahuje nékdy i pies 100 praci, vétSinou o pali-
vovych ¢lancich), takze je prakticky nemozZné je vSechny
sledovat. Do vyzkumu se zapojily vyzkumné organizace
v Japonsku, v Ciné a dal3ich zemich s nasazenim velkych
finan¢nich 1 persondlnich prostfedkd. Znacny podil
v téchto publikacich ma elektrochemie polovodica, ktera
ostatné zasahuje svymi vysledky do nejrtiznéjsich védnich
obort a oblasti techniky. U palivovych ¢lanka jde o elekt-
rolyty resp. membrany z polovodivych organickych poly-
mert (hlavné PEMFC — proton exchange membrane fuel
cells) — déle jsou zndmé zobrazovaci jednotky z tekutych
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krystald, v $irSim smyslu pak stdle se rozsifujici aplikace
polovodivého oxidu titanicitého. Souvisejicim oborem je
téz vyzkum pevnych elektrolytli pro vysokoteplotni pali-
vové Clanky (SOFC — solid oxide fuel cells) a konecné
vyzkum solarnich ¢lankd. Nejmladsiho data jsou bioelek-
trochemické palivové ¢lanky, vyuZivajici produktll roz-
kladné ¢innosti mikroorganismii.

V poslednich desetiletich nabyva na vyznamu ochra-
na zivotniho prostiedi. Elektrochemie zde piispiva k feSeni
dil¢ich problému jako je studium mechanismu a rychlosti
environmentalné vyznamnych procesii, monitorovani polu-
tantd, jakoz i degradace toxickych sloucenin. Napf. pro
¢isténi vody byly navrzeny reaktory zalozené na fotoelek-
trochemickych ¢incich oxidu titanicitého.

Pomérné mlady obor je bioelektrochemie (resp. biofy-
zika), ktera vySetfuje biologické systémy vcéetné DNA
pomoci elektrochemickych metod. Stoji za zminku, Ze zde
bylo vyuzito i klasické polarografie. Snad se zde jevi moz-
nost 1ékatské diagnostiky.

186

Zahrada

Svym ilustrativnim vypravénim jsem chtél objasnit,
jak kiivolakd muze byt cesta, po které se védec vydava.
Snaha nastinit perspektivy né¢jakého védniho oboru, ktery
je — jako vSechno — ve vyvoji, je komplikovéna tim, Ze
v priubéhu desitek let se mohou nékteré cesty opustit jako
nevyhodné a nové mohou byt né¢jakym §tastnym objevem
vytvofeny. Vsechno zalezi na lidech. Kdysi v mladi jsem
Cetl, jaky byl Edisoniiv recept na uspéch: ,, Tti 1zicky Stésti,
koflik nadani a 500 kg Zelezné pile a vytrvalosti, to se
vSechno nalezit¢ promichd a pak se to vyuziva, a to je
vSechno.*

K. Micka (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemis-
try, Prague): What Are the Outlooks of Electrochemis-
try?

A short characteristic of the trends that stimulate the
development of natural sciences in general and electro-
chemistry in particular.
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1. Uvod

Tukova tkan byla po dlouha staleti stranou zajmu
védct i 1ékatt, byla povazovana za pouhé lozisté zasob-
nich latek. Ale nartst obezity a problému, které s ni souvi-
si, za poslednich 30 let vedl k vytvofeni pfedstavy o nega-
tivnim pusobeni této tkané jak u védecke, tak laické vete;j-
nosti. Z tohoto diivodu pfisla v poslednich dvou desetile-
tich vlna intenzivniho védeckého zajmu o tyto bunécné
typy podporovana jednak nartstajicim mnozstvim obéz-
nich jedinct a také poznanim, Ze adipocyty se tcastni vel-
kého mnozstvi regulacnich a homeostatickych pochodi.
Mezi tyto pochody patii regulace mnozstvi tuku a energe-
tické rovnovahy, imunitni odpovéd’, kontrola krevniho
tlaku, hemostaza a reproduk¢ni funkce. Tyto procesy jsou
regulovany prevazné sekreci tkanovych hormont
z adipocytll a ostatnich bunék tukové tkané, které byly
souhrnné nazvany adipocytokiny nebo adipokiny. Plisobe-
ni adipocytokinii je autokrinni, parakrinni i endokrinni
a zjednoduseng se daji rozdélit na ty, které podporuji ptiso-
beni inzulinu a na ty, které ho potlacuji'.

Nepftiznivy vliv abdominalni obezity na metabolismus
je zprostiedkovan mimo jiné pravé zménami v produkci
adipocytokinli, ke kterym dochdzi pfi vyrazném rozvoji
obezity®. Nedavno popsané tkafiové hormony sekretované
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adipocyty pfispivaji ke zhorSené produkci inzulinu, inzuli-
nové rezistenci a endothelialnim dysfunkcim. Zpisobuji
zanétlivé stavy a podporuji rozvoj aterosklerozy™.

2. Popis a funkce jednotlivych adipocytokini
2.1. Adipocytokiny potlacujici ¢innost inzulinu

Faktor nekrotizujici nadory — a

Faktor nekrotizujici nadory (tumor nekrosis faktor —
o, TNF-a) je znamy vice jako prozanétlivy cytokin produ-
kovany bunikami imunitniho systému. Spojeni mezi obezi-
tou a expresi prozanétlivych cytokinti bylo poprvé zminé-
no pred 17 lety. Tato studie ptedlozila nazor, ze obezita je
provazena zanétem a zdrovefl byla prokazana produkce
TNF-a adipocyty a jeho schopnost regulovat piasobeni
inzulinu'®. Pozd&jsi price poukazaly na klicovou roli
TNF-o pfi rozvoji inzulinové rezistence® a jeho zvysenou
krevni hladinu pfi obezité vlivem vy3§i produkce adipocyty’.

TNF-a indukuje fosforylaci substratu inzulinového
receptoru 1 a 2 (IRS-1 a 2) na serinu (Ser) a threoninu
(Thr). To brani interakci IRS-1 a 2 s inzulinovym recepto-
rem a fosforylaci na tyrosinu (Tyr) zprostfedkované inzuli-
nem®. Zaroven zpisobuje pokles aktivity lipoproteinlipasy
a zvySeni aktivity hormon sensitivni lipasy. Nasledkem je
zvySené uvoliovani volnych mastnych kyselin do ob&hu
a snizena akumulace lipidi’.

Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) byl mezi prvnimi faktory, které
byly spojované s rozvojem inzulinové rezistence a kardio-
vaskularnimi chorobami’.

Je vyznamnou mérou sekretovan v ttrobnim tuku’,
kde je jeho sekrece asi tiikrat vétsi nez v podkoznim tuku.
Patii mezi vyznamné prozanétlivé cytokiny a podili se na
rozvoji jaterni inzulinové rezistence'’. Jeho mnozstvi je
zvySené u obéznich jedinci a u pacientl s diabetem
2. typu. Na druhou stranu IL-6 za uréitych podminek mtze
podporovat energetickou vyménu a citlivost k inzulinu.
Jeho negativni plsobeni na metabolismus zatim ziistava
sporné'".

Interleukin-1[

Interleukin-1 (IL-1P) patfi mezi cytokiny se silné
prozan&tlivym uginkem'? a v tukové tkani je nejvice pro-
dukovan makrofagy, které jsou zde trvale usidlené. Pro-
dukce je vysSi vutrobni tukové tkani ve srovnani
s podkozni. Nedavné studie prokazaly, ze exprese IL-1pB
v tukové tkani vzroste pii obezit¢ u hlodavcii i u lidi. U lidi
s vys$i krevni hladinou IL-1f spolu se zvySenym IL-6 bylo
popsano zvysené nebezpeci diabetu 2. typu.
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IL-1B snizuje expresi IRS-1 na Grovni transkripce
atim poruSuje signdlni drdhu inzulinu. Podili se tak
s ostatnimi faktory na rozvoji inzulinové rezistence'*.

Chemotakticky protein monocyti-1

Chemotakticky protein monocytli-1 (monocyte che-
motactic protein-1, MCP-1) patii mezi chemokiny do rodi-
ny malych indukovatelnych cytokint. Hraje velice vy-
znamnou roli v pfestupu monocytt a T-lymfocytt do tka-
ni. Je exprimovan v adipocytech a dalSich bunécnych ty-
pech véetné hladkého svalstva a endothelu, pokud dojde
k zanétlivému stimulu.

U obéznich hlodavct dochazi k jeho zvySené expresi.
Pacienti s diabetem maji prokazatelné vyssi hladiny MCP-1
v plasmé. Samotny MCP-1 je schopen naruSovat signalni
drahu inzulinu v kosternim svalstvu i pfi béznych fyziolo-
gickych koncentracich. Tyto nové poznatky napovidaji, ze
MCP-1 ma kromé zéanétlivé odpovédi dalsi vyznamnou
funkci v komunikaci mezi tukovou a svalovou tkani. Mtize
se tak podilet na rozvoji inzulinové rezistence'*.

Rezistin

Tento adipocytokin byl identifikovan v roce 2000
ttemi nezavislymi pracovisti. Pocatecni studie ukazovaly
zvySenou hladinu rezistinu u obéznich hlodavci, sniZeni
hladiny vlivem antidiabetickych 1ékd a redukci hypergly-
kemie imunoneutralizaci rezistinu.

Rezistin se sklada ze 114 aminokyselin. Sekretovan je
jako homodimer, ve kterém jsou podjednotky spojeny
disulfidovymi mastky. V krevnim ob&hu se vyskytuje ve
dvou formdch, hexamerni a trimerni, ktera je vice bio-
aktivni a netvofi disulfidové vazby. Pravdépodobné se
Stépeni disulfidovych vazeb vyuziva k aktivaci.

U mysi byl popsan vliv vyssi koncentrace rezistinu na
snizeni pifjmu glukosy do bunck. K této zméné doslo ji-
nym mechanismem, neZ ovlivnénim signalu inzulinového
receptoru, pravdépodobné snizenim aktivity glukosovych
transportéri. Dale bylo prokazéano, ze rezistin indukuje
expresi faktordi, které inhibuji signalni drdhu inzulinu. Na
mySich modelech byla také ukazana pozitivni korelace
mezi rostoucim mnozstvim rezistinu a vy$$imi hladinami
inzulinu, glukosy a lipidu a rozvijejici se obezitou. Vysky-
tuji se ale i prace, které tyto korelace nepotvrzuji nebo
dokonce vyvraceji.

Zvysena exprese rezistinu je vysledkem diferenciace
adipocyti. Vyssi pocet adipocytii u hlodavcd lokalné zpu-
sobi vyssi produkci rezistinu, ktery inhibuje inzulinovou
signalizaci a pfijem glukosy a tim brani i diferenciaci dal-
Sich adipocytii. Timto zplsobem je zajisténa zpétna kont-
rola adipogeneze.

U lidi byla opét zjiSténa pozitivni korelace mezi obe-
zitou a vys$$i hladinou krevniho rezistinu. Béhem hubnuti
navic doslo k vyznamnému sniZeni koncentrace rezistinu.
U lidi je oproti hlodavcim mnohem vice praci, které
s témito vysledky nesouhlasi, proto neni jisté, zda ma re-
zistin u lidi na obezitu n&jaky vliv. Stejné€ tak nebyl u lidi
prokazan vliv rezistinu na metabolismus glukosy, pisobeni
inzulinu nebo diabetes. Pravdépodobné bude v nejblizsich
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letech pusobeni lidského rezistinu pfedmétem intenzivniho
védeckého zkoumani.

V nékolika studiich na lidech byl popsan vliv zanétli-
vych cytokini na hladinu rezistinu, kterd vyznamné kore-
lovala napt. s IL-6 a C-reaktivnim proteinem. Dale bylo
prokazano, ze TNF-o a IL-6 siln¢ stimuluji expresi rezisti-
nu. Je znamo, Ze pii obezit¢ dochazi ke zvySeni hladiny
prozanétlivych cytokinti, je pravdépodobné, Ze rezistin
mize pusobit jako signalni molekula, iniciujici imunitni
odpovéd’ a produkci prozanétlivych cytokini'.

Protein vazajici retinol 4

Protein vazajici retinol 4 (Retinol binding protein 4,
RBP4) je prozatim jediny znamy specificky vazebny pro-
tein pro retinol v krevnim ob&hu a dlouhou dobu se mysle-
lo, ze jeho jedinou funkci je roznaSeni retinolu do tkéni.
K hlavni produkci dochézi v jatrech, ale byla popsana
i syntéza adipocyty'®'".

V roce 2005 bylo objeveno spojeni RBP4
s inzulinovou rezistenci. Hladiny RBP4 jsou zvySené pfi
inzulinové rezistenci a diabetu 2. typu. Po podani antidia-
betik se koncentrace RBP4 ustéli na normalnich hodno-
tach. Zvysena exprese nebo podani rekombinantniho RB-
P4 vyvolava inzulinovou rezistenci, naopak nizsi hladiny
zvySuji citlivost k inzulinu. Podani syntetickych analog
retinolu, ktera zptsobuji vy$si vyluCovani RBP4 moci,
upravuje inzulinovou rezistenci a glukosovou intoleranci u
obéznich mysi'®.

Inhibitor plasminogenového aktivatoru-1

Dnes je vysoka hladina inhibitoru plasminogenového
aktivatoru-1 (plasminogen activitor inhibitor, PAI-1) pova-
zovéna za vyznamnou slozku metabolického syndromu.
Nedavné studie naznacuji, ze kromé role v aterotromboze,
méa vliv i na rozvoj tukové tkdn€ a funkci inzulinu
v adipocytech. Mechanismus, kterym dochazi pii obezité
ke zvySené expresi PAI-1, je velice komplexni a i€astni se
ho nékolik faktorti'®.

2.2. Adipocytokiny podporujici piisobeni inzulinu

Adiponektin

Adiponektin je exprimovan z prevazné Casti
v adipocytech. V ostatnich bunécnych typech se ho synte-
tizuje pouze malé mnozstvi. Byl objeven v roce 1995 na
zakladé rozdilné exprese mRNA v bunééné linii 3T3-L1
diferencovanych adipocytl oproti nediferencovanym prea-
dipocytim. V literatufe je mozné ho najit jesté pod nazvy
Acrp30, AdipoQ, apM1 a Gelatin-binding protein 28
(GBP28).

Adiponektin je slozen ze dvou strukturné odlisnych
oblasti, N-terminalni fibrilarni doména ma kolagenovou
strukturu, zatimco C-terminalni oblast je globularni. Za
nativnich podminek se v monomerni formé nevyskytuje.
Zakladni stavebni jednotkou jsou tésné propojené homotri-
mery, jez se pomoci fibrilarni ¢asti spojuji do slozitéjsich
komplex, které cirkuluji v krvi.

Predpoklada se, Ze adiponektin zvySuje citlivost tkani
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k inzulinu a snizuje riziko aterosklerdzy. Jeho koncentrace
jsou paradoxné nizsi u obéznich jedincti oproti hubenym,
navic redukei t€lesné hmotnosti je mozné hladinu adipo-
nektinu opét zvysit. To vede k domnénce, Ze snizend kon-
centrace adiponektinu vlivem obezity zptisobi snizZeni citli-
vosti tk&ni k inzulinu, coZ je spojeno s rozvojem inzulino-
vé rezistence a diabetickymi stavy. Tento nazor podporuje
i studie, kterd prokézala nizsi hladiny adiponektinu u paci-
enti s diabetem oproti zdravym jedincim. Nejvyraznéjsi
korelace byla nalezena mezi hladinou adiponektinu a inzu-
linem stimulovanym pfijmem glukosy".

Leptin

Z fyziologického hlediska zptisobuje obezitu porucha
energetické rovnovahy. Pfijem i vydej energie musi byt
pfisné regulované, aby byla télesna hmotnost udrzovana na
konstantni hodnoté. Regulace téchto procesii se ucastni
komplexni interakce ruznych faktori produkovanych
v perifernich tkanich. Pomoci systému zpétné kontroly je
jejich ptsobeni nakonec zakotveno v centralnim nervovém
systému (CNS), kde se jejich interakce pfeméni na nervo-
vy signal.

Nedostatek leptinu se u modelovych organismi proje-
vuje snizenym vydejem energie a obezitou. Krevni kon-
centrace leptinu vzristaji se zvétSujici se obezitou a se
zvétsujicim se podilem tukové tkang. Syntéza se dale zvy-
Suje se zvetsujici se velikosti adipocytd. Hladina leptinu je
navic ovlivnéna fadou dalsich faktord, jako je vé€k, pohla-
vi, teplota, ve které se organismus nachazi, nebo poruchy
pfijmu potravy (anorexie, bulimie), pfi kterych je pozmé-
néni transport leptinu pies hematoencefalickou bariéru.

Bé&hem hladovéni je exprese leptinu na nizké Grovni,
siln¢ poklesne i jako odezva na zvySeny vydej energie. Po
najedeni dojde k rychlému obnoveni syntézy a krevni kon-
centrace leptinu. Timto zptisobem leptin slouZi jako senzor
kratkodobych zmén v energetickém metabolismu a jako
regulator pfijmu potravy. Pti hladovéni jsou leptinové
receptory nachazejici se v hypotalamu bez navazaného
leptinu, protoze jeho koncentrace je prili§ nizka, coz vyvo-
lava pocit hladu. Néasledkem zvySeni koncentrace leptinu
je jeho vazba na receptory a Utlum pocitu hladu. V CNS
ma vliv jest€¢ na sekreci nékterych hormonii a neuro-
transmiterq.

Leptin, krom& CNS, pisobi i v perifernich tkanich
napt. v jatrech, ledvinach, slinivce, kosternim svalstvu,
stievech a reproduk¢énich organech, kde ovliviiuje metabo-
lismus sacharidii a piisobeni inzulinu, metabolismus lipidu,
termoregulaci, ovulaci a dospivani. Syntéza leptinu probi-
ha zprevazné casti vtukové tkani, ale je exprimovan
ivjinych tkanich napf. v kosternim svalstvu, zaludku,
kostni dfeni a jatrech, zde je jeho syntéza znacné zavisla
na véku. Zajimavym poznanim bylo objeveni exprese lep-
tinu i jeho receptoru v placenté a vaje¢nicich®.

Visfatin
Visfatin byl popsan jako adipocytokin, jehoZ exprese
probiha pfevazné v Gtrobni tukové tkani. Jeho vyznam
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v regulaci metabolismu lipidt a sacharidli spoc¢iva zejména
ve schopnosti vazby na inzulinovy receptor a v aktivaci
inzulinové signalizacni kaskady. Visfatin podporuje uci-
nek inzulinu, stimuluje lipogenezi a piijem glukosy do
bun¢k. U heterozygotnich mysi s jednou alelou visfatinu
defektni se vyskytuje porusenda  glukosova tolerance
a vyssi hladina glukosy. Pokud jsou defektni ob¢ alely,
myS$i umiraji v ¢asném embryondlnim stadiu. Pfi pouziti
kompetitivnich metod se zjistilo, Ze vazba inzulinu neo-
vlivituje vazbu visfatinu a naopak, navic visfatin se vaze
s podobnou afinitou i na inzulinovy receptor s mutovanou
extracelularni a-podjednotkou, coZ je misto vazby inzuli-
nu. Tato data nasvédcuji, ze visfatin skute¢né aktivuje
inzulinovou signalizacni kaskadu vazbou na inzulinovy
receptor, ale misto této vazby je jiné neZ misto vazby inzu-
linu®".

Hladina visfatinu v plasmé je zvySena u osob
s diabetem 2. typu, nezavisle na dalsich faktorech®, ale
i u diabetikd 1. typu. Obecné se zda, Ze zvySené mnozstvi
visfatinu v krvi je spojeno s pokroCilym poskozenim f-
bunék®™. Moznym regulaénim prvkem sekrece visfatinu,
kromé regulace dal§imi adipocytokiny®*, se zda byt hladina
glukosy a inzulinu. Pfi zvySené hladiné glukosy v krvi
dochéazi ke zvySeni koncentrace visfatinu. V pfitomnosti
inzulinu a stejné zvySené koncentraci glukosy vSak
k navy3eni hladiny visfatinu nedochézi®>.

Pti objeveni visfatinu bylo zjiSt€no, Ze jeho mRNA
koduje protein, ktery je jiz delsi dobu znam jako imuno-
modulacni cytokin, faktor podporujici zrani pre-B bun&k
(pre-B cell colony-enhancing faktor, PBEF)>. Jesté pred
objevem visfatinu a jeho funkci v metabolismu lipida
a sacharidd byla zjisténa vyznamna sekvencni homologie
sav¢iho PBEF s bakteridlnim proteinem, identifikovanym
jako nikotinamidfosforibosyltransferasa (EC 2.4.2.12,
NamPRTasa), vyznamnym enzymem katalyzujicim prvni
krok syntézy NAD z nikotinamidu. Soucasné byla u PBEF
tato enzymova aktivita potvrzena®.

Protein stimulujici acylaci a adipsin

Protein stimulujici acylaci (acylation stimulating pro-
tein, ASP) je jednim z faktort, které maji pfimy vliv na
diferenciaci adipocyti. Vznika St€penim komplementové-
ho proteinu C3, ke kterému dochazi v extracelularnim
prostoru. C3 je sekretovan nékolika typy bunék, mezi které
patii také zralé adipocyty. Vznik ASP zacind vazbou C3
na faktor B, tento komplex je nasledné S§tépen serinovou
proteasou adipsinem. Adipsin je dal§im proteinem sekreto-
vanym adipocyty, jehoz expresi, stejné jako expresi C3
a faktoru B, podporuji chylomikrony.

Funkéni studie ukazuji, Ze ASP stimuluje piijem
mastnych kyselin, glukosy a syntézu triacylglyceroll
(TAG) jinym mechanismem nez vazbou na C3 receptor.
ASP se také ucastni rozvoje tukové tkané. Byl prokazan
vliv ASP na diferenciaci adipocytl in vitro. Tyto vysledky
byly nasledné potvrzeny in vivo na mySich modelech
s geneticky vyfazenym proteinem C3, které mély reduko-
vané mnozstvi tukové tkang a zhorseny piijem TAG”.
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Vaspin

Strukturné je vaspin jednim z ¢lend rodiny inhibitor
serinovych proteas, tzv. serpind. Je produkovan tukovou
tkani a vykazuje 40% homologii s o-antitrypsinem.

Uroveli exprese a sérova koncentrace vaspinu po-
klesne pfi diabetu a pfi sniZeni t€lesné hmotnosti. Na nor-
malni hodnoty se opét dostane podanim inzulinu nebo
Cinidel zvySujicich citlivost k inzulinu. Podani vaspinu
obéznim mySim upravuje glukosovou toleranci a citlivost
k inzulinu, normalizuje koncentraci krevni glukosy a také
ovlivituje expresi dalSich faktord dulezitych v inzulinové
rezistenci (TNF-a, leptin, rezistin a dalsi).

Vaspin je faktor sekretovany tukovou tkani,
s potencialni antiproteasovou aktivitou, ktery zlepsuje
nékteré poruchy provazejici metabolicky syndrom zvyse-
nim citlivosti tkani k inzulinu. Neni ale jasné, zda ma tuto
funkci on sdm nebo potencidlni substrat proteasy, kterou
inhibuje®.

Omentin

Na zakladé rozdilné exprese mezi ttrobni a podkozni
tukovou tkani byl identifikovan dal$i adipocytokin, ktery
byl pojmenovan omentin. Podobné jako visfatin ma pozi-
tivni vliv na pfijem glukosy adipocyty, ale nevykazuje
inzulin mimeticky efekt, pouze zvySuje citlivost bunék
k inzulinu. Omentin neni sekretovan piimo adipocyty, ale
podptrnymi cévnimi buitkami®.

2.3. Ostatni adipocytokiny

Interleukin-18

Interleukin-18 (IL-18) je dalsi prozanétlivy faktor. Hra-
je vyznamnou roli pfi riznych imunitnich onemocnénich,
jako je napf. systémovy lupus erythematodes (SLE)*. Zvy-
Send krevni hladina IL-18 je spojena s obezitou, metabolic-
kym syndromen a rizikem aterosklerézy a metabolického
syndromu®*?. Predpokladd se proto produkce IL-18
v tukové tkani**.

U transgennich mysi, které maji vyfazeny gen pro IL-18
nebo jeho receptor, se vyskytuje obezita a inzulinova re-
zistence, ke které¢ dochazi v jatrech, svalech a tukové tkani
a s ni souvisejici hyperinzulinemie a hyperglykemie. Obe-
zita je vysledkem vyssiho pfijmu potravy a nasledné aku-
mulace tuku. V jatrech dochazi k inzulinové rezistenci
prostfednictvim zvySené exprese genl podilejicich se na
glukoneogenezi, coz poukazuje na novou roli IL-18
v homeostaze energetického pfijmu a citlivosti tkani
k inzulinu®.

Rozpustny preadipocytovy faktor-1

Rozpustny preadipocytovy faktor-1 (preadipocyte
factor-1, Pref-1) je transmembranovy protein vysoce expri-
movany Vv preadipocytech. Exprese u zralych adipocyti
uplné chybi. Extracelularni oblast Pref-1 podléha na dvou
mistech proteolytickému §tépeni za vzniku 50 a 25 kDa
rozpustnych produktti.

Mysi s transgenni expresi vétsiho §tépného produktu
Pref-1 v tukové tkani vykazuji podstatny pokles hmotnosti
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celkového tuku a nizsi expresi faktorti sekretovanych adi-
pocyty, vcetn¢ leptinu a adiponektinu. U téchto mysi
s Caste¢nou ztratou tukové tkané se projevila hyperglyke-
mie, poruSend glukosova tolerance a zhorSend citlivost
k inzulinu. Vysledky ukazuji, ze rozpustny Pref-1 ma ne-
gativni vliv na adipogenezi a sni souvisejici sprdvnou
funkei adipocyti®.

Angiotensin
Renin-angiotensinovy systém je znamy dulezity regu-
laéni mechanismus krevniho tlaku a hospodafeni

s elektrolyty. Produkce angiotensinogenu — prekurzoru
angiotensinu — byla na konci 20. stoleti zjiSténa také
v tukové tkani, kde je vyssi u obéznich jedincl ve srovnani
s hubenymi. Vyssi exprese je podobné jako u dalSich adi-
pocytokini v trobni tukové tkani ve srovnani s podkoZzni.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze angiotensin produko-
vany tukovou tkani by mohl byt vyznamny faktor ovliviiu-
jici expresi dalSich adipocytokinid (TNF-a, IL-6, PAI-1,
leptinu a dalSich) a mohl by tak ovliviiovat vyznamné po-
chody probihajici v tukové tkani, véetné zanétlivych pro-
cestl a riistu tukové tkang®>°,

3. Zavér

Hlavni podminkou pfeziti ¢lovéka byla po dlouhou
dobu jeho schopnost Setfit energii a piekonat rizné¢ dlouha
obdobi nedostatku potravy. Slabi jedinci umirali a prezi-
vali pouze ti, ktefi méli vhodnou genetickou vybavu
k efektivnimu ukladani a vyuzivani svych energetickych
zasob. Predpokladame, ze jedny z faktort, které patii do
této ,,vhodné genetické vybavy“, jsou pravé adipocytokiny
a to zejména ty, které podporuji cinnost inzulinu
(adiponektin, leptin, visfatin, ASP, adipsin vaspin, omentin
a pravdépodobné i dalsi). Za normalnich fyziologickych
podminek nebo dokonce za stavu hladovéni tyto adipocy-
tokiny podporuji rist tukové tkané, piijem glukosy a brzdi
odbouravani energetickych zasob ve formé TAG. Jsou v
jisté rovnovaze s ostatnimi adipocytokiny (TNF-a, IL-6,
IL-1B, MCP-1, rezistinem, RBP4, PAI-1 a dal§imi), které
naopak brani v jejich puisobeni a v ptisobeni inzulinu. Spo-
le¢né pusobeni vsech adipocytokinii spolu se spravnym
pusobenim mnoha dal§ich mechanismt, mezi které patii
napf. neurohormondlni regulace a transkripcni faktory,
udrzuje homeostazu dilezitych metaboliti a podporuje
spravny ristu tukové tkane.

Celkovy rust tukové tkang, vcetné diferenciace adipo-
cytl, je tedy fizen kromé adipocytokinii mnoha dal$imi
stejné dulezitymi pochody, které v tomto ¢lanku nejsou
diskutovany. Neni to tedy pasivni odpovéd’ organismu na
nadmérny piijem energie ve formé potravy, ale je to vyso-
ce regulovany slozity proces. V obecném povédomi je
schopnost tukové tkané rozpinat se do nekonecna, ale pra-
v¢ posledni informace o regulaci jejiho rdstu, véetné no-
vych poznatkll o adipocytokinech naznacuji, Ze tomu tak
neni. Pokud velikost tukové tkan€ pfi pozitivni energetické
bilanci ptekroéi urcitou hranici, pfestane byt schopna dale
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se zvétsovat a prestane byt schopna dale ukladat ziviny.
Tyto Ziviny, zejména volné mastné kyseliny, se pak za-
¢nou ukladat v jinych tkanich, pfevazné jatrech a svalech,
kde ptisobi negativné. Vlivem zvySovani produkce proza-
nétlivych adipocytokini (TNF-a, IL-6, IL-1B, MCP-1)
dochazi v tukové tkani ke zvySovani poctu makrofagh
adalSich imunitnich bunék, vlivem <&ehoz dochazi
k opétovné vyssi produkei téchto faktori. Ty pak potlacuji
pusobeni inzulinu a tim brani dal§imu pfijmu zivin do
tukové tkan€. Pfi nadmérné obezité dochazi tedy ke zmé-
nam v produkci adipocytokinl. JiZz nejsou v rovnovaze
adipocytokiny potlacujici a podporujici €innost inzulinu,
ale dochazi k vyssi produkci rezistinu, TNF-o, RBP4
a dalSich, které brani tukové tkani v rozvoji a v mnoha
jinych tkanich zplsobuji inzulinovou rezistenci. Naproti
tomu se pii obezité¢ produkce adipocytokinl podporujicich
¢innost inzulinu, zejména leptinu a adiponektinu, snizi
a nejsou tak jiz schopny podpofit spravné fungovani tuko-
vé tkang. Tento regulaéni mechanismus pusobi pravdépo-
dobné proti nadmérnému nartistu obezity, ale za cenu vzni-
ku celkovych poruch v organismu, napf. diabetu 2. typu
a aterosklerdzy, poruch, které casto konci az smrti.

Nové poznatky o tukové tkani nas postupné utvrzuji,
ze regulacni procesy, které zde probihaji, jsou velice kom-
plexni a sloZité a budou pravdépodobné mnohem sloZitgj-
$i, nez se dnes domnivame. Objeveni a poznani vzajemné
souhry ¢i protihry vSech adipocytokinii bude pfedmétem
intenzivniho védeckého zkoumani nékolika pfistich deseti-
leti. Na druhou stranu uz poznatky, které vime dnes, by
nam v blizké budoucnosti mohly umoznit G¢innou terapii
poruch souvisejicich s obezitou. Z klinického hlediska by
kazdy z adipocytokinii mohl predstavovat potencialni cil
pusobeni novych 1éka.

Tato publikace vznikla za financni podpory granti
TAA500110805 a MSMT 6046137305.
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V. Skop’, K. Kontrova’®, J. Zidkova®
and V. Zidek" (“ Department of Biochemistry and Micro-
biology, Institute of Chemical Technology, Prague,
b Institute of Physiology, Academy of Sciences, Prague):
Adipocytokines — Recently Discovered Fat Tissue Hor-
mones

The number of obese and overweight individuals has
risen dramatically over the last three decades. Obesity is
not only associated with the development of the type 2
diabetes and hypertension but it also has negative effects
on liver function, leading to diseases such as nonalcoholic
fatty liver disease. Insulin resistance is the primary defect
underlying the development of the type 2 diabetes and is
a central component defining the metabolic syndrome.
Adipose tissue produces and secretes a variety of tissue
hormones — adipocytokines and adipokines The recently
described adipocyte secretory hormones contribute to the
pathogenesis of impaired insulin secretion and insulin
resistance, endothelial dysfunction, a pro-inflammatory
state and promote progression of atherosclerosis. The pre-
sent article gives an overview of the well-known adipocy-
tokines (TNF-a, IL-6, IL-1B, MCP-1, resistin, RBP4,
PAI-1, adiponectin, leptin, visfatin, ASP, vaspin, omentin,
IL-18, Pref-1, angiotensin) and their role in the regulation
of metabolism.
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VYUZITIE ROZTAVENYCH ANORGANICKYCH SOLI AKO CHLADIACICH
MEDII V JADROVEJ ENERGETIKE - SOL: ZEME A SVETLO SVETA

MICHAL KORENKO a MARIAN KUCHARIK
Ustav anorganickej chémie SAV, Dubravska cesta 9,
845 36 Bratislava 45, Slovenska republika
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1. Uvod

Voda v jej réznych formach je v stcasnosti vyhrad-
nym teplotransportnym médiom v priemysle. Od l'adu az
po stlacentt vodnu paru, od hasenia poziarov, spracovania
potravin, lahky a tazky priemysel cez parné turbiny, na
ktorych dodnes prakticky stoji konverzia tepla na elektric-
ka energiu, az po obrovské chladiace veze; dominanty
a symboly jadrovych elektrarni (aj ked’ hlavne v primors-
kych $tatoch pouzivaju aj iné¢ sposoby chladenia). Silna
dominancia vody v priemysle a energetike je zalozena na
bezkonkurenc¢nom spojeni jej dvoch kliovych vlastnosti;
vysokej tepelnej kapacity, a lacnej dostupnosti. Jej jedi-
nym limitujicim faktorom je tepelna stabilita a z toho
vyplyvajiica pouZzitelnost’ vody maximalne do 550 °C a aj
to len vo forme stlacenej vodnej pary.

V poslednych rokoch je ale badat’ zvySeny zaujem,
pochéadzajuci hlavne znuklearnej energetiky, o vyskum
a vyvoj pouzitia roztavenych anorganickych soli ako chla-
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diacich  a teplotransportnych systémov'™. Pdosobnost
a teplotné okno ich pouzitia (450—1000 °C, Casto aj viac)
vysoko prevySuje pouzitie stlacenej vodnej pary. Nejde
ondévum, len oznovu oziveny zaujem vychadzajici zo
star§ich konceptov americkych jadrovych reaktorov na
baze roztavenych soli (Molten Salts Reactors). Tento
,revival® je priamym dosledkom novych moZnosti aplika-
cii tzv. vysokopotenciondlneho tepla (tepla transportova-
ného pri vysokych teplotach transportného média), ale aj
rozvoja uz zmienenych konceptov nukledrnych reaktorov
na béze roztavenych soli.

Historicky predstavovalo pouzitie parnych turbin (ak
neratame spal’ovacie turbiny, ktoré su pre nuklearne apli-
kacie nepouziteI'né) donedavna prakticky jediny efektivny
sposob konverzie tepelnej energie na elektricku, ¢o vyraz-
ne ovplyviiovalo vyvoj konceptov civilnych nuklearnych
reaktorov. Hoci z kurzu termodynamiky vieme, ze akykol-
vek termodynamicky stroj (a teda aj nuklearny reaktor
spojeny s turbinou, ¢i spal’ovaci motor) pracuje pri vyssich
teplotach efektivnejsie, doteraz bolo prave kvoli historic-
kej dominancii parného cyklu len malo pokusov o vyvoj
vysokoteplotnych technoldgii pre vyrobu elektrickej ener-
gie. Pokrok vo vyvoji tzv. Breytnovho cyklu; vysokotep-
lotnej turbiny na baze dusika, alebo hélia, schopnej kon-
vertovat’ teplo na elektricki energiu pri teplotach az do
1000 °C, otvéara dvere pre vyvoj a vyuZitie nukledrnych
reaktorov pracujucich pri vyssich teplotach. Zaroven sa
ukdzali aj d’alSie moznosti vyuzitia vysokopotencionalne-
ho tepla a to predovsetkym pre termochemicku produkciu
vodika ¢i uz pre dlho zamySlany koncept tzv. vodikovej
ekonomiky, alebo hydrogenacné sposoby spracovania
roznych druhov ropy. Vel'mi zaujimavé je vyuZitie vyso-
kopotencionalneho tepla pre priamu t'azbu a in-situ spraco-
vanie bitumindznych (asfaltickych) pieskov a Zivicovych
ropno-nosnych bridlic. Dokonca sa realne uvazuje
o tavenindch anorganickych soli ako chladiacom médiu tzv.
prvej steny reaktora pre termonuklearnu fuziu vodika®™.

Koncepty vyuzitia anorganickych tavenin ako chla-
diaceho média v nuklearnych reaktoroch boli poloprevadz-
kovo testované v réznych projektoch v 50. az 70. rokoch
v ORNL (Oak Ridge National Laboratory) v USA
(Aircraft Reactor Experiment, Molten Salts Reactor Expe-
riments a iné).

Zaujimavy bol dovod vyvoja tychto reaktorov. Prvy
z tychto reaktorov (ARE) bol zamyslany ako vykonna
pohonna jednotka pre d’alekonosné bombardéry schopné
bez prestavky lietat’ niekol’ko dni. Tento zamer bol neskor
po vyvoji medzikontinentalnych balistickych rakiet po-
zmeneny a konvertoval do vyvoja jadrovych reaktorov pre
ponorky. V 60. a 70. rokoch bol poloprevadzkovo testova-
ny aj civilny nuklearny reaktor na baze roztavenych soli
(MSRE, MSBR). Z politickych a vojenskych dévodov (nie
viak z technologickych) bol tento projekt zastaveny®. Skii-
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senosti z uvedenymi experimentalnymi reaktormi predsta-

vujui solidny zédklad poznatkov v danej oblasti. Utajené

experimentalne Studie vykonané pocas studenej vojny

v 40. a 50. rokoch suvisiace s tymito reaktormi predstavo-

vali de facto zaiatok modernej taveninovej chémie ako

experimentdlnej vedy®. V suasnosti sa tieto koncepty
jadrovych reaktorov, ktoré patria do skupiny reaktorov tzv.

IV. generacie povazuju za vel'mi perspektivne nielen kvoli

efektivnejSej a bezpe€nejsej prevadzke, ale aj kvoli pred-

pokladanej schopnosti spracovavat’ aj vyhorené palivo zo
sucasnych reaktorov.

V literatire sa najcastejSie uvadza 5 moznych vysoko-
teplotnych aplikacii teplotransportnych systémov na baze
roztavenych anorganickych soli, ktoré stvisia s réznym
vyuzitim nuklearnej energie:

1) teplotransportny systém na baze roztavenych fluori-
dov pre termochemickt produkciu vodika pre vodiko-
vu ekonomiku, in-situ velkokapacitni t'azbu a spra-
covanie bituminéznych (asfaltickych) pieskov (tar
sends) a zivicovych ropno-nosnych bridlic (oil sha-
les), alebo Breytnov cyklus G¢innejsej vyroby elektric-
kej energie.

2) tzv. pokrocily vysokoteplotny nukledrny reaktor
(Advanced High Temperature Reactor), ktory je zalo-
zeny na pouziti tuhého paliva zakomponovaného
do grafitovej matrice avyuziti roztavenych soli
v primarnom aj sekunddrnom okruhu reaktora.

3) rychly mnozivy reaktor (Liquid Salt Cooled Fast Re-
actor) vyuzivajici tuhé pokovené palivo chladené
v primarnom aj sekundarnom okruhu roztavenymi
solami.

4) nuklearny reaktor s palivom rozpustenym v tavenine
na baze anorganickych soli (Molten Salt Reactor),
ktora zaroven funguje aj ako chladiaci systém primar-
neho okruhu.

5) wvyuzitie teplotransportnych moznosti roztavenych
anorganickych soli v nukledrnej fuzii vodika.

Vyber vhodnych konkrétnych zmesi tavenin anorga-
nickych soli pre vietky uvedené aplikacie by mal spiiat’
nasledujtice vieobecné poziadavky’'’:

— Co najvacsi interval tepelnej a chemickej stability a to
aj v prostredi intenzivnej radiacie,

— materidlovd kompatibilita hlavne s vysokoteplotnymi
zliatinami a grafitom,

— schopnost’ rozpustat’ pouzitelné mnozstva jadrového
paliva (plati hlavne pre bod 4).

Tabulka I
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Tieto zakladné poziadavky moézu byt rozsirené aj
o dalsie Specifické parametre, predovSetkym chemické,
termormodynamické, transportné a nuklearne (kordzna
aktivita, tepelné kapacity, tepelna vodivost’, viskozita, tlak
par, hustota, povrchové vlastnosti, neutréonova bilancia,
moderatorovy koeficient, cena, atd.). Na zaklade tychto
poziadaviek a na zéklade predchadzajicich skusenosti so
star§Simi konceptmi sa v sucasnosti v literatire uvazuje
o pouziti hlavne tychto typov fluoridovych taveninovych
systémov’:

—  fluoridové taveniny alkalickych kovov: LiF-KF, LiF—

RbF, FLiNaK (LiF-NaF-KF), LiF-NaF-RbF,

—  fluridové systémy na baze ZrF,: LiF-NaF(KF, RbF)-

ZrF,4, LiIF-NaF-ZrF,, NaF-RbF—ZrFy),

— fluoridové systémy na baze BeF,: LiF—BeF,, NaF—

BeF,, LiF-NaF-BeF,.

O inych ako fluoridovych taveninach sa prakticky
neuvazuje, hlavne kvoli vyrazne vysSej tepelnej
aradiacnej stabilite fluoridov a zaroven ich nizkej prcha-
vosti oproti ostatnym potencialnym kandidatom (ostatné
halogenidy a oxidy).

2. Najdiskutovanejsie aplikacie

2.1. Teplotransportny systém na baze roztavenych
fluoridov

Tato prva aplikaciu méZzeme povazovat’ za fundamen-
talnu z hl'adiska vyuzitia roztavenych anorganickych soli
ako vysokoteplotnych teplotransportnych systémov. Styri
d’alSie uvedené aplikacie st len varidcie zakladného moti-
vu rozneho vyuzitia anorganickych tavenin na odvod
a transport vysokopotencionalneho tepla. V tomto pripade
ide konkrétne odvod ahlavne transport tepla z akého-
kol'vek vysokoteplotného reaktora (nad 400 °C), nie len
nuklearneho, k akémukol'vek pouzivatelovi. Pricom tento
transport by mal v zavislosti od vyuzitia tepla prebiehat
v intervale od niekol’ko stoviek metrov az po niekol’ko
kilometrov.

Myslienka vyuzitia tavenin anorganickych soli na
d’alekonosny potrubny transport tepla bezprostredne vy-
vstala z novych aplikaénych moznosti vysokopotencional-
neho tepla a komparativnych vyhod anorganickych tavenin
oproti ostatnym systémom. Tieto vyhody vel'mi dobre
ilustruje tab. I (cit.*), ktora sumarizuje poziadavky na 3tyri

Parametre transportu 1000 MW energie pre rozne transportné média, Az = 100 °C

Parametre Para (LWR) Sodik (LMR) Hélium Fluoridové taveniny
Tlak, MPa 15,5 0,69 7,07 0,69
Teplota na vystupe, °C 320 540 1000 1000
Rychlost média, ms™' 6 6 75 6

Pocet potrubi, priemer 1 m 0,9 2 13,2 0,6
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typy teplotransportnych systémov, v ratane konvencnej
vodnej pary, pre poziadavku transportu 1000 MW energie
pri 100 °C rozdiele teplot medzi koncami potrubia. Kym
v pripade hélia je na takyto transport potrebnych 13,2 po-
trubi o priemere 1 m, pre fluoridové taveniny je to len pol
potrubia rovnakého priemeru. Nizky pocet potrubi sice
vykazuje aj vodnéd para aroztaveny sodik, no tieto dva
systémy nie si pouZziteIné pre transport vysokopotencio-
nalneho tepla (prili§ nizka teplota média). NavySe
z hladiska bezpecnosti sa vo vSeobecnosti uprednostiuju
nizkotlaké systémy, ¢o je d’alSia nevyhoda hélia a vo vse-
obecnosti aj vodnej pary. Z hl'adiska ceny st fluoridové
taveniny vyrazne drahSie ako voda, ale rovnako vyrazne
lacnejSie ako sodik a hélium. Z hladiska bezpecnosti je
navySe sodik problematicky aj kvoli jeho extrémne;j citli-
vosti na vodu. Mozno povedat’, ze vyhody tavenin idu az
za ramec ich pouzitia ako vyhradne vysokoteplotného
média (nad 500 °C).

2.1.1. Vyroba vodika termochemickymi procesmi

Uz dnes je vodik scelkovou produkciou cca
50 mil trok™' jednou z kPaGovych surovin chemického
priemyslu a kazdy rok, hlavne kvoli petrochémii, jeho
produkcia kontinualne stipa. Ak by doslo k prielomu
vrozvoji tzv. vodikovej ekonomiky (vymena fosilnych
paliv za vodik, pre vSetky transportné systémy, vratane
leteckych) vyroba vodika by sa postupne stala najmasovej-
Sou priemyselnou vyrobou vobec. Zakladnym kIi¢om
k tomuto prielomu je cena vodika. Z toho vychadza aj
myslienka vyuzit' vysokopotencionalne teplo z vysoko-
teplotnych nukledrnych reaktorov na tepelny rozklad vody,
¢o by predstavovalo efektivnejsi spdsob vyroby vodika,
nez klasicka elektrolyza vody. Neslo by o priamy tepelny
rozklad, ale o cyklus na seba nadvézujucich reakcii, do
ktorého vstupuje voda a teplo a vyslednym produktom je
vodik a kyslik. Najznamej$im a pravdepodobne najper-
spektivnejsim je cyklus vyvinuty firmou General Atomic
na baz i6du a oxidu siri¢itého (obr. 1). V sucasnosti uz
existuje, asponi na teoretickej baze, mnozstvo podobnych
uzavretych cyklov, vratane tzv. hybridnych cyklov, ktoré
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kombinuju tepelny rozklad s elektrolyzou.

KedZe z bezpecnostnych dévodov nemoze byt velko-
tonazna chemicka vyroba vodika v blizkosti nuklearneho
zdroja tepla, teplotransportné rozhranie musi dosahovat’
dizky radovo stoviek metrov az niekol’ko kilometrov. Hé-
lium, ako teoreticky jediny moZny konkurent roztavenych
soli, ktory mozno pouzit pri vysokych teplotach, je pre
takto koncipovany transport, hlavne z ekonomickych do-
vodov, prakticky vyluceny.

2.1.2. Tazba a spracovanie bituminéznych pieskov
a ropno-nosnych bridlic

Bitumindzne alebo asfaltové piesky (bituminous
sends), niekedy sa oznacuju aj ako dechtové piesky (tar
sends), ropné piesky (oil sends), alebo ropno-nosné bridli-
ce (oil shale) su zmesi piesku, hliny, ilu
a vysokoviskoznych organickych zlucenin, ktoré tvoria
tzv. bitamen''. Celkové svetové zasoby bitimenu sa odha-
dujt na 400 Gt (zasoby konvencnej ropy sa odhaduju na
600 Gt, z toho je tazitelnych 150 Gt). Tieto zasoby maju
velky strategicky vyznam, pretoZe su pouziteI'né na vyro-
bu nafty a drviva vécSina sa nachddza mimo politicky ne-
stabilny Blizky vychod (Kanada, Venezuela, USA, Rus-
ko). Len zasoby bitumin6znych pieskov v USA maji hod-
notu 800 mld barelov konvencnej ropy, o je trikrat viac
ako tazite'né zasoby ropy v Saudskej Arabii.

KedZe pomer vodika k uhliku je v tychto pieskoch
pomerne nizky, konverzia bitumin6znych pieskov na ko-
mercne palivo je zaloZena (/) na priddvani vodika hydro-
geneénymi procesmi, alebo (2) na odstraiovani uhlika
(zvycajne spalovanim vo forme CO,). Samotnd tazba
bitumin6znych pieskov je zalozena na znizovani viskozity
bitimenov s rastucou teplotou. Existuji aj spdsoby tazby
zalozené na podporovanom zapaleni loziska (in-situ com-
bustion), kde sa zapali jeden vrt a do loziska sa vhana
vzduch, ¢im dochadza nie len k znizovaniu viskozity bitl-
menu, ale aj k in-situ spracovaniu loziska (zvySovaniu
pomeru vodik — uhlik). Produktom je menej kvalitny po-
diel arelativne vysoké emisie CO, (cit.) (vyrobna cena
takejto ropy je 70-90 $/barrel).

Voda Vodik

_

HzSO4
H,O + S0, +1/2 0,

\

800 1000 °C

I, +S0O,+2H,0
2 HI + H,SO,4

2HI - H,+1,

J

Obr. 1. Termochemicka vyroba H, na baze I, — SO, cyklu (General Atomic)
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Obr. 2. Schéma in-situ tazby a spracovania bituminézneho loZiska pomocou vysokopotencionilneho tepla z nuklearnych

reaktorov

Na podobnom principe funguje proces firmy Shell
(Shell Oil-Shale Process). Proces je zaloZeny na pomalom
niekol’ko mesacnom zahrievani (370 °C) celého loziska
pomocou elektrickych vyhrevnych telies v reduk¢nej at-
mosfére, pricom produktom je kvalitna 'ahka ropa a nizke
emisie CO,. Néklady na tento sposob su priblizne trikrat
mensie ako pri podporovanom zapaleni loziska. Polovicu
nakladov tvori cena elektrickej energie. Ak by sa na vy-
hrievanie pouzil nuklearny reaktor, mozeme bitimenové
lozisko vyhrievat’ priamo z reaktora teplom transportova-
nym pomocou roztavenych fluoridov. Znizime naklady na
vyrobu elektrickej energie (priame vyuzitie tepla) a znizi-
me tvorbu sklenikovych plynov stvisiacich s vyrobou
elektrickej energie. Ohrev loziska by bol zalozeny na
mnozstve dlhych vyhrevnych elementov (rara v rare); islo
by v podstate o obrovsky rurkovy vymennik tepla (obr. 2).
Otazkou ostava vyber konStrukénych materialov (rary
kilometrovej dizky) a akceptovanie vystavby nuklearneho
reaktora v blizkosti loziska®.

2.1.3. Breytnov cyklus ucinnejsej vyroby elektrickej
energie

Vyroba elektrickej energie tzv. Breytnovym cyklom
umoziuje integrovat’ vysokoteplotny nuklearny reak-
tor priamo, bez parného ,rozhrania® k turbine. Proces
ucinnejsej vyroby elektrickej energie je zalozeny na vyme-
ne doterajSej parnej turbiny za vysokoteplotnu turbinu na
baze dusika, alebo hélia. Takato turbina konvertuje teplo
na elektricka energiu pri teplotach az do 1000 °C a tak je
cely proces schopny dosiahnut’ vyrazne vysSiu Gcinnost
(nad 50 %). Transport tepla od reaktora k turbine moézu
zabezpecCovat' roztavené soli, alebo vysokotlaké hélium.
Najpravdepodobnej$i bude hybridny spdsob; vyhodou
hélia je, ze ho mozno priamo integrovat s turbinou (hélium
priamo pohéaila lopatky vysokoteplotnej turbiny), no na
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druhej strane roztavené soli su vhodnejSie na pouzitie
v primarnom okruhu, kedze vysokotlaky systém nie je
najbezpecnejsSim spésobom priameho chladenia nuklearne-
ho reaktora.

2.2. Pokro¢ily vysokoteplotny nuklearny reaktor

Tento typ reaktora (Advanced High Temperature
Reactor) je novy ,,0bojzivelny* koncept vysokoteplotného
reaktora pre (/) vysokotonaznu termochemicka produkciu
vodika, (2) ucinnejsiu produkciu elektrickej energie pro-
strednictvom Breytnovho cyklu (obr. 3). Tento koncept sa
uz niekol’ko rokov vyvija v USA. Ked’ sme v kap. 2.1.1.
hovorili o vysokoteplotnom transportnom systéme pre
vyrobu vodika a d’alSie aplikacie popisovali sme vlast-
ne rozhranie medzi pouZivatelom a tymto reaktorom, kto-
rého hlavnym ciel'om je integrovana vyroba vysokopoten-
cialového tepla pre vyrobu elektrickej energie alebo vyso-
kotonaznu termochemicka vyrobu vodika. Tento koncept
je zalozeny na vyuziti tuhého paliva zakomponovaného
v grafitovej matrici, ktoré sa pouziva pre vyskoteplotné
héliom chladené reaktory (Modular High Temperature
Gass Cooled Reactor) a vyuZiti roztavenych fluoridov na
baze LiF-BeF, a NaF-ZrF, (teplota topenia cca 400 °C,
teplota varu cca 1400 °C) ako chladiva priméarneho okru-
hu. Vyhodou pouzitia roztavenych soli oproti héliu
v primdrnom okruhu je moZznost' vyrazného zmenSenia
celého objemu reaktora atak zvySenia jeho kapacity
(2400-4000 MW v pripade AHTR oproti max. 600 MW
pre héliom chladeny reaktor). Niektoré Stadie dokonca
naznaéujﬁ3‘12, ze by mohol byt tento koncept ekonomicky
zaujimavy aj v porovnani s najroz§irenej$imi I'ahkovodny-
mi reaktormi (LWR). Dalgou nespornou vyhodou je nizko-
tlaky systém reaktora a jeho pasivna bezpecnost. Cudovo
povedané, v pripade poskodenia konStrukénych materidlov
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Obr. 3. Schéma ,,0bojZivelného“ zapojenia vysokoteplotného reaktora (AHTR) pre termochemicki vyrobu H,, a zaroven
aj ucinna vyrobu elektrickej energie (vysokoteplotna turbina na baze He, alebo N,)

nehrozi Unik chladiaceho média, pretoze pri lokdlnom
znizeni teploty tavenina zatuhne a izoluje trhlinu.

2.3. Rychly mnozivy reaktor

Navrh tohto reaktora (Liquid Salt-Cooled Fast Reac-
tor) je Uplne novy koncept vychadzajuci z uz existujiiceho
rychleho mnozivého sodikom chladeného reaktora
(Sodium-Cooled Fast Reactor). V tychto typoch reaktorov
sa nenachadza moderator a Stiepna reakcia prebieha s po-
mocou nespomalenych rychlych neutrénov. Rychle neu-
trony st schopné $tiepit’ uran 238 (***U), ktory tvori asi
99,3 % prirodného urdnu no v ,konvenc¢nych* typoch re-
aktorov nie je pouzitelny. Bezne pouZzivany a Stiepitelny
uran 235 (*°U) tvori len 0,7 % prirodného uranu! Palivo
v tomto type reaktora sice tvori vysokoobohateny uran,
alebo vysokoobohatené plutonium, alebo ich zmes, no tzv.
obalka, Stiepitelny mnozivy material, obsahuje uran
a thérium s prirodnym izotopickym zloZzenim. Nevyhodou
tychto zaujimavych reaktorov je zatial ich cena oproti
Pahkovodnym reaktorom. Taveninou chladeny LSFR kon-
cept sa moze oproti povodnému sodikom chladenému SFR
rychlemu reaktoru ale pochvalit' niekolkymi slubnymi
vyhodami: (/) redukcia objemu reaktora atak zvySenie
jeho ekonomickej kapacity, (2) bezpecnost, odstranenie
problému s explozivnou reakciou medzi sodikom a vodou,
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(3) energeticka UCinnost’ roztavenymi solami chladenym
rychlym reaktorom sa pohybuje medzi 45 az 50 % oproti
40 az 42 % pre sodikom chladeny rychly reaktor, (4) ked-
ze roztavené soli s oproti roztavenému sodiku priehladné,
takyto koncept umoZiiuje aj priamu optickt in§pekciu kon-
Strukénych materialov reaktora.

2.4. Reaktor s palivom rozpustenym v tavenine
na baze anorganickych soli

Tento typ reaktora (Molten Salt Reactor) sa od vyssie
uvedenych 1i8i tym, ze jadrové palivo je rozpustené priamo
vo fluoridovej tavenine primarneho okruhu a spolu s roz-
pustenymi Stiepnymi produktmi obteka grafitovy modera-
tor. Tento koncept reaktora bol prvykrat vyvinuty pre uz
spominany nuklearny letecky pohon v 50. rokoch
avcivilnej verzii bol tento reaktor poloprevadzko-
vo uspeSne niekol’ko mesiacov testovany v 60. rokoch
v ORNL v USA. Tento typ reaktora ma niekol’ko vyhod.
Umoziuje §irSie moznosti spracovania jadrového paliva
(Th-"*U cyklus, denaturované Th-**U), vratane vyuzitia
rezimu rychleho mnozivého reaktora pre Th-> U cyklus.
Umoziuje lepSie ,,on-line* riadenie celého reaktora (palivo
je tekuté, homogénne, odpadavajil tzv. kampane stvisiace
s vymenou paliva pri reaktoroch ztuhym palivom). Na
druhu stranu tento typ reaktora je velmi citlivy na otazky
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kordzie a materidlovej kompatibility (neustala kontinualna
prevadzka,  zvySend  korézna  aktivita  tavenin
s rozpustenym jadrovym palivom a rozpustenymi Stiepny-
mi produktmi voc¢i konStrukénym materidlom). Tento kon-
cept reaktora sl'ubuje zo vSetkych uvedenych typov prav-
depodobne potencidlne najvacsi komplexny benefit
(hlavne v jeho rychlej mnozivej verzii), no napriek uspes-
nym testom aj najvacsie technologické vyzvy.

2.5. Termonuklearna fzia vodika

NajfuturistickejSou a najzaujimavejSou aplikaciou
roztavenych soli v energetike je ich vyuzitie pri koncipo-
vanom reaktore pre termonukledrnu fuziu vodika — nevy-
Cerpatelnom zdroji energie. Roztavené fluoridy (hlavne na
béaze °LiF-BeF,) predstavuji v sidasnosti seriéznych kan-
didatov pre odvod tepla z fizneho reaktora a zaroven ne-
spotrebovavany material, ktory pomaha tienit’ tuhé kon-
Strukéné Casti reaktora pred destrukénym ucinkom faznych
neutrénov. Vo fuznom reaktore prebieha fuzia izotopov
vodika deutéria (*H) a tricia ("H), pri¢om produktom tejto
termonuklearnej reakcie je obrovské mnoZzstvo energie,
neutrény a hélium. Na to, aby reakcia prebiehala kontinu-
alne, fuzny reaktor musi produkovat’ tricium s pomocou
neutrénov a litia 6: °Li + n — *He + *H. Zdroj litia pre tato
reakciu mdze byt v tuhom plasti reaktora, ktory sa tym
destruuje, alebo moézeme litium ziskavat’ z chladiaceho
média na baze roztavenych soli (°LiF) (cit.%).

O pouziti roztavenych soli sa uvaZuje aj v koncepcii
tzv. inercialneho fuzneho reaktora, kde sa vysoka teplota
potrebnd na naStartovanie termonukledrnej fuzie ziskava
bombardovanim pomocou tazkych iénov, alebo laserov.
Vysledkom je okrem zvySene;j teploty aj pomald deStrukcia
prvej steny reaktora. Roztavené soli sa daju pouzit ako
tieniaca ochrana vo vnutri tohto typu reaktora pred des-
trukénymi Sokmi z tychto pulzov. Rovnako ako aj v prvom
pripade, absorbuju fuzne neutrony a produkujii pomocou
SLi potrebné tricium CH) (cit.*").

3. Zaver

Komercionalizacia novych vysokoteplotnych chladia-
cich a teplotransportnych systémov na béaze roztavenych
soli je zatial’ vyzva budiicnosti. No niektoré fundamentalne
zmeny a technologické posuny (prielom vo vodikovej
ekonomike a masova vyroba vodika, vyuzitie vysoko-
potencionalneho tepla nie len pre vodikovu ekonomiku,
ale aj petrochémiu, vysokoteplotna turbina, Breytonov
cyklus a G¢innejSia vyroba elektrickej energie, rozvoj vy-
sokoteplotnych reaktorov generacie IV, pyrometalurgicka
extrakcia, transmutacia nuklearneho paliva, termonuklear-
na fuzia vodika) moézu motivovat auz aj motivuji
k rozvoju tychto staro-novych vysokoteplotnych nizkotla-
kych chladiacich médii pre rézne aplikéacie v energetike.
Ak si uvedomime, Ze nizkoteplotné taveniny anorganic-
kych soli sa uz v sucasnosti vyuzivaju aj pri slneénych
kolektoroch, palivovych c¢lankov a batéridch, ich dalsie
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moznosti a aplikdcie moézu z tavenin vytvorit’ vel'mi rozsi-
rené a komplexné energetické média. Na druhej strane
komercionalizacia vysokoteplotnych taveninovych chla-
diacich systémov ako takych, otvdra mnoho mimoriadne
zaujimavych moznosti pre samotni nuklearnu energetiku.
Vyvoj tychto systémov bude pravdepodobne velkym im-
pulzom aj pre taveninovi chémiu a materialovy vyskum.
Vyuzitie tavenin ako chladiva ma vo vSeobecne este
jeden aspekt. Predstavuje tzv. suché chladenie (bezvodé
chladenie), ktoré negativne neprispieva ku globalnej bilan-
cii Gzitkovej vody. Ked'ze vo svete neustale stipa vyroba
elektrickej energie, ale aj tazk4 industrializdcia, hlavne
v krajinach treticho sveta a s tym spojena zvysSena spotreba
vody, zacina sa Coraz CastejSie diskutovat’ o lokalnej ale aj
globalnej spotrebe vody. Voda sa pravdepodobne onedlho
stane strategickou surovinou a geopolitickym faktorom.
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M. Korenko and M. Kucharik (Institute of Inor-
ganic Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Bratislava,
Slovak Republic): Utilization of Molten Inorganic Salts
as Coolants in Nuclear Energetics — The Salt of the
Earth and Light of the World

Recently, a rapid growth of interest in the high-
temperature coolants (700-1000 °C) based on the molten
fluorides has been observed. The interest is a consequence
of new applications of high-temperature heat and the de-
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velopment of more efficient nuclear reactors. Recent ad-
vances in the high-temperature helium or nitrogen turbines
make it possible to convert high-temperature heat to elec-
tricity on industrial scale. Likewise, there is a growing
interest in using the nuclear high-temperature heat in the
production of hydrogen and shale oil. Several applications
of molten salts in nuclear reactors of various types are
currently investigated. The use of new molten salt coolants
and the related reactor concepts are described.
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1. Uvod

V poslednich 40 letech se objevuji cetné¢ dikazy
o vyskytu latek v zivotnim prostfedi, schopnych negativné
ovlivitovat hormonalni systém zivocicha ilidi. Po celém
svété jsou nalézana ve vodé stopova mnozstvi lidskych
hormont, 1éCiv a latek napodobujicich aktivitu hormont,
coz je v piimé souvislosti s nedostatecnym zpracovanim
odpadnich vod'™. Rada studii ptitomnosti farmak a lid-
skych hormond v zivotnim prostiedi byla provadéna bé-
hem 70.—80. let’’, aviak tehdy detegovana stopova mnoz-
stvi vzbuzovala malou pozornost, az do doby zjisténi spo-
jitosti mezi syntetickou antikoncepci 17a-ethynyl-
estradiolem a vlivem na ryby* ..

Americkd organizace pro ochranu zivotniho prostfedi
(US Environmental Protection Agency — Utad pro ochranu
zivotného prostiedi) =zfidila tvz. Endocrine Disruptor
Screening Program (EDSP) k vytvofeni screeningovych
metod a strategie testl toxicity pro vymezeni endokrinné
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disruptivnich latek (ED). Tento proces v soucasnosti neni
jesté zcela dokoncen a dosud neexistuje konsenzus pro
specifikaci této skupiny latek. Endokrinni disruptory jsou
velkou skupinou latek plivodu antropogenniho (néktera
farmaka, pesticidy, primyslové chemikalie, produkty spa-
lovani) i ptfirodniho (fytoestrogeny, hormony). Pfedmétem
soucasnych studii neni pouze vliv ED na Zivocichy a zne-
¢isténi zivotniho prostiedi, ale také jejich degradace a de-
toxikace chemickymi, mikrobiologickymi a enzymaticky-
mi metodami'> ™",

Tato prace je zaméfena na mozné odstranéni fenolic-
kych endokrinné disruptivnich chemikalii z kontaminova-
ného prostiedi s dirazem na basidiomycétni druhy hub
produkujici enzymy degradujici lignin.

2. Zastupci endokrinné aktivnich latek a jejich
vlastnosti

Dulezitou vlastnosti ED je, Ze mohou ovliviiovat hor-
monalni systém organismu dlouho po uvolnéni do Zivotni-
ho prostiedi. Endokrinné disruptivni u€inky byly potvrze-
ny napt. u alkylfenoli, bisfenolu A a esterd kyseliny ftalo-
va!s17,

Béhem poslednich let je vénovana zna¢na pozornost
pfirodnim (estron a 17(3-estradiol) a syntetickym antikon-
cepénim steroidim (17a-ethynylestradiol), predev§im diky
jejich vyskytu v povrchovych vodéach po prichodu béznym
procesem v Cistirnach odpadnich vod, a to pro jejich po-
tencionalni negativni efekt na vyvoj a reprodukei ryb, zvi-
fat a 1idi'"*?'. Syntetické estrogeny, uzivané jako oréalni
antikoncepce, jsou v téle metabolizovany na jejich konju-
gaty s kyselinou glukuronovou a vylou¢eny moci. Tyto
konjugaty jsou nasledné, pfi zpracovani splaskové vody
aktivovanym kalem, hydrolyzovany glukoronidasou, produ-
kovanou mikroorganismy (napt. Escherichia coli), zpét na
formy syntetickych estrogenii a kyselinu glukuronovou®*.
Ternes a spol.” prokézali, 7e estron a 17a-ethynylestradiol
jsou Casto detegovany ve vypustich brazilskych, némeckych
a kanadskych Cisticek méstskych odpadnich vod.

Dalsi endokrinné aktivni latky — alkylfenoly, jako je
napf. nonylfenol a oktylfenol, se pouzivaji k primyslové
vyrob¢ alkylfenol-polyethoxylatd slouzicich jako neionto-
vé detergenty a jako antioxidanty. Ackoliv samotné deter-
genty nejsou estrogenni, zpracovani jimi kontaminované
vody v Cistirnach odpadnich vod rozkladem aktivovanym
kalem vede ke vzniku perzistentnich hydrofobnich meta-
bolitd s estrogenni aktivitou®**> kumulujicich se v &istiren-
ském kalu***’. Nejproblematiétéjsi z alkylfenold nonylfe-
nol napodobuje ptirozeny hormon 17B-estradiol a je spojo-
van s feminizaci vodnich organismi, poklesem rybi plod-
nosti a snizenim mnozstvi prezivajicich juvenilnich jedin-
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¢t?*7°. Nonylfenol je za aerobnich podminek v &istickach
odpadnich vod (COV) jen obtizné degradovatelny®'~*.

Silné hydrofilni bisfenol A [2,2-bis(4-hydroxyfenyl)
propan] je dalii z fady endokrinnich disruptort®>°. Tvoii
hlavni surovinu uzivanou pfti chemickych syntézach pru-
myslovych polymerd, jako jsou polykarbonaty, epoxydové
pryskyfice, fenolové pryskytice, polyestery a polyakrylaty.
Bisfenol A se muize uvoliiovat z konzerv s vnitinim naté-
rem epoxydovych pryskyfic*® a z polykarbonatovych plas-
tovych obalt’’” a kontaminovat tak potraviny. Miize se také
uvolnit z materialti pouzivanych ve stomatologii (pryskyfice,
plomby)*. Vzhledem k témto expoziénim cestim predstavu-
je bisfenol A v soucasné dobé nejvyznamnéjsi endokrinné
disruptivni kontaminaci pro ¢lovéka.

Dalsimi identifikovanymi ED jsou chemikalie uziva-
né ve velkych objemech v primyslu jako plasticizéry
(benzylbutylftalat, dibutylftalat), aditivum kaucuku
p-fenylfenol, desinfekce o-fenylfenol, antioxidant bu-
tylhydroxyanisol atd.

3. Mechanismus piisobeni endokrinné
disruptivnich latek a testovani jejich aktivity

Obecné je problematika endokrinniho a reprodukéni-
ho efektu ED latek vztahovana k né€kolika Grovnim jejich
plsobeni na hormondlni systém organismu: napodobovani
ucinkd endogennich hormond, pdsobeni proti uc¢inkdm
endogennich hormont, naruSovani transportu, syntézy
a metabolismu endogennich hormonti, a narusovani synté-
zy a metabolismu hormonalnich receptori'®.

Estrogenni receptory regulujici transkripci cilovych
genl po vazbé s estrogenem (17B-estradiol a estron) jsou
tvofeny doménou vazici se na DNA, doménou vazici li-
gand (hormon) a né&kolika trans-aktivaénimi doménami®’.
Lidské, stejné jako napt. mysi estrogenni receptory, existu-
ji ve dvou subtypech o a B***'. Srovnani specifickych
vazeb ligandl a analyza trojrozmérné struktury ukazaly, ze
oba estrogenni receptory o i J maji shodnou selektivitu
k ligandim™®. Estrogenni receptor vaze 17p-estradiol feno-
lickou ¢asti, vazebné misto receptoru je vSak dvakrat vétsi
nez hydrofobni &ast 17B-estradiolu® a tato velka hydro-
fobni prohluben umoznuje alkylfenolim a bisfenolu A
vazbu na receptor a vyvolani nespravnych hormonélnich
signald.

Pro ziskdni nastroje stanoveni estrogenni aktivity
latek vlozili Routledge a Sumter* sekvence DNA kédujici
lidsky estrogenni receptor (o) do genomu kvasinek, které
obsahovaly také prepisovatelny plasmid se sekvenci kont-
rolovanou estrogennim receptorem a odpovédnou za pie-
pis reportérového genu Lac-Z (koduje enzym p-galakto-
sidasu) umisténého taktéZ na daném plasmidu. Kvasinky
tedy byly schopny syntetizovat $-galaktosidasu jako odpo-
véd’ na pfitomnost estrogenti. Pomoci tohoto testu bylo
zjisténo, ze alkylfenoly, obsahujici 6-9 uhlikd
v alkylovych skupinach, maji 10~ az 10> méné estrogenni
aktivity ve srovnani s 17B-estradiolem™**. Nishikawa
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a spol.*® vyvinul tvz. dvojhybridni kvasinkovy test, vyuZi-
vajici na ligandu zavislé interakce s estrogennim recepto-
rem, umoznujici meéfit estrogenni aktivitu nonylfenolu
a bisfenolu A. Pfi monitoringu ED vypousténych do vod-
niho prostiedi je pouzivan jako bioindikator vitellogenin®’,
bilkovinny prekurzor vaje¢ného zloutku, jehoZ produkce je
v jatrech vejcorodych obratlovel regulovéana estrogeny.

4. Odbouravani endokrinnich disruptoru

4.1. Fyzikélni a chemické odstraniovani
endokrinnich disruptori

Nonylfenol a bisfenol A 1ze rozkladat elektrochemic-
ky vyuzitim platinou pokryté titanové elektrody. Latky
o pocatecni koncentraci 1,0 mM byly rozloZeny za 100 az
200 min (cit.**). Bisfenol A byl fotokatalyticky za pomoci
TiO, pod UV zéifenim pfi pocatecni koncentraci 175 uM
ve vod¢ zcela degradovan na oxid uhlic¢ity béhem 20 h
(cit.*?). Chen a spol.” publikovali degradaci bisfenolu A pi-
sobenim UV v kombinaci s H,O,, pfi niz doslo k odstranéni
estrogenni aktivity bez vzniku meziprodukti s akutni toxici-
tou. Moznost degradace bisfenolu A, 17o-ethynylestradiolu
a estradiolu pomoci UV v kombinaci s H,O, publikovali
i Rosenfeldt a Linden".

Pozornost je také vénovana moZznosti vyuziti aktivni-
ho uhli pfi odstranéni ED. Chang a spol.” popsal odstrang-
ni estronu pomoci adsorpce na praskové aktivni uhli. Od-
stranovaci kapacita aktivniho uhli je vSak limitovana kon-
taktnim casem, konkurenci s pfirodnim organickym mate-
rialem, rozpustnosti kontaminantu a také pouzitym typem
aktivniho uhli****. Cetné studie z posledni doby zkouseji
odstranéni mikropolutantii, jako jsou ED, za pomoci riz-

nych typti membran a filtraénich systémi®> >’

4.2. Degradace v Cistirnach odpadnich vod

Procesy pouzivané bézné ve vodarenské upravé, jako
je koagulace, flokulace a precipitace se ukdzaly neucinny-
mi pro odstranéni rozpusténych organickych kontaminanti
véetné ED latek™®. Utinnost pouzivanych oxidativnich
procest, jako chlorace a ozonizace, zavisi na struktufe
kontaminantu a davce oxidantu™®. Naopak biologické
procesy pouzivané v COV, jako je aktivace, biofiltrace
a pudni filtrace (soilaquifer), prokazaly schopnost znacné
redukce koncentrace ED. Studie uvadi odstranéni vice nez
90 % bisfenolu A v COV, pii srovnani jeho koncentrace
v ptitoku a odtoku®"®2. RovnéZ je popsana schopnost akti-
vovaného kalu odstranit nonylfenol®®*. Pokles jeho kon-
centrace pii prichodu COV je vztahovan, vzhledem k jeho
hydrofobicité, pfedev§im k mechanismu sorpce na aktivo-
vany kal®. Dochazi tedy pouze k piemisténi do dalsi envi-
ronmentalni matrice. K dalsi eliminaci nonylfenolu
z vodniho prostiedi muze dochazet sorpci na castecky,
sedimenty a akumulaci v tkanich vodnich organismi®®®.

Rada autorii popsala mechanismus degradace neionto-
vych detergentt alkylfenol-polyethoxylati pti zpracovani
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odpadni vody***>%°_ TInicialni zkraceni ethoxylatového
fetézce téchto molekul vede k tvorbé intermediatt jako je
mono- adi-ethoxylat, alkylfenol a mono- a di-
karboxylované alkylfenoly. Vzhledem k limitované rozpust-
nosti ve vod¢ a tim snizené biodostupnosti nastava konecna
biodegradace téchto metabolitl mnohem pomaleji.

Znacny zajem vyvolavaji ve vodnich tocich zjisténé
estrogenni hormony (napf. cit.*) 17B-estradiol a 17a-ethy-
nylestradiol, které byly detegovany vSudypfitomné ve vy-
pustich z COV a je jim ptisuzovana odpovédnost za vétsi-
nu estrogennich efektd”’®. Prestoze nékteré publikace tvr-
di, ze odstranéni 17fB-estradiolu aktivovanym kalem je
predevsim diky sorpci, nebo dalsim faktorim nesouviseji-
cim s mikrobialni degradaci’’, byla publikovana oxidace
17B-estradiolu ziedénym aktivovanym kalem z COV na
estron s dali eliminaci za aerobnich podminek’. Fujii
aspol.” popsali degradaci 17p-estradiolu gramnegativni
aerobni bakterii Novosphingobium sp. izolovanou z COV.
O biodegradaci umélého hormonu 17a-ethynylestradiolu
je zatim zndamo velmi malo’".

4.3. Bakterialni zpracovani endokrinnich disruptort

Nekolik bakterialnich druht, Sphingomonas xenopha-
ga, Sphingomonas cloacae a Sphingobium amiense bylo
izolovano a popsano, jako mikroorganismy odpovédné za
degradaci nonylfenolu™ "%, Tyto bakterie metabolizovaly
aromatickou ¢ast nonylfenolu na odpovidajici C9 alkoholy.

OH

e
HO !

5%
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Rada bakterii schopnych biodegradace bisfenolu A
byla nalezena v pid¢, fi¢ni vodé nebo aktivovaném ka-
lu COV”*. Patti sem Sphingomonas sp. AO1, Pseudo-
manas paucimobilis FJ-4, druhy rodu Pseudomonas sp.
a Streptomyces sp. a nékolik neidentifikovanych gramne-
gativnich bakterii zahrnujicich izolaty z aktivovaného kalu
a ficnich sedimentti. Obecné je popsana metabolicka ces-
ta degradace bisfenolu A né&kterymi druhy bakterii za
aerobnich podminek na 4-hydroxybenzoovou kyselinu
a 4-hydroxyacetofenon’*®' Gramnegativni aerobni bak-
terie, kmen MV1 (NRRL-B-18737), byly schopny oxidace
alifatické methylové skupiny bisfenolu A (BPA) za vzniku
a 1,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan-2-olu (/; viz obr. 1) a 2,2-
-bis(4-hydroxyfenyl)propan-1-olu (ZII). Oba meziprodukty
jsou dale degradovany pomoci oxidace, dehydratyce
a Stépeni az na vysledné produkty 4-hydroxybenzoovou
kyselinu (HBA), 2-hydroxy-1-(4’-hydroxyfenyl)ethanon
(V) a 2,2-bis(hydroxyfenyl)propanovou kyselinu (V)"

Bakterie izolované z aktivovaného kalu a fi¢niho
ekosystému (Arthrobacter, Pseudomonas,a zastupci En-
therobacteriaceae) byly schopny metabolizovat bisfenol A
cestou podobnou jako vyse zmin&ny izolat MV17®. Zhang
a spol.® studovali degradaci bisfenolu A bakterii Achro-
mobacter xylosoxidans izolovanou z méstského odpadu
zpracovavaného kompostovanim. Degradacni produkty byly
identifikovany jako p-hydroxybenzaldehyd, p-hydroxy-
benzoova kyselina a p-hydrochinon. V ptipadé Sphingomo-

nas sp. AO1 Sasaki a spol.”” potvrdil uéast cytochro-

HBAL HAP

HO OH
HO OH

15°/ 10/"

OH —» CO,
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Obr. 1. Metabolicka draha degradace bisfenolu A gramnegativni aerobni bakterie: kmen MV1 (NRRL-B-18737); BPA bisfenol A;
1 1,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan-2-ol; /I 4,4’-dihydroxy-o-metylstilben; I/ 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan-1-ol; IV 2,3-bis(4-hydroxy-
fenyl)propan-1,2-diol; V' 2-hydroxy-1-(4’-hydroxyfenyl)ethanon; VI 2,2-bis(4-hydroxyfenyl) propanova kyselina; HBAL 4-hydroxy-
benzaldehyd; HAP 4-hydroxyacetonfenon; HBA 4-hydroxybenzoova kyselina
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mu P450 pfi tomto degradadnim procesu. Ike a spol.* se
ve své praci zabyval zménou estrogenni aktivity degradac-
nich produktd bisfenolu A, znichz pouze 4-hydroxy-
acetofenon vykazoval slabou estrogenni aktivitu ve srov-
nani s bisfenolem A.

V anaerobnich podminkach probihd degradace bisfe-
nolu A velmi obtizn&*’. Ronen a Abeliovich® prokazali, ze
bisfenol A v anaerobnich podminkach kalu nebyl degrado-
van ani po tiech mésicich inkubace.

4.4. Plankton a degradace endokrinnich disruptort

Schopnost odstrafiovat rtizné polutanty je znama
i u nékterych fas. Hirooka a spol.* popsali degradaci bis-
fenolu A a odstranéni jeho estrogenni aktivity zelenou
fasou Clorella fusca var. vacuolata. Jako meziprodukt
biodegradace byl identifikovan monohydroxybisfenol A
(cit.*"). Ishihara a Nakajima® publikovali ¢asteéné odstra-
néni bisfenolu A pomoci fytoplanktonich motskych jedno-
bun&enych fas. Sethunathan a spol.* popsal vliv vysoké
inokulaéni hustoty a biosorbce na degradaci alfa-
endosulfanu (cyclodien insekticid) a jeho oxida¢niho pro-
duktu endosulfan sulfatu u fas Chlorococcum sp. a Scene-
desmus sp.

4.5. Degradace pomoci hub

Rada druh@ hub je schopna degradace ED, aviak jen
nekteré maji dostateCné vysoky degradacni potenciél90.
Mezi zvlasteé degradacné aktivni patii zastupci tvz. hub
bilé hniloby, produkujici nespecifické extracelularni ligni-
nolytické enzymy: mangan peroxidasy (MnP), lignin pero-
xidasy (LiP) a lakasy (Lac). Diky t€émto enzym{im degra-
duji lignin stejné dobie jako mnoho perzistentnich envi-
ronmentélnich polutantii véetné ED latek jako napf. nonyl-
fenol’’~**. Mnoho studii zabyvajicich se biodegradaci ED
pomoci téchto hub je zaméfeno piedev§sim na aplikaci
purifikovanych enzymi’ ™.

Soares a spol.”' studoval degradaci nonylfenolu Gtyi-
mi zastupci ligninolytickych hub (Bjerkandera sp., Phane-
rochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, a Trametes
versicolor). Z  pocatecni koncentrace nonylfenolu
100 ppm, za pfitomnosti glukosy jako kosubstratu a static-
ké kultivace, kultury Bjerkandera sp. a T. versicolor od-
stranily pfiblizné¢ 96 % nonylfenolu béhem 15 dnt, kdezto
ubytek nonylfenolu u kultur P. ostreatus a P. chrysospori-
um se pohyboval od 37 do 70 % a od 30 do 50 %. Ve stu-
dii zamétené na vliv kultiva¢nich podminek béhem degra-
dace bylo zjisténo, ze Bjerkandera sp. BOL 13 odstrani
v podminkach tfepané kultivace nonylfenol o koncentraci
50 ppm z 95 % beéhem 5 dnti, zatimco pfi statické kultivaci
jeji degradagni rychlost dvaapulkrat poklesne®®. Naopak
T. versicolor za ttepané kultivace neni schopen nonylfenol
degradovat™.

Lee a spol.” publikovali 99% degradaci styrenu bé-
hem 24h ligninolytickym houbami P.chrysosporium,
T.versicolor a Daldinia concentrica. Hlavnimi metabolity
po degradaci P. chrysosporium byly 2-fenylethanol, kyse-

203

Referat

lina benzoova, cyclohexadien-1,4-dion, butanol a kyselina
jantarova. Tyto metabolity jiz nevykazovaly estrogenni
efekt. Houba Stereum hirsutum byla pouzita pii degradaci
latky methoxychlor [2,2,2-trichloro-1,1-bis(4-methoxy-
fenyl)ethan]'®. P¥i otestovani bylo zji§téno vyrazné sniZe-
ni estrogenni aktivity degrada¢nich produktt identifikova-
nych jako mono- a dichloro derivaty 4-methoxy-
fenylethanu a 4-methoxyfenylethylenu. Majoritnim pro-
duktem biodegradace bisfenolu A za pomoci basidio-
mycetd S. hirsutum a Heterobasidium insulare'®” byla
2-hydroxy-3-fenylpropanova kyselina. Ob&é houby degra-
dovaly bisfenol A o pocatecni koncentraci 100 ppm
z 99 % v pribéhu 7-14 dnt.

Dalsi houby s kapacitou degradovat ED patii mezi
zygomycety. Chai a spol.'” izoloval 4 druhy, Fusarium
moniliforme 2-2, Fusarium sporotrichioides NFRI-1012,
Aspergillus terreus MT-13 a Emericella nidulans MT-98,
schopné vysoce efektivni degradace bisfenolu A. DalS$imi
studovanymi houbovymi mikroorganismy jsou mikroizo-
laty z povrchovych vod, jako napt. Clavariopsis aquatica
patfici mezi askomycety rodu Massarina a neidentifiko-
vany mitosporicky houbovy izolat oznaceny jako UHH
1-6-18-4 (cit."®®). Tyto organismy byly schopny degradovat
technickou smés nonylfenolt stejné dobie jako 4-nonylfenol
(4nNP).

Degradace nonylfenolu byla publikovana i u kvasin-
kového izolatu druhu Candida aquaetextoris pivodné
izolovaného z kalu odpadni vody tovarny textilniho pru-
myslu. U tohoto mikroorganismu byl publikovan dosud
ojedinéle rast na 4nNP o pocatecni koncentraci 100 ppm
za podminek absence dalSiho zdroje uhliku'®. 4nNP byl
kompletné degradovan béhem 14 dnt, coz bylo doprova-

zeno vznikem 4-acetylfenolu a riistem mikroorganismu'®.

4.6. Zpracovani fenolickych endokrinnich
disruptorti enzymy degradujicimi lignin

Mezi nejlépe znamé a nejcastéji produkované oxida-
tivni enzymy ligninolytickych hub spojované s degradaci
polutantii patfi dva typy peroxidas: lignin peroxidasa
(diarylpropan:hydrogen-peroxid  oxidoreduktasa, = EC
1.11.1.14) a mangan dependentni peroxidasa (MnP, Mn
(IT):hydrogen-peroxid oxidoreduktasa, EC 1.11.1.13). Tyto
glykosylované hemové enzymy Kkatalyzuji jedno-
elektronovou oxidaci nefenolickych aromatickych latek za
vyuziti peroxidu vodiku jako oxidantu'®’. Dalsim typem
oxidativnich enzymt hub je lakasa (benzenediol:oxygen
oxidoreduktasa, EC 1.10.3.2), ktera nalezi do rodiny poly-
fenol oxidas'*. Vyhodou lakasy oproti peroxidasam v jeji
aplikaci pfi biodegradacich je schopnost oxidovat bez po-
treby peroxidu vodiku ¢i vysoké koncentrace iontli manga-
nu'®. Produkce téchto enzymi i jejich katalytické vlast-
nosti byly jiz predmétem mnoha piehlednych &lanka'®’''°
a jejich pouziti k detoxikaci endokrinné disruptivnich che-
mikalii je zajmem mnoha studii poslednich let’'!'™'13.

Hirano a spol.'"" prokézali, Ze bisfenol A je degrado-
van kulturou houby P. ostreatus a jeji mangan peroxidasou
na fenol, 4-isopropenylfenol, 4-isopropylfenol a hexestrol.



Chem. Listy 103,200-207 (2009)

Degradace bisfenolu A mangan peroxidasou je iniciovana
odnétim jednoho elektronu ze substratu a vysledny radikal
projde dale nahodnym S§tépenim na aromatickém kruhu
a C-C vazbach do formy smési fenolickych vysSe popsa-
nych latek. Mangan peroxidasa kultury P. chrysosporium
je schopnd degradovat nonylfenol a bisfenol A (cit.”").
Estrogenni aktivita pfislusnych vzorkt, vyhodnocena
dvou-hybridnim kvasinkovym testem, byla pouZitou man-
gan peroxidasou odstranéna, ackoli této aktivity stale zby-
lo 40 % v case, kdy bisfenol A zcela zmizel. Studovéana
byla také oxidace nonylfenolu a bisfenolu A lakasou kultu-
ry T. versicolor s pouzitim redox mediatoru, 1-hydroxy-
benzotriazolu (HBT). 80 % estrogenni aktivity 17pB-
estradiolu a 17a-ethynylestradiolu bylo odstranéno béhem
hodinového zpracovani pomoci jak houbové MnP, tak
lakasy'"?.

Degradace bisfenolu A lakasou kultury 7. villosa
probih4 oxidativni reakci na dva produkty®?, u nichz hlav-
nim je vysokomolekularni dimer bisfenolu A (5,5’-bis-[1-
-(4-hydroxyfenyl)-1-methyl-ethyl]-bifenyl-2,2’-diol). B¢-
hem oxidace bisfenolu A pomoci lakasy mohou byt také
formovany oligomery obsahujici az 3—6 jednotek bisfeno-
Iu a 0-3 jednotky fenolu. Polymerizace bisfenolu A pokra-
Cuje bud’ ptipojenim fenylovych zbytkd nebo transformaci
oligomeru za uvolnéni 4-isopropenylfenolu®'**.

Pro zvySeni u¢innosti bioremediacnich procest vyuzi-
vajici purifikovanych enzymut byl vyvinut rotacni reaktor
na kontaminovanou pudu’. Lakasa kultury Trametes sp.
byla takto pouzita pro degradaci nonylfenolu, oktylfenolu,
bisfenolu A, a 17a-ethynylestradiolu o pocatecni koncent-
raci 60 uM (cit.**). Dalsim moznym fesenim zvyseni Géin-
nosti téchto procesti by mohla byt fixace enzymu na nosic.
Okazaki a spol.'"® a Michizoe a spol.''® publikovali oxida-
ce bisfenolu A lakasou zachycenou v reverznich micelach
z bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinat sodné soli.

5. Zavér

Endokrinni disruptory, latky srtznou strukturou
aschopnosti ovliviiovat hormonalni systém, se di-
ky nedostate¢nym ¢isticim mechanismim bézné vyskytuji
v zivotnim prostiedi. K ¢astecnym mikrobialnim degrada-
cim endokrinnich disruptori mtze dochazet jak
v aktivovaném kalu COV, tak piisobenim nékterych bakte-
rii, fas a hub. Z hlediska Sirokého spektra plisobeni se jako
perspektivni nastroj pfi dekontaminacich znecisténych
oblasti ukazuji houby bilé hniloby, produkujici velké
mnozstvi extracelularnich enzymi schopnych tucastnit se
biodegradacnich procesti endokrinné aktivnich latek.
V tomto ¢lanku jsou popsany metody vyuZzivajici purifiko-
vanych enzymi a metody, které vzhledem ke schopnosti
téchto hub tolerovat i vét§i mnozstvi toxickych latek, vyu-
zivajici celé houbové kultury.

Prdace vznikla za podpory projektu Grantové agentury
Akademie véd CR KJB600200613, projektii Ministerstva
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Z. Kfresinova, K. Svobodova, and T. Cajthaml

(Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Microbial Degradation of En-
docrine Disruptors

Recently, alkylphenols, bisphenols and several syn-

thetic estrogens have been recognized as endocrine disrup-
tors (ED). They can interfere with hormones and thus dis-

rupt

development of animals. Investigation of environ-

mental pollution by these chemicals, studies of their toxic-
ity and the ability of various microorganisms to decom-
pose such compounds are now in progress. This work
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summarizes findings on microbial degradation of ED in
the last three decades with a special respect to the promis-
ing bioremediation agents — white rot fungi and degrada-
tion capacity of their ligninolytic enzymes. Most of the
studies are focused on the degradation of ED by purified
enzymes although these methods are technically demand-
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ing and costly. On the other hand, the ED degradation with
fungal cultures are also feasible. The work is aimed at
identification of intermediates from ED degradation and
their endocrine activities, which is important for better
understanding of microbial degradation.
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1. Uvod

Monitorovanie bioprocesov je primarnym zdrojom
dat, ktoré sluzia na identifikaciu kl'icovych procesovych
parametrov, preto zohrava nezastupitelni ulohu pri ich
optimalizdcii  a aktivnom zasahovani do priebehu
procesu'?. Bezne vyuzivané monitorovacie zariadenia
umoziuju sledovanie niektorych zikladnych parametrov
bioprocesov napr. koncentraciu rozpustného kyslika
a oxidu uhlic¢itého, pH, teplotu, redoxny potencial, otacky
miesadla, tvorbu peny a pod. Z novsich aplikacii analytic-
kych technik v monitorovani bioprocesov mozno spome-
nat ,,on-line” sledovanie koncentracie biomasy in situ
s vyuzitim optickej denzitometrie a fluorimetrie™* alebo
sledovanie mnozstva tvorby inkliznych teliesok pocas
produkcie proteinov pomocou merania impedancie’. Uve-
dené parametre poskytujii vSak len nepriame informacie
o priebehu fermentacnych procesov. Velmi cenné infor-
macie nam poskytuje hlavne monitorovanie koncentracie
substratov  a produktov pocCas priebehu bioprocesov
aprave na tieto ucely sa Standardne vyuziva metoda
HPLC, ktora je zaloZena na U€innej separacii jednotlivych
zloziek komplexnych médii. Najnov§im trendom
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v aplikovanom ,,on-line* monitorovani réznych analytov
sa stava vyuzitie biosenzorov.

Biosenzory ako analytické detektory predstavuji pri-
kladné spojenie interdisciplinarnych poznatkov biologie,
biochémie, fyzikalnej a analytickej chémie. Spolo¢nou
¢rtou principu prace biosenzorov je interakcia biologické-
ho komponenta so stanovovanym substritom, ktord je
zdrojom impulzu spracovatelného prevodnikom na elek-
tronicky signdl Umerny koncentracii stanovovaného
analytu®. Vyhody tychto zariadeni su rychlost, $pecific-
kost a mobilita stanovenia s minimalnou resp. Ziadnou
predipravou analyzovanych vzoriek. Vobec prvym bio-
senzorom bol detektor skonStruovany  Clarkom
a Lyonsom’ v roku 1962. L. C. Clark je viak skér znamy
ako vynalezca kyslikového senzora®. Povodny motiv na
vyuzitie Clarkového kyslikového ¢lanku bolo sledovanie
koncentracie rozpustného kyslika v krvi pocas klinickych
zasahov. Spominany autor na povrch kyslikového senzora
imobilizoval enzym glukézaoxiddzu a tento prvy biosen-
zor stanovoval koncentraciu glukézy na zaklade tbytku
kyslika spotrebovaného pri enzymatickej reakcii. Takymto
analytickym zariadenim sa rozsiri Specificita i rozsah sta-
novitelnych substratov oproti senzorom zaloZzenym na
principe fyzikalnochemického prevodnika. R6znymi kom-
binaciami biologickej Casti s prevodnikom mozno docielit’
velké mnozstvo roéznych konStrukcii. Nezanedbatelnymi
prednostami su tiez moznosti jednoduchej automatizacie
¢i kontinualizdcie merania a hlavne cenova nendroc¢nost’.
Informacie o chovani sa biosystému ziskané v ¢o najkrat-
Som Case su nevyhnutné pre dokonalejSie modelovanie
a tginnejiie riadenie procesu’. VEasnym zasahom do bio-
procesu na zéklade rychlo ziskanych informécii moZno vo
velkovyrobnej praxi predist’ znanym ekonomickym stra-
tam.

2. Vzorkovanie

Ulohou vzorkovania je rychly a spolahlivy odber
reprezentativnej vzorky fermentaéného média. Specific-
kym problémom pri vzorkovani prebiehajiiceho bioproce-
su je potreba zachovat' aseptickost’ prostredia, ktora je
nevyhnutnou podmienkou pre optimédlne pokraovanie
celého procesu. Najjednoduch$im rieSenim je priamy od-
ber vzorky pomocou katétra zavedeného do fermentora'.
Aby vzorka poskytovala reprezentativne udaje o zlozeni
fermenta¢ného média v momente odberu, musia byt’ meta-
bolické reakcie rychlo zastavené, napr. pridavkom
chloraminu'', rychlym zniZenim teploty, alebo zniZenim
pH (cit."?). Aplikacia biosenzorov v monitorovani viak
neumoziuje takto chemicky upravovat vzorku, pretoze
inaktivacné ¢inidla by nepriaznivo ovplyviovali aj analy-
tické charakteristiky samotného biosenzora. Okrem toho
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vécsina Standardnych analytickych metdd vyzaduje odstra-
nenie tuhych zloziek z analyzovanej matrice, preto je vyz-
nam priameho odberu vzoriek z fermentaéného zariadenia
spojeny s naslednou inaktivaciou metabolickych aktivit
diskutabilny'®. Z uvedeného dévodu sa pri vzorkovani
fermentacnych procesov castejSie vyuZivaju metddy, pri
ktorych je vzorkovanie spojené so separaciou biomasy.
Medzi najpouzivanejsie patria dialyza'* a mikrofiltracia.
Semipermeabilny efekt porovitej membrany umoziuje
efektivne separovat biomasu ainé vysokomolekulové
komponenty pri odbere vzoriek z fermentacného média,
¢im dochédza hned po odbere vzorky k zamedzeniu meta-
bolickej aktivity, ktora by mohla d’alej ovplyviiovat’ zloze-
nie odoberanej vzorky.

Pri dialyze sa ako hnacia sila separacie uplatiiuje len
koncentracny gradient, umoznujlci prestup separovanych
zloziek z fermentacného média do akceptornej fazy, ktora
obycajné pozostava len z vody alebo z prislusného tlmivé-
ho systému. Vzhl'adom na nekvantitativny charakter dialy-
zacnej separacie vyzaduju tieto systémy presné urcCenie
koeficientov prestupu separovanych zloziek pri pouziva-
nych prevadzkovych parametroch systému. Preto si takéto
zariadenia vyZaduju dokladnt kalibraciu. V literatire bolo
opisané zariadenie uspeSne pracujice na baze spojenia
dialyzacnej sondy s biosenzormi pri simultdnnom monito-
rovani glukézy alaktitu v prietokovom usporiadani'.
Taktiez bol pripraveny senzor na kombinované stanovenie
glukdzy, glutamatu a cholinu vyuzivajuci prislusné oxida-
zy imobilizované na mikroelektrodach umiestnenych na
spolo¢nom sklenenom cipe vytvarajicom prietokovu celu.
Takto pripraveny systém bol spojeny s mikrodialyza¢nou
sondou'®. Rozne typy konstrukcie dialyzaénych sond su
znazornené na obr. 1.

Pri filtracii je hnacou silou separacie tlakovy gradient
pred resp. za filtracnou membranou. Porozita mikrofiltrac-
nej membrany (0,1-10 pm) umoznuje prestup vsetkych
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rozpustnych zloziek. Pri pouziti ultrafiltracie (pory <
100 nm) porozita membrany limituje aj prestup rozpust-
nych makromolekulovych komponentov. Koncentracné
pomery vo vzorkéach pripravenych filtraciou zodpovedaju
(na rozdiel od dialyzy) skutoénym koncentraciam zloziek
rozpustenych vo fermentanom médiu. Hlavnou nevyho-
dou filtracie je zanasanie filtracnej membrany. Tento prob-
lém je mozné minimalizovat pomocou tangencialnej
a ,,cross-flow* filtracie, pri ktorych pradi filtrované mé-
dium paralelne s povrchom filtratnej membrany, na roz-
diel od kolmého prudenia pri Standardnej filtracii (obr. 2).

Prave ex-situ filtrdcia bola pouzitd aj pri uplatneni
biosenzora postaveného na baze inkorporacie enzymu
alkoholdehydrogenazy do polypyrolosmiového polyméru
pri monitorovani etanolovej fermentacie. Autori inkorpo-
rovali senzor do prietokového sekvenéného analyzitora
umoziujuceho plne automatické a reprodukovatel'né riede-
nia vzoriek a Standardov. Cely monitorovaci systém bol
potom vel’'mi prakticky prepojeny na fermentor pomocou
kombindcie uzavretej slucky so vstavanym ,,cross-flow*
filtracnym zariadenim a jednoduchej odbublinkovavace;j
komory (odstranovanie CO, vzniknutého pocas fermenta-
cie). Zivotaschopnost’ tohto zariadenia bola otestovana pri
,,on-line* monitorovani vinneho kvasenia vo vinarskych
zavodoch v mad’arskej tokajskej oblasti (celkovy objem
fermentora 45 hl)”. Na ,,on-line* monitorovanie etanolo-
vej fermenticie pomocou biosenzora bolo tiez UspeSne
pouzité aj filtracné zariadenie s tangencialnym tokom pri-
vadzaného média'®.

Vseobecne vSak mozno povedat’, Ze medzi najpouZi-
vanejSie automatizované sposoby vzorkovania fermentac-
nych procesov patria hlavne filtrané metody a dialyzacné
zariadenia. Menej vyuzivané postupy separacie biomasy su
zalozené na mikrocentrifugécii, ktora nachadza uplatnenie
vplne automatickych zariadeniach pre ,on-line
monitorovanie'’.

Dialyza¢na membrana

Obr. 1. Konstrukcie sond pouzivanych na dialyza¢né vzorkovanie; A — koaxidlna sonda, B — planarna sonda, C — sonda na baze duté-

ho vlakna
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Obr. 2. Principidlne zobrazenie réznych sposobov filtracie; A — klasicka filtracia s kolmym tokom média na filtraéni membranu, B —
,,cross-flow* filtracia s rovnobeznym tokom, C — filtracia s tangencialnym tokom. Tmava Sipka oznacuje tok suroviny a svetla tok filtratu

3. Monitorovanie fermentacii

Na zaklade spdsobu integracie senzorov do sledova-
nia fermenta¢ného procesu moézeme monitorovacie techni-
ky rozdelit’ na ,,off-line* a ,,on-line*. ,,Off-line” technika
monitorovania fermentaCnych procesov je zalozend na
manudlnom odbere vzorky z monitorovaného systému,
pri¢om nésledné spracovanie vzorky a samotné stanovenie
prebicha na inom mieste zvdc¢Sa v laboratoriu. Hlavnou
nevyhodou ,,off-line systému je dlhé casové oneskorenie
medzi momentom odberu vzorky a analyzou, ktoré
v mnohych pripadoch znemoznuje efektivne zasahovat’ do
priebehu procesov vyznacujucich sa vysokou dynamikou.
Napriklad pri sledovani priebehu fermentacnych procesov
s pouZitim baktérii by vo vécSine pripadov casové one-
skorenie nemalo presahovat’ niekol’ko minut vzhl'adom na
kratku generacnli dobu. Pri pouziti rychlych biokonverz-
nych enzymovych systémov by sa casové oneskorenie
malo priblizovat’ k sekunddm. Miernou modifikaciou ,,off-
line* monitoringu je ,,at-line monitoring®, pri ktorom je
meracie zariadenie umiestnené v tesnej blizkosti sledova-
ného procesu, ale stale je potrebna manualna manipulacia
s analyzovanym materidlom. ,,On-line” monitorovanie
riesi Casové oneskorenie ,,0ff-line* monitorovania priamou
aplikdciou detekéného €lena do fermentacnej nadoby (in-
situ usporiadanie), kde st na detektor kladené vysoké sta-
bilitné naroky. In-situ aplikacie biosenzorov su velmi
zriedkavé. Je to dané problémami s ich sterilizaciou, niz-
kou stabilitou biokomponentov voci posobeniu uritych
fyzikalno-chemickych faktorov. Pri ex-situ ,,on-line uspo-
riadani je detektor umiestneny mimo fermenta¢ného zaria-
denia vo vhodnom prietokovom usporiadani, ktoré je pri-
pojené cez vzorkovaci modul sliziaci zaroven aj na pred-
upravu vzorky. Takéto usporiadanie umoziiuje zabezpecit’
pre funkciu biosenzora optimélne podmienky (obr. 3).

210

4. Prietokovy systém analyzy

NajrozsirenejSou prietokovou technikou vyuZivanou
v analytickej praxi je metdda prietokovej injek¢nej analyzy
(Flow Injection Analysis — FIA). Metdda bola zavedena
v polovici 70. rokov Razickom a Hansenom”'. Modifika-
cie FIA vzhladom na svoju jednoducht automatizovatel-
nost’ a reprodukovatel'nost’ dominuju medzi prietokovymi
metdodami vyuzivanymi pre ,,on-line” monitorovanie roz-
nych procesov. FIA je zalozend na v¢leneni malého obje-
mového pulzu analyzovanej vzorky (5—100 ul) do lami-
narneho toku mobilnej fazy (obr. 4). V priebehu transportu
medzi ddvkovacim ventilom a detekénou ¢astou dochadza
k postupnej disperzii pulzu vzorky v mobilnej faze, o
sposobuje znizenie maximalnej koncentracie v zone vzor-
ky azaroven rozSirenie zony. Tento proces vedie
k automatickému nariedeniu vzorky, ktoré je v mnohych
pripadoch potrebné pre analyzu s vyuzitim biosenzorov
s ohl'adom na ich obmedzeny dynamicky rozsah. Kontakt
vzorky s detektorom trva reprodukovatelny casovy usek,
pri¢om nie je potrebné ustdlenie rovnovahy, ¢o umoziluje
skratit’ Cas analyzy. Okrem biosenzorov sa vo FIA aplika-
ciach pouzivaju najéastejsie IR™, spektrofotometrické™,
MS*, PIF (photochemically induced fluorescence)?,
a vodivostné®® detektory.

Vel'mi uspesnou metodikou vyvinutou pri odstrafio-
vani nedokonalosti klasického FIA systému je sekvenc¢na
injekéna analyza (Sequential Injection Analysis — SIA),
kde je spojity tok nosného média nahradeny sekvenciou:
nosné médium, vzorka pripadne potrebné ¢inidla na detek-
ciu v jednom prude, ¢o je v tomto pripade umoznené auto-
matickym nasavanim jednotlivych zloziek cez selekény
ventil pomocou piestového ¢erpadla umoziiujuceho priamy
aj spitny tok?’ (obr. 4). Pomocou tejto metodiky mozno aj
jednoducho a vel'mi reprodukovatelne riedit’ vzorky, pri-
padne Standardy priamo pocas analyzy v automatizovanom
rezime naprogramovanim patri¢nej sekvencie jednotlivych
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Obr. 3. Schematické znazornenie moZnosti spésobov monitorovania fermentaénych procesov

krokov?®. Naproti tomu v klasickych FIA zostavach muse-
lo byt riedenie vzoriek Casto rieSené pomocou delenia
toku***" alebo s pouzitim réznych zmiesavacich komér’,
¢o znacne komplikovalo celi zostavu. Rozsirenie prietoko-
vych injekénych technik v poslednych rokoch dokumentu-
je ich vyznamné postavenie v snahach o automatizaciu,
zrychlenie a miniaturizdciu zariadeni sliziacich na repro-
dukovatel'na aplikaciu, pripadne predipravu analyzova-
nych matric®,

Najnovsim trendom miniaturizacie prietokovych me-
racich systémov je vyvoj takzvanych ,,lab on a chip* zaria-
deni. Vo vSeobecnosti ide o pripravu sofistikovane navrh-
nutych Cipov obsahujucich zostavu mikro kanalikov vyro-
benych kombinaciou technologie fotolitografie
a leptania®, popripade s pouzitim lasera®. Ked’e pri praci
s takymito zariadeniami sa manipuluje s extrémne malymi
objemami ¢i uz vzoriek, ¢inidiel alebo nosnych médii, je
samozrejme potrebné pozivat adekvatne vybavenie pre
vytvaranie prietoku cez opisané zariadenia. NajCastejSie sa
pouzivaju piestové SIA mikrodavkovacie zariadenia doda-
vajiice do systému presné objemy na urovni nanolitrov™
alebo tiez elektroosmoticky indukovany tok®® vyvolany
usmernenym pohybom iénov, pri ktorom zaroven docha-
dza aj k elektroforetickej separacii analyzovanej vzorky®’.
Detekény systém pouzivany v bioCipoch byva vel'mi casto
zalozeny na elektrochemickom principe, pricom na zvyse-
nie selektivity detekcie slazi tiez uplatnenie biokomponen-
tov poskytujucich Specifické interakcie (princip biosenzo-
ra).
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5. Vyuzitie biosenzorov pri monitorovani
fermenta¢nych procesov

Biosenzor je zariadenie pozostdvajuce z biologickej
Casti, ktora sa nachddza v tesnom kontakte
s fyzikdlnochemickym prevodnikom alebo je sucastou
prevodnika. Podla definicie a klasifikdcie IUPAC by sa
mali okrem biosenzorov rozliSovat’ bioanalytické systémy,
ktoré vyzaduju pri merani d’alSie operacie a biosondy,
ktoré st bud’ na jedno pouzitie alebo nemdzu sledovat’
koncentraciu analytu kontinudlne. Fyzikalnochemicky
prevodnik je schopny detegovat’ zmeny, ktoré vznikaji po
interakcii biokomponenta so substratom, takze biointerak-
cia sa prevadza na vhodny analyticky signal, ktorym oby-
cajne byva elektricky prad alebo potencial (obr. 5). Naj-
frekventovanej$im prevodnikom je ampérometricky pre-
vodnik v spojeni so sledovanim priebehu redoxnych proce-
sov. Tento prevodnik je polarizovany urc¢itym potencidlom
a biokomponent pri oxidacii substratu odovzdava elektro-
ny elektrode (pri redukcii opacne) nie vzdy len priamo, ale
Casto aj prostrednictvom inych molekul, ktorymi mozu byt
kosubstrat, kofaktor alebo mediator, pricom velkost’ tecu-
ceho pradu je priamo tmerna koncentracii analytu. Poten-
ciometricky prevodnik umoziiuje merat’ zmenu potenciélu,
vyvolanu koncentracnym gradientom ioénov, ktoré vznika-
ju ¢innostou enzymov imobilizovanych na povrchu elek-
trod. Zmena potencialu je imerna logaritmu koncentracie
analytu. Kalorimetrické biosenzory, nazyvané aj termisto-
ry, poskytuji univerzalny detekény princip, pretoze uvol-
fovanie alebo spotreba tepla je typicka pre vsetky bioche-
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Obr. 4. Schéma dvoch zakladnych systémov pouZivanych pri prietokovom sposobe analyzy; FIA — prietokova injekéna analyza, SIA

— sekvenc¢na injek¢nd analyza

mické deje. Pristroj je konStruovany tak, Ze jedna vetva je
referencna a v druhej vetve je imobilizovany biokatalyza-
tor, priom sa zaznamenava rozdiel teplét (radovo 107 °C),
ktory je tmerny koncentracii stanovovanej latky*®. Biosen-
zory s optickym prevodnikom funguju tak, Ze biokatalyza-
tor produkuje alebo spotrebuva latku s optickymi vlastnos-
tami a koncentracia analytu sa uruje na zaklade merania
vhodnej optickej veli¢iny, napriklad absorpcie, emisie
svetla, fluorescencie, atd. Okrem opisanych spdsobov
detekcie biointerakcii sa eSte v menSej miere pouZivajl aj
konduktometrické a piezoelektrické prevodniky.
Biologicka cast’ (enzymy, bunky, protilatky, atd’.) sa
vyznacuje Specificitou interakcie so stanovovanou latkou.
Citlivost’ senzora pritom z4visi na biologickej Casti, ale aj
na pouzitom prevodniku. Pri enzymatickych biosenzoroch
plni funkciu biologickej Casti senzora enzym alebo aj viac
enzymov. Takéto senzory sa vyznacuju vacsinou vybornou
selektivitou a su urcené na Specifické sledovanie jedného
substratu, resp. malej skupiny latok podobnej povahy.
Publikovany bol prietokovy systém zaloZeny na Specific-
kych enzymoch izolovanych z mikroorganizmov (Erwinia
sp., Gluconobacter sp.) schopny monitorovat’ stcasne
hladinu glukézy, glycerolu a etanolu vo vzorkach vina.
Vyuzity bol ampérometricky spdsob detekcie, pricom jed-
notlivé senzory boli namontované v spolo¢nej prictokovej
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cele aboli zapojené do viacerych potenciostatov. Kazdy
potenciostat poskytoval signal prislichajuci jednému sen-
zoru t,j. jednému analytu. Z hl'adiska konStrukcie boli jed-
notlivé senzory pripravené zmieSanim enzymu s redoxnym
polymérom  (medidtor  elektréonového  transportu)
a sietovacim ¢inidlom na povrchu uhlikovej elektrody™.
Na ampérometrickom sposobe detekcie bol zalozeny aj
senzor schopny enantioselektivneho stanovenia D-amino-
kyselin nachadzajtcich sa vo vzorkach mlieka. Senzor bol

biologicka elektronicky vyhodnotenie
odpoved’ signdl signalu
— —_—
O >
N 4
O N /\/\/ékr—'
> H O 2
O/ > “
analyt  vzorka biokomponent  prevodnik displej, zapisova¢ alebo PC

Obr. 5. Zakladny princip funkcie biosenzora
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Tabulka I
Priklady pouZitia biosenzorov pri monitorovani réznych analytov
Analyt Biologicky komponent Prevod signadlu  Typ imobilizacie Aplikécia Lit.
Etanol alkoholdehydrogenaza ampérometricky Inkorporacia do polypyrol- fermentacnd vyroba 17
osmiového polyméru vina
Glukéza glukézadehydrogendza ampérometricky zosietovanie s hydrogélom analyza vzoriek vina 39
Acetat acetatkinaza ampérometricky zosietovanie na povrchu fermentacna vyroba 42
pyruvatkinaza uhlikovej elektrody vina
laktatdehydrogenaza
Glycerol glycerolkinaza kalorimetricky ~ védzba na modifikované konverzia glyceroluna 41
sklené gulicky 1,3-propandiol
D-Aminokyseliny oxidaza ampérometricky zosietovanie na povrchu analyzy ovocnych 40
D-aminokyselin uhlikovej elektrody dzasov a mlieka
+ nafion
Glutamat
Kys. jabléna malatdehydrogenaza ampérometricky vézba na modifikované jabl¢no-mlie¢na 43
sklené gulicky fermentacia
Kys. mlie¢na laktatoxidaza ampérometricky zosiet'ovanie na povrchu jabl¢no-mlie¢na 43
nylonovej membrany fermentacia
BSK* Trichosporon cutane-  ampérometricky inkorporacia do sol-gélu hodnotenie kvality 46
um, Bacillus subtilis odpadovych vod
Metylparation Flavobacterium sp. opticky adsorpcia na filter analyza organofosfato- 54
zo sklenych vlaken vych pesticidov
* Biologicka spotreba kyslika
vyrobeny progresivnou ,screen-printed technologiou Mikrobidlne biosenzory obsahujt v Glohe biologickej

nanasania jednotlivych aktivnych vrstiev na seba*’. Pomo-
cou biosenzora postaveného na bize enzymového termis-
tora s glycerolkinazou (EC 2.7.1.30) imobilizovanou na
upravenych sklenenych gul'6¢kach bola monitorovana
hladina substratu pocas mikrobidlnej konverzie glycerolu
na 1,3-propandiol. Vyborna opera¢na aj skladovacia stabi-
lita tohto senzora umoznovali jeho aplikaciu v plne auto-
matizovanom FIA systéme vybavenom dokonca aj zaria-
denim pre automatické riedenie vzoriek®'. Na monitorova-
nie acetatu vo vzorkach octu a hroznového vina bol pripra-
veny trojenzymovy senzor imobilizaciou acetatkinazy (EC
2.7.2.1), pyruvatkinazy (EC 2.7.1.40) a laktatdehydro-
genazy (EC 1.1.1.27) zosietovanim na povrchu uhlikovej
elektrody pomocou polyetylénglykoldiglycidyléteru. Ta-
kyto senzor pracoval na ampérometrickom principe detek-
cie a vyznatoval sa velmi dobrou selektivitou.
V prietokovom FIA usporiadani boli pouzité aj senzory na
monitorovanie jabl¢no-mliecnej fermentacie pocas vyroby
vina. Pracovali na ampérometrickom sposobe detekcie.
Obsah kyseliny mliecnej bol monitorovany senzorom,
ktory obsahoval imobilizovanu laktatoxidazu (1.13.12.4)
na povrchu nylonovej membrany a kyselina jabléna bola
detegovana s vyuzitim maldtdehydrogenazy (EC 1.1.1.40)
imobilizovanej na povrchu upravenych sklenenych gul’e-
¢ok integrovanych do miniatirneho prietokového
reaktora®.

zlozky mikrobialne bunky bud’ intaktné, permeabilizova-
né, inak upravené alebo mrtve. Tieto senzory su menej
$pecifickejsie ako enzymové, ked’ze bunky obsahuju viac
druhov enzymov katalyzujucich roézne reakcie, preto sa
okrem detekcie jedného analytu pouZzivaji aj pri nesSpeci-
fickych stanoveniach SirSich skupin latok alebo ich kon-
krétnych vlastnosti (napr. toxicita). Uspesne sa pouZivaju
pri hodnoteni kvality odpadovych vod meranim biologic-
kej spotreby kyslika (BSK) (cit.*"). V tomto pripade efek-
tivne nahradzaju klasické kultivacné merania, ktoré boli
vel'mi ¢asovo narocné (BSKs — 5 dni, resp. BSK; — 7 dni),
¢o samozrejme neumoznovalo adekvatnu kontrolu niekto-
rych prebiehajlcich procesov. Naproti tomu sa meranie
BSK pomocou biosenzorov skracuje len na par minat*.
Ked'ze pri stanoveni BSK ide o sledovanie SirSej skupiny
latok prevazne organickej povahy, tak sa na pripravu bio-
senzorov zalozenych na Clarkovom kyslikovom senzore
pouziva CastejSie viacero druhov mikroorganizmov sucas-
ne kvoli schopnosti detekcie Co najsirSej palety substratov.
NajcastejSie st pritom pouzivané bunky Trichosporon
cutaneum®®, Bacillus subtilis*’, Pseudomonas sp.*** ale aj
zmesové kultiry ziskané z aktivovanych kalov™. Okrem
zivych buniek boli tiez uspeSne pripravené aj senzory
s pouzitim tepelne usmrtenych buniek’** s porovna-
telnymi vysledkami. Dalej boli mikrobialne senzory
uspesne aplikované aj pri monitorovani inych analytov.
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Biosenzor postaveny na baze buniek Gluconobacter oxy-
dans bol pouzity na stanovenie obsahu cukrov
v lignocelulozovych hydrolyzatoch™. Na optickom princi-
pe detekcie bol pripraveny senzor na detekciu organofosfa-
tovych pesticidov s pouzitim buniek Flavobacterium sp.,
ktoré boli uchytené na filtri zo sklenych vldken a spojené
s miniatirnym spektrofotometrom pomocou optického
vlakna™*,

Doélezitym obmedzenim masového pouzivania bio-
senzorov pri monitorovani rozli¢nych biotechnologickych
procesoch je ich nizka tepelna a operacna stabilita. Dlho-
doba stabilita imobilizovaného biokomponenta ma mnoho
spolo¢ného aj so stabilitou konformacie imobilizacne;j
matrice alebo s jej denaturaciou pocas prevadzky a sklado-
vania, hoci vplyv mézu mat aj iné slabSie interakcie.
Z tohto dovodu je zaujimavou vyzvou pri vytvarani imobi-
liza¢ného materialu hladanie vhodnych aditiv, ktoré by
obmedzili proces zmenSovania porov. Jednym s takychto
aditiv je napriklad hydroxyetylkarboxymetyl celuldézovy
polymér pouzivany pri vytvarani hybridného organicko-
anorganického silikatového gélu®. Priklady uspesnej apli-
kacie biosenzorov pri monitorovani réoznych analytov su
prehl'adne zosumarizované v tabulke 1.

6. Zaver

Moznost’ aktivneho riadenia a udrzovania fermentac-
nych procesov na tirovni maximalnej produktivity je vel'mi
uzko spita s efektivnym monitorovanim ich priebehu.
Délezité je pritom, aby namerané udaje boli ziskané v ¢o
najkratSsom Casovom horizonte po odbere vzorky, pretoze
len v takom pripade maju relevantni vypovedni hodnotu
o momentalnom stave celého systému. Idealnym riesenim
eliminacie ¢asového oneskorenia vysledkov analyz vzoriek
ziskavanych klasickou ,,0ff-line” cestou je aplikacia ,,on-
line* monitorovania, resp. jeho modifik4cii. Podstatou
,,on-line* monitorovania je najcastejSie pouzitie prietoko-
vych technik odberu vzorky, jej reprodukovatelnej Gipravy
a tiez samotnej analyzy spojenej podl'a moznosti v jednom
prade tesne za sebou. Pri odbere vzorky je dolezita doklad-
né separacia biomasy ako i enzymovych aktivit zapri¢itiu-
jucich skreslenie nameranych vysledkov. Pri samotnej
analyze by mali byt’ pritom pouzivané ¢o najselektivnejsie
detekéné systémy, aby bolo mozné sledovat’ potrebné ana-
lyty aj bez pouZitia d’alsich separacnych technik predlzuju-
cich dobu stanovenia. V tlohe Specifickych detektorov sa
stale CastejSie pouzivaju biosenzory, pre ktoré nie je po-
trebna prakticky ziadna prediprava prudu analyzovanej
vzorky okrem riedenia.

Podakovanie patri Vedeckej grantovej agentire MS
SR a SAV za podporu riesenia projektov VEGA 1/4299/07
a 1/4452/07, a tiez agentire APVV za podporu projektu
VMSP-P-0052-07.
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The article is focused on principal aspects of monitor-
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CENA MERCK

12. roc¢nik celostatni soutéZe o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka
chemie ,,0 cenu firmy Merck 2009

Ve utery 3.uUnora 2009 uspésné probehl v novych
krasnych prostorach Fakulty chemicko-technologické Uni-
verzity Pardubice jiz 12. ro¢nik soutéze mladych analytic-
kych chemikut ,,0 cenu firmy Merck®. Tuto soutéz letos
vyborn€ zorganizovali kolegové z Katedry analytické che-
mie FChT Univerzity Pardubice ve spolupraci s Odbornou
skupinou analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické
za tradi¢ni a u¢inné podpory firmy Merck, s.r.o. Vyznam
této akce podtrhlo 1 jeji slavnostni zahajeni dékanem FChT
panem prof. Ing. Petrem Lost’akem, DrSc. 18 tcastnikl ze
7 prednich analytickych pracovist v Ceské republice do-
kazalo, ze kvalita védecko-vyzkumné prace v oblasti ana-
lytické chemie ma v nasi republice bezesporu vzristajici
trend a Ze stejny potésitelny trend ma i schopnost mladych
védeckych pracovniku z této oblasti prezentovat své po-
znatky na rovni snesouci mezinarodni srovnani. VSechny
pfednesené prispévky byly rozhodné diistojnou reprezenta-
ci jak prednasejicich, tak i vysilajicich pracovist’ a autor
tohoto pfispévku s potéSenim vyuziva této moznosti, aby
vSem soutézicim bez rozdilu pod€koval za odvedenou
préci, za kterou se rozhodné nemusi stydeét.

1. misto ziskala Pavlina Novotna z Ustavu analytické
chemie Fakulty chemicko-inzenyrské, VSCHT v Praze za
praci ,,Konformacni studie poly-gama-benzyl-L-glutamatu
metodou vibraéniho cirkuldrniho dichroismu®. 2. misto
ziskala Veronika Mlejova z Katedry analytické chemie
Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice za
praci ,,Aplikace vybranych mikroextrakénich technik pfi
stanoveni rostlinnych silic a 3. misto ziskal Dalibor
Huska z Ustavu chemie a biochemie Agronomické fakulty
Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brné za
praci ,,PIné automatizovana izolace celkové mRNA z in
vitro kultivovanych rostlin ve spojeni s elektrochemickou
detekei®.

Fotografie z celého pribéhu soutéze, vysledky a dalsi
informace je moZné najit na internetovych strankach http://
kalch.upce.cz/merck09/index.htm. Zde je jisté namisté
podékovat celému tymu kolegl z Univerzity Pardubice,
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Foto: Vitezové soutéze ,,O cenu firmy Merck 2009 zleva: prof.
RNDr. J. Barek,CSc., predseda odborné skupiny analytické che-
mie Ceské spolecnosti chemické, manazerka prodejniho tymu
firmy Merck pani Ing. Lenka Ungrmanova, Bc., Dalibor Huska
(Mendelova zemédelska a lesnicka univerzita v Brné), Veronika
Milejové (Univerzita Pardubice), Pavlina Novotnd (VSCHT
v Praze) a doc. Ing. Karel Ventura, CSc., predseda organizacni-
ho vyboru letosni soutéze.

jmenovité doc. Ing. Karlovi Venturovi, CSc., Ing. Martinu
Adamovi, Ph.D., Ing. Petrovi Ceslovi, Ph.D., Ing. Ivé Ulb-
richové, CSc. a Ing. Bohuslavu Dvotdkovi za dokonalé
organizacni zabezpeceni celé akce a za vytvoreni neoby-
Cejné piijemné a pratelské atmosféry, kterd vyvrcholila
kulinafskymi hody v Mexické restauraci. Dik vSech ucast-
nikli patii pochopitelné i firmé Merck a jejim zastupcim
pfitomnym na soutézi, jmenovité pani Ing. Lence Ungrma-
nové, Be., manazerce prodejniho tymu a pani Ing. Marcele
Kubaskové, oblastni zastupkyni firmy Merck.

Na zavér nezbyva nez sdélit, Ze 13. ro¢nik této souté-
ze se uskute¢ni na Ptirodovédecké fakulté Jihoceské uni-
verzity v unoru 2010 a mizeme se tedy téSit na dalsi setka-
ni v Ceskych Bud&jovicich.

Jiri Barek
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VOLTAMETRICKE STANOVENI
ACIFLUORFENU, NITROFENU

A OXYFLUORFENU NA STRIBRNE
TUHE AMALGAMOVE ELEKTRODE
A UHLIKOVE PASTOVE ELEKTRODE

ViT NOVOTNY a JIRI BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO Laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, 128 43 Praha 2
novotnyl@natur.cuni.cz

Doslo 24.11.08, pfijato 12.12.08.

Klicova slova: acifluorfen, nitrofen, oxyfluorfen, voltamet-
rie, stiibrna amalgamova elektroda, uhlikova pastova elek-
troda

Uvod

Nitrované difenylethery jsou dulezitou a Siroce pouzi-
vanou skupinou herbicidl. Jsou intenzivné pouZzivany na
ochranu mnoha plodin pied plevely' ™. Jedna se o inhibito-
ry protoporfyrinogenoxidasy’ . Jako vétdina ostatnich
agrochemikalii v§ak maji nezZadouci u¢inky na zdravi ¢lo-
veéka a kvalitu Zivotniho prostfedi. Zkoumané latky jsou
vysoce toxické pro vodni studenokrevné organismy'’,
zvlasté bezobratlé. Pro ¢loveka predstavuji riziko zejména
pro svou genotoxicitu'' ™", Soucasny stav poznani neu-
moznuje odhadnout neskodnou koncentraci genotoxickych
latek'®, a proto je zadouci vyvinout metody pro sledovéni
koncentracich. Vzhledem ke snadné elektrochemické redu-
kovatelnosti zkoumanych herbicidl jiz byly vypracovany
metody pro polarografické stanoveni t&chto latek'"'®. Rov-
néz bylo prostudovano jejich elektrochemické chovani
pomoci cyklické voltametrie na elektrodé ze skelného uhli-
ku, a to ve vodném i nevodném prostfediw. Stanoveni
téchto latek na stiibrné tuhé amalgamové elektrodé ¢i uhli-
kové pastové elektrodé dosud nebyla vénovana pozornost.
Cilem této prace proto bylo ovéfit pouzitelnost diferencni
pulsni voltametrie (DPV) na meniskem modifikované tuhé
stiibrné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) a uhlikové
pastové elektrodé (CPE) pro stanoveni zkoumanych herbi-
cidi s cilem dosahnout co nejnizsi meze detekce. Pouzitel-
nost CPE byla v této praci z ¢asovych divodd testovana
pouze na acifluorfenu, jeji testovani na dalSich studova-
nych herbicidech bude nasledovat.

Cena Merck

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok oxyfluorfenu (OF, 2-chlor-1-(3-
ethoxy-4-nitrofenoxy)-4-(trifluormethyl)-benzen, CAS Reg.
&. 50594-66-6, viz obr. la) o koncentraci 1-107 mol L™
byl pfipraven rozpusténim 0,0362 g této latky (99%, Sig-
ma-Aldrich Laborchemikalien, Némecko) ve 100 mL
methanolu. Roztoky o nizSich koncentracich byly pfipra-
veny presnym fedénim zasobniho roztoku methanolem.

Zasobni roztok acifluorfenu (AF, 5-[2-chlor-4-
(trifluormethyl)fenoxy]-2-nitrobenzoova kyselina, CAS
Reg. & 50594-66-6, viz obr. 1b) o koncentraci 2:10* mol L™
byl ptipraven rozpusténim 0,0182 g této latky (99%, Sig-
ma—Aldrich Laborchemikalien, Némecko) ve 250 mL vo-
dy. Roztoky o niZSich koncentracich byly pfipravovany
presnym fedénim zasobniho roztoku vodou.

Zasobni roztok nitrofenu (NF, 2,4-dichlorfenyl-4-
nitrofenylether, CAS Reg. ¢.1836-75-5, viz obr. lc)
o koncentraci 1-107 mol L™' byl pfipraven rozpus§ténim
0,0284 g této latky (99%, Sigma-Aldrich Laborchemikali-
en, Némecko) ve 100 mL methanolu. Roztoky o nizSich
koncentracich byly pfipravovany presnym fedénim zasob-
niho roztoku methanolem. VSechny roztoky byly uchové-
vany ve tmé v chladnicce.

Dalsi pouzité chemikalie (kyselina boritd, octova
kyselina (99%), kyselina fosfore¢na (85%), hydroxid sod-
ny, chlorid draselny, methanol, vSe p. a.) byly ziskany od
Lachema Brno, CR. Brittonovy — Robinsonovy (BR) puf-
ry o pozadovaném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 M-
NaOH s roztokem obsahujicim 0,04 mol L' kyselinu
boritou, fosfore¢nou a octovou. Hodnota pH byla métena
digitalnim pH-metrem Jenway 3510 (Jenway, Essex, Vel-
ka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ
924 005) kalibrovanou standardnimi vodnymi roztoky

Cl cl
Q RO (j°
F,C NO, cl \©\N02
a b
Cl
ﬂj RGO
FsC NO,
Cc

Obr. 1. Strukturni vzorce
a oxyfluorfenu (c)

acifluorfenu (a), nitrofenu (b)

* Vit Novotny ziskal 1. cenu v soutézi O cenu firmy Merck 2008 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytic-

ka chemie.
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pufri. V piipadé vodné-methanolickych roztokt se tudiz
jedné pouze o orienta¢ni hodnoty. Pro pfipravu vodnych
roztoki byla pouzivana deionizovana voda (Millipore,
USA). Pouzivané roztoky byly uchovavany v chladnicce
ve sklenénych nadobach.

Aparatura

Pii v8ech voltametrickych technikdch byla pouZita
sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro verze
4.0 (oboji Polaro-Sensors, Praha, CR). Software pracoval
v opera¢nim systému Windows 98 (Microsoft Corp.). Jed-
notlivd méfeni byla provadéna ve tfielektrodovém zapojeni
s referencéni argentochloridovou elektrodou (1 M-KCI)
typu RAE 113 (Monokrystaly, Turnov) a platinovou drat-
kovou pomocnou elektrodou. Pri elektrochemické redukcei
acifluorfenu, nitrofenu a oxyfluorfenu byla jako pracovni
elektroda pouzivana m-AgSAE. Pro srovnani byla ke sta-
noveni acifluorfenu rovnéz pouzita CPE.

m-AgSAE je elektroda tvofend sloupcem amalgamu
pfipraveného z praskového stiibra uzavieného ve sklenéné
trubicce, ktery je na povrchu elektrody smocen meniskem
rtuti. Byla vyvinuta pro pouziti pfi modernich voltametric-
kych metodach, zejména tam, kde pouziti kapalné rtuti
zakazuji pravni Gpravy. Jejimi vyhodami jsou mechanicka
robustnost umoznujici jeji pouziti v pratokovych systé-
mech ¢i terénnich métenich, dlouha zivotnost a nizka cena.
Oproti rtut'ové kapajici elektrodé poskytuje ponékud vyssi
meze detekce a Casto dochazi k jeji pasivaci. Reproduko-
vatelnost méfeni se vSak da velmi snadno udrzet jednodu-
chym a technicky snadno realizovatelnym elektrochemic-
kym obnovovanim povrchu elektrody. V této praci byla
pouzita m-AgSAE od firmy Polaro Sensors, Praha. Elek-
trochemicka piiprava elektrody byla provadéna podle po-
stupu uvedeného v praci’’. Tento postup zahrnoval nésle-
dujici operace:

Cena Merck

Amalgamace — ponofenim elektrody do malé nadob-
ky se rtuti asi na 15s se obnovil meniskus elektrody.
Amalgamace byla provadéna kazdy tyden, v piipadé zhor-
Sené¢ho chovani elektrody, které nebylo mozno jinym zpu-
sobem odstranit, i diive.

Elektrochemicka aktivace v roztoku 0,2 M-KCI vlo-
zenim potenciadlu —2200 mV na elektrodu za michani po
dobu 5 min. Aktivace byla provadéna po amalgamaci a pfi
preruseni prace s elektrodou del$im neZ jedna hodina.

Regenerace, provadénd pred kazdym zmeéfenim
voltamogramu, spocivala ve stfidavém vkladani potenci-
alu Ej, o a potencidlu Efp r,. Experimentdlné nalezené
a ovéfené hodnoty téchto potencialti pro jednotlivé latky
apH jsou uvedeny v tabulce I. Potencial byl vkladan ve
300 pulsech trvajicich 50 ms.

Voltametrické stanoveni acifluorfenu bylo pro srov-
nani provedeno rovné€Z na uhlikové pastové elektrode.
Tato elektroda je tvofena smési uhliku a pastovaci kapali-
ny. Pfi ptipravé CPE jsou Siroké moznosti pouziti riznych
forem uhliku a riznych pastovacich kapalin. V tomto pii-
padé bylo pouzito smési 250 mg mikrokuli¢ek ze skelného
uhliku o priméru 0,4-12 pm (Alpha Aesar, USA)
a 100 pL mineralniho oleje (Fluka Biochemika, Svycar-
sko). Mezi hlavni vyhody pastovych elektrod patii velice
snadné regenerace pasivovaného povrchu elektrody pros-
tym vytlacenim ¢asti pasty a otfenim o filtra¢ni papir. Dal-
§imi vyhodami jsou jednoducha robustni konstrukce
a snadnd moznost chemické ¢i biologické modifikace
elektrody?'.

Pracovni postupy
Pfi meéfeni voltametrickych kiivek bylo v pfipadé

nitrofenu a oxyfluorfenu postupovano, pokud neni uvede-
no jinak, nasledujicim zpisobem: do odmérné banky

Tabulka I
Pouzité hodnoty regenerac¢nich potencialli [mV] pro jednotlivé latky a pH
pH Acifluorfen Oxyfluorfen Nitrofen

Einreg Efinreg Einreg Efinreg Eipreg Efinreg
2 200 -500 -150 —1000 100 -900
3 -100 —1000 -150 —1000 0 -900
4 -100 —1000 -150 —-1200 0 -900
5 -100 —-1100 -150 —-1200 0 —1000
6 -100 —-1100 -150 —-1200 0 —1000
7 -200 —1100 -150 -1250 -100 —1000
8 -300 —-1200 -300 —-1350 -100 —-1000
9 -300 —-1200 -300 —-1350 -100 —1000
10 -300 —-1200 -300 —-1350 -200 —1100
11 -300 —-1200 -300 —-1350 -200 —1200
12 -300 —-1200 -300 —-1500 -200 —-1200
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oobjemu 10 mL bylo odpipetovano piislusné mnozstvi
zasobniho roztoku zkoumané latky v methanolu, pfidan
methanol do celkového objemu 5 mL a nakonec byl roztok
doplnén BR pufrem o pfislusném pH po znacku. Takto
pripraveny roztok byl po promichéani pteveden do polaro-
grafické nadobky, zbaven kysliku pétiminutovym pro-
bublanim dusikem a poté byl proveden zaznam voltamet-
rické kiivky. Pred vstupem dusiku do nadobky byla zara-
zena promyvacka obsahujici smés vody a methanolu ve
stejném pomeéru jako analyzovany roztok, tj. 1:1. VSechny
kiivky byly méfeny tiikrat. V ptipad¢ acifluorfenu bylo do
odmérné banky o objemu 10 mL odpipetovano pfislusné
mnozstvi zasobniho vodného roztoku zkoumané latky

-400 -600 -800 -1000
E [mV]

Obr. 2. DP voltamogramy oxyfluorfenu (¢ = 1-10~° mol L™") na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru:
2,0 (1), 3,0 (2),.4,0 (3), 5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (8),
10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11)

675 E[mV] -750 -825

-600
Obr. 3. DP voltamogramy oxyfluorfenu na m-AgSAE v pro-
stiedi BR pufr o pH 12 — methanol (1:1); ¢(OF) = 0 (1), 2:107°
(2), 4107 (3), 6:107 (4), 8:107° (5), 1-107° (6) mol L'
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a doplnéno roztokem BR pufru o ptislusném pH po rysku.
Pfi méfeni voltamogramii acifluorfenu na CPE bylo bubla-
no 10 min dusikem, ¢imz do$lo k dokonalému odstranéni
kysliku z roztoku. VSechna méfeni byla provadéna za la-
boratorni teploty. Pfi DPV na m-AgSAE i CPE byly na
elektrody vkladany pulsy o $ifce 80 ms a modulacni ampli-
tudé —50 mV, byla pouZita rychlost polarizace 20 mV s™".
Mez stanovitelnosti (Lp) byla pocitana podle vzorce Lp =
3s/a, kde s je smérodatna odchylka signalu pro 10 paralel-
nich stanoveni sledované latky pii koncentraci odpovidaji-
ci nejniz8§imu bodu kalibra¢ni zavislosti a a je smérnice
kalibragni pfimky v nejniz§im koncentraénim rozmezi*>.

-800 F [mV] -850

Obr. 4. DP voltamogramy oxyfluorfenu na m-AgSAE v pro-
stiedi BR pufr o pH 12 — methanol (1:1); ¢(OF) = 0 (1), 2:10”’
(2), 4107 (3), 6107 (4), 8:107(5), 1-107° (6) mol L™

-25 T T T
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2 6 78 9 10 11

-600 -800
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Obr. 5. DP voltamogramy nitrofenu (¢ = 1-10~ mol L™") na m-
AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru:
2,0 (1), 3,0 (2), 4,0 (3), 5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (1),
10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11)
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Vysledky a diskuse

Vliv pH na chovani oxyfluorfenu (¢ = 1-107> mol L™)
pfi DP voltametrii na m-AgSAE byl studovan ve smési
methanolu a BR pufru v poméru 1:1 v rozmezi pH pouZi-
tého BR pufru 2—-12. Zaznamenané voltametrické kiivky
ukazuje obr. 2. Latka poskytuje v celém rozsahu pH jeden
pik, vrozmezi pH 8-12 je patrny ndznak druhého piku.
Potencial piku sklesajicim pH roste, proud piku
s rostoucim pH vzrasta. Nejlépe vyhodnotitelné voltamo-
gramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o
pH 12 a methanol (1:1). Koncentratni zavislosti byly

Obr. 6. DP voltamogramy nitrofenu na m-AgSAE v prostiedi
BR pufr pH 3 — methanol (1:1); ¢(NF) = 0 (1), 8:107° (2), 1-107°
(3), 2107 (4), 4-107° (5), 6:107° (6), 8:107 (7), 1.10™* (8) mol L™

-100 -200 -300 F [mV] -400 -500 -600

Obr. 7. DP voltamogramy nitrofenu v prostiedi BR pufr
o pH 3 — methanol (1:1) na m-AgSAE; ¢(NF) =0 (1), 6107 (2),
81077 (3), 1:107° (4), 2:107 (5), 4107 (6), 6:107° (7) mol L'
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v tomto prostiedi zmé&feny v rozmezi 2:10°~1-10 mol L™
(obr. 3) a 2:107-1-10° mol L™' (obr. 4). Pro koncentraci
niz&i nez 2:107 mol L' jiz nebylo mozno ziskané volta-
mogramy vyhodnotit. Parametry ziskanych koncentrac-
nich zavislosti jsou uvedeny v tabulce II.

Vliv pH na chovani nitrofenu (¢ = 1:10° mol L™ pri
DPV na AgSAE byl studovan v zakladnim elektrolytu
tvofeném smési methanolu a BR pufru v poméru 1:1
v rozmezi pH pouzittho BR pufru 2-12. Zaznamenané
voltametrické ktivky ukazuje obr.5. Latka poskytuje
v celém rozsahu pH pouze jeden pik. Potencial piku se
se stoupajicim pH posouva k negativnéj§im hodnotam.

0 -200 -400 -600 -800
E [mV]

Obr. 8. DP voltamogramy acifluorfenu (¢ =1-10° mol L™") na
m-AgSAE v prostiedi BR pufru o pH: 2,0 (1), 3,0 (2),.4,0 (3),
5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (8), 10,0 (9), 11,0 (10),
12,0 (11)

-75

InA] |

-50

-25

" 1 "
E[mV]  -700 -800

-500 -600

Obr. 9. DP voltamogramy acifluorfenu na m-AgSAE v BR
pufru o pH 12; ¢(AF) = 0 (1), 2:107° (2), 4107 (3), 6:107 (4),
8107 (5), 1107 (6) mol L™
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Nejvyssi proud piku a nejlépe vyhodnotitelné voltamo-
gramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr
o pH 3 a methanol (1:1). Koncentracni zavislosti byly v tomto
prostiedi proméfeny v rozmezi 8:10°-1-10 mol L™ (obr. 6 )
a 6:107—6:10"° mol L™" (obr. 7). Pro koncentraci niz3i nez
6107 mol L™ jiz nebylo mozno ziskané voltamogramy
vyhodnotit. V tabulce II jsou uvedeny charakteristiky ka-
libra¢ni zéavislosti a dosaZena mez detekce.

Vliv pH na chovani acifluorfenu (¢ = 1:10™ mol L™)
pfi DP voltametrii na AgSAE byl studovan v BR pufru pfi
pH 2-12 (viz obr. 8). Acifluorfen poskytuje v celém rozsa-
hu pH jeden dobife vyvinuty pik, jehoz vyska ponckud
zavisi na pH. Pfi urCitych pH je patrny jesté dalsi, Spatné

" 1 " 1 "
-500 -600 E[mv] -700 -800

Obr. 10. DP  voltamogramy acifluorfenu na m-AgSAE
v BR pufru o pH 12; ¢(AF) = 0 (1), 1-107° (2), 2:107° (3), 4-10™°
(4), 6:107°(5), 8:107°(6), 1-107° (7) mol L™

-1200

-900
I[nA]

-600

300 =

-200 400 E[mv] -600 -800

Obr. 11. DP voltamogramy acifluorfenu (¢ = 1-10~5 mol L™") na
CPE. Méfeno v BR pufru, pH: 2,0 (1), 3,0 (2), 4,0 (3), 5,0 (4),
6,0 (5), 9,0 (6), 12,0 (7)
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vyvinuty a analyticky nevyuzitelny pik. Koncentracni za-
vislosti byly proméfeny pii pouZziti pufru o pH 12
vrozmezi 2:10°-1-10* mol L™" (obr.9) a 1:10°-1-107°
mol L™' (obr. 10) . Ve vy3&im koncentraénim rozmezi je
patrna nelinearita kalibra¢ni zavislosti. Pro koncentraci
niz§i nez 1-10°° mol L™ jiz nebylo mozné ziskané volta-
mogramy vyhodnotit. Dosazena hodnota Lp 3-107° mol L™
(uvedeno v tab. II) je zfeteln€ vyssi nez pro zbylé dvé lat-
ky na této elektrodé, ziejmé v disledku ptitomnosti disoci-
ovatelné karboxylové skupiny.

Vliv pH na chovani acifluorfenu (¢ = 110~ mol L™)
pfi DPV na CPE byl studovéan v BR pufru o pH 2-12 (viz
obr. 11). Latka poskytuje v celém rozmezi pH jeden dobie

-1200 T T T

-800

E[mV] -400

Obr. 12. DP voltamogramy acifluorfenu na CPE v BR pufru
0 pH 2; ¢(AF) =0 (1), 2:10° (2), 4-107° (3), 6:10°° (4), 8:10°° (5),
1:107° (6) mol L™

E [mV] -400

-200 -300

Obr. 13. DP voltamogramy acifluorfenu na CPE v roztoku BR
pufru o pH2; ¢(AF)=0(1), 1-107 (2), 2:107 (3), 41077 (4),
6:1077(5), 8:1077 (6) 1-107° (7) mol L™
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Tabulka IT
Parametry kalibracnich zavislosti pro voltmetrické stanoveni studovanych latek ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi
Latka/elektroda ¢ [mol L™ Smérnice Usek Smérodatna Korela¢ni Lp
[nALmol'] [nA] odchylka [nA]  koeficient [mol L™
Acifluorfen/m-AgSAE 1-107°-1-107 -6,7-10° 0,23* 0,7 -0,9978 3107
Acifluorfen/CPE 1-107-1-10°  -1,1-10° 11,1* 16 -0, 9577 5107
Nitrofen/m-AgSAE 6:107-6:10°  -7,1-10° -0,40° 0,2 -0,9667 9107’
Oxyfluorfen/m-AgSAE 2:107-10-107  -9,5-10° -0,40° 0,1 -0,9667 31077

? t-Testem bylo potvrzeno, 7e na 95% hlading vyznamnosti tento usek neni odlisny od nuly; ° t-Testem bylo potvrzeno, Ze

na 95% hladin€ vyznamnosti je tento usek odli$ny od nuly

vyvinuty a analyticky vyuzitelny pik, jehoz vyska klesa
s rostoucim pH. Potencial tohoto piku se s rostoucim pH
posouva k zaporngjsim hodnotam. Pii pH 6 a vysSSim se
ani proud ani potencial piku jiz prakticky neméni. Pti urci-
tych pH se objevuje jesté naznak dalsiho, $patné vyvinuté-
ho a analyticky nevyuzitelného piku pii negativnéjSich
potencialech. Kalibra¢ni zdvislosti byly proméfeny pii
pH2 vrozmezi koncentraci 2:10°-1-107> mol L™
(obr. 12) a 1-107"=1-10"° mol L' (obr. 13). Pro koncentra-
ci niz§i nez 4107 mol L™ jiz nebylo moZno ziskané
voltamogramy vyhodnotit. Pfi optimalnim pH poskytuje
acifluorfen v dusledku velké plochy elektrody na CPE
detekce neZ na m-AgSAE. Charakteristiky kalibracni z4-
vislosti a Lp jsou uvedeny v tab. II.

Z této tabulky je patrno, Ze ve vSech pfipadech jsou
tyto zavislosti ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi line-
arni. ProtoZe cilem prace bylo stanoveni co nejnizSich
koncentraci, nebyly tyto zavislosti studovany ve vyssich
koncentracnich rozmezich, kde lze ocekavat odchylky od
linearity.

Zavér

Byly nalezeny optimalni podminky pro DPV stanove-
ni oxyfluorfenu na m-AgSAE (BR pufr pH 12 — methanol
(1:1)) umoziiujici dosazeni meze detekce 3-1077 mol L™\
Jako optimalni pro DPV stanoveni nitrofenu na m-AgSAE
se ukazal zéakladni elektrolyt o slozeni BR pufr pH 3:
methanol (1:1) a v tomto prostfedi bylo dosazeno meze
detekce 9-1077 mol L™'. DPV stanoveni acifluorfenu na m-
AgSAE pfi pouziti BR pufru pH 12 poskytuje mez detek-
ce 3-10° mol L™". Pro srovnani bylo rovné&z prostudovano
voltametrické chovéni acifluorfenu v prostfedi BR pufru
o pH 2-12 pomoci DPV na CPE. V prostfedi BR pufru
opH 2 bylo dosazeno meze detekce 5-107" mol L™'. Tato
hodnota je téméf o fad niz§i nez pro DPV stanoveni této
latky na m-AgSAE, coz ziejm¢ souvisi s vétsi plochou
uhlikové pastové elektrody. (Vypocteny pomér geometric-
kych ploch m-AgSAE a CPE je ptiblizn¢ 1:18). Svou roli
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vSak mize hrat i odliSny mechanismus elektrochemické
redukce nitroskupiny na amalgamové a pastové elektrod¢,
ktery se odrazi i vrizném poctu pozorovanych pikl
a v niz8i opakovatelnosti potencial piku na CPE. Tento
mechanismus bude pfedmétem dalsiho studia.

Autoii dékuji za financni podporu MSMT CR (projekt
LC06035 a MSM 021620857) a Grantové agentury Uni-
verzity Karlovy (projekt 332/2005/B-CH/PFF a projekt
6107/2007/B-CH/PFF).
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V. Novotny and J. Barek (Charles University in
Prague, Department of Analytical Chemistry, UNESCO
Laboratory of Environmental Electrochemistry): Voltam-
metric Determination of Acifluorphen, Nitrophen and
Oxyfluorphen with Solid Silver Amalgam and Carbon
Paste Electrodes

Optimum conditions are described for the determina-
tion of micromolar and submicromolar concentrations of
herbicides Acifluorphen, Oxyfluorphen and Nitrophen by
differential pulse voltammetry (DPV) on non-toxic solid
silver amalgam electrode with modified meniscus in
Britton-Robinson buffers at different pH. The detection
limits are in the range 10°~10"" mol L™". DPV determi-
nation of Acifluorphen in BR buffer at pH 2 using
a carbon paste electrode was developed with a detection
limit of 5:107" mol L™".
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Uvod

Asthma bronchiale je civilizani onemocnéni, jehoz
vyskyt v moderni populaci neustdle roste jako dusledek
zvySujiciho se poétu alergenti v zivotnim prostiedi. VEasna
diagnostika uvedeného onemocnéni hraje dulezitou roli
z hlediska zahajeni u¢inné terapie a minimalizace poSkoze-
ni pacienta. V soucasné¢ dobé v praxi pouzivané diagnos-
tické metody spocivaji v kombinaci invazivnich
(bronchialni biopsiel, bronchoalveolarni lavaz’) a semi-
invazivnich metod (metoda indukovaného sputa®), které
jsou pro pacienta zatézujici a u n€kterych pacientl, zejmé-
na déti a seniorti, mohou byt az stresovou zalezitosti. Ana-
lyza dechového kondenzatu je pomérné novou metodou,
jez predstavuje alternativni cestu, kterou lze charakterizo-
vat jako zcela neinvazivni a pro pacienta nezatézujici.
Kondenzéat vydechovaného vzduchu (KVV) je kapalnou
matrici, ktera odrazi slozeni bronchoalveolarni extracelu-
larni plicni tekutiny, jejiz sloZeni koresponduje s d&ji ode-
hravajicimi se bezprostiedné v plicich a dychacich cestach.
Latky obsaZené ve vydechovaném vzduchu se nachazeji ve
dvou fazich — v plynné a v kapalné (ve form¢ aerosolit).
V plynné fazi jsou vedle dusiku, kysliku, oxidu uhli¢itého,
oxidu uhelnatého a oxidu dusnatého pritomny latky
s dostatecnou tenzi par pfi t€lesné teploté a atmosférickém
tlaku — voda, peroxid vodiku, uhlovodiky a fada dalsSich
organickych latek. Molekuly mélo t€kavych latek se do
KVV dostavaji jako aerosolové ¢astice, které jsou strhava-
ny z povrchu sliznice proudem vzduchu. Aerosolové ¢ésti-
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ce a latky tekavé pfi t€lesné teploté mohou byt zkondenzo-
véany pii dychani pfes chladici zatizeni — kondenzator vy-
dechovaného vzduchu, které je dostupné na specializova-
nych klinickych pracovistich. Vznikla kapalina je oznaco-
vana jako kondenzat vydechovaného vzduchu a obsahuje
celou fadu z medicinského hlediska zajimavych latek —
eikosanoidy (metabolity kyseliny arachidonové), peptidy,
enzymy, DNA ad., kterych bylo k dne$nimu dni identifiko-
vano* vice nez 200. Nékteré z nich jsou povaZovany za
citlivé biomarkery plicnich onemocnéni (leukotrien By —
LTB,, cysteinylované leukotrieny C4, Dy a E4 — LTC,,
LTD,, LTE,, 8-isoprostan aj.). Na zaklad¢ stanoveni jejich
obsahu v KVV lze posoudit typ probihajiciho patologické-
ho procesu, rozsah onemocnéni, ptipadné uspésnost tera-
peutického postupu. V ptipadé Asthma bronchiale ptedsta-
vuji skupinu biomarkerd obsazenych v KVV cysteinylova-
né leukotrieny (cys LTs), jejichz koncentrace je v disledku
probihajici alergické reakce v dychacich cestach a plicich
vyznamné zvySena. Jednd se o metabolity kyseliny arachi-
donové, kterd je obsazena v bunéénych membranach jako
sou¢ast membranovych fosfolipida™®. Cinnosti enzymu
S-lipoxygenasy se kyselina arachidonova pfeménuje na
nestabilni epoxidovy leukotrien A, (LTAy), ktery mize byt
dale pteménovan podle jedné ze dvou moznych enzyma-
tickych drah. Pfi zanétlivych procesech v organismu se
pusobenim LTA, hydrolasy syntetizuje ve zvySeném
mnozstvi leukotrien B,4. Paralelni cestu pak pfedstavuje
draha, ktera je ve zvySené mife preferovana v prib&hu
alergickych reakei, kdy uc¢inkem enzymu LTC, syntetasy
vznikd prvni ¢len zrodiny cysLTs, a to leukotrien C,.
K cysLTs dale fadime leukotrien D4 a leukotrien E4. Cys
LTs se postupné preménuji v fadé¢ LTC, — LTD, — LTE,
pusobenim enzymi y-glutamyltranspeptidasy (LTCy; —
LTD,) a dipeptidasy (LTD; — LTE,)’.

V tad¢€ praci bylo popsano stanoveni cys LTs v ruz-
nych télnich tekutinich (krevni plasma, moc, likvor
a KVV) s vyuzitim rozdilnych analytickych metod, jako je
RIA (Radioimmunoassay)®, EIA (Enzyme Immunoassay)’ "2,
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)", p¥ipad-
n& GC-MS'™" nebo LC-MS. Biochemickymi metodami
lze stanovit fadoveé nizsi koncentrace latek, nez jakych je
dnes dosahovéno pouzitim hmotnostné-spektrometrickych
metod (GC-MS, LC-MS), nicméné meze detekce téchto
instrumentalnich metod se v priibéhu posledniho desetileti
dostaly na tiroven piko-, femto-, pfipadné attomoli, coz je
pln¢ postacujici pro detekci vétSiny biologicky aktivnich
latek vyskytujicich se v lidském organismu. Fyziologické
koncentrace cys LTs v KVV se pohybuji v rozmezi 1 az
200 pg ml™". Spojeni kapalinové, piipadng plynové chro-
matografie s hmotnostnim spektrometrem poskytuje oproti
biochemickym metodam nejenom kvantitativni informaci,
ale rovnéZ i informaci strukturni (kvalitativni), kterd je pfi

* Kamila Syslova ziskala s touto praci 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analyticka chemie.
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vyuziti MS" technik vysoce specifickd. Tim jsou vylouceny
fale$né pozitivni ¢i negativni vysledky, které se v disledku
»zkfizenych reakci® vyskytuji u imunochemickych nebo
enzymatickych metod. Nevyhodou techniky GC-MS je
tepelny prevod latky do plynné faze, ktery u termolabil-
nich latek komplikuje ziskani obou typl informace.

Predkladana prace popisuje metodu kombinujici spe-
cifickou separaci — imunoafinitni extrakci — s vysoce se-
lektivni detekci (LC-MS) pfi stanoveni cys LTs v matrici
KVV. Cys LTs jako biomarkery Asthma bronchiale stano-
vené uvedenou metodou mohou slouzit k diferencidlni
diagnostice uvedeného onemocnéni, coz nabizi alternativu
k existujicim diagnostickym metoddm. Vyvinutd metoda,
respektujici fadu omezeni vyplyvajicich z nizké stability
cys LTs, byla Gspésné testovana v klinickych studiich za-
byvajicich se diagnostikou bronchialniho astmatu a posou-
zenim zmén koncentraci cys LTs v disledku denniho bio-
rytmu organismu, piipadné monitorovanim astmatické
reakce pfi histaminovém testu.

r wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Chemikalie byly komer¢niho ptivodu: cysteinylované
leukotrieny (LTC,4, LTD4, LTE,), [20, 20, 20 ’H;] leukotri-
en E4 (LTE,4-d5) — (Biomol, Némecko), afinitni sorbent pro
cysteinylované leukotrieny — (Cayman chemicals, USA),
acetonitril, voda, methanol, (Cistota LC/MS) — (Riedel de
Haén, Némecko), kyselina mravendi, triethylamin (p.a.) —
(Aldrich, USA).

Odbér dechového kondenzatu

KVV byl ziskdvan prostfednictvim kondenzatoru
vydechovaného vzduchu EcoScreen — (Jaeger, Némecko)
a byl shromazd’ovan do polypropylenovych sbérnych na-
dobek (5 ml). Bezprosttedné po odbéru vzorku bylo do
1 ml KVV pfiddno 250 pg LTEs-d; . Nepfitomnost slin
v KVV se prokazovala testem na a-amylasu (aktivita <
0,1 %) pomoci soupravy Biolatest Kit — (Pliva-Lachema,
Ceska republika).

Imunoafinitni separace

Imunoafinitni extrakce byla provadéna nasledujicim
postupem: k 1 ml KVV oznac¢enému LTE-d5 bylo pfidano
50 pl afinitniho sorbentu pro cys LTs. Suspenze byla mi-
chéna na tfepacce po dobu 60 min. Nasledné byl sorbent
odstiedén (500 ot. min™', 10 min) a promyt 2 x 1 ml deio-
nizované vody. K promytému sorbentu byl pfiddn metha-
nol (2 x 0,5 ml) a po pétiminutovém protiepani byl sorbent
odsttedén pti 2500 ot. min~'. Z methanolickych podilii byl
odpafen methanol proudem dusiku. Zbytek po odpaieni
byl rozpustén v 50 pl mobilni faze a podroben LC-ESI-MS
analyze.
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LC-ESI-MS byla realizovana v systému vybaveném
dvéma vysokotlakymi pumpami Varian ProStar 210
(Varian, USA), autosamplerem Varian 410 (Varian, USA).
Chromatografické déleni vzorku (nastfikované mnozstvi
20 ul) bylo realizovano na koloné Hypercarb Thermo
(Thermo, USA) 100 x 2,1 mm x 5 um s pouzitim mobilni
faze o slozeni acetonitril : voda = 70 : 30 (v/v) spH
upravenym triethylaminem na hodnotu 11 a pritokem 250
pl min™'. Pfistroj byl vybaven trojitym kvadrupélovym
analyzatorem Varian 1200L (Varian, USA). Pfi méfeni
bylo pouzito negativni elektrosprejové ionizace (ESI)
v MRM moédu. Podminky na hmotnostnim spektrometru
byly nasledujici: napéti na kapilate —70 V, tlak kolizniho
plynu argonu 0,2 Pa, napéti na jehle —4500 V, teplota susi-
ciho plynu 300 °C (dusik, 117 kPa) a teplota zmlzovaciho
plynu 50 °C (vzduch, 345 kPa).

Vysledky a diskuse

Analyza specifickych latek (biomarker(l) obsazenych
v KVV je pomérné novou, rychle se rozvijejici oblasti
v oboru lékaiské diagnostiky. Biomarkery jsou oznacova-
ny latky produkované organismem, jejichz fyziologicka
koncentrace zdravého organismu je dostate¢n¢ odlisna od

Odbér kondenzatu
vydechovaného wzduchu

l

P¥idavek vnitfniho standardu
{deuterovany LTEq-d3)

]

Separace biomarkerll z matrice

KWV

]

HPLC/ESTS
analyza

]

Dikaz a stanoveni
biomarkerl

]

Diagndza

Obr. 1. Schéma metody stanoveni cysteinylovanych leukotrie-
ni jako markera Asthma bronchiale
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koncentrace patologicky zvySené v dusledku poskozeni
organismu. Mezi nejvyznamnéjs$i skupinu biomarkerti
obsazenych v KVV patii cys LTs , které jsou povazovany
za biomarkery bronchidlniho astmatu. Zvyseny vyskyt cys
LTs vurcitétm misté organismu signalizuje probihajici
alergickou reakci. Vyhodou stanoveni uvedenych latek
v KVV ve srovnani s krevni plasmou nebo mo¢i je skutec-
nost, ze jejich mnozstvi odrazi bezprostiedni alergickou
reakci probihajici vyhradn€ v plicich a neni zkreslena pfi-
padnymi dalsimi alergickymi procesy odehravajicimi se na
jiném mist€ organismu.

Diagnostika zalozena na stanoveni cys LTs jako mar-
kerd bronchialniho astmatu vSak neni trivialni zalezitosti,
coz dokazuje absence standardizované metody pro jejich
stanoveni, prestoze metod pro kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu prokazujicich moznost diferencialni diagnostiky
Asthma bronchiale byla v literatuie publikovana cela fada® "%
Dutivodem chybéjici standardizované metody je predevsim
nerespektovani nizké stability cys LTs za laboratornich
podminek, pfitomnost enzymi zodpovédnych za vzajem-
nou preménu jednotlivych markert (LTCy; — LTDs —
LTE,) v matrici KVV a chemické zmény odehravajici se
v pribéhu pfipravy vzorku pro stanoveni.

Nové¢ vyvinutd metoda kombinuje rychlou separacni
metodu (imunoafinitni extrakei cys LTs z matrice KVV
s vysoce selektivni metodou stanoveni, LC-ESI-MS)), ktera
respektuje veskerd vySe uvedend omezeni a lze ji charakte-
rizovat jako vysoce reprodukovatelnou a presnou. Predkla-
dand metoda (obr. 1) je vhodnd nejen k diagnostickym
uceltim, ale rovnéZ pro monitorovani prib&hu onemocné-
ni, pfipadné¢ sledovani efektivnosti farmakoterapie.
V tomto ohledu mize kombinace imunoafinitni separace
s LC-ESI-MS aspirovat na metodu, kterd by se mohla stat
standardni pro stanoveni cys LTs v KVV jako prostfedku
pro neinvazivni diagnostiku onemocnéni Asthma bronchi-
ale.

Stabilita cysteinylovanych leukotrienti v KVV

Biomarkery Asthma bronchiale — cys LTs jsou zndmy
jako malo stabilni latky, které jsou za ptitomnosti prislus-
nych enzymil schopné vzajemné pfemény. Primarni sna-
hou pfi vyvoji metody stanoveni téchto latek v KVV bylo
postihnout jejich chovani v uvedené biologické matrici
a nalézt postup pfipravy vzorku vhodného pro hmotnostné-
spektrometrickou analyzu umoziujici zachytit koncentraci
analytd ve vzorku bezprostfedné po jeho odebrani.

Odbér KVV se provadi na specializovaném pracovisti
vybaveném zatizenim pro jeho odbér (viz Experimentalni
¢ast). Jiz pfi odbéru KVV je potfeba zachovat standardni
postup respektujici nizkou stabilitu fady latek v této matri-
ci. Kstanoveni cys LTs postacuje odebrat KVV
v mnozstvi alespont 1 ml, jez se ziska za dobu péti az deseti
minut pacientova klidného dychéni usty ptes kondenzator
vydechovaného vzduchu. Vhodné je provést test na konta-
minaci vzorku slinami, ke které by mohlo dojit v disledku
Spatn¢ provedené¢ho odbéru KVV, nebot ve slinich se
vyskytuje vyznamné mnozstvi cys LTs, a byl by tak nale-
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zen fale$né pozitivni vysledek. Kontrolu kontaminace je
mozné provést prostfednictvim stanoveni a-amylasy ve
vzorku.

Vzhledem k citlivosti biomarkeri k celé fad¢ faktor
je idealni ihned po odbéru provést oznaceni vzorku isoto-
picky znaCenym vnitinim standardem (pfidavek 250 pg
deuterovaného analogu LTE; — LTE4-d; do 1 ml KVV).
Standardizace isotopicky znacenym analogem vyuZzi-
vé zcela identického fyzikélniho, chemického a biologic-
kého chovani znamého mnozstvi standardu, ktery ale pfi
hmotnostné-spektrometrické analyze vykazuje odlisné
chovani v detektoru v disledku nahrazeni vodiku deuteri-
em (v tomto pfipad¢ na 3 mistech molekuly). Tato skutec-
nost umoziuje velice ptesné provedeni kvantifikace a mo-
nitorovani zmén ve slozeni vzorku, ke kterym doslo
v pribéhu jeho zpracovani (stable-isotope-dilution assay).
KVV (matrice s majoritnim podilem vody) bezprostiedné
po odbéru vykazuje hodnotu pH v rozmezi 7,2-7,7. Hod-
nota pH KVV se v8ak v kratkém ¢asovém intervalu snizuje
(pH 6,0-6,5) jako diisledek absorpce CO, ze vzduchu',
coZz miZze byt jednou z pfi¢in zmén, které se v uvedené
matrici odehravaji po jejim odebrani. Bylo prokazéano, ze

a
100
Mnozstvi,
rel. %
50
b 100 &
Mnozstvi,
rel. %

Obr. 2. Stabilita cysteinylovanych leukotrieni v kondenzitu
vydechovaného vzduchu (A) a v mobilni fazi (B) p¥i 25 °C;
0O L1c, < LD, A LTE,



Chem. Listy 703, 224-231 (2009)

pii uchovavani KVV pod inertni atmosférou (argon) se pH
neméni, nicméné u cys LTs se tento parametr nejevil jako
zasadni. Rovnéz nebyl prokazan vliv svétla na stabilitu cys
LTs v KVV. Parametr, ktery vyznamné ovliviiuje obsah
téchto biomarkerd, je teplota. Bylo prokazano, ze za labo-
ratorni teploty se obsah cys LTs velice rychle méni a to
v disledku /) jejich vzajemné pfemény a 2) omezené tep-
lotni stability. Chovani cys LTs v KVV a organickych
rozpoustédlech (mobilni fize pouzitd pfi LC analyze) je
zachyceno na obr. 2, z kterého je ziejmy vliv teploty na
obsah jednotlivych cys LTs. V matrici KVV byla vedle
rozpadu jednotlivych latek (velmi dobfe patrného
v mobilni fazi) sledovéna i jejich pfeména v fadé¢ LTC4 —
LTDy; — LTE, katalyzovana pfitomnymi enzymovymi
systémy. Dale bylo zjisté€no, Ze pti teploté —80 °C je moz-
né uchovavat KVV beze zmény obsahu sledovanych latek
po dobu 3 mésicli (rovnéz teplota —20 °C se jevila jako
vyhovujici). Naproti tomu teplota 4 °C k uskladnéni KVV
nebyla dostate¢n€ nizkd. Proces vzdjemnych pfemén a
odbouravani odpovidajici teplotni zavislosti rychlostnich
konstant obou procest se sice zpomaloval, ale pfesto pro-
bihala degradace sledovanych biomarkert v obou matri-
cich v horizontu jednotek hodin. Zlomovou teplotou pro
stabilitu latek je zfejmé prevedeni vodné matrice
z kapalného do pevného stavu (teplota 0 °C). S ohledem na
uvedenou skutecnost byl posuzovan parametr ,,cyklus roz-
mrazovani — zamrazovani“. Pfi kazdém obratu uvedeného
cyklu se snizuje mnozstvi cys LTs v KVV o 8-9 %.

Imunoafinitni separace

Vzhledem k velmi nizké koncentraci cys LTs v KVV
a slozitosti této matrice je vhodné sledované latky pred
samotnou LC-MS analyzou separovat, ptipadné zkoncent-
rovat. Principem imunoafinitni extrakce je vysoce specific-
ka reakce mezi antigenem (vtomto pfipadé cys LTs)
a protilatkou (v tomto ptipad€ mysi protilatka proti LTC,,
LTD,, LTE,4 zakotvenou na Sepharose 4B). Imunoafinitni
separace byla realizovana pfidavkem sorbentu (50 ul) do
1 ml KVV (vazebna kapacita imunoafinitniho sorbentu
byla stanovena na 100 ng cys LTs na 1 ml sorbentu). Ty-
picky casovy pribéh imunoextrakce je znazornén na
obr. 3, kde je zachycena zavislost vytézku na dob& imuno-
extrakce. Z grafu je zfejmé, Ze s prodluZujicim se Casem
imunoextrakce roste vytézek cys LTs zKVV, nicméné
paralelné s tim se tyto latky rozkladaji v disledku negativ-
niho vlivu teploty (25 °C). Po dosazeni maxima vytéznosti
zacne proces rozkladu prevazovat. Na zdkladé uvedené
zavislosti byla zvolena optimalni doba imunoseparace
(60 min).

Neméné¢ dulezitym parametrem je pomér mnoZzstvi
imunoafinitniho sorbentu a cys LTs, resp. objemu KVV
(mnozstvi cys LTs v KVV se v klinickych vzorcich pohy-
buje v intervalu 50-250 pg ml™' KVV). Zavislost mnozstvi
imunoextrakci separovanych cys LTs na jejich piivodnim
mnozstvi pfitomném v KVV je zachycena na obr. 4. Uve-
dena zavislost ma charakter Langmuirovy adsorpéni iso-
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Obr. 3. Vytézek cysteinylovanych leukotrienii v zavislosti na
dobé imunoextrakce

termy s oblasti linedrni, v které s rostoucim mnoZstvim cys
LTs v matrici se zvySuje mnozstvi zachycené protilatkou
na povrchu sorbentu, a oblast nelinearni, kde pomér mnoz-
stvi cys LTs k protilatce je natolik velky, ze mnoZzstvi za-
chycenych latek se jiz téméf neméni s rostoucim mnoz-
stvim marker( v matrici. Z hlediska ptfesnosti metody bylo
v klinickych analyzdch pouZzivdno 50 pl sorbentu, coz
odpovida imunoextrakéni separaci probihajici v linearni
Casti zavislosti, ktera je na obr. 4 zachycena ¢arkované. Po
separaci imunoafinitniho sorbentu centrifugaci (500
ot. min™") a oddéleni horni vrstvy byl sorbent promyt 2 x 1
ml vody (separace zbylych nenavazanych latek z KVV)
anasledn¢ byla vazba antigen — protilatka rozvolnéna
methanolem. Vzorek k nastfiku do analytického systému
LC-ESI-MS byl ziskdn odpafenim methanolu proudem
dusiku do sucha a jeho rozpusSténim v mobilni fazi

800
Separované
mnozstvi
2Cys LTs,
P9
400 [
r
| ¢
*
I
o
0 1000 2000
2Cys LTs v KVV, pg
Obr. 4. Imunoseparace: Zavislost separovaného mnoZstvi
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Obr. 5. Chromatogramy a kolizni spektra cysteinylovanych leukotrient

(standardné pouzivano 50 ul). Uvedenym postupem bylo
mozné separovat 80-90% cys LTs piitomnych
v klinickém  vzorku. Podil nespecifickych reakei
s imunoafinitnim sorbentem byl zanedbatelny.

Imunoafinitni sorbent bylo mozné regenerovat opako-
vanym promytim nasledujicimi rozpoustédly: voda (1 ml)
— 85 % ethanol (1 ml) — 0,1 M fosfatovy pufr (pH 4;
1 ml) — voda (1 ml). Takto zregenerovany imunoafinitni
sorbent byl pfipraven k opakovanému pouziti k imunoex-
trakci bez méfitelné ztraty sorpcni kapacity. Experimental-
né bylo ovéfeno pouziti sorbentu v deseti po sob¢ nasledu-
jicich cyklech.

Z hlediska diagnostiky Asthma bronchiale byl pouzi-

véan, jako isotopicky znaleny standard LTE4-ds;, ktery
umoznil monitorovat ztraty cys LTs v prub¢hu celé meto-
dy, nicméné neumoznoval postihnout naslednou reakci
jednotlivych cys LTs v prib¢hu imunoseparace (LTC, —
LTD4 — LTE,). Tento nedostatek, ktery ovSem neni vy-
znamny z hlediska diferencialni diagnostiky Asthma bron-
chiale, by bylo moZné odstranit ptidavkem vSech isotopic-
ky znacenych cys LTs a monitorovat tak jejich ztraty neza-
visle. Nicméné sumérni hodnota cys LTs byla ziskéna s
maximalni relativni chybou 5,6 % a pro jednotlivé cys LTs
nepfesahla 6,5 %.
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Tabulka I

Parametry MRM modu v¢etné¢ hodnoty kolizni energie
cysteinylovanych leukotriend pro hmotnostné-spektro-
metrické stanoveni

Biomarker MRM Kolizni energie
Q1-Q3 [eV]

LTC, 624,1 - 271,1 27

LTD, 495,2 — 176,1 21

LTE,4 438,2 — 3331 19

LTEs-ds 441,2 — 336,1 19

LC-ESI-MS

Nedavny bouflivy vyvoj v oblasti LC-MS umoziuje
dnes bezproblémovou separaci a paralelni detekci mnoz-
stvi analytt v znacné slozitych matricich. Z tohoto divodu
stejn€ jako pro svou velkou citlivost a schopnost pfinést
vysoce specifické strukturni informace se LC-MS stava
metodou prvni volby v analyze biologickych matric. Sta-
noveni pikogramovych mnozstvi cys LTs v pomérné€ slozi-
té télni tekutiné KVV je problémem feSitelnym metodou
LC-MS, a to i z hlediska budouci rutinni praxe. Kapalino-
va chromatografie byla pfti analyze cys LTs realizovana na
kolon& Hypercarb a slouZzila /) nejen k oddé€leni latek od
Cela analyzy, kde by v dasledku piipadné koeluce soli
a endogennich slozek matrice mohlo dochazet k potlaceni
signalu hmotnostniho detektoru (signal suppression effect)
negativnim vlivem na probihajici ionizaci, 2) ale rovnéz
k separaci jednotlivych cys LTs (LTCy — tg = 1,4 min,
LTD, — tg = 1,8 min a LTE, — tg = 2,0 min; viz obr. 6)
a dalsich prostanoidu (leukotrien B4 — tg = 2,8 min, 8-iso-
prostan — tg= 2,2 min, mrtvy cas kolony = 0,8 min). Pod-
minky chromatografické analyzy byly optimalizovany

40 s
- — . e
S
0 L
16 12 18 24
t h
Obr. 6. Zména  hladiny  cysteinylovanych  leukotrienii

v pritbéhu denniho biorytmu; [] LTC4,<> LTDs, A LTE,, @

Z Cys LTs
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s ohledem na omezeni na strané hmotnostniho detektoru
(pratok mobilni faze kompatibilni s pouZzitou ionizaci), ale
rovnéz s dirazem na citlivost detektoru.

Hmotnostné-spektrometrickd detekce byla realizova-
na negativni elektrosprejovou ionizaci ve vysoce selektiv-
nim médu MRM. Na prvnim kvadrupdlu byl izolovan
quasimolekularni ion (deprotonovany molekularni ion)
[M-H]™ pfislusného cys LT, ktery byl pouzit jako prekur-
zor pro naslednou kolizné-indukovanou disociaci (CID) na
druhém kvadrupolu. V ,kolizni“ cele (Q2) dochézelo
k selektivnimu rozpadu molekuly za vzniku dcefiného
spektra (obr. 5), z kterého byl na tretim kvadrupdlu izolo-
van specificky ion (dcefiny) snejvys§im zastoupenim.
Podminky MRM ve formé typickych rozpadovych reakci
a energie kolizné-indukované disociace pro jednotlivé cys
LTs jsou zachyceny v tabulce I. Kolizni energie, stejné
jako dal8i parametry na hmotnostnim spektrometru, byly
optimalizovany z hlediska ziskani maximalni citlivosti
vyvinuté metody (viz experimentalni ¢ast).

Pro jednotlivé cys LTs byla sestrojena kalibracni za-
vislost poméru ploch leukotrienu a vnitiniho standardu na
koncentraci daného analytu. Ziskané experimentalni body
byly v rozmezi limitu kvantifikace az 1000 pg zpracovany
metodou linearni regrese s presnosti (udano Pearsonovym
korelaénim koeficientem) pro LTC, > 0,9993, LTD, >
0,9996 a LTE;> 0,9991. Ekvivalentni kalibra¢ni zavislosti
byly ziskdny zmatrice KVV pfidanim odpovidajiciho
mnozstvi cys LTs do uvedené matrice, z které byly nasled-
né separovany imunoextrakénim postupem a kvantifikova-
ny LC-ESI-MS/MS. Kalibracni kiivky pfipravené vyuzi-
tim matrice KVV se vyznaCovaly linearni zavislosti
v rozmezi limitu kvantifikace — 1000 pg s korela¢nim koe-
ficientem pro LTC4 > 0,9955; LTD,4 > 0,9983 a LTE, >
0,9947. Shodnosti kalibra¢nich kiivek ziskanych z matrice
KVV a mobilni faze se prokazala absence vlivu matrice na
kalibraéni zavislost. Spravnost metody byla stanovena pro
pet sérii vzorki (pocet vzorkl v jedné sérii n = 6), jednotli-
vé série se lisily mnozstvim cys LTs (25, 50, 75, 100
a 250 pg) v matrici KVV. Spravnost metody pro jednotlivé
cys LTs, limit kvantifikace, limit detekce a pfesnost jsou
uvedeny v tab. II.

Tabulka II
Charakteristiky metody kombinujici imunoextrakci s LC-
ESI-MS pro stanoveni cysteinylovanych leukotrienti

LTC, LTD, LTE,
Mez detekee, pg ml™ 2 1 1
Kvv
Mez kvantifikace, pg mI™' 16 6 5
KvVv
Spravnost, % 93,5 94,2 95,4
Ptesnost, % 90,3 90,9 91,6
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Obr. 7. Vysledky klinické studie — diferencialni diagnostika
Asthma bronchiale; [ kontrolni skupina, O Asthma bronchiale

Klinicka studie

Vyvinuta metoda byla pouzita pro analyzu klinickych
vzorkl, pficemz bylo nutné zmapovat chovani biologické-
ho systému s ohledem na produkci cys LTs v pribéhu
denniho biorytmu. Ve skupin€¢ 10 dobrovolnikt ( veék 18 £
1, nekufaci, bez diagnézy Asthma bronchiale) byly ode-
brany Ctyfi vzorky KVV vzdy v prib¢hu jednoho dne (v 6,
12, 18 a 24 h). U vsech subjektl byl prokazan zcela shod-
ny trend ve vyvoji koncentraci cys LTs, které se v prib¢hu
dne zvySovaly a na svou plivodni koncentracni hladinu se
vracely az v dobé spanku (obr. 6). V pribéhu dne (18 az
20 hodin bez spanku) se suma cys LTs zvysila v priméru
0 25,4 %. Pro diferencialni diagnostiku Asthma bronchiale
je proto nutné respektovat tuto skutecnost a dodrzovat
stejny Cas odbéru (v klinickych studiich byly vzorky ode-
birany vzdy mezi 8. a 12. hodinou).

Cilem klinické studie bylo ovéfit moznost diferencial-

150
cCys LTs,
pg ml”’
100
50

th

Obr. 8. Monitorovani hladiny cysteinylovanych leukotrienii
v kondenzatu vydechovaného vzduchu béhem histaminového
(bronchoprovokacniho) testu
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ni diagnostiky Asthma bronchiale. Byla provadéna
u 20 osob s touto diagndézou a stejné pocetnou kontrolni
skupinou. Vysledky byly statisticky zpracovany a jsou
uvedeny na obr. 7, zkterého je zifejmé, Ze existuje vy-
znamny rozdil mezi hodnotami koncentraci nékterych
leukotrieni (pfedevsim C4 a E4) u osob s diagnosti-
kovanym onemocnénim, ktery je zvyraznén u sumarnich
hodnot cys LTs. Vyznam leukotrienu D4 pro diferencialni
diagnostiku Asthma bronchiale nebyl zcela potvrzen, ac-
koliv i u tohoto biomarkeru byl zaznamenan rozdil v jeho
primérné hodnoté, kterd byla vyS8i u pozitivné diagnosti-
kovanych subjektti, nicméné rozdil v konfidencnich inter-
valech byl statisticky nevyznamny.

Vyvinuta diagnostickd metoda byla pouzita rovnéz
v klinickém experimentu, jehoZ cilem bylo ovéfit moznost
monitorovani prubéhu alergického onemocnéni, ptipadné
terapeutického postupu. U skupiny dobrovolnikt (10) byl
proveden bronchoprovokacni test podanim histaminu.
KVV byl odebrdn pfed histaminovym testem a potom
v ¢asovych intervalech 30, 60, 120, 180 a 240 min. Vysle-
dek testu je zachycen na obr. 8, z kterého je ziejmé, Ze
organismus na histamin reagoval zvysenou produkci cys
LTs, jejichz hladina se po dosazeni maxima koncentrace
vracela na svou puvodni hodnotu. Z daného testu vyplyva,
ze uvedena metoda v sobé zahrnuje i moznost sledovani
ucinnosti terapeutickych postupd.

Zavér

Byla vyvinuta metoda pro detekci a kvantifikaci cys
LTs jako potencidlnich biomarkerd Asthma bronchiale
v KVV. Stanoveni cys LTs v uvedené matrici umoziuje
monitorovat déje odehravajici se bezprosttedné v plicich
a dychacich cestach nezavisle na procesech probihajicich
v celém organismu, jak je tomu pii stanoveni biomarkerti
v krevni plasmé nebo moci. Ackoliv v nedavné dobé¢ byla
vyvinuta fada metod pro stanoveni cys LTs v KVV a pro-
kazéana moznost diferencialni diagnostiky Asthma bronchi-
ale, neexistuje dosud standardizovany postup pro stanove-
ni jejich koncentra¢nich hladin a vysledky z riznych pra-
covist’ vykazuji zna¢nou nesourodost. Predkladana prace si
kladla za cil identifikovat mozné zdroje uvedenych inkon-
sistenci a respektovat je pii vyvoji metody stanoveni
a navrhu metodiky méfeni od odbéru vzorku az po ziskani
validnich dat v podobé koncentraci jednotlivych cys LTs
vuvedené matrici a jejich korelaci s fyziologickymi/
patologickymi procesy odehravajicimi se v plicich, ptipad-
né¢ dychacich cestach. Vyvinuta metoda kombinujici imu-
noextrakéni separaci s hmotnostné-spektrometrickou de-
tekei respektuje celou fadu omezeni plynoucich ze slozi-
tosti matrice a nizké stability cys LTs. Je charakterizovana
dobrou piesnosti a vysokou reprodukovatelnosti.
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Seznam symboll a zkratek

cys LTs cysteinylované leukotrieny — LTC,;, LTD4
aLTE,

LTA, leukotrien A4

LTB, leukotrien By

LTC, leukotrien Cy4

LTD, leukotrien D,

LTE, leukotrien E4

KvVv kondenzat vydechovaného vzduchu

MRM monitorovani vice reakci — Multiple Reaction
Monitoring

ESI elektrosprejova ionizace

CID kolizn¢ indukovana disociace — Collision Indu-
ced Dissociation
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K. Syslova®, J. Piech?®, J. Lebedova®, D. Pelclova®,
and P. Kafer® (“ Department of Organic Technology,
Institute of Chemical Technology, Prague, ” Department of
Occupational Medicine, 1" Faculty of Medicine, Charles
University, Prague): Development of a Non-Invasive
Diagnostic Method for Bronchial Asthma

A method was developed for rapid and accurate deter-
mination of cysteinylleukotrienes (LTC4, LTD4, LTEy),
essential biomarkers of bronchial asthma, in exhaled
breath condensate. The method consists of an im-
munoseparation procedure combined with selective and
sensitive detection by LC-ESI-MS in the multiple reaction
monitoring mode (MRM) and using a stable-isotope-
dilution assay. The precision of the method was around
94 %. The mean accuracy was higher than 90 % for the
content of cysteinylleukotrienes in the concentrate up to
250 pg ml™". The method was tested on patients with occu-
pational bronchial asthma and compared with healthy sub-
jects. The differences between the two groups were signifi-
cant.
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Uvod

Jednou z moznosti, jak chranit organismus pied vli-
vem volnych radikald, je ptsobeni antioxidantii. Antioxi-
danty jsou molekuly, které mohou zabrafiovat nebo ome-
zovat oxidaéni destrukci latek. Mnoho latek pfirodniho
puvodu, které se do lidského organismu dostavaji spolu
s potravou, mé antioxidacni vlastnosti. Velky vyznam se
priklada zejména polyfenolickym slou¢eninam. Zdrojem
téchto latek jsou zelenina, ovoce, vlaknina, c¢aj, vino,
chmel, aromatické a 1é¢ivé rostliny a dalsi. V fad€ experi-
mentalnich studii bylo zjisténo, ze antioxidacni aktivita
mnoha rostlinnych fenolickych latek je vy$si nez u antioxi-
dacnich vitamind'. RovnéZ byl prokazan vztah mezi antio-
xidacni aktivitou latek pfijimanych v potraveé ¢i v napojich
a prevenci nékterych onemocnéni, napf. kardiovaskular-
nich chorob, neurologickych poruch nebo procest starnu-
ti®. Polyfenolické latky obsaZené v pivu maji Siroké spekt-
rum ptiznivych G¢inkl na lidské zdravi, G¢inky jsou nejen
antioxidacni, ale i protirakovinotvorné, antimikrobialni
ulohu v branéni procesu oxidac¢nich zmén béhem chmelo-
varu a skladovani.

VétSinu piirodnich antioxidantd ptijimame jako sou-
Cast slozitych smési, jejichz slozky mohou reagovat
s riiznymi radikaly riznymi mechanismy. Proto se snazime
charakterizovat antioxida¢ni aktivitu smésnych vzorkl
jako celku. Pro vzajemné porovnavani antioxidacnich
ucinkt riznych smési byl zaveden pojem celkova antioxi-
dacni aktivita (total antioxidant activity, TAA). Existuje
velké mnozstvi metod pro stanoveni TAA, pficemZ nejcas-
t&ji pouZivanou metodou je TEAC' (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). Tato metoda urCuje antioxidacni
aktivitu vzorku ekvivalentni ur¢itému mnozstvi standardu

Cena Merck

Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karbo-
xylova kyselina). Pro Cisté latky je TEAC definovéna jako
milimolarni koncentrace Troloxu odpovidajici antioxidac-
ni aktivité testované latky o koncentraci 1 mmol 1”'. Smés-
né vzorky se hodnoti jako latkové mnozstvi Troloxu odpo-
vidajici aktivité 1 g ¢i 1 ml vzorku. Tato metoda miize byt
aplikovana na meéfeni Cistych latek, vodnych roztoki
i napoju.

Antioxidacni aktivitu latek 1ze méfit metodami che-
mickymi a fyzikdlnimi'. Chemické metody spocivaji
v pouziti c¢inidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi
radikaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku
obsazené antioxidanty. Nejcastéji se vyuzivaji metody
zaloZzené na eliminaci kyslikovych (Oxygen Radical Ab-
sorbance Capacity, ORAC>*) nebo syntetickych stabilnich
(ABTS, DPPH) radikalu.

Metoda vyuzivajici schopnost antioxidanti zhaset
radikalovy  kation ~ABTS™  (2,2’-azinobis(3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonat)’ je jednou ze zakladnich metod
pro stanoveni antioxidacni aktivity. Zakladem metody je
generovani radikal kationtu ABTS™, k ¢emuz lze vyuzit
napf. peroxodisiran draselny, MnO,, AAPH (2,2’-azobis
(2-amidinopropan)dichlorid) ¢i systém H,O,/peroxidasa.
V této praci byl pouzit peroxodisiran draselny, ktery rea-
guje s ABTS ve stechiometrickém poméru 2:1
(ABTS:K,S,05). Nadbytek ABTS je nutny pro zachovani
stability reakéni smési. Pokud je pomér [ABTS]/[ABTS™]
roven 50, pak se absorbance samotné reakéni smési
s ¢asem neméni, pokud je vSak tento pomér blizky nule, je
reakéni smés nestabilni a dochazi ke znatelnému poklesu
absorbance v zavislosti na &ase’.

Dalsi metoda vyuziva schopnosti antioxidant zhaset
radikal DPPH’ (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydra-
zyl), coz je stabilni volny radikal, ktery mtze byt diky své
struktufe akceptorem atomu vodiku, ¢imz prechazi do
formy stabilni diamagnetické molekuly.

Antioxidacni aktivitu lze také posuzovat na zékladé
redukéni schopnosti latky. Na principu redoxni reakce je
zalozena metoda FRAP® (Ferric Reducing Antioxidant
Power), kde se vyziva schopnost antioxidanti redukovat
selezité komplexy (napt. Fe-TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-
-1,3,5-triazin), které jsou témét bezbarvé a po redukcei vy-
tvari barevné produkty. Metoda ma sva omezeni spocivaji-
ci vtom, ze méfeni probiha pti velmi nizké hodnoté pH
(3,6), dale nejsou zachyceny polyfenolické latky reagujici
s komplexem pomalu.

Fyzikalni metody stanoveni antioxida¢ni aktivity ne-
sleduji bezprostfedné chemickou reakci nebo zmény obsa-
hi jednotlivych latek, ale zménu fyzikalnich vlastnosti,
které tyto procesy doprovazi. Ptikladem je elektronova
spinova rezonance, stanoveni redoxniho potencidlu ¢i che-
miluminiscence.

* Martin Fidler tuto praci Gspés$né prezentoval v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analyticka chemie.
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Experimentalni ¢ast

Tato prace je zaméfena na sledovani antioxidacni
aktivity u 20 vybranych vzorkl piv (tab. I), mezi kterymi
byli zéstupci svétlych lezaki (P1-P13), svétlych vycep-
nich piv (P14, P15), piv specidlnich (P16), tmavych piv
(P17, P18) a piv nealkoholickych (P19, P20). Dale byla
sledovana antioxidacni aktivita chmelovych extrakti a
granuli (tab. IT). Chmelové extrakty piipravené extrakci
ethanolem ¢i nadkritickou tekutinou (CO,) byly dodany
firmami Flaveko s.r.o. (F1-F3) a Favea s.r.o. (K1-K4),
granulovany chmel (G1-G3) byl dodédn Chmelafskym
institutem s.r.o. (Zatec).

Pro méteni antioxidacni aktivity byly pouzity meto-
dy vyuzivajici eliminaci syntetickych radikala (ABTS
a DPPH), déale metoda zalozena na redoxnich vlastnostech
zelezitého komplexu (FRAP). U vSech metod byla spekt-
rofotometricky méfena zména absorbance na UV spektro-
fotometru Specol 11 (Carl-Zeiss, Némecko).

Pro srovnani vysledki jednotlivych metod byla pouZi-
ta standardni latka, Trolox, kterd byla rozpuSténa
v methanolu a z tohoto zasobniho roztoku byla fedénim
pfipravena kalibra¢ni fada obsahujici 0,005-0,05 pmol
Troloxu pro metodu pouzivajici ABTS, 0,01-0,08 umol
Troloxu pro metodu pouZivajici DPPH a 0,02-0,1 pumol
Troloxu pro metodu FRAP (vSe absolutni mnozstvi Trolo-
xu v naddvkovaném objemu). Toto rozmezi koncentraci
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Roztok se nechal reagovat 12—16 h za nepfistupu svétla pti
laboratorni teploté. Takto vznikly roztok byl smichan
s Cerstvé  pripravenym octanovym pufrem (pH 4,3)
v poméru 39:1 (pufr:ABTS). Ke 2 ml této reakéni smési
bylo pfidano 25 pl vzorku. Po promichani se roztok nechal
reagovat 30 min a byl proméfen Ubytek absorbance pfi
vlnové délce 734 nm. Pivodné modrozeleny roztok se
odbarvil na svétle zeleny az ¢iry. Ubytek absorbance byl
vyjadien v % a pomoci kalibraéni kiivky pfepocten na
ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

Metoda pouzivajici DPPH

Ze zasobniho roztoku DPPH (c 0,2 mol I'")
v methanolu byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci
¢ = 100 pmol 1" obsahujici octanovy pufr (pH 4,3) v po-
méru 1:2 (DPPH:pufr). K analyze bylo odebrano 1,9 ml
této reakeni smési, ke které bylo pfidano 100 pl vzorku.
Ubytek absorbance byl méfen pii vinové délce 515 nm

Tabulka IT
Seznam studovanych vzorkd chmelovych extrakti (K, F)
a granulovaného chmele (G)

OznaCeni  Vzorek

M . 1 . K1 CO; extrakt
bylo ur¢eno experimentalné. Pro studované vzorky bylo )
absolutni mnoZzstvi Troloxu odecteno z kalibra¢ni kiivky K2 CO, standardizovany extrakt
(zavislost zmény absorbance na absolutnim mnozstvi Tro- K3 CO, isomerizovany extrakt
loxu v nadéYkovaném {nnoistv?') a prepocteno na h()v(jlnotlj. K4 ethanolovy extrakt
TEAC, ktera byla vztazena na jednotku vzorku (v pfipadé f
piva na 1 ml, v pfipadé chmelovych extraktd a granuli na Fl ethanolovy extrakt
1g). F2 CO, extrakt
) F3 CO, isomerizovany extrakt
Metoda pouzivajici ABTS Gl odriida — Zatecky &erveniak
Radikéal kation ABTS™ byl pfipraven reakci ABTS G2 odrida — Agnus
diamonné soli (¢ = 3,5 mmol I') a K,S,05 (¢ = 0,06 molI'").  G3 odriida — Premiant
Tabulka I
Seznam studovanych vzorkd piv
Oznaceni Vzorek piva Oznaceni Vzorek piva
P1 Branik lezak P11 Velkopopovicky kozel - medium
P2 Budweiser - sv. lezak P12 Zlatopramen 11°
P3 Velkopopovicky kozel - premium P13 Krus$ovice jubilejni lezak
P4 Staropramen lezak P14 Klasik
P5 Gambrinus premium P15 KruSovice Musketyr
P6 Pilsner Urquell P16 Bud Superstrong
P7 Stella Artois P17 Staropramen cerny
P8 Radegast premium P18 KruSovice ¢erné
P9 Starobrno lezak P19 Radegast Birell
P10 PernStejn - sv. lezdk P20 Staropramen nealko
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v 30 s intervalech po dobu 10 min pro studium prib&hu
reakce antioxidanti s DPPH. Pro zjisténi celkové antioxi-
dacni aktivity byl zméfen ubytek absorbance po 30 min od
zaCatku reakce. Puvodné fialovy roztok byl plsobenim
antioxidantd odbarven na svétle fialovy az &iry. Ubytek
absorbance byl vyjadfen v % a pomoci kalibracni kiivky
prepocten na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

Metoda FRAP

Pti této metodé se pracuje ve vodném prostiedi.
Reakéni smés byla pfipravena smichdnim roztokid FeCls
(c =20 mmol I'"), TPTZ s piidavkem kyseliny chlorovodi-
kové (¢ = 10mmoll™") a octanového pufru (pH 3,6)
vpoméru 1:1:10 (FeCly: TPTZ:pufr). Ke 2 ml reakéni
smési bylo pridano 25 pl vzorku. Na rozdil od pfedchozich
metod byl méfen narlst absorbance pii vinové délce
593 nm po 10 min od zacatku reakce. Zména absorbance
byla piepocétena pomoci kalibra¢ni k¥ivky na ekvivalentni
mnozstvi Troloxu.

Vysledky a diskuse

Vsemi metodami bylo proméfeno celkem 20 vzorki
piv (tab.I). U kazdého vzorku byly provedeny celkem
Ctyfi experimenty a vypoctena primérna hodnota. Na za-
klad€ rovnice regrese kalibra¢ni kiivky zavislosti zmény
absorbance na latkovém mnozstvi Troloxu byla zména
absorbance prepoctena na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.
Hodnota celkové antioxidacni aktivity byla vztazena na
jednotku vzorku (1 ml piva).

Grafické znazornéni a srovnani vysledkt je uvedeno
na obr. 1. Z né&j je patrné, ze ze svétlych piv mé nejvyssi
antioxidacni aktivitu pivo specialni (P16), coz je 16-ti
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Obr. 1. Antioxida¢ni aktivita studovanych vzorku piv vyjadre-
na v TEAC; porovnani vysledkd ziskanych s vyuzitim metod
O DPPH, B ABTS a O FRAP
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stupnové pivo, které obsahuje vice mladiny a tim i vice
latek vykazujicich antioxidaéni aktivitu. Lezdky a svétla
vycepni piva maji antioxidacni aktivitu pfiblizné srovna-
telnou v zavislosti na vyrobei. Nejmensi antioxidacni akti-
vitu maji piva nealkoholicka (P19, P20), ktera se od ostat-
nich piv 1i8i technologickym postupem vyroby. Nejvyssi
hodnoty antioxidacni aktivity dosahuji piva tmava (P17,
P18), ktera jsou vyrobena odliSnym zptuisobem s vyuzitim
jiného chmelu i sladu. Vysledné hodnoty antioxidacni
aktivity zméfené za pouziti riznych metod se ¢iselné ne-
rovnaji. Je to zptisobeno tim, ze kazda reak¢éni smés reagu-
je sriznymi antioxidanty rfiznymi mechanismy. Nejpfes-
n¢j$i by méla byt metoda ABTS, kde ¢inidlo reaguje se
vSemi latkami vykazujicimi antioxidacni aktivitu. Prenylo-
vané flavonoidy a nékteré dalsi polyfenolické latky reaguji
s DPPH pomalu, pfipadn¢ nereaguji vibec, proto jsou
hodnoty antioxida¢ni aktivity stanovené metodou DPPH
niz$i. Niz§i hodnoty vykazuje i metoda FRAP, kde je mé-
fena spiSe redukcni schopnost latek, ktera na rozdil od
dalsich dvou pouzitych metod nemusi korelovat piimo
s antioxidacni aktivitou. Pro orienta¢ni srovnani vzorki se
stejnou povahou jsou vSak dostacujici vSechny pouzité
metody. Mezi vysledky ziskanymi rliznymi metodami
neexistuje zadny matematicky vztah.

Prib¢h reakce DPPH se vzorky piv je znazornén na
obr. 2, kde jsou pro ilustraci vybrani zastupci jednotlivych
tfid piv — svétla vycepni, lezdky, tmava a nealkoholicka.
Z obrazku jasné vyplyva, ze nealkoholické piva (P20) rea-
guji s DPPH velice pomalu, zatimco piva cerna (P17)
a pivo specialni (P16) reaguji z pocatku velice rychle a po
cca 3 min se jejich absorbance uz prakticky neméni.

Dale byly prométeny chmelové extrakty a granule
(tab. IT). Uvedené vzorky nejsou rozpustné ve vode¢, proto
bylo stanoveni antioxidacni aktivity provedeno pouze me-
todami ABTS a DPPH. Metodu FRAP Ize pouzit pouze ve
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Obr. 2. Pribéh reakce radikalu DPPH s vybranymi vzorky
piv; A P3, O P8, @ P12, x P14, + P16, (IP17, B P20
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Obr. 3. Antioxida¢ni aktivita chmelovych extrakti a granuli
vyjadiena v TEAC; porovnani vysledkd ziskanych s vyuzitim
metod ABTS a DPPH; B ABTS, O DPPH

vodném prostredi. Chmelové extrakty a granule byly rozpus-
tény v methanolu (ABTS: ¢ = 1gI™", DPPH: ¢ = 0,5g1™")
a proméfeny. Celkem byly provedeny Ctyfi experimenty
a pramérné hodnoty byly pomoci kalibraéni kiivky zavis-
losti zmény absorbance na latkovém mnozstvi Troloxu
pfepocteny na TEAC. Hodnoty TEAC byly vztaZzeny na
jednotku vzorku, v tomto ptipad€ na 1 g extraktu ¢i granu-
le. Na obr.3 je uvedeno srovnani vysledkt ziskanych
s vyuzitim obou metod (ABTS a DPPH). Jak je patrné,
nejvyssi antioxidacni aktivitu ma chmelovy extrakt K1,
ktery byl pfipraven extrakci nadkritickou tekutinou (CO,)
a tudiz by obsah polyfenolickych latek nemél byt tak vyso-
ky jako u alkoholovych extraktl. Pfi ptipravé tohoto ex-
traktu byl pravdépodobné vyuzit piidavek alkoholu, ktery
podpotil jejich extrakci. Standardizovany a isomerizovany
CO, extrakt (K2 a K3) ma pfiblizn¢ stejnou antioxida¢ni
aktivitu jako alkoholové extrakty (K4 a F1). Nejnizsi hod-
noty TEAC byly pozorovany u extraktl pfipravenych ex-
trakci nadkritickou tekutinou bez ptidavku alkoholu (F2
a F3). Vzorky granulovaného chmele vykazuji pfiblizné¢
stejnou antioxidacni aktivitu pro vSechny odridy, ptfic¢emz
Ciselné hodnoty v porovnani s chmelovymi extrakty jsou
podstatné niZzsi.

Zavér

Celkova antioxidacni aktivita fenolickych latek obsa-
zenych v pivu a chmelu byla zméfena metodami vyuzivaji-
cimi schopnosti antioxidantli zhasSet syntetické radikaly
ABTS a DPPH. Byla také odzkouSena a UspéSné pouZita
metoda FRAP, u které plsobenim antioxidanti dochézi
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k redukci Zelezitého komplexu na Zeleznaty. Tato metoda
je vhodné pro méfeni ve vodném prostiedi, proto nemohla
byt pouzita pro zjisténi antioxidacni aktivity polyfenolic-
kych latek obsazenych ve chmelovych extraktech a granu-
lich, které nejsou ve vod¢ rozpustné. Tato metoda byla
pouzita pouze u vzorkd piv. Metodami ABTS a DPPH
byly prométeny vzorky piva i chmelovych extraktl a gra-
nuli. V8echny ziskané vysledky byly pfepocteny na ekvi-
valentni mnozstvi standardni latky (Trolox) a vzajemné
porovnany. Metoda ABTS poskytuje nejvyssi hodnoty,
jelikoz radikal kation reaguje se vSemi latkami vykazujici-
mi antioxidacni aktivitu. U metody DPPH jsou hodnoty
antioxidaéni aktivity niz$i, protoze nereaguje s prenylo-
vanymi flavonoidy a nékterymi dal$imi polyfenolickymi
latkami. Nizs$i hodnoty vykazuje i metoda FRAP, kde je
métena spiSe redukéni schopnost latek, ktera nemusi kore-
lovat piimo s antioxidacni aktivitou.
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cal Chemistry, Faculty of Chemical Technology, Univer-
sity of Pardubice, Pardubice): Analysis of Beer and Hop
Antioxidants

This work is focused on the determination of antioxi-
dant activity of polyphenolics in hop and beer. Methods
based on their radical-scavenging activity and ferric reduc-
ing antioxidant power were used for the purpose. All the
methods were optimized and applied to hop extract and
beer samples. The results obtained by different methods
were compared and discussed.
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Uvod

Bifenox (methyl 5-(2,4-dichlorfenoxy)-2-nitrobenzoat,
CAS Name: methyl-5-(2,4-dichloro-phenoxy)-2-nitro-
benzoate, CAS Registry number: 42576-02-3, viz obr. 1)
patfi do skupiny herbicidi odvozenych od difenyletheru,
jejichz herbicidni U€inek spociva v kompetitivni inhibici
enzymu protoporfyrinogen oxidasy'. Je to latka neperzis-
tentni (poloc¢as rozkladu v pid¢ je 5—-7 dni), avsak je pro-
kazano jeho cytotoxické®, hepatotoxické® a genotoxické®
pusobeni a je tedy potencialni Skodlivinou i pro ¢lovéka
stojictho na vrcholu potravniho fetézce. Pravé z té€chto
divodu je potfebné hledat metody stanoveni jeho stopo-
vych mnozstvi v pitné i povrchové vodé a v potravinich
rostlinného i zivocisného ptivodu.

Z analytickych metod pfevlada pro stanoveni Bifeno-
xu plynova chromatografie’™°. Nejuzivangjsim detektorem
je detektor hmotnostni, ale pouZzit lze i jiné detektory
(napt. ECD, AED, NPD). Druhou nejbéznéjsi metodou je
chromatografie kapalinova'®?'. Vyuziva se systému
s obracenymi fazemi a hmotnostniho detektoru ¢i UV de-
tekce (prevazné detektoru s diodovym polem). Pozornost
byla vénovana i TLC (cit.”*) a RP-HPTLC (cit.”).

Cena Merck

Cl
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cl NO,
Obr. 1. Strukturni vzorec Bifenoxu

Pfitomnost nitroskupiny v molekule Bifenoxu a jeji
snadna redukovatelnost umoziuji stanoveni tohoto herbici-
du elektrochemickymi metodami, jejichz vyhodami oproti
mnohem populdrnéjsim metoddm chromatografickym jsou
napft. niz§i potizovaci i provozni naklady a moznost stano-
veni ve velmi §irokém koncentraénim rozmezi od 10~ do
102 mol 1" . Elektrochemické chovani Bifenoxu bylo jiz
drive sledovano pomoci DC polarografie a cyklické volta-
metrie*** na rtutovych elektrodach. Jako zakladni elektro-
Iyty byly pouzity tetraalkylamonium hexafluorofosfaty
v acetonitrilu ¢i dimethylsulfoxidu. Za téchto podminek
dochézi k jednoelektronové reverzibilni redukci nitrosku-
piny na radikédl-anion nasledované pfi negativnéjSich po-
tencialech tfielektronovou ireverzibilni redukei radikal-
aniontu na hydroxylaminoderivat. Druhd redukce je siln¢
ovlivnéna koncentraci a typem tetraalkylamoniového kati-
ontu zékladniho elektrolytu. S rostouci velikosti kationtu
dochdzi kposunu pulvlnového potencialu redukce
toky tetraalkylamonium hexafluorofosfati. DC polarogra-
fii a diferen¢ni pulsni polarografii na kapajici rtut'ové elek-
trod¢ (DME) byl studovan vliv pH na chovani Bifenoxu
v prostiedi 33% ethanolu. V rozmezi pH 2—-12 byl Bifenox
redukovan v jedné ctyfelektronové viné odpovidajici re-
dukci nitroskupiny na hydroxylaminoskupinu. V kyselej-
$im prostiedi byla tato vina doprovazena pii negativnéjsich
potencialech dvouelektronovou vlnou redukce hydroxyla-
minoskupiny na aminoskupinu. V silné kyselém roztoku
doslo k piekryvu téchto dvou vin a Bifenox byl redukovan
pouze v jedné estielektronové vIng®.

Idealnimi elektrodami pro elektrochemické redukce
jsou pochopitelné elektrody rtutové, avsak obavy
z toxicity rtuti a ptisné ekologické a bezpecnostni piedpisy
vedou kvyvoji novych elektrodovych materialti, mezi
nimiZ vynikaji netoxické pevné amalgamové elektrody”’?,
které se jiz diive osvédCily pri voltametrickém stanoveni
stopovych mnozstvi riznych pesticidii a dalSich ekotoxic-
kych a genotoxickych latek” ™. Cilem této prace bylo
nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni mikromolar-
nich a submikromolédrnich koncentraci Bifenoxu pomoci
diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) na stfibrné pevné

* Dana Cabalkova tuto praci Gspésné prezentovala v soutézi O cenu firmy Merck 2008 za nejlepsi studentskou védeckou

praci v oboru analyticka chemie.
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amalgamové elektrodé modifikované rtutovym meniskem
(m-AgSAE) s co nejnizsi mezi stanovitelnosti.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok Bifenoxu (methyl-5-(2,4-dichlor-
fenoxy)-2-nitrobenzoat, 99%, Sigma-Aldrich, Némecko)
o koncentraci 1-10° mol I"' byl pfipraven rozpu§ténim
0,0342 g latky ve 100 ml methanolu za pomoci ultrazvuku.

Brittonovy-Robinsonovy (BR) pufry o potiebném pH
byly pfipraveny smisenim 0,2 mol I"' NaOH s roztokem
obsahujicim kyselinu boritou, fosfore¢nou a octovou, kaz-
dou o koncentraci 0,04 mol I"" (viechny tyto chemikalie
gistoty p. a., Lachema Brno, CR). Hodnota pH byla méfe-
na digitalnim pH-metrem Jenway 4330 s kombinovanou
sklenénou elektrodou (typ 924 005) (vSe Jenway, Essex,
Velka Britanie).

Aparatura

Pii voltametrickych méfenich byl pouzit pocitacem
tizeny systém Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro
verze 2.0, (Polaro-Sensors, Praha, CR). Mé&feni byla pro-
vadéna v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou
byla stiibrna pevna amalgamova elektroda modifikovana
rtufovym meniskem (Polaro-Sensors, CR) o priméru
amalgamového disku 520 um. Jako referentni elektroda
slouzila elektroda argentchloridova (3 mol 1" KCl) a jako
pomocna byla pouzita platinova dratkova elektroda. Pfi
DP voltametrii byla pouZivdna polarizacni rychlost
20mV s ', pulsy o sifce 100 ms a modulagni amplituda
—50 mV. Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na
pristroji Agilent 8453 fizeném pocitaem pomoci ovlada-
ciho programu UV-Visible ChemStation verze 9.01
(Agilent, USA) v kifemennych kyvetach mérné tloustky
1 mm.

Pracovni postupy

Pii voltametrickych méfenich bylo do odmérné banky
na 10 ml odmeéteno pfislusné mnoZstvi roztoku Bifenoxu
v methanolu, 1 ml BR pufru o pfislusném pH a roztok byl
doplnén po rysku methanolem. Takto pfipraveny roztok
byl po promichani ptfeveden do polarografické nadobky
a zbaven kysliku pétiminutovym probublavanim dusikem.
Nasledné¢ byl proveden zaznam voltametrické kiivky.
Vsechny kiivky byly méfeny tfikrat a poté statisticky vy-
hodnoceny. Mez stanovitelnosti (Lg) byla pocitana progra-
mem ADSTAT, ktery ji pocitd pomoci hodnoty signélu,
pro kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce
z kalibracniho grafu dostatecné mald a rovna cislu 0,1
(cit.*®). Viechna méfeni probihala za laboratorni teploty.

V rdmci méfeni byly s pracovni elektrodou provadény
tfi operace, kterymi byl obnovovan jeji povrch:
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Amalgamace: Byla provadéna jednou tydné nebo
kdyz se vyskytly komplikace s reprodukovatelnosti ¢i citli-
vosti méfeni. Ponofenim dolni ¢asti elektrody do lahvicky
s kapalnou rtuti a intenzivnim michanim lahvickou po
dobu asi 15sse obnovil na povrchu elektrody rtutovy
meniskus.

Elektrochemicka aktivace: Byla provadéna vzdy na
zacatku pracovniho dne, po prestdvce v méfenich, ktera
byla dels$i nez 1 hodina a po amalgamaci. Provadi se
v roztoku 0,2 mol 1! KCI, ktery neni probublavan dusikem
pfi vloZzeném napéti —2200 mV po dobu 300s. V jejim
prubchu dochézi k odstranéni oxidil a adsorbovanych latek
z povrchu elektrody, ¢imz se zlepsuje citlivost a opakova-
telnost naslednych méfeni.

Regenerace: Provadi se v analyzovaném roztoku pied
kazdym méfenim a spociva ve skokovém stiidani kladné;j-
Sich E 1ng a zaporngjsich E2rcg potenciall danych pouzitym
zakladnim elektrolytem a stanovovanou latkou, v intervalu
0,05 s po dobu 25 s. Optimalni hodnotu Elng a E2rcg je pro
kazdou latku nutno najit experimentalné.

Vysledky a diskuse

Nejprve byla spektrofotometricky sledovéana sta-
lost zasobniho roztoku Bifenoxu v methanolu o kon-
centraci 1-10~ mol 1”', jehoz absorbance byla méfena pfi
vinové délce 285 nm, kde méla studovana latka absorp¢ni
maximum. Hodnota molarniho absorpcniho koeficientu (g)
pii této vinové délce &inila 8,35-10°mol ' 1 em ™. Vysled-
ky méteni stalosti zasobniho roztoku jsou shrnuty v tab. I,
z niz je patrno, ze zasobni roztok Bifenoxu v methanolu je
pfi uchovavani za nepfistupu svétla staly nejméné po dobu
5 mésict, nebot’ za tuto dobu nedoslo ke statisticky vy-
znamnému poklesu absorbance.

Pti hledani vhodného prostiedi pro voltametricka
méfeni byla spektrofotometricky sledovana stalost Bifeno-
xu o koncentraci 1-10*mol I"' v 50% methanolu. Vysled-
ky jsou shrnuty v tab. II, z niZ je patrno, ze 50% methanol
neni vhodny vzhledem k vyraznému poklesu absorbance
po 15 minutach, coz zfejmé souvisi s vylucovani této ob-
tizné rozpustné latky z daného roztoku. Naproti tomu
v 90% methanolu je jiz Bifenox dostate¢n¢ staly, nebot
v pribéhu 60 min nedoslo k poklesu absorbance.

Stalost roztoku Bifenoxu v 90% methanolu byla na-
sledné sledovana pomoci tast polarografie na kapajici rtu-

Tabulka I

Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku
Bifenoxu o koncentraci 1:10~° mol 1" v methanolu pfi
vlnové délce 285 nm. Méfeno proti methanolu v kfemen-
nych kyvetach mérné tloustky 1 mm

0
0,835

7
0,841

24
0,829

84 122 161
0,840 0,838 0,833

t, dny
Asss
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Tabulka II
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Spektrofotometrické studium stalosti roztoku Bifenoxu o koncentraci 1-10 *mol I”' v 50% a 90% methanolu pii vinové
délce 285 nm. Méfeno proti 50% ¢i 90% methanolu v kiemennych kyvetach mérmé tloustky 1 mm

¢t, min 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Asgs v 50% MeOH 0,075 0,070 0,048 0,031 - - - - -
Asgs v 90% MeOH 0,076 0,077 0,076 0,077 0,077 0,077 0,076 0,076 0,076

tové elektrode pti pH pouzitého pufru 2, 7 a 12. (Do 10 ml
odmérné banky byl odméfen 1 ml zasobniho roztoku Bife-
noxu (1-10°mol 1), 1 ml BR pufru o piislusném pH
aroztok byl po rysku doplnén methanolem). Vysledky
shrnuté v tab. III potvrzuji stalost Bifenoxu pii vSech sle-
dovanych pH, a proto bylo pro dal§i méteni zvoleno pro-
stfedi 90% methanolu.

Vliv pH na chovani Bifenoxu (¢ =1-10"*mol I'") pii
DPV na m-AgSAE byl sledovan v prostfedi methanol —
BR pufr (9:1) o pH pouzitého pufru 2-12. Ziskané volta-
mogramy jsou na obr. 2. V kyselém a neutrdlnim prostfedi
poskytuje latka jeden pik, ktery se s rostoucim pH posouva
k negativnéj$im hodnotdm. Od pH 8 je patrny dalsi pik pfi
negativnéj$im potencialu. Pfi pH 8—12 je potencial obou
pikti na pH nezévisly. Zjisténé zavislosti potencialti piki
E,1 a E; jsou uvedeny na obr. 3. Lze predpokladat, ze pik
v kyselém prostfedi odpovidé ireverzibilni ¢tyfelektronové
redukci nitroskupiny na hydroxylaminoskupinu (rov. (1)).
V alkalickém prostiedi byl pozorovan odlisny redukéni
mechanismus, kdy latka poskytovala dva piky, jejichz
potencidly jsou na pH nezavislé. V souladu
s literaturou™**° byly tyto piky piipsany jednoelektronové-
mu a tiielektronovému kroku podle rov. (2) a (3).

ANO,+4¢ +4H" — ArNHOH + H,0 (1)
AINO; + e < ArNO,"~ (2)
ANO,” +3 e +4H" — ArNHOH + H,0 3)

V tomto ptipadé prvni krok (rov. (2)) zahrnuje rychlé
reverzibilni pfijeti jednoho elektronu za vzniku radikal-
aniontu, druhym krokem je pomala tiielektronova ireverzi-
bilni redukce (rov. (3)). Rychlost ur¢ujicim krokem v rov.

(3) a (1) je pfijeti druhé¢ho elektronu za vzniku nitroso-
aniontu, bud’ pfimo, nebo po ptedchozi protonizaci radi-
kal-aniontu. Proto je pofadi pfijimani elektronti a protoni
v obou krocich siln¢ zavislé na pouzitém zakladnim elekt-
rolytu, stejné jako na struktufe dané nitroslouceniny. Sta-
bilita radikal-aniontu vzniklého podle rov. (2) je zvySena
v prostiedi s nedostatkem volnych protonii nutnych pro
pribéh reakce (3), jako je tomu v aprotickych rozpousté-
dlech nebo pravé ve vodné-methanolickém alkalickém

-1400 -1600
E, mV

-800  -1000 -1200

Obr. 2. Voltamogramy Bifenoxu (c=1-10" mol I'") méFené
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr
o pH 2-12 (9:1). Cisla nad piky odpovidaji hodnot& pH pouZité-
ho pufru

Tabulka III
Tast polarografické studium stalosti roztoku Bifenoxu o koncentraci 1-10*mol 17" v 90% methanolu pii pH pouzitého
pufru2, 7al2

pH 2 pH 7 pH 12
¢, min —E,mV —liim DA —E;mV —Ijim DA —E,mV —Ijim nA
0 447 690 807 705 814 852
10 450 690 807 705 813 852
20 451 691 804 706 810 852
30 451 690 800 705 811 852
40 446 690 804 706 811 853
50 448 691 800 705 813 853
60 446 691 800 706 811 852
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Obr. 3. Zavislost potencialu prvniho piku (1) a druhého piku
(2) Bifenoxu (¢ =1-10" mol I'") na pH pouZitého pufru. Méfe-
no technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr
opH 2-12 (9:1)

prostiedi. Na zakladé téchto skute¢nosti je pochopitelna
zavislost potencialu piku ctyfelektronové redukce nit-
roskupiny na hydroxylaminoskupinu v kyselém a neutral-
nim prostfedi na pH (obr. 3). Potencial se posouva smérem
k zaporngjsim hotnotam s rostoucim pH, nebot’ rychlost
urcujicim krokem redukce je pfijeti druhého elektronu,
kterému v této oblasti pH predchazi pfijeti protonu.
S rostoucim pH vede inhibice protonizace k rozdéleni piku
a nakonec je od pH 8 potencial piku na pH nezavisly, pro-
toze jednoelektronova redukce ArNO, na ArNO,"™ je rych-
l4 a nevyZzaduje protony. Konstantni potencidl druhého
piku (a jeho separace) je ziejmé zpisoben tim, Ze radikélo-
vy anion ArNO,™™ vznikly v prvnim kroku neni pro nedo-
statek protond protonizovan a sam, v neprotonizované
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-100
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Obr. 5. Vybrané voltamogramy Bifenoxu (¢ = 110 molI'™")
méfené technikou CV na m-AgSAE v prostiedi methanol —
BR pufr o pH 2 (9:1). Polariza¢ni rychlost: 20 (1), 40 (2), 80 (3),
160 (4) a 320 (5) mV s . Vlozena zavislost proudu katodického
piku p°' na odmocning z rychlosti polarizace
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Obr. 4. Cyklické voltamogramy Bifenoxu (¢ = 1-10™* mol 1)
na m-AgSAE v prostiredi methanol — BR pufr o pH 7 (9:1).

1. (=), 2. (-+-) a 12. (—) scan. Rychlost zmény potencialu
100 mV s

formé (tedy bez zavislosti na pH), se dale redukuje az pfi
negativnéjsim potencidlu na dianion, ktery si protonizaci
jiz vynuti. Takto vznikly meziprodukt dihydroxylamin
ArN(OH), pak velmi rychle dehydratuje za vzniku nitroso-
slouceniny, ArNO, jejiz redukéni potencial je pozitivngjsi
nez redukéni potencial vychozi nitroslouceniny ArNO,
a vysledkem dvouelektronové redukce je hydroxylamin
ArNHOH.

Déle bylo zkouméno elektrochemické chovani Bife-
noxu na m-AgSAE v prostfedi methanol — BR pufr o pH 2,
7 a 12 (9:1) pomoci cyklické voltametrie. Obr. 4 ukazuje
cyklicky voltamogram ziskany pti pH 7. V prvnim dopted-
ném scanu je patrny katodicky pik p¢' odpovidajici Gtyfe-
lektronové ireverzibilni redukei nitroskupiny na hydroxyl-

I, nA
300 @ p
1, nA o) 1o
- L p
300 -200
cla P
-100
0
200+ 0 20 40 60 80
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-100

12002 ;71400
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Obr. 6. Vybrané voltamogramy Bifenoxu (¢ = 110 molI'™")
méfené technikou CV na m-AgSAE v prostiedi methanol —
BR pufr o pH 12 (9:1). Polariza¢ni rychlost: 20 (1), 40 (2), 80
(3), 160 (4) a 320 (5) mV s '. Vlozena zavislost proudd katodic-

kych pikéi p°'* a p°'® na odmocniné z rychlosti polarizace
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Obr. 7. Voltamogramy Bifenoxu (¢ =1-10"* mol 1) méfené
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr
o pH 7 (9:1). Regeneracni parametry: Elrcg =200 mV, 1=
0,055, E’g = —1550 mV, £ = 0,05, 250 skokli mezi E'.
aEzmg. Poradové ¢islo méfeni: 1 (<), 4 (--), 7 (), 11 (-+), 15 (--),
19 (-+), 24 (-). VloZena zavislost proudu piku /, na po¢tu méfeni N

-120
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-100 b

5 s 101_
¢x10”, mol I

-900

Obr. 8. Voltamogramy Bifenoxu méiené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr o pH 7 (9:1). Para-
metry regenerace m-AgSAE — viz obr. 7. Koncentrace Bifenoxu
[mol I"']: 1-107° (1), 2:107° (2), 4-107° (3), 6:107° (4), 8-107° (5),
1-107* (6). Vlozena je kalibraéni zavislost proudu piku I, na kon-
centraci Bifenoxu v koncentraénim rozmezi 1-10*~1-10° mol 1!

Cena Merck

aminoskupinu (rov. (/). Anodicky pik p* pii zp&tném
scanu odpovidad dvouelektronové reverzibilni oxidaci hyd-
roxylaminoskupiny na nitrososkupinu, zpétné reakci pak
odpovida katodicky pik p* v druhém cyklu (rov. (4)).

ATNHOH <> AtNO +2¢ +2 H' 4)

Ze zjisténé pfimé umeérnosti vySky katodického piku
p®'odmocning z rychlosti polarizace pfi pH 2 (viz obr. 5)
vyplyva, ze redukce nitroskupiny na hydroxylaminoskupi-
nu je fizena difuzi. Totéz bylo potvrzeno i pti pH7
apH 12, kde vsak jsou z dfive diskutovanych dtvodi po-
zorovany dva piky p°'® a p°'® (viz obr. 6).

Z analytického hlediska byl nejvyssi, nejlépe vyvinu-
ty a nejsnaze vyhodnotitelny pik ziskan pfi pH pouzitého
pufru 7, a proto bylo pro dal$i méfeni zvoleno jako vhodné
prostiedi smé&s methanol — BR pufr o pH 7 (9:1). Opakova-
nym méfenim roztoku Bifenoxu (c= 1-110* mol 1)
v prostiedi methanol — BR pufr o pH 2, 7 a 12 (9:1) byla
sledovana mozna pasivace povrchu elektrody. Pred prvnim
méfenim byla provadéna aktivace a pred kazdym méfenim
regenerace elektrody. Opakovatelnost signalu Bifenoxu
dokumentuje obr. 7. Byly pouzity experimentalné optima-

I, nA

0 . .
0 5 10
cx10°, mol I"

2

Obr. 9. Voltamogramy Bifenoxu méiené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr o pH 7 (9:1). Para-
metry regenerace m-AgSAE — viz obr. 7. Koncentrace Bifenoxu
[mol I"']: 1-107° (1), 2:107° (2), 4-107° (3), 6:10°° (4), 8-10°° (5),
1-107 (6). Vlozena je kalibraéni zavislost proudu piku I, na kon-
centraci Bifenoxu v koncentraénim rozmezi 1-10 °~1-10° mol I"!

Tabulka IV
Parametry kalibraénich ptimek pro stanoveni Bifenoxu metodou DPV na m-AgSAE v prostfedi methanol — BR pufr o pH 7
9:1)

c Smeérnice Usek korelani koefi- Lg

[mol 1] [nA mol 1] [nA] cient [mol 1]
(1-10)-107° -1,00-10° -3,8 0,9987 -

(1-10)-10"° -1,21-10° -0,3 0,9997 -

(1-10)-107 -1,19-10° -0,7 0,9995 2,4-1077
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-500 -600 -700
Obr. 10. Voltamogramy Bifenoxu méfené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi methanol — BR pufr o pH 7 (9:1). Para-
metry regenerace m-AgSAE — viz obr. 7. Koncentrace Bifenoxu
[mol I7]: 1-1077 (1), 21077 (2),4-107 (3), 6-1077 (4), 8-1077 (5),
1-107° (6). Vlozena je kalibra¢ni zavislost proudu piku 1, na kon-
centraci Bifenoxu v koncentraénim rozmezi 1-10°-1-10"" mol 1!

lizované regeneracni potencialy: £ lreg =-200mV a E2reg =
—1550 mV. Tyto potencidly byly automaticky vkladany na
m-AgSAE po dobu f,., = 0,05 s. Celkovy pocet skokli mezi
témito potencialy byl 250. Hodnota relativni smérodatné
odchylky (RSD) je za téchto podminek 3 % (pH 2), 1,9 %
(PH7)a 1,5 % (pH 12).

V nalezeném optimalnim prostiedi tj. ve smési methanol
— BR pufr o pH 7 (9:1) byly metodou DPV na m-AgSAE
proméieny koncentratni zavislosti v rozmezi 1-107 az
1-107* mol 1. Namé&fené voltamogramy pro jednotliva
koncentra¢ni rozmezi jsou zobrazeny na obr. 8—10. Ziska-
né zavislosti vySky pikli na koncentraci Bifenoxu jsou
linearni, ptislusné parametry kalibracnich pfimek a dosa-
Zena mez stanovitelnosti Lq jsou uvedeny v tabulce I'V.

Zavér

Bylo prostudovéano chovani Bifenoxu pfi diferencni
pulsni voltametrii na m-AgSAE a byly nalezeny optimal-
ni podminky pro jeho stanoveni v koncentracnim rozme-
zi 1-10* — 1.10 "mol I'" v prostiedi methanol — BR pufr
opH 7 (9:1). Zaroveinl byl prozkouman charakter elektro-
chemického chovani Bifenoxu na m-AgSAE pomoci cyk-
lické voltametrie na této elektrodé. V souCasné dobé je
vénovana pozornost dalSimu zvyseni citlivosti a selektivity
tohoto stanoveni pomoci pfedb&zné separace a prekoncent-
race stanovované latky extrakci tuhou fazi.

Tento vyzkum byl financné podporovan Grantovou
agenturou Ceské republiky (grant 203/07/1195) a Minis-
terstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekty
LC06035 a MSM 0021620857).
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NOVE IDENTIFIKOVANE FENOLICKE
LATKY V PARAZITICKYCH
ROSTLINACH Cuscuta europaea

A Cuscuta campestris

PETRA HRIBOVA™, MILAN ZEMLICKA®,
TOMAS BARTL” a EMIL SVAJDLENKA®?

“ Ustav prirodnich 1é¢iv, ® Ustav chemickych 1éciv, Farma-
ceuticka fakulta, Veterindrni a farmaceutickd univerzita
Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno
cerfpatolog@seznam.cz

Doslo 3.7.08, ptijato 19.9.08.

Klicova slova: Cuscuta europaea, Cuscuta campestris,
HPLC, fenolické latky

Uvod

Rostliny rodu Cuscuta (kokotice) jsou fazeny do Cele-
di Cuscutaceae. Jde o jednoleté stonkovité parazitujici
byliny, vétsinou bez vlastniho chlorofylu. Dospély jedinec
ma nitkovité oranzové nebo zluté stonky, které se omota-
vaji kolem hostitelskych rostlin. Kontakt s hostitelem je
zajistén pomoci haustorii, kterd pronikaji do pletiv hostite-
le a tak zajist'uji vyzivu rostliny. Rostlina je zcela zavisla
na svém hostiteli, po vykli¢eni semene ho musi nalézt do 5
az 10 dnd, jinak umira’.

Rod Cuscuta zahrnuje asi 150 druhil a je rozSifen
celosvétové s vyjimkou nejchladngjich oblasti®. C. chi-
nensis Lam. (kokotice <¢inskd) je hojné vyuZivani
v ¢inském lidovém 1éCitelstvi pfi 1éCbé onemocnéni jater
aledvin®, dale byly u methanolického extraktu ze semen
této rostliny prokazany protirakovinové aginky®, u vodné-
ho extraktu imunostimulac¢ni a antioxidacni ﬁéinkys.

Na tzemi Ceské republiky a Slovenska je hojné rozsi-
tend C. europaea L. (kokotice evropskd) a C. campestris
Yuncker (kokotice ladni)'. Z nejvyznamngjsich obsaZe-
nych latek byly dosud identifikovany fenolické kyseliny
zahrnujici chlorogenovou kyselinu, 3,5-dikafeoylchinovou
kyselinu, 4,5-dikafeoylchinovou kyselinu, dale flavonoidy
kempferol, kempferol-3-O-galaktosid, kempferol-3-O-glu-
kosid, kvercetin, kvercetin-3-O-galaktosid a kvercetin-3-
-O-glukosid®. Identifikace dalsich latek ze skupiny fenolic-
kych kyselin a flavonoidi metodami HPLC a MS byla
pfedmétem této prace.

Cena Merck

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Standard isorhamnetin-3-O-glukosid byl zakoupen
u firmy Roth (Karlsruhe, Némecko), standardy isorhamne-
tin, kavova kyselina, p-kumarova kyselina a rozpoustédla
methanol, voda a acetonitril pro HPLC u firmy Merck
(Darmstadt, Némecko).

Rostlinny material

Sbér C. europaea parazitujici na koptivé (Urticaceae)
byl proveden v &ervenci roku 2004 v Ceské republice
v blizkosti opevnéni Stachelberg mezi mésty Trutnov
a Zaclét, C. campestris parazitujici na rdesnu (Polygo-
naceae) byla sbirdna v ¢ervenci 2006 na Slovensku na
jiznim okraji mésta Vrable. Identifikaci rostlinného materi-
alu provedl Ing. Peter Toth, PhD. (Katedra ochrany rastlin
Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity v Nitre) a Ing.
Milada Pizova (Ustav piirodnich 1é¢iv Veterinarni a far-
maceutické univerzity v Brn¢).

Ptiprava vzorku

Rostlinny material (0,2 g) byl kratce po sbéru lyofili-
zovéan, zmrazen kapalnym dusikem, rozdrcen na prasek
a extrahovan v 1 ml smési methanol : voda (1:1). Extrakce
byla podpofena ultrazvukem po dobu 30 min pfi laborator-
ni teploté. Po dekantaci a filtraci (filtr Millipore 0,45 pm)
byly extrakty analyzovany pomoci HPLC metodou opti-
malizovanou pro analyzu polyfenoli.

Ptistroje a pouzitd metoda

Megfeni byla provedena na kapalinovém chromatogra-
fu Agilent 1100 (Agilent Technologies), s DAD a hmot-
nostnim detektorem 1100 Series LC/MSD Trap VL. Byla
pouzita kolona ABZ+PLUS (Supelco, USA), 150 mm X
4,6 mm, 3 pm.

Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu
(MeCN) a 40 mM mravenci kyseliny (HCOOH). Gradient
od Omin 10 % MeCN a 90 % HCOOH, do 36 min na
100 % MeCN, dalsi 4 min nasledovalo promyvani kolony
100% MeCN. Prutok mobilni faze byl nastaven na
1 ml min™', teplota kolony udrzovana na 30 °C. Pouzita
detekce DAD 254 nm. Hmotnostni spektra byla méfena
v negativnim moédu. Zdroj ionti: ESI. Parametry iontové
pasti: automaticky MS2 mod, skenovaci rychlost 13 000
m/z/s, tlak nebulizéru 483 kPa, pritok suSiciho plynu
10 I min!, teplota suseni 350 °C, cilova hmota 300 m/z,
fizené mnozstvi ionth v iontové pasti 30 000, maximalni
akumulaéni ¢as 300 ms, skenovaci rozsah 50—-1000 m/z.

* Petra Hiibova ziskala za tuto praci zvlastni cenu poroty v soutézi O cenu firmy Merck 2008.
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Vysledky a diskuse

Methanolické extrakty ptipravené z C. europaea a C.
campestris byly podrobeny analyze HPLC, ktera v obou
pripadech prokazala piitomnost celé fady fenolickych la-
tek. Slouceniny byly identifikovany po separaci
v analytické koloné srovnanim retencnich ¢astt a UV-VIS
spekter se standardy. Identifikace fenolti byla podpofena
hmotnostni spektrometrii.

Na chromatografickém zaznamu methanolického
extraktu z C. europaea (obr. 1) se vyskytuje n¢kolik piku,
z nichz dominantni odpovida chlorogenové kyselin€. Dalsi
vonoidim kempferolu, kvercetinu, glukosidu a galaktosidu
kvercetinu. Intenzivni pik pfi 12 min je podle elektronové-
ho a hmotnostniho spektra jednim z isomert kyseliny di-
kafeoylchinové.

Nové byla v extraktu z C. europaea pomoci LC-MS
v negativnim modu nalezena kavova kyselina (1)
s molekulovym iontem [M-H]™ m/z 179, p-kumarova kyse-

AL 1

intenzita signalu
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Obr. 1. Chromatogram extraktu C. europaea. (1) kyselina chlorogenova, (2) kyselina kavova, (3) smés kvercetin-3-O-galaktosidu a
kvercetin-3-O-glukosidu, (5) isorhamnetin-3-O-glukosid, (6) blize neur¢end dikafeoylchinova kyselina, (7) kvercetin, (8) isorhamnetin,

(9) kempferol. UV detekce pii 254 nm
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Obr. 2. Hmotnostni spektrum a fragmentace isorhamnetin-3-O-glukosidu (negativni méd). Aglykon isorhamnetin ((M-H]™ m/z 315)
vznikl odtrzenim glukosy (m/z 162) z molekulového iontu isorhamnetin-3-O-glukosidu ([M-H]™ m/z 477)
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Obr. 3. Chromatogram extraktu C. campestris. (1) chlorogenova kyselina, (2) kavova kyselina, (3) smés kvercetin-3-O-galaktosidu
a kvercetin-3-O-glukosidu, (4) p-kumarova kyselina, (5) isorhamnetin-3-O-glukosid, (7) kvercetin, (8) isorhamnetin, (9) kempferol.

UV detekce pii 254 nm

lina (/1) s molekulovym iontem [M-H]™ m/z 163 a moleku-
lovy ion [M-H]™ m/z 315, ktery odpovidal isorhamnetinu
(III). Jednoznacné byla potvrzena pfitomnost isorhamneti-
nu po jeho izolaci spolenym néastiikem se standardem.
Molekula s [M-H]™ m/z 477, jejiz fragmentaci vznikly
Castice s m/z 162 odpovidajici hexose a fragment [M-H]"
m/z 315 odpovidajici aglykonu isorhamnetinu, je zfejmé
isorhamnetin-hexosid (obr. 2). Po porovnani se standar-
dem byla sloucenina identifikovana jako isorhamnetin-3-
-O-glukosid (77).

V extraktu z C. campestris (obr. 3) byla rovnéz nale-
zena kavova kyselina, p-kumarova kyselina, isorhamnetin
a isorhamnetin-3-O-glukosid. Methanolicky extrakt z C.
campestris se od extraktu z C. europaea kvalitativné lisil
hlavné v obsahu polarnéjsich latek, kdy extrakt z C. cam-
pestris obsahoval $irsi spektrum latek s aromatickym kru-
hem nez extrakt z C. europaea.

Zavér

V methanolickém extraktu z rostlin rodu Cuscuta byla
vedle n€kolika jiz znamych latek ze skupiny fenolickych
kyselin nové identifikovana kavova kyselina, p-kumarova
kyselina a ze skupiny flavonoidd isorhamnetin a isorham-
netin-3-0-glukosid. Je pravdépodobné, ze prave tyto latky
jsou zodpovédné za biologickou aktivitu extraktl
z riznych druhd Cuscuta.

Nase podékovani patri Ing. Petru Tothovi, PhD.
a Ing. Milade Pizové za identifikaci rostlinného materidlu
a PharmDr. Karlu Smejkalovi, Ph.D. za peclivé prectent
rukopisu.
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P. H¥ibova®, M. Zemli¢ka®, T. Bartl®, and E. Svaj-
dlenka® (“ Department of Natural Drugs, ” Department of
Chemical Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Vet-
erinary and Pharmaceutical Sciences, Brno): Newly Iden-
tified Phenolic Compounds in Parasitic Plants Cuscuta
europaea and Cuscuta campestris

Cuscuta  europaea and  Cuscuta  campestris
(Cuscutaceae) are annual parasitic plants which wrap
around host plants and penetrate their tissues using haus-
toria. There are more than 150 species of Cuscuta world-
wide; C. europaea and C. campestris are the most com-
mon species in the Czech Republic and Slovakia. In this
study phenolics were identified in methanolic extracts of
these species by HPLC and MS. Among others, caffeic
acid, p-coumaric acid, isorhamnetin and isorhamnetin 3-O-
-glucoside were found in the extracts.
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Uvod

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova roz-
ptylu (angl. surface enhanced Raman scattering — SERS
spectroscopy) je analyticka metoda vyuzivajici zvySeni
intenzity signali Ramanova rozptylu pfi interakci elektro-
magnetického zafeni s molekulami, které se nachazeji
v blizkosti nanostrukturovaného povrchu nékterych kovu.
Citlivost této metody je dostate¢na pro studium filma
amonovrstev organickych latek vazanych na povrSich
kovu.

Mechanismus SERS-efektu nebyl dosud plné objas-
nén. S vysokou pravdépodobnosti jde o kombinaci elektro-
magnetického a chemického (molekularné-rezonanéniho)
zesileni, pfi¢emz elektromagnetické zesileni ma na celko-
vém zesileni v&tsi podil'.

Pro dosaZeni optimalniho zesileni signdlu je podstat-
né, aby povrch kovového substratu byl nanostrukturni. Pro
ptipravu téchto povrchii Ize pouzit mnoho riznych postu-
pu, napt. vakuové napateni nebo napraseni jemnych caste-
¢ek kovu na mikrostrukturovany povrch z vhodného mate-
ridlu (kfemik) nebo elektrochemické metody, jako cyklic-
ka voltametrie (angl. oxidation-reduction cycles — ORC)?,
nebo vytvoreni nanostrukturovaného kovového povlaku na

Cena Merck

hladkém kovovém povrchu katodickou redukci kovu
z lazné vhodného sloZeni pti vhodném proudu’.

Mira zesileni signalu se u riznych kovu, které tvori
povrch SERS-aktivniho substratu, li$i. Nejintenzivnéjsiho
zesileni je dosaZeno, pokud je frekvence oscilaci elektrond
v povrchu kovu blizk4 frekvenci excitacniho laserového
zateni. Pro excitacni zafeni ve viditelné a blizké infracer-
vené oblasti je tato podminka nejlépe splnéna u substrati,
jejichz povreh je ptipraven ze zlata, stiibra’ nebo médi’.

Pro ovéteni SERS-aktivity je na povrch kovového
substratu nanesen modelovy analyt. U zlatych, stfibrnych
a médénych substratii jsou nejcastéji pouzivany slouceni-
ny, jejichZz molekuly obsahuji thioskupiny —SH. Tyto latky
se vazi ke kovovému povrchu prostfednictvim kovalentni
vazby sira-kov. Na povrchu kovu tak mize vzniknout tzv.
samoskladnd monovrstva analytu (angl. self-assembled
monolayer — SAM)®. Modelovymi analyty mohou byt
islouceniny, které ve svych molekulach obsahuji primarni,
sekundarni nebo terciarni aminoskupiny (-NH,, -NH-, >N-).
Pokud je kovovy substrat SERS aktivni, je mozné detego-
vat slouceninu tvofici monovrstvu pomoci Ramanovy
spektroskopie.

Aby bylo mozné vyhodnotit zavislost miry zesileni
Ramanova signalu na strukturnich parametrech povrchu
SERS-aktivniho substratu, je tieba vyhodnotit jeho povrch
v nanom¢éfitku. Pro tento Gcel je velmi vhodna mikrosko-
pie atomarnich sil (angl. atomic-force microscopy —
AFM), jejiz prednosti je moznost ziskat trojrozmérny ob-
raz povrchu aZ s atomarnim rozliSenim v redlném Case bez
specidlnich uprav vzorku a nasledné vyhodnotit jeho pri-
mérnou drsnost.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

Pti experimentech byly pouzity tyto chemikalie: pen-
tahydrat siranu médnatého p.a. (Penta), kyselina sirova
97% p. a. (Penta), peroxid vodiku 30% p. a. (Penta),
methanol p. a. (Penta), kyselina 16-merkapto-
hexadekanovd min. 90% (Sigma—Aldrich), 4-amino-
thiofenol 90-95% (Fluka), vodny roztok amoniaku 25%
p. a. (Penta), hydroxid sodny p. a. (Penta), platinové terci-
ky (Safina), praskovy oxid hlinity (Sigma-Aldrich), pras-
kovy uhli¢itan vapenaty (Penta). Dale byla pouzita redesti-
lovana voda a médény plech.

Ptiprava SERS-aktivnich médénych substratl
katodickou redukci

Byly testovany rizné zpisoby piipravy SERS-
aktivnich médénych substrati. Jako podklad pro SERS-

* Alzbéta Kokaislova se s touto praci uspésné zucastnila soutéze O cenu firmy Merck 2008.
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aktivni médény povrch byl pii vSech experimentech pouzit
platinovy ter¢ik (primér 10 mm, tloustka 2 mm). Pied
kazdym experimentem byl povrch terciku zbaven piedcho-
zi kovové vrstvy pomoci metalografického papiru a na-
sledné vylestén praskovym oxidem hlinitym a uhli¢itanem
vapenatym. Pro odstranéni zbytkli brusnych material
a piipadnych stop analytu naneseného pii predchozim ex-
perimentu byl terc¢ik na pfiblizn€ 30 min ponofen do smési
97% kyseliny sirové a 30% peroxidu vodiku v poméru 3:1
v/v. Poté byl dikladn€ oplachnut redestilovanou vodou.

V aparatufe pro ptipravu médénych povrchu byl jako
zdroj proudu pouzit stabilizovany zdroj Tesla, prochazejici
proud byl méfen digitalnim ampérmetrem. Platinovy ter¢ik
byl pfipojen k zdpornému pdlu zdroje, ke kladnému polu
byla pfipojena elektroda z médéného plechu. Obé elektro-
dy byly vlozeny do elektrolytu, ktery slouzil jako elektro-
chemicka lazen.

Pii experimentech byly stfidavé pouzivany dvé 1azné

Tabulka I
Postupy ptipravy SERS-aktivnich médénych povrchi ka-
todickou redukci

Postup ¢. Lézet ¢. Proud [mA] Cas [min]
1 1 2 10
5 40
10 10
20 14
25 5
2 1 5 20
10 15
20 10
25 5
3 1 5 3
10 3
15 3
20 30
4 1 5 3
10 3
15 3
20 3
25 30
5 2 10 2
20 2
30 2
40 2
50 2
60 2
70 30
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ruzného slozeni: lazen ¢.1 byla pfipravena rozpusténim
25 g pentahydratu siranu médnatého ve 100 ml redestilo-
vané vody a okyselenim vzniklého roztoku 2,5 ml 97%
kyseliny sirové, lazen €. 2 byla pfipravena smisenim roz-
toku 12,5 g pentahydratu siranu méd’natého v 50 ml re-
destilované vody s roztokem 4 g hydroxidu sodného ve
100 ml redestilované vody a rozpusténim vzniklé srazeni-
ny v 25% vodném roztoku amoniaku.

Pti pouziti 1azné €. 1 bylo vystiidano nékolik sekvenci
proudovych hustot, pfi pouziti 1azn€ €. 2 byla aplikovana
pouze jedna sekvence proudovych hustot (tab. I).

Po ukonceni pokovovani byly povrchy piipravené
z lazné ¢. 1 oplachnuty redestilovanou vodou a methano-
lem, povrchy pfipravené z lazné €. 2 byly oplachnuty zfe-
dénou kyselinou sirovou (97% kys. sirova + redestilovana
voda, 1:4 v/v) a poté rovnéz redestilovanou vodou
a methanolem.

Depozice modelovych analyt na povrch
pfipravenych médénych substratt

Jako modelové analyty byly pouzity dvé rizné slou-
Ceniny obsahujici thioskupinu: kyselina 16-merkapto-
hexadekanova (16-MHDA) a 4-aminothiofenol (4-ABT).
Depozice analytu na povrch substratu byla provedena vlo-
zenim substratu do roztoku 1 mg 4-ABT nebo 1,5 mg 16-
MHDA vzdy ve 4 ml metanolu a ponechdnim ve tmé, a to
nejméné po dobu 24 h.

Po vyjmuti zroztoku byl povrch substritu vysuSen
proudem plynného dusiku. Predpokladalo se, ze na po-
vrchu vznikl film tvofeny molekulami analytu. Pro zjiSténi
pritomnosti monovrstvy analytu byly povrchy nékterych
substratd  oplachnuty proudem methanolu, aby byly
z povrchu odstranény molekuly analytu, které nebyly
k povrchu véazany kovalentni vazbou. Po oplachnuti byl
povrch substratu vysusen proudem plynného dusiku.

M¢éteni Ramanovych spekter na povrsich médénych
substratt

Ramanova spektra byla méfena na disperznim spekt-
rometru LabRam (Dilor Jobin—Yvon, Francie) vybaveném
externim argonovym laserem pro excita¢ni vlnovou délku
488 nm, internim helium-neonovym laserem pro excita¢ni
vinovou délku 633 nm, CCD detektorem a softwarem Lab-
Spec pro zaznam namétenych spekter. Pouzité spektralni
rozliseni bylo 2 cm ™.

Mikroskopie atomarnich sil

Morfologie povrchu pfipravenych substrati byla stu-
dovana mikroskopem atomarnich sil Ntegra (NT-MDT,
Rusko). K vyhodnoceni primérné drsnosti byl pouzit soft-
ware Nova 1.0.26. (NT-MDT, Rusko).
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Vysledky a diskuse
Ramanova spektra

Ramanovou spektroskopii byly na médénych povrsich
detegovany 16-MHDA i 4-ABT.

Spektra 16-MHDA naméfend na povrSich pfiprave-
nych aplikaci postupti €. 1-4 se od sebe navzijem liila jen
nepatrné. Z past prisluSejicim vibra¢nim pfechodiim jed-

Cena Merck

notlivych charakteristickych skupin v molekule 16-MHDA
byly ve vSech spektrech patrny pouze tfi a ani jejich inten-
zita nebyla vysoka (obr. 1). Alifaticky fetézec molekuly se
nachazi nejblize povrchu, proto pasy odpovidajici vibrac-
nim pfechodiim téchto skupin jsou nejvice zesileny.
Spektrum 16-MHDA naméfené na povrchu substratu
pripravené¢ho postupem ¢&.5 (obr.2) se od predchozich
spekter vyrazné lisilo pfitomnosti pasi ptislusejicich vib-
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Obr. 1. Spektrum Kyseliny 16-merkaptohexadekanové naméiené na povrchu substratu piipraveného postupem &. 3, excitaéni

vlnova délka 488 nm
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Obr. 2. Spektrum kyseliny 16-merkaptohexadekanové naméfené na povrchu pripraveném postupem ¢&. 5, excitaéni vinova délka

488 nm
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racim charakteristickych skupin molekuly a vysokou in-
tenzitou signdlu Ramanova rozptylu v oblasti 2950-2800
em ™

Spektra 4-ABT byla naméfena na povrSich substratil
pripravenych postupy ¢.4 a 5. V obou spektrech byly
pfitomny pasy charakteristickych skupin molekuly 4-ABT,
ve spektru naméfeném na povrchu substratu ptipraveného
postupem €. 5 (obr. 4) mély piiblizné 6x vyssi intenzitu

Cena Merck

nez ve spektru naméfeném na povrchu substratu priprave-
ném postupem ¢. 4 (obr. 3).

Vyhodnoceni strukturnich parametrit povrcht

ptipravenych substrati pomoci AFM

Postupy pro ptipravu SERS-aktivnich substrata ¢. 14
se nelisily v pocatecnim a kone¢ném proudu, ale v délce
trvani jednotlivych ¢asovych intervald, pfi nichZz byl proud

4000
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Obr. 3. Spektrum 4-aminothiofenolu naméi‘ené na povrchu substratu pripraveného postupem ¢&. 4, excitacni vinova délka 488 nm
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Obr. 4. Spektrum 4-aminothiofenolu naméi‘ené na povrchu substratu pripraveného postupem ¢. 5, excitacni vinova délka 488 nm
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Obr. 5. AFM snimek povrchu substratu piipraveného postu-
pem ¢&. 3

10 pm

Obr. 6. AFM snimek povrchu substratu pripraveného postu-
pem¢&. 5

udrZovan konstantni, coZ ovliviiuje strukturu a tvar tvofe-
nych nanostruktur Bylo proto mozné ocekavat, ze celkova
morfologie povrchll jednotlivych substrati v nanométitku
bude odlisna.

Povrchy substrat pfipravenych podle postupt ¢. 1-4
byly tvofeny vzdy krystaly tetraedrického tvaru (obr. 5),
které na vSech povrSich dosahovaly pfiblizn¢ stejné veli-
kosti, pouze na povrchu substratu pripraveném postupem
¢. 2 byly krystaly zfetelné veétsi nez na ostatnich povrsich.
Primérna drsnost povrchu se pohybovala od 255+7 nm
(postup €. 4) po 805+60 nm (postup €. 2).

Morfologie povrchu substratu, ktery byl pfipraven
podle postupu €. 5, byla zcela odlisna od morfologii po-
vrchd pfipravenych vSemi predchozimi postupy. Povrch
substratu byl tvofen Céasticemi ovalného tvaru (obr. 6),
které misty vytvarely agregaty. Primérna drsnost povrchu
byla 650429 nm. Povrch pfipraveny postupem €. 5 mél
vys$§i primérnou drsnost nez povrchy pfipravené postupy
¢.1,3a4.
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Zavér

Mira SERS-aktivity nové pfipravenych médénych
substratd je zavisla na morfologii jejich povrchii. Pivod-
nim pfedpokladem bylo, ze optimalni zesileni signalu po-
skytuji kovové povrchy, které jsou tvofeny casticemi
o rozmérech v fadu jednotek az stovek nanometri. Tento
predpoklad byl ¢astecné potvrzen, nicméné se ukazalo, Ze
velikost ¢astic tvoricich povrch neni jedingm parametrem
rozhodujicim o SERS-aktivité¢ dan¢ho substratu.

Priprava médénych substrati katodickou redukei riz-
nymi postupy, vyhodnoceni jejich SERS-aktivity a nasled-
né studium morfologie jejich povrcht pomoci AFM ukéza-
ly, ze povrchy vykazujici nizkou intenzitu zesileni signalu
jsou tvotreny drobnymi krystaly, zatimco povrchy vykazu-
jici vysokou intenzitu zesileni jsou tvotfeny kulovitymi
Casticemi. Povrchy tvofené krystaly vykazuji podobnou
intenzitu zesileni signalu bez ohledu na rozméry krystala.

Z vysledkil provedenych méfeni vyplyva, ze pro pii-
pravu SERS-aktivniho médéného substratu katodickou
redukci na platinovém povrchu je vhodna elektrochemicka
lazen obsahujici [Cu(NH,):]*, kterd umoziuje piipravit
povrch tvofeny ¢asticemi meédi vhodného tvaru a velikosti.
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A. Kokaislova®’, S. Brazdova®’, V. Prokopec?,
M. Clupek?, J. Cejkova®, and P. Mat&jka® (“ Department
of Analytical Chemistry, ® Department of Chemical Engi-
neering, Institute of Chemical Technology, Prague):
Preparation of SERS-Active Copper Substrates by
Cathodic Reduction and Evaluation of their Structure
by Atomic Force Microscopy

Copper substrates active in surface enhanced Raman
scattering (SERS) were prepared by cathodic reduction,
using a massive platinum target as cathode. Two electro-
chemical baths (with 16-sulfanylhexadecanoic acid or 4-
-aminobenzene- 1-thiol) and several steps with different
current densities were tested. For testing SERS activity of
the prepared substrates, model analytes were deposited
from their methanolic solutions on the surface of each
substrate. After deposition, Raman spectra of substrate
surface were measured. If the substrate was SERS-active,
the model analyte could be detected at monolayer level.
Average roughness of substrate surface was evaluated and
surface morphology was imaged using atomic force mi-
Croscopy.
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Uvod

Klotrimazol je imidazolovy derivat s terapeutickym
uc¢inkem pii mykozach, ureny k mistnimu pouziti. Plisobi
na patogenni a podminéné patogenni houby rodu Candida,
Torulopsis, Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum,
Aspergillus, Nocardia a nékteré dalsi mikromycety'.

Na jeho stanoveni byla vyvinuta celd fada analytic-
kych postupi. Nejjednodussi je ptima spektrofotometrie
v UV oblasti®. Dalsi uzivanou metodou je kapilarni zoénova
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Obr. 1. Strukturni vzorec (a) Kklotrimazolu, (b) imidazolu
a(c) (2-chlorfenyl)difenylmethanolu6

Cena Merck

elektroforéza (CZE) s UV detekei’ . Nejéasté&ji pouZiva-
nou technikou pro stanoveni klotrimazolu, jeho necistot,
ale 1 pro soucasné stanoveni vice 1éCiv, je HPLC s UV
detekei®™’.

Cilem této prace bylo upravit podminky HPLC pro
soucasné stanoveni obsahu klotrimazolu a jeho degradac-
nich produkti — (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a imida-
zolu — v pfipravku Clotrimazol spray 1 %. Uvedené latky
(obr. 1) maji vyrazné¢ odlisné hodnoty pK,, imidazol se
svym bazickym charakterem odliSuje od u€inné latky.

Predlozend prace byla zaméfena na vybér vhodné
chromatografické kolony, slozeni mobilni faze, jejtho pH
a vnitiniho standardu pro analyzu 1é¢ivého ptipravku obsa-
hujiciho lokaln¢ uzivané antimykotikum klotrimazol. Cel-
kem bylo testovano 7 chromatografickych kolon.

Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

Meéteni byla provadéna na HPLC sestavé Breeze,
ktera se skladala z gradientové pumpy Waters 1525, auto-
matického davkovace vzorkd Waters 717 Plus a dvoukana-
lového detektoru UV/VIS Waters 2487. Cely systém byl
fizen softwarem Breeze (Waters Corp., USA).

K vyvoji metody pro separaci analyzovanych latek
byly pouzity tyto kolony: Discovery HS F5, 150 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 5 pm (Sigma-Aldrich); Chromolith” Perfor-
mance, RP-18¢, 100 x 3 mm (Merck); ZIC® HILIC, 50 x
2,1 mm, velikost ¢astic 3,5 um (SeQuant); XTerra® RP 18,
100 x 3 mm, velikost ¢astic 5 um (Waters); Discovery RP
Amide C 16, 250 x 3 mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma-
Aldrich); Zorbax Extend-C18, 75 x 4,6 mm, velikost Castic
3,5 um (Agilent Techn.); Discovery ZR-PBD, 150 x 4,6
mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma-Aldrich).

Pouzité chemikalie

Pro ptipravu roztoku standardid byly pouzity tyto che-
mikalie: klotrimazol, Amoli Organics Ltd, Mumbai, Indie
(obsah 100,12 %); (2-chlorofenyl)difenylmethanol, téhoz
vyrobce; imidazol ACS reagent, Sigma-Aldrich, Némecko,
pracovni standard; ibuprofen 98 % (GC), Sigma-Aldrich,
Némecko.

Pro ptipravu mobilni faze byly pouzity tyto chemika-
lie: ultracista voda, Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA); acetonitril pro chromatografii, Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Némecko a methanol pro chromatografii, Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko.

Na upravu pH mobilni fize byla pouzita kyselina
fosfore¢na, 85% p.a., Merck a amoniak — vodny roztok

* P. Zakova usp&$né prezentovala tuto praci v sout&zi O cenu firmy Merck 2008.
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25 %, Lachema, Neratovice.

Standardni roztok (50 mg klotrimazolu; 5 mg necis-
tot; 20 mg ibuprofenu) byl pfipraven rozpusténim piislus-
ného mnozstvi klotrimazolu, (2-chlorfenyl)difenylmetha-
nolu, imidazolu a ibuprofenu (vnitini standard) a doplné-
nim acetonitrilem do 100,00 ml.

Mobilni faze byla pfipravena z ultracist¢ vody, pH
bylo upraveno na pozadovanou hodnotu 5% kyselinou
fosfore¢nou, nebo 25% roztokem NH,OH. Vysledny roz-
tok byl ptefiltrovan pfes membranovy filtr 0,45 pm. Byla
pouzita polarni rozpoustédla acetonitril a methanol, ktera
maji vysokou Cistotu a jsou urcené pro kapalinovou chro-
matografii. Mobilni faze pro kolonu ZIC® HILIC byla
pfipravena zroztoku kyseliny octové (acetonitril/0,5 mM
kyselina octova 80:20), pH bylo upraveno vodnym amoni-
akem. Pomér vodné a organické slozky byl nastaven pfi
programovani HPLC pumpy.

Experimentalni podminky

Celkem bylo testovano 7 uvedenych chromatografic-
kych  kolon. VSechna méfeni byla provadéna
pfi laboratorni teploté, s vyjimkou testovani robustnosti.
Pro UV detekci byla zvolena vinova délka 210 nm.

Jako mobilni faze byla pouZita smés acetonitrilu
a vody v riznych pomérech a o rizném pH. Vyjimku tvorila
pouze kolona ZIC® HILIC, u které se jako mobilni fize
pouzivala smés acetonitrilu a 0,5 mM kyseliny octové.

Robustnost byla testovana na kolon€ Discovery ZR-
PBD (5 um, 150 x 4,6 mm) pfi poméru mobilni faze ace-
tonitril/voda 50:50. Priitok mobilni fize byl 1 ml min™'
a davkovany objem byl 3 pl.

Vysledky a diskuse
Vybér vhodné chromatografické kolony

Discovery HS F5

Pentafluorfenylpropyl kolony jsou vhodné svou reten-
ci a selektivitou zejména pro bazické a halogenované lat-
ky. Navazana faze na této koloné umoznuje separaci, ktera
je zpravidla odlisna od separace na C18, nicméné retencni
Casy jsou vétsinou stejné. Obecné jsou bazické latky zadr-
zovany na HS F5 vice nez na C18 (cit.'?).

Pti analyze byl klotrimazol zadrzovan na koloné,
a proto tato kolona za uvedenych podminek (mobilni faze:
acetonitril — voda 65:35, pH 3,45) neni vhodn4 pro separa-
ci klotrimazolu od ostatnich analyzovanych latek (obr. 2).

Chromolith® Performance, RP-18e

Tato kolona neni plnéna tradi¢nimi ¢4sticemi oxidu
kfemicitého. Je tvorena blokem oxidu kiemicitého, ktery je
pokryt n-alkylovymi fetézci. Porovitost je vétsi nez 80 %.
Makropory snizuji zpétny tlak kolony, tim dovoluji pouzit
vy$si prutok, a proto znacné klesa doba analyzy. Mesopory
tvofi porovitou strukturu a poskytuji velkou aktivni plochu
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Obr. 2. Chromatogram standardniho roztoku pii pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno
na 3,45 5% kyselinou fosforeénou), pti prutoku mobilni faze
0,5 ml min™', kolona Discovery HS F5 (5 um, 150 x 4,6 mm)
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Obr. 3. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouZziti mo-
bilni faze methanol — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno na
3,2 5% kyselinou fosfore¢nou). Prittok mobilni fize 2,5 ml min™,
Chromolith® Performance, RP-18¢ (100 x 3 mm)

pro efektivni separaci. Monolitni kolona mé4 ve srovnani
s kolonami o velikosti ¢astic 5 um a stejné délce Ctytikrat
niz§i zpétny tlak. RozliSeni pikl zlstava prakticky nezme-
néné'".

Chromatogramy vykazovaly symetrické a uzké piky
analyzovanych latek, analyza do pH 3,45 nebyla vyrazné
z4visla na zménach pH. Imidazol mél velmi kratky retenc-
ni Cas, pfi kterém by mohlo dochédzet k interferencim
s pikem odpovidajicim mrtvému ¢asu a naslednému ovliv-
néni vysledkt analyz slozkami matrice vzorku (obr. 3).

Pfi pouziti mobilni fize methanol — voda se mirné
prodlouzil retenéni ¢as imidazolu, ale ne natolik, aby se ho
podatilo uplné oddelit od mrtvého Casu.
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ZIC® HILIC

Kolona ZIC® HILIC je vhodna volba pro separaci
polarnich a hydrofilnich slouc¢enin. Analyty jako aminoky-
seliny, peptidy, sacharidy, rostlinné extrakty a rizné polar-
ni slouceniny maji obecné silnou retenci na této koloné.
Stacionarni faze je pevné zakotvend na pdrovitém oxidu
kfemicitém. Separace je dosazeno hydrofilnim dé€licim
mechanismem znasobenym slabymi elektrostatickymi
interakcemi. Typickd mobilni faze obsahuje vysoky podil
organickych rozpoustédel (napf. acetonitril) smisenych
s pufrem'?.

Byla proméfena rizna pH a rizné poméry mobilnich
fazi, ale ani na této koloné se nepodatilo smés rozd¢lit.

XTerra® RP 18

Tato kolona byla pfipravena novou metodou syntézy
hybridu, ktery obsahuje jak anorganické (napf. silikagel),
tak organické (napf. organosiloxany) elementy, a poskytu-
je tedy vyhody obou téchto materiali. Vysledkem je sor-
bent s minimaln¢ o 1/3 niz§im obsahem volnych silanolo-
vych skupin. Tato skutecnost zarucuje symetrické piky
bazickych sloucenin. Sorbent je dlouhodob¢ pouzitelny pii
pH 1-12 (cit.").

Pti pH vodné slozky 7,25 a poméru organické
(acetonitril) a vodné slozky 65:35 byly ziskany symetrické
tvary pikil (obr. 4). Analyza trvala 2 minuty, ale pfi stej-
ném retenénim case eluoval imidazol, ibuprofen a jodid
draselny, ktery se pouziva k identifikaci mrtvého objemu
kolony. Pfi pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 11
a poméru organické a vodné slozky 65:35 se podatilo roz-
delit ibuprofen a imidazol, ale ptiblizily se piky klotrima-
zolu k (2-chlorfenyl)difenylmethanolu, coz zhorsilo jejich
rozliSeni.
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Obr. 4. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno na
7,25 5% kyselinou fosfore¢nou). Pritok mobilni faze 1 ml min™",
XTerra® RP 18 (5 pm, 100 x 3 mm)
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Discovery RP Amide C 16

Polarni amidova skupina v stacionarni fazi poskytuje
mensi retenci a vySS8i selektivitu ve srovnani s kolonou
C18, je totiz mén¢ hydrofobni nez klasické faze C18. Ko-
lona Discovery RP Amide C 16 vynikd velmi dobrou se-
lektivitou, reprodukovatelnosti, dostate¢nou retenci a rozli-
Senim pro polarni analyty i dlouhou Zivotnosti'.

Pti pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 3 a 3,5
a pomeéru organické a vodné slozky 65:35 se déli imidazol
a klotrimazol jen neuplné. Pii pH 3,8 a vySSim se piky
nim cCase, kdy je pravdépodobna interference s mrtvym
objemem kolony.

Zorbax Extend-CI18

Kolony Zorbax Extend-C18 jsou vhodné diky dvojité
vazanému muistku mezi skupinami C18. Tento typ sorben-
tu umoznuje praci i pii velmi vysokém pH, protoZe bazic-
ké slouc¢eniny nemohou interagovat se silikagelem. Mobil-
ni faze pti vys$s§im pH obsahuji napt. triethylamin, pyrroli-
din, glycin nebo vodny amoniak. Kolony jsou vhodné pro
bazické slou€eniny, jsou U€innéjsi nez n€které polymerni
kolony a vykazuji lepsi tvar piki'’.

Pti pouZiti mobilni fdze o pH vodné slozky 3 a 3,5
a poméru organické a vodné slozky 65:35 se rozdéli imida-
zol a klotrimazol jen netpln€ (obr. 5). Pii pH 4 a vy$§im
ionizuje ibuprofen a zkracuje se retencni Cas, ktery je stej-
ny jako reten¢ni Cas imidazolu. Ani pfi pH 11 se nedafi
oddélit imidazol. Imidazol eluuje pfi nizkém retenénim
Case, kdy interferuje s mrtvym Casem.

Discovery ZR-PBD

Oxid zirkonicity Ize ziskat i ve form¢ monodisperz-
nich poréznich kulovych c¢éstecek. Kolony plnéné touto
fazi vykazuji srovnatelnou ucinnost s kolonami silikagelo-
vymi. Nejveétsi vyhodou oxidu zirkonicitého je jeho che-
micka a tepelna stabilita: je staly v celém rozsahu pH pfi
vysokém tlaku a teplot¢ az do 200 °C. HPLC kolony
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Obr. 5. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouziti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno
na 3,5 5% kyselinou fosfore¢nou). Priitok mobilni faze 1 ml min™',
Zorbax Extend-C18 (3,5 pm, 75 x 4,6 mm)
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Obr. 6. Chromatogram standardniho roztoku pii pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 50:50 (pH vodné slozky upraveno
na 9,5 vodnym 25% amoniakem). Prittok mobilni faze 1 ml min™",
kolona Discovery ZR-PBD (5 pm, 150 x 4,6 mm)

s ZrO, mohou byt pouzity za extrémnich podminek a maji
delsi Zivotnost. Tim se také sniZuje cena za analyzu a roz-
Sifuji se moznosti pouziti riznych chromatografickych
podminek. Povrch oxidu zirkoni€itého se modifikuje ten-
kou vrstvou polybutadienu'®.

Separace probihd na obracenych fazich, jeho iontovy-
meénnd chromatografie pii pH od 1 do 13. Vyznamny roz-
dil mezi Discovery Zr-PBD a C18 kolonou je ten, Ze na
koloné¢ s ZrO, miZze byt pouzito bazické mobilni faze
a zvySené teploty. Za téchto podminek maji bazické slou-
&eniny lepsi tvar pikd (jsou ostré a symetrické)'”.

Pti pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 3 a 3,5 se
nepodatilo oddélit pik klotrimazolu od pikd necistot. Pii
pH 5 se piky klotrimazolu a (2-chlorfenyl)difenyl-
methanolu rozsitily a pii pH 9 pak rozdélily; pik imidazo-
lu se ¢astecné oddélil. Pti pH 11 se jiz vSechny piky doko-
nale rozdé@lily. Za téchto podminek byla tedy provedena
konecna validace metody (obr. 6).

Vybér vnitiniho standardu

Vramci vybéru vnitiniho standardu bylo testovano
20 rliznych latek, vétSinou léCiv, ze kterych pouze dvé
odpovidaly pozadavkiim analyzy — byly dokonale separo-
vany od mrtvého objemu kolony a ostatnich analyzova-
nych latek a jejich retencni Casy pfiliS neprodluzovaly
analyzu. Vybranymi standardy byly verapamil a ibuprofen.
Jejich praktické vyuziti bylo otestovano validaénim para-
metrem — robustnosti. Timto postupem bylo zjisténo, ze uz
mald zména pH mobilni faze vede k velkému posunu re-
tencniho Casu verapamilu, zatimco retencni ¢asy ibuprofe-
nu jsou stabilngjsi. Proto byl nakonec vybran jako vnitini
standard ibuprofen. Hodnoty ziskané v testu robustnosti
jsou uvedeny v nasledujicim oddile.
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Tabulka I
Nalezené optimalni podminky pro stanoveni klotrimazolu
s pouzitim ibuprofenu jako vnitiniho standardu

Mobilni faze acetonitril-voda (50:50), pH vodné

slozky upraveno 25% amoniakem

na9,7

Kolona Discovery ZR-PBD, 5 um,
150 x 4,6 mm

Pritok Fm 1 ml min™"

Vlnova délka A 210 nm

Dévkovany objem 3 ul

Teplota laboratorni

Vnitini standard Ibuprofen

Testovani robustnosti

Robustnost byla testovana pro roztok standardi
s vnitinim standardem ibuprofenem. Byl sledovan vliv
zmény pH mobilni faze v oblasti 9,2—11.

Retencni Cas ibuprofenu se pohyboval v rozmezi 1,37—
1,15 min, imidazolu 2,74—1,73 min, klotrimazolu 2,95-2,67
min a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu 3,91-3,63 min.
Se stoupajicim pH vodné slozky mobilni faze (v uvedené
oblasti) se snizovaly reten¢ni Casy vSech pikd v disledku
zvySené ionizace. Déle byl testovan vliv pH na plochu
jednotlivych pikl, zmény se pohybovaly v rozmezi 91,04
az 104,49 %.

V poslednim testu byl sledovan vliv zvySené pracovni
teploty v rozmezi 25-60 °C, zména plochy piki stanovo-
vanych latek se pohybovala od 96,24 do 100,00 %, ve
srovnani s pouZivanou laboratorni teplotou. Pfi zvySené
teploté¢ se analyzy zkracuji. Zmény v retenCnich Casech
byly nasledujici: 1,73—-1,69 min pro imidazol, 2,75-2,44
min pro klotrimazol a 3,76-3,25 min pro (2-chlorfenyl)
difenylmethanol.

Vysledky ukazuji pouze malou zménu retencnich
Cast a ploch piki a tim prokazuji vysokou robustnost pre-
zentované metody, ktera je pozadovana pii rutinnim vyuzi-
ti pro stanoveni klotrimazolu v uvedeném ptipravku.

Zavér

Byla vypracovana metoda HPLC pro hodnoceni obsa-
hu klotrimazolu a jeho degrada¢nich produktii (2-chlor-
fenyl)difenylmethanolu a imidazolu v pfipravku Clotrima-
zol spray 1 %. Optimalni podminky jsou uvedeny v tab. I.

Tento vyzkum byl financné podporovan vyzkumnym
zameérem MSM 0021620822.
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A HPLC method for the determination of clotrima-
zole and its degradation products. (2-chlorophenyl)
diphenylmethanol and imidazole, in Clotrimazol spray
1 % was developed.

The development was focused on the selection of an
optimal column, composition and pH of the mobile
phase, and internal standard. A Discovery ZR-PBD
column (5 um, 150 x 4.6 mm) and spectrophotometric
detection at 210 nm were selected. The optimal mobile
phase was aqueous acetonitrile 1:1 (pH 9.7). The optimal
injection volume and flow-rate were 3 pl and 1 ml min™',
respectively. On the basis of robustness tests, ibuprofen
was used as the internal standard. The analysis time was
less than 4.5 min.
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Sekretariat a redakce Chemickych lista
Novotného lavka 5

116 68 Praha 1

tel./fax: 222 220 184, redakce tel. 222 221 778
e-mail: chem.spol@csvts.cz
http://www.csch.cz

Proc se stat ¢lenem Ceské spole¢nosti chemické

Zapojeni v Ceské spole¢nosti chemické, ¢lenu Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, pfinasi individualnim chemikiim
kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi profesni organizaci chemiku:

celosvétoveé uzndvanou piislusnost k jedné z nejstarSich profesnich organizaci v chemii na svéte,
moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich ¢i odbornych pobocek CSCH,

kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni...

podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichZ oficialnim potadatelem je CSCH,
moznost dostavat 4x ro¢n¢ zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo* Chemickych listi,

moznost objednani pedplatného Chemickych listi s vyznamnymi slevami,

moznost objednani ,,osobniho baliku piedplatného* Chemickych listli a ¢asopisit konsorcia EUChemSoc,

¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,
informace o déni v evropskych chemickych strukturach

moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu Eurchem,
platného v celé EU,

pristup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,
moznost pridruzeného Clenstvi v IUPAC,

moznost ziskani a doporuceni ¢lenské piihlasky do vyznamnych zahrani¢nich chemickych spole¢nosti (RSC, ACS,
GDCh, GOCh, SFC aj.),

moznost ziskani p¥ileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznadment aj.),
moznost zvetejnéni vlastniho ozndmeni v rubrice Bulletinu Chemickych listt ,,Praci hledaji®,

vedle individualniho ¢lenstvi je mozné kolektivni ¢lenstvi firem,

a fadu dalSich sluzeb.

Jak se stat ¢lenem CSCH

Clenska piihlaska je k dispozici na internetovych strankach CSCH nebo na sekretariatu CSCH. Clenstvi je p¥istupné pro
viechny zdjemce o chemii a piijeti nového ¢lena doporuéi dva ¢lenové CSCH (doporuceni je mozné nahradit odbornym
Zivotopisem), ¢lenstvi nabyva platnosti po schvaleni hlavnim vyborem CSCH.

Vysi ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh predsednictva hlavni vybor CSCH.
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