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Systém REACH a ochrdnci zviiat

Rok 2008 je mozné oznacit jako nulty rok zavadéni
systéemu REACH. Cilem zavedeni syst¢ému REACH je in-
ventarizace a opétovné hodnoceni obchodovatelnych che-
mickych latek v Evropské unii z hlediska jejich viivu na
zdravi lidi a Zivotni prostredi. Pojem , chemickd latka*
oznacuje chemicky produkt dodavany na trh (nikoliv tedy
chemickou slouceninu). V minulosti byl systém hodnoceni
chemickych latek (chemickych vyrobkii) v Evropské unii
Fizen Smérnici (Direktivou), kterd byla v Ceské republice
prevzata jako ,, Zdakon o chemickych latkach a chemickych
pripravcich®. Tento zdkon predpisuje postup hodnoceni
a registrace chemickych vyrobki, které smeji byt uvedeny
na trh. Tak zvané ,,obchodovatelné latky* jsou v Evropské
unii zarazeny v seznamech EINECS a ELINEC. Je jich
okolo 100 000.

Piedbéind registrace chemickych vyrobkii v systému
REACH a jeji vyznam

Vroce 2008 se vsichni vyrobci a dovozci chemickych
latek museli ,, prihlasit” k chemickym vyrobkiim, o které
maji zajem. Predbézina registrace je opraviuje dany vyro-
bek vyrabét nebo dovazet, az do doby, kdy na né padne
povinnost vyrobek registrovat. Povinnost registrace
v systému REACH je rozloZena, podle rocni produkce vy-
robku, na dobu do roku 2018.

Predbézna registrace chemickych vyrobkii je tedy
Jakousi inventarizaci latek, o které maji vyrobci a dovozci
zdajem. Je velmi pravdépodobné, ze v seznamech EINECS
a ELINECS jsou ,,mrtvé vyrobky®, tj. vyrobky, jejichz
vyroba jiz skoncila.

Pro rizeni procesu REACH byla zrizena agentura
v Helsinkdch. Vsechna jednani jsou vedena elektronicky
a v anglickém jazyce. Na zdikladé predbézné registrace
sestavi agentura REACH seznam slouCenin a zdjemcii
o jejich vyrobu nebo dovoz, ktery bude pristupny pres in-
ternet. Zdjemci o stejny vyrobek se pak mohou mezi sebou
dohodnout na spolecném postupu ziskani a zpracovani
pozadovanych udajii (konsorcia).

Zakladni dokumenty pro registraci vyrobku

Pro kazdy vyrobek je nutné zpracovat dva zdkladni
dokumenty:
wDossier®, coz je soubor udajii o vlastnostech daného
produktu, Cesky nazev pro tento dokument nebyl jeste
zaveden, je pravdépodobné, ze se mu bude Fikat
,dozir. Pro zpracovani tohoto dokumentu je na
INTERNETU dostupny vzor oznacovany jako UCLI-
DES. Instrukcni text vysvetlujici, jak ma byt
,,Dossier* vyplnén ma asi 2500 stran.
wZprdava o chemické bezpecnosti vyrobku*. V této
zprave je nutné udaje o vyrobku prezentovat ve formé
srozumitelné Sirsi verejnosti. OvSem, i navod na zpra-
covani této zpravy ma kolem 2000 stran (nékteré
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stranky se opakuji na riznych mistech, aby je uZivatel
nemusel znova hledat).

Co je nového na systému REACH v porovnani se zdko-
nem o chemickych latkdach a chemickych pripravcich?
Principy hodnoceni vlastnosti chemickych vyrobkii
aplikované drive a v systému REACH jsou prakticky stej-
né, systéem REACH vsak vyzaduje sledovat osud chemicke-
ho vyrobku ,,0d kolébky do hrobu®. Pro vyrobek je vyza-
dovano sledovat, komu je prodavan, jak je dale vyuzivan,
a jak ohrozuje osoby, které s vyrobkem prichdzeji do styku
ve vyrobé i aplikaci, je nutné hodnotit, jak vyrobek ohrozu-
Je Zivotni prostredi. Systéem REACH predepisuje analyzu
,,scéndrit ohrozeni”, v nichz jsou komplexné hodnocena
rizika spojend s vyrobou, pouzitim a likvidaci vyrobku.

Naklady na ziskdani potiebnych udajii pro hodnoceni
chemického vyrobku

Naklady na ziskani jednotlivych typu informace
o vlastnostech vyrobku jsou Fadové odlisné. Jako relativné
. laciné*™ udaje je mozné oznacit fyzikalné chemické udaje
(napr. teplotu varu, teplotu tani, hustotu), pozdrni udaje
(teplotu vzplanuti, teplotu horeni, teplotu vzniceni). Na-
kladnéjsi je stanoveni akutni toxicity pri poZiti nebo pri
pusobeni na kuzi (LD50, zpravidla pro krysu ¢i mys)
a stanoveni akutni toxicity pro vdechovani (LC50, zpravi-
dla pro krysu ¢i mys). Do této skupiny patii i udaje o eko-
toxicité (vliv na ryby, rasy, ZiZaly). Stanoveni eko-toxicity
patri vSak stdle jesté k udajiim, jejichz stanoveni a hodno-
ceni neni plné vyjasnéno. Nejdrazsim, a ostie sledovanym
parametrem v systéemu REACH budou udaje o biologic-
kych ucincich vyrobku: karcinogenita (vznik rakoviny),
teratogenita (poskozovani plodu), viiv na plodnost, mu-
tagenita (vliv na geneticky kéd bunék), senzibilizujici
viastnosti (vyvolani alergie). Stanoveni téchto vlastnosti je
velmi drahé, protoze vyzaduje Casto sledovani vice genera-
ci testovanych organismil. Zejména jde o latky perzistentni
(vysoce stabilni), bioakumulativni (rozpustné v tucich
a vstupujict do potravnich retézcii).

Ochrana obratlovcit

V soucasné dobé jsou nékteré problémy v Evropské
unii zpolitizovany. Systém REACH je ovlivnén snahou
ochrancii zvirat ,,chranit obratlovce “, kteri jsou vyuzivani
jako testovaci organismy. Je ovSem pravdépodobné, Ze
ditvodem neni jen snaha chranit obratlovce, ale i skutec-
nost, ze nekteré viivné firmy maji zasobu dat o nebezpec-
nych viastnostech chemickych vyrobkii a chtéji tato data
,prodat*. Dalsim ditvodem muze byt i skutecnost, ze do-
stupné kapacity ustavii, které mohou latky testovat na ob-
ratlovcich, nemohou stacit na ,,pretestovani vSech che-
mickych vyrobki.
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K snizeni poctu testit na obratlovcich jsou doporuco-
vana tato reseni:

Prodej dat

Tento problém se tyka vyrobkii, k nimz se hldsi vice
vyrobcii nebo dovozcii. Podle pravidel systému REACH
budou prodavany za podminek, které budou v systému
REACH definovany.

Pouiiti ,pocitacovych metod“ odhadu vlastnosti

Presto, ze v systéemu REACH se klade vysokad vaha na
dokumentaci spolehlivosti udajit o nebezpecnych viastnos-
tech vyrobku, dokumentaci dokladajici, Ze organizace,
kterd udaje stanovila ma odpovidajici ovérenou kvalifikaci
(systém spravné laboratorni praxe), systém REACH pri-
pousti vyuziti ,,pocitacovych metod” k odhadu viastnosti
chemickych vyrobkii. Pro tyto metody nebyly jesté zavede-
ny ustalené Ceské ndazvy. Metody jsou zalozeny na skupino-
vé analyze viastnosti a vztahii vlastnosti uvnitr jisté vybra-
né skupiny latek. Kritickym problémem je vybér skupiny
latek. Vyber skupiny latek klade vysoké naroky na chemic-
ké a biochemické znalosti chemika. Skupinou mohou byt
napriklad homologické rady organickych latek.
Pro odhad viastnosti jsou doporucovany tyto metody:
Metoda QSAR — kvantitativni vztah mezi ucinkem
a strukturou ve skupiné latek.
Metoda ,,READ ACROSS* — dopliiovani chybéjicich
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udajii pro danou latku skupiny interpolaci nebo extra-
polaci znamych udajii pro ostatni ¢leny skupiny latek,
s vuzitim vhodného souradnicového systému. Kazde-
mu chemikovi je viak jasné, Ze obé uvedené metody se
nedaji aplikovat mechanicky. Metody je mozné apliko-
vat, pokud je mechanismus piisobeni vSech latek vy-
brané skupiny na organismy a Zivotni prostredi stejny.
Kazdy chemik vi, Ze nékteré cleny skupiny mohou mit
specificky ucinek. Prikladem je rada alkoholii, v niz
methanol ma jiny ucinek nez ethanol a vyssi cleny
homologické rady.

Zaveér

V souvislosti se zavedenim systéemu REACH roste
diilezitost oboru, ktery je mozné oznacit jako aplikovana
informatika. Podniky, ¢i skupiny podnikii budou nuceny
vytvorit oddéleni informatiky, které bude schopno vyhledat
a zpracovat udaje z odborné literatury a vyplnit predepsa-
né formulare. Predstava, Ze by byly znova experimentdlné
pretestovavany udaje o toxicitach a jinych nebezpecnych
viastnostech chemickych vyrobkii, je neschiidnd. Ale stejné
Je neschudna i predstava, ze by ulohu vyplnovani formula-
71t REACH mohl plnit technolog vedle svych vyrobnich
povinnosti. Je proto nutné vychovat novou generaci
,informatiki“, ktefi vypliiovdani formuldii systému
REACH zviladnou.

Josef Horak
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1. Uvod

Mit moZnost sledovat proteiny nebo nukleové kyseli-
ny na urovni jednotlivych molekul je pranim vsech, kdo se
snazi objasnit klicové procesy v zivych buiikdch. Jednou
z technik, ktera se snazi toto prani naplnit, je fluorescencni
korela¢ni  spektroskopie  (FCS). Metoda  vznikla
v 70. letech 20. stoleti’. Od té doby se podafilo vyrazné
zlepSit jeji experimentdlni uspofaddni a byla vyuzita
v Sirokém spektru biologickych aplikaci vcetné méfeni
uvniti zivych bunék™’.

Fluorescencni korelacni spektroskopie vyuziva konfo-
kalni mikroskop. Nevytvaii se pfi ni ale skenovanim obraz
vzorku jako v klasické konfokalni mikroskopii. Principem
této metody je sledovani casovych fluktuaci intenzity fluo-
rescence pochazejici z malé ohniskové oblasti mikroskopu.
Tyto fluktuace jsou zptusobeny difuznim pohybem fluores-
kujicich molekul.

Mikroskop je zaostien do malé oblasti — detekeni
objem je asi 1 femtolitr. Vzhledem k tomu, ze sledujeme
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vzorky stadové nanomoldrni koncentraci fluorescencné
oznacenych molekul, je v tomto objemu primérné pouze
jedna fluoreskujici molekula. Na fluktuacich signalu se
proto vyrazné projevi, jak molekuly termalnim pohybem
prichazeji do detekéniho objemu a jak ho opoustéji. Ze
statistické analyzy Casové proménlivého fluorescencniho
signalu pak lze urcit primérnou dobu, po kterou molekula
zustava v detekénim objemu, difuzni koeficient a koncent-
raci dané latky. Pro urCeni téchto parametrii je potfeba
sledovat fluktuace n¢kolik minut az nékolik hodin.

Mizeme zkoumat roztok in vitro, vnittek zivych bu-
nék nebo jejich membranu. Lze ziskat informace o dé&jich,
které ovliviiuji difuzni koeficient urcité molekuly — napfi-
klad o sbaleni proteinu nebo nukleové kyseliny, protein-
proteinovych interakcich, navazani substratu na protein,
navazani molekuly na membréanu.

SN

2. Experimentalni uspoiadani

Experimentalnim zatizenim pro FCS je invertovany
konfokalni fluorescen¢ni mikroskop (obr. 1). Pouziva se
objektiv s velkou numericku aperturou, vétSinou s vodni
imerzi. Laserovy paprsek excitacniho svétla je fokusovan
do zkoumaného vzorku. Vytvari ohnisko, jehoz velikost je
limitovana difrakci. Fluorescence excitovanych molekul je
sniména objektivem a pomoci dichroického zrcadla
a emisnich filtri je oddélena od excitacniho zafeni. Do
detekeni ¢asti optické drahy je umisténa konfokalni Stérbi-
na (pinhole) o priméru 40—-100 um, ktera efektivné bloku-
je svétlo, které pochazi z oblasti mimo ohniskovou rovinu.
Velikost detekéniho objemu (oblasti, ze které snimame
fluorescenci) je asi 0,3—1,0 femtolitrii (obr. 2).

vzorek
objektiv

excitacni filtr
laser

I:IW dichroické zrcadlo
Cocky emisni filtr
rozSifujici
excitaéni .
paprsek Cocky

detektor

pinhole

Obr. 1. Schéma konfokalniho mikroskopu
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fokusovany paprsek
excitacniho svétla

detekéni objem,
ze kterého snimame
fluorescenci

Obr. 2. Detekéni objem v ohnisku mikroskopu

Jinou moZnosti je pouziti dvoufotonového fluo-
rescencniho mikroskopu. Pro excitaci dvéma fotony je
zapotiebi mnohem vyS$§i hustota zafeni nez pro jednofoto-
novou excitaci, proto se vyrazn¢ omezi oblast, ve které
jsou molekuly excitovany. V tomto usporadani uz neni
potieba pouzit pinhole. Vyhodné je také, zZe se zmensenim
excitované oblasti omezi fotodestrukce vzorku — to je
zvlaste dilezité u intracelularnich méfeni.

FCS klade velké pozadavky na pouzita fluorescencni
barviva. Stejné jako pfi tradicni spektroskopii je dilezity
vysoky ucinny prufez absorpce a kvantovy vytézek fluo-
rescence, navic hraje velkou roli fotostabilita barviva, kte-
ré musi vydrzet vysokou intenzitu svétla v ohnisku mikro-
skopu. Mezi pouzivana barviva pro FCS patfi napt. skupi-
na barev Alexa s riiznymi excitacnimi a emisnimi vlnovy-
mi délkami, rhodaminy a cyaniny. Pouzivaji se také fluo-
rescencni proteiny — rizné formy GFP a DsRed.

3. Autokorela¢ni funkce

Informace o pohybu jednotlivych molekul 1ze ziskat
statistickou analyzou fluktuaci fluorescencniho signalu, F.
Vytvéiime tzv. autokorela¢ni funkci G(t). Ta je definovana

6o)= (8F(t)-5F (r + 1)) (1)

()’

kde< > zna¢i primérou hodnotu v ¢ase, F(f) intenzitu
fluorescence a 6 okamzitou odchylku signalu od jeho pru-
mérné hodnoty:

(FO) =+ [ Floh @
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SF ()= Fl(e)-(F(r)) (3)

Autokorelacni funkce ukazuje, jak souvisi intenzita
fluorescence s intenzitou fluorescence po urcité casové
prodlevé t (viz obr. 3). Z fluktuujiciho fluorescencniho
signalu (¢ast méfeni je schematicky znazornéna na obr. 3a)
urc¢ime G(t) pro rizné intervaly 1 . Typicky tvar autokore-
la¢ni funkce je na obr. 3b. Pro t=0 dava funkce podle
rovnice (/) druhou mocninu pramérné relativni odchylky.

Autokorelac¢ni funkce ma své maximum pro malé T,
pro delsi ¢asy t© funkce klesa k nule. Pro¢ vypada prave
takhle? Zkusme to kvalitativné vysvétlit. Do detekéniho
objemu pfichazeji difuznim pohybem jednotlivé molekuly
oznacené fluorescen¢nim barvivem a zase z n¢j odchazeji.
Ve zjednoduseném piikladu budeme predpokladat, ze je
vném bud jedna fluoreskujici molekula, nebo Zzadna.
V okamziku, kdy v detekénim objemu molekula je, je od-
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Obr. 3. Vytvoreni autokorela¢ni funkce: a) naméfené fluktuace
fluorescenéniho signalu, b) autokorelaéni funkce. Pro kratké
Casové intervaly (t;) je hodnota autokorelacni funkce velka, pro
veétsi Casové intervaly (1) se sniZuje, protoze hodnoty intenzity
fluorescence na zac¢atku a na konci intervalu uz spolu nesouvisi.
Cas 1p udava dobu, po kterou se fluoreskujici &astice primérmg
zdrzuje ve fokdlnim objemu. Autokorelacni funkce odpovida
hodnotam PN = 3, tp = 54 ms, zo/ro =7
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chylka od primérné hodnoty fluorescence &F kladna,
v okamZiku, kdy tam neni, zdpornd. Pokud je Casovy in-
terval T natolik maly, Ze je pravdépodobné, Ze pokud na
jeho zacatku byla v detekénim objemu fluoreskujici mole-
kula, tak na jeho konci tam tataz molekula stale jesté je (na
zacatku 1 na konci intervalu je 8F > 0), pfipadné, pokud
tam na zacatku molekula nebyla, pravdépodobné se tam
nestaci za dany Casovy interval Z4dné objevit (na zaCatku
ina konci intervalu je 8F <0), pak soucin odchylek na
zacatku a na konci intervalu bude vétSinou kladny a jeho
vystiedovanim pres celé méfeni dostaneme kladné cislo.
Pokud zvolime dlouhy Casovy interval t, v detekénim ob-
jemu se béhem néj vystiida nékolik riznych molekul. In-
tenzita fluorescence na zacatku intervalu nijak nesouvisi
s intenzitou na konci. Soucin odchylek na zacatku a na
konci intervalu ma ndhodné hodnoty, nékdy kladné, nekdy
zaporné. Pii vystfedovani pres celé méfeni dostaneme
nulu.

Casovy interval tp, pro ktery ma autokorelaéni funkce
polovi¢ni hodnotu, neZ ma ve svém maximu, pak miizeme
povazovat za pruimérnou dobu, po kterou se jedna moleku-
la zdrzuje v detekénim objemu.

Odchylku od prumérného fluorescenéniho signalu
v Case ¢ je mozné vyjadfit jako

5F(1)= j (e B(nC (e, ))dr )

kde integrujeme ptes detekéni objem. C je lokalni koncent-
race Castic, | parametr nezavisly na prostorovych soufad-
nicich, ktery urcuje pocet fotonti detegovany z jedné Casti-
ce za jednu sekundu (zavisi na celkové intenzité excitacni-
ho svétla, ucinnosti detekce, u¢inném prifezu absorpce
svétla a kvantovém vytézku fluorescence). W(r) udava
prostorové rozlozeni emitovaného svétla. Casto se aproxi-
muje tfidimensionalni Gaussovou funkci

)

kde z; udava charakteristicky rozmeér detekéniho objemu
ve sméru optické osy mikroskopu a 7y rozmér v ohniskové
roving.

Pokud budeme piedpokladat, ze u castic, které sledu-
jeme, se parametr 11 neméni v ¢ase a Castice se pohybuji
volnou difuzi ve tfech dimensich, je mozné odvodit teore-
ticky tvar autokorelacni funkce:

(©)

Ve je efektivni detekéni objem,

3 (7)

2.2
Vagg =% 15 - 2o
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tpjetzv. difuzni Cas, parametr udavajici, jak dlouho je
Castice v detekénim objemu, souvisi s difuznim koeficien-
tem D fluoreskujici molekuly vztahem:

()

r02
=15

Pokud tedy naméfime fluktuujici fluorescencni signal,
spocitame autokorelaéni funkci podle vztahu (/) a prolozi-
me ji teoretickou zavislosti (6), mizeme ziskat dulezité
informace o sledovaném systému: difuzni ¢as tp, ktery
charakterizuje rychlost pohybu molekul ve vzorku, pri-
mérny pocet Castic (,,particle number” — PN ) v detekénim
objemu:

v L _ ©

G(0) Veff<C>

a pokud zndme rozméry detekéniho objemu, mizeme urcit
difuzni koeficient a koncentraci dané latky.

4. Tripletni stav fluoreskujici molekuly

Pfi odvozovani predchozich vztahli jsme predpokla-
dali, Ze se v ¢ase neméni fluorescenéni vlastnosti fluorofo-
ru — parametr 1. Pro redlnd fluorescencni barviva to ale
neplati. Po excitaci ze zakladniho singletniho stavu do
excitovaného singletniho stavu mtize totiz barvivo pfejit
do tripletniho stavu. Pfechod z tripletu zpét do zakladniho
singletniho stavu trva fadové delsi dobu nez vyzéteni fluo-
rescen¢niho kvanta. V této dobé molekula nemize vyzatit
foton. To se projevi tmavymi intervaly, béhem kterych
molekula prochazejici detekénim objemem nesviti. Diky
tomuto ,,blikani® fluoroforu se zméni tvar autokorela¢ni
funkce v oblasti kratkych ¢ast t (viz obr. 4).

G(7)

0.0
1E-4 1E-3 0.01 100 1000 10000

Obr. 4. Tvar autokorela¢ni funkce pfi pFechodu barviva do
tripletniho stavu (PN = 3, 1p = 54 ms, zy/ro =7, T = 0,15, 1r =
5 us)
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Pokud plati, ze doba Zivota tripletniho stavu je fadové
mensi nez tp, lze tyto déje oddélit:

Gcelk (‘C) = Gpohyb (T) : Xtriplet (T) (1 0)

Dynamiku tripletniho stavu miZzeme vyjadfit vzta-
hem:

T ( 11 )
1-T+T-e '
Kigiplet\T)=—————
trlplet( ) -7
kde 1 je relaxacni Cas tripletniho stavu a T je podil ¢astic,
které se nachézeji v tripletnim stavu. Naméfené autokore-
la¢ni funkci pak mizeme prolozit kiivku:

T (12)
1-T+T-e ™ 1 L 1

1-T PN [ T
I+—

D))

G(‘C)

Analogicky jako pfechod do tripletniho stavu miize-
me do analyzy autokorela¢ni kfivky zahrnout dalsi rychlé
jevy, které zptisobuji prechody mezi stavem, kdy molekula
fluoreskuje, a mezi stavem, kdy nesviti, a zaroven neovliv-
fuji difuzni koeficient molekuly.

5. Korelace dvou riznych signala
a dvoubarevna FCS

Kromé autokorelacni funkce Ize také spocitat korelaci
dvou ruznych signali (kroskorelaci). V tomto ptipadé sle-
dujeme podobnost jednoho signalu s jinym signalem po
daném casovém intervalu t.

Typické vyuziti kroskorelace dvou signalu je
v dvoubarevné fluorescenéni korelaéni spektroskopii*”. P¥i
pouziti této techniky se dva druhy molekul oznaci dvéma
fluorescencnimi barvivy, kterd maji dostatecné odlisné
emisni vinové délky. Fluorofory jsou vybuzeny excita¢nim
svétlem o dvou rliznych vinovych délkach. Pomoci dichro-
ického zrcadla a filtrii je rozliSena jejich fluorescence. Je
detegovana dvéma detektory. MiZeme pak spocitat auto-
korelaéni funkce jednotlivych komponent i jejich krosko-
relaci. Tato technika se pouziva napf. pfi sledovani vytva-
feni komplexi dvou molekul.

U dvoubarevné FCS je nicméné obtizné nastavit op-
tickou aparaturu tak, aby se presné piekryvaly oba fokuso-
vané svazky o riznych vinovych délkach. Tento problém
Ize omezit pti dvoufotonové excitaci — 1ze najit dvojice
barviv s dostate¢né vzdalenymi maximy emisniho spektra,
které je mozné excitovat zafenim o jedné infracervené
vlnové délce’.
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6. Casové rozlisena FCS

Casové rozlisena fluorescenéni korelaéni spektroskopie
(fluorescence lifetime correlation spectroscopy — FLCS)’
vyuziva spojeni dvou experimentalnich pfistupi — FCS
a TCSPC (Casove korelovaného ¢itani fotontl). Umoziluje
rozli$it ve smési fluorofory, které se lisi dobou Zivota. Lze
tak ziskat autokorelacni funkce jednotlivych fluorofori
i jejich kroskorelaci.

Vzorek je excitovany kratkymi laserovymi pulsy opa-
kovaci frekvenci v tadu desitek MHz. Pro kazdy foton
prichazejici na detektor jsou zaznamenany dva casy:
,makrocas“, ktery zaznamendvd polohu registrovaného
fotonu na kontinualni ¢asové ose od zacatku experimentu,
a ,,mikrocas®, ktery udava, jaka doba uplynula mezi po-
slednim laserovym pulsem a zaregistrovanim daného foto-
nu. ,,Makrocas* je méfeny s piesnosti v fadu sto nano-
sekund, ,,mikrocas® s pfesnosti v fadu desitek pikosekund.
V ,,makrocase se projevi difuze molekul, ptechody do
tripletniho stavu a podobné. Hodnota ,,mikrocasu® nam
poskytuje informace o priibéhu dohasinani fluorescence
fluoroforu, ze kterého byl dany foton emitovan®.

V jednoduchém ptipad€¢ zkoumame vzorek slozeny ze
dvou komponent oznaceny dvéma barvivy s odlisSnymi
dobami Zivota fluorescence. U obou barviv musime do-
pfedu znat jejich prubéh dohasinani (viz fluorofor A
a fluorofor B na obr. 5). Z priib¢hu dohasinani jednotli-
vych barviv a z dohasinani méfeného vzorku (idaj ziskany
z ,,mikroCasu® pfichdzejicich fotontl) je mozné spocitat
statistické filtry f) a fz (viz obr. 6). Tyto filtry urcuji, ke
kterému fluoroforu se s jakou vahou maji pritazovat foto-
ny prichazejici v ur€itych ,,mikrocasech. Napftiklad pokud
prijde foton velmi brzy po laserovém pulzu, je pravdépo-
ty fluorescence fluoroforu A, ze které se pak pocita auto-
korelaéni funkce komponenty oznacené fluoroforem A, se

pocet fotont
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Obr. 5. Dohasinani smési dvou fluorescen¢nich barviv, A —
fluorofor s krat$i dobou zivota, B — fluorofor s delsi dobou Zivota,
D — dohasinani fluorescence ve smési fluorofori A a B
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Obr. 6. Statistické filtry pro dvé fluorescenéni barviva; A —
fluorofor s krat$i dobou zivota, B — fluorofor s del§i dobou Zivota

tak tento foton zapocita s koeficientem fj =1,5. Celkové
se ale tento foton smi zapoditat pouze jednou, proto se do
prubc¢hu intenzity fluorescence komponenty oznacené
fluoroforem B zapocita s koeficientem fz =—0,5. Pro foto-
ny pfichazejici ve vyssich ,,mikrocasech® je pravdépodob-
vahou do intenzity fluoroforu B a se zapornou vahou do
intenzity fluoroforu A (obr. 6).

Pouzitim filtr vzniknou ze signalu celého vzorku dva
oddélené signaly — od komponenty oznacené fluoroforem
A a od komponenty oznacené fluoroforem B. Jejich inten-
zity fluktuuji vcase (v naSem oznaCeni se jednd
0 ,;makrocas®). Z téchto signali mizeme spocist jak auto-
korelacni funkce obou komponent, tak jejich vzajemnou
kroskorelaci.

Vyhodné je vyuzit FLCS pifi zkoumdni procest, pfi
kterych se meéni doba zivota fluorescen¢niho barviva
v disledku zmény jeho nejbliz§iho okoli. Prikladem tako-
vého déje je kondenzace DNA. Interkalacni barvivo, kte-
rym je DNA obarvend, ma jinou dobu Zivota
ve zkondenzované a nezkondenzované molekule DNA.
Proto mizeme sledovat zvlast' signal od nezkondenzova-
nych a zkondenzovanych molekul DNA a ziskat tak blizsi
informace’ o mechanismu sbaleni fetézce DNA.
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7. Zavér

Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) méfi
a analyzuje fluktuace fluorescencniho signalu zplsobené
difuznim pohybem fluorescenéné znacenych molekul.
Z t&chto fluktuaci je mozné urcit difuzni koeficient dané
latky a jeji koncentraci. V dvoubarevné FCS se navic kros-
koreluji signaly pochdzejici ze dvou skupin molekul ozna-
¢enych barvivy s odlisnym emisnim spektrem. Tato meto-
da je vhodna pro sledovani vytvaieni komplext. Casové
rozliSena FCS je zalozena na pouziti pulsni excitace,
umoziuje rozlisit signaly pochazejici od fluorescencnich
znacek, které se liSi dobou Zivota.
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L. Beranova, J. Humpolickovda, and M. Hof
(J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Fluorescence
Correlation Spectroscopy

Basic principles of fluorescence correlation spectros-
copy (FCS) are explained. The method affords diffusion
coefficients and concentrations of fluorescent-labeled spe-
cies by studying temporary fluctuations of fluorescence
signal caused by diffusion through the focal volume of
confocal microscope. In dual-color FCS, cross-correlation
of two signals from molecules labeled with two spectrally
shifted dyes allows to observe interactions between the
two molecules. It is also possible to distinguish between
the signals of two dyes with different lifetimes. FCS uses
pulsed laser excitation.
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1. Uvod

Vysledky vyzkuma v oblasti proteomiky nachézeji
uplatnéni v nejrizngjsich oborech lidské ¢innosti od potra-
vinarského prumyslu pfes medicinu az po ekologii.
K proteomice neodmyslitelné patii také analyza predmétu
jejiho zajmu — bilkovin. Vlastnosti bilkovin, jako jsou
polarita, hodnota izoelektrického bodu nebo molekulova
hmotnost, mohou byt velmi riizné, a proto neni jejich ana-
Iyza jednoducha. Navic se pracuje s biologickymi vzorky,
jejichz matrice jsou nejen slozité, ale také velmi rozmani-
té. V dusledku toho neexistuje, navzdory intenzivnimu
rozvoji proteomiky, metoda, ktera by byla pro analyzu
bilkovin obecné pouZitelnd. Vzdy je nutno zvolit vhodny
pristup a optimalizovat jej pro dany problém. Piehled nej-
novejsich trendit ve vyvoji metod pro analyzu bilkovin
podéava Oliva ve svém nedavném &lanku'. Mezi Gasto pou-
zivané techniky patii HPLC, kde se vyuZivaji separace jak
na napliovych, tak na monolitickych kolonach. Problema-
tiku téchto separa¢nich médii shrnul Jungbauer’. Pomé&rné
intenzivné se rovnéz vyvijeji metody vyuzivajici kapilarni
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elektrochromatografii. S aplikacemi této techniky pfi sepa-
raci bilkovin a peptidl se ¢tenaf miize seznamit prostied-
nictvim ¢lanku Miksika a Sedldkové’. Dal$im moznym
pristupem k analyze bilkovin je aplikace kapilarni gelové
elektroforézy (CGE), nékdy rovnéz oznaCované jako gelo-
va kapilarni elektrochromatografie’. Tato technika je na
poli proteomiky perspektivni mimo jiné pravé proto, ze
poskytuje dostatecny prostor pro tpravu podminek analy-
zy tak, aby co nejlépe vyhovovaly uréité aplikaci™®. Jiz pii
vybéru separacniho gelu se nabizi mnozstvi alternativ.
V zésadé vSak lze volit mezi dvéma hlavnimi skupinami
separacnich médii, a to mezi gely fyzikalnimi a chemicky-
mi’. V obou ptipadech je gel tvofen dlouhymi polymerni-
mi Fetézci, rozdil vSak spociva ve zpisobu, jakym jsou tyto
fetézce navzajem propojeny. Chemické gely jsou zesitova-
ny kovalentnimi vazbami. Pti aplikaci v CGE mohou byt
tyto gely také kovalentné¢ véazany k vnitfnimu povrchu
kapilary. Do této skupiny patii napt. polyakrylamidovy gel
pouzivany pii gelové elektroforéze v plosném uspotradani.
Struktura gelt fyzikalnich je naproti tomu déana fyzikalni-
mi interakcemi mezi fetézci, jako jsou vodikové mustky
a hydrofobni interakce, a také vzajemnym zauzlenim fe-
tézcl polymeru. Pravé fyzikalnimi gely pouzivanymi pro
separace bilkovin metodou CGE se zabyva piedkladany
prehledny clanek.

2. Fyzikalni gely a jejich vlastnosti

Jak jiz bylo feceno, polymerni fetézce fyzikalniho
gelu nejsou zesitovany kovalentnimi vazbami, v disledku
¢ehoz vykazuji nizsi viskozitu nez gely chemické. To spo-
Iu s faktem, ze gel neni vazan k vnitini sténé kapilary,
umoznuje snadnou vyménu separa¢niho média po kazdé
analyze jeho prostym vytlaéenim. Vyménou gelu se elimi-
nuji problémy spojené sjeho degradaci a kontaminaci
béhem analyzy, coZz v kone¢ném dusledku prodluzuje Zzi-
votnost kapilary. Dulezitou vlastnosti gelu je jeho propust-
nost ¢i nepropustnost pro UV zafeni. Gely absorbujici UV
zateni vyrazné snizuji citlivost nejcastéji pouzivaného UV
spektrofotometrického detektoru, a proto se snaZzime, po-
kud je to mozné, davat piednost gelim UV transparent-
nim. V ramci optimalizace metody CGE je kromé druhu,
koncentrace a pH separacniho pufru vyznamnym a snadno
nastavitelnym parametrem rovnéZ koncentrace gelujici
slozky, ktera urCuje viskozitu a hustotu polymerni sité.
Podobny vliv na kvalitu separa¢niho gelu mé i stfedni
molekulova hmotnost pouzitého polymeru. Obecné plati,
ze polymery o vyssi molekulové hmotnosti a koncentraci
maji vysSSi separacni uCinnost, avSak s rostouci délkou
fetézell a zvysujici se koncentraci polymeru roste i visko-
zita gelu, coz mize pasobit potize pfi jeho pripraveé a ma-
nipulaci s nim. Proto je nutné najit mezi témito dvéma
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tendencemi pfijatelny kompromis. Vhodnou volbou kon-
centrace a primémé molekulové hmotnosti polymeru je
mozné také modifikovat metodu pro analyzu bilkovin riz-
nych molekulovych hmotnosti a v pfipadé€, ze je rozliSeni
analytl pro dany ucel zbytec¢né velké, lze snizenim mnoz-
stvi gelu zkratit i dobu analyzy.

3. Separaéni mechanismy v kapilarni gelové
elektroforéze

Separace proteinti metodou CGE se Casto provadéji
v pufru s malym ptidavkem natrium-dodecylsulfatu (SDS).
Tato latka interaguje svymi alifatickymi fetézci
s bilkovinami a vytvafi s nimi zdporné nabité komplexy.
Pritom vétsi molekuly bilkovin interaguji soucasné s vice
molekulami SDS a ziskavaji tak vétsi ndboj nez proteiny
mensi. Diky tomu maji pak komplexy s rizné velkymi
molekulami bilkovin podobné elektroforetické mobility
a jejich separace probiha pouze na zéklad¢ sitového efektu.
Rychlost jejich migrace je v tomto piipad€ urCovana jejich
velikosti, resp. molekulovou hmotnosti. Probiha-li separa-
ce vyluéné timto mechanismem, jsou migracni ¢asy protei-
nd linearni funkci logaritmu jejich molekulové hmotnosti.

Pii provedeni analyzy bez pfitomnosti SDS se protei-
ny separuji na zakladé kombinace jiz zminéného sitového
efektu a rozdila v jejich mobilitach, které jsou dany pome-
rem jejich hmotnosti k jejich celkovému naboji. Celkovy
naboj bilkovin je pfitom siln€ zavisly na pH separacniho
pufru. Déle mohou k separaci ptispivat i vice ¢i méné spe-
cifické interakce proteind se separacnim gelem (napft. hyd-
rofobni interakce), které vyrazné zpomaluji migraci urcité-
ho analytu nebo celé skupiny analyti.

4. Problematika adsorpce bilkovin

Pii CGE na fyzikdlnich gelech, a nejen na nich, je
nutno fesit i problém adsorpce proteinii na vnitini sténu
kapilary. Z tohoto dlivodu se mnohdy pouzivaji kapilary
s pokrytymi vnitinimi st€énami. To nejen sniZzuje miru ad-
sorpce bilkovin, ale také potlacuje elektroosmoticky tok,
ktery mize béhem separace vymyvat gel z kapilary. Po-
kryti je mozné realizovat chemickym navdzdnim tenké
vrstvy vhodného polymeru, coz nazyvame statické neboli
permanentni pokryti®’. Druhym zptisobem je pokryti dy-
namické, kdy je polymerni film k povrchu kapilary poutan
pouze fyzikalni adsorpci ¢i elektrostatickou interakei'*'2.
Pii pouziti dynamické metody pokryvéani se kapilra pred
separaci promyva roztokem aktivni latky modifikujici
vnitfni povrch kapilary, a béhem separace je tato latka
v malé koncentraci pfitomna i v separacnim pufru. Dyna-
micka a statickd pokryti vnitfniho povrchu separacni kapi-
lary nabizeji Sirokou paletu moznosti a jsou predmétem
neustalého vyvoje>'>'*. Dalsi moznosti, jak potladit elek-
troosmoticky tok a adsorpci bilkovin, je provadét separace
v prostiedi o nizkém pH, v némZ nedisociuji silanolové
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skupiny na povrchu separacni kapilary. Vyhoda tohoto
zpusobu spociva vtom, Ze neni nutnd pfredchozi Gprava
kapilary, a Ze odpadaji problémy s Zzivotnosti pokryti.
V mnohych ptipadech vSak nemusi byt snizeni pH dosta-
tecnym prostfedkem k potlaceni adsorpce analytl. Tento
piistup rovnéZz znemoziuje separaci proteintl v nativnim
stavu, coz je podminkou pfi studiu jejich interakci a biolo-
gickych funkei. Posledné jmenovanou nevyhodu je mozné
kompenzovat vyuzitim hystereze pH (cit."”), kdy se kapila-
ra pfed analyzou promyva silné kyselym roztokem (pH 1).
Pufr pouzivany pfi nasledné separaci ma pH vyssi, avSak
diky pomalému ustavovani rovnovahy mezi vnitinim po-
vrchem kapilary a separacnim pufrem zustavaji silanolové
skupiny na vnitini sténé kapilary nedisociovany po dobu
dostatecné dlouhou k provedeni analyzy, takze 1ze separo-
vat bilkoviny v nativnim stavu i v nemodifikované kapila-

v 15
e .

5. Syntetické polymery

Jako fyzikalni gely pro separa¢ni média v CGE se
nabizeji dvé zakladni skupiny polymert. Jednou z nich
jsou syntetické polymery, druhou pak polymery piirodni,
zpravidla na bazi polysacharidi. Piehled vybranych apli-
kaci zmiflovanych v tomto ¢lanku je uveden v tab. L.

Ze syntetickych polymerii se ¢asto pouzivaji linearni
polyakrylamid'®"’, polyvinylalkohol’**' a polyethylengly-
kol”*%. Linearni polymer akrylamidu pouzili Werner
aspol.'® pro separaci sedmi proteinii o molekulovych
hmotnostech v rozmezi 14-205 kDa v pfitomnosti SDS.
Vzhledem k tomu, Ze linearni polyakrylamid slouzi jednak
jako separaéni médium a jednak pokryva vnitini stény
kapilary, mohla byt separace s uspéchem provedena
v nepokryté ktemenné kapilafe. Nevyhodou polyakrylami-
du je vsak jeho vysoka absorbance pfi 214 nm, kterd ome-
zuje citlivost a zvySuje detekéni limity metody. Naproti
tomu polyethylenglykol (PEG) vykazuje v UV oblasti
spektra absorbanci vyrazné niz§i. Ganzler a spol.? jej pou-
zili v 3% koncentraci pro separaci Sesti proteind (14 az
97 kDa) v ptitomnosti SDS v kapilafe dynamicky pokryté
dextranem, jenz bude podrobnéji zminén v dalsi casti.
PEG o stejné koncentraci a rovné€z v pufru s pfidavkem
SDS pouzili také Benedek a spol.> k separaci péti bilkovin
v rozmezi molekulovych hmotnosti 14-97 kDa. V jejich
provedeni vsak byla pouzita nepokryta separacni kapilara.
Podle studie provedené autory citovaného ¢lanku neni vliv
pokryti kapilary na separaci pfili§ velky, av§ak prodluzuje
jeji zivotnost. Podobné jako linearni polyakrylamid i PEG
tedy ziejmé pokryva vnitini povrch kapilary a zaroven
funguje jako separa¢ni médium. Autofi dale v souladu
s obecnym predpokladem uvadéji, ze s rostouci koncentra-
ci PEG se roz$ifuje separacni oblast, tj. rozmezi na ose
retenéniho Casu, v némz se nachazeji piky bilkovin. Tim
roste i rozliSeni analytll, pficemz uéinnost separace zlstava
bez vyraznych zmén. Tteti z vySe jmenovanych polymeru,
polyvinylalkohol (PVA), pouzili Simo-Alfonso a spol.*
v 5-6% koncentraci v kapilafe staticky pokryté 2-(2-akryl-
amidoethoxy)ethan-1-olem k separaci Sesti  bilkovin
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Ptehled aplikaci fyzikalnich gelti v kapilarni gelové elektroforéze pro separaci bilkovin

Gel Preduprava Princip pH  Teplota Separované analyty Poznamka Lit.
kapilary separace [°C]
linearni ne sitovy efekt 8,0 30 a-laktalbumin, karbonatdehydra- vysoka 13
polyakrylamid tasa, ovalbumin, BSA, fosforyla- absorpce gelu
sa b, B-galaktosidasa, myosin pfi 214 nm
10% dextran, ne sitovy efekt 8,8 20 myoglobin, karbonatdehydratasa, dlouha 17
SDS ovalbumin, BSA, zivotnost
3% polyethylen- pokryti dextranem P-galaktosidasa a myosin kolony
glykol, SDS
3% polyethylen- ne sitovy efekt 8,5 20 a-laktalbumin, sojovy inhibitor  pokryti kapi- 19
glykol 100 kDa trypsinu, karbonatdehydratasa,  lary prodluzu-
ovalbumin, BSA, fosforylasab je Zivotnost
kolony
10% dextran 2-(2-akrylamido-  sitovy efekt 10,5 20 a-laktalbumin, inhibitor trypsi- 20
2 MDa ethoxy)ethan-1-ol nu, karbonatdehydratasa,
4% polyvinyl-  2-(2-akrylamido- ovalbumin, BSA, fosforylasa b
alkohol ethoxy)ethan-1-ol
7,5% Pluronic  ne dle poméru 2,5 20 CNBr fragmenty kolagenu pti5 °C 24
F127 z/m + (50) kapalina,
10% Pluronic ne sitovy ef. 2,5 20 peptidové $tépy nerozpustnych Pii 20 °C gel 25
F127 + hydlr(ofobm protein slepi¢i skofapky
5% Pluronic ne interakee 2,5 20 proteiny do 50 kDa 26
F127,
SDS
7,5% Pluronic hydrofilni pokryti 2,5 20 cytochrom C, aldolasa, katalasa, 27
F127 chymotrypsinogen, albumin,
polylysin
15% Pluronic ne 2,5 40 peptidy kolagenu, peptidy ziska- 28
F127 (gelova né natrdvenim BSA trypsinem
zatka)
dextran 2 MDa, [3-(glycidyloxy)  sitovy efekt 8,6 20 karbonatdehydratasa, BSA, separace do 29
SDS propyl)] ovalbumin, fosforylasa b 2 min,
trimethoxysilan slozité vzorky
do 12 min
7% pullulan, linearni polyakryl- sitovy efekt 8,7 20 a-laktalbumin, inhibitor trypsi- separace do 31
SDS amid nu, karbonatdehydratasa, 13 min
ovalbumin, fosforylasa b, BSA,
[-galaktosidasa
0,1-0,2% roztok kationtového deriva- nebyl 75 20 insulin B, ribonukleasa A, separace do 32

tu Skrobu, pouzit i k pokryti vnitinich diskutovan
stén kapilary

karbonatdehydratasa II, 13 min

o-chymotrypsinogen A

s molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 14-94 kDa. PVA
je podobné jako PEG propustny pro UV zafeni od 200 nm
vySe, takze ani tento polymer neplisobi potize pii UV
spektrofotometrické detekcei. Autofi ¢lanku navic studovali
zajimavy sténovy efekt, kdy pouziti kapilary o vnitfnim
priméru 25 pm namisto 75 pm umoznuje Géinnou separa-
ci proteind jiz pfi 1% koncentraci PVA, coz je hodnota
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lezici hluboko pod mezi zauzleni. Ta se u PVA pohybuje
okolo 3 %. Dusledkem pouziti kapilary takto malého pri-
méru je ovSem rovnéz snizeni citlivosti detekce. Autofi
proto voli kompromis a doporucuji 4% PVA v separacni
kapilafe o vnitinim primeéru 50 pm. Separaci bilkovin za
téchto podminek ilustruje obr. 1.

Zvlastnim typem syntetickych polymerd jsou gely
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Obr. 1. Separace bilkovin v pufru o pH 8,8 s pridavkem 4 %
polyvinylalkoholu a 0,1 % SDS. Piky zleva doprava: o-
laktalbumin, inhibitor trypsinu, karbonatdehydratasa, ovalbumin,
hovézi sérovy albumin, fosforylasa b. Simo-Alfonso a spol.?,
pfevzato se svolenim autora

citlivé na teplotu, tzv. termoresponzivni gely. Mezi n¢
patii napt. Pluronic F127, jehoz struktura je zndzornéna na
obr. 2.

Moznosti aplikace tohoto gelu studovala skupina
Mikgika®™°. Jde o zastupce Siroké skupiny trojblokovych
kopolymert (Pluronic), jejichz koncové bloky jsou tvofeny
poly(ethylenoxidem), zatimco prostfedni blok je tvofen
poly(propylenoxidem). Kopolymery asociuji do velkych
micel tim zplisobem, Ze méné polarni polypropylenoxido-
vé bloky tvoii jadro micely, které je obklopeno vice hydra-
tovanymi bloky polyethylenoxidovymi. Viskozita roztoku
tohoto polymeru je siln€ zavisla na jeho koncentraci a také
na teploté. Roztok obsahujici 20 % polymeru Pluronic
F127 je kapalny pii 5 °C a zahtatim na teplotu 20 °C naby-
va gelové konzistence. To je vyhodné, protoze za labora-
torni teploty béhem analyzy nehrozi vymyvéni gelu
z kapilary elektroosmotickym tokem, zatimco sniZeni tep-
loty umoziuje jeho snadnou vyménu. Nevyhodou je nao-
pak Casova naroc¢nost piipravy, ktera vyzaduje plnéni kapi-
lary za snizené teploty a kontrolu teploty pro spravnou
tvorbu gelu. Proto byl Pluronic F127 pouzivan v nizsich
koncentracich, coZ proces vyrazn€ zjednodusSilo. Pluronic

CHj3

|
H%O—CH2—CH25|—PO—CH—CHZHO—CHZ—CHZ}—OH

3 y X

Obr. 2. Strukturni vzorec polymeru Pluronic F127; x = 106,
y=70

133

Referat

F127 byl pouzit v koncentraci 7,5-10 % pro separace pep-
tidovych S§tépti bilkovin v nepokryté Kkapilate v pufru
o nizkém pH, aby byla potlacena adsorpce analytd na sté-
nu kapilary””*®. Nékteré studie naznaduji, ze pridavek or-
ganickych modifikatorti do separa¢niho pufru nemé pod-
statny vliv na vysledek separace. Pfi studiu vlivu zvySené
teploty se ukazalo, Ze pii 50 °C probiha analyza sice rych-
leji nez pii 20 °C, soudasné se viak zhorSuje rozliseni®’.
V  koncentraci 5% byl Pluronic F127 pouzit také
k separaci proteinli o molekulové hmotnosti do 50 kDa
v ptitomnosti SDS a v nepokryté kapilare®. V dalii popsa-
né aplikaci byl tento gel pouzit k separaci smési Sesti bil-
kovin se S$irokym rozsahem molekulovych hmotnosti
v hydrofilng pokryté kapilaie™. Vysledky naznaduji, ze
separace na tomto gelu probiha v kyselém pufru bez pii-
tomnosti SDS podle poméru hmotnosti k naboji a na zakla-
d¢ sitového efektu s urlitym piispévkem hydrofobnich
interakci. Sedlikova a spol.*' phili tymz kopolymerem
kapilaru pouze casteéné. Separace peptidii pak probihala
zCasti v gelu a z€asti ve volné kapilare. Nekteré analyty
byly zfejmé v naplnéné Casti kapilary specificky zadrzeny,
coz vyrazné zpomalilo jejich migraci. Patrné se zde uplat-
nily jiz zmifiované hydrofobni interakce. Interakce analytl
se separaénim gelem muze byt v jistych aplikacich vyho-
dou, jindy je vSak naopak na obtiz a je tedy nutné pouzitel-
nost gelu v daném ptipad¢ experimentalné ovérit.

6. Prirodni polymery

Z pftirodnich polymerti se v CGE nejvice pouzivaji
polysacharidy, ptipadng jejich derivaty. Casto pouZivanym
polysacharidem je dextran®******_ Simo-Alfonso a spol.?
takto separovali Sest bilkovin (14-94 kDa) v kapilate po-
kryté 2-(2-akrylamidoethoxy)ethan-1-olem v alkalickém
prostiedi. Autofi uvadéji, Ze pro proteiny s nizsi molekulo-
vou hmotnosti (do 20 kDa) je lepsiho rozliseni dosahovano
s dextranem s krat§imi fetézci, zatimco u proteini s vyssi
molekulovou hmotnosti se 1épe osvédcCily fetézce delsi.
Ganzler a spol.”? pouzili dextran v nepokryté kapilaie v
pritomnosti SDS k separaci Sesti bilkovin v rozmezi mole-
kulovych hmotnosti 14-97 kDa. Vysledek této separace je
ukdzan na obr. 3.

Laush a spol.’” publikovali metodu pro rychlou
separaci proteinl s dextranem v kratké kapilafe pokryté
[3-(glycidyloxy)propyl]trimethoxysilanem v pfitomnosti
SDS. Separace Ctyf bilkovin s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 29-97 kDa bylo za vySe uvedenych experimen-
talnich podminek dosazeno béhem dvou minut. Ackoliv
byly vSechny proteiny separovany na zékladni linii,
u komplikovanéjsich smési by dosazené rozliSeni nemuse-
lo byt dostatecné. Pro komplexni smési proto autofi dopo-
elektrického pole; separace pak probéhne béhem 12 minut.

Mezi méné bézné polysacharidy patii pullulan,
s jehoz pouzitim Nakatani a spol.** provedli tfinactiminu-
tovou separaci sedmi bilkovin (14—116 kDa) v kapilate
pokryté linearnim polyakrylamidem v pufru s ptidavkem
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Obr. 3. Separace bilkovin v pufru o pH 8,8 s piidavkem 10 %
dextranu a 0,1 % SDS. Piky: (1) myoglobin, (2) karbonat-
dehydratasa, (3) ovalbumin, (4) hovézi sérovy albumin, (5) -
galaktosidasa, (6) myosin. Ganzler a spol.”?, pievzato se svolenim
autora

SDS. Kationtové derivaty Skrobu, ne vSak jako separacni
gel, nybrz jako dynamické pokryti vnitfnich stén kapiléry,
pouzili Sakai-Kato a spol.*® pii separaci smési &tyf bazic-
kych bilkovin. Zde je vSak vhodné poznamenat, ze kladny
naboj pouzitého pokryti, ktery je velmi vyhodny pro separa-
ci bazickych proteinti (elektrostaticky je odpuzuje), muze
byt naopak problematicky pfi separaci kyselych bilkovin.

7. Zavér

Tento prehled si klade za cil podat strucny, zdaleka
ne vSak uplny ptehled Casto pouzivanych gelii a zpisobl
bézné slouzicich k optimalizaci separace bilkovin pfi
CGE. Aplikace fyzikalnich gelti pii CGE pfinasi oproti
chemickym geliim predevsim moznost vymény separaéni-
ho média po kazdé analyze, ¢imZ se prodluzuje Zivotnost
kapilar a dosahuje dobré reprodukovatelnosti vysledkii.
Existuje mnoho faktori, jejichz variaci je mozné optimali-
zovat metodu CGE pro potieby urcité proteomické aplika-
ce. Vyznamnym faktorem je pfitom pfedevsim druh gelu,
jeho stiedni molekulova hmotnost, jeho koncentrace a dale
zpusob potlaceni adsorpce bilkovin na vnitini sténé kapila-
ry. Pfi volbé gelu je dobré vénovat pozornost jeho propust-
nosti pro UV zéfeni, nebot’ jeho omezena propustnost resp.
nepropustnost omezuje pouzitelnost UV spektrofotomet-
rické detekce. Z tohoto hlediska se naptiklad polyakryla-
mid jevi jako nevyhodny. Pro potlaceni adsorpce bilkovin
na sténach kapilary se nabizi moznost statick¢ho ¢i dyna-
mického pokryti kapildry, a také prace v separanim pufru
o nizkém pH, pfipadné vyuziti hystereze pH. Nékteré gely
jako linearni polyakrylamid nebo polyethylenglykol navic
funguji samy o sobé jako pokryvaci médium, takze je
mozn4 jejich aplikace i v nepokryté kapilate. CGE na fyzi-
kalnich gelech ma mezi nastroji proteomiky své misto
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a neni pochyb o tom, Ze vyvoj v této oblasti bude pokraco-
vat 1 v budoucnu. V této oblasti l1ze také predpokladat ros-
touci pocet aplikaci postupné pievadénych nebo piimo
vyvijenych v nanoméfitku pro separace bilkovin a peptidi
s vyuzitim fyzikalnich gelti na mikrofluidnich ¢ipech.

TK a PC dékuji za financni podporu Grantové agen-
ture CR (projekt 203/07/0392), ZB a JS dékuji MSMT CR
(vwzkumny zamér MSM0021620857) a ET dékuje MSMT
CR (projekt Kontakt ME89S5).
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and J. Sobotnikova-Suchankova® (“ Department of Ana-
Iytical Chemistry, Faculty of Science, Charles University,
Prague, *  Department of Physical and Macromolecular
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Physical Gels in Capillary Gel Electrophoresis
and Their Application in Protein Analysis

Capillary gel electrophoresis (CGE) is a promising
proteomic technique. It involves many parameters which
can be manipulated to optimize the CGE method for par-
ticular application, first of all the type of separation gel.
Physical gels possess certain advantages over the chemical
ones. Not being covalently crosslinked, physical gels ex-
hibit lower viscosity; they are not chemically bonded to
the inner capillary wall. Physical gels can readily be re-
placed after each analysis, which eliminates the problem of
gel contamination and degradation during analysis. This
fact leads to higher reproducibility of measurements and
prolongs the capillary lifetime. In this review, applications
of some common physical gels, both synthetic and natural,
are described and their advantages and drawbacks are criti-
cally evaluated. Attention is paid especially to absorption
of physical gels in the UV region, which may limit spec-
trophotometric detection of analytes to a great extent. The
methods for suppression of protein adsorption on the inner
capillary wall like static and dynamic coatings as well as
separations under acid conditions are also discussed.
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1. Uvod

Kationty kovi hraji dulezitou roli v mnoha biologic-
kych a environmentalnich systémech. Nekteré jsou nezbyt-
né pro organismy, jiné jsou naopak toxické. Vyznamnou
roli hraje nejenom koncentrace, ale i iontovd forma
(speciace) daného kovu, na které jsou zavislé biodostup-
nost a fyziologické a toxikologické efekty'. Jako piiklad
riznorodosti G¢inkl jednotlivych iontovych forem téhoz
kovu lze zminit dva oxidacni stavy chromu — trojmocny
a Sestimocny. Trojmocny chrom je esencialni slozkou po-
travy pomahajici pfi traveni cukri, tuki a bilkovin a nema
na organismus negativni vliv, zatimco Sestimocny chrom
ma vlastnosti diametralné¢ odlisné. Zpulsobuje napf. po-
drazdénost nosu, kychani, svédéni, krvaceni z nosu, viedy
nebo rakovinu plic’. Mezinarodni spoleénost pro vyzkum
rakoviny zaradila kadmium, nikl, berylium a chrom (VI),
pfipadné jejich slouceniny, mezi prokazané karcinogeny
(skupina 1) a olovo je povazovano za moZzny karcinogen
(skupina 2a)’. Proto jsou legislativn& sledovany obsahy
nékterych kovi ve vod¢€, v ovzdusi, v pidé a v biologic-
kych materialech®. Ceska legislativa uvadi nejvyssi pii-
pustné roéni limity pro olovo 0,5 ug m™, rtut’ 50 ng m™,
arsen 6 ng m >, kadmium 5ng m™ a nikl 20 ng m™. Na-
proti tomu legislativa Evropské unie udava z kovli pouze
ro¢ni limit pro olovo 0,5 pg m™ a Americkéa agentura pro
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ochranu Zzivotniho prostfedi (U. S. EPA) uvadi ctvrtletni
limit pro olovo 1,5 ug m™.

Kovy se dostavaji do ovzdusi z antropogennich nebo
prirodnich zdroju a jsou vétSinou vazany na Casticich at-
mosférického aerosolu, které pronikaji do dychacich orga-
nd lidského organismu’. Pro lidsky organismus jsou nejne-
pronikajici do dychaciho traktu, pfi¢emz Castice mensi nez
2,5 um se snadno dostavaji az do plicnich sklipk®. Tato
velikostni frakce aerosolu ma proto vysoky potencial zdra-
votniho rizika”'’. V USA a v Evropé& byl pozorovan tby-
tek lesu, zpisobeny atmosférickymi polutanty — mimo jiné
také kovy na aerosolu — pochazejicimi z priimyslovych
zdroja'.

Jednotlivé kovy se lisi formou, ve které se na aerosolu
nachazi, dale rozpustnosti ve vod¢, a tim i mirou toxicity.
Nikl a kadmium maji vysoky potencial biodostupnosti. Al,
Fe, Mn a Co se nachazi vétSinou ve formé uhliéitanti nebo
oxidi. Pb, Cu, Ni a Cr byly nalezeny ve frakci oxid a Cd
vézané na organickou hmotu'*'%.

Mezi pfirodni zdroje kovl v aerosolu patii napt. pad-
ni eroze, motska sul, geologické procesy (sopecna ¢in-
nost), mineraly a horniny a z antropogennich zdrojt jme-
nujme napt. spalovaci procesy (doprava, spalovny, domaci
topeniste, elektrarny), prumyslovou ¢innost (metalurgické
provozy, vysoké pece) a prach z povrchti vozovek.

2. Slozeni a velikostni distribuce aerosoli,
zdroje a vyskyt kovi v ovzdusi

Koncentrace  kovli  naaerosolovych  casticich
s ohledem na velikostni distribuci aerosolu jsou znacné
proménlivé a zavisi na ro¢nim obdobi, meteorologickych
podminkach, umisténi posuzované lokality, dalkovém
transportu a emisnich zdrojich'>™'®. V 1ét¢ a na podzim
roste koncentrace kovill pochazejicich z ptirodnich proce-
st (napf. tvorba motského aerosolu). V zim¢ a na jatfe po-
chézi maximalni koncentrace kovl z antropogenni ¢innos-
ti'"1%. Vyznamna korelace byla nalezena mezi teplotou
a koncentraci jemné frakce aerosolu'’.

Aerosol se déli na jemnou frakci (Castice mensi nez
2,5 ym), tvofenou prevazn€ kovy a jejich slouceninami,
které jsou antropogenniho ptivodu, a hrubou frakei (Castice
vétsi nez 2,5 pm), kterd obsahuje z veétsi €asti kovy nebo
jejich slouceniny ptirodniho ptvodu. Celkové se kovy
spolu se svymi slouc¢eninami na slozeni aerosolu podili
zhruba 5 % (cit."®*). Mezi majoritni slozky Castic patfi
oxidy Al, Si, Ca, Ti, Fe spolu s Na, Mg, Mn, kter¢ indikuji
ptirodni zdroje". Na druhou stranu napf. Pb, Zn nebo Cd
jsou antropogenniho puvodu®'. Vyskyt kovi v hrubé
a jemné frakci spolu s ptivodem je uveden v tabulce 1.
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Tabulka I

Velikostni distribuce kovi**™¢

Frakce Plvod Kovy

Jemna Antropogenni Cu, Zn, Ba, Cd, V, Pb, Sn, Se, Cr, Ni, As, Co

Hruba Pfirodni Ca, Mg, Sr, Mn, Fe, Na, Al, Ti, K

Resuspenzi piidy se do ovzdusi dostavaji castice, kte-
ré obsahuji vy$§i koncentrace Al, Fe, Mn a Co (cit.'?).
Zvysené koncentrace Ba, K, Pb, Sb, Sr, Cu a Mg ve vzdu-
chu indikuji zplodiny z ohiiostroje*”®. Chemickou analy-
zou pouli¢niho prachu byly identifikovany zvySené kon-
centrace Pb, Zn, Cu, Ni, a Cr. Primyslové zdroje produku-
ji aerosol, ktery je tvofen Zn, Cu, Cu, Ni, Cr, Mn, Zn, Ga,
As a Sr (cit.”?°). Kotle na spalovani uhli a spalovny pro-
dukuji emise obsahujici Ca, Fe, Al, K, Ti, V, Ni, Zn, Sr,
Ba, Pb, Cr, Mn, Ga, As, Se, Br, Rb, Zr, Na, Hg, Cu, Ag,
Sn a Sb (cit.’'??). Spalovanim dievéného odpadu se do
vzduchu dostava prevazné draslik™.

Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Ba a Pb byly
nalezeny v emisich benzinovych motord'>*%. V jemné
frakci Castic pochézejicich z dieselovych motord byly
identifikovany hlinik, sodik a mangan®. Pro kvantifikaci
dopravniho zatizeni se pouZzivaji Zn, Sb, Ba nebo Cu, pro-
toze ptidavani olova do benzinu bylo zakazano'®****. Pie-
hled kovl pochazejicich zriznych zdroji je uveden
v tabulce II. Tabulka III uvadi vyskyt kovi ve vzduchu
na riznych lokalitach s ohledem na zdroj.

3. Analyza kovi v aerosolu

Pro stanoveni kovli ve vzduchu se modifikuji analy-
tické metody pouzivané pro analyzu pevnych nebo kapal-
nych vzorkl. Po odbéru reprezentativniho vzorku aerosolu
nasleduje jeho prevedeni na stanovitelnou podobu a detek-
ce, ktera je feSena bud’ v off-line nebo on-line uspofadani,
rozviji se také analyza in-situ. V off-line uspotfadani se
provadi bud’ rozklad filtrd kyselinami za zvySené teploty
anebo se filtr/folie analyzuje pfimo, v on-line usporadani
se vyuziva prutokové analyzy, ktera snizuje riziko konta-
minace v prubéhu procesu analyzy. Vysledky chemické
analyzy aerosolovych ¢astic podéavaji informaci o zdrojich
znecisténi.

Tabulka II

. o 12,18,32
Zdroje kovii na aerosolu'>'*3*3¢

3.1. Odbér

V off-line provedeni je vzduch prosavén pies filtr
nebo impaktor, v dal§im kroku je odbérové médium rozlo-
zeno pyrolyticky nebo silnymi kyselinami a v posledni fazi
jsou kovy v extraktu stanoveny. Nevyhodou off-line tech-
nik je dlouhé doba analyzy a pfedevs§im moZnost kontami-
nace vzorku béhem jeho zpracovani. On-line metody
umoziiyji kontinudlni vzorkovani a naslednou on-line ana-
Iyzu odebraného vzorku, coz vede ke snizeni doby analyzy
a ke snizeni rizika kontaminace. Pouzivané detekéni tech-
niky jsou uvedeny v tabulce I'V.

Pro vzorkovani aerosolll ve velikostnich frakcich
PM,y, PM; 5 nebo PM; (Castice s aerodynamickym primeé-
rem mensim nez 1 um) na filtr se pouzivaji odbérové hla-
vice, které odstraniuji Castice vétsi nez je specifikovana
velikost pomoci vnitiniho impaktoru nebo cyklonu® .
Proslé castice jsou zachyceny na vhodné odbérové médi-
um, soucasti odbérového zafizeni je fidici jednotka
s Cerpadlem. Podle pritokové rychlosti odebiraného vzdu-
chu se vzorkovaci zafizeni déli na nizko-, stfedné- a vyso-
koobjemové. Pouzitim kaskadového, virtualniho nebo
rotujictho impaktoru lze Castice aerosolu rozdé€lit podle
velikosti do né&kolika frakei®™®* . Material filtr, napf.
teflon, celulosa, PVC, kiemenna nebo skelna vlakna, se
voli podle G&elu stanoveni®”*’.

Rozklad filtrii se provadi koncentrovanymi anorganic-
kymi kyselinami napt. HNOs, HCL, HCIOy, v ptipadé pfi-
tomnosti silikatd se pouzije kyselina fluorovodikova. Roz-
klad na mokré cest¢ je podporovéan zvySenim teploty, mik-
rovlnnym zafenim nebo ultrazvukem. Ve vodé rozpustna
frakce kovl se extrahuje pomoci mikrovinného zafeni,
porovnanim s celkovym obsahem kovu na aerosolu se
hodnoti biodostupnost®.

Vedle off-line technik jsou pouzivany techniky
v uspofadani on-line. Pfi analyze ve vodé rozpustné frakce
aerosolu se vyuzivaji aerosolové kolektory, pracujici na

Zdroj Kov(y)

Doprava a prach z vozovek Ba, Zn, Pb, Ag, Cu, Al, Ti
Spalovny uhli a odpadd
Primysl

K

Ti, Al, Fe, Mn, Cr, Cu, Th

Spalovani biomasy
Pidni a méstsky prach

,V

Zn, Sb, Cu, Cd, Hg, Se, As, Cr, Co, Al
Sb, Ag, V, Ni, As, In,Cu, Mn, Ce, Co, Cr, Pb
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Tabulka III
Koncentrace kovi ve vzduchu
Lokalita Zdroj  Frakce Koncentrace kovu [ng m™] Lit.
Fe Pb Cd Cr Cu Zn Mn Co Ni
Krakov (Polsko) doprava TSP 1303 95 137 29 37
Birmingham (Anglie) doprava TSP 204 27 0,5 30 6 2 35
Bombaj (Indie) doprava TSP 165500 1060 370 850 38
Sha-Lu (Tchaj-wan)  doprava TSP 1710 180 240 1060 110 39
Tito Scalo (Italie) pramysl TSP 521 60 2 13 304 27 5 40
La Coruna primysl TSP 850 32 0,92 8 13 41
(Spanélsko)
Kao-siung pramysl  PMj, 2140 190 540 70 40 42
(Tchaj-wan)
Taejon (Korea) pramysl TSP 1839 260 31,8 54,9 220 66,1 33,6 43
PM;, 1577 195 39,3 324 277 41,8 42,6
Yamaguchi mésto TSP 9000 173 309 210 5 16 44
(Japonsko)
Peking (Cina) mésto TSP 51000 46 274 1210 26 51 44
Dhaka (Bangladés) mé&sto TSP 24800 279 2,51 801 45
Bombaj (Indie) meésto TSP 2950 550 40 40 350 40 46
Dilli (Indie) mésto TSP 5220 380 6,7 104 97 47
Lahore (Pakistan) mé&sto TSP 9930 3920 43,5 27700 48
Teheran (fran) meésto TSP 2230 1020 48 327 78 8 37 49
La Plata (Argentina) mésto TSP 1183 64,5 0,41 4,32 273 26 3,15 21
Detroit (USA) mé&sto TSP 3-1000 40-100 1-3 7-15 30-180 5-16 50
Londyn (Anglie) mésto TSP 913 99 <l 6 65 15 5 20
Debrecin (Mad’arsko)  mésto TSP 911 72 18 56 23 5 51
Islamabad (Pakistan)  mésto TSP 584 214 3 19 603 59 11 9 19
Sapporo (Japonsko) meésto TSP 625 44 2,6 21 149 17 3,8 52
Kao-siung mesto PM,, 1740 340 340 60 30 42
(Tchaj-wan)
Soul (Korea) mésto  PMy;s 743 96,4 13,7 27,8 163 39 19,6 53
PM,, 2321 124 18,8 50,1 302 94,2 47,8
Sevilla (Spanélsko) meésto PM,, 277 4,76 28 6,5 2,45 54
PM; 5 392 7,26 1152 126 924 25 7,19
Brownfields (Anglie) vesnice TSP 260 30 0,6 63 6 0,1 2 26
Viden (Rakousko) vesnice TSP 189 17 20 18 33 9 55
McMurdo pozadi PM;y 1 0,2 2 56
(Antarktida)

PM,, — castice s aerodynamickym primérem mensim nez 10 pm; PM,s — Castice s aerodynamickym primérem mensim nez 2,5 pm;
TSP — celkovy aerosol (total suspended particle)

principu kondenzace vodni pary na &asticich aerosolu®®’, siranti, dusiénanti, dusitani a NH;". Kolektory pracuji

Venturiho skrubru® nebo elektrostatického zachytu®. Ko- s vysokou uCinnosti zachytu castic dosahujici az 99 %
lektory byly aplikovany jak pro analyzu kovu, tak také a jsou vhodné pro automatickou kontinualni analyzu napt.
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Tabulka IV

Vyhody a nevyhody riznych typd detekce

Detekce Vyhody Nevyhody

AAS selektivita, ekonomicky nendrocny provoz, nelze provadét simultanni viceprvkovou analyzu
nizké LOD a analyzu iontovych forem

AFS selektivita, nizké LOD, §iroky linedrni rozsah, nelze provadét simultanni viceprvkovou analyzu
jednoduchost, nizka cena instrumentace a analyzu iontovych forem
a ekonomicky nenaro¢ny provoz

ICP-OES rychla, viceprvkova analyza s extrémné vysoké pofizovaci a provozni naklady, tvorba poly-

ICP-MS nizkymi LOD pro ICP-MS, mal4 spotieba atomovych iontd (pro ICP-MS), spektralni interferen-
vzorku, Siroky linearni rozsah ce v argonové plazmé (pro ICP-OES)

UV/VIS levna, jednoducha a rychla vysoké LOD, nelze provadét simultdnni vice-

prvkovou analyzu

CL nizké LOD, Siroky linearni rozsah, automatizace, nizka selektivita, nelze provadét simultanni vice-
jednoduchost a nizké4 cena instrumentace prvkovou analyzu

NAA stanoveni vice prvki, nizké LOD vysoké pofizovaci naklady, nelze vyuzit pro analyzu

iontovych forem

SV nizké LOD, selektivita, stanoveni iontovych forem  pouziti specialné modifikovanych elektrod

EDXRF rychla, viceprvkova analyza, mala spotieba vzorku  vysoké LOD

S-XRF maly signdl pozadi, nizké LOD omezeny pocet urychlovaci

LOD - limit detekce; AFS — atomové fluorescencni spektrometrie; ICP-OES — optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem; ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem; UV/VIS — spektrometrie ve viditelné a ultrafialové
oblasti ; CL — chemiluminiscence; NAA — neutronova aktivacni analyza; SV — stripovaci voltametrie; EDXRF — energiové disperzni
RTG-fluorescencni spektroskopie; S-XRF — synchrotronem indukovana RTG-fluorescence

ve spojeni s iontové-vyménnou chromatografii (IEC). Ko-
lektor pracujici na principu kondenzace vodni pary byl
pouzit pro analyzu ceritych iontd na ¢asticich submikro-
metrovych velikosti”. Ve vod& rozpustny chrom obsaZzeny
v aerosolu byl stanoven po zichytu kolektorem metodou
spektroskopie ve VIS-oblasti, vyuziva se tvorby komplexu
s difenylkarbazidem (DPC). Postup je urfen pro mobilni
analyzu v on-line provedeni s ¢asovym rozlisenim 15 s
(cit.”"). Tontovou chromatografii ve spojeni s kolektorem
byly stanoveny v aerosolu sodik, vapnik a draslik”. Ko-
lektorem na principu Venturiho skrubru je zachyceno olo-
vo na aerosolu s naslednym on-line stanovenim in-situ
metodou anodické rozpoustéci voltametrie®.

On-line techniky vyuZivajici buzeni v plazmatu
s optickou detekci byly pouzity pro stanoveni Be, Co, Cd
aPb (cit.””). Optickd emisni spektroskopie v kombinaci
s kapacitné vazanym plazmatem umoziuje on-line stano-
veni Cr, Fe, Co, Mg, Ni, Cd a Pb ve vzduchu, které vzni-
kaji pii spalovacich procesech’™.

Systém zvany ,,plasma source monitor (PSM) byl
vyvinut pro kontinudlni in-situ monitorovani Castic
v realném case. Vyhody jsou nasledujici: pfimé vzorkova-
ni bez upravy vzorku, kontinualni monitorovani v realném
Case, vysoka citlivost, simultanni vicekanalova detekce,
mobilita, nizké potfizovaci a provozni naklady, kontinualni
chod bez zédsahu, vSestranné pouziti v environmentalnim
monitorovani’>. Tabulka V uvadi prehled on-line technik.
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3.2. Stanoveni

Analytickd chemie nabizi pestrou paletu technik pro
stanoveni kovu. Z toxikologického hlediska je dulezité
znat nejenom celkovy obsah prvku, ale také jeho jednotli-
vé formy’®. V analyze kovii na aerosolu pii off-line uspo-
fadani se pouZivaji techniky shrnuté v tab. VI. U AAS
technik se pouziva atomizace v plameni (FAAS) nebo
elektrotermicky (ETAAS). Pro rutinni monitorovani se
v soucasné dobé Casto pouzivaji AFS, RTG-fluorescenéni
spektroskopie Uplného odrazu (TXRF), ICP-OES a ICP-
MS (cit.”’).

AAS se pouziva jako doplnék k metodam RTG-
fluorescence (XRF) a k metodé ,,protony indukované
RTG-emise“(PIXE). Zlepseni piinesla Zeemanova korekce
pozadi, ktera podstatné omezila vliv spektralnich interfe-
renci. Priitokova analyza pro on-line prekoncentraci pfi-
spéla také k vylepSeni metody. Vyuzivaji se jak technika
FAAS, tak ETAAS, pfi niz se nemusi filtr rozkladat na
mokré nebo suché cest&®.

Vysledky dosazené metodami ICP-MS a voltametrie
pro stanoveni Zn, Cd, Pb, Cu, Ni a As ve frakci PM, jsou
porovnatelné’®. Vyhodou voltametrie oproti ICP-MS jsou
mens$i pofizovaci a provozni ndklady a snadnd automatizace.

Prikladem pifimého stanoveni kovli na exponovanych
filtrech je analyza laserovou ablaci s ICP ionizaci a MS
detekei. K odbéru byl pouzit kiemenny filtr. Tato metoda
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Tabulka V

On-line techniky pouzivané v analyze kovi na aerosolu

Kov(y) Vzorkovaci zafizeni Detekce Lit.
Be, Cd, Co, Pb nasavani vzduchu pfes kiemennou trubicku ICP-AES 73
Cd, Co, Cr, Fe, Mg, Ni, Pb nasavani vzduchu do zmlzovace CMP-OES 74
Cr SJAC UV/VIS 71
Ce VCACS FL 70
Pb Venturiho aparatura N 68
Cu, Mn, Mg, Ag, Hg, Zn, Cd, Ba, Be, Cr nasavani vzduchu do zmlzovace PSM 75
Na, Ca, K PILS CD 72

ICP-AES — atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem; CMP-OES — kapacitné vazana mikrovinna plazma s optickou
emisni spektrometrii; SIAC — ,,steam-jet aerosol collector”; VCACS — ,,vapor condensation-based aerosol collection system* — sbér aero-
solu zalozeny na kondenzaci par; FL — fluorescence; PILS — ,,particle-into-liquid sampler” — vzorkova¢ zachycujici ¢astice do kapaliny;

CD - vodivostni detekce

ma vyhodu v tom, Ze odpada Gprava vzorku pred analyzou.
Soucasné¢ byla provedena atomova spektrometrie
s netermickou  excitaci v grafitovém  atomizatoru
(FANES), kdy je vzorek prosavan pres grafitovou trubicku
a rovnou atomizovéan””.

Detekce UV/VIS se pouziva ve spojeni s HPLC
s post-kolonovou reakcei s Cinidly jako napf. 4-(2-pyridyl-
azo)resorcinol (PAR) nebo DPC (cit.**™).

Mezi nedestruktivni techniky patii EDXRF, TXREF,
S-XRF, PIXE (cit.**). Za G¢elem zlep3eni detekéniho limi-
tu a odstranéni efektd matrice u metody EDXRF byla pro-
vedena jeji modifikace. Modifikovand metoda vyuziva
celkového odrazu na plochu vzorku tzv. TXRF. I pfes
vyhody oproti EDXRF se nepouZzivd moc c¢asto, ale oCeka-
va se, ze se vyznam TXRF z divodl nizkych nakladt bude
zvySovat. PIXE se li§i od pfedeslych technik v excitaénim
zdroji pro produkci fluorescence. Filtr je bombardovan
vysoce energetickymi protony za vzniku charakteristické-
ho RTG-zafeni, které je detegovano. Metoda se pouziva
pro analyzu velmi malych mnoZzstvi vzorkdi ve spojeni
s impaktory nebo filtry”*%%,

Metody popsané v predeslém textu poskytuji informa-
ci o primérném obsahu kovl na ¢asticich jako celku. Na-
proti tomu existuji i techniky, které pfinasi informaci
o slozeni jednotlivych ¢astic. Mezi takové patii techniky
aerosolova hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby
letu (ATOFMS) nebo elektronova mikroskopie. Technika
ATOFMS je vyuzivana pro kvalitativni analyzu slozeni
aerosolovych Castic, stanoveni velikostni distribuce a dis-
tribuce iontovych forem kovii na &asticich” . Nevyhodou
vsak je, Ze neposkytuje kvantitativni informaci o chemic-
kém slozeni. ATOFMS se pouziva v biologickych, pru-
myslovych a environmentalnich aplikacich'®. ATOFMS
v realném Case byla pouzita pro in-situ analyzu chemické-
ho slozeni ¢astic dostavajicich se do ovzdusi z ohnostroju,
kde byly identifikovany draslik, hlinik, hot¢ik, baryum
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a olovo'”'. Pi on-line charakterizaci automobilovych emi-
si byly identifikovany Pb, Pt, Ca, Na, Ce a K (cit.""*'*).

Elektronova mikroskopie®” poskytuje  informaci
o morfologii, elementarnim slozeni a zdroji Castice. Na-
chazi uplatnéni v atmosférické aerosolové chemii
a v kategorizaci zdroji, nevyhodou je ¢asova narocnost.
Stejné jako predesla metoda neposkytuje elektronova mik-
roskopie kvantitativni informaci®.

3.3. Biomonitorovani

Techniku biomonitorovani lze oznacit za metodu
pasivniho vzorkovani a pouziva se jako levnéjsi alternativa
bézného aktivniho monitorovani. Na rozdil od aktivnich
metod zde vystupuji vroli odbérového média rostliny
napt. tilandsie Seda (Tillandsia usneoides), Tradescantia
pallida (Celed’ kiizatkovité), oleandr (Nerium oleander),
,hongkongska orchidej (Bauhinia blakeana), dub
(Quercus ilex) nebo borovice®*'™ % Pouzivaji se také
lisejniky'® """ a mechy'"!, protoze maji dobrou absorpéni
kapacitu pro Cd, Co, Cu, Cr, Pb, V a Zn (cit.''?). Biologic-
ka matrice je po expozici rozlozena HNO;, H,O,, HF nebo
HCIO,4 v mikrovinné peci a obsahy kovil jsou stanoveny
pomoci ICP-MS, ICP-AES, NAA, FAAS nebo ETAAS
(Cit.1117114).

Byla nalezena korelace mezi obsahem Cu a Fe v PM;,
a v listech oleandru®. Vysledky analyzy PM;, a biomoni-
torovani s dubem podél rusné silnice a parku ukazaly, ze
Ba, Cr, Fe, Mn, Pb a Zn jsou hlavnimi polutanty emitova-
nymi motorovymi vozidly'®. Lisejniky byly pouzity pii
stanoveni kovl na lokalitach s pfirozenym vyskytem kovi
v ovzdusi, napt. Alpy, Himalaje'".
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Tabulka VI
Ptehled off-line technik pouzivanych v analyze kovii na aerosolu
Kov(y) Vzorkovaci Odbérové Rozklad filtru Detekce Lit.
zafizeni nebo  médium
frakce
Pb 9-st. KI NCF Ptimé stanoveni ETAAS 61
Na, K, Zn, Fe, Pb HV GFF HNO;, HCIO, FAAS 19
Cd, Ni, Mn, Pb, Fe, Zn, Cr, Cu VI, PM, 3, QFF HNO:; pii 200 °C FAAS 62
PMy,
Fe, Pb, Zn, Cu, Mg, Mn TSP QFF HNO; pii 250 °C FAAS 86
Hg,Cd, Pb, Ni, As LV, PMy GFF - AAS 15
Cd, Cu, Ni, Zn, Mn, Pb HV, KI GFF HNO; a HCl v ultrazvuku =~ FAAS, 63
ETAAS
Mn, Co, Cd, Zn, Ti, V, Ni Ba, Cu, Cr, PM,s, PMy, PTFE HNOj; a HCI mikroviny ICP-AES 53
Mo, Sr, Fe, Mg, Pb, Ca, Na, A1, K pri 175°C
Cd, Cr, Sr, Cu, Mn, Pb, Mg, Ca LV QFF Piimé stanoveni LA-ICP-MS 79
Cr impinger KOH Separace na silikagelu, ICP-MS 87
prekoncentrace APDC
Cr, Zn, Pb, Cd, Ni, Mn, Fe cyklon, PM;,  QFF HNO; ICP-AES 88
Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, KI GFF - ICP-AES 89
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb,
Se, Sn, Sr, Te, Ti, T, V, Zn , Zr
As, Ba, Be, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Sb, Se, TSP, PM,, GFF HNO;, HCIO4 mikroviny ~ ICP-AES, 43
Ti, V, Co, Mn, Zn, Fe pri 270°C ICP-MS
As, Co, Cu, Cd, Cr, Mn, Ni,V, Zn, Fe, LV, TSP, PM,, PTFE, HNO;, H,O, a HF ICP-MS 65
Pb aPM,; ZFF, QFF (celkovy obsah)
As, Co, Cu, Cd, Cr, Mn, Ni,V, Zn, Fe, LV, TSP, PM,, PTFE, voda ICP-MS 65
Pb aPM,; ZFF, QFF (ve vodeé rozpustné kovy)
Cu, Cr, Pb, Ni, Zn RI, TSP PTFE HNO; ICP-MS 64
Na, Mg, Al, K, Ti, V, Mn, Fe, Co, Ni, PM;; PTFE HNOs;, HF a H3BO;, ICP-MS 90
Cu, Zn, As, Se, Rb, Sb, Cd, Cs, Ba, Pb mikrovlny pti 200°C
Na®, K', Mg**, Ca®* HV, PM;, PTFE voda, IEC ELC 42
Na®, K', Mg**, Ca®* MOUDI PTFE voda, IEC ELC 91
Zn, Cd, Pb, Cu, Ni, As LV, PMyy QFF HNOs;, H,O, mikroviny SV 78
pii 220°C
Cu™, Ni**, Zn*", Co™", Pb*", Fe** HV GFF HNO; v ultrazvuku UV/VIS 80
nebo mikroviny, IEC
Cr LV GFF NaOH, prekoncentrace UV/VIS 81
na anexu
Cu*', Ni*, Zn*", Co™, Mn*", Cd*", Pb*, HV, PM,, QFF HNOs, mikroviny a HPIC ~ UV/VIS 82

F e3+

ELC — elektrochemicka detekce; APDC — pyrolidin dithiokarbamat amonny; MOUDI — ,,micro-orifice uniform deposit impactor; HV —
vysoko-objemové ¢erpadlo; KI — kaskadovy impaktor; NCF — nitrocelulosovy filtr; GFF — filtr ze skelnych vlaken; VI — virtualni impak-
tor; QFF — filtr z kiemennych vlaken; LV — nizkoobjemové ¢erpadlo; PTFE — teflonovy filtr; ZFF — teflonovy (zefluor) filtr; RI — rotujici
impaktor; HPIC — vysoko-uc¢inna iontova chromatografie; PSF — polystyrenovy filtr
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Tabulka VI
Pokracovani
Kov(y) Vzorkovaci Odbérové Rozklad filtru Detekce Lit.
zafizeni nebo  médium
frakce
K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, KI, PM,y, PM, 5 QFF HNO;, HF a H,0,, TXRF 92
Sr, Zr, Pb tlakovy rozklad
K, Ca,Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, PM;¢,5a PM,s PTFE - PIXE 93
As, Pb
K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Ga, Rb, Sr, KI PTFE - EDXRF 24
Pb
Na, AL, K, Ca, Ti, V, Cr, Ni, Mn, Fe, Cu, PM,, PTFE - PIXE, XRF 30
Yn, Ga, Hg, As, Pb, Se, Rb, Sr, Yr, Y
Na, Mg, Al K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, 2-st. streaker — - PIXE 94
Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Zr,Mo,Ba,Pb
Ca, Ti, V, Cu, AL, Na, Mg, Mn, In, HV PSF — NAA 95
K,Cu, Zn, W, Au, Ga, As, Sb, Sc, Cr, Fe,
Co, Ni, Ag, Zn, Hg, Sb
As, Mo, Cd, Sb, Sn, Ca, Fe, Se, Cr, Ba, HV GFF - NAA 96

Ni, Zn

ELC - elektrochemicka detekce; APDC — pyrolidin dithiokarbamat amonny; MOUDI — ,,micro-orifice uniform deposit impactor*; HV —
vysoko-objemové Cerpadlo; KI — kaskadovy impaktor; NCF — nitrocelulosovy filtr; GFF — filtr ze skelnych vlaken; VI — virtualni impak-
tor; QFF — filtr z kiemennych vlaken; LV — nizkoobjemové cerpadlo; PTFE — teflonovy filtr; ZFF — teflonovy (zefluor) filtr; RI — rotujici
impaktor; HPIC — vysoko-t¢inna iontova chromatografie; PSF — polystyrenovy filtr

4. Zavér

Chemické slozeni aerosolu je zna¢né variabilni a je
odvislé od zdroji, meteorologickych charakteristik a posu-
zované lokality. Stanoveni iontovych forem kovu a veli-
kostni distribuce aerosolu pfispivaji k identifikaci zdroja
zneCiSténi  ovzdusi a  ztoxikologického  hlediska
k hodnoceni zdravotnich G¢inkt aerosolll, protoze potenci-
alné toxické kovy se nachazi zejména v jemné frakci Cés-
tic.

Analyza iontovych forem kovi v ovzdus$i se dnes
rozviji spolu s on-line analyzou v redlném cCase, zatim vSak
stale prevazuji off-line techniky na stanoveni celkového
obsahu kovu.

Autori timto deékuji za podporu v ramci Vyzkumného
zaméru Ustavu analytické chemie AVCR ¢ AVO
740310501 a v ramci grantu Grantové agentury AVCR ¢
A400310505.
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M. Vojt&ek™, P. Mikuska®, and Z. Vedera®
(“ Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Brno ° Faculty of Science, Masaryk
University, Brno): Occurrence, Sources and Determina-
tion of Metals in Air

Metals in air are predominantly bound to particulate
matter. Their occurrence and composition depend on
sources which are of natural or anthropogenic origin.
Many hazardous metals show harmful effects on human
health. The intensity of negative health effects of metals
depends on the size distribution of aerosol particles. Exam-
ples of methods for the determination of metals in air,
especially on-line and off-line techniques, are presented.
Determination of metal ions is also discussed.
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1. Uvod

Pii spojovacich reakcich (,,cross-coupling®) dochazi
ke spojeni dvou organickych molekul novou vazbou, ktera
vznika z jejich funké&nich skupin'. Nejstardi a stale nejéas-
t&ji pouzivané jsou reakce, pii kterych vznikd nova C-C
vazba’; prakticky vyznam vsak maji i reakce vedouci ke
vzniku C-N a C-O (obecné C-heteroatom) vazeb®. Spojo-
vaci reakce obvykle vyzaduji pfitomnost katalytického
mnozstvi slouceniny ptechodného kovu, typicky palladia.

Diky své Siroké pouzitelnosti nachazeji spojovaci
reakce Casté uplatnéni pfi syntéze organickych latek
v bézné laboratorni praxi i v priamyslu, zvlasté pak pfi
vyrob¢ specidlnich chemikalif a 1é¢iv. S vyhodou poslouZi
pri vystavbé molekularniho skeletu, nebot’ dokazi selektiv-
n¢ spojit dveé nékdy velmi odlisné organické molekuly za
relativné mirnych podminek. Pfitom vétSinou toleruji pfi-
tomnost reaktivnich funkénich skupin, které zarucuji moz-
nost dalSich syntetickych transformaci nové vzniklé mole-
kuly. Cilem tohoto ¢lanku je uvést zékladni typy téchto
reakci a predevsim diskutovat pokroky, jichz bylo dosaze-

no v piipravé novych typi palladiovych katalyzator
s dirazem na vyznam a vyuziti palladiovych nanocastic.
Vyvoj spojovacich reakei neni zdaleka ukoncen. Objevuji
se nové aplikace, katalyzatory a dokonce i nové typy reak-
ci s alternativnimi substraty (kupf. sirnymi). I proto je
uplny piehled téchto reakci rozsahem mimo ramec tohoto
pfispévku.

2. C-C spojovaci reakce a jejich vyuziti

Znama i prakticky pouzivand je celd fada spojovacich
reakci katalyzovanych palladiem, pfi kterych vznika nova
C-C vazba. Vybér nejznaméjsich z nich je uveden v obr. 1.
Obecné prijimany katalyticky cyklus spojovacich reakci
zahajuje oxidacni adice halogenderivatu R-X na palladio-
vou &astici (L,Pd’) za vzniku meziproduktu L,Pd"X(R).
Rychlost oxidaé¢ni adice pro stejny uhlovodikovy zbytek R
klesa vtadé RI > RBr > RCl, coz se pfirozené odrazi
v relativni reaktivité téchto substrati' (tj. levné a dostupné
chlorderivaty jsou nejméné reaktivnimi substraty).
V nasledujicim  kroku reakéni sekvence dochazi
k pfipojeni druhého uhlovodikového zbytku (formalni
nahradou halogenu nebo inzerci nasobné vazby). Cyklus
uzavira reduk¢ni eliminace produktu, jez regeneruje vy-
chozi katalyticky aktivni ¢astici.

I pfes pomérné vysokou cenu palladiovych katalyza-

R/ R
\\ / Heck

, R /—
R&cm \\/ Ar

ArB(OH),

Suzuki

R/ HC=—R' R/—

Sonogashira
X=Cl,Br, |
\R'S:BU3
R'ZnX R(—
@—R‘ Stille

NV

R
Negishi

Obr. 1. Spojovaci reakce vedouci ke vzniku vazeb C-C kataly-
zované palladiem; reakce probihaji s riiznymi typy substrati; pro
nazornost jsou v§ak v obrazku uvedeny pouze arylhalogenidy
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1€k proti astmatu Singulair™ (Heckova reakce), D — antihypertenzivum losartan (Suzukiho reakce). Vznikajici vazba je vyznacena

tori  jsou spojovaci reakce bézné  vyuzivany
v primyslovych procesech pti vyrobé specialnich chemi-
kalii. Na obr. 2 jsou uvedeny ptiklady latek (,,fine chemi-
cals®), v jejichz vyrobach se vyuziva nékteré z uvedenych
spojovacich reakei®.

3. Historicka poznamka

Mezi prvné studované spojovaci reakce patii reakce
alkyllithnych slouc¢enin nebo Grignardovych cinidel
salkyl- ¢i arylhalogenidy. Tyto reakce, které muizeme
povazovat za predchiidce spojovacich reakci katalyzova-
nych kovy, byly velmi omezeny pouzitelnymi substraty.
V prvni poloviné 70. let Kumada, Tamao a spol. popsali
spojovaci reakce Grignardovych c¢inidel s organickymi
halogenidy katalyzované slou¢eninami niklu’. Vyhodou
téchto reakci byla vyssi selektivita a predev§im mensi po-
dil nezadouciho produktu vzniklého zdvojenim cinidla
(tzv. ,,homocoupling®). Jako stily pre-katalyzitor uvedeni
autori pouzili fosfinové komplexy niklu. Praveé rizné fosfi-
ny byly v pozd&jsi dobé uspéSné vyuZity jako pomocné
ligandy v celé fadé spojovacich reakei.

V letech 1975-1976 bylo v katalyze spojovacich reak-
ci poprvé pouzito palladium, a to nezavisle nékolika skupi-
nami chemiki®. Oproti niklovym katalyzatorim vykazova-
ly palladiové katalyzatory vyssi selektivitu a navic tolero-
valy rlizné funkéni skupiny pfitomné v substratech. Misto
Grignardovych sloucenin byly testovany organokovové
slouceniny elektronegativnéjsich prvki, znichz se jako
velice slibné ukazaly slouceniny organozinecnaté, borité
a cini¢ité’. V nasledujicich letech se tyto reakce rychle
vyvinuly z reakei testovacich v bézn€ pouzivané syntetické
postupy.

Fosfinové komplexy palladia nebo jeho jednoduché
anorganické soli patfily mezi prvni pouzivané palladiové
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katalyzatory®. Az pozd&ji byly do praxe zavedeny fosfino-
vé ligandy s objemnymi elektrondonorovymi substituenty
(napt. #-BusP), které umoznily provést reakce i s méné
reaktivnimi chloridy®. Herrmann a Beller pouzili také pal-
ladacykly’, tedy palladiové komplexy s organickymi C,X-
chelatujicimi ligandy (X je donorovy heteroatom). Tyto
komplexy vynikaji obzvlast vysokou katalytickou aktivi-
tou a jsou pfitom velmi dobie definované. OdliSnou cestou
se vydal Jeffery'®, ktery zjistil, e po pridani tetrabutyl-
amonnium-chloridu k octanu palladnatému se vyrazné
zvysi aktivita katalytického systému. To je pravdépodobné
zpusobeno lepsi stabilizaci palladiovych nanocastic vytvo-
fenych v reakéni smési (viz dale).

V dne$ni dob€ se vyzkum zameéfeny na spojovaci
reakce ubira Ctyfmi zakladnimi cestami: (i) studiem me-
chanismu téchto reakci a urenim skutecné katalyticky
aktivni formy palladia, (i7) pfipravou katalyzatori umoz-
dujicich reakce s méné€ reaktivnimi substraty, (iii) pfipra-
vou katalyzatori pro enantioselektivni spojovaci reakce
a (iv) ptipravou ekonomicky a ekologicky vyhodnych ka-
talyzatort pro prumyslové aplikace.

Primyslové vhodné katalyzatory pro spojovaci reakce
je mozné ziskat n€kolika zpusoby. Lze kuptikladu ptipra-
vit homogenni katalyzator s vysokou aktivitou, jehoz bude
potieba jen malé mnozstvi, ale ktery bude po ukonceni
reakce nutno odstranit z reakéni smési a tak zpravidla zni-
git", nebo piipravit katalyzator, ktery bude pouZitelny
opakované. Jednou z intenzivné studovanych moznosti
recyklace palladiovych katalyzatorti je vyuziti iontovych
kapalin, které jsou za zvysené teploty misitelné s reaktanty
i produkty, ale po ochlazeni se reaktanty a produkty oddéli
od iontové kapaliny obsahujici katalyzator'”. V b&zné pri-
myslové praxi se vSak jako vyhodnéjsi recyklovatelné
katalyzatory jevi heterogenni systémy. Jejich zasadni vy-
hodou je robustnost, jednoduchad separace filtraci nebo
centrifugaci a moznost pouziti v prutokovém reaktoru.
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1. [Pd,(dba),] (5 %)
(S)-BINAP (23 %)
PMP, DMA, 100 °C
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2. HCI, 23 %
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Obr. 3. Pouziti intramolekuldrni Heckovy reakce pii syntéze (—)-fysostigminu (TIPS = triisopropylsilyl, PMP = 1,2,2,6,6-penta-
methylpiperidin, DMA = N,N-dimethylacetamid, (S)-BINAP = (S)-(-)-2,2’-bis(difenylfosfino)-1’,1-binaftyl a dba = dibenzylidenaceton)

S cilem pfiblizit se k aktivité a selektivité komplexi
prechodnych kovu, které se bézné pouzivaji jako homo-
genni katalyzatory, byly navrzeny a studovany katalyzato-
ry, které kombinuji vyhody obou skupin. Tyto tzv. hetero-
genizované katalyzatory jsou vétSinou pfipravovany nava-
zanim komplexu pfechodného kovu na povrch pevného
nosi¢e". Komplex mize byt vazan bud’ kovalentné zakot-
venym ligandem nebo pouze elektrostatickymi (neko-
valentnimi) interakcemi. Obvyklou nevyhodou takovych
katalyzatori vSak stale zdstava vymyvani aktivnich center
(kovu), které vede k postupné ztraté katalytické aktivity.

3.1. Heckova reakce

Heckova reakce''* byla objevena nezavisle Mizoro-
kim'® a Heckem'®. V obvyklé varianté se jedna o reakci
alkenu substituovaného elektronakceptorovou skupinou
s arylhalogenidem v pfitomnosti baze. Heckova reakce je
jednim z nejjednodussich postupli, kterym lze pfipravit
substituované alkeny, jejichZ reaktivni dvojna vazba zlsta-
va k dispozici pro dalsi syntetické pfemény. Bézn¢ se Hec-
kova reakce pouziva jak v intermolekularni varianté ke
spojovani dvou riznych molekul, tak k intramolekularni-
mu uzavirani nenasycenych kruhti. Snad proto je Heckova
reakce pravdépodobné nejstudovangjsi ze vSech spojova-

HO /R‘ @
CPh )\H-Bu HO

N—N/CPhs N—N ’ ,CPhs 7N
Do A oy A
27 2.B(OI-PY), 7 o N n-Bu

—_— J——

3. i-PrOH, B(OH), O

NH,CI, H,0

Pd(OAc), 4 PPh,, K,CO,
THF-DEM-H,0, reflux

95 %

/N N
N N O n-Bu
losartan

Obr. 4. Pouziti Suzukiho reakce ke spojeni dvou arenovych prekurzori pii syntéze losartanu; THF — tetrahydrofuran, DEM — di-

ethoxymethan
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cich reakci. Napf. Overman a spol. pouzili enantioselektiv-
ni Heckovu reakci pii totalni syntéze (f)-fysostigminu”,
prirodniho alkaloidu, ktery je silnym inhibitorem acetyl-
cholinesterasy (obr. 3).

3.2. Suzukiho reakce

Suzukiho reakce"', tedy reakce halogenderivatu
s organoboritou slou¢eninou (typicky arylboronovou kyse-
linou) v pfitomnosti baze, se pouZziva nejcasteji pro pripra-
vu biarylovych sloucenin, poslouzi vSak stejné dobie i ke
spojeni sp® a sp> uhlikil. Reakce je omezena pouzitim rela-
tivné silné baze, ktera mize reagovat s citlivéjSimi reak-
tanty. Na druhé stran¢ jsou vSak organoborité vétSinou
dostupné jednoduchymi reakcemi organolithnych nebo
hofecnatych sloucenin s trialkyl-boraty nebo také adici
dialkylborant na terminalni alkeny. Cela tfada jich je do-
stupna komerc¢né.

Jelikoz jsou arylboronové kyseliny relativné polarni,
je mozné tuto reakci Gspésné provadét ve vodném prostie-
di nebo ve smési organického rozpoustédla s vodou. Jako
prakticky piiklad vyuziti Suzukiho reakce miize slouzit
piiprava losartanu'®, ktery se pouziva k 16¢b& vysokého
krevniho tlaku (obr. 4).

3.3. Sonogashirova reakce

Reakce, pri které piimo reaguje terminalni alkyn
s aryl- nebo vinylhalogenidem za pfitomnosti baze, se
nazyva Sonogashirova reakce'. Pouziva se piedeviim
k ptipravé arylalkynli a enynd. Jeji vyhodou oproti vySe
zminénym reakcim je moznost provedeni reakce za mir-
néjSich reakénich podminek, ¢asto za laboratorni teploty.
Lawrence a spol. napf. vyuzili Sonogashirovy reakce pfi
syntéze cis-kombrestatinu A-4, ktery byl studovéan jako
potencialni cytostatikum (obr. 5, cit.?’).

OMe

MeO

MeO
OMe
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Sonogashirova reakce je katalyzovéna palladnatymi
komplexy a typicky se provadi v piitomnosti slou¢enin Cu'
jako kokatalyzatoru®'. Mé&dné ionty (obdobné i ionty ji-
nych kovi) pravdépodobné reaguji s alkynem a bazi za
vzniku acetylidu m&d'ného®, ktery vstoupi do katalytické-
ho cyklu a reaguje s komplexem L,Pd(R)X.

V roce 1992 Genét a spol. jako prvni popsali Gspés-
nou Sonogashirovu reakci provedenou bez pfidani slouce-
nin mé&di (tj. pouze v pfitomnosti octanu palladnatého a tris
(3-sulfonatofenyl)fosfinu jako pomocného ligandu)®. Jako
katalyzatory byly pozdéji v reakcich provadénych bez
sloucenin médi tspesné pouzity také jednoduché palladna-
t¢ soli bez stabilizujicich ligandd** a dokonce i palladium
deponované na aktivnim uhli*>.

3.4. Stilleho a Negishiho reakce

Reakce organocini¢itych sloucenin s nenasycenymi
halogenderivaty (Stilleho reakce)' a reakce organozine&na-
tych sloucenin s alkenyl- nebo arylhalogenidy (Negishiho
reakce)', katalyzované slou¢eninami palladia, jsou Gasto
pouzivany v syntézach analogl pfirodnich latek. Jejich
hlavni vyhodu pfedstavuje moznost slu¢ovat méné reaktiv-
ni uhliky s sp® hybridizaci. Zda se, Ze tyto reakce jsou do
jisté miry komplementérni. Kdyz jedna z nich selhadva,
druha casto probiha velice dobfte. Jako piiklad zde poslou-
7i syntéza kalykulinu A (obr. 6, cit.*®). Tyto reakce nebyly
zkoumany z hlediska vyuziti rozlicnych katalyzatori do
takové miry jako reakce predchozi, zvlast€¢ pak
v heterogennich variantach. Proto také neni tolik objasné-
na role nanocéstic v téchto reakcich. Pfedpoklada se vSak,
7e je podobna jako v piedchozich piipadech?’.

OMe

HO O

[Pd(PPh,),], Cul ‘ ‘

piperidin, 20 °C, 1 h

MeO I

OMe

OMe

MeO OMe OMe

cis-kombrestatin A-4

Obr. 5. Pouziti Sonogashirovy reakce pri pripravé cis-kombrestatinu A-4
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[Pd,(dba),], Ph,As

THF, 50 °C, 40 %

BuﬁnWOH

CH,

e

1. Pd(PPhy),, 0 °C, 15 min.

2. DIBAL-H

kalykulin A

Obr. 6. Porovnani pouZiti Stilleho a Negishiho reakce pfi totalni syntéze kalykulinu A; DIBAL-H je i-Bu,AlH, dba je dibenzyliden-

aceton

4. Spojovaci reakce vedouci ke vzniku
vazby C-heteroatom

Jiz v 70. letech dvacatého stoleti byly publikovany
reakce, ve kterych byla spojovaci reakci vytvofena vazba
uhlik-dusik®®. Tyto reakce viak dlouho nenalezly tak iro-
ké pouziti jako C-C spojovaci reakce. Az Buchwald a Har-
twig"?’ zavedli obecné pouzitelné metody tvorby vazeb C-
heteroatom. Ve svych pracich studovali reakce arylhaloge-
nidi s neorganokovovymi nukleofily za pfitomnosti pal-
ladnatych komplexd (definovanych ¢i pfipravovanych in
situ z palladnatych soli a ligandl; obr. 7). Nukleofily
v Buchwaldové-Hartwigové reakci mohou byt aminy,
amidy, iminy, hydraziny, alkoholy, thioly atp. BéZn¢ se tak
touto reakci daji tvofit nejen vazby C-N, C-O, ale také
vazby C-S a C-P.

Predpoklada se, Ze zjednoduseny katalyticky cyklus*
této reakce je podobny jako v C-C spojovacich reakcich
(viz obr. 8). Prvnim krokem je oxidacni adice arylhaloge-
nidu na palladiovou species (Pd(0)). Nasleduje reakce
s nukleofilem za ptitomnosti baze, kdy nukleofil nahradi

Pd(0), baze
AX + Nu—H — > Ar—Nu

Obr. 7. Obecné schema Buchwaldovy-Hartwigovy reakce
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koordinovany halogenid. Poslednim stupném je pak re-
dukéni eliminace produktu, kterou se zaroven regeneruje
vychozi palladiovy komplex.

V dne$ni dobé se jako katalyzatory pro spojovaci
reakce C-heteroatom bézné pouzivaji definované (predem
pripravené) fosfinové komplexy palladia, nebo se do re-

Pd(ll) nebo Pd(0)

prekatalyzator

l ArX

12
Ar-NR'R LPd(0)
L,Pd(Ar)(NR'R?) L, Pd(Ar)X
baze, HX baze, HNR'R?
Obr. 8. Zjednoduseny katalyticky cyklus Buchwaldovy-

Hartwigovy aminace; L znaci obecny ligand
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akéni smési pridavaji palladnaté soli a fosfinové ligandy,
ze kterych nasledné komplex vznika’. Objevuji se ale také
prace, ve kterych jsou k palladiovym solim misto fosfino-
vych ligandt piidavany tetrabutylamoniové soli’', coz by
mohlo znamenat, ze iv téchto reakcich palladiové nano-
Castice hraji podobnou ulohu jako v C-C spojovacich reak-
cich (podrobngji viz dale).

5. Palladiové katalyzatory

Za dobu uplynulou od objevu palladiem katalyzova-
nych spojovacich reakci'” se postupné ukazalo, Ze palla-
dium v témeéf vSech formach je schopné s nizsi nebo vyssi
aktivitou tyto reakce zprosttedkovat. Mezi nejcastéji pou-
zivané katalyzatory vSak stale patfi tradi¢ni fosfinové
komplexy a palladacykly'®. Pfedpokladalo se, Ze tyto latky
nejsou  skutecnymi  katalyzatory, nybrz jen pre-
katalyzatory, které jsou za podminek reakce pievedeny
v katalyticky aktivni slouceniny palladia s oxidacnim ¢is-
lem nula. Pozdgji se v8ak prokazalo, Ze v fad¢ ptipadi jsou
v reak¢ni smési detegovatelna mnozstvi kovovych (tj. pal-
ladiovych) nanocastic, a to jiz pii nizkych konverzich®.
Rovnéz reak¢ni kinetika uvedenych reakci nasvédcuje
tomu, Ze slozité a drahé komplexy mnohdy slouZi jen jako
zasobarna palladia, ze které se aktivni forma kovu pomalu
uvoliuje ve formé palladiovych nano&astic*.

Nasledny vyzkum potvrdil, Ze samotné palladiové
nano&astice mohou katalyzovat spojovaci reakce®. Ve
srovnani s vétSimi kompaktnimi formami kovu vynikaji
nanocastice vysokym pomérem specifického povrchu
k hmotnosti a vysokym podilem ploch a hran pftistupnych
pro reaktanty. Jejich zdkladni nevyhodou je vSak nestalost,

®®®

Obr. 9. Schematické znazornéni elektrostaticky stabilizované
nanocastice, jeZ je obklopena dvojitou vrstvou elektricky
nabitych &astic®
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zpusobena povrchovym napétim. To se projevuje vysokou
tendenci k agregaci, jeZ samoziejmé¢ sniZuje jejich kataly-
tickou aktivitu. Proto je tieba palladiové nanocastice pfi-
pravovat zplsobem, ktery zamezi jejich samovolnému
shlukovani.

Pfimou moznosti je kondenzace kovu z plynné faze®®.
Tato technika je v§ak v bézné praxi nevyhodna pro ptipra-
vu vét§siho mnoZstvi nanoc¢éstic. Proto byly vyvinuty dalsi
zpusoby piipravy zalozené napf. na elektrochemickych
déjich nebo prosté chemické redukci palladnatych soli.
Aby nedochazelo k agregaci vznikajicich nanocastic, je do
smeési pfidavano stabilizujici ¢inidlo. Tim mohou byt tetra-
alkylamoniové soli, polymery (napi. poly(l-vinyl-2-
pyrrolidon)), dendrimery” nebo silna polarni rozpoustédla
jako propylen-karbonat (priklady viz dale).

Stabilizujici ¢inidla mohou plisobit dvéma zékladnimi
mechanismy: (i) elektrostatickymi interakcemi (obr. 9),
kdy jsou na povrchu kovu adsorbovany vhodné anionty
(napf. halogenidy nebo citraty), které kompenzuji kladny
naboj nanocastice, nebo (ii) sterickymi interakcemi, které
brani ptiblizeni a agregaci ¢astic (napt. adsorpci polymer-
niho Fetézce na povrch nano&astice®).

Takto pfipravené nanocastice se mohou pouZit pfimo
v roztoku ke katalyze podobné jako obvykly homogenni
katalyzator nebo mohou byt naneseny na povrch vhodného
inertniho nosice (napt. SiO,, Al,O; a oxidy kovu, aktivni
uhli, uhlikové nanotrubice).

6. Pouziti palladiovych nanocastic v katalyze

Jak jiz bylo uvedeno dfive, jsou palladiové nanocésti-
ce aktivnimi katalyzatory spojovacich reakci. Narozdil od
komplext palladia se vSak beéhem reakce snadno shlukuji,
¢imz vyrazné klesa jejich katalyticka aktivita. De Vries
a spol.** kuptikladu zjistil, ze pfi Heckové reakci bromben-
zenu s butyl-akrylatem katalyzované octanem palladnatym
zavisi pocet reak¢nich obratti (TON) na mnozstvi katalyza-
toru v reakéni smési. Cim mensi mnoZstvi palladia je
v reak¢ni smési pritomno, tim vyssi je TON. Toto pozoro-
vani se vysvétlilo pomalejsi agregaci kovovych nanocastic
v dusledku jejich nizsi koncentrace v reakénim prostiedi.

Jiny zplsob zvySeni katalytické aktivity palladiovych
nanocastic prestavuje pridani stabilizujiciho ¢inidla do
reakéni smési. Jeffery zvolil tetrabutylamonium-chlorid
(reakce methyl-akrylatu se substituovanymi aryljodidy pfi
30 °C po 1 az 3 dnech probihala s vice nez 90% konverzi)',
zatimco Reetz pouzil N,N-dimethylglycin (Heckova reakce
styrenu s aktivovanymi i deaktivovanymi arylbromidy: po
10 hodinéch pii 130 °C bylo dosazeno 60-100 % konver-
ze)*’. Casto byly studovany systémy, ve kterych jsou pal-
ladiové nanocastice vytvoreny pied zaCatkem reakce.
V téchto ptipadech bylo jako stabilizatorG pouzito silné
polarnich rozpoustédel. Reetz a spol.*’ pripravili nano&as-
tice redukci octanu palladnatého v pfitomnosti propylen-
karbonatu a jimi pak katalyzovali reakci bromarent se
styrenem. Aktivovany 1-brom-4-nitrobenzen zreagoval
aplné jiz po 5h pii 130 °C, zatimco neaktivovany
brombenzen zreagoval pouze z 8 % po 15 h pti 147 °C .
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Obr. 10. Snimek palladiové nanocastice adsorbované na po-
vrch mezoporézniho molekulového sita MCM-41 ziskany
z transmisniho elektronového mikroskopu; castice ma pravi-
delnou strukturu kovu. Zvyraznéna je vzdalenost krystalografic-
kych rovin [111] (cit.>®)

Trzeciak a sp01.4' zkoumali nanocastice stabilizované poly
(1-vinyl-2-pyrrolidonem), které pouzili jako katalyzatory
reakce brombenzenu s butyl-akrylatem. Po 2 h pii 130 °C
doséhli 73% konverze brombenzenu. Katalyzator byl na-
sledné jesté trikrat pouzit, ale jeho aktivita postupn¢ klesala.
Pfi ¢tvrtém pouziti dosahla konverze po 4 h pouhych 18 %.

Jinou mozZnosti, jak zachovat aktivitu palladiovych
nanocastic v reak¢éni smési po delsi dobu, je naneseni na
povrch pevného nosice®, jimz miize byt kupiikladu aktivni
uhli*, uhlikové nanotrubice®, organické polymery® nebo
inertni anorganické materidly jako kfemicitany, hlinitokte-
micitany, a oxidy kovl. Zvlastni pozornost si zaslouzi
zeolity a v poslednich letech také mezoporézni molekulova
sita. Zeolity jsou mikroporézni krystalické hlinitokfemici-
tany. Naboj jejich krystalické mfizky je kompenzovan
elektrostaticky vazanymi protony, kationty amonnymi
nebo kationty kovi*, coz umoziluje rovnomémé nanést
palladnaté ionty (,,volné“ nebo koordinované) jednodu-
chou iontovou vyménou z roztoku palladnatych soli. Na-
piiklad de Vos aspol.*’ ptipravili modifikované zeolity
mordenit, ZSM-5 a zeolit Y iontovou vyménou za ionty
[PAONH;),*" a pouzili je vHeckové reakci 4-
bromacetofenonu s butyl-akrylatem. Dosazené konverze se
pohybovaly mezi 65 a 90 % po 25 az 50 h. V pritokovém
uspotadani pak dosahli stejni autofi 33% konverze.

Po iontové vyméné mize byt palladnaty ion piimo
zredukovén na palladiové nano&astice. Djakovitch a spol.*®
porovnali katalytickou aktivitu mordenitu a zeolitu Y ion-
tové vyménénych s [Pd(NH;3),]*" sjejich redukovanymi
obdobami, ziskanymi redukei v proudu vodiku pii 350 °C.
Tyto katalyzatory testovali v reakci brombenzenu se styre-
nem. Stanovené konverze dosahovaly hodnot okolo 90 %
po 20 h reakce pri 140 °C. Katalyzatory obsahujici Pd(0)
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sice mély niz§i aktivitu nez jejich neredukované obdoby,
ale nevykazovaly induk¢éni periodu.

Corma a spol.*’ piipravili bifunkéni zeolitické kataly-
zatory zavedenim béaze na heterogenni katalyzator ionto-
vou vyménou za cesné nebo draselné ionty a nasledné
dopovali nosi¢ roztokem chloridu palladnatého. Takto
pripravené katalyzatory vSak vykazovaly v reakci brom-
benzenu s fenylboronovou kyselinou vytézky produktu
pouze kolem 40 %, a to i pfi pouziti vice nez 10 mol.%
palladia v reak¢ni smési.

Nevyhodou pouziti zeolitti ve spojovacich reakcich je
omezena velikost vstupnich oken do kanali zeolitu',
z toho divodu se v soucasné dobé zaméfila pozornost spi-
$e na mezoporézni molekulova sita®’. Ta byla poprvé pii-
pravena na za&atku 90. let v laboratofich firmy Mobil’'.
Jedna se opét o kiemicitanové nebo hlinitokfemicitanové
materialy, které disponuji pory o velikosti né€kolika nano-
metrt (2-30 nm).

Mezoporézni molekulova sita se pripravuji templato-
vou syntézou za pouziti polarnich micel. Tyto micely jsou
po ptidani vhodného prekurzoru (napft. tetracthoxysilanu
nebo vodniho skla) obaleny amorfnimi kifemicitany. Po
kondenzaci kifemicitanového obalu je templat odstranén
kalcinaci nebo extrakci organickym rozpoustédlem. Kro-
mé definované porézni struktury je vyhodou mezoporéz-
nich molekulovych sit predev§im jejich velky mérny po-
vrch, ktery &asto prevysuje 1000 m*g™”, a lze jej pomémé
snadno chemicky modifikovat.

Palladium bylo zavedeno na povrch mezoporéznich
molekulovych  sit  depozici  [Pd(n’-CsHs)(n*-C5Hs)]
zplynné faze a naslednym tepelnym rozkladem™. Takto
nanesené¢ palladiové nanocastice byly pouzity v reakci
styrenu a butyl-akrylatu s aktivovanymi arylbromidy. Kon-
verze ruznych arent byla téméf 100 % po 20 min az 2 h
reakce pfi 120 °C v N,N-dimethylacetamidu.

Dalsi moznost, jak zabezpecit vznik malych palladio-
vych nanocastic, predstavuje naneseni palladiového klastru
na povrch nosi¢e a jeho nasledny rozklad. Behrens
aspol.”® impregnovali mezoporézni molekulové sito
MCM-41 osmijadernym klastrem [Pdg(CO)g(PMes)/],
ktery poté rozlozili pti 180 °C. Takto pfipravili nanocasti-
ce palladia o priméru zhruba 4,5 nm. Pokud byl misto
karbonylového klastru pouzit octan, chlorid nebo acetyla-
cetonat palladnaty, vznikaly nanocastice o pruméru 7 az
30 nm.

Molnar a spol.** ptidali chlorid palladnaty piimo do
syntézni smési pfi piipravé mezoporézniho molekulového
sita. Takto pripraveny katalyzator testovali v reakci styre-
nu a methyl-akrylatu s aktivovanymi i deaktivovanymi
bromareny; do reakéni smési pridali také tetrabutylamoni-
um-chlorid. Dosazené konverze se pohybovaly mezi 80
a 100 % po 6 h reakce v 1-methyl-2-pyrrolidonu pii 150 °C.

Shi a spol.”® nechali zreagovat mezoporézni moleku-
lové sito s trimethoxysilanem, ¢imZ pokryli jeho povrch
molekulami s vazbou Si-H, které nasledné slouzily jako
redukéni ¢inidlo v reakci s octanem palladnatym. Takto
pripraveny katalyzator pouzili v reakci styrenu a methyl-
akrylatu s brombenzenem a aktivovanymi bromareny. Pfi
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HO—\_/—OH + H2N—\_ CN_\_
— H ~
© OH

Obr. 11. Kondenzaéni reakce 2-aminoethanolu se (Z)-but-2-en-1,4-diolem za vzniku 1-(2-hydroxyethyl)pyrrolu

reakci aktivovanych arylbromidd dosahli konverzi vyssich
nez 95 % jiz po 8 h pti 120 °C, ovSem brombenzen zreago-
val pouze z 40-50 % po 2 dnech pii 170 °C. Takto pfipra-
veny katalyzitor nevykazoval sniZovéani aktivity pfi opa-
kovaném pouziti.

V nadi praci jsme ukazali®®, 7e i pfedem piipravené
palladiové nanocastice mohou byt naneseny na mezopo-
rézni molekulové sito. Nanocastice jsme pripravili termo-
chemickou redukei octanu palladnatého v tetrahydrofuranu
za pritomnosti stabilizujiciho ¢inidla tetrabutylamonium-
acetatu nebo jen v propylen-karbonatu, ktery je diky své
polarit¢ a donorovym vlastnostem schopen castice stabili-
zovat. Pripravené kovové nanocastice byly jednoduse de-
ponovany (adsorbovany) na mezoporézni molekulové sito
MCM-41 a ziskané katalyzatory nasledné pouzity pti kon-
denzacni reakci (Z)-but-2-en-1,4-diolu s 2-aminoethano-
lem za vzniku 1-(2-hydroxyethyl)pyrrolu (obr. 11). Kata-
lyzator ziskany znanocastic ptipravenych v pfitomnosti
tetrabutylamonium-acetatu jako stabilizacniho ¢inidla vy-
kazal v uvedené reakci ponckud vyssi aktivitu, coz odpovi-
da mensimu priméru nanocastic.

Nasledné jsme ptipravili hlinitokfemicitanova mezo-
porézni molekulova sita, kterd jsme vymeénili do cesné
formy a na n€ nanesli palladiové nanocastice pripravené
opét predem redukci octanu palladnatého v pfitomnosti
tetrabutylamonium-acetatu®. Tyto bifunkéni (bazické
azaroven palladiové) Kkatalyzdtory jsme testovali
v Heckové reakci butyl-akrylatu s brombenzenem bez
pfitomnosti baze. JelikoZ bifunkéni katalyzatory vykazo-
valy zhruba pétkrat nizsi aktivitu nez obdobné ptipraveny
katalyzator obsahujici pouze palladiové nanocéstice kom-
binované s octanem sodnym, je velmi pravdépodobné, Ze
limitujicim faktorem je kromé ostatnich podminek také
mnozstvi baze vyuzitelné pro reakci. Porovnali jsme také
rychlost reakce provadéné za obvyklych podminek (tj.
s ohfevem v olejové 1azni) a v mikrovinné peci. Pfi mikro-
vinném ohfevu probihala reakce zhruba desetkrat rychleji;
dosazena konverze po 10 h byla 35 %. Pomoci rentgenové
difrakce a transmisni elektronové mikroskopie s vysokym
rozliSenim jsme prokazali, ze mikrovinny ohfev zaroven
urychluje agregaci palladiovych ¢astic.

7. Zavér

Spojovaci reakce se bézné pouzivaji pti syntéze speci-
alnich chemikalii a ptirodnich latek’’. Jejich roziifeni
v primyslovych aplikacich prozatim mnohdy brani cena
palladnatych komplexi pouzivanych jako katalyzatory.
Protoze cena ligandi casto pievySuje cenu samotného
palladia, jsou stale Castéji studovany katalytické systémy,

které ligandy neobsahuji. Jako vhodné se jevi aktivni for-
my kovového palladia ve formé nanocastic. Zatim jsou
studované piedev§im v laboratornich podminkach, ale
mnoho vé&deckych skupin se intenzivné zabyvad moznosti
jejich stabilizace a recyklace a tim otevfit cestu k jejich
vyuZziti v b&zné chemické praxi.

I kdyz stale neni popsana vlastni katalyticky aktivni
Castice palladia, zdd se, Ze nanocCéstice hraji podstatnou
roli v katalyze spojovacich reakci. Hlavnim problémem
zustava, jak zabranit jejich shlukovani a s tim spojené de-
aktivaci katalyzatoru. Dale také neni znamo, z jakého du-
vodu mald zména katalytického systému, napf. zména
baze, nebo pouziti jen mirné odlisného substratu, vede
Casto k velmi odlisnym rychlostem reakce. Pochopeni
téchto zakladnich principii pfi spojovacich reakcich je
nutné k jejich vétSimu rozsifeni v praimyslovych vyrobach
a k zefektivnéni téchto procest.
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Chemistry, Academy of Science of the Czech Republic):
Palladium Nanoparticles in the Catalysis of Coupling
Reactions

Cross-coupling reactions have become an indispensa-
ble tool for creating new carbon-carbon and, more re-
cently, also carbon-heteroatom bonds. After a brief survey
of the most frequently encountered reaction types, the
present review gives examples of the reactions performed
in the presence of Pd nanoparticles or supported heteroge-
neous Pd catalysts. The new catalytic systems are effective
mediators of cross-coupling reactions with a great practical
potential.
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1. Uvod

V prirode sa sira nachddza v mnohych organickych
i anorganickych latkach. Z anorganickych zlucenin su
najbeznejSie elementarna sira a sulfidy, oxidy siry, siriCita-
ny a sirany. Pre metabolizmus akejkol'vek bunky su sirne
latky nepostradatelné. Sira je sticast'ou esencidlnych vita-
minov, koenzymov, aminokyselin a proteinov a bez nich
by zivé organizmy nemohli existovat. Bez dostatku tych
spravnych sirnych zluc¢enin by nebolo ani kvalitné vino.

2. Vini¢

Rastliny, ateda aj vini¢ hroznorody (Vitis vinifera)
prijimaji siru v anorganickej forme. Korefimi z pody ju
Cerpaju vo forme siranovych anionov, listami zo vzduchu
ako oxid siri¢ity a z pripravkov na ochranu rastlin v podo-
be siranov a elementarnej siry. Deficit sirnych zlt¢enin vo
vyzive rastlin spdsobuje chlorozu listov a celkové Zltnutie
vSetkych zelenych Casti. Na listoch sa postupne zjavujt
vyrazné Skvrny, tvoria sa lézie, pletivo nekrotizuje a listy
su skratené a vel'mi krehké. Rastliny s vysokym deficitom
siry samozrejme nekvitnu a neprinasaja ziadnu trodu. Aby
vini¢ dobre prosperoval, a aby hrozno obsahovalo dostatok
sirnych zlucenin pre d’alSie posobenie kvasiniek, potrebuje
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vini¢ dostato¢ny prisun anorganickej siry. Vzhl'adom na
spravne hnojenie, Casté postreky a vzduch s exhalatmi
s obsahom siry, nedostatok sirnych latok vinicu vacSinou
nehrozi. Kumulécia siry najmid v emisiami zataZenych
oblastiach méze zapricinit’ problémy s jej relativnym nad-
bytkom aso znizovanim odolnosti vini¢a voci réznym
chorobam.

V hroznovom muste sa sira nachadza najmé v podobe
siranov  a siri¢itanov, mensie mnozstva su viazané
v proteinoch, peptidoch, niektorych vitaminoch, alebo
v podobe viazanych tiolov. Dostato¢na koncentracia asimi-
lovatel'nej siry (v spojeni s dostatkom dusikatych latok) je
nesmierne dolezitd pre metabolizmus, rast a fermentaciu
kvasiniek a nasledne aj pre vyrobu kvalitného vina. Opti-
mélna koncentracia celkovej siry, ktord zabezpeci idedlny
priebeh fermentacie, je 10 mg 17"

3. Oxid siricity

Neodmyslitelnou sirnou zluc¢eninou, ktora zasadne
ovplyviiuje vyrobu vina, je oxid siri¢ity (SO,). Je to bezfa-
rebny reaktivny plyn, ktory vznika oxidaciou siry a pri
vyssich koncentraciach ma ostry stiplavy zapach. Aplika-
cia SO, ma vo vinarstve z technologického hl'adiska nena-
hraditelny vyznam. Oxid siri¢ity zabezpecuje fyzikalno-
chemicki a biologicku stabilitu vina, priCom sa vyuZziva
jeho antioxida¢ny a antimikrobialny ucinok.

Antioxidacny uc¢inok SO, spoc¢iva v jeho schopnosti
viazat’ molekulovy kyslik a zabranovat' tak chemickym
1 enzymovym oxidacidm:

SO, +1/2 0, — SOs* (1)

SOs* +1/2 0, > SO~ 2)

Protialdehydicky ucinok sa zakladd na schopnosti
SO, viazat' acetaldehyd, priCom vzniké4 senzoricky neak-
tivna kyselina acetaldehydsiricitd. Volny acetaldehyd,
ktory vo vysSich koncentraciach vinu dodava zvetrant
a §tiplava prichut”, sa tak eliminuje. Oxid siri¢ity zarovei
brani vzniku kyseliny octovej z acetaldehydu, ¢im sa pred-
chéadza naruseniu aromatického profilu vina.

Oxid siric¢ity sa vo vine vyskytuje v roznych forméach,
no antiseptické vlastnosti SO, s najmé vysledkom vplyvu
molekulového SO,. Molekulovy oxid siri¢ity je asi pét-
stokrat ucinnejsi voci kvasinkam, ako ostatné¢ formy vol-
ného SO,. Vo vine s pH 3,0-4,0 sa 94-98 % SO, vyskytu-
je vo forme siri¢itanovych (SOs*) a hydrogénsirigitano-
vych (HSOj;") i6nov, a iba maly podiel (2—6 %) sa nacha-
dza v molekulovej forme. Viazany oxid siri¢ity na mikro-
organizmy negativne nevplyva’.

Oxid siri¢ity do bunky prechadza jednoduchou difu-
ziou a v kyslom prostredi cytoplazmy disociuje. V bunke
sa siriCitany hromadia a reaguji s koenzymami (NAD,
FAD, FMN), kofaktormi, vitaminmi a nukleovymi
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kyselinami’. Tieto a mnohé d’alsie reakcie postupne vedu
k nevratnej inhibicii rastu kvasiniek a smrti bunky. Rezis-
tencia niektorych mikroorganizmov k uréitym davkam
SO, je dand geneticky. Z mikroorganizmov, ktoré sa vy-
skytuju v muste a vo vine, s na ucinok SO, citlivé najmi
octové a mliecne baktérie, apikuldtne kvasinky a vléknité
huby. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomyces bayanus su podstatne odolnejSie a toleru-
ju asi 4 mg I”" molekulového SO,. Koncentracia 8 mg 1™
molekulového SO, ich rozmnoZovanie zastavi a na kom-
pletnii destrukciu S. cerevisiae je potrebnd davka vyssia
ako 50 mg "' molekulového SO,.

Spravne davkovanie SO, v spojeni s pouzitim Cistej
kultiry kvasiniek umoziiuje kontrolovat priebeh celej
fermentacie a vyroby vina. Samotny pridavok komercne;j
Startovacej kultary S. cerevisiae do spontanne kvasiaceho
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mustu nepostacuje na to, aby sa hned’ stal prevladajucim
v populacii pritomnych kvasiniek a fermenticia bola od
zaCiatku kontrolovana. Pridavok SO, vsak jeho dominan-
ciu zabezpeci.

4. Sirny metabolizmus kvasiniek

Rast kvasiniek a ich metabolizmus je podmieneny
dostatkom sirnych aminokyselin, ako su cystein, metionin,
S-adenozylmetionin a glutation. Ak tieto latky vo vyzive
kvasiniek chybaju, bunka si ich musi syntetizovat’
z anorganickych sirnych komponentov. Pre hroznovy must
je typické, ze obsahuje nedostatok organickych sirnych
zlugenin (menej nez 10 mg I”! cysteinu a metioninu), o je
signalom pre ich syntézu z anorganickych zdrojov*’. Vig-
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Obr. 1. Schéma sirneho metabolizmu vinnych kvasiniek (Swiegers a spol., 2005)
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Sina kvasiniek je schopna utilizovat’ siru v podobe siranov.
Tieto su v bunke pomocou série enzymov redukované na
sulfidy, ktoré su prekurzormi dalSich sirnych zlucenin
(obr. 1). DoleZitym krokom metabolickej drahy sirnych
zlicenin je zabudovanie sulfidov do $truktiry aminokyse-
linovych  prekurzorov = O-acetylserinu a  O-acetyl-
homoserinu. Vytvoria sa tak aminokyseliny cystein
a homocystein, ktory je d’alej transformovany na metionin.
Sulfid je vtychto aminokyselinach bezpecne viazany
a podiel'a sa na vzniku d’alsSich latok, napriklad proteinov.
Tento krok je pre technoldogiu vyroby vina vel'mi dolezity.
Ak totiz aminokyselinové prekurzory v kvasnic¢nej bunke
chybaji, sulfidy sa nemaji na ¢o naviazat’ a vo forme sul-
fanu sa uvolnuju do prostredia. Na syntézu O-acetylserinu
a O-acetylhomoserinu (dusikatych latok schopnych viazat
sulfidy) je potrebny koenzym A a jeho kofaktor kyselina
pantoténova. Kyselina pantoténova je dusikata latka
av kvasinkdch  vznikd transformdciou aminokyselin
(valinu a kyseliny asparagovej). Sirny metabolizmus kva-
siniek je teda vel'mi uzko prepojeny s metabolizmom dusi-
katych latok™®. Pri dlhodobom nedostatku utilizovatelného
dusika kvasinky postupne odumierajl, proteiny sa degra-
duju a sira sa z aminokyselin uvol'fiuje opét’ vo forme siro-
vodika.

5. Vitaminy

Pre spravnu funkciu enzymovych systémov a celkovu
aktivitu kvasiniek su dolezité vitaminy. Velka véicsina
vitaminov (inositol, biotin, kyselina listové, kyselina pan-
toténova) je vmuste pritomnda v dostato¢nych
koncentraciach”®. Kritickymi rastovymi faktormi sa tiamin
(vitamin B;) a biotin, ktoré oba patria medzi sirne zltceni-
ny. S. cerevisiae si tiamin dokaze syntetizovat' sam, ale
biotin potrebuje prijimat’ v hotovej podobe. Napriek tomu,
nedostatok tiaminu v muSte spdsobuje zastavenie fermen-
tacie a rastu kvasiniek.

Nedostatok tiaminu v médiu mdézu spdsobovat’ nesa-
charomycétne kvasinky (Kloeckera apiculata, Candida
stellata, Metchnikowia pulcherrima). Tieto druhy uz za
niekol’ko hodin spotrebujii majoritnii €ast’ vitaminu B,
v mu$te a fermentacia sa tak moze zastavit' skor, ako sa
must zakvasi Cistou kultarou S. cerevisiae. Nedostatok
tiaminu je typicky aj pre hrozno napadnuté plesnou Botry-
tis cinerea. Pridavok vitaminov do média podporuje rast
a navysenie biomasy’. Pouzitim vitaminového preparatu sa
zarovell zniZzia potrebné davky oxidu siri¢itého, pretoze
optimalne zivené kvasinky viazu podstatne menej SO, ako
kvasinky s deficitom vitaminu B, (cit.®). Optimalna kon-
centracia tiaminu pre S. cerevisiae je 50-500 pg1™'. Vita-
min B, sa do mustu priddva vo forme tiaminhydrochloridu,
najviac viak v davke 0,6 mg 1.

Deficit biotinu sposobuje inhibiciu fermentécie gluko-
zy a fruktozy a znizenie syntézy mastnych kyselin, DNA,
RNA a celkovych proteinov. V bunkovej stene klesa obsah
mananov, narastd koncentracia glukanov a krehkost’ bun-
kovej steny sa zvySuje. Pre vacSinu kvasiniek je postacuji-
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ca koncentracia biotinu v prostredi 1 ug 1™, maximalny
rast dosahujt pri koncentracii 100 pg 1™

6. Sirna aréma vina

Prchavé sirne zlGceniny hraji v arébme vina signifi-
kantnt rolu. Je to spojené s ich vysokou prchavostou, re-
aktivitou a intenzivnym prejavom aj pri velmi nizkych
koncentraciach'®. Niektoré zo sirnych zlu¢enin s dolezité
pre kvalitu vina, iné spdsobuju silne negativne zapachy, a
to 1 pri extrémne nizkych koncentracidch (tab. I). Tvorbu
prchavych sirnych zltcenin ovplyviiuju organické a anor-
ganické sirne zluceniny, vyZivové parametre mustu a me-
tabolizmus kvasiniek. Viacsina prchavych sirnych latok
nachadzajucich sa vo vine sa vytvara pocas alkoholovej
fermentécie kvasinkami S. cerevisiae''.

Prchavé sirne latky sa podla prchavosti delia do
dvoch zakladnych kategorii: lahké s bodom varu pod 90 °C
a tazké s bodom varu nad 90 °C. Koncentracia l'ahkych
sirnych zlucenin vo vine sa vyzrievanim zvysuje, ale je
mozné ich odstranit. Tazké sirne zli¢eniny maji nizku
prchavost, vyzrievanim sa ich koncentracia vo vine neme-
ni a odstranit’ sa nedaju. Vysoka koncentracia prchavych
sirnych latok vo vine, takzvana ,,sirka“, je priamo spojena
s metabolickou c¢innostou kvasiniek. Tuto neprijemna
vadu vina sposobuji rozne sirne zluceniny — tioly, polysul-
fidy a sirne alkoholy, ale majoritné postavenie ma sirovo-
dik. Produkciu H,S ovplyviluje najmi zloZenie mustu,
koncentracia a zastipenie roznych sirnych a dusikatych
latok, ale tieZ geneticka vybava zainteresovanych kmenov
kvasiniek.

6.1. Sulfan

Sulfan je vo vine najrozsirenejSou sirnou zlii¢eninou.
Jeho ardma pripomina hnilé vajcia a prah citlivosti vone je
10-80 pg 1™, Sulfan je vysoko reaktivna zlugenina, ktora
generuje nové senzoricky aktivne latky'’. Sulfan produko-
vany na zaciatku fermentacie je asociovany s rastom kva-
siniek a typickym nedostatkom vyZzivovych faktorov, Spe-
cialne fosforeCnanu amoénneho a kyseliny pantoténove;j.
Hladina 60-250 mg I"" asimilovatelného dusika a 250 mg 1”!
kyseliny pantoténovej zabezpeCi signifikantné znizenie
produkcie H,S a inych prchavych sirnych zlucenin'?.

Mechanizmus tvorby sulfinu pocas zaverecnej fazy
kvasenia je podmieneny kmefiom kvasiniek'*'*. Pri rovna-
kych podmienkach produkuji rézne kmene rézne mnoz-
stva sulfanu™'’. Geneticka vybava Saccharomyces cerevi-
siae aexpresia génov kodujicich enzymy jednotlivych
krokov sirneho metabolizmu teda jednozna¢ne produkciu
sulfanu ovplyviuje. Potvrdzuji to mnohé genetické studie.
Nadexpresia génu MET17, ktory koduje O-acetylserin/O-
acetylhomoserin sulfhydrylazu, napr. vedie k vySSiemu
vyvézovaniu sulfidov apodstatnej redukcii tvorby
sulfanu'”.

»Sirka“ vo vine sa oSetruje modrym Cirenim — pouZi-
tim siranu med’natého. Med'naté idny reaguju s volnymi
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Tabulka I
Charakteristika prchavych sirnych zlucenin vo vine (Swiegers a spol., 2005)
Prchavé sirne zli¢eniny Koncentracia Prah vone  Aréma
vo vine [pgI™'] [ugl']
Sulfan stopy—80 10-80 hnilé vajicka
Metantiol 2,1-5,1 0,3 hnila voda
Etantiol 1,9-18,7 1,1 cibula, guma, zemny plyn
Dimetylsulfid 1,4-61,9 25 Spargla, kukurica, melasa
Dietylsulfid 4,1-31,8 0,93 cibul’a, cesnak
Dimetyldisulfid 2 15,2 varend kapusta
Dietyldisulfid stopy—85 4,3 cesnak, spalena guma
Metionol 140-5000 500 karfiol, kapusta, zemiaky
Benzotiazol 0-11 50 guma
Tiazol 0-34 38 pukance, araSidy
4-Metyltiazol 0-11 55 zeleny lieskovec
2-Furanmetantiol 0-350ng "' Ingl” spalena guma / prazena kéva
Tiofén-2-tiol 0-11 0,8 spalena guma / prazena kava
4MMP 0-30 ng I! 3ng ! »Sauvignon blanc aroma, macaci mo¢ / ¢ierne ribezle
3MH 0,5-5 60 ng 1! granatové jablko, grapefruit
3MHA 1-100 ng 1! 4ngl”! ,rizlingova“ aréma, granatové jablko, kruSpan

tiolmi a H,S a vytvaraju sulfidy, ktoré mozno odfiltrovat’.
Znovuvytvorenie zapachov vo vine pocas skladovania po
oSetreni siranom mednatym a naflaSovani je spojena
s tvorbou neprijemnych prchavych latok vznikajlcich
napr. hydrolyzou esterov kyseliny tiooctovej, pricom sa
znova uvolnuju zapachajuce tioly. Med’naté iony s estermi
kyseliny tiooctovej nereaguju, preto je pre Gplné odstrane-
nie tychto neziadicich latok nutné oSetrenie siranom med'-
natym opakovat’.

6.2. Tioly a d’alSie sirne latky

Jednou z najdodlezitejSich skupin aromatickych latok
vo vine su tioly (merkaptany). Tioly vznikaju metaboliz-
mom kvasiniek a ich prekurzorom mézZe byt sulfan'®. Na-
priklad etantiol vzniké4 reakciou sulfanu s etanolom alebo
acetaldehydom. V zavislosti od koncentracie a typu mozu
merkaptany zapéachat’ alebo prijemne vonat’. Tiofén-2-tiol
ma dymovi aromu, vo vySSich koncentraciach zapacha
ako spalena guma a v nizkych vytvara aromu Cerstvo po-
mletej kavy. Najbeznej§imi merkaptanmi vo vine si me-
tantiol a etantiol. Su to typicky zapachajuce latky. Metan-
tiol mé zépach hnijicej vody, etantiol mé zapach surovej
cibule.

Niektoré¢ merkaptany v nizkych koncentracidch
prijemne vonaju a tvoria tzv. odrodovy charakter hrozna.
Napriklad 4-merkapto-4-metylpentan-2-6n (4MMP) je
latka zodpovedna za odrodovy charakter variety Sauvig-
non Blanc'’, 3-merkaptohexylacetat (3MHA) zase za ar6-
mu rizlingov. 3-Merkaptohexanol (3MH) moze vonat po

157

Ciernych ribezliach, grapefruite alebo granatovom jablku,
2-furdnmetantiol a 2-furfuryltiol mézu mat’ arému praze-
nej kavy'®. Prchavé tioly sa v hrozne vo volnej forme ne-
vyskytuji. Prchavy 4MMP typicky pre Sauvignon Blanc je
v muste viazany na aminokyselinu cystein a vytvara nepr-
chavii zlu¢eninu'. Aby sa z tohto komplexu uvolnil, po-
trebuje zasah kvasiniek. S. cerevisiae ucinkom karbonsul-
furlydzy sprostredkiva Stiepenie neprchavych cysteino-
vych prekurzorov (Cys-4MMP), prchavy tiol sa uvoltiuje
avino ziska svoju typick arému. Uvolnenie 4MMP
z neprchavého komplexu koduju $tyri gény'® a mozno teda
vyhlasit, ze kmen kvasiniek a jeho geneticka vybava ak-
tivne ovplyviuje aj odrodovy charakter vina.

Dalgimi prchavymi sirnymi latkami vo vine sa poly-
sulfidy, ktoré vznikaji oxidaciou tiolov. St to hlavne di-
metyldisulfid, dimetyltrisulfid a dimetyltetrasulfid, ktoré
maju ardbmu gumy alebo cesnaku a nemozno ich odstranit’
¢irenim med’natymi i6nmi. Kvasinky vSak dokézu disulfi-
dy spétne redukovat’ na merkaptany, ktoré s med’natymi
i6onmi reaguju.

Sirna aminokyselina metionin méze byt kvasinkami
metabolizovand na siru obsahujiuce alkoholy. Metionol
(3-metyltio-1-propanol) je jednou z hlavnych sirnych zlu-
¢enin vo vine. Ma karfiolovli aromu a mdze byt neskor
pozmeneny na 3-metyltiopropylacetat, ktory ma hubovu,
alebo  cesnakova  voiu'®.  Pridavok  suplementov
(hydrogénfosfore¢nan amoénny) casto vedie k signifi-
kantnému ubytku hladiny metionolu vo vine.

Za netypické starnutie vina je zodpovedna sirna zlice-
nina 2-aminoacetofenon. Tuto vadu mozno zaznamenat,
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ak vino obsahuje nad 0,5 pug 1" 2-aminoacetofenonu. Fak-
tory ako oSetrovanie a hnojenie vinica, stresové podmien-
ky pocas vegetacného obdobia, nedostatok dusikatych
zdrojov pre kvasinky, nizka antioxida¢né aktivita vina
velmi vyrazne vplyvaji na rozvoj tohto fenoménu®.
Spravnym hnojenim, vyberom vhodného kmena kvasi-
niek a davkovanim kyseliny askorbovej mozno vzniku
2-aminoacetofendnu a tiezZ metionalu efektivne predist.

7. Zaver

Sirne zltceniny st pre vyrobu kvalitného vina rovna-
ko nepostradatelné ako sacharidy, kyseliny, ¢i dusikaté
latky. St sucastou kazdého zivého organizmu a plnia tlo-
hu stavebni iriadiacu. Bez utilizovatelnej siry
a niektorych jej aktivnych komponentov by nebolo mozné
dopestovat’ hrozno, fermentovat’ must, ani vyrabat’ vino.
K vyrobe vina s bezchybnou arémou a chutou vSak nestaci
len must s dostatocnou koncentraciou siry. Metabolizmus
sacharidov, dusikatych a sirnych latok je u kvasiniek kodo-
vany geneticky aje navzajom velmi izko poprepajany.
Preto je vyroba zdravého, bezchybného vina ovplyvnena
celkovym zloZenim mustu, zastipenim vsetkych vyzivo-
vych parametrov (majoritnych i minoritnych) a tiez vybe-
rom konkrétneho kmena ¢istej kultary kvasiniek.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-0488-07.
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4MMP 4-merkapto-4-metylpentan-2-6n
3MH 3-merkaptohexanol

3MHA 3-merkaptohexylacetat
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K. Furdikova and F. Malik (Faculty of Chemical
and Food Technology, Slovak University of Technology,
Bratislava): Sulfur Cycle of Wine

In winegrowing, sulfur compounds are as important
as sugars, acids or amino nitrogen. They are present in
every living organism serving for building-up of tissues
and control functions. Without utilizable sulfur and some
of its active compounds it would not be possible to raise
grapes, ferment grape juice and produce wine. Concentra-
tions of sulfur in musts are not sufficient for creation of
perfect aroma of wine. The metabolisms of sugars, nitro-
gen and sulfur compounds in yeasts are closely linked.
Production of perfect, healthy wine is influenced by the
composition of must, presence of all nutritional compo-
nents and by the strain of wine yeasts as well.
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Uvod

Aktudlni stav zZivotniho prostfedi je zpravidla hodno-
cen podle hladiny kontaminujicich latek opakované méte-
né v ovzdusi, vod¢ nebo pude. Vzhledem k tomu, Ze uro-
veil a charakter kontaminace abiotickych slozek jsou
v dané lokalité v ase proménlivé, ovliviiuji vysledek ana-
lyzy prostiedi pfi jednordzovém odbéru vzorku i aktudlni
klimatické podminky, doba vzorkovani, ¢i okamzita lokal-
ni kontaminace. Pro ziskdni komplexni informace o celko-
vé (dlouhodobé) zatézi ekosystému je proto vyhodngjsi
vyuzivat nové pasivni vzorkovaci techniky vhodné pro tzv.
integralni vzorkovani in situ'. Tyto techniky poskytuji,
mimo jiné, rozhodujici udaje pro odhad zatéZe biotické
slozky ekosystému.

Zatizeni pro pasivni vzorkovani, vyuzivajici dlouho-
dobou (fadov€é dny) kumulaci polutanti z vody do ab-
sorpéniho (sekvestracniho) média, se skladaji ze dvou
hlavnich komponent: (i) kapalné ¢i pevné faze, ke které
maji cilové analyty vysokou afinitu, a (if) membrany fidici
difuzi sloucenin do tohoto média. Rychlost transportu
a sekvestrace cilovych sloucenin je potom uréovéna difuz-
ni bariérou (vlastnostmi membrany, jeji plochou, velikosti
port a materialem, ze kterého je vyrobena) a v neposledni
fadé také absorpcnim médiem, jehoZ mnozstvi je rozhodu-
jici zejména pro celkovou kapacitu vzorkovage'~.

Jednim z nejstarSich typ pasivnich vzorkovaci je
napf. membranové zatizeni PISCES (Passive In Situ Con-
centration Extraction Sampler), které je tvofeno polyethy-
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lenovou membranou naplnénou hexanem jako absorpénim
médiem. Od pocatku 90. let 20. stoleti zacala byt vyuziva-
na trubicova zafizeni se semipermeabilnimi polyethyleno-
vymi membranami (SPMD), které obsahuji jako absorp¢ni
médium triolein (glycerol-trioleat), pro monitorovani hyd-
rofobnich polutantti zivotniho prostiedi — polychlorova-
nych bifenyld (PCB), polyaromatickych uhlovodika
(PAU), organochlorovych pesticidi (OCP)*™.

V poslednim desetileti se vyvoj zamétil na diskové
s pevnou fazi, Chemcatcher, ktery byl navrzen v riznych
variantach liSicich se typem semipermeabilni membréany.
Krom¢ varianty pro organické nepolarni latky
(polyethylenova membrana) je k dispozici i varianta pro
polarni latky, jako jsou napf. moderni pesticidy a jejich
metabolity, rezidua farmaceutickych latek (polyether-
sulfonovda membrana), ale dokonce i pro tézké kovy
(acetylcelulosova nebo polyethersulfonova membréna)™®.
Teoretické zaklady nejriznéjsich typt pasivnich vzorkova-
¢l pouzivanych nejen pro vodné ekosystémy uvadéji
Stuer-Lauridsen’ nebo Vrana a spol.®.

Predkladana studie uvadi piiklady aplikace obou typt
téchto pasivnich vzorkovacu, tj. SPMD a nepolarni varian-
ty Chemcatcher, na vybrané organické slouceniny
(polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), polychloro-
vané bifenyly (PCB) a organochlorové pesticidy (OCP))
pfi analyze vody a poréznich médii.

Experimentalni ¢ast
Standardy a dalsi chemikalie

Smés standard sedmi indikatorovych kongeneri
PCB — PCB MIX 3 (kongenert dle [IUPAC ¢&. 28, 52, 101,
118, 138, 153 a 180) v isooktanu (10 uL mL™") a pevné
standardy OCP [pentachlorbenzen (QCB), hexachlorben-
zen (HCB), a-, B-, y-isomer hexachlorcyklohexanu
(HCH), 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT)
a metabolitd 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDD)
a 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethylen (DDE), dieldrin]
byly od firmy Dr. Ehrenstorfer GmbH (Némecko). Smés
standardi PAU — individualni roztoky standardi PAU —
naftalen (Naph), acenaften (Ace), fluoren (Fln), fenanthren
(Phe), anthracen (Ant), fluoranthen (Flt), pyren (Pyr), ben-
zo[a]anthracen  (B[a]A), chrysen (Chr), benzo[b]
fluoranthen (B[b]F), benzo[k]fluoranthen (B[k]F), benzo
[a]pyren (B[a]P), dibenzo[ah]anthracen (DB[a/]A), benzo
[ghilperylen (B[ghi]P) a indeno[1,2,3-cd]pyren (I[cd]P)
vtoluenu byly od firmy Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Némecko). Organicka rozpoustédla — dichlormethan, he-
xan, isooktan a ethyl-acetat byly dodany firmou Merck
(Némecko), oktan-1-ol byl od firmy Supelco (Némecko),
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aceton a siran sodny bezvody p. a. byly od firmy Penta
(CR). Gel pouzity pii gelové permeaéni chromatografii
Bio-Beads S-X3 (styren-divinylbenzenovy kopolymer),
velikost ¢astic 37-75 pum, byl od firmy Bio-Rad Laborato-
ries (USA).

Pracovni postupy pfi stanoveni organickych
polutanti

Vzorkovani piidy za laboratornich podminek

Pro demonstraci funkce SPMD pii analyze biologicky
dostupné frakce (frakce poréznich médii dostupna zZivym
organismim) environmentalnich matric byly odebrany
vzorky orné pidy v lokalité Malé Zernoseky (levy bieh
Labe; N = 50°32,327"; E = 14°03,611"). Vzorkovani pady
V prvni fazi experimentu byl za statickych podminek (bez
pouziti michani) pfipraven vodny vyluh (1,5 kg vysuSené
pudy a 3 L destilované vody), ktery byl po 24 h dekanto-
van. Pro dany experiment byl vodny vyluh definovéan jako
vodny sloupec nad poréznim médiem, ktery vedle sledova-
nych latek obsahoval i dalsi slozky matrice, at’ jiz ve formé
roztoku nebo suspendovanych castic. Experiment probihal
s membranami (30 x 300 mm naplnénymi 350 mg triolei-
nu; Labicom, CR) navinutymi na nerezovy stojanek
(obr. 1) a ponofenymi do vodného vyluhu pidy o objemu
2,5L na dobu 1h, 6h, 24h, 48 h a 96 h. Po ukonceni
vzorkovani byly membrany vyjmuty ze vzorkovaciho zafi-
zeni apo opatrném odstranéni povrchového znecisténi
(otfenim buni¢inou navlhéenou destilovanou vodou) ucho-
vavany pii teploté€ —18 °C az do doby analyzy.

Vzorkovani Fic¢ni vody v Labi v lokalité Strekov
(i) Chemcatcher
Tento novy typ pasivniho vzorkovace byl ziskan z
University v Portsmouth (Velka Britdnie) v ramci studie
jejich funkénosti provadeéné pii ptipravach britské normy pro
pasivni vzorkovani vod vramci Evropského projektu
STAMPS (Standardised Aquatic Monitoring of Priority
Pollutants by Passive Sampling, EVK 1-CT-2002-00119)*%.
Vyuziti vzorkova¢li Chemcatcher (obr. 2) se stacio-
narni oktadecylovou fazi (C;3 Empore®™) bylo testovano
v redlnych podminkdch na fece Labi (jez Stiekov). Na

Obr. 1. Semipermeabilni membrana a vzorkovaci ko$
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Obr. 2. Pasivni vzorkovace Chemcatcher po 28denni expozici
v Labi

pocatku vzorkovani bylo do feky ve specidlni kleci umiste-
no 6 vzorkovacu pro vzorkovani polarnich a 6 vzorkovaci
pro vzorkovani nepolarnich latek (polyethylenovd mem-
brana). Tti disky z kazdé série byly exponovany 14 dni,
zbylé tii 28 dni.

(i1) Vzorky vody (,,spotsamples‘)

Po celou dobu vzorkovani vzorkovacem Chemcatcher
byly také v pravidelnych intervalech odebirany vzorky
fiéni vody. V nich byl stanoven obsah cilovych latek, a to
jednak jako podil rozpustény ve vodé po odfiltrovani pev-
nych ¢astic (sklenény filtr 0,7 pm; Whatman, Velka Brita-
nie), jednak jako podil organickych polutantii sorbovany
na pevnych ¢asticich.

Izolace a precisténi
(i) SPMD

Exponované membrany SPMD byly rozstfihany na
Casti dlouhé cca 2 cm a extrahovany hexanem v ultrazvu-
kové 1azni. Pfed vlastnim stanovenim byl extrakt pfeciStén
gelovou permeacni chromatografii (GPC). Podrobné byla
metoda popsana Setkovou a spol.'.

(i1) Chemcatcher

Z povrchu disku C,3 Empore® pasivniho vzorkovade
byla odebrana polyethylenovd membrana, ze které byl
acetonem extrahovan oktan-1-ol, kterym byl disk nasycen.
Disk C;5 Empore” byl nasledné extrahovan acetonem
s pouzitim ultrazvuku po dobu 5 min a poté smési ethyl-
acetat-isooktan (1:1, v/v) také 5 min. Spojené extrakty
(z membrény a disku C;5 Empore®) byly prefiltrovany pies
vrstvu bezvodého siranu sodného a odpafeny na rotacni
vakuové odparce. Odparek byl poté preveden do rozto-
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ku v oktan-1-olu obsahujiciho Djo-antracen a PCB 207
jako vnitfni standardy pro GC/MS.

(iii) Vzorky vody

Vzorek fi¢ni vody byl po filtraci ptes sklenéné filtry
ttepan v délicce po dobu 3 x4 min s dichlormethanem.
Spojené organické vrstvy byly po filtraci pres vrstvu bez-
vodého siranu sodného zahuStény na odparce a odparek
byl rozpustén v isooktanu.

Cilové analyty byly izolovany ze sklenénych filtrd
pouzitych pro filtraci vzorkt extrakci v Soxhletové apara-
tufe smési hexan:aceton (1:1, v/v) po dobu 6 h. Extrakty
byly odpafeny na odparce a zbytek rozpoustédla byl od-
stranén jemnym proudem dusiku. Ziskany odparek byl
rozpustén v isooktanu.

Identifikace a kvantifikace

Identifikace a kvantifikace (i) PAU a (if) PCB a OCP
v analyzovanych vzorcich byla provedena na plynovém
chromatografu HP 6890 (Agilent Technologies, USA) na
kapilarni kolon¢ DB-5MS (30 m x 0,25 mm, tloustka fil-
mu stacionarni faze 0,25 pm) od firmy J&W Scientific,
USA, za nasledujicich podminek: (i) teplotni program pro
PAU: 140 °C (2 min), 6 °C min"' do 300 °C (5 min); nos-
ny plyn helium za konstantniho pritoku 1 mL min™'; tep-
lota nastfiku 250 °C; objem nastiiku 1 pL v modu pulzni
splitless — puls 345 kPa, splitless perioda 2 min a teplota
GC/MS rozhrani 300 °C, teplota kvadrupolového analyza-
toru 150 °C a teplota zdroje 230 °C; (ii) teplotni program
pro OCP: 120 °C (2 min), 12 °C min~' do 300 °C (5 min);
nosny plyn helium za konstantniho pritoku 2 mL min™";
teplota nastiiku 250 °C; objem néstiiku 1 pL v modu puls-
ni splitless — puls 345 kPa, splitless perioda 2 min a teplota
GC/MS rozhrani 300 °C, teplota kvadrupolového analyza-
toru 106 °C a teplota zdroje 150 °C, ioniza¢ni plyn methan
(2,4-107 Pa). Detekce viech sledovanych kontaminanti
probihala v médu SIM (selective ion monitoring).

Vysledky a diskuse
Semipermeabilni membranové zatizeni (SPMD)

Jak jiz bylo v uvodu zminéno, SPMD umoziiuji mimo
jiné i sledovani biodostupné frakce organickych polutantl
v poréznich médiich, jako je ptida. Vzorkovani téchto mat-
ric pomoci SPMD pifimo v terénu se s ohledem na malou
mechanickou odolnost polyethylenovych membran a obti-
ze pii dosahovani standardnich, ¢i alespon reprodukovatel-
nych podminek, ukazalo jako ponc¢kud nepraktické.
V tivahu bylo nutno vzit pfedevsim fakt, Ze pohyb konta-
minantli v poréznim médiu je prostorové velice omezen.
Prestup analyti do membrany proto pomérné rychle snizi
jeho koncentraci v okoli SPMD a rychlost vzorkovani
ziejm¢ jiz neomezuje sama semipermeabilni membrana,
ale daleko pomalejsi difuze analytli poréznim médiem do
prostoru s takto sniZzenou koncentraci. Piedpoklady pro
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30 A

24 48

Doba expozice (h)

Obr. 3. Suma indikatorovych kongeneri PCB a suma DDT
ajeho metaboliti DDD aDDE vmembrané SPMD
v zavislosti na dobé vzorkovani; ¢ suma PCB, @ suma DDT

difuzi analytt podle kinetiky reakci 1.fadu (konstantni
koncentrace analytu v médiu) tak nejsou splnény a uvazo-
vat by se dalo spiSe o rovnovazném zplisobu vzorkovani,
ktery ovsem vyzaduje daleko delsi doby expozice. Z vySe
uvedenych diivodu bylo rozhodnuto, Zze vzorkovani pady
bude realizovano v laboratornich podminkach na zakladé
vysetieni vodného vyluhu z porézniho média.

Na obr. 3 je uveden piiklad dynamiky pfestupu pro
sumu indikatorovych kongenera PCB (¢. 28, 52, 101, 118,
138, 153 a 180) a pro sumu isomertt DDT a jeho metaboli-
th DDD a DDE z vodného vyluhu do SPMD. Vzrist kon-
centraci analytd absorbovanych v SPMD (obr. 3) byl sou-
Casn¢ doprovazen jejich poklesem ve vyluhu (obr. 4);
v testovaném obdobi vSak nebylo dosazeno rovnovahy.
Presto bylo mnozstvi sorbovanych analytl, resp. detekcni
limity za danych podminek dostate¢né. Jak ukazala hmot-
nostni bilance sledovanych analytii, do SPMD pfteslo po

140 A
120
100 A

80 1

ng /L vyluhu

20 1

24
Doba expozice (h)

48

Obr. 4. Suma indikatorovych kongeneri PCB a suma DDT
a jeho metaboliti DDD a DDE ve vyluhu v zavislosti na dobé
vzorkovani; ¢ suma PCB, ® suma DDT
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Tabulka I
Obsah nepolarnich kontaminantl v disku (ng) — vysledky soubézné exponovanych vzorkovact
Varianta QCB HCB lindan Phe Flt Pyr
Doba vzorkovani 14 dni 0,2 0,6 1,7 55,9 14,4 12,5
0,2 0,4 1,1 59,7 13,9 12,0
0,3 0,6 2,0 64,1 14,6 12,7
Primer 0,2 0,6 1,6 59,9 14,3 12,4
RSD (%) 23,1 25,2 31,3 6,8 24 2,9
Doba vzorkovani 28 dni 0,4 0,6 32 84,8 18,1 15,3
0,4 0,7 2,5 87,8 22,1 17,0
0,4 0,8 2,6 57,9 22,5 19,2
Priimer 0,4 0,7 2,7 76,8 20,9 17,2
RSD (%) 12,5 15,6 13,0 21,4 11,7 11,2
Slepy pokus — zpracovani <0,2 <0,2 <0,5 35,6 49 4,7
<0,2 <0,2 <0,5 30,4 3,5 3,7
<0,2 <0,2 <0,5 20,7 2,3 2,0
Priimer — — — 28,9 3,6 3,5
RSD (%) - - - 26,2 37,5 39,5
Slepy pokus — terénni <0,2 <0,2 <0,5 34,5 4,0 4,1

QCB — pentachlorbenzen; HCB — hexachlorbenzen; Phe — fenanthren; Flt — fluoranthen; Pyr — pyren; Slepy pokus terénni (field blank) —
umoznuje zaznamenat piipadnou kontaminaci, ktera se vyskytne béhem pievozu a manipulace se vzorkem v pribéhu vzorkovani;
s témito disky se zachazi stejné jako se vzorky, nejsou vSak exponovany vzorkovanému médiu (po dobu expozice jsou uzavieny a sklado-
vany v chladu). Slepy pokus zpracovani (fabrication blank) — umoziuje zaznamenat miru kontaminace, ktera pochazi z pouzitych materi-
alt a zafizeni. Tyto disky se po vlozeni do teflonového téla vzorkovaciho zafizeni skladuji za stejnych podminek jako exponované disky,
a to po celou dobu vzorkovani a skladovani exponovanych diski, az do doby zpracovani piislusnym analytickym postupem.

Disky pouzité jako slepé pokusy se pfipravuji stejnym zptisobem jako disky pouzité pro vzorkovani vody.

96 h priblizné 50 % latek pritomnych v ptivodnim vyluhu.
Obr. 3 dokumentuje, ze rychlost naristu PCB byla
v pribéhu vzorkovaciho intervalu relativné nizka; tato
skuteénost mize mimo jiné souviset se soucas-
n¢ probihajici sorpci molekul analyti na pevné cCastice
vyluhu, které v priibé¢hu experimentu sedimentovaly.

U nékterych analyti (HCB, isomery HCH), které se
ve vodném vyluhu vyskytovaly ve stopovych koncentra-
cich, nebyl vzestup jejich koncentraci v membrané jedno-
znaéné prokazan. Duvodem byl ponékud vétsi rozptyl
vysledkt v blizkosti mezi stanovitelnosti (vyjadieny jako
relativni smérodatna odchylka za podminek opakovatel-
nosti celého experimentu).

V dalsich experimentech by bylo vhodné ovéfit i vliv
michani vyluhu pti vzorkovani na rychlost sekvestrace.
Kromé prodlouzeni kontaktu pevnych ¢astic s membranou
mize ale proudéni vzorkovaného média vyznamné ovliv-
nit ztenCeni hrani¢ni vrstvy vody, ktera tidi difuzi analytl
k membrané. Oba tyto efekty pak mohou rychlost ptestupu
analytll z vyluhu zvySovat. Pfechodem ze statického na
dynamicky zplsob pasivniho vzorkovani by se ovSem
experimentdlni uspofadani jesté vice vzdalilo od reality,
kde uvnitf porézniho média k zddnému vyraznéj$imu prou-
déni vodné faze prakticky nedochazi. Pokud by koncentra-
ce analytl v trioleinu nebyly dostate¢né pro jejich kvantifi-
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kaci, bylo by mozné uvazovat o delsi expozici a realizovat
odbér az po dosazeni rovnovahy. Tento pfistup vSak do-
sud nebyl pro uzavieny systém v literatufe popsan, studie
popisuji pouze otevieny systém'*‘, kde obvykle b&éhem
vzorkovani nedochazi ke zméné koncentrace v prostiedi
zpusobené ptechodem analytu do SPMD, a zména koncen-
traci je v disledku vzorkovani ve vnéjSim prostiedi zane-
dbatelnd. U PAU se nepodafilo ptedpokladané zavislosti
dostatec¢né reprodukovatelné ovétit. Divodem byly vysoké
koncentrace PAU nachdzené v neexponovanych SPMD
membranach a soucasné nizké nalezy PAU ve vodnych
vyluzich poréznich médii. Odstranéni PAU pfitomnych jiz
v dodané membran¢ je prakticky nerealné (na rozdil napf.
od extrakénich patron, které se pouzivaji piiextrakei
v Soxhletové aparatufe, kde 1ze hladinu PAU vyznamné
snizit predextrakci vhodnym organickym rozpoustédlem).
Lze tedy fici, Ze pro vzorkovani prostiedi s relativné niz-
kymi koncentracemi PAU neni pouziti této membrany
pfipravované v béznych laboratornich podminkach pfilis
vhodné, a proto by bylo vyhodngjsi pouzit spise komercné
dostupné standardni membrany pInéné v fizené Cistém
prostfedi (ve kterych na zakladé¢ predchozich zkuSenosti
pfi vzorkovani fi¢ni vody koncentrace PAU ve slepém
pokusu vzdy vyhovovaly).
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Chemcatcher

V tab. I jsou shrnuty nalezy vybranych OCP a PAU
v discich C;3 Empore® pouzitych pro vzorkovani vody na
pritomnost nepolarnich latek. Aplikace vzorkovaciho zafi-
zeni Chemcatcher pro sledovani zatéze vodniho ekosysté-
mu polarngjSimi latkami (simazin, atrazin a lindan) byla
diskutovana v jiz dtive publikované studii''.

Utinnost vzorkovani je charakterizovana rychlostni
konstantou vzorkovani (Rs), ktera pfedstavuje objem vody,
ze kterého je vzorkovaCem odstranén analyt za jednotku
Casu. Hodnota konstanty neni zavisla na koncentraci dané
latky ve vodé€. Rychlostni konstanty byly méfeny v ramci
kalibrace téchto pasivnich vzorkovacl za podminek simu-
lujicich vzorkovani*®. Je oviem nezbytné podotknout, Ze
odhad koncentrace kontaminanti v fi¢ni vod¢ pfi pouziti
dat ziskanych kalibraci za laboratornich podminek je zati-
zen znacnou nejistotou. Diivodem je proménlivost podmi-
nek béhem vzorkovani v redlném prostiedi (zména teploty
vody, turbulence); dilezitym faktorem je rovnéz mira zne-
CiSténi  vzorkovacich zafizeni biologickym nartstem
(biofouling).

Jak vyplyva z udaji uvedenych v tab. I, koncentrace
vSech analyttl rostly s dobou vzorkovani. Narust sledova-
nych analytll mezi jednotlivymi odbéry po 14 a 28 dnech
se pohyboval v rozmezi 17-100 %. Relativni smérodatna
odchylka odhadnuta ze tfi soubéznych experimentti dosah-
la maximalné 31 %.

Laboratorni pfistroje a postupy

Prepocet obsahti analytt v discich (ng/disk, viz tab. I)
na jejich koncentrace ve vodé C, (ng L', viz tab. II) byl
proveden podle nasledujiciho vztahu:

Cw = (Ms — Mp)/(Rs x t)
kde Ms je nalezené mnozstvi latky v disku (ng), M, je
mnozstvi latky v disku pfed zahéjenim vzorkovéni (ng), Rs
je rychlostni konstanta vzorkovéani (L/den) a ¢ je doba
vzorkovani (dny). Rychlostni konstanty vzorkovani pouZzi-
té pro vypodet jsou uvedeny v tab. II (cit.'?). Tato tabulka
zaroven shrnuje obsahy sledovanych latek zjisténé ve vodé
v pribéhu celého vzorkovani. Pro obé vzorkovaci doby
(14 a 28 dni) byl vypocitan vazeny prumér obsaht latek
v fiéni vodé (Twa)-

TWA = [Z(Ci X A tl]/A t
kde ¢; je koncentrace latky ve vodé (ngL™"), A ¢ je doba
mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vzorkovanimi (den) a A ¢
je celkova doba vzorkovani (dny). Koncentrace analytd ve
vodé (Cw) zjisténé prepoctem pomoci jejich koncentrace
v discich byly srovnatelné s primérnymi hladinami sledo-
vanych kontaminantli v jednorazovych odbérech, jak vy-
plyva z porovnani hodnot 7w, a Cy uvedenych v tab. II.
Jisté¢ rozdily mezi naméfenou a teoreticky vypoctenou
hodnotou mohou byt zptisobeny kolisanim teploty ¢i zmé-
nami rychlosti proudéni vody béhem vzorkovani;
v neposledni fad€ mohlo mit vyznamny vliv i jiz zmifiova-
né biologické znecisténi vzorkovacu.

Schopnost Chemcatcheru vzorkovat pouze biologicky
dostupnou frakci kontaminantli vyplyva z porovnani dat

Tabulka II
Obsah nepolarnich latek v Fiéni vodé odebirané a analyzované v prib&hu pasivniho vzorkovani — filtrat (ng L™)
Den vzorkovani Teplota QCB HCB lindan Phe Flt Pyr
vody [°C]
R, (L/den) " - 0,295 0,137 0,045 0,657 0,514 0,335
0 20,8 <0,1 0,1 1,1 7,1 1,9 2,6
1 20,1 <0,1 0,1 1,1 53 1,9 24
3 20,0 <0,1 0,1 0,9 5,4 1,9 2,5
7 19,1 <0,1 0,1 1,3 6,1 2,8 2,8
10 17,7 <0,1 0,1 1,3 59 2,3 2,1
14 19,4 <0,1 0,1 1,2 5,7 2,7 2,7
Tyy (0-14. den) - <01 0,1 1,2 58 2,5 2,6
Cy(14) - 0,05 0,3 2,5 6,5 2,0 2,6
17 19,9 <0,1 0,1 1,5 5,5 2 1,6
21 15,2 <0,1 0,1 1,3 4,5 1,7 1,7
25 14,2 <0,1 0,1 1,2 6,1 1,6 2,1
28 14,4 <0,1 0,1 1,4 6,5 2 2
Ty (0-28. den) - <01 0,1 1,3 57 2,1 2,2
Cw(28) - 0,05 0,2 2,1 4,2 1,5 1,8

QCB, HCB, Phe, Flt, Pyr — viz Tab. I; Rs — rychlostni konstanta vzorkovani (L/den); Twa — vaZeny primér obsahul analyti ve vodé (ng L™,
Cy, — obsah analytil ve vodg zji§tény prepoétem pomoci nalezii v discich (ng L™)
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Tabulka III
Celkovy obsah nepolarnich kontaminanti v ¥iéni vodé — véetn& pevnych &astic* (ng L)
Den vzorkovani Teplota vody QCB HCB lindan Phe Flt Pyr
[°C]
0 20,8 0,1 0,2 1,3 32,6 12,2 9,1
1 20,1 0,1 0,2 1,2 26,4 9,2 6,4
3 20,0 0,1 0,3 1,7 83,9 18,4 12,6
7 19,1 0,1 0,2 1,6 28,3 11,4 7,3
10 17,7 0,1 0,3 2 113,2 15,7 9,7
14 19,4 0,1 0,4 1,9 80,8 17,5 12,7
Twa (0-14. den) 0,1 0,3 L8 69,3 14,9 10,1
17 19,9 0,1 0,4 1,9 66,8 36,6 25,1
21 15,2 0,1 0,3 2,1 92,1 14,9 8,9
25 14,2 0,1 0,3 1,7 67,6 11,5 8,1
28 14,4 0,1 0,4 2 82,6 13,3 8,9
Twa (0-28. den) 0,1 0,3 1,8 73,5 16,6 11,1

QCB, HCB, Phe, Flt, Pyr — viz Tab. I; Twx — vaZeny pramér obsahi analytd ve vodé (ng L™); * — velikost &astic byla definovana velikosti

port pouzitého filtru — 0,7 um

uvedenych v tab. Il a III. V tab. II je uveden obsah latek ve
filtratu ¥i¢ni vody, v tab. III pak celkovy obsah latek ve
vodé¢ véetné podilu sorbovaného na pevné ¢astice rozptyle-
né ve vodé vlivem proudéni (,,plaveniny*). Rozdil mezi
hodnotami je patrny pfedev§im u PAU, jejichz celkovy
obsah ve vodé byl az o jeden fad vys$i neZ obsah
v biologicky dostupné frakci. Napf. obsah fenanthrenu ve
filtratu (5,8 ng L™, ktery odpovida obsahu vypo&itanému
z obsahu fenanthrenu z disku (6,5 ngL™), je pfiblizng
10krat nizs8i nez hladina zjisténa ve vzorku vody obsahujici
pevné &astice (69,3 ng L™"). U sledovanych OCP neni roz-
dil mezi celkovym obsahem a dostupnym podilem tak
zietelny, vzhledem k tomu, Ze se koncentrace téchto latek
v fi¢ni vod¢ pohybovaly blizko meze stanovitelnosti.

Zavér

Moznost vyuziti SPMD pro sledovani zatéze zivotni-
ho prostfedi organickymi kontaminanty byla ovéfena
v laboratornich podminkach modelovou studii zamétenou
na vzorkovani vodnych vyluhli poréznich médii. Pasivni
vzorkovani v uzavieném systému s konstantnim celkovym
mnozstvim polutantu (a tedy sniZovanim jeho koncentrace
ve vzorkovaném médiu) vSak vyzaduje modifikace bézné
pouzivanych postuptl i jejich kvantitativni hodnoceni. Lze
predpokladat, ze podminky vzorkovani poréznich médii
(zejména pudy) in situ se bude blizit spiSe uzavienému
systému.

U vzorkovaciho zafizeni Chemcatcher byla ovéfena
jeho pouzitelnost pro vzorkovani fi¢nich vod. Odhadovana
stiedni koncentrace latek sledovanych ve vodé v pribéhu
az 28 dni odpovidala koncentraci vypoctené podle mnoz-
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stvi nalezeného v exponovanych vzorkovacich po odpovi-
dajici dobé expozice.

Pasivni vzorkovace jsou tedy slibnym nastrojem pro
monitorovani stopovych koncentraci biologicky dostupné
frakce polutantti ve vodném prostiedi i v ptidach a posou-
zeni trendu  kontaminace v  Case.  Vzhledem
k jednoduchosti konstrukce a pouziti, komercni dostupnos-
ti pasivnich vzorkovaci a reprodukovatelnosti podminek
vzorkovani poskytuji tyto techniky moznost studia trans-
portnich mechanismi organickych latek v prostiedi.

Tato studie byla realizovana v ramci projektu COST
629 — Znecisténi vod v prirodnich poréznich médiich riiz-
nych méritek, Zhodnoceni viivu povodni na agrdarni eko-
systémy v CR a ddle projektu COST 636 — Nové analytické
strategie pro identifikaci a kvantifikaci xenobiotik v mést-
skych odpadnich vodach. Vyvoj analytické strategie je
soucasti projektu MSM 6046137305.
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J. Pulkrabova, M. Suchanova, J. Hajslova,
V. Kocourek, and M. Tomaniova (Department of Food
Chemistry and Analysis, Institute of Chemical Technology,
Prague): Passive Sampling of Water and Porous Media
for Monitoring of Organic Pollutants

Passive sampling techniques have been increasingly
used to evaluate pollution of various environmental com-
partments. In many studies, fish and other aquatic biota
have been monitored to assess the bioavailable fraction of
pollutants. This review discusses the potential of two types
of passive sampling devices (SPMD and Chemcatcher),
which may serve as an efficient tool for monitoring of
environmental pollutants, such as organochlorine pesti-
cides (OCP), polychlorinated biphenyls (PCB) and pol-
yaromatic hydrocarbons (PAH) in river waters, sediments
and soil. Purification of SPMD extracts was performed by
gel permeation chromatography (GPC). For identification
and quantification GC/MS was used. Passive sampling
devices are suitable tools for routine monitoring of envi-
ronmental pollution enabling the examination of environ-
mental matrices without repeated sampling and analyzing
high water volumes.

Ustav makromolekularni chemie AV CR, v.v. i., Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6
vyhlasuje vybérové fizeni
na pozici védecky pracovnik

se zameéfeni na studium struktury polymernich materiali a makromolekularnich systémti pomoci NMR spektro-
skopie vysokého rozliSeni. Experimentalni cast pracovni naplné bude provadéna na Spickové vybavenych NMR
spektrometrech 600 MHz a 300 MHz. Nabizime moznost zapojeni do feSeni zajimavych projekti a soucasné
jsou vitany navrhy vlastnich projektt v oblasti makromolekularnich véd. Pozadujeme vysokoskolské vzdélani,
fyzikalni nebo chemické zaméteni, dokonéené Ph.D. nebo jeho ekvivalent. Praxe v oboru NMR spektroskopie je
vyhodou. Podrobnosti o naplni prace sdéli RNDr. Jifi Dybal, CSc., vedouci oddéleni strukturni analyzy, e-mail:
dybal@imec.cas.cz. Prihlasky doplnéné profesnim Zivotopisem a seznamem publikaci zasilejte na adresu
tumova@umch.cz; informace na tel. ¢. 296 809 385 (osobni odd.). Uzavérka prihlasek: 20. inora 2009.
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STANOVENI LAMOTRIGINU V SERU
POMOCI ON-LINE SPOJENI KAPILAR-
NI IZOTACHOFOREZY A KAPILARNI
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Uvod

Terapeutické monitorovani 1ékii (TDM) slouzi ke
kontrole t¢inkl podanych 1ékti a pouziva se hlavné tehdy,
je-li méritelnost G¢inku 1éku obtiznd. Mezi monitorované
léky patii pfedev$im antiepileptika (AEP), které maji tizké
terapeutické rozmezi a je u nich prokazana piima zavislost
G¢inku na koncentraci v krvi' . Prvni AEP (fenobarbital,
fenytoin) se objevila v klinické praxi v roce 1900. Stano-
veni jejich sérovych koncentraci se stalo rutinni zalezitosti
okolo roku 1960 po zavedeni vhodnych analytickych me-
tod. U nas se zaCala AEP analyzovat pozd¢ji, zhruba od
80. let 20. stoleti* ™.

Béhem posledniho desetileti bylo uvedeno na trh né-
kolik novych AEP tfeti generace, mezi néz patii i lamotri-
gin (LAM)’. LAM byl poprvé podan v Evropé v roce 1991
a v USA v roce 1994 (cit.®). LAM, 3,5-diamino-6-(2,3-di-
chlorofenyl)-1,2,4-triazin, je Sirokospektralni AEP, které
se pouziva v monoterapii nebo v kombinacich s ostatnimi
AEP. V dob¢ zavedeni do klinické praxe se predpokladalo,
ze TDM nebude nutné, ale pozdé&ji se ukazalo, ze LAM
mize ve vyssich koncentracich vyvolavat zachvaty podob-
né jako jina AEP. Vzhledem k tomu, Ze néktera AEP mo-
hou ovliviiovat metabolismus LAM a snizovat jeho kon-
centraci v séru (napf. fenytoin, karbamazepin, barbituraty)
nebo naopak zvySovat jeho koncentraci v séru
(pfedevsim kyselina valproova), je stanoveni hladin jed-
notlivych AEP nutné a vyznamné pfispiva ke zlepSeni
1é¢by epilepsie’.

Na zakladé preklinickych dat bylo navrzeno terapeu-
tické rozmezi 1-4 mg I"". Nicméné mnoho pacientti vyza-
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duje na kompenzaci kieCovych stavii vyssi koncentrace.
Nové terapeutické rozmezi 3—14 mg 1™ navrhl Morris
v rl%ce 2000 na zaklad¢ svych zkusenosti s TDM epilepti-
ki,

Stanoveni LAM v séru je popsano riznymi autory.
Nejvic praci se tykd chromatografickych metod. Ke stano-
veni hladiny LAM byla pouZita metoda HPLC (cit.”''""%)
i GC (cit."*™).

Z elektromigracnich metod se ke stanoveni LAM
v biologickych tekutinach pouzila micelarni elektrokinetic-
ka kapilarni chromatografie (MECC)*"**, kapilarni elek-
trochromatografie (CEC)*' > a kapilarni zénova elektrofo-
réza (CZE)*.

V posledni dobé 1ze tedy sledovat nartst publikaci
tykajici se analyzy 1€kt v biologickém materialu, prede-
v3im v séru a mo&i*' . T kdyz elektromigratni metody
nachazeji uplatnéni pfedevSim v biochemii, v analyze Zi-
votniho prosttedi a v analyze potravin, zainaji se
v posledni dobé pouzivat i v TDM, to je v problematice,
ktera jest¢ donedavna nebyla jejich typickou aplikacni
oblasti. Chromatografickym metodam mohou konkurovat
rychlejsi analyzou a jednodussi extrakcei vzorku pfi zacho-
vani stejné citlivosti.

Cilem prace bylo vypracovat podminky pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci LAM v séru novou metodou on-
line spojenim kapilarni izotachoforézy a kapilarni zénové
elektroforézy (ITP-CZE), validovat ji a vysledky realnych
vzorkl od pacientd porovnat s vysledky rutinné¢ pouzivané
HPLC.

Experimentalni ¢ast
Pouzité ptistroje a zatizeni pro ITP-CZE

Me¢éteni probihalo na elektroforetickém analyzatoru
EA 101 (Villa-Labeco, Spisskd Nova Ves, SR)
v dvoukolonovém uspotadani (pfedseparacni teflonova
kapilara 110 mm x 0,8 mm; analyticka teflonova kapilara
90 x 0,3 mm) s UV detekci pti 254 nm. Pouzity hnaci
proud byl v predseparacni kapilate 200 pA a v analytické
40 pA. Sbér dat a vyhodnoceni vysledkt bylo provedené
pocitacovym programem dodanym s analyzatorem EA
101. Analyzy se provadély v kationtovém modu s pfimym
nastfikem vzorku (30 pl), pfi laboratorni teplot¢ a délka
analyzy byla 20 min.

Chemikalie, roztoky a pfiprava elektrolytl

K ptipravé elektrolyt a mobilni faze byl pouzit ace-
tonitril a methanol, (oba gradientové Cistoty pro kapalino-
vou chromatografii, Merck, Darmstadt, Némecko), voda
Milli-Q kvality a voda pro HPLC, g-aminokapronové ky-
selina, morfolinethansulfonova kyselina a triethylamin p.a
(Aldrich, Buchs, Svycarsko). Jako vnitini standard pti
HPLC slouzila ethyl(p-tolyl)barbiturova kyselina (Aldrich,
Buchs, Svycarsko). Kyselina fosfore¢na p.a., dihydrofos-



Chem. Listy 103, 166—171 (2009)

forecnan sodny p.a. a diethylether byly vyrobky Lachemy
(Brno, CR). Lamotrigin byl ziskan od firmy Glaxo Well-
come (Velka Britanie). Sérum od neuzivajiciho darce bylo
z transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice Ostrava
(FNO) od zdravého darce bez medikace. Séra pochazela
od pacientll z neurologickych oddéleni a z neurologickych
ambulanci, ktera jsou rutinnd méfena v Ustavu klinické
farmakologie (UKF) FNO v ramci TDM antiepileptik

U ITP se pouzivaji dva zakladni elektrolyty, vedouci
(VE) a koncovy (KE). VE u analyzy kationtli obsahuje
kation s nejvyssi pohyblivosti z celé separované smési,
dale protiion opaného znaménka, ktery zajiStuje béhem
analyzy definované pH. Naproti tomu koncovy elektrolyt
obsahuje ion, ktery ma niz§i pohyblivost nez kterykoliv ze
separovanych iontll. Vzorek se vnasi mezi tyto dva elekt-
rolyty. Po zapnuti stejnosmérného napéti se jednotlivé
slozky déli podle svych pohyblivosti. CZE vyuziva sepa-
racni kapilaru naplnénou zakladnim elektrolytem, ktery ma
v celém systému stejné slozeni i koncentraci. Rozpusténé
slozky disociuji v zavislosti na pH zékladniho elektrolytu.
Tonty jsou separované v disledku rozdilnych pomérd na-
boje ku hmotnosti. Nejprve migruji nejmensi kationty
s nejvetsim nabojem, pricemz rychlost se sniZuje se snizu-
jicim se nabojem. Déle migruji neutralni latky a potom
anionty s nejniz§im nabojem, nakonec migruji malé a vice
nabité anionty.

K ptipravé elektrolytli se pouzila deionizovand voda
Milli-Q kvality. Vedouci elektrolyt (VE) obsahoval
10 mM vodny roztok amoniaku, 20 mM morfolinethansul-
fonovou kyselinu a 10% vodny roztok methanolu; konco-
vy elektrolyt (KE) pak 5 mM e-aminokapronovou kyseli-
nu, 5 mM morfolinethansulfonovou kyselinu a 15% vodny
roztok methanolu a nosny elektrolyt 25 mM eg-amino-
kapronovou kyselinu, 25 mM morfolinethansulfonovou
kyselinu, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosu a 10%
vodny roztok methanolu. (Hydroxypropyl)methylcelulosu
jsme do elektrolytii pfidali kvili snizeni naboje vnitini
stény a zvySeni viskozity elektrolytu, coz vede k zaostieni
rozhrani mezi zoénami.

Ptiprava vzorki pro izotachoforetickou analyzu

K otestovani vhodnych podminek pro analyzu ITP-
ITP se vyzkousely dvé ptipravy vzorku. Prosté fedéni séra
sLAM (50 mgl1™") nebo extrakce do diethyletheru.
V prvnim ptipadé byl vzorek séra v mnozstvi 0,5 nebo
1 ml doplnén vodou Milli-Q kvality na 10 ml, ve druhém
se provedla extrakce diethyletherem. K 200 pl séra s LAM
(50 mg I se pridal 1 ml diethyletheru, obsah se michal
na laboratornim mixéru a centrifugoval po dobu 3 min pfi
4000 ot min'. Poté se odebrala horni etherova vrstva a
ether se odpatil fénem. Odparek se rozpustil ve 200 pl
vody a 20 pl se nadavkovalo mikrostfikackou typu Hamil-
ton do pfistroje.

Pro systém ITP-CZE se vzorek pfipravoval fedénim.
100 pl séra s LAM (100 mg 1) se v odmérné batice dopl-
nilo na 10 ml deionizovanou vodou a vzorek se pfimo
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davkoval do pfistroje. Kazdy vzorek se analyzoval dva-
krat.

Ze zéasobniho roztoku LAM v methanolu (o koncent-
raci 200 mg I™") se piipravovaly vzorky pro validaci meto-
dy o rizné koncentraci LAM tak, aby kazdy vzorek byl
pfipraven v séru od neuzivajiciho déarce. Linearita byla
hodnocen4 7 kalibra¢nimi body (0,005-0,20 mg 17"). Pres-
nost a spravnost metody se zjistila opakovanym stanove-
nim (n=6) vzorku s tfemi rdznymi koncentracemi LAM
(0,01; 0,07 a 0,2 mg1"' LAM v 100x ziedéném séru od
neuzivajiciho darce), ptficemz vzorky byly analyzovany
v prubéhu jednoho dne. U vSech tfi koncentraci se kazdy
vzorek (n = 6) pripravil aplnym postupem.

Metoda kapalinové chromatografie

50 ul vzorku séra se pipetovalo do zkumavek
s vnitinim  standardem (ethyl-(p-tolyl)barbiturova kyseli-
na) a pfidalo se 50 pl 1 mol I"" hydrogenfosfore¢nanu sod-
ného a 1 ml diethyletheru. Obsah zkumavek se michal 30 s
v laboratornim mixéru a zkumavky se centrifugovaly po
dobu 3 min pfi 4000 otackach za minutu. Po centrifugaci
se odpipetovala horni etherova vrstva do zkumavek typu
Eppendorf a ether se odpatil pod fénem. Odparek se roz-
pustil ve 200 pl vody pro HPLC a 20 pl methanolu a tim
byl vzorek pfipraven pro chromatografickou analyzu. Kaz-
dy vzorek se analyzoval dvakrat.

HPLC systém byl vybaven binarni izokratickou pum-
pou P 1500, autosamplerem AS 1000 a detektorem UV
1000 s proménlivou vinovou délkou (Spectra System,
USA). K vlastni analyze se pouZzila chromatografickd ko-
lona SGX C18, 3 x 150 mm a velikost c¢astic 5 pum
(Tessek, Praha). Méteni probihalo pfi laboratorni teploté,
nastfikovany objem byl 20 pul a doba analyzy 20 min. Mo-
bilni fazi tvorila smés voda : acetonitril : methanol : tri-
ethylamin v poméru 72:23:5:0,1. Hodnota pH byla uprave-
na 1 mol I"" kyselinou fosfore¢nou na pH 7. Detekce se
provadéla pii 220 nm (cit.”).

Vysledky a diskuse
Vyvoj nové metody

Testovaly se vhodné podminky pro stanoveni LAM
v séru metodou ITP-CZE s UV detekci. Protoze jde o ba-
zické 1é¢ivo, méfeni probihalo v kationtovém modu. Ové-
fovaly se jednak riizné elektrolytové systémy a dvé elek-
tromigra¢ni metody (ITP-ITP a ITP-CZE). Ve spojeni
ITP-ITP s vodivostni a UV detekei se pouzivaly nasleduji-
ci elektrolyty (VE 10 mM octan amonny, 10 mM octova
kyselina, KE 5 mM octova kyselina). LAM se stanovil ve
zfedéném séru nebo se pred analyzou extrahoval ze séra
diethyletherem. Pfi analyze se ani v jednom systému neod-
délil LAM od sloZek matrice (pravdépodobné u zfedéného
séra byla prekrocena i separacni kapacita systému vlivem
velkého mnozstvi sodiku).
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Metoda ITP-CZE

Ze vsech testovanych systému byl prokazatelné nej-
lepsi systém ITP-CZE s UV detekci (254 nm) za pouziti
nasledujicich elektrolyti: VE (10 mM vodny roztok amo-
niaku, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina, 10% vod-
ny roztok methanolu); KE (5 mM g-aminokapronova kyse-
lina, 5 mM morfolinethansulfonova kyselina, 15% vodny
roztok methanolu) a nosného elektrolytu (25 mM g-amino-
kapronova kyselina, 25 mM morfolinethansulfonové kyse-
lina, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosa, 10% vodny
roztok methanolu). U vzorku séra s LAM zfedéného demi-
neralizovanou vodou byl LAM dostatecné oddélen od slo-
zek matrice. Pro rutinni pouziti je dulezité, aby se metoda
vyznacovala snadnou a rychlou pfipravou a malou spotie-
bou vzorku a chemikalii. 100 pl séra bylo v odmérmé ban-
ce dopInéno na 10 ml deionizovanou vodou. Vyhodou této
pfipravy je, ze lze jeSté snizit spotieba vzorku az na 10 pl
séra tim, ze se vzorek pfipravi do 1 ml deionizované vody
a davkuje se do pfistroje mikrostiikackou typu Hamilton.

2500

plocha,
mVs 2000
1500
1000

500

0

0 5 10 15 20 25
¢, mg/l

Obr. 1. Kalibra¢ni kFivka pro stanoveni LAM v séru metodou
ITP-CZE; VE 10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 10% methanol; KE 5 mM g-aminokapronova
kyselina, 5 mM morfolinethansulfonové kyselina, 15% methanol
a nosny elektrolyt 25 mM e-aminokapronova kyselina, 25 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethyl-
celulosa, 10% methanol. Hnaci proud v piedseparacni kapilare
200 mA a v analytické 40 mA; vodivostni detekce
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Obr. 2. Zaznam analyzy séra od neuZivajiciho darce metodou
ITP-CZE s UV detekei (254 nm); piky ze séra na zdznamu nein-
terferuji stanoveni LAM v séru. VE 10 mM vodny amoniak, 20
mM morfolinethansulfonova kyselina, 10% methanol; KE 5 mM
g-aminokapronova kyselina, 5 mM morfolinethansulfonova kyse-
lina, 15% methanol a nosny elektrolyt 25 mM e-aminokapronova
kyselina, 25 mM morfolinethansulfonova kyselina, 0,1% hydro-
xypropylmethylceluléza, 10% methanol. Hnaci proud v pied-
separacni kapilafe 200 mA a v analytické 40 mA; vodivostni
detekce

Validace metody ITP-CZE

Na zakladé sedmi bodové kalibrace bylo zjisténo, Ze
koncentra¢ni zavislost je linearni v rozmezi 0-200 mg 1™
(pro 100x zfedéné sérum od neuzivajiciho darce to pred-
stavuje 0-20 mg 1), coz zahrnuje terapeutické rozmezi
LAM (3-14 mg 1""). Regresni rovnice kalibragni k¥ivky je
y = 98,598, pficemz y predstavuje plochu piku v mVs a x
koncentraci v mg 1”'. Hodnota korelaéniho koeficientu (r =
0,998) je blizka hodnoté 1, coz potvrzuje dobrou linearitu
kalibrac¢ni zavislosti. Kalibra¢ni kiivka LAM je na obr. 1.

U vysledkii se vyhodnocoval primér (x), smérodatna
odchylka (SD), relativni smérodatna odchylka vyjadfena v
% jako variacni koeficient (VK), ktery charakterizuje ptes-
nost metody. Hodnota VK nepfekrocila 10 %. Spravnost
metody byla vyjadfena jako vytéznost R (%). Hodnota
vytéznosti byla v rozmezi 80-120 %. V tabulce I je uve-
den x, SD, VK a primér R.

Tabulka I

Presnost a spravnost metody ITP-CZE (n = 6)

¢(LAM) [mg 1] X SD VK [%] R [%]
1 1,09 0,11 9,88 109,1
7 7,55 0,38 4,99 107,8
20 22,7 1,38 6,11 113,4

¢ — koncentrace v mg 1"}, x — pramér, SD — smérodatna odchylka, VK — varia&ni koeficient, R — vyt&Znost
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Obr. 3. Zaznam analyzy séra metodou ITP-CZE s UV detekci
(254 nm); koncentrace LAM v séru 4,1 mg 1™ (pik & 2). VE
10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina,
10% methanol; KE 5 mM g-aminokapronovéa kyselina, 5 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 15% methanol a nosny elektro-
lyt 25 mM g-aminokapronova kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylceluloza, 10%
methanol. Hnaci proud v pfedseparacni kapilate 200 pA
a v analytické 40 pA; vodivostni detekce
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Obr. 4. Zaznam analyzy séra metodou ITP-CZE s UV detekci
(254 nm); koncentrace LAM v séru 12,2 mg 1" (pik &. 2). VE
10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina,
10% methanol; KE 5 mM e-aminokapronova kyselina, 5 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 15% methanol a nosny elektro-
lyt 25 mM e-aminokapronova kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylceluldéza, 10%
methanol. Hnaci proud v predseparacni kapilafe 200 pA
a v analytické 40 pA; vodivostni detekce

Limit detekce (LOD) byl na zakladé proméfeni nulo-
vé linie vypolten pomoci trojnasobné vysky Sumu
a z kalibra¢ni kfivky byla odeCtena odpovidajici koncent-
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Obr. 5. Zaznam analyzy séra s LAM (5,1 mg 1) metodou
HPLC s UV detekci (220 nm); kolona Separon SGX C 18,
S mm, (3 x 150 mm); UV detekce pii 220 nm; mobilni faze: ace-
tonitril:metanol:voda:TEA 23:5:72:0,1 (v/v/v), pH 7,0; prutok
mobilni faze 1 ml min™

ITP-LZE
30

20

20 a0

HFLC

Obr. 6. Grafické znazornéni korelace dvou metod (HPLC
a ITP-CZE) podle regresni analyzy podle Passinga a Babloka

race. Limit kvantifikace (LOQ) byl vypoc¢ten pomoci dese-
tinasobné vysky Sumu. Hodnoty LOD a LOQ jsou 0,25
a0,83mgl™.

Na obr. 2 je izotachoforeogram vzorku séra od neuzi-
vajiciho dérce. Ze zdznamu je ziejmé, ze za danych pra-
covnich podminek nerusi zadné jiné slozky ze séra, coz
potvrzuje selektivitu metody.
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Na obr. 3 a 4 jsou uvedeny izotachoforeogramy realnych
vzorkil (LAM 4,1 mg1™" a LAM 122mg1™") a na obr. 5 je
chromatogram séra s LAM o koncentraci 5,1 mg 1™".

Srovnani metody ITP-CZE s metodou HPLC

Novou ITP-CZE metodou se proméfilo 50 realnych
vzorkl a vysledky se srovnaly s témi, které byly ziskany
rutinni HPLC metodou. Regresni analyza podle Passinga
a Babloka ukazala, ze 95% interval spolehlivosti pro smér-
nici se pohyboval v rozmezi 0,89-1,03, coz potvrzuje, Ze
odchylka smérnice od 1 je statisticky nevyznamna a 95%
interval spolehlivosti pro usek na ose Y byl —1,73 az
+4,25, coz potvrzuje, Ze Gsek na ose Y je statisticky nevy-
znamny. Ob¢ metody tedy poskytuji v ramci zvolené
pravdépodobnosti (95% hladina vyznamnosti) shodné vy-
sledky. Vysledny graf je na obr. 6.

Zavér

Cilem prace bylo zavést a validovat novou elektromi-
gracni metodu na stanoveni LAM v séru, pro jeji ptipadné
rutinni pouziti v rimci TDM v UKF FNO. Po otestovani
systému ITP-ITP a ITP-CZE a n¢kolika riiznych elektroly-
t byla jako nejlepsi vybrana metoda ITP-CZE s UV de-
tekcei pfi 254 nm. Ve srovnani s HPLC je pfiprava vzorku
u metody ITP-CZE jednodussi a rychlejsi. Potfebné mnoz-
stvi séra k analyze se da snizit aZ na 10 pl, coZ je velmi
vyznamné zvlast pro TDM u déti. Obé metody jsou pfi-
blizné stejné Casové narocné. Vyhodou ITP-CZE jsou vy-
razn¢ niz§i provozni naklady na analyzu ve srovnani
s HPLC.

Metoda ITP-CZE vyhovuje vSem validaénim poza-
davkiim, jako je presnost, spravnost, linearita a selektivita
a ma piijjatelné LOD a LOQ. Metoda byla srovnana
s puvodni HPLC metodou pomoci regresni analyzy podle
Passinga a Babloka na zakladé proméfeni 50 realnych
vzorkl a zjistilo se, Ze mezi vysledky obou metod neexis-
tuje statisticky vyznamny rozdil.
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The aim of this work was to develop and validate
electrophoretic methods for the determination of a new
antiepileptic, lamotrigine (LAM). We tested the conditions
for analysis of LAM in blood serum by two capillary isota-
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chophoreses (ITP-ITP) and by capilary isotachophoresis —
capillary zone electrophoresis (ITP-CZE). Best results
were obtained using the ITP-CZE method with UV detec-
tion at 254 nm. The latter method offers a simple and rapid
procedure for the determination of LAM in blood serum.
A low sample volume is highly convenient especially for
the determination in children. The analysis takes some
20 min. The linearity of the method was proved in the
range 0-20 mg LAM/1. The limits of detection and quanti-
fication were 0.25 and 0.83 mg LAM/I, respectively. The
variation coefficients were below 10 % at three concentra-
tion levels (1, 7 and 20 mg 1""). The method was compared
with HPLC using the Passing-Bablok regression analysis;
no significant differences were found.
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Uvod

V Ceské republice je zaveden systém klasifikace od-
rad pSenice do Ctyf jakostnich tiid (E — elitni, A — kvalitni,
B — chlebové a C — ostatni), do n¢hoz jsou odrudy zatazo-
vany podle vysledku tiiletych péstitelskych pokusi, vede-
nych ze zdkona Ustfednim kontrolnim a zkusebnim tsta-
vem zemé&d€lskym Brno. Kazdoro¢né tento Ustav vydava
publikaci Seznam doporucenych odrid/Prehled odrid,
kterda ma péstitelim usnadnit vybér kultivard pSenice
s ohledem na komeréni vyuziti komodity'.

Technologicka jakost potravindiské pSenice je obecné
ovlivilovana ¢tyfmi faktory — odriidou pSenice, lokalitou
péstovani, agrotechnickym postupem a klimatem b¢hem
daného ro¢niku sklizn&® ™. Péstitel, usilujici o co nejvyssi
zhodnoceni vypéstované komodity, ptizplisobuje volbu
péstovanych odrid vlastnim zkuSenostem z pfedchozich
let a znalostem mistnich podminek. Je pochopitelné, ze
osivo odrid z vyssich jakostnich tfid znamena vyssi vstup-
ni investici a také zpravidla vys§i péstitelskou narocnost.
Tyto podminky spoluutvaieji konecny jakostni profil ko-
meréni pSenice daného prvovyrobee™®. Ve vykupnich pod-
nicich jsou pak dodavky od okruhu prvovyrobcti michany
podle nekolika jakostnich parametri (napt. obsah a kvalita
bilkovin), aby se uspokojily pozadavky odbératele (mlyna)
na mlynafskou jakost.

V tomto fetézci prvovyroba — vykup — mlyn neni
mozné z rozboru jakosti vzorku komercni psSenice zpétné
identifikovat konkrétni odridu, ale z dodavek do jednoho
mlyna lze kvalifikované odhadnout jakostni profil péstova-
né pSenice alespon regionalné. Také je mozné statisticky
vyhodnotit vliv ro¢niku sklizn€ a lokality péstovani na
technologickou kvalitu potravinaiské pSenice.
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Experimentalni ¢ast

Byly zpracovany dva soubory potravinaiskych psenic,
pestovanych v ramci Stfedoceského kraje v letech 2003 az
2006. Prvni zahrnoval komer¢ni pSenice v celkovém poctu
80 vzorkd, péstovanych ve tiech lokalitach stfednich Cech
— zapadni (A¥*), jihozépadni (B*) a vychodni (C*). Do
druhého souboru s 30 vzorky byly zaclenény Ctyfi odridy
pSenice, zafazené do jakostnich tfid E (kultivar Sulamit),
A (Alana), B (Vlasta) a C (Contra) podle v soucasnosti
platného systému klasifikace odriid psenice’. Soubor odrid
byl vyuzit ke sledovani jakostniho profilu komeréni pSeni-
ce z vySe uvedenych lokalit Sttedoceského kraje.

Na vsechny uvedené vzorky byl aplikovan komplexni
rozbor kvality potravinaiské pSenice dle interni metodiky
cerealni laboratofe VSCHT Praha’. Kvalita byla popsana
39 znaky, od vlastnosti a jakosti zrna a mouky pfes para-
metry fermentovaného tésta po charakteristiky peciva
a stfidy. Tab. I shrnuje vSech 39 uvedenych znak, které
byly pouzity pro statistické hodnoceni vlivu ro¢niku
a lokality péstovéani a také pro odhad odriidového profilu
komer¢ni pSenice. Z technologického pohledu lze tyto
znaky rozd¢lit do skupin mlynéfské a pekatské jakosti.

Mlynatska jakost vzorki

Pod mlynatskou jakost potravinaiské pSenice byvaji
zahrnovany vlastnosti zrna, analytické znaky zrna a mou-
ky, charakteristiky laboratorniho zamelu a charakteristiky
reologického chovani nefermentovaného tésta. Zrno bylo
popsano objemovou hmotnosti (CSN 46 10 11-5, cit.®),
hmotnosti tisice zrn (interni postup) a analytickymi para-
metry obsah mineralnich latek (popela) a mokrého lepku
a bilkovin (CSN 56 05 12, cit.”). Byla charakterizovana
také amylolyticka aktivita (&islo poklesu, CSN ISO 30 93,
cit.'®). Proces mleti byl popsan vyt&znostmi jednotlivych
mlynskych frakci, ziskanych na laboratornim mlyné
CDI1 AutoMill (Chopin, Francie) a rovnéz byla posouzena
efektivita mleti. Sledované analytické znaky mouky se
shoduji s charakteristikami zrna. V ptipadech analyzy pse-
nice i mouky byl pro stanoveni pouzit infraerveny spekt-
rofotometr Inframatic 8620 $védské firmy Perten Instru-
ments s kalibraci pro pSenicnou mouku hladkou
(CSN 56 05 12, cit.™'"). Cislo poklesu bylo stanoveno po-
moci pfistroje Falling Number od téze firmy, v pripadé
mouky byla dale specifikovana kvalita bilkovin dle Zele-
nyho (CSN ISO 55 29, cit.'?) pomoci piistroje Sedi-tester
(ZZN Strakonice, CR).

Viskoelastické vlastnosti té€st byly zjistény dle
CSN ISO 55 30-4 (cit."”) na piistroji Alveograf (Chopin,
Francie). Chovani tésta béhem deformace je obvykle po-
psano pruznosti, taznosti, jejich pomérem a energii hodno-
cenou jako plocha pod kiivkou. Tyto vlastnosti je mozno
predikovat také pomoci analyzy NIR spekter mouky''.
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Tabulka I

Jakostni parametry komplexniho rozboru pSenice

Krok Znak ¢. Parametr Krok Znak ¢. Parametr

rozboru® rozboru®

A 1 objemova hmotnost C 21 alveograficky pomér

A 2 hmotnost tisice zrn C 22 alveograficka energie

A 3 tvrdost D 23 fermentograficky objem tésta
A 4 popel D 24 doba fermentace

A 5 mokry lepek zrna D 25 objem plynt

A 6 bilkoviny zrna E 26 doba dokynuti

A 7 ¢islo poklesu zrna E 27 maturograficky odpor tésta

B 8 vytéznost krupic E 28 maturografickd pruZnost t&sta
B 9 lustitelnost krupic E 29 stabilita kynuti

B 10 vytéznost mouk F 30 objem tésta

B 11 vytéznost Mohse F 31 objem vzorku

B 12 vytéznost Srotovych mouk F 32 objem peciva

B 13 vytéznost vymilacich mouk F 33 narust pri zapékani

C 14 popel G 34 vaznost mouky — pekaf'sky pokus
C 15 mokry lepek G 35 mérny objem peciva

C 16 bilkoviny G 36 tvar peciva (vyska/pramér)

C 17 Zelenyho test G 37 senzorické hodnoceni peciva
C 18 ¢islo poklesu G 38 penetrace stfidy peciva

C 19 alveograficka pruznost G 39 plocha fezu pecivem

C 20 alveograficka taznost — -

*A — znaky zra; B — znaky mleciho pokusu; C — znaky mouky; D, E, F — znaky t&sta v L., IL, IIl. fazi fermentace; G —

znaky pekafského pokusu)

Pekatska jakost vzork

V laboratornich podminkéch je proces kynuti sledo-
van adekvatné tfem technologickym fazim — zrdni, kynuti
a zapékani. Prvni fize je v ceredlni laboratoti VSCHT
Praha sledovéana na Fermentografu (SJA, Svédsko), druha
na Maturografu a tfeti na OTG (Oventriebgerit) piistroji
(oba Brabender, SRN) dle internich metodik. Béhem 1.,
IL.a III. faze fermentace jsou sledovany jak objemové zmé-
ny testovaného vzorku tésta, tak ¢asové intervaly souvise-
jici s témito zménami, napt. dosaZeni objemového maxima
tésta (doba fermentace — fermentograf, doba dokynuti,
stabilita kynuti — maturograf). Méfeni na uvedenych reolo-
gickych pfistrojich bylo doplnéno pfimym testem pekarské
kvality potravinaiské pSenice — pekaiskym pokusem. Fi-
nalni pokusny pekaisky vyrobek byl hodnocen mérnym
objemem, plochou fezu pefivem, pomérovym cislem vys-
ka/primér, devitibodovou senzorickou analyzou a penetra-
ci stfidy peciva jako kritérii spotiebitelské kvality peciva.

Fermentovand tésta jsou pripravovana na konstantni
konzistenci pomoci Farinografu (Brabender, SRN). Pro
I. fazi fermentace je obsah soli vtésté o 1,0 % nizsi ve
srovnani s tésty pro II. a III. fazi i pekatsky pokus.
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Vysledky a diskuse
Technologick4 kvalita pSenice

K nazornému porovnani technologické kvality mezi
soubory odriid a komer¢ni pSenice byly pouzity paprskové
grafy (obr. la, resp. 1b), konstruované ze Sesti vyznam-
nych ukazateli kvality (obsah bilkovin, Zelenyho test,
alveograficka energie, objem plyntl, odpor tésta a mérny
objem peciva). Volba téchto parametrii je zaloZena na
komplexnim rozboru technologické kvality potravinaiské
pSenice tak, aby bylo vystizeno chovani v celém pekaren-
ském vyrobnim procesu. Pro rozdilnost méfitek a jednotek
jednotlivych znak byla pouzita Z-transformace dat (cit."*).
Transformované hodnoty jsou proto uvedeny v uzancnich
jednotkach [u] a plochy datovych kiivek pak v uzancnich
&tvereénych jednotkach [u?].

V tomto grafickém porovnani je ziejmé, ze se kvalita
vzorkli komeréni pSenice ze vSech tfi lokalit A*, B* a C*
(obr. 1b) v priméru ro¢nikd 2003 az 2006 pohybovala na
rozhrani jakostnich tfid E a A (obr. 1a, kfivky 7, 2). Kvan-
tifikace datovych ploch, uvedena v tab. II, pfevahu odrad
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mérny objem peciva

12
objem vaznost
plynd mouky
bilkoviny &islo
mouky poklesu

. Zelenyho test

Obr. 1a. Technologicka kvalita odrid pSenice; — Sulamit (E),
---Alana (A), Vlasta (B), Contra (C)

meérny objem peciva

12
objem vaznost
plynu mouky
bilkoviny L &islo
mouky poklesu

Zelenyho test

Obr. 1b. Technologicka kvalita komer¢ni pSenice;
lokalita — A*, - - - B¥, C*

z téchto dvou tfid potvrzuje a naznacuje, Ze v lokalité¢ B*

v

Statisticka analyza vlivu ro¢niku sklizné a lokality
péstovani

Kvalita sledovanych vzorkti se vyznamné odliSovala
jak mezi odridovymi, tak mezi komerénimi vzorky pSeni-
ce. Proto se v ramci vSech 110 zahrnutych vzorkd sméro-
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Tabulka IT
Plochy paprskovych grafi

Vzorek Plocha [uz]

Odruda (trida) Sulamit (E) 50,3
Alana (A) 37,7
Vlasta (B) 25,9
Contra (C) 19,2

Lokalita A* 52,7
B* 40,0
C* 47,0

datné odchylky jednotlivych parametrii pohybovaly od
0,046 (tvar peciva) do 90,298 (maturograficky odpor tés-
ta). Vliv ro¢niku sklizné a lokality péstovani a jejich in-
terakce byly nejprve hodnoceny analyzou rozptylu
(tab. IIT). Hodnoty F-testu naznacuji rozdilnou miru zavis-
losti jakostnich charakteristik jak na ro¢niku sklizné, tak
na lokalité péstovani. Roénik sklizn¢ prikazné neovlivnil
(P>0,05) pouze tvrdost zrna, fermentograficky objem
tésta a stabilitu kynuti, zatimco na lokalit€ nezaviselo cel-
kem deset jakostnich charakteristik.

Porovnani intenzity obou vlivll v souboru komeréné
péstované pSenice bylo provedeno metodou hlavnich kom-
ponent (PCA) z korelacni matice zjiSténych kvalitativnich
charakteristik mlynaiské a pekaiské jakosti v programu
Statistica (StatSoft, USA, verze 7.1). Seznam pouzitych
znakd je uveden v tab. I. Prvni tfi komponenty (PC1 az
PC3) vysvétlily 62 % proménlivosti — prvni 35, druha 15
atfeti 12 %. Celkovd mira vysvétleni je srovnatelna
s hodnotou uvedenou v praci'®, ktera byla zaméfena na
hodnoceni vlivu odridy psenice a podminek ptipravy tés-
ta. Prvni tfi hlavni komponenty vystihly v tomto pfipadé
67 % proménlivosti vstupnich dat.

Z grafu komponentniho skore vrovin€é PC1xPC2
(obr. 2) vyplyva jednoznaéné siln€jsi vliv roéniku sklizné
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Obr. 2. Graf komponentnich skére pro lokality péstovani
komeréni pSenice; S lokalita A*, (]) lokalita B*, () lokalita
C* a ro¢niky sklizné 2003, 2004, 2005, 2006
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Tabulka IIT
Vyznamné hodnoty F-testu (P> 0,05) pro vliv ro¢niku
(R) a lokality (L) na technologickou jakost potravinai-
ské pSenice

Parametr R L R*L
Objemova hmotnost 20,3 - 6,7
Hmotnost tisice zrn 9,0 68,7 4,7
Tvrdost zrna -- 5,5 -—-
Popel zrna 23,2 477 4,7
Mokry lepek zrna 17,0 16,6 4,6
Bilkoviny zrna 17,6 16,7 3,7
Cislo poklesu zrna 9,8 7,0 134
Vytéznost krupic 41,2 58,7 122
Lustitelnost krupic 165,9 7.5 12,0
Vytéznost mouk 14,1 41,9 6,9
Vytéznost Mohse 55,3 28,1 -
Vytéznost Srotovych mouk 12,5 103 29
Vytéznost vymilacich mouk 8,7 475 6,1
Popel mouky 6494 66,5 25,3
Mokry lepek mouky 28,7 9,1 3,6
Bilkoviny mouky 37,2 32 32
Cislo poklesu mouky 15,3 -—- 7,0
Zelenyho test 13,8 --- -
Alveograficka pruznost 11,8 --- 3,9
Alveograficka taznost 56,4 6,3 ---
Alveograficky pomér 21,2 5,4 99
Alveograficka energie 35,4 - -
Fermentograficky objem tésta - 174 5,4
Doba fermentace 6,9 --- 4.8
Objem plynt 3,2 32,6 6,7
Doba dokynuti 23,7 6,8 7,7
Maturograficky odpor tésta 21,0 254 -
Maturograficka pruznost tésta 34 274 -
Stabilita kynuti -- - -
Objem testa 22,1 4,1 -
Objem vzorku 20,0 - 11,2
Objem peciva 13,2 - 134
Narust pti zapékani 33 - 11,0
Vaznost mouky 3,9 7,3 6,2
Me¢érmy objem peciva 9,8 48 7,6
Tvar peciva 9,1 13,5 3,6
Senzorické hodnoceni 2,8 18,7 ---
Penetrace stiidy 38 13,2 155
Plocha fezu pecivem 72 14,1 19,4
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AL A

Y1

Obr. 3. Graf komponentnich zatézi; x — pofadové ¢islo promén-
né, y; — komponentni zatéz, — PCI, - - - PC2

v ptipadé let 2003 a 2006. V ro¢nicich 2004 a 2005 se
v tomto souboru uplatnil vliv lokality B*. Podle kompo-
nentnich zatéZi vystihla komponenta PC1 vice mlynafskou
a druha vice pekafskou kvalitu vzorkd komercni pSenice.
Graf z4t€zi (obr. 3) doklada uspokojivé vysvétleni (zatéz
vyssi nez 0,80) celkem 18 jakostnich parametri PC1, resp.
4 znakl PC2. Toto naznacuje silné korelace mezi vice nez
polovinou proménnych v souboru 80 vzorkd komeréni
pSenice.

Podrobnéjsi  analyza pomoci Tukeyova testu
(ANOVA) v tab. III dokazuje celkovou odlisnost technolo-
gické kvality komer¢ni pSenice vlivem jednotlivych roéni-
ka sklizné. Podle PC1 byla kvalita potravinaiské pSenice
nejprikaznéji odlisna v rocniku 2006, kdy bylo hodnoceni
mlynafské jakosti nejvySsi. Pekarska kvalita byla zavisla
na ro¢niku sklizn¢ siln&ji — v tab. III se v pfipadé roc¢niku
sklizn¢ a PC2 ro¢nik 2004 vyskytuje jak v prvni, tak druhé
homogenni skupiné.

Analyza rozptylu vlivu lokality péstovani (tab. III)
prokazala statisticky rozdil kvality podle PC1 mezi ko-
merc¢ni pSenici pestované v lokalit¢ B* — mlynarska kvali-
mezi lokalitou B* a dvojici A* a C* statisticky vyznamny
(P> 0,05), zaporna hodnota PC2 demonstruje i nizsi pe-
katskou kvalitu v regionu B*.

Odhad jakostniho profilu komercni pSenice
ve vybranych lokalitach

Identifikace  statisticky =~ vyznamné  podobnosti
(P> 0,05) mezi technologickou jakosti komercni pSenice
a odrudami reprezentujicimi platné jakostni t¥idy byla pro-
vedena hierarchickou shlukovou analyzou vSech 39 jakost-
nich znakd (obr.4) také v programu Statistica.
V dendrogramu lze rozlisit tfi zakladni shluky — vzorky
lokalita A*, lokalita C* a tfida E v prvnim, lokalita B*
atfida A ve druhém a tfidyB a C ve tietim shluku.
Z obr. 4 1ze soucasn¢ odhadnout nejvyssi kvalitu komercni
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Obr. 4. Shlukova analyza jakostniho profilu komerc¢ni pSenice
pro lokality A*, B*, C*; y, — statisticka nepodobnost

Tabulka IV
Analyza rozptylu vlivu rocniku sklizn€ a lokality
péstovani

Rocénik PC1 1 2
2006 -1,370 i
2003 0,197 e
2005 0,282 e
2004 0,891 i

Ro¢nik PC2 1 2
2005 -0,814 e
2006 -0,505 e
2004 —-0,101 i i
2003 1,420 el

Lokalita PC1 1 2
A* -0,380 e
C* -0,089 i
B* 0,469 bl

Lokalita PC2 1
B* -0,164 e
Cc* 0,050 i
A* 0,114 i

pSenice v lokalité A*, nebot’ absolutni nepodobnost byla
nalezena mezi kvalitou pSenice v této lokalit¢ a tfidou B
(odruda Vlasta).

Pro prvni shluk byly charakteristické nejnizsi hodnoty
objemové hmotnosti, hmotnosti tisice zrn a tvrdosti, nao-
pak hodnoty znaki mleciho pokusu (B8 az B13, tab.I)
byly nejvyssi. Obsahy mokrého lepku a bilkovin byly pro
Cleny tohoto shluku nejvyssi, stejné¢ jako cislo poklesu.
Kvalita bilkovin byla podle Zelenyho testu (C17) ve vSech
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ttech shlucich srovnatelna, ovSem podle alveografické
Vysledky fermentografického testu (znaky D23-D25) byly
v prvnim shluku nejlepsi, ve druhé fazi fermentace mély
vzorky lokalita A*, lokalita C* a tfida E nejvyss$i maturo-
grafickou pruZnost tésta. Nejlepsi chovani fermentovaného
tésta béhem zapékani (III. faze fermentace) bylo pro tyto
tfi vzorky zjisténo v parametrech F30 a F31. Pecivo dosah-
lo v priméru prvniho shluku nejniz§iho mérného objemu
ataké plochy fezu, zatimco penetrace stfidy byla mezi
shluku srovnatelna.

Naproti tomu v lokalit¢ B* byla zjisténa vice nez
60% shoda vkvalit¢ vzorkh komercni pSenice
s vlastnostmi odriidy Alana z jakostni tfidy A. Vlastnosti
shluku byly ve vétsin€ znakt primérné, nejvyssi hodnoty
byly zjistény pouze pro maturograficky odpor tésta, objem
tésta a nardst pii zapékani (E27, F32 a F33). Nejnizsi hod-
noty byly naopak pozorovany pro cislo poklesu zrna
i mouky (A7, C18) a penetraci sttidy peciva (G38).

Tteti primarni shluk zahrnul pfipady Ttida B a Tii-
da C (odridy Vlasta a Contra). Vzdalenost mezi témito
odriidami a komer¢ni pSenici byla v jednotlivych regio-
nech Stfedoceského kraje rozdilna (tab. V) — k lokalité A*
byla maximalni (vzdalenosti 257 a 252), k lokalit¢ B*
naopak nejmens$i (vzdélenosti 179 a 194). Vzdélenost lo-
kality C* k odridam Vlasta (B) a Contra (C) byla proti
ostatnim lokalitdm pfibliZzn€ polovi¢ni (15 a 14). Vzorky
odrid Vlasta (B) a Contra (C) vyznacovaly nejvyssimi
hodnotami objemové hmotnosti, hmotnosti tisice zrn
i tvrdosti zrna. Mlynarska kvalita byla v primérech shluki
nejhorsi, nejpriikaznéji v parametru vytéznost podle Moh-
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Obr. 5. Kvantifikace jakostniho profilu komeréni pSenice ve sle-
dovanych lokalitach; y; —odhad podilu jakostni tiidy, [l tiida
E, == ttida A, B2 tiida B, EE tiida C
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Tabulka V

Euklidovské vzdalenosti — porovndni kvality komeréni pSenice a odriid

Vzorek Lokalita A* Lokalita B* Lokalita C* Ttida E Ttida A Ttida B Ttida C
Lokalita A* 0 107 61 87 167 257 252
Lokalita B* 107 0 80 95 91 179 194
Lokalita C* 61 80 0 78 129 219 221
Ttida E 87 95 78 0 117 206 218
Ttida A 167 91 129 117 0 102 134
Ttida B 257 179 219 206 102 0 114
Ttida C 252 194 221 218 134 114 0

se (B11). Vlastnosti nefermentovaného i fermentovaného
tésta z odrud tfid B a C byly v porovnani s ostatnimi shlu-
ky nejhorsi i ptes prikazné snizeni primérné technologic-
ké kvality v prvnim a druhém shluku pfipojenim komeréni
pSenice k odridovym vzorkim. Naproti tomu pramérny
meérny objem peciva byl mezi shluky nejvyssi, podobné
jako plocha fezu pecivem (G39).

Z matice Euklidovskych vzdélenosti shlukové analy-
zy (tab. V) byl vytvofen sloupcovy graf s procentnimi
prispévky jednotlivych jakostnich tfid na celkovy kvalita-
tivni profil komercni pSenice ve vSech tfech sledovanych
lokalitach (obr. 5). Rozdily byly zjistény zejména mezi
podily odriid ze dvou nejvyssich jakostnich tfid E a A. Pro
lokalitu A* ztohoto kvalifikovaného odhadu vyplyva, ze
v ro¢nicich 2003 az 2006 byly péstovany pouze odrudy
tiid E a A, nebot’ celkovy profil ze dvou tietin odpovidal
odriid¢ Sulamit (tfida E) a z jedné tfetiny odrid€é Alana
(tfida A). V lokalité B* byly odrudy ze stejnych tiid pésto-
véany na cca 70 % osevnich ploch. Zbyvajicich 30 % tvofi-
ly odridy zjakostni tfidy B, nebot péstovani psenic
s potravinafsky nevyhovujici kvalitou C nelze pro komerc-
ni vyuziti suroviny predpokladat. Lze odhadnout, Ze in-
terakce odrudy pSenice s vlivem ro¢niku sklizné znamena-
la snizeni technologické jakosti odrud tfidy B na troven
tiidy C. Pro lokalitu C* byl podil péstovanych odrid ze
titidy E v celkovém objemu témé&f poloviéni, tedy zhruba
o 15 % nizsi vzhledem k lokalit¢ A* a naopak o pfiblizné
15 % vyssi nez v lokalité B*. Odridy ze tfidy B tvotily ve
srovnani s lokalitou B* vyznamné niz$i ¢ast produkce
(20 %). Zajimavym vysledkem je asi tfetinovy podil odrid
tfidy A ve vSech tfech sledovanych lokalitach.

Zaveér

Vyuziti vicerozmérnych statistickych metod se jevi
jako progresivni metoda kvantifikace jakostniho profilu
komer¢ni potravinarské pSenice. Komplexni rozbor kvality
potravinaiské pSenice, zavedeny v ceredlni laboratofi
VSCHT Praha, umoziiuje velmi podrobny popis technolo-
gické kvality. Poskytuje pro tento ucel cenny soubor dat,
ktery dale umoziuje posoudit vlivy ro¢niku sklizné a loka-
lity péstovani na technologickou kvalitu komeréni potravi-
naiské pSenice.

Seznam pouzitych zkratek

ANOVA analyza rozptylu (analysis of variance)

OTG pfistroj pro posouzeni chovéani fermentovaného
tésta ve III. fazi fermentace, tzv.zapékani
(Ofentriebgerit)

PC hlavni komponenta (principal komponent)

PCA metoda hlavnich komponent (principal compo-
nent analysis)

u, u’ uzancni jednotky, uzancni ¢tvereéni jednotky

UKZUZ  Usttedni kontrolni a zkusebni tstav zem&dgl-
sky
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I. Svec?, M. Hruskova®, and O. Jirsa® (“ Department
of Carbohydrate Chemistry and Technology, Institute of
Chemical Technology, Prague; " Agricultural Research
Institute, Kromériz): Application of Multivariate Statis-
tical Methods in Wheat Quality Monitoring

At present the use of multivariate statistical methods
for prediction of quality profile of commercial wheat be-
comes very interesting. The article describes the results of
statistical analysis based on comparison of commercial
wheat with wheat cultivars of the exactly defined quality.
Effects of the crop year and planting locality on techno-
logical quality of wheat were also evaluated. An assess-
ment of quality profile of wheat from three areas was per-
formed.
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Jedna se o ¢tvrté vydani knihy Hu-
berta H. Uhliga, doplnéné R. Winstonem Revie opét pro
vydavatelstvi Wiley Interscience. Zakladni struktura kni-
hy i jeji obsah se od prvého vydani z roku 1963 pfili$ neli-
$i a tak mne pon¢kud prekvapuje, ze jako prvy autor toho-
to vydani je uvadén R. W. Revie, piestoze se na tvorbé
vétsiny textu nepodilel. Prvé vydani této knihy bylo v 60.
a 70. letech minulého stoleti jednou ze zakladnich ucebnic
o korozi kovil, druhé vydani bylo ptelozeno i do némciny.
Pfi psani této recenze jsem mél k dispozici jak prvé, ang-
licky psané vydani, tak do némciny pfeloZzené vydani dru-
hé. R. W. Revie je znam predevsim jako editor tzv. Uh-
lig’s Corrosion Handbook, vydaného v tomtéZz nakladatel-
stvi (Wiley Interscience) v roce 2000. V tomto piipadé se
jednalo sice o rozsahly, ale pon€kud nesourody soubor 70
dil¢ich kapitol od riznych autorti, mezi které jsou zafazeny
1 kapitoly o nekovovych materidlech. Tim spiSe prekvapi
v recenzované knize definice koroze, ktera odporuje vseo-
becnému trendu nevymezovat ji pouze pro poskozeni ko-
vovych materialt.

Téma koroze kovi je stale velmi aktualni pfedevsim
k obrovskym ztratam, které ji jsou zpisobeny a malokdo si
uvédomuje, ze ztraty zplisobené pozary jsou jen malym
zlomkem ztrat koroznich. To je hlavni divod, proc je stale
zadouci vydavat ucebnice, které vysvétluji pficiny koroz-
nich dé&ju a z nich vyplyvajici racionalni opatieni vedouci
k ucinné protikorozni ochrané. Vyvoj zptisobu a prostied-
ki protikorozni ochrany i poznani koroznich procest je
trvaly a doznal od prvého vydani této knihy vyznamného
pokroku. Vyzkum a vyvoj v této oblasti je Casto stfelba na
pohyblivy cil, protoze korozni véda a inzenyrstvi se musi
zabyvat predev§im praktickymi systémy a tedy i novymi
technologiemi s nimiz jsou korozni problémy spojeny,
musi hledat stale nova a ¢asto i kompromisni feSeni mezi
cenou ochrany, jeji ucCinnosti a rizikovosti feSeni.
V neposledni fadé je vyvoj protikoroznich opatieni stavén
pfed nutnost nahradit nékteré osvédcené, velmi ucinné
a zavedené prostiedky pro jejich nezadouci vliv na zZivotni
prostiedi. Témto vyznamnym otazkdm se ctvrté vydani
knihy také castené vénuje a odliSuje se tak od vydani
prvého. Protikorozni ochrané kovt se vénuje témér polovi-
na textu (z toho vice nez polovina odolnosti jednotlivych
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kovovych materidli), vyznamnym prostfedim a podmin-
kam Ctvrtina, zbyvajici ¢tvrtina je vénovana obecnym prin-
cipim koroze. Rozhrani mezi koroznimi principy a proti-
korozni ochranou neni vSak zcela zietelné. Knize jako
celku schézi logické usporadéni, pofadi kapitol je nahodi-
1é. Popis obecnych principt protikorozni ochrany chybi,
v textu je jen mald pozornost vénovana napi. koroznim
déjim ovlivnénych proudénim, mikrobialni aktivitou, .....

Kniha bohuzel obsahuje i nepiesnosti v nékterych
zéakladnich vécech. Piikladem miZe byt definice anody
resp. katody jako elektrody, na které probihd (occures)
oxidace resp. redukce. Tato definice nebere v tvahu, pro
korozi kovi v elektrolytech velmi podstatnou okolnost, ze
polarizaci elektrody potlacujeme katodicky, resp. anodicky
d¢j, ale nezastavujeme jej. V knize je nckolikrat zminén
¢lanek zeleznych elektrod s riznym ovzdus$nénim, a pies-
toze se jedna o dominantni korozni fenomén z hlediska
Cetnosti jeho praktického vyskytu, neni spravné vysvétlen.
Text vychadzi znespravného dogmatu, ze anoda prosté
koroduje rychleji nez katoda. Dominantni vliv zmény pH
na potlaceni koroze katody za podminek omezené konvek-
ce (katodicka pasivace) a naopak urychleni koroze anody
okyselenim hydrolyzou ionty kovu, je zminén jen okrajo-
vé. Velmi vyznamna role tzv. okludovanych roztokl
v korozi kovi, které vznikaji predev§im v podminkach
neutralnich vodnych roztokd ¢innosti koroznich ¢lanki, je
ve vykladu principti koroze kovi témét opomenuta.

Nestastny je i vyklad funkce tzv. suchého clanku,
jako analogie k pochopeni funkce clanku. Tvrzeni, Ze
v tomto piipad¢ je katodou uhlik, neni spravné, protoze
skutecnou katodou je burel a uhlik plni hlavni roli sbérace
elektront.

Prikladem zastaralych informaci je kapitola o katodic-
ké ochrang, pfevzatd pouze s velmi drobnymi Upravami
zprvého vydani zroku 1963. Ctenaf je napi. uvadén
v omyl, Ze pfi katodické ochran€ je korozni rychlost nulo-
va. Je mu vnucovana ptedstava, Ze se jedna o stav rovno-
vahy - imunitu. Vypocet ochranné¢ho potencidlu pomoci
Nernstovy rovnice je pochybna aplikace fyzikalni chemie
(i kdyz v ucebnicich koroze tradovana), rozhodujici roli pfi
katodické ochran¢ oceli ma alkalizace povrchového elek-
trolytu, jejiz mira Uzce souvisi s transportnimi procesy.
Z alkalizace plyne vyznamna zména anodické kiivky, coz
muze vést az k pasivaci pii katodické polarizaci. Soucas-
nym zakladnim kriteriem u¢innosti katodické ochrany je
korozni rychlost, méfitelnd odporovymi sondami, nikoli
zastaralé metody vyuzivajici korozni kupony nebo barevné
indikatory.

Kapitola o anodické ochrané také neobrazi soucasny
stav poznani a aplikaci. Tento specialni zptisob elektroche-
mické protikorozni ochrany se prakticky pouziva prede-
v§im u koroznich systémi, kde dochazi k samovolné pasi-
vaci kovu a posun potencidlu polarizaci v rdmci pasivity
vede k zajisténi stability pasivniho stavu. Jen zfidka uziva-
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me anodickou ochranu vzhledem k rizikovosti a obtizné
realizovatelnosti pro korozni systémy, u kterych je nutno
prevadét kov polarizaci stejnosmérnym proudem z aktivni-
ho do pasivniho stavu.

Podle mého nazoru k zbytecnym a tradujicim se uceb-
nicovym informacim patfi i tzv. Pilling-Bedworthliv po-
mér, uvedeny v tivodni kapitole o pfi¢inach koroze. Byva
uvadén v souvislosti s vysokoteplotni oxidaci kovu, ale
jedné se z praktického hlediska o okrajové a pouze doplitu-
jici kritérium odolnosti.

Z dalSich pfipominek uvadim, ze déleni latek snizuji-
cich agresivitu prostfedi na inhibitory a pasivatory neodpo-
vida obecné pfijaté definici inhibitoru koroze kovl. Pro
inzenyrské pouziti chybi v knize prehled zasad konstruke-
niho feSeni k omezeni koroze a informace o soucasnych
metodach korozniho monitoringu. Chybou také je, ze jsou
v textu stfidavé uvadény jednotky US soustavy a metrické.
Cislovana literatura v textu jednotlivych kapitol neni proti
predchozim vydanim podstatn¢ aktualizovand, ale kazda
z kapitol obsahuje zcela aktualni literaturu ,,General refe-
rences” k danému tématu, vhodnou pro dalsi ¢teni.

Celkové se da fici, ze se jedna o knihu, ve které lze
z inzenyrského hlediska nalézt mnoho informaci o korozi
kovi, bohuzel jen casteéné aktualizovanych proti dobé
vzniku rukopisu prvého vydani v roce 1962.

Pavel Novik

Piet W. N. M. van Leeuwen
(Editor)
Supramolecular Catalysis

Edited by Piet W. N. M. van Leeuwen  H/WILEY-VCH

Supramolecular
Catalysis

Wiley-VCH, Weinheim 2008
303 stran, pevna vazba (€ 139,-)
| |ISBN: 978-3-527-32191-9

Podnétem pro tuto knihu byla
»Conference on Supramolecular
Approaches to Catalysis* (SUPRAcat),
konana v bfeznu 2008 v Barceloné. Organizatofi pfedem
oslovili zvané fecniky konference s zadosti o zpracovani
obsahu jejich pfednasek ve formée kniznich kapitol. Je veli-
kym uspéchem snahy vSech takto z(castnénych autoru,
editora knihy i vydavatelstvi, ze se podafilo knihu vydat
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jiz v po¢atku roku 2008. Ctenaitim tak pfinasi v deviti
origindlné¢ zpracovanych kapitolach ptehled modernich
trendd a nejaktudlngjsich vysledki tvorby novych kataly-
zatorll s uzitim néstroji  supramolekularni chemie
(elektrostatickych interakei, vazeb kov-ligand, vodikovych
vazeb, n-m a van der Waalsovych interakci, hydrofobnich
a solvatofobnich efektt).

Velmi dobie zpracovana vstupni kapitola (autofi
P. Ballester a A. Vidal-Ferran) podava piehled postupného
vyvoje od klasickych supramolekuldrnich modeli kataly-
tickych center zaloZzenych na kovaletnich strukturdch
(umoziujicich spojeni substratového receptoru a vlastniho
katalytického centra nebo spolecnou komplexaci reaktan-
ti) k nové rozvijenym metodam, jejichz efekt spociva na
samoskladné tvorbé molekularnich kontejnert s vysokou
substratovou specifitou a vysokou katalytickou ucinnosti
ze strukturné jednodus$Sich komponent. Tim tyto metody
do jisté miry obchazeji naro¢nou syntézu slozitych kova-
lentnich katalyzatorti a umoziuji i vyuziti kombinatorial-
nich postupit k nalezeni nejvhodnéjsich vychozich mole-
kularnich komponent.

Nasledujici ¢ast knihy nerozviji systematicky tento
uvod se snahou o Uplny piehled stavajicich vysledku, ale
jednotlivé kapitoly jsou vyjadienim specifického piistupu
jednotlivych védeckych tymu k tomuto tématu. Podle sub-
jektivniho pohledu patii k nejzajimavéjSim piispévky
o tvorbé knihoven bidentatnich ligandti pomoci vodikové-
ho mistkovani (autor B. Breit), o konstrukci biomimetic-
kych katalyzatord (J. A. A. W. Elemans, J. J. L. M. Corne-
lissen, M. C. Feiters, A. E. Rowan, R. J. M. Nolte)
a o tvorbe€ supramolekularnich kavit obklopujicich kovova
katalyticka centra (J. N. H. Reek).

V tomto pojeti neni kniha klasickou ucebnici (i pfes
zminénou tvodni kapitolu), sledovani textu jednotlivych
kapitol vyzaduje zakladni znalosti z oblasti katalyzy
i supramolekularni chemie. K pochopeni textu jednotli-
vych kapitol zna¢né napomahd mnozstvi nazornych struk-
turnich obrazku, ¢asto ve vynikajicim barevném grafickém
provedeni. Kniha je tak vhodnym doplikovym studijnim
materidlem napiiklad v doktorandském studiu a rovnéz
cennym inspiraénim pramenem pro odborniky se zdjmem
o tento smér rozvoje katalyzy.

Petr Holy
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