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Cena firmy Merck

Nasi ctendrii se v tomto cisle jiZ tradicné setkdvaji
s vwbérem soutéznich praci studentii prezentovanych na
soutézi o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru ana-
Iytické chemie o cenu firmy Merck. Je na ctenari, aby po-
soudil odbornou i formdlni uiroven téchto prispévkii vytvo-
Fenych studenty magisterského studia - a v nékterych pri-
padech dokonce studia bakaldrského — na Spickovych ana-
Iytickych pracovistich nasich vysokych Skol. Za sebe mohu
prohlasit, zZe sledovani techto prispevkii pri viastni soutézi
i jejich priprava k tisku mne vede k presvédceni, zZe se nasi
mladi kolegové rozhodné nemusi stydet. Je potésujici spo-
lupracovat se studenty, kteri maji opravdu radi analytic-
kou chemii a venuji ji mnohem vice nez je predepsano
studijnimi osnovami. Je to dobre pro né i pro nds — jejich
ucitele. Oni si overi své schopnosti a dovednosti, ziskaji
zkuSenosti potiebné pro jejich pozdejsi vystupovani na
nejriznéjsich védeckych setkani, bez nichz je jejich uspés-
na kariéra v moderni védeé jen obtizné predstavitelna. Zba-
vi se neopodstatnéné nediivéry ve své schopnosti, trémy
i obcasného nedostatku sebediivery. My si uvédomime, Ze
i vdobé prevladajicich kvantitativnich kriterii pri hodno-
ceni védecké a pedagogickeé prace stoji za to vénovat svoji
energii a ¢as pocCetné sice méné vyznamné skupiné nada-
nych studentii s vyhranénym zdajmem o studovany obor,
avsak skupine velmi dilezité. Jedna se o studenty, kteri
predstavuji Spicky ve svych rocnicich a kteri mozna jednou
budou patrit ke Spickam ve svém oboru. A pocit, Ze jsme
k tomu tieba néjakym zpiisobem dopomohli, je jisté velmi
prijemny. Stejnée prijemna byla a je atmosféra na téchto
soutézich, kde vznikaji pratelské vztahy mezi studenty jed-
notlivych skol. A bylo by jisté nadherné, kdyby tyto vztahy
byly zdrodkem budouci tymové spoluprdce, kterd posune
nasi analytickou chemie k novym vysinam. V neposlednit
Fadé prispivaji podobné soutéZe i ke zlepSeni vzdjemné
informovanosti o pokrocich a trendech na jednotlivych
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analytickych pracovistich a nabizeji i srovnani s trendy
svetovymi. Viechny tyto aspekty by mély byt motivaci jak
pro studenty analytické chemie, tak i pro pracovisté, kterd
je na tuto soutéz vysilaji. Dalsi motivaci, kromé prijemné
financni odmény pro stupné vitézii, laskavé poskytnuté
firmou Merck, je i nepsané pravidlo, Ze pravé vitézové
téchto soutézi reprezentuji mladé cleny nasi spolecnosti na
sjezdech spratelenych chemickych spolecnosti na zaklade
dohod mezi polskou, ceskou a slovenskou chemickou spo-
lecnosti. To je jisté prijemny prispévek k lidskému i odbor-
nému riustu téch studentii, kteri jsou ochotni udelat néco
navic pro analytickou chemii, pro své katedry ¢i ustavy
i pro sebe samotné. Rovnéz nabizend a vyuzivana moznost
publikovat své vysledky v nasem casopise jisté katalyzuje
pohyb studentii smérem k jejich budouci védecké praci. Je
proto jisté namisté podékovat vSem, bez nichz by nichz by
nic z vySe uvedenych pozitiv neexistovalo. At uz je to firma
Merck, bez jejiz financni podpory a iniciativy by tato sou-
tez neexistovala, pedagogové, kteri organizaci této soutéze
venuji znacné mnozstvi casu a energie, Skolitelé soutézi-
cich studenti, bez jejichz piisobeni by vétsina soutéznich
prispevku vitbec nevznikla. A zejména studenti, kteri
vdobe nadmiru ekonomicky orientované, najdou cas
a odvahu zahledét se do védy a jejiho dalsiho rozvoje, bez
ohledu na ekonomickou trestuhodnost a neuvazenost tako-
vé naivity. A na zaver jedno prani a jednu prosbu. Prani,
aby rostl pocet takovych studentii, nebot’ jediné oni mohou
v budoucnu pecovat o dalsi rozvoj nasi analytické chemie.
A prosbu, aby kazdy z nds na svém misté a podle svych
moznosti pecoval pravé o takovéto studenty, pomdhal jim
pri jejich praci a odborném i lidském ristu, pomdhal jim
hledat nové a krasné cesticky a zdZitky v piivabném
a okouzlujicim svéte analytické chemie.

Jiri Barek
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1. Uvod

Termoplastické vulkanizaty (TPV) jsou diky svym

plastickych elastomerii (TPE)"?. Prvnim pramyslovym
vyrobkem byl Santopren od firmy Monsanto, uvedeny na
trh v roce 1981, ktery se vyrabi dosud™. Je smési polypro-
pylenu a ethylen-propylen-dienového kaucuku (EPDM).
Kaucuk je dispergovan v termoplastu ve formé Castic
o velikosti 1 az 5 pm. Odlisné od S$iroce pouzivanych
nevulkanizovanych smési, tzv. termoplastickych polyo-
lefini (TPO), je kaucuk v TPV zcela vulkanizovén, coz
dava fadu vyhod, jako vétsi odolnost proti rozpoustédlim,
lepsi mechanické vlastnosti a moznost pouziti prisad bézné
zpracovavanych v priimyslu.

Pozadované vlastnosti nemohou byt dosazeny bézny-
mi zplisoby michéni slozek (michéni tavenin, roztokl nebo
emulgace). Specialni zptisob michani byl vyvinut Gessle-
rem a Fischerem vroce 1978 a prakticky pouzit firmou
Monsanto™”. Ziskal nazev dynamické vulkanizace. V sou-
Casné dob¢é TPV vyrabi pies 20 firem. Nejb&znéjsi termo-
plastické komponenty jsou polyethylen (PE), polypropylen
(PP), polyamidy (PA), polystyren (PS), kopolymery styre-
nu s akrylonitrilem (SAN), nebo jeho terpolymery s akry-
lonitrilem a butadienem (ABS), polyakrylaty, polyestery,
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polykarbonaty. Elastickymi slozkami jsou €asto kaucuky
prirodni (NR), isoprenovy (IR), butadienovy (BR), butadi-
en-styrenovy (SBR) a butadien-akrylonitrilovy (NBR),
butylovy (IIR), ethylen-propylenovy (EPM) a ethylen-
propylen-dienovy (EPDM). Na prvni pohled se zda, ze
vybér komponenti je omezen pouze jejich technologickou
snasenlivosti, kterd, je-li Spatna, nedovoluje ziskat pozado-
vané mechanické vlastnosti v diisledku slabé adheze mezi
fazemi a dobré termodynamické snadSenlivosti mize byt
dosazeno jen pifi pomérné malé molarni hmotnosti slo-
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poditat s vyznamnym vlivem zpracovatelskych podminek.
Proto je ucelem tohoto referatu posoudit vznik vhodné
morfologie a vlastnosti TPV krok za krokem.

2. Dynamicka vulkanizace

Ptes své vice nez dvacetileté pouzivani je proces dy-
namické vulkanizace je$té malo prozkouman. Ma nékolik
stupiii. Prvnim krokem je roztaveni termoplastu, potom se
postupné piidava v malych mnozstvich nevulkanizovany
kaucuk, nebo se kauCuk a termoplast michaji najednou.
pro vytvofeni spravné morfologie smési. Pfi michéani je
nutno dosdhnout rovnomérného rozlozeni slozek v celém
objemu materialu. Béhem michani se kontroluje teplota
smési, tlak, kroutici moment. Proces muzeme rozdélit na
nékolik etap: piiprava komponentii (suSeni, ohfev apod.),
predbézné michani (suché michani, homogenizace, rozbi-
jeni aglomeratr), vlastni michani a odplynéni’®.

Kaucuk a termoplast jsou nesnaSenlivé latky. Z tohoto
divodu jejich smési maji dva druhy morfologii. Jsou to
diskrétni a ko-kontinudlni fazové struktury. Existuji dva
nazory na problém fazové rovnovahy a zmény fazové
struktury smési béhem michani. Jeden z nich, ktery zasta-
val Utracki, posuzuje dvoufazové taveniny polymerti jako
emulze®°. Mechanismus zmén fazové struktury zalei na
pomeéru viskozity, objemového poméru slozek a urovni
namahani. Existuji ur€ité poméry viskozity a objemovych
podila polymeru, pfi jejichz ptekroceni je za stalého nama-
hani fazova inverze neodvratna. Jiny nazor, prezentovany
De Boerem'® a Weberem', definuje proces vzniku fazové
struktury jako dusledek stalého slu¢ovani a rozbijeni ka-
pek roztavenych polymerd béhem michani, a fazova inver-
ze zaleZi na pomé&ru rychlosti obou procesii. Pfi michdani se
nejdiive formuji dlouhd vlakna. Ta pii malé Grovni smy-
kového napéti koaguluji v pomérné€ velké kapky (o rozmé-
ru az 100 pm). Je-1i Groven napéti vyssi nez urcita kriticka
hodnota, vldkna se rozpadnou na pomérné malé Castice
(o rozméru 5 az 10 um). Plati, Ze vétsi kapky taveniny se
rozbiji snadnéji neZ mensi. Pti ur€ité Grovni napéti existuje
uréitd nejmensi velikost kapek, kterou muzeme ziskat.
Dalsi michani vyvolava jen deformace kapek. K dosazeni
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co nejmensi velikosti kapek je nutno na vétsi kapky piso-
bit vysokym smykovym napétim, aby doslo k jejich rozbi-
ti. Pritom ¢im vétsi je pomér viskozit kapky a kontinualni
faze, tim t&73i je rozbit kapku na mensi®’. Pro zformovani
diskrétni fazové struktury musi byt Cas potiebny pro koa-
gulaci delsi nez ¢as nutny pro rozpad kapek polymeru ve
smési. Proti michani se stavi na odpor i sily povrchového
napéti, které limituji minimalni velikost kapek. Ovéreni
téchto nazort si vyzada dalsi experimentalni prace.

Teplota smési musi byt dostatecna k roztaveni termo-
plastu a normalnimu pribéhu vulkanizace. Kdyz je smés
dobfe rozmichéna, pfidava se vulkaniza¢ni systém. Dale
michani pokracuje do kompletniho ukonéeni procesu vul-
kanizace. Cim rychlejii je vulkanizace, tim intenzivngjsi
musi byt michani**"'"*. Jinak miiZe byt ziskana oby&ejna
kaucukova smés bez vlastnosti termoplastického elastome-
ru, v dasledku vyvoje vlaknitych struktur kau¢uku misto
diskrétnich ¢astic, nebo vznikne material s ko-konti-
nualnimi fazemi, ktery také obvykle nema vlastnosti ter-
moplastického elastomeru'*'>. Oproti tomuto nazoru Parke
a Karger-Kocsis'® neodmitaji vyrobu TPV s ko-konti-
nudlnimi fizemi, o jejichz existenci v klasickych TPV
existuji data. V kazdém ptipad€ je Zadouci, aby se fazova
struktura zformovala pied zadatkem vulkanizace'’.

Prib¢h vulkanizace se kontroluje krouticim momen-
tem na rotorech michaciho stroje nebo spotfebou energie.
Casova zavislost krouticiho momentu (obr. 1) ma zvl4stni
tvar, kazda ¢ast kiivky odpovida urcité fazi procesu a urci-
té¢ morfologii materialu'’~'"’. V priib&hu taveni a homogeni-
zace komponentt kroutici moment klesa a dosahne mini-
ma pii dosaZeni rovnovazné struktury taveniny'’'®. K fa-
zové inverzi dochazi stoupanim viskozity kaucuku vlivem
vulkanizace. Je tim vyraznéj$i, ¢im vice kaucuku je
ve smeési. V bodé fazové inverze, kterd se projevi jistym
platd na kiivce, jsou domény kaucuku uz natolik tuhé, ze
michaci stroj jiz nerozrusuje kapky kapaliny, ale drti ¢asti-
ce pryze. Napiiklad, podle Choplina'’, pro kompozice
typu kopolymer ethylenu s vinylacetitem (EVAC)/PP
dochdzi k fazové inverzi, kdyz kaucuk obsahuje 60 % ne-
rozpustného podilu (gelu). Dal kiivka roste do maxima,
které znamena dovrieni vulkanizace'”'"”. Vyika maxima

4. dovr$eni vulkanizace

3. inverze fazi

1. zacatek michaciho procesu |

\\_

2. tavenina pted zac¢atkem vulkanizace |

kroutici moment

M

cas

Obr. 1. Schematické znazornéni Casové zavislosti krouticiho
momentu pri dynamické vulkanizaci
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souvisi s mnozstvim energie nutné k drceni vulkanizova-
ného kaucuku, zmenSuje se s ristem Kkoncentrace termo-
plastu. Vysvétleni této skutecnosti neni slozité. Vyssi podil
taveniny termoplastu o nizké viskozit¢ musi zdkonité vést
ke sniZeni viskozity celého systému a tudiz i krouticiho
momentu pfi michani smési polymerd. Po dosazeni maxi-
ma hodnota krouticiho momentu postupné klesa a ustali se
na ur¢ité urovni odpovidajici viskozit¢ systému po inverzi
fazi. Podle jinych udaji'*?® miZe vulkanizace pokradovat
i po dosazeni maxima, ale viskozitu systému jiz neovlivni.
V kazdém ptipad¢ vsak Casova zavislost krouticiho mo-
mentu poskytuje dilezité udaje o procesech probihajicich
pfi dynamické vulkanizaci a moznost zdokonaleni techno-
logie i receptury.

Béhem prvnich pokust ziskat TPV se vyzkumnici
potkali s nepfijemnym ucinkem organického peroxidu
pouzitého jako vulkanizacni ¢inidlo pro EPDM, ktery sou-
Casné degradoval polypropylenovou matrici. Bylo vyvinu-
to n€kolik antidegradacnich systému, ale ty zmenSovaly
dosazitelny stupeit vulkanizace’', coZ je pochopitelné,
nebot’ ta také probiha radikalovym mechanismem. Z toho
vyplyva, ze ptidavand vulkanizacni Cinidla, aktivatory,
urychlovace, katalyzatory, zmckcovadla a plniva museji
byt vybirana opatrné. Zmekcovadla a plniva se mohou
pfidavat pfed nebo po vulkanizaci.

Vyssi davkovani slozek vulkanizac¢niho systému vy-
volava vétsi stupen vulkanizace'™', podobn& jako vyssi
teplota a rychlost michani'’™°. Je pochopitelné, 7e za vys-
Sich teplot je rychlost vulkanizace vétsi. Napéti plsobici
na smés v disledku michani vSak vyvolava rist teploty.
Obycejné plati, ze rychlost michani musi odpovidat rych-
tim pomaleji se musi smés michat'>'""**°. Jinymi slovy,
pred ukonéenim vulkanizace se musi ustalit konec¢na fazo-
va struktura, jinak je vysledkem smés drti kaucuku a ter-
moplastu, ktera ma horsi mechanické vlastnosti.

Doba michani a posloupnost pfidavani komponenti
jsou také dulezité. Naptiklad je mozno ptidavat vulkani-
zacni Cinidlo postupné, ¢imz zabranime prudkému ristu
viskozity kaucuku a dosahneme lepsi disperze jeho Cés-
tic”

V soucasné dob¢ se pouzivaji jako vulkanizaéni ¢ini-
dla sira s urychlovaci (napf. bis(benzothiazolyl)
disulfidem) a aktivatory (napf. oxidem zine¢natym a kyse-
linou stearovou), organické peroxidy (napt. dikumylpero-
xid) s aktivatory (napft. triallylkyanuratem), rizné druhy
fenolickych pryskyfic (napf. resoly) s katalyzatory (napf.
chlorid zine¢naty, cinaty, dibutylcin) atd. Obecné plati, ze
komplexni vulkanizacni systémy jsou 0¢inng&jsi nez jednot-
liva vulkanizaéni &inidla®.

Obycejné i nizky stupenn vulkanizace je dostatecny
k vyraznému zlepSeni vlastnosti takovych smési. Pevnost
ataznost rostou a vyrazné klesa trvala deformace
v porovnani s béznymi smésemi elastomerll a termoplas-
ti***. Na druhou stranu u smési kopolymeru ethylenu
s methylakrylatem (EMA) a PP nebylo dosazeno snizeni
trvalé deformace v porovnani se smési analogického slo-
7eni bez dynamické vulkanizace', ale doslo k vyraznému
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vzriistu pevnosti a taznosti2. Mezi tzv. pln& vulkanizova-
né TPV se pocitaji jen ty, které maji koncentraci elasticky
ucinnych fetézct sité (sitovou hustotu) kaucukové faze
vétsi nez 7-10° mol cm™. Ta se b&zné kontroluje objemo-
vym botnanim v rozpoustédlech piislusného kaucuku.

Kromé dynamické vulkanizace se obcas pouzivd mi-
chani jemné drti vulkanizované¢ho kaucuku s taveninou
termoplastu. Takovym zpisobem se vyrabi napt. material
s polyethylentereftaldtovou (PETP) matrici'®. Z hlediska
mechanickych vlastnosti je vSak dynamickd vulkanizace
nejvhodngjsi’. Existuje také moznost vyroby TPV z TPO,
napi. typu EPM/PP, pfidanim vulkaniza¢niho Ccinidla
a nasledujici dynamickou vulkanizaci®®. Vyhodou je pti-
tomnost Zeiglerova-Nattova katalyzatoru, ktery slouzi jako
aktivator vulkanizace, pfimo v materialu a pfedem vytvo-
fend struktura smési. Zkouman byl také pomérné exoticky
zpusob ziskani TPV zroztoku smési ethylen-butylenovy
kauduk/PP v propanu®®. Smés se michala v kapalném
propanu za vysoké teploty a tlaku kolem 65 MPa. Dale se
pfidavalo vulkanizacni ¢inidlo. Potom se smés vstiikovala
za stalé teploty do specialni komory s normalnim tlakem,
nebo se chladila izobaricky. V prvnim piipadé¢ byl ziskan
TPV s vlaknitou strukturou a vysokou razovou houzevna-
tosti. Ve druhém byly domény kaucuku poérovité a material
mél nizkou hustotu. Pfi opakovaném roztaveni materil
neztratil svou morfologii. Nicméné, k prumyslové realizaci
tento zpusob rozhodné vhodny neni.

3. Morfologie TPV

Z vyse uvedeného vyplyva, ze TPV jsou mikrohetero-
genni smési a lisi se od TPO a jinych TPE. Vyzkumy do-
kazaly, ze TPV jsou jemnou disperzi vulkanizovaného
kaucuku v termoplastické matrici, ¢imz se lisi od kopoly-
mernich TPE, které maji naopak termoplastické domény
rozptyleny v kaucukové matrici, a TPO, jejichz struktura
je tvofena ko-kontinualnimi fazemi’>. Jemné disperze
mize byt dosazeno za podminky pomérné blizkych hodnot
povrchového napéti (smacivosti) kaucuku a termoplastu®.
Nejsou-li tyto hodnoty blizké, dochazi v dusledku nesna-
Senlivosti polymerli ke zméné rozlozeni molekularnich
hmotnosti v hrani¢nich vrstvach a velkému vnitinimu na-
péti. Potom je nutno pouZit spojovacich cinidel
(kompatibilizatorl), které jako povrchové aktivni latky
snizuji povrchové napéti, brani slouceni kapek kaucuku
a tvori stabiln€jsi hrani¢ni vrstvy. Pouzivaji se v koncent-
raci 0,5 az 1 %. Bézné to jsou blokové nebo roubované
kopolymery obsahujici polarni a nepolarni casti. Ty zajis-
tuji interakce mezi fdzemi. Chemické slozeni kompatibili-
zatorQ Casto odpovida slozkam TPV.

Nejoblibenéjsim ¢inidlem k modifikacim smési poly-
merd je maleinanhydrid®*? a dale chlorovany polyethy-
len, nebo fenolové a epoxidové pryskyfice, kterymi se ze
zakladniho termoplastu nebo kaucuku roubovanim ziska-
vaji kompatibilizatory. Modifikace vyrazné zlepsuje vlast-
nosti smési i pomérné snasenlivych polymert, jako je
EPDM/PP (cit.”’) a zejména nesnasenlivych, napt. EPDM/
polyamid 6 (PA-6, cit.**"). Je nutno uvést, Ze kompatibili-
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zace zuzuje pasmo ko-kontinudlnich fazi a obfas muze
posunout fazovou inverzi®. Jednim ze zptisobti stanoveni
snasenlivosti polymerQ je diferencialni fadkovaci kalori-
metrie (DSC). Jsou-li komponenty smési zcela nesnasenli-
vé, rozdil mezi teplotami jejich skelné¢ho prechodu se po
zamichani zvétsi, s rostouci snasSenlivosti polymert se
tento rozdil naopak zmensuje. Pti ptipravé smeési polyme-
ri je nutno nejenom spravné vybrat komponenty o vhod-
né struktufe a vhodnych molekularnich hmotnostech, ale
i 2;2>(2)9(1m1’nky michéni zajiStujici potfebnou strukturu smeé-
S

Je znamo, Ze mensi rozdil hodnot viskozity kaucuku
a termoplastu usnadituje michani smési a podporuje vznik
jemnéjsich castic. Prili§ maly rozdil vSak mize vyvolat
problémy s fazovou inverzi®>'"'*?%° P{i spravném po-
méru viskozit a objemovych dilti slozek jsou polymery
pred zacatkem vulkanizace ko-kontinualnimi fazemi, nebo
uz je kaucuk dispergovan v termoplastu, coz usnadiuje
michani a tvori jemnéj$i smés. Proces dynamické vulkani-
zace podporuje vytvofeni disperze kaucuku v termoplastu
tim, ze zvySuje viskozitu kaucuku. Vhodny pomér viskozit
mize byt dosazen mastikaci kaucuku® pied dynamickou
vulkanizaci, nebo pfidanim oleje ke smé&si?, ktery navic
dovoluje ziskat mekei a vice elastické druhy TPV. Nékteré
publikace®*?' obsahuji tidaje, 7e vétsina pridaného oleje
po vulkanizaci opousti termoplastickou fazi a koncentruje
se v kaucuku a jeho mensi ¢ést je obsaZena v mezifdzové
oblasti. Ale podle jinych zdroji*> olej chybi jen
v krystalickych oblastech termoplastu, amorfni oblasti jej
obsahuji pomérné velké mnozstvi. S tim lze souhlasit za
pfedpokladu podobnosti polarit sloZzek polymerni smési,
nebot’ pak amorfni faze termoplasti musi mit k olejim
(zmék¢ovadltim) podobnou afinitu jako amorfni faze kau-
¢ukl. Pochopitelné, ¢im vice je termoplastu ve smési, tim
mensi je objemovy podil oleje v ném. V kazdém piipade
proto bude vétsi objemovy podil oleje obsahovat kaucuk.
Obsahuje-1i smés plniva, napf. talek, vytvoii v oleji sus-
penzi, coz usnadni zpracovani. Olej nesmi byt prchavy
a nachylny k migraci uvnitf smési. Jeji morfologii vyrazné
ovliviiuje hodnota napéti zptisobovaného stfiznymi silami
béhem michani smési.

Stupen vulkanizace kauCuku vyrazné ovliviiuje vlast-
nosti a morfologii TPV. S obsahem kaucuku stoupa teplota
tani TPV, coz lze vysvétlit skuteénosti, ze s obsahem kau-
¢uku vzrista také rychlost jeho sitovani®®. Ziejmé stoupa
i stupen sesit'ovani, nebot’ pfi vétsim podilu kaucuku ve
smési bude relativné mensi ¢ast vulkaniza¢niho systému
pfitomna v termoplastické fazi. Cim vétdi bude stupeii
vulkanizace, tim vyraznéjsi (diky snizujici se plasticité
a zvySujici se elasticité¢ kauCuku) bude hranice mezi faze-
mi, mensi rozmér kauukovych domén a lepsi mechanické
vlastnosti TPV, diky lepsi interakci mezi fazemi. Je zna-
mo, ze i pomérné maly nardst koncentrace piicnych vazeb
zpusobuje znatelny rdst pevnosti v tahu, snizeni trvalé
deformace, botnani v rozpoustédlech atd. S ristem stupné
vulkanizace stoupd viskozita taveniny a zmenSuji se veli-
kosti domén i rozdily mezi nimi**.

Vlastnosti TPV vyrazné ovliviiuje i krystalizace mat-
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rice. Zpravidla maji TPV mensi stupen krystalizace termo-
plastické faze nez pivodni termoplast, a to pro vétsi mnoz-
stvi poruch struktury, které brani ristu krystalickych ob-
lasti. Bylo zjisténo, ze vulkanizované smési kaucuki
a termoplastti maji vétsi stupen krystalizace nez nevulkani-
zované, nebot’ v nich brani rozsifeni krystalickych oblasti
rozsahla kaucukova faze. Mnozstvi pfidaného vulkanizac-
niho ¢inidla neovliviiuje stupeni krystalizace”*’, ale &im
vEtsi je mnozstvi kaucukové faze, tim vetsi je stupen krys-
talizace termoplastické matrice. V TPV jsou totiz centry
krystalizace domény kaucuku, navic mezifazova oblast
pevné spojend s kaucukem ma vétsi nachylnost ke krystali-
zaci. PouZiti kompatibilizatord vyvolava vyrazny rust stup-
né a teploty krystalizace™***%*’. Obsahuje-li smés olej,
vyso}iy stupenn krystalizace brani jeho migraci v mate-
ridlu™”.

4. Mechanické vlastnosti

Rozmezi hodnot mechanickych a nékterych dalsich
vlastnosti TPV, dulezitych z hlediska jejich aplikaci, uvadi
tab. I. Podle své povahy, jako jiné TPE, projevuji TPV
vlastnosti kaucuk i termoplastii. Moznost snadného ziska-
ni materialu s nizkou tvrdosti je velkou vyhodou TPV,
jelikoz ostatni druhy TPE jen zfidka maji tvrdost niz§i nez
90 ShA (cit.>**). Je znamo, Ze materialy s niz§i tvrdosti
maji vétsi razovou houzevnatost. Podoba-li se zavislost
napéti na deformaci tvrdych druht TPV analogické zavis-
losti termoplastd, pak mékké druhy se chovaji spise jako
pryze stejné tvrdosti, ale potfebuji delsi dobu k uvolnéni
napéti. Naptiklad béhem zkousky tahem nevznika u vétsi-
ny TPV kréek, coz je chovani typické pro pryze. Je zaji-
mavé, ze ¢im nizsi je teplota, tim vice se vlastnosti vulka-
nizovanych kaucukd projevuji. U smési EPDM/PP bylo
zjiSténo, Ze pifi obsahu EPDM kolem 20 % projevuje ma-
teridl jen termoplastické vlastnosti, pii 50 % EPDM jiz
vysokou elasticitu, ale s evidentnim vlivem termoplastu.
Dokonce i pfi 87 % EPDM ma termoplasticka slozka vy-
razny vliv na mechanické vlastnosti smési*. Se zvysova-
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nim obsahu EPDM ztuZeni materialu vyrazné klesa, klesa
vsak také trvald deformace.

Vysokou elasticitu TPV je mozno vysvét-
lit nasledovné. Céstice kaucuku riizné velikosti ve formé
blizké elipsoidu jsou rozptyleny v termoplastické matrici
a spojeny pomérné tenkymi mistky termoplastu (tloustka
mustkd je vyrazn mensi nez polomér &astic kaucuku)®,
které vSak vyznamné ovliviiuji mechanické vlastnosti
TPV. Mezi cCasticemi kauCuku jsou také celkem velké
a tvrdé domény termoplastu. Pfi prvnim namahani rozlisu-
jeme nékolik etap. Zpocatku se mustky pruzné deformuji.
Potom se za zvySeného napéti zacinaji plasticky deformo-
vat a dosahovat meze ztuzeni. Béhem naméahani se ovsem
Castice kaucuku také deformuji. Jejich deformace je ome-
zena tvrdymi termoplastickymi doménami, které funguji
jako tvrdé plnivo, nedeformuji se, jen se pohybuji ve smé-
ru deformacni sily a pfenaseji napéti dal. Protazeni mistka
dovoluje casticim kaucuku deformovat se jesté vice. Po
zru$eni deformacni sily se kauCukové Castice navraceji
k plivodnimu tvaru, mustky ¢astecné relaxuji, ¢astecné se
ohybaji. Tento ohyb mustkl pfispiva k mensi trvalé defor-
maci télesa v dasledku pevnych vazeb mezi kaucukem
a termoplastem v materidlu. Rizné velikosti ¢astic kaucu-
ku jsou nasledovany riznymi velikostmi trvalé deformace
mustkd; proto ¢im mensSi budou rozdily ve velikostech
Castic kauCuku, tim lepsi budou mechanické vlastnosti
smési. Pfi prvnim namahani odporuje napéti vétSinou kau-
Cukova faze. S tim je spojen jev zmé&kceni TPV po prvnim
naméhani za pomémé malych nap&ti*’. Pokles tuhosti pfi
opakovaném namahani byl pozorovan i u pryZe a nazvan
Mullinsovym efektem, ale v ptipad€ TPV ma jinou podstatu.

TPV maji pomérné dobrou odolnost proti zvysenym
teplotam, zejména ve srovnani s TPO, ale horsi, nez maji
teplovzdorné pryze. Hodnota modulu pruznosti v ohybu
a modulu pruZnosti v tahu se podle tvrdosti TPV méni od
hodnoty typické pro tvrdé pryze do hodnoty typické pro
mekké plasty. Strukturni pevnost a odolnost vii¢i odéru
maji TPV srovnatelnou s pryZemi na zékladé EPDM nebo
chloroprenového kaucuku (CR). Také dynamické vlastnos-

Tabulka I

Piehled mechanickych a n€kterych dalSich vlastnosti TPV

Vlastnosti Rozpéti hodnot
Hustota, g cm ™ 0,94 a7 0,97
Modul pruznosti v tahu, MPa 40 az 900
Pevnost v tahu, MPa 2az 30
Taznost, % 200 az 600
Trvala deformace, % 6 az 60
Rézova houzevnatost Charpy, kJ m™ >20
Tvrdost, Shore 28Aaz65D
Tvarova stalost Vicat 5 kg, °C 40 az 80
Teplota pouZiti, °C —60 az 130
Meéry povrchovy odpor, Q m 10" az 10
Nasakavost (za 24 h pti 23°C a relativni vlhkosti 50 %), % 0,1
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ti maji podobné jako bézné vulkanizované kaucuky. Lepsi
vlastnosti vykazuji jen pryze na zédkladé NR (cit.*). Teplo-
tu kiehnuti vSak maji mnohé TPV nizsi. Podobné jako
pryze maji TPV vysokou rdzovou houzevnatost a vynikaji-
ci odolnost vuci trvalému namahani, kterd je vyssi nez
u vulkanizatt nékterych b&znych kaucuki. Udaje o trvalé
deformaci materialu jsou dulezité napf. pro vyrobu riz-
nych tésnéni, vlozek apod. Trvala deformace TPV je ko-
lem 25 az 50 %, coz je vice, nez maji pryze podobné tvr-
dosti. Je ziejmé, ze ¢im vétsi je tvrdost TPV, tim vetsi je
jeho trvala deformace, coz je spojeno s obsahem termo-
plastu a také s jemnosti smési a stupném vulkanizace ¢4s-
tic kaucuku®*.

5. Odolnost k agresivnim prostiedim
a atmosfére

Ruzné druhy TPV projevuji v zavislosti na jejich slo-
zeni riznou odolnost proti agresivnim latkam a rozpouste-
dlim. Nicméné je ziejmé, Ze i1 nejbéznéjsi kompozice
EPDM/PP ma odolnost vi¢i rozpoustédlim lepsi nez IR
nebo NR. Teplotni odolnost takové kompozice je az 135 °C,
coz odpovida teplotni odolnosti bézné pouzivanych pryzi.
Smési NBR/polyamid maji vynikajici teplotni odolnost
a odolnost proti horkym olejim. Jejich vlastnosti Gplné
odpovidaji pozadavkiim, které jsou kladeny na pryze
z NBR a epichlorhydrinovych kaucukt. Vétsina TPV pro-
jevuje lepsi odolnost proti mrazu, ozonu, UV zéfeni a ji-

nym vliviim atmosféry nez b&zné pouzivané pryze**'.

6. Misto TPV mezi elastomery a perspektivni
typy TPV

Na zéklad¢é vyse uvedenych informaci mizeme do-
spét k zavéru, ze TPV z hlediska ceny i fyzikalnich a che-
mickych vlastnosti mohou byt ekvivalentni pryzim na
zakladé BR, EPDM a CR nebo dokonce lepsi. Nékteré
druhy TPV mohou dlouhodobé pracovat v horkych olejich
1 pfi jinych nepfiznivych podminkéach za stejnou nebo nizsi
cenu nez analogické pryze. Vyhodou je, Ze miizeme snad-
no3 £egulovat jejich vlastnosti a vybirat nejvhodnéjsi ty-
Py
V soucastné dob¢ se rozsifuje vyvoj novych perspek-
tivnich typi TPV. Rozvoj probiha ve smérech pouziti nové
vyvinutych komponentt,, modernizace technologie, ziskani
novych vlastnosti, vyvoje novych smési. V posledni dobe
byly provedeny experimenty s kopolymery EVAC, EMA
a silikonovymi kauduky. Sifi se pouziti modifikatorii.
Zkoumaji se nova vulkanizaéni ¢inidla, napf. smési silani
a diolu.

Vroce 1999 byl vyvinut TPV na zéklad¢ ethylen-
oktenového kaucuku modifikovaného organosilanem a PP,
ktery nepotiebuje suseni komponentd béhem vyroby ani
produktu  b&hem zpracovani'’, coz dovoluje odstranit
zna¢nou nevyhodu TPV.

Zajimavy material byl ziskdn na zéklad€¢ smési SBR/
PA. Ma pomérné dobré mechanické vlastnosti a vysokou
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razovou houzevnatost, podle své elasticity se nachdzi na
hranici mezi termoplastickymi elastomery a vysoce hou-
zevnatymi termoplasty. Je zajimavé, Ze sesitovani kaucu-
ku probéhlo bez vulkaniza¢niho ¢inidla a smés neobsahuje
kompatibilizatory®***.

Perspektivni jsou TPV na zdkladé¢ NR a polyolefint
z divodu dobré snasenlivosti a dobrych mechanickych
vlastnosti***. Velmi zajimavé vlastnosti ma Zeotherm od
firmy Zeon Chemicals, vyrobeny na zakladé smési akryla-
tovy kaucuk (ACM)/PA. M4 vynikajici odolnost proti
olejim a zvySenym teplotam. Vysokopevnostni materialy
byly ziskdny na zékladé polyethylenmethakrylatu a poly-
butylentereftalatu®®. Nicméné je nutno fici, e v sou¢asné
dobé¢ se vétsinou pouzivaji TPV na zéklad¢ EPDM, EPM
a NBR a termoplastickou matrici je obycejné PP nebo PA.
Takovyto stav je pravdépodobné diisledkem Sirokého pou-
ziti jmenovanych slozek a jejich pomérné nizké ceny.

7. Zpracovani

Zpracovani TPV mé vyhody a nedostatky zpracovani
termoplastii. K vyhodam patfi, Ze se snadno zpracovavaji
jako termoplasty, coZ je levnéjsi a rychlejsi nez vulkaniza-
ce. Navic je mozné pouzit zatizeni, kterd se pouzivaji pfi
zpracovani termoplasti. TPV muize byt také snadno barven
pfidanim specialni barvy pro termoplasty. Je to obycejné
koncentrat pigmentu v termoplastu snasenlivém s mate-
rialem matrice. Samoziejmé, je zde moznost recyklovat
technologicky odpad a nekvalitni vyrobky. Vaznym nedo-
statkem valné vétSiny TPV je nutnost opatrného suseni
surovin pted zpracovanim, opét podobné jako u termoplas-
th. Stupent suSeni vétSinou zalezi na materidlu matrice,
napiiklad polypropylen mize byt zpracovan pii vétSim
obsahu vody nez polyamid. Bézné plati, Ze matrice vyro-
bené polymeraci jsou méné nachylné k degradaci nez po-
lykondenzaty; maximalni opatrnosti je zapotiebi pfi zpra-
covani polyesterll. Rlizné zplsoby zpracovani také potie-
buji rizny stupen suSeni, napt. vytlacovani je k obsahu
vlhkosti tolerantnéjsi nez vstiikovani. Nejdilezitéjsi vyho-
dou je, ze TPV se dodava ve form¢ granulatu, ktery po
suseni mize byt snadno pouzit, zatimco pti vyrobé vulka-
nizatl museji byt slozky kaucukové smési napted smicha-
ny a smés potom vulkanizovana, coz spotiebuje hodné
Zasu a energie™.

Casto se pridavaji plniva za ugelem zlep3eni vlastnos-
ti nebo sniZeni ceny. Zatim je mélo zkouman vliv nanoc¢4s-
tic na vlastnosti TPV. Wu a Chu® uvedli udaje o moznosti
vyroby nanokompozitu na zéklad¢ TPV (EPDM/PP)
a nanocastic oxidu kfemiku. PP byl modifikovan malein-
anhydridem a oxid kfemiku hexadecyltrimethylamonium-
bromidem. Doslo ke zvétSeni hodnot pevnosti a modulu
pruznosti v tahu a sniZeni hodnoty taznosti. ZjiStény vzriist
stupné krystalizace byl pfic¢ten vlivu maleinanhydridu,
zatimco nanoéastice stupeii krystalizace neovlivnily**.
Nagatani a spol.*’ pfidavali modifikovanou celulosu, coz
vyrazn€¢ zvysilo razovou houzevnatost. Bez modifikace
slozek nema kompozice dobré mechanické vlastnosti. Zvy-
Seni mnozstvi maleinanhydridu vedlo k usnadnéni disper-
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gace nanocastic a zlepSeni mechanickych vlastnosti. Proti
tomu viak svéd¢i nékteré idaje Mirzazadeha a Katbaba®.
Ti nalezli na analogické kompozici (EPDM/PP), Ze ptidav-
kem celulosového plniva stupeil krystalizace a také stupeni
vulkanizace kaucuku klesly, mozna v dusledku adsorpce
siry nanoc¢asticemi. Toto plnivo vyvolalo mirny rist tvr-
dosti a modulu pruznosti, vyrazny rust razové houzevna-
tosti a mirn€ snizilo pevnost. Byl vyvinout zajimavy zpu-
sob recyklace pneumatik®®. Drcend a termicky degradova-
na pryz se piidavala do smési EPDM/polyethylen o nizké
hustoté (PE-LD) nebo NR/PE-LD a vulkanizovala se sirou
nebo dikumylperoxidem. Piidavek surového kaucuku do-
volil ziskat dobrou adhezi mezi matrici a pryzi.

Zajimavou vlastnosti TPV je, ze viskozita taveniny
vyrazné zavisi na smykovém napéti. Rist smykového na-
péti vyvolava znacné sniZeni viskozity, zatimco stoupani
teploty zpusobi jen jeji mirné klesani. Tento jev se proje-
vuje vyraznéji u TPV nez u béznych termoplastil, ziejme
kvuli aglomeratim ¢astic vulkanizované¢ho kaucuku, které
jsou spojeny spolecnou termoplastickou matrici. Proto pfi
malych namahanich projevuji TPV vyrazné vyssi viskozi-
tu. Pfi vét§ich se aglomeraty rozruSuji a viskozita pomérné
prudce klesd, coz dovoluje zpracovani pii niZ§ich teplotach
a §iroce se proto tohoto jevu vyuziva***’. Ve smési obsa-
hujici do 40 % kaucuku je vliv termoplastické matrice na
reologické vlastnosti dominantni. S nar@stdnim obsahu
kaucuku stoupd viskozita smeési a jeji zavislost na smyko-
vém napéti.

Nejbéznéjsimi zplsoby zpracovani TPV jsou vytlaco-
vani, lisovani, valcovani, vstiikovani a vyfukovani. TPV
projevuji dobrou adhezi k podobnym materidlim, coz
dovoluje vyrabét dvou a vicevrstvé vyrobky. Pro spojovani
s jinymi materidly (napf. kovy) se pouZzivaji rizné druhy
lepidel'®. Zpracovani TPV musi probihat za stejné nebo
poné€kud vyssi teploty, nez za které probihala jejich vyro-
ba. Morfologie materialu se neméni, jen castice kaucuku
meéni svij tvar (napf. na elipsoidni). Po zpracovani obcas
narista stupefi krystalizace termoplastické matrice®".

8. Piedpovéd’ vlastnosti TPV podle
charakteristik jejich sloZek

Na zakladé diskutovanych tdaji mizeme vyvodit
vztahy mezi vlastnostmi zékladnich sloZek smési a ziska-
ného vysledného materialu*’. Je ziejmé, Ze hodnoty tako-
vych veli¢in, jako jsou pevnost v tahu, modul pruznosti
a taznost, ukazuji alespont hranice, uvnité kterych se mo-
hou nachazet mechanické vlastnosti piedpokladaného
TPV. Samoziejm¢, Ze pevnost nebude vyssi nez pevnost
termoplastu a elasticita bude nizsi nez pryze.

Pomérné silné na mechanické vlastnosti ptisobi stu-
pen krystalizace termoplastické slozky. Jeho vzrist zlepSu-
je jak mechanickou integritu materialu, tak jeho elastické
zotaveni®.

Pti vybéru paru elastomer-termoplast je nutno véno-
vat pozornost rozdilu hodnot kritického povrchového na-
péti, resp. smacivosti (nékteré zdroje pouzivaji hodnotu
mémé energie koheze). Obé dvé odpovidaji energii in-
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terakce makromolekul slozek a vyjadfuji hodnotu napéti
mezi fazemi materidlu pii michani. Pochopitelng, ze ¢im
niz§i je napéti mezi fazemi pti michani, tim vétsi homoge-
nitu material ziska. Pfi rozdilu hodnot kritického povrcho-
vého napéti 10 mN m™' uz nemohou byt zadané mechanic-
ké vlastnosti dosazeny a je nutno pouzit spojovacich Cini-
del (kompatibilizatora)™*.

Délky segmentii makromolekul uvazovanych materia-
It jsou také dulezité. Pochopitelné, ¢im kratsi je segment,
tim pohyblivéjsi je makromolekula. Vysoka pohyblivost
makromolekuly dovoluje vznik vlaknitych struktur, které
pronikaji do druhé faze a tim zlepSuji mechanické vlast-
nosti vysledného materialu®.

9. Zavér

Termoplastické elastomery jsou pomérné mladou, ale
uz §iroce vyuZivanou skupinou polymernich materialii'?.
Jejich rizné druhy maji velmi rtzné chemické slozeni
a morfologii. Jejich pouzivani stale stoupa diky jednodu-
ché a pomérné levné technologii zpracovani. Nejvice je to
ziejmé u velmi dynamicky se rozvijejici podskupiny ter-
moplastickych vulkanizati, které nepotfebuji draha zafize-
ni k vyrobé a maji Siroky rozsah svych vlastnosti, vhod-
nych pro nejruznéjsi aplikace. Pravé z tohoto diivodu vsak
Ize v oblasti TPV ocekavat dalsi vyznamné vyzkumné
aktivity, zejména na poli zpracovani polymerti.

Tato prace vznikla v souvislosti s reSenim vyzkumné-
ho zéaméru MSMT CR ¢ MSM 6046137302.

Pouzité zkratky

ABS kopolymer akrylonitrilu s butadienem
a styrenem
ACM akrylatovy kaucuk
BR butadienovy kaucuk
CR chloroprenovy kaucuk
EMA kopolymer ethylenu s methylmethakrylatem
EPDM ethylen-propylen-dienovy kaucuk
EPM ethylen-propylenovy kaucuk
EVAC kopolymer ethylenu s vinylacetdtem
IR isobutylen-isoprenovy kaucuk (butylkaucuk)
IR isoprenovy kaucuk
NBR butadien-akrylonitrilovy kaucuk (nitrilkaucuk)
NR ptirodni kaucuk
PA polyamid
PA-6 polyamid 6
PE polyethylen
PE-LD polyethylen o nizké hustoté (rozvétveny)
PETP polyethylentereftalat
PP polypropylen
PS polystyren
SAN kopolymer styrenu s akrylonitrilem
SBR butadien-styrenovy kaucuk
TPE termoplasticky elastomer
TPO termoplasticky polyolefin
TPV termoplasticky vulkanizat
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S. Dubinin and V. Duchadek (Department of Poly-
mers, Institute of Chemical Technology, Prague, Czech
Republic): Thermoplastic Vulcanizates

Thermoplastic vulcanizates, dispersions of fully vul-
canized rubber in a thermoplastic matrix, are a young but
already widely used group of thermoplastic elastomers.
Although a special mixing process is needed for their pro-
duction, their processing is easy. Thermoplastic vulcani-
zates show properties suitable for various applications.
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1. Uvod

Zaciatok vyvoja biosenzorov modzeme datovat od
roku 1962 ked Clark a Lyons', Updike a Hicks?,
Guilbault® a dalsi autori v oblasti bioelektrochemického
vyskumu vyuzili katalytické vlastnosti enzymov k vyvoju
biosenzorov. Podstatu biosenzora tvori spojenie biologic-
kej latky schopnej na molekularnej urovni $pecificky rozo-
zndvat' analyzovany biologicky element a fyzikéalneho
prevodnika schopného detegovat chemicky signal
a premenit’ ho na fyzikalny. Biosenzory st analytické na-
stroje, ktoré mozu byt pouzité na selektivne stanovenie
koncentracie roznych latok v zlozitych roztokoch a pred-
stavuju potencialne uplatnenie v Sirokej oblasti vyskumu
a praxe, kde je dopyt po rychlej, lacnej a presnej analyze.
V pripade ampérometrickych technik je zakladnym proce-
som elektrénovy transfer medzi analytom reagujicim
s biologickou rozpoznavacou molekulou (napr. oxidac¢no-
redukénym enzymom) a prevodnikom, ktorym
je elektrodovy material. Rychlost’ elektronového transferu
vsak moze byt ovplyvnend viacerymi faktormi ako napri-
klad ulozenim redoxného centra hlboko vo vnutri terciar-
nej Struktury polypeptidov®, a tym aj jeho efektivnou izola-
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ciou od okolitého prostredia bielkoviny’, alebo denatura-
ciou bielkoviny pri absorpcii na povrch elektrody®, ako aj
nevhodnou orientaciou bielkoviny na povrchu elektrody’.
Sposoby, ktorymi je mozné dosiahnut’ ucinnu elektricka
komunikiciu a ndbojovy prenos, v znaénej miere zavisia
na postupe pripravy aktivneho povrchu elektrody. Z tohto
hladiska sa mo6Zu rozdelit' ampérometrické biosenzory na
tri generacie, ktoré buda charakterizované v predkladanej
praci, priCom hlavny doraz bude kladeny na postupy pri
konstrukecii tretej generacie biosenzorov s moznost'ou pria-
meho elektronového transferu a bude nacrtnuté aj mozné
vyuzitie nanotechnoldgii v tejto oblasti.

2. Ampérometrické biosenzory — definicia
a delenie

Biosenzorova technologia je oblast’, ktord spaja viace-
ré vedecké discipliny ako biologiu, chémiu, fyziku a mate-
matiku, ktoré sa navziajom prelinaju a doplhaju, pricom
vyslednym produktom je biosenzor. Pre biosenzor je cha-
rakteristické a stiCasne nevyhnutné spojenie biologicky
citlivého materialu s prevodnikom. NajrozsirenejSia a ak-
ceptovand definicia charakterizuje biosenzor ako analytic-
ké zariadenie pozostavajice z biologického rozpoznava-
cieho elementu (napr.: enzym, protilatka, antigén, receptor,
oligonukleotid, biomembrana, bunkova organela, tkanivo,
cela bunka), ktory je v tesnom kontakte s vhodnym meni-
¢om (napr.: elektrochemicky, opticky, piezoelektricky,
termalny) a ktory konvertuje biologicki rozpoznavaciu
reakciu alebo biokatalyticky proces na meratelny signal®.

NajcastejSie pouzity pristup pri nadvrhu biosenzorov
predstavuju ampérometrické enzymové biosenzory9, ktoré
patria do skupiny enzymovych elektrod, ked’ze kombinuji
elektrochemicky prevodnik s enzymovym biokomponen-
tom. Ampérometria je metdda zaloZzena na merani pradu
generovaného z elektrochemickej oxidacie alebo redukcie
elektroaktivnych latok. Oxidaciu alebo redukciu spdsobuje
aplikované konStantné napdtie, ktoré predstavuje elektro-
chemicku riadiacu silu a elektroaktivne latky st produk-
tom oxidac¢no-redukénych enzymov (tzv. oxidoreduktdz).

Oxidoreduktazy katalyzuju elektronovy transfer
v oxida¢no-redukénych reakciach'’, pricom oxidovany
substrat je povazovany za donora vodika alebo elektronov.
Medzi vSeobecne pouZzivané patria oxidazy, nikotinamida-
denindinukleotid (NAD") dependentné dehydrogenazy,
pyrolochinolinchinén (PQQ) dependentné dehydrogenazy,
peroxidazy a multikofaktorové enzymy obsahujlice pri-
marne redoxné centrum (flavinadenindinukleotid (FAD)
alebo PQQ) vnutorne prepojené s elektronovym akcepto-
rom (hémovymi centrami) . V ampérometrickych biosen-
zoroch st najéastej$ie pouzivané oxidazy'?, ktoré katalyzu-
ju oxidaciu substratu, priCom v tomto procese akceptuju
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elektrony a menia sa na redukovanu formu. Pri navrateni
sa do ich aktivneho oxidovaného Stadia prenasaju elektro-
ny na svoj prirodzeny kosubstrat a elektronovy akceptor
molekulu kyslika, pricom vznikd peroxid vodika alebo
voda':

substrat + O, — produkt + H,O, (resp. H,O)
Ked'ze kyslik aj peroxid vodika su elektroaktivne moleku-
ly, biochemicku reakciu a tym aj koncentraciu reagujiceho
substratu moézeme sledovat’ prostrednictvom koncentrac-
nych zmien'*:
zvySujucou sa koncentraciou H,O, (oxidacia H,O, na
pracovnej elektrode),
znizujucou sa koncentraciou, spotrebou O, (redukcia
O, na pracovnej elektrode).
Koncentraéné zmeny st elektrochemicky detegované
a priamo umerné koncentracii substratu. Takyto typ ampé-
rometrickych biosenzorov, kde je sledovanie detegovanej
latky zalozené na prirodzenych podmienkach enzymovej
reakcie oxidaz, radime do ampérometrickych biosenzorov
prvej generacie. V pripade druhej generdcie ampérometric-
kych biosenzorov je prirodzeny elektronovy akceptor kys-
lik, nahradeny tzv. mediatorom — redoxnou latkou, zvycaj-
ne s nizkou molekulovou hmotnostou. Ak je elektron pria-
mo prenasany z enzymu na elektrodu (alebo naopak), ho-
vorime o priamom elektronovom transfere a tretej genera-
cii ampérometrickych biosenzorov.

3. Sprostredkovany a priamy elektréonovy

transfer
3.1. Prvd a druhd generécia
ampérometrickych biosenzorov

Prva generacia je zalozena na elektroaktivite produktu
(alebo substratu) enzymovej reakcie, ktory sa volne roz-
ptyli k elektréde a spOsobi vznik elektrického signalu
(obr. 1). NajjednoduchSie ampérometrické biosenzory su
zalozené na Clarkovej kyslikovej elektrode, ktora sa pou-
ziva na meranie koncentricie kyslika. Kyslik sa pri nega-
tivnom potenciali redukuje a redukény prud je priamo
imerny jeho koncentracii v roztoku'. Vyhodou tohto
usporiadania je, ze sa pracuje pri negativnom potenciali,
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Obr. 1. Princip prvej generacie biosenzorov; S — substrat, P —
produkt, E — enzym, S, — kosubstrat, P, — koprodukt
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pri ktorom interferuje len ve'mi malo endogénnych latok.
Limitujicim faktorom je koncentracia kyslika, jednak jeho
nedostatocné mnozstvo vo vzorke a jednak jeho meniaca
sa koncentracia pocas merania, o méa vplyv na linedrny
meraci rozsah biosenzora, na jeho presnost a reprodu-
kovatelnost" %",

Dal3ia alternativa pri sledovani biochemickej reakcie
je zalozend na detekcii oxidécie peroxidu vodika. Aplika-
ciou potencialu 0,6-0,7 V na elektrédu zo vzacneho kovu
(napr. Pt, Au) oproti referencne;j elektrode sa peroxid vodi-
ka oxiduje na andde:

H202—)Oz+2H++26_

a dochadza ku generovaniu signalu. Na tomto principe
pracuje aj prvy komercne dostupny elektrochemicky bio-
senzor, ktory uviedla na trh v roku 1975 americka spoloc-
nost’ Yellow Springs Instruments®. Tento glukézovy bio-
senzor sa osvedCil ako vysoko uspesny a ziskal si priazni-
vé prijatie v klinickych aj nemocni¢nych laboratoriach pre
jeho spol'ahlivost’ a presnost’ merania koncentracie krvnej
glukézy?'. Niektoré dalsie priklady biosenzorov prvej
generacie a ich parametre st uvedené v tabul’ke 1.

K pozitivam tohto typu biosenzora patri rychlejsia
odpoved’, vyssia citlivost’ ako pri detekcii kyslika a tiez
lepsia moznost’ miniaturizicie'”. Nevyhody su v aplikacii
vysokého pracovného napétia, pri ktorom sa oxiduju aj
rozne iné elektroaktivne latky ako napr. kyselina askorbo-
va, kyselina mo¢ova, glutation a cystein'’*’. Kvoli tymto
interferenciam sa pouzivaji ochranné membrany na pra-
covnej elektrode, ich stapajuca hribka vsak predlzuje Cas
odpovede systému. Dalsou nevyhodou je zéavislost
na fluktudcidch kyslika ako v pripade biosenzorov zaloZe-
nych na detekcii kyslika.

V snahe predist’ hlavnym nedostatkom prvej genera-
cie ampérometrickych biosenzorov boli navrhnuté ako
elektronové prenaSace nové redoxné latky, schopné recyk-
lovat’ molekulu enzymu pri nizS8om pracovnom napati.
Tieto latky sa nazyvaju mediadtory. Mediatory su umelé
elektronové prenasace, zvycajne s nizkou molekulovou
hmotnost'ou, schopné preniknit’ k aktivnemu miestu enzy-
mu, reagovat’ tam a nasledne sa rozptylit' von a reagovat’
s povrchom elektrody™ (obr. 2). Medidtory st molekuly
s roznorodou Struktirou a vlastnost'ami, so Sirokym rozsa-
hom redoxnych potencialov (tab. II).

Pouzitie mediatorov ma velky vyznam aj v pripade
enzymov, ktorych kosubstraty sa regeneruji na povrchu
elektrod pri velmi vysokych napitiach. Napriklad NAD'-
dependentné dehydrogenazy na rozdiel od oxidaz neobsa-
huju  aktivne redoxné centrum zabudované priamo
v molekule enzymu, ale plnia svoju katalyticka funkciu
pomocou vol'ne rozptyleného kofaktora NAD'. Pre rege-
neraciu NADH na platinovej elektrode je potrebné napétie
az 1,1 V, ¢o spdsobuje pocas dlhsiecho pouZzivania elektro-
dy jej netimerné zanasanie oxidacnymi produktmi vysokej
molekulovej hmotnosti a vznik dimérov’'. Prostrednic-
tvom mediatora sa zabezpeci oxidacia NADH a jeho elek-
trokatalytickd regenerdcia pri niz§ich potenciidloch
(blizkych potencialu redoxnej dvojice mediatora).

Molekuly mediatora by mali vykazovat’ nasledovné



Chem. Listy 102, 173182 (2008)

Tabul’ka I

Priklady glukézovych biosenzorov prvej generdcie s GOx bioreceptorom

Referat

Systém Ew S LR K T Dy Lit.
[mV] [mmol I"']  [mmol 1] [s] [umol 17']

Uhlikova elektroda modifikova- 0 0,044 0,3 0,320+0,03 120 10 22
na Pt, Pd s adsorbovanou GOx A(mol/l)™!

Uhlikova elektréda modifikova- 50 0,041 0,3 — - 22
na Pt, Pd s adsorbovanou GOx A(mol/l)™!

Polypyrolova matica 650 0,23-107° 10 _ 2 — 23
so zachytenou GOx A(mol/l) 'em™

Polymérova matica 600 - 0,05-9 9,6 15 3 24

z dopaminovej oxidacie

so zachytenou GOx

Biotinylovana fosfolipidova 670 - 7 10 45 100 25
dvojvrstva na pevnom povrchu

so streptavidin-GOx

Por6zna polymerickd matica 600 6,82:107° 0,005-3 7.3 30 0,5 26
so zachytenou GOx A(mol/l)'em™

Biotinylovana fosfolipidova 670 — 10 0,66+0,18 40 100 27
membrana na pevnom podklade

s avidin-GOx

Tiolova SAM s kovalentne 670 6,88-107° - 6,84+0,73 149+ 17 200 28
naviazanou GOx A(mol/l)'em™

Tiolova SAM s dendrimérom 670 0,53-107° 1,5 1,01£0,27 74 +£7 6 28

s kovalentne naviazanou GOx A(mol/))'em™

Pozn: Ey, — pracovny potencial, S — citlivost’ alebo Specificka citlivost’ podla referencie, LR — linearny rozsah, K,, — zdanli-
va Michaelis-Mentenovej konStanta, Dy, — detek¢ny limit, 7 — ¢as odozvy systému. Pt, Pd modifikované uhlikové elektroda
s adsorbovanou GOx zachytenou Zelatinou

Tabulka IT
M E S Niektoré mediatory pouzivané s glukdzaoxidazou
ed ox
Mediator Redox potencial
(oproti SCE)
[mV]
‘E/ M, E,, P 1,1’-Dimetylferocén 100
" Ferocén 165
Vinylferocén 250
Ferocénkarboxylova kyselina 275
Obr. 2. Operaény princip sprostredkovaného elektréonového (Hydroxymetyl)ferocén 185
transferu v druhej generécii biosenzor(?v; S,— substrat, P — Hexakyanidrubenat [Ru(CN)G]‘F 685
produkt, E., E.q — oxidovany, redukovany enzym, My, Meq — .,
X . . iy Benzochinon 39
oxidovany, redukovany mediator .
N-Metylfenazinium (NMP) —-161
Tetratiafulvalén (TTF) 300
Tetrakyanchinodimetan (TCNQ) 127
Ferokyanid [Fe(CN)]* 180

dolezité vlastnosti?**1 =3

— rychlu homogénnu kinetiku pre enzymovl reakciu
v roztoku,
—  reverzibilna kinetiku elektronového transferu na po- -
vrchu elektrody, -
— nizky a na pH nezavisly potencidl na regeneraciu

oxidovanej formy,
stabilitu v oxidovanej aj redukovanej forme,

redukovana forma by nemala reagovat s kyslikom.
Dal$im ddlezitym faktorom, ktory by sa mal brat’ do
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uvahy pri pouziti elektronového mediatora je jeho imobili-
zicia do enzymovej vrstvy. V najjednoduchsich usporiada-
niach st enzym aj mediator volne rozptylené v roztoku,
vtedy ide o tzv. homogénny transfer’*. Tato konfiguracia
ale nie je vhodna pri aplikacii v biosenzoroch®® a pouziva
sa skor na urcenie rychlostnych konStant pri enzym-
mediatorovej reakcii a na meranie reakénej rychlosti medzi
mediatorom a redoxnym centrom enzymu’®*’. O hetero-
génnom transfere hovorime, ked je imobilizovany bud’
enzym alebo medidtor, alebo st imobilizované oba kom-
ponenty sucasne. V tomto pripade dochadza k pocetnym
kombinéacidm usporiadania biosenzora. Mediator moze byt’
imobilizovany  nekovalentnymi ~ metédami  (napr.
v uhlikovej paste alebo na jej povrchu®®, alebo fyzikalne
zachyteny v matrixe kombinovanych elektrod®, &i
vo vodivych polyméroch*), ktorych hlavnou nevyhodou,
obmedzujtcou ich praktické pouzitie, je uvolfiovanie me-
diatora z elektrody. Aby nedochadzalo ku kontaminacii
vzorky, Casto sa pristipi ku kovalentnému naviazaniu me-
diatora. Takéto usporiadania biosenzora, kde su oba kom-
ponenty (enzym aj mediator) pevnou sucastou aktivnej
vrstvy, neuvolfiuju sa z nej a nie je potrebné ani pridanie
dalsieho cinidla, sa nazyvaju tzv. bezreagencné biosenzory
a javia sa z hl'adiska pouzitelnosti biosenzora vel'mi vy-
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hodné. Konstrukcia bezreagenénych biosenzorov je mozna
len s enzymami s pevne viazanym redoxnym centrom
a elektronovy transfer sa uskutocnuje bud’ priamym elek-
tronovym tunelovanim (bude opisané v Casti 3.2.) alebo
prostrednictvom pevne imobilizovanych redoxnych prena-
Sacov (,,redox relays“)45 .

Mediatory mozu byt kovalentne imobilizované bud’ na
povrch elektrody, do matrixu alebo na samotny enzym.
V poslednom pripade hovorime o tzv. elektroenzgmoch®®™*,.
Pri tomto pristupe sa predpokladd, ze naviazany mediator
skrati vzdialenost’ elektronového transferu medzi hlboko
uloZenym redoxnym centrom enzymu a povrchom elektro-
dy. Elektroenzymy rozpustené v roztoku zvycajne aj vyka-
zuju  rychlu  kinetiku  elektronového  transferu
s elektrodou™*’. Ale ich kovalentna imobilizacia na kostru
vodivého polyméru — polypyrolu ma za nésledok len malé
pradové signaly™'. A to aj napriek tomu, Ze mediatory boli
na enzym naviazané prostrednictvom flexibilnych retaz-
cov (,,spacer chains®), ¢im bola zvySena ich pohyblivost
vo vrstve. Predpokladd sa, ze naviazany medidtor sa
,»prehupne“ tesne k aktivnemu centru enzymu (,,whip-
mechanism™) apo tomto prvom kroku -elektronového
transferu je elektron prenasany /) bud’ na d’al$ie mediatory
naviazané na susediacich enzymoch (,,electron-hopping

Tabulka III

Priklady senzorov druhej generacie

Systém a mediator Ew S LR Kn T Dy Lit.

[mV] [mmol I"']  [mmol '] [s] [pmoll™]

Fenoxazinom modifikovana GOx 400 — 3-8 65,6 £8,1 120 3000

Zlaté NP s GOx, s rozpustnym Fc 300 8,8+0,2 0,02-5,7 43 8 8,2
A(mol/)'em™

Polypyrolova matica so zachyte- 400 1,5-107° 10 — 2 - 23

nou GOx a Fc A(mol/)'em™

Kobaltovy pentamér 400 - 11 1491+046 5 10 8

s imobilizovanou GOx

Zlaté NP s dendrimérom - 530 0,01-2,5 0,52 — 2 9

s imobilizovanou HRP A(mol/l) 'em™

s rozpustnym hydrochinonom

Grafit teflonova matica so zachyte- 0 (2,98+0,06). 1073 0,005-0,1 — — 0,9 43

nymi LOD a HRP s Fc¢ A(mol/l)™!

polymérova matica modifikovana 300 0,336+0,025 0,001-0,25 183 £11 — 1 52

Os komplexom s imobilizovanou A(mol/l)'em™

QH-ADH

Os-Modifikovany vodivy polymér -50 0,12-107 0,13 - 75 - 54

s imobilizovanou HRP A(mol/l)™!

Os-Modifikovany vodivy polymér -50 0,06-107 0,05 - 25 - 54

s imobilizovanou TOP A(mol/l)™!

Pozn: Ew — pracovny potencidl, S — citlivost’ alebo Specifickd citlivost' podla referencie, K, — zdanlivd Michaelis-
Mentenovej konstanta, D — detekény limit, 7 — Cas odozvy systému, NP — nanocastice, Fc — ferocén, HRP — chrenova pe-
roxidaza, LOD — laktatoxidaza, QH-ADH — chinohemoprotein alkoholdehydrogenaza, TOP — tabakova peroxidaza
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mechanism®) az k povrchu elektrody 2) alebo sa transfer
elektronu uskutocni cez vodivy polymér, ktory predstavuje
molekularny  dr6t medzi  enzymom  a povrchom
elektrody”'.

Hlavnym doévodom neefektivneho elektronového
transferu pri elektroenzymoch imobilizovanych vo vodi-
vom polyméri je zrejme nizka lokélna koncentracia media-
torov. Predpoklada sa, ze polymér, na ktorého kostre budi
kovalentne a pritom flexibilne naviazané redoxné prenasa-
Ce, bude elektricky spajat’ enzym s povrchom elektrody,
¢im sa zvyS$i miera elektronového transferu. Takymto re-
doxnym polymérom mozu byt napr. hydrogély alebo vodi-
vé polyméry. Hydrogély st dobre prilichavé hydrofilné
filmy, ktoré vo vodnom prostredi vykazuji zvysenu flexi-
bilitu. Zabudovanim chinohemoprotein-alkoholdehydroge-
nazy (QH-ADH, multikofaktorovy enzym s primarnym
PQQ redoxnym centrom a hémovymi kofaktormi) do hyd-
rogélu poly(1-vinylimidazolu) s naviazanym osmiovym
komplexom  vznikol citlivy  etanolovy  biosenzor
s dlhodobou stabilitou™. Vodivé polyméry vznikaju elek-
trochemickou polymerizaciou presne na ploche pracovnej
elektrody, maju kontrolovatelni hrabku aaj schopnost’
zabratiovat' niektorym interferujiicim latkam v pristupe
k elektrode. Ich nevyhodou je vSak mensia flexibilita, ¢o
sa dé zlepsit’ napriklad naviazanim redoxnych prendSacov
cez dlhdie retazce (,spacer chains®)**>*. Tento pristup sa
Gispesne pouzil aj v pripade redoxnych hydrogélov>>~.
Vybrané priklady biosenzorov druhej generacie s roznymi
medidtormi a ich parametre st uvedené v tabul’ke III.

Vyhodou pouzitia mediatorov v biosenzoroch je ich
mensSia z4vislost’ na koncentracii kyslika a zvySenie linedr-
nej odpovede pri vyssich koncentraciach'®. Takisto sa znizi
pracovny potenciél na elektréde na uroven redoxného po-
tencialu mediatora, ¢im mozno zna¢ne obmedzit’ interfe-
rencie. Aj tento sprostredkovany prenos elektronov ma
niektoré nedostatky ako napr. uvolfiovanie mediatora
z povrchu elektrody alebo enzymovej vrstvy a tiez toxicitu
v biologickych tkanivach®. Treba brat’ do Gvahy, Ze re-
doxné mediatory nie su selektivne, ide skor o vSeobecné
redoxné katalyzujuce latky, ktoré ul'ahujt nielen transfer
elektronov medzi enzymom a elektrédou, ale aj rdzne in-
terferujuce reakcie®, napr. oxidované ferocény mézu byt
redukované kyselinou askorbovou™ a niektoré mediatory
Casto sutazia s prirodzenym enzymovym kosubstratom
oxidaz — kyslikom®.

3.2.Priamy elektrénovy transfer —
tretia generacia ampérometrickych
biosenzorov

Priamy elektrénovy transfer medzi enzymom
a elektrodou bez pouzitia mediatorov sa javi ako najvy-
hodnejsi pristup pri konstrukcii biosenzorov. Biosenzory
vyuZzivajlce tento princip tvoria tretiu generdciu ampéro-
metrickych biosenzorov. Niektori autori vnimaju tato defi-
niciu §irSie a zarad’'uji do tretej generacie aj biosenzory,
v ktorych je medidtor integrovany spolu s enzymom
a elektrodou, prenaSajiic pri tom elektrony medzi redox-
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nym centrom enzymu a polarizovanou elektrodou’, vtedy
ide vlastne o tzv. bezreagencné biosenzory, ktoré sme opi-
sali pri druhej generacii biosenzorov v Casti 3.1. Treba
vSak podotknut’, Ze hranica medzi druhou a tretou genera-
ciou, teda medzi sprostredkovanym a priamym elektrono-
vym transferom, je niekedy t'azko rozliSitel'nd.

Pri priamom elektrénovom transfere prebera oxidac-
no-redukény enzym rolu elektrokatalyzatora medzi mole-
kulou substratu a elektrodou, pricom do tohto procesu nie
je zahrnuty mediator (obr. 3). Elektronovy transfer nastava
medzi aktivnym redoxnym centrom enzymu a elektrodou
amal by sa teda objavit' pri redoxnych potencialoch sa-
motnej prostetickej skupiny enzymu’'.

Podla Marcusovej teorie’ kinetika elektronového
transferu medzi dvomi redoxnymi latkami zavisi od hnacej
sily (napr. od rozdielu potencidlov medzi dvomi redoxny-
mi centrami), od reorganizacnej energie (ktora kvalitativne
odraza Strukturalnu rigiditu redoxnych latok v oxidovanej
a redukovanej forme) a od vzdialenosti medzi dvomi re-
doxnymi centrami’®. Zvy¢ajne viak vzdialenost medzi
prostetickou skupinou enzymu a elektrédovym povrchom
byva vicsia ako je potrebné pre priamy elektronovy trans-
fer. Tento fakt je sposobeny tienenim proteinového obalu
enzymu a elektronovy transfer cez tunelovy mechanizmus
sa preto vyskytuje pomerne zriedkavo®’. Optimalne navrh-
nuté elektrodové usporiadanie by teda malo zabezpecit,
aby vzdialenost’ elektronového transferu medzi imobilizo-
vanym redoxnym proteinom a vhodnym povrchom elek-
trody bola &o najmensia®. S tym suvisi aj vhodna orienta-
cia enzymu, enzym s prostetickou skupinou priamo nato-
¢enou k povrchu elektrody moZze znacne zvysit mieru
elektronového transferu*® (obr. 4). Enzymy imobilizované
v prvej monovrstve vykazuju najkratSiu vzdialenost’ redox-
ného centra od povrchu elektrody, musia vsak byt spravne
orientované, aby bola miera elektronového transferu dosta-
tocna. Proteiny nespecificky absorbované priamo na mate-
rial elektrody ako uhlik, zlato alebo platina maju sklon
Ciastone denaturovat’, zvycajne nastava zanasanie elektro-
dy a orientacia enzymu je ndhodna®', takze podmienky pre
priamy elektronovy transfer st nevyhodné.

Jeden z pristupov na optimalizaciu priameho elektro-
nového transferu je navrh vhodnych povrchov pre anizot-

| ( E“ > ( |
E. P
Obr. 3. Priamy elektronovy transfer v tretej generacii biosen-

zorov; S — substrat, P — produkt, E, E,.q — oxidovany, redukova-
ny enzym
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Obr. 4. Vplyv orientacie imobilizovaného enzymu na priamy
elektronovy transfer

ropickl a orientovani imobilizaciu enzymov, napr. samo-
usporiadané monovrstvy (SAMs). Samousporiadana vrstva
predstavuje jedini vrstvu molekidl na substrate, zvycajne
formovanu spontanne ponorenim pevného substratu do
roztoku pozostavajuceho z amfifilnych molekal. SAMs
preukazujll vysoky stupeni orientacie, molekularneho uspo-
riadania  a tesnenia®®. Prichytenie molekil proteinu
k SAM mdze byt neorientované, t.j. nahodné alebo orien-
tované (obr. 5). Ak reaktivna funkénd skupina SAM reagu-
je Specificky s jedinou skupinou na povrchu proteinu,
usporiadanie molekul je orientované, ¢o zvyhodiuje pria-
my elektronovy transfer®.

Prvd monovrstva imobilizovaného enzymu na SAM
predstavuje najvacsi potencial pre priamy elektronovy
transfer a vzhl'adom na ohraniceny priestor v tejto mono-
vrstve aj samotna velkost’ molekuly enzymu zohrava dole-
7ita Glohu pri maximalnom vzraste signalu senzora. Cim
mensia je molekula, tym vyssi je jej poCet v monovrstve
a zvyCajne aj lepSia pristupnost’ aktivneho centra cez difu-
ziu substratu®. Napriklad pouzitie mikroperoxidazy MP-
11, ¢o je fragment cytochrému c snizkou molekulovou
hmotnost'ou, imobilizovanej na alkantiolovej vrstve na
zlate oproti chrenovej peroxidaze (HRP) zvac¢si povrchova
koncentraciu molekul a zmensi vzdialenost’ elektronového
transferu, ¢o sposobi dramaticky narast signalu pochadza-
juceho z elektrokatalytickej redukcie peroxidu vodika®.

SAMs sa ukazuju ako vyhodné aj vzhl'adom na moz-
nost’ variability ich chemickych parametrov. Napriklad
vzdialenost’ elektronového transferu moze byt prispdsobe-
na zmenou dizky hydrofébneho retazca, vlozenim vhod-
nych funkénych skupin alebo integraciou vodivych oligo-
mérov do retazca®.

Odlisnym pristupom na optimaliz4ciu priameho elek-
tronového transferu v ampérometrickych biosenzoroch
moze byt zachytenie enzymov vo vodivych materidloch.
Tymito materialmi mézu byt’ ¢asto pouzivané vodivé poly-
méry, ktoré by mali predstavovat’ rozvetvenu siet’ moleku-
larnych ,.kablov* v blizkosti enzymov a umoznit’ tak pria-
mu elektricki komunikaciu medzi enzymom a povrchom
elektrody®. Hoci bola vo vodivych polyméroch zachytena
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Obr. 5. Schéma nahodnej (vPave) a orientovanej (vpravo)
imobilizicie molekiil proteinu na samousporiadani monovrs-
tvu

uz cela Skdla rdéznych enzymov, vo vicSine pripadov sa
elektronovy transfer vyskytol na zaklade prirodzenych
alebo umelych vol'ne rozpustenych medidtorov a jeho me-
chanizmus nebol dobre definovatelny, priCom sa preuka-
zala aj nizka citlivost™®. Ak je viak redoxné centrum enzy-
mu lokalizované v blizkosti jeho proteinového plasta, je
dostupnejsie a ak su navySe medzi polymérom a enzymom
vhodné nabojové interakcie, elektronovy transfer je prav-
depodobnejsi.  Multikofaktorovy  enzym  QH-ADH
(chinohemoprotein alkoholdehydrogenaza) ma hlboko
skryté priméarne redoxné centrum PQQ, ktoré sa regeneruje
vnutro-proteinovym elektronovym transferom na hémo-
vych centrach nachadzajucich sa na povrchu enzymu. Za-
budovanim tohto enzymu do polypyrolu sa umoznil pria-
my elektronovy transfer medzi hémovymi centrami a poly-
pyrolovymi retazcami®’.

Priamy elektronovy transfer medzi redoxnymi prote-
inmi ar6éznymi elektrodovymi materidlmi je predmetom
intenzivneho Stidia poslednych 20 rokov. Aj ked’ je tento
pristup vel'mi atraktivny, efektivny priamy elektronovy
transfer bol popisany len pri obmedzenom pocte oxidacno-
redukénych enzymov, pricom vécSina znich obsahuje
kovové centrd, obzvlast hém®. Enzymy vhodné pre navrh
biosenzorov tretej generacie by mali mat’ priamo dostupné
redoxné centrum®’. Tuto podmienku spiiiaju najmé mensie
redoxné proteiny, ktoré nemaju enzymatickl aktivitu®
(napr. cytochromy, feredoxiny, flavoproteiny). Aj prvé
publikécie ohl'adom priameho elektronového transferu sa
tykali malého redoxného proteinu cytochromu ¢, ktory je
aktivny v biologickych retazcoch pri elektronovom
transfere®®. Priamy elektronovy transfer u vadsich redox-
nych proteinov s enzymatickou aktivitou (oxidacno-
redukéné enzymy) bol dokazany o dva roky neskor. Laka-
za aperoxiddza na uhlikovych elektrodach vykazovali
priamy elektronovy transfer v pritomnosti svojho
substratu®’. Aj pri niektorych d’aldich enzymoch, v ktorych
hibka uloZenia prostetickej skupiny znevyhodiiuje pod-
mienky pre priamy elektronovy transfer (napr. v pripade
glukozaoxidazy je FAD ulozeny 0,8 nm od povrchu
enzymu’), bol napriek tomu pozorovany. Par prikladov je
uvedenych v tabulke V.

Napriklad systém, v ktorom je glukézaoxidaza (GOx)
zachytena v poly(N-metylpyrole) elektrochemicky pripra-
venom na zlatej elektrode, prendsa elektrény na povrch
elektrody™. Jiang a spol. po prvykrat pozorovali priamy
elektronovy transfer v pripade GOx imobilizovanej na
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Tabulka IV

Priklady ampérometrickych biosenzorov s priamym elektronovym transferom

Systém Ew S LR K T Dy Lit.
[mV] [mmol1™']  [mmol I"'] [s] [pumol 17']

Vysoko orientovany pyroliticky 900 - 0,4-7,5 2,52 - 200 68

grafit s imobilizovanou GOx

HRP imobilizovana na koloidné  —400 0,307 0,0008-1 1,3+0,3 0,4 69

zlato A(mol/l) 'em™

Dvojnasobna polyetylénimin/ 300 8,8+0,2 0,02-5,7 4,3 8 8,2 70

GOx dvojvrstva

A(mol/l) 'em™

Pozn: Ew — pracovny potencial, S — citlivost alebo S$pecificka citlivost’ podla referencie, K, — zdanliva Michaelis-
Mentenovej konStanta, Dy — detekény limit, 7' — ¢as odozvy systému

SAMs (cit.”?). Monovrstva enzymu bola imobilizovana na
elektréde v jednokrokovom postupe zahimajucom homobi-
funkéné  ¢inidlo  bis(sulfosukcinimidyl)-3,3’-ditiodi-
propionat (DTSSP), ktoré sa najprv kovalentne naviaze
cez svoju esterovll skupinu na lyzinova e-aminoskupinu na
povrchu GOx a nasledne vytvori na zlatom povrchu SAM.
Vzniknuté usporiadanie Au-DTSSP-GOx l'ahko podstupu-
je reverzibilny nabojovy transfer, pricom autori dokazali,
ze elektronovy transfer je dosledok oxidacie prostetickej
skupiny GOx a nie vol'ne rozpusteného FAD. Takto uspo-
riadand vrstva vykazuje aj katalyticky prud po pridani
glukdzy do roztoku. Aj v pripade sulfatoxidazy imobilizo-
vanej na monovrstve undekdnu-1-tiolu na zlate bol doka-
zany priamy elektronovy transfer’.

Rozdielny pristup reprezentuje prvotna imobiliz4cia
aktivneho centra enzymu na samousporiadani vrstvu na
elektrode anéasledné pridanie apoenzymu a vytvorenie
aktivneho imobilizovaného holoenzymu. Predpoklada sa,
ze orientovanie prostetickej skupiny smerom k povrchu
elektrody skrati vzdialenosti elektronového transferu. Ten-
to pristup bol napriklad pouzity pri HRP, kde bol cez flexi-
bilny ret'azec imobilizovany hemin a néasledne apo-HRP.
Vzdialenost’ pre elektronovy transfer ostavala vSak napriek
tomu velkd, preto autori zaclenili d’alsi prenaSa¢ — PQQ
medzi monovrstvu a flexibilny retazec, ¢im dosiahli znac-
né zvysenie elektronového transferu’®.

Napriek réznym pristupom a zna¢nému usiliu sa dote-
raz nepodarilo vyvinit komeréne UspeSny biosenzor
s priamym elektronovym transferom, aj ked” sa tento pri-
stup javi ako najslubnejsi. Tento typ biosenzora by ponu-
kal vacsiu selektivnost’, ked’ze pracuje v nizsich potencia-
loch, blizsich redoxnému potencialu samotné¢ho enzymu,
menej podlieha vplyvu interferujicich latok a zaroven nie
je potrebné v reakénej schéme dalSie Cinidlo v podobe
mediatora. VacSie zaclenenie  biomolekuly  spolu
s povrchom elektrody moze tiez zvysit citlivost’ biosenzo-
ra. Dalsim pozitivom by mohlo byt potencialne zjednodu-
Senie konstrukcie tohto typu biosenzora®%. Vo vyvoji
a zlepSeni parametrov biosenzorov tretej generacie zrejme
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bude hrat’ kI'i¢ovll tlohu aj syntéza novych nano$truktir-
nych materialov a ich komer¢na dostupnost’.

4. Pouzitie nanocastic na uPahcenie
elektronového transferu

Jedine¢né chemické a fyzikalne vlastnosti nanocastic
ich robia mimoriadne vhodnymi pre navrh novych
a zlepSenych senzorovych zariadeni, obzvlast’ elektroche-
mickych senzorov a biosenzorov. V tychto typoch senzo-
rov uz boli pouzité viaceré druhy nanocastic ako kovové
nanocastice, nanocastice oxidov, polovodi¢ové nanocastic
alebo zloZené nanogastice®. V tejto kapitole sa zameriame
na ich ulohu pri zvySeni elektrénového transferu. Vo vse-
obecnosti kovové nanocastice majii excelentni vodivost’
a katalytické vlastnosti, ¢o z nich robi vhodnych kandida-
tov pre elektronové vodi¢e na zvySenie elektronového
transferu medzi redoxnym centrom proteinov a povrchom
elektrody a tiez pre katalyzatory na zvySenie elektroche-
mickych reakcii.

Za pomoci zlatych nanocastic bol pozorovany zvyse-
ny elektronovy transfer pre GOx (cit.®"). Zlaté nanocastice
vel’ké 1,4nm boli funkcionalizované molekulou Né-(Z-
-aminoetyl)-FAD a nésledne bol k nim pridany apo-enzym
GOx a vytvorili usporiadani monovrstvu ditiolov na zlatej
elektréde. Alternativny postup predstavoval najprv uspo-
riadanie zlatych funkcionalizovanych nanocastic a aZ na-
sledne pridanie apo-GOx. Vysledna enzymova elektroda
vykazovala velmi rychly elektronovy transfer medzi re-
doxnym centrom enzymu a elektrodou a enzymova elek-
troda mohla byt’ pouzita pre detekciu glukozy bez interfe-
rencii, ked’ze bola necitliva voci kysliku a aj inym interfe-
rentom ako napr. kyseline askorbove;j.

Okrem zlatych nanocastic boli pre zlepSenia elektro-
nového transferu uspeSne pouZzité aj nanocCastice striebra.
Strieborné nanocastice boli usporiadané na pyrolytické
uhlikové elektrody a nasledne sa na nich imobilizoval cy-
tochrém ¢ (cit.”"). Priamy elektronovy transfer pomocou
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striebornych nano&astic bol dokézany aj pre myoglobin’®.
Taktiez niektoré nekovové nanocastice ako nanocastice
oxidov”’ alebo polovodidové nanocastice®™ mézu zvysit
elektronovy transfer medzi proteinmi a elektrédami.

Efektivne zvysenie elektronového transferu nezavisi
len na vodivosti nanocastic, ale tieZ na usporiadani medzi
nanocasticami a biomolekulami. Je predpoklad, ze vytvo-
renie definovaného a usporiadaného zoskupenia nanocastic
pomocou nanotechnoldgii je sPubny pristup ku konstrukeii
biosenzorov so zlepSenymi vlastnostami elektréonového
transferu’.

Daldim z radov nanogastic pre pouzitie v biosenzo-
roch na zlepSenia elektronového transferu su uhlikové
nanorurky (CNT). Uhlikové nanorurky preukazuju jedi-
neéni kombinaciu vynikajucich mechanickych, elektric-
kych a elektrochemickych vlastnosti, ktoré podnietili stu-
pajici  zaujem oich vyuzitie ako komponentov
v biosenzoroch. Nanortirky maji vzhl'adom ku svojej ma-
lej objemovej vel'kosti rozsiahlu povrchovu plochu, ¢o im
dovol'uje ,,zapojenie” do proteinov, a tym umoziuje pria-
my elektronovy transfer aj s enzymami ako GOx, ktorych
redoxné centrd nebyvaji za beZznych podmienok
dostupné®'. Navyse maji vynikajticu schopnost’ sprostred-
kovat’ rychlu kinetiku elektronového transferu pre Siroky
rozsah elektroaktivnych latok, ako peroxid vodika alebo
NADH (cit.*?). Nanorurky sa tak stavaju idealnymi kandi-
datmi na vyuZitie pri vyvoji biosenzorov ako elektrody
alebo ako prevodnikové komponenty.

Napriklad ich pouZzitie na modifikaciu elektr6d moze
zabezpecit’ schopnost’ rychlejsieho elektronového transferu
atiez vicSiu odolnost’ pred zanaSanim elektrody. Ako
efektivna metoda sa ukazuje rast uhlikovych nanorurok
priamo na sklovitej uhlikovej elektrode alebo na kovovych
substratoch. Tento pristup zlepsSuje elektronicky kontakt
a neznecistuje povrch elektrody necistotami zo surfaktan-
tov alebo inych latok zabezpecujucich vizbu nanortrok na
elektrodu. Navyse umoziuje zostrojit’ elektrody s vertikal-
ne zoradenymi poliami nanorarok, ktoré vykazuju vyssiu
elektrokatalytickii aktivitu spojend zdaroven s rychlym
elektronovym transferom®*.

Dalsim pristupom je kovalentné prichytenie enzymov
do siete uhlikovych nanorurok na povrchu elektrédy, ¢o
Casto umoznuje priamy elektronovy transfer k aktivnemu
centru enzymu. Napriklad kovalentna imobilizacia GOx na
pole nanortrok prichytenych na zlatom povrchu elektroédy
prostrednictvom SAM umoznovala priamy elektronovy
transfer™. Najprv viak bolo imobilizované redoxné cen-
trum enzymu — FAD a az potom apo-GOx.

Priamy elektronovy transfer bol dokazany aj pre GOx
fyzikalne adsorbovani na povrch CNT (cit.*). Povrch
nanorurok bol pokryty vrstvou molekul povrchovo aktiv-
nej latky — kationického surfaktantu a pocas zmieSavania
CNT suspenzie s GOx nastala ich fyzikalna adsorpcia na
CNT. Vrstva sa naviazala na elektrodu zo sklovitého uhli-
ka a na finalnu upravu bol pouzity Nafionovy film na zlep-
Senie stability. Aj v inych pripadoch fyzikalne adsorbova-
nda GOx na CNT preukazovala priamy elektronovy
transfer®’.
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CNT st teda materidlom vhodnym na ulahcenie elek-
trochemickych procesov v proteinoch, ale ich pouZzitie je
zaroven limitované niektorymi ich vlastnostami, ako ich
sklon tvorit’ agregaty vo vicsine roztokov a ich silna inter-
akcia s proteinmi, ¢o mdze zapriCinit' stratu biologickej
aktivity enzymov®® (napr. niektoré vysledky naznacuju, ze
priamy elektronovy transfer GOx na CNT mdze byt vy-
sledkom c¢iasto¢nej denaturacie enzymu, ktora skrati vzdia-
lenost’ elektronového transferu priblizenim FAD blizsie
k povrchu CNT, cit.%).
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V. Polohova and M. Snejdarkova (Institute of Ani-
mal Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sci-
ences, Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Electron
Transfer in Amperometric Biosensors

At present direct electron transfer between an elec-
trode and protein ranks among promising areas of biosen-
sor research. This review focuses on current trends and
methods in the development of third-generation am-
perometric biosensors. It describes the construction of the
biosensors of three generations and enzyme immobiliza-
tion techniques. The design of the electrode interface and
biosensor architecture are essential in bioelectrocatalysis,
fast electron transfer and electrode construction. Differ-
ences in the architectures usually reflect specific electron
transfer mechanisms. In the second-generation biosensors,
the preferred design consists of biosensors with mediators
tightly bound in the active layer of the electrode surface.
Attempts at the direct electron transfer employ techniques
like self-assembled monolayers, conducting polymers,
reconstitution of the prosthetic group and apoenzyme in
active holoenzyme and integration of nanotechnology.
Despite considerable efforts, no commercially available
biosensors based on the direct electron transfer have been
developed so far. Modern approaches such as redox pro-
teins and enzymes with engineered electron pathways can
make this type of biosensors commercially attractive.
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1. Uvod

Vétsina aplikaci prutokové cytometrie se zaméiuje na
vyzkum lidskych, ZivocéiSnych a rostlinnych bunék.
V poslednim desetileti se pratokova cytometrie tési stale
vétsimu zajmu mikrobiologi, kde je aplikovana zejména
ve vyzkumu kvasinek coby stdle vyznamnégjSiho modelu
vyssich eukaryot. V biotechnologickych procesech, které
jsou zalozeny na kvasinkach jako biologickém Cciniteli,
vznika potieba proces optimalizovat z nékolika hledisek,
mezi které patii stav populace kvasinek. Pritokova cyto-
metrie se nabizi jako analyticky nastroj zjistovani stavu
kvasinek, nebot’ je schopna ve spojeni s vhodnym fluo-
rescenénim barvenim ve velice kratkém casovém useku
velice ptesné vyhodnotit zmény v populaci kvasinek.

2. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie patii mezi metody luminiscenc-
ni analyzy. Je to fluorescencéné opticka metoda, pii niz je
vzorek unasen proudem nosné kapaliny. Kazdy pritokovy
cytometr sestava z nékolika zakladnich soucasti, a to exci-
taniho zdroje, méfici optické cely, ,,forward scatter” de-
tektoru, ,,side scatter” detektoru, systému zrcadel, optic-
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kych filtri a nékolika fluorescenénich detektorl setaze-
nych podle vzristajici vinové délky emitované fluorescen-
ce (obr. 1). Né&které cytometry jsou vybaveny tzv. tfidici
(sortery), coz jsou ptidavna zafizeni, fungujici na n¢kolika
odliSnych principech, schopna tiidit prochézejici ¢astice na
zakladé zvolenych charakteristik.

Excita¢nim zdrojem byvé bud’ laser dané vlnové dél-
ky (nejCastéji argonovy s vinovou délkou 488 nm) nebo
rtutova vybojka. Vysokotlaké rtutové vybojky emituji
svétlo riznych vinovych délek a rizné energie. U pritoko-
vych cytometrl se k excitaci pouziva hlavné carové spekt-
rum rtutovych vybojek od 365 po 546 nm. Vystupni vy-
kon vysokotlakych rtutovych vybojek je 50 W, 100 W
nebo 200 W. Tyto typy se od sebe lisi velikosti a jasem'.
2.1. Analyza ¢astic

V meéfici cele ze specialniho optického plastu dojde
ke stfetu svétla z excitacniho zdroje a buitkami prochazeji-
cimi jednotlivé kapilarou. Svétlo se pak rozptyli, odrazi
nebo pii urcité vinové délce vyvola fluorescenci, jenz se
§ifi viemi sméry od svého zdroje. Uhel rozptylu svétla ve
sméru toku paprsku deteguje tzv. ,,forward scatter detek-
tor®, jehoZ odezva je ur€ujicim parametrem velikosti bu-
nek. Svétlo rozptylené pod thlem 90° vzhledem ke sméru
toku excitacniho paprsku je detegovano tzv. ,side scatter
detektorem®, jehoZz signal odpovida granularité¢ bunék.
Svétlo excita¢niho zdroje je v souladu se zndmou pouckou
vzdy nizsi vinové délky nez je vinova délka vyvolané fluo-
rescence, kterd je detegovana nékolika fluorescencnimi
detektory (obr. 2)' .

2.2. Pouziti prutokové cytometrie
v biotechnologickych vyrobach

Metodou pritokové cytometrie 1ze ziskat informace
o rozlozeni velikosti, granularity bun¢k v populaci, o intra-
celuldrnich komponentech kvasinek (bilkoviny, nukleové
kyseliny, steroly), dale lze sledovat zmény v rychlosti
rustu, ur€it pocet mrtvych a zivych bun¢k v populaci, hod-
notit mutace, sledovat bunéény cyklus, méfit velikost,
pocet bunék, intraceluldrni pH ¢i dokonce buiky tfidit
podle zadanych charakteristik. Vzhledem ktomu se
v pritokové cytometrii mluvi o multidimensionalni analy-
ze. Vyhodou metody je, Ze lze ziskat informace o velkém
souboru bunék v relativng kratkém Gase'*’.

2.2.1. Hodnocené parametry

Vysledky jsou zobrazovany ve formé histogrami
a obtisku (dot plot diagramy). Histogram obsahuje distri-
buci hodnot sledovaného parametru a skladd se
z volitelného poctu kanalt. Dot plot diagram ptedstavuje
rozlozeni odpovidajicich bodii dvou zvolenych parametrQ
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Obr. 1. Zakladni schéma uspoiadani typického pritokového cytometru
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Obr. 2. Detail analyzy bunék v mérici cele pritokového cytometru

v dvourozmérném prostoru'®. ,.side scatter®)
Bézné dostupné priitokové cytometry jsou schopny —  relativni distribuce fluorescence riznych vlnovych
zachytit 6 az 12 parametri proméfované Castice. Jde délek FL; ...... FL,
zejména o tyto parametry:
— relativni distribuce velikosti ¢astic ve formé histogra- Velikost, granularita a koncentrace bunék
mu — méfena dopfednym rozptylem svetla (FSC — Zatimco velikost bun€k je pomémé znamy a dobie
forward scatter") predstavitelny parametr, granularita odpovida jak rozptylu
— relativni distribuce granularity castic ve formé histo- laseroveho paprsku zplisobeném povrchovymi vlastnostmi
gramu — méfena boénym rozptylem svétla (SSC —  buiiky, tak rozptylu paprsku zptisobenym odrazem od vnit-
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robunéénych struktur. VétSina cytometrdi je vybavena
funkeci ,,true volume counting®, které je schopna urc¢it kon-
centraci bun¢k pfimo v daném roztoku. Napt. pii zkouma-
ni morfologie a fyziologického stavu pivovarskych kvasi-
nek bylo zjisténo, ze buiiky s nizkou aktivitou a burnky
mrtvé jsou v odpovidajici fazi vyvoje podstatné mensi nez
buiiky vitalni™®. Pivovarské kvasnice podléhaji zm&nam
velikosti béhem procesu kvaseni, které jsou typické pro
kazdy kmen’. Variabilita velikosti béhem kvaeni u kvasi-
nek svrchniho kvaseni se pohybuje od 2,5 pm do 17,5 pum,
u kvasinek spodniho kvaseni od 2,5 pm do 22,0 pm. Na
pocatku kvaSeni je pozorovan pokles plochy aktivniho
povrchu bunék, ktery souvisi s velkym poctem pucicich
kvasinek v tomto obdobi”'’. Pro optimalni priibéh kultiva-
ce je dilezita také velikost nové vzniklych dcefinnych
bun€k. Matefské builky s velkymi dcefinnymi buiitkami,
vznikajici v exponencialni fazi ristu populace, jsou zadou-
ci, nebot’ velké bunky jsou schopné zahajovat bunécny
cyklus téméf okamzité a to nasledné zkracuje dobu kulti-
vace' "%,

Jednim z velmi ¢asto hodnocenych parametrt je pres-
na koncentrace bun¢k v objemové jednotce média. Tento
parametr se pomoci priatokové cytometrie zjistuje velmi
dobte. Zakladni podminkou vSak je, ze nejde o vlaknité
mikroorganismy a nebo takové, které tvoti shluky, jelikoZz
ty pristroj vyhodnocuje jako jednu Castici. VétSina prito-
kovych cytometrii je dnes opatfena automatickym pocita-
cim zafizenim astic™"?.

Ttidéni (sorting) bunek

Pomoci pritokového cytometru lze tiidit jednotlivé
bunky na principu fyzikalni separace. Buiky lze délit
podle jedné nebo vice charakteristik. Pfi tfidéni dochazi
k pfeméné tekutého proudu kapaliny unasejici vzorek na
aerosol, jehoZ kapénky obsahuji jednotlivé buiiky. Po oza-
feni kapének laserem dochazi k lomu na kapénkach a tidici
systém rozhodne o druhu ¢éstice a provede néslednou se-
paraci bun¢k. TridiCe Castic se vyuziva pii separaci apop-
tickych bunék, ve vyzkumu rakovinnych bunék, pfi pfipra-
v¢ synchronizovanych bunéénych linii a v posledni dobé
na subcelularni Urovni pro tfidéni intraceluldrnich kom-
partment? a chromosoma .

2.2.2. Aplikace fluorescencnich barviv pri sledovani stavu
kvasinek

Fluorescencni barviva ¢ili fluorofory jsou chemicka
agens organické povahy, jejichz molekuly jsou excitova-
telné a pii pfechodu do plvodniho stavu emituji fluo-
rescencni svétlo. Fluorescencni barviva se déli do dvou
obecnych tfid:
vlastni — jsou soucasti biologického materialu vlastni-
ho vzorku,
nevlastni — jsou pfidany ke vzorkim, které nemaji
vhodné fluorescencni vlastnosti.
V prutokové cytometrii se témét vyhradné vyuzivaji
barviva nevlastni, kterd 1ze podle povahy vazby na biolo-
gickou matrici rozdélit na fluorescencni sondy a fluo-
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rescencni znacky. Pokud se molekula barviva vaze na bio-
logickou matrici kovalentné, nazyva se fluorescencni znac-
ka, pokud se vaze nekovalentné, jde o fluorescencni sondu.

Pti vyzkumu kvasinek se vyuzivaji jak fluorescenéni
znacky, tak fluorescencni sondy. Stav kvasinek je obvykle
posuzovéan z hlediska jejich viability a vitality. Viabilita
oznacuje procento bunék v populaci, které jsou zivé
a schopné dalsiho rozmnozovéni, vitalita odrazi fyziolo-
gicky stav kvasinek.

Pocet zivotaschopnych bunék v populaci

Zivotaschopnost (viabilita) je kli¢ovym analytickym
parametrem bunécné populace ve vSech oblastech biotech-
nologického primyslu, lze jmenovat kvasné vyroby
(pivovarstvi,  lihovarstvi),  potravinaisky  primysl
(drozd’arenstvi, mlékarenstvi), zpracovani odpadii (vyroba
krmné biomasy), specialni biotechnologie (vyroba 1éCiv,
ureni jsou kultivaéni techniky, které jsou vSak v praxi
témet nepouzitelné, protoze Casovy usek mezi odebranim
vzorku a zjisténym adajem je prili§  velky.
Z fluorescencnich barviv pouzivanych k urceni viability
bunék pritokovou cytometrii 1ze jmenovat: propidium-
jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethylmethylamonio)propyl]-6-
-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid fluorescein-diacetat), FDA
(fluorescein-diacetat), BCECF (5(6)-karboxy-2’,7’-bis(3-
-karboxypropyl)fluorescein), Hoechst 34580 (NV,N-di-
methyl-4-[5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5’-bibenzimidazol-
-2’-yl]anilin) a dal$i desitky komer¢né bézné dostupnych
barviv'>'®.

Pii kontrole viability kvasinek se vétSinou vyuZziva
kombinace dvou barviv napf. propidium jodidu, ktery pro-
nikd bunécnou sténou mrtvych ¢i poskozenych kvasinek
a kovalentné se vaze na DNA a fluorescein diacetatu, ktery
pronika do vSech bunék, ale pouze zivymi s vyssi esteraso-
vou aktivitou je aktivovan na fluorescen¢ni fluorescein.
Mrtvé bunky pak emituji fluorescenci v Cervené oblasti
spektra, zatimco zivé v zelené oblasti (obr. 3). Dnesni pri-
tokové cytometry jsou navic vybaveny funkci, kterd umoz-

Obr. 3. Rozliseni mrtvych a Zivych bunék na zakladé fluo-
rescenéniho barveni; zvétSeni 10 x 40
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fiuje odlisit buiiky Zivé, mrtvé a subletalng poskozens' "’

Sledovani bunééného cyklu

Bunécny cyklus je stale Castéji sledovanym paramet-
rem nejen v cytologii zZivoc¢iSnych a rostlinnych bungk, ale
také pri zkoumani proliferace kvasinek a nekterych plisni.
Metody priitokové cytometrie pro stanoveni jednotlivych
fazi bunécného cyklu vychazi zpoznatku, ze DNA
v bunikach lze (po enzymatickém odstranéni RNA) barvit
kvantitativné fluorescenénimi barvivy. Intenzita fluores-
cence poté odpovida obsahu DNA v buiice. Pro stanoveni
koncentrace DNA se nejCastéji pouzivaji fluorescenéni
znacky jako propidium-jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethyl-
methylamonio)propyl]-6-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid
fluorescein-diacetat), akridinova oranz (N,N,N’,N’-tetra-
methylakridin-3,6-diamin-hydrochlorid), DAPI (2-(4-karb-
amimidoylfenyl)indol-6-karboximidamid-dihydrochlorid),
Hoechst 33342 (2’-(4-ethoxyfenyl)-N,N-dimethyl-5-(4-
-methylpiperazin-1-yl)-2,5’-bibenzimidazol) atd. (tab. I)
(cit.2*).

Za ptedpokladu, ze mezi intenzitou emitované fluo-
rescence a obsahem DNA v burikach plati pfima iméra, se
butiky s dvojndsobnou intenzitou emitované fluorescence
vyhodnocuji jako bunky v G, a M-fazi bunééného cyklu
(obr. 4). Bylo napt. zjisténo, Zze pii nasazovani pivovar-
skych kvasnic k hlavnimu kvaSeni je vyhodné zakvaSovat
kulturou, ve které je podil bun¢k v G, a M-fazi maximalni.
Po nasazeni takovych kvasnic do provzdusnéné mladiny se
bunky rychle rozmnozi a prejdou do produkéni faze (G-
faze), kdy ma populace nizkou aktivitu mnoZeni, ale vyso-
kou metabolickou aktivitu projevujici se rychlym ubytkem
extraktu, tvorbou ethanolu, coZ se projevi rychlejsi dobou
kvaseni'" %,

Enzymové aktivity, intracelularni pH
Urceni enzymovych aktivit pomoci fluorescencnich
sond je spiSe orientacni a urcuje, ktera buika ma vyssi tu

Gate: R2 G1
83.08

G2MIG1
1.894

ChiSqu
Cetnost 7 2.71

200 -

50

100 150 200 250

FL3

Obr. 4. Automatické vyhodnoceni poméru bunék v jednot-
livych fazich bunécného cyklu na pritokovém cytometru
Partec PAS III; FL3 — relativni intenzita fluorescence zachycena
detektorem FL3
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kterou enzymovou aktivitu v porovnani s jinou buiikou.
Velmi dobfe je popsano urceni esterasové aktivity bunck
s pouzitim fluorescenénich sond v neaktivni (acetoxy-
methyl estery a nebo diacetaty) formé, kterd snadno proni-
ka do buiiky. Vnitrobunécné esterasy Sté€pi molekulu barvi-
va na aktivni fluoreskujici barvivo a molekulovy zbytek
(aceton), vlastni neaktivni molekula barviva je tedy sub-
stratem v enzymové reakci. Vzniklad fluorescence je podle
nékterych praci pfimo imérna dané enzymové aktivité.
Z barviv Ize jmenovat FDA fluorescein diacetait a CFDA
5,6-dikarboxyfluorescein-diacetat™*>°.

Urceni vnitrobunééného pH je zaloZeno na vlastnosti
nékterych barviv ménit intenzitu fluorescence v zavislosti
na pH. Na zaklad¢ kalibrace in vivo nebo in vitro 1ze témi-
to sondami pomérné piesné urcit intracelularni pH bungk.
U kvasinek je napf. intracelularni pH ukazatelem jejich
vitality?”. Jednou z kli¢ovych praci v oblasti je prace Slavi-
ka®®.

Z bézn¢ pouzivanych barviv lze jmenovat fluo-
rescein-diacetaty, BCECF, SNARF 1 atd.”

Koncentrace fyziologicky vyznamnych latek

Z fyziologicky vyznamnych latek kvasinek lze pomo-
ci prutokové cytometrie sledovat koncentraci glykogenu
(acriflavine)*’, trehalosy (FITC-concavaline A, proteinti
(FITC fluoresceinisothiokianat), neutralnich lipida (nilska
Zerven) a steroltl (nystatin)**.

Sledovani apoptozy

Apoptoza je vysoce regulovana forma programované
bunééné smrti. Apopticky proces umoziuje rychlé odstra-
néni nepotfebnych, poskozenych, nebo infikovanych bu-
nek. Jadro apoptickych bunck je mensi nez u normalnich
bunék, coz je mozno zachytit pomoci fady barviv (napf.
fady Hoechst). Dal§i moznosti, jak sledovat apoptdzu, je
pozorovani zvySené permeability membran s pouzitim
barviva YO-PROI. Fluorescencné lze dale apoptdzu testo-
vat napf. s pouzitim konjugatl annexinu V, a to méfenim
aktivity specifickych proteas. U pivovarskych kvasinek se
nepotvrdil vyznamngéjsi vyznam podil apoptickych bun¢k

v populaci, coz je pfipisovano stabilité polyploidnich kme-
033,34
nu’>

3. Zavér

Pratokova cytometrie je mikrobiology stale obliben¢;j-
81 a Castéji vyuZivand metoda, jejimz jedinym limitujicim
faktorem pro praktické pouziti v biotechnologickych vyro-
bach je jeji cena. Ve spojeni s vhodnym fluorescencnim
barvenim je schopna velice dobfe popsat okamzity stav
populace stejné jako presné zachytit jakékoli jeji zmeény.
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se zda byt vhodnym
modelovym organismem vysSich eukaryot a je vhodnym
objektem pro metody pritokové cytometrie.
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J. Novak, G. Basafova, J. Fiala, and P. Dostalek
(Department of Fermentation Chemistry and Bioengineer-
ing, Institute of Chemical Technology, Prague): Applica-
tion of Flow Cytometry of Yeast in Research and Prac-
tice

Flow cytometry as a rapid technique can be used for
monitoring the yeast (Saccharomyces cerevisiae) growth
in biotechnological processes. The technique permits
analysis of single cells in suspension and thus to obtain
cell size distribution, granularity, intracellular contents of
DNA, proteins, and sterols, viability, cell cycle, intracellu-
lar pH and enzyme activities. Flow cytometry can also be
used for cell sorting. Despite the advantages of flow cy-
tometry, implementation of the technique in biotechnologi-
cal laboratories is still limited.
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LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

NOVA METODA CHARAKTERIZACE
VAPENCU POUZIVANYCH V KOTLIiCH
S FLUIDNI VRSTVOU PRO ODSIRENI
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Klicova slova: odsifeni spalin, fluidni kotel, hnédé uhli,
reaktivita vapence

Uvod

Cilem davkovani véapencti do komor energetickych
fluidnich kotla spalujicich hnédé nebo cerné uhli je snizeni
emisi oxidu siry. Davkovany vapenec bude dale oznaco-
van nazvem ,sorbent”. Pro optimalizaci primyslového
vyuziti této odsifovaci metody byla vyvinuta jiz cela fada
laboratornich metod umoZiujicich pfedpovéd chovani
téchto sorbenti SO, ve spalovacim procesu.

Obecn¢ aplikované metody posuzujici reaktivitu pii-
rodnich vapencut sleduji pfedev§im obsah vapniku, hoi¢i-
ku, uhli¢itant a dalSich doprovodnych minoritnich prvki
ve vapenci, dale jsou zaméfeny na stanoveni tvrdosti uhli-
Citant, krystalickou strukturu, velikosti krystalitl, geolo-
gicky piivod, strukturu a distribuci ¢astic a jejich pord pied
a po jejich kalcinaci, adsorpéni mohutnost, vliv teploty
a doby zdrzeni na koncentraci SO, ve vystupujicich spali-
nach'™’".

Pro hodnoceni pro mokry vapencovy zptisob odsifo-
vani spalin jsou pouzivané metody zalozeny na stanoveni
relativniho porovnani rychlosti rozpousténi vapenci
v kyselinach nebo pfi jejich styku s SO, ve vodni suspen-
zio.

Pro hodnoceni vapenct pro odsifovani za vysokych
teplot (suché odsifeni) bylo vypracovano nepomérné méné
metod. Zakladem metod je porovnani relativni rychlosti
reakce samotného kalcinovaného vapence s oxidem sifici-
tym*!1.

Spolehlivost predpovéedi
Predpovédi, které jsou ziskdny pomoci dosud pouzi-
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vanych laboratornich metod, zaviseji na pouzité metode¢.
Bohuzel, v provoznich podminkach ziskavané udaje
o chovani tychz véapenct jsou rozdilné. Tyto rozdily byly
doposud vysvétlovany z rtiznych pohledi. Pouzité techni-
ky méteni sleduji pouze samotné vapence nebo jejich kal-
cinaty. Zadné z nich nezohlediiuje mozny vliv popelovin
uhli, pfip. z nich vznikajiciho popele na reaktivitu kalcina-
tu. Totéz se tyka negativnich dopadti oxida kfemiku, hlini-
ku a Zeleza vznikajicich pii kalcinaci necistot vapenct ¢i
dolomitti na reaktivitu kalcinaci vznikajicich oxid vapni-
ku a hot¢iku s SO, v realnych podminkach kotle pii spalo-
véni tuhych fosilnich paliv.

Teoretické zaklady suché vapencové
technologie odsifovani spalin

Princip procesu

Technologie odsiteni spociva v injektazi smési vzdu-
chu a jemné rozemletého vapence do kotle nebo v ptidava-
ni mletého véapence do uhli pfed mlyny. V procesu odsiie-
ni probihaji reakce:

CaCO; — CaO + CO, (1)

CaO + SO, + 0,5 O, — CaSO, (2)

Kalcinace vapence (/) probiha obecné pii teplotach
800-900 °C, reakce mezi vzniklym CaO a SO, (2) probiha
vyznamnéjsi rychlosti mezi 600—-1000 °C. Produktem re-
akce vedle nezreagovaného volného CaO je siran vapenaty
CaSO,. Sifi¢itan vapenaty pfi teplotdch nad 600 °C neni
termostabilni a disproporcionuje dle reakce:

4 CaSO; — 3 CaSO, + CaS 3)

pri¢emz sulfid vapenaty (CaS) se dale oxiduje na CaSOy,
Kalcinaci vépence pfi teploté nad 1050 °C jiz neni vhodné
realizovat, protoze pii této teploté jiz dochazi k deaktivaci
vzniklého kalcinatu (pfepaleni) v disledku zmény porézni
struktury.

Kineticka charakteristika procesu

Z kinetického hlediska predstavuje reakce mezi CaO
a SO, heterogenni reakci ,,tuhd latka-plyn®. Pocatecni sta-
dium reakce lze vyjadrit kinetickym zakonem reakce 1.
fadu, s rychlosti imérnou koncentraci SO,. Pfi zachytu
SO, na povrchu zkalcinované Castice se tvori vrstva CaSQOy,
ktera zptsobuje, ze dalsi podil SO, se dostava do Castice
difuzi ptes tuto vrstvu. Tim se proces zpomaluje.

To je také dtivod, pro¢ nelze u praskovych kotla touto
technologii dosahnout vysokého stupné odsiteni pii stechi-
ometricky unosném mnozstvi vapence a pfi omezené dobé
styku obou reagujicich fazi. U kotld s fluidnim spalovanim
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paliv je prodleni vapence ve fluidni vrstvé nepomérné
delsi a mize v priméru dosahnout fadové i tisice sekund.
Pti této dobé styku, pii optimalni teploté sulfatace 800 az
850 °C, kdy kalcinace vépence je nasledovana sulfataci,
neni limitujici vliv difuze SO,tak vyznamny. OvSem,
vzhledem k tomu, ze CaSO, ma vys$$i molarni objem nez
Ca0, dochazi béhem reakce k ucpavani poru kalcinatu,
a proto nelze ani u tohoto typi kotlii dosahnout kompletni
pfemény sorbentu. Nicméné, pro vapence rizného ptuvodu
byly zjistény vyznamné rozdily zachyceni siry i pii spalo-
vani uhli ve fluidnich kotlich.

Experimentalni ¢ast

V ptipad¢ této prace byla zvolena metoda izotermic-
kého reaktoru se stacionarni a fluidni vrstvou zkouseného
zkalcinovaného vzorku a s méfenim vystupni koncentrace
SO, oproti vstupni koncentraci. Schéma aparatury je uve-
deno na obr. 1.

Popis aparatury

Davkovani latek: k aparatuie (obr. 1) byly pfipojeny
dvé tlakové lahve, a to Cisty dusik a smés modelujici spali-
ny s obsahem 8300 mg m> SO,, 13 % CO, a 7 % O,
v dusiku. Pii testech s vlhkym plynem bylo do pomocného
proudu dusiku davkovano definované mnozstvi vody, kte-
rd se zplynila v odpafovali. Pritoky plynt a ddvkované
vody byly regulovany pomoci elektronicky fizenych venti-
14 z centralni jednotky.

Reaktor: Vlastni reaktor byl sestaven ze dvou kfe-
mennych trubic spojenych zabrusem. Horni odnimatelna

Laboratorni pfistroje a postupy

Cast byla opatiena uzsi trubici zakoncenou fritou, v niz byl
umistén vzorek. Ve spodni ¢asti byl v kiemenné vyplni
umistén termoclanek pro snimani teploty. Reaktor byl
umistén v elektrické peci a pfivodni trubi¢ky (rovnéz
i horni ¢ast reaktoru nad zabrusem) byly vyhtivany odpo-
rovym topenim na 105 °C, aby nedochédzelo ke kondenzaci
vody v pripadé vlhkého modelového plynu.

Postup méreni: Testovaci plyn byl piivadén do spodni
Casti trubice reaktoru. Prichodem pies kiemennou drt’ se
promisil (v pfipad€ testovani vlhkym plynem, kdy byl
pfivadén druhy pomocny proud obsahujici vodni paru)
a dostateCné predehtal. Po opusténi reaktoru byl testovaci
plyn ochlazen a analyzovan kontinualnim analyzatorem
SO, Servomex Xentra 4900 s dvoukandlovym méfenim
SO, a jednokanalovym méfenim kysliku.

Chemické slozeni sledovanych vapenct
Megéfeni reaktivit bylo zaméfeno na vapenec

z Cizkovic (kiida) a z Lahodté (kalcit). Jejich chemické
slozeni je uvedeno v tab. I, obsah pfimési uvadi tab. II,

Tabulka I

Chemické slozeni posuzovanych vapencti v hm.%
Parametr Cizkovice Lahost
Vlhkost 0,86 0,23
CaCO; 73,57 96,84
CaSOy 0,17 0,03
CaO 41,61 54,23
MgO 0,72 0,65

-

2

1

]
i
i

Obr. 1. Schéma aparatury; 1 — regulacni jednotka, odpatrovac, 2 - odpafovac, 3 - reaktor, 4 - drceny kiemen, 5 — kiemenny reaktor se
vzorkem, 6 - teplomér, 7 - vodni chladi¢, 8 - zachycova¢ kondenzatu, 9 - chladici agregat, 10 — analyzator, 11 - plynomér
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Tabulka IT

Obsah pfimeési ve zkouSenych vapencich v hm.%
Prvek Cizkovice Lahost’
Na 0,056 0,018
Mg 0,522 0,402
Al 3,680 0,675
Si 8,630 1,340
P 0,059 0,102
S 0,061 0,130
K 0,919 0,694
Ti 0,186 0,034
Mn 0,020 0,021
Fe 1,220 0,301
Tabulka III

Mérmé povrchy kalcinovanych a nekalcinovanych vapenc
2 -1
vm'g

Vépenec Povrch pied Povrch po

kalcinaci kalcinaci pii 850 °C
Lahost’ 2,63 8,44
Cizkovice 16,24 8,05

povrchy nekalcinovanych a kalcinovanych vzorkt pfi tep-
loté 850 °C jsou uvedeny v tab. III.

Vysledky a diskuse
Métfeni se suchym modelovym plynem

Pro vysvétleni rozdild v reaktivitich sledovanych
vapencti v primyslovych podminkach odsifeni fluidnich
kotll spalujicich hnédé uhli z dolu Bilina byly vzorky va-
pencti z lokality Cizkovice a Lahost nejprve podrobeny
testim se suchym modelovym plynem pfi teplotach 750 °C,
850 °C a 950 °C pii statickém usporadani reakéniho loze.
Vysledky ziskané pii téchto podminkach, které jsou doku-
mentovany na obr. 2, dokladuji, Ze teplota kalcinace va-
penct 850 °C odpovidajici provoznim podminkam fluid-
nich kotld pro spalovani hnédého uhli je pro kalcinaci
obou vzorkd optimalni. Za zvolenych podminek adsorpéni
schopnost vapence z Cizkovic byla vy$si neZ véapence
z Lahos§té, coZz ale neodpovidalo provoznim zkuSenos-
tem'*"®, kdy véapenec z lokality Cizkovice vykazoval pod-
statné horsi odsifovaci vlastnosti.

M¢éteni s vlhkym plynem
Obdobné potadi reaktivit, které neodpovidd provoz-

nim zkuSenostem, bylo prokdzano u odsifeni modelového
plynu obsahujiciho 8300 mg m™ SO, za piitomnosti 15 %
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10

clgm?]

F g min™

Obr. 2. Vliv teploty na reaktivitu vapencii; navazka 3 g frakce
0,3-0,6 mm, 1 — Lahost’ 750 °C, 2 — Lahost’ 850 °C, 3 — Lahost’
950 °C, 4 — Cizkovice 750 °C, 5 — Cizkovice 850 °C, 6 — Cizko-
vice 950 °C, ¢ — vystupni koncentrace SO, z reaktoru, F' — hmot-
nostni tok SO, do reaktoru
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1 3
2 4
clgm?]
5 —
0 | |
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Obr. 3. Porovnani reaktivit vzorka vapenci s SO, ve stacio-
narni a fluidni vrstvé pri 750 °C; navazka 3 g frakce 0,3-0,6
mm; 1 — Lahost, stacionarni vrstva, 2 — Lahost,, fluidni vrstva,
3 — Cizkovice stacionarni vrstva, 4 — Cizkovice, fluidni vrstva,
¢ — vystupni koncentrace SO, z reaktoru, /' — hmotnostni tok SO,
do reaktoru

vodni pary'>"?, porovnani chovani kalcinati obou vapenci
ve stacionarni a fluidni vrstvé (obr. 3) nebo jejich porovna-
ni po pfidavku popele ziskaného spalenim hnédého uhli
z dolu Bilina k jiz ptedpfipravenym kalcinatim.

M¢éfeni za soucasného spalovani uhli

Vzhledem k tomu, Ze ani ptidavek samotného popele
ke zkouSenym vapencim neprokazal vyznamnéjsi zmény
reaktivit kalcinati vapenctl, byly provedeny pokusy, je-
jichz cilem bylo zjistit, jak se chovaji vzorky sorbentii pfi
soucasném spalovani uhli. Byly pfipraveny vzorky smési
10 % vapence a 90 % uhli z dolu Bilina s granulometrii
véapencl 0,3-0,6 mm, vzorky byly zahfivany v muflové
peci na 850 °C. Pokusy odsifeni v reaktoru byly provedeny
za stejnych podminek jako predchozi testy reaktivity. Vy-
sledky téchto méfeni jsou znazornény na obr. 4.
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Vyznamnym zjisténim bylo, ze zatim co reaktivita
vzorku kalcitu kalcinovaného s uhlim se pfili§ nelisila od
samotného véapence, C¢izkovicky vapenec po spaleni
s uhlim pfi 850 °C vykdzal velmi vyznamné zhorSeni reak-
tivity. Toto zjisténi vedlo k zavéru, ze kalcinaci vznikajici
CaO z cizkovické kiidy reaguje ve fluidnim ohniSti za
teploty vyssi nez cca 800 °C se vznikajicimi oxidy vlast-
nich necistot (viz tab. I), jili, resp. popelovin z uhli za
vzniku fady aluminosilikatd, pfi¢emz dochazi k blokovani
povrchu port (zaslepovani pérh). Slinuty povrch céstic
adsorbentu omezuje pfistup SO,ze spalin k povrchu sor-
bentu. O tom svéd¢i i klesajici hodnoty mérného povrchu
kalcinatu u vapence Cizkovice (tab. II), na rozdil od na-
ristu mérného povrchu kalcinatu vapence z Lahoste.

K potvrzeni uvedené hypotézy byl proveden vyzkum
sméfujici k prokazani tvorby téchto sloucenin pomoci fa-
zové analyzy RTG. Kalcinacni testy laboratorné ptiprave-
nych smési analytickych vzorka (10 % uhli + 90 % vapen-
ce) byly provedeny pti 800 °C po dobu 4, 10 a 15 min.

Laboratorni pfistroje a postupy

10
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Obr. 4. Porovnani reaktivit surovych vapenci s SO, po sa-
motné Kkalcinaci a kalcinaci v pfitomnosti hnédého uhli Bili-
na; 1 — Cizkovice, 2 — Cizkovice po kalcinaci za ptitomnosti uhli,
3 — Lahost’, 4 — Lahost po kalcinaci za pfitomnosti uhli, ¢ —
vystupni koncentrace SO, z reaktoru, F' — hmotnostni tok SO, do
reaktoru
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Obr. 5. RTG analyza loZového popele
Tabulka IV
Vybrané vysledky RTG analyzy v %
Kr. faze Albit Larnit Garnet Gehlenit Nakrit
SloZeni Nao’14C30,16A11,1(,Si2’x403 Cazsi04 Ca3A128i3012 CazAl(A181O7) Alz]SizOs(OH)4
Teplota
950 °C - 14 2 11 11
1000 °C 29 19 — 7 8

Pozn.: kalcinace 4 minuty
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Vybrané vysledky ziskané analyzou RTG jsou uvedeny
v tab. IV, resp. na obr. 5 je uvedena analyza RTG loZové-
ho popele z provozu pouzivajiciho k odsifeni véapenec
Cizkovice.

Testovani reaktivit takto pfipravenych kalcinatd je
zndzornéno na obr. 4. Ten doklada, ze pfi spole€ném spa-
leni uhli s ¢izkovickym vapencem dochazi k vyraznému
snizeni jeho schopnosti reagovat s SO, ve fluidni vrstve.
V piipadé testovani vapence Lahos$t’ pripraveného za stej-
nych podminek pokles reaktivity neni ziejmy.

Vysledky ukazuji, ze v laboratorné pfipravenych
kalcinatech z vapence z Cizkovic byla prokizana p¥itom-
nost krystalickych reaktantd oxidu vapenatého s oxidy,
které tvofi vyznamnou ¢ast jilovych slozek hnédého uhli,
uhli z dolu Bilina nevyjimaje.

Zavér

Testovani reaktivity dvou samotnych vapenci
v laboratofi prostfednictvim dosud pouzivanych metod
porovnavajicich adsorpéni mohutnost kalcinati vapenct
prokazalo, Ze vys$§i ucinek v podminkach zvoleného expe-
rimentu ma vapenec z Cizkovic, ktery je kifidového pivo-
du a nemd vyvinutou krystalovou strukturu. Druhy vape-
nec (Lahost) — vysokoprocentni kalcit, sice v laboratornim
méfitku vykazal horsi afinitu vici oxidu sifi¢itému, nicmé-
né pii odsifovani spalin v provoznich kotlich poskytuje
jednoznacné lepsi vysledky.

Ziskané poznatky RTG analyzy vedou k zavéru, ze
vysledky ziskané s ¢izkovickym vépencem
v prumyslovych podminkach jsou ovlivnény typickymi
reakcemi mezi CaO a piisluSnymi oxidy popelovin uhli,
zejména Si0,, Al,O; a Fe,0;, 0 ¢emz svédéi i klesajici
povrch kalcinatu zjistény v laboratofi, kterym pronika SO,
do zrn CaO. Vzniklé reakéni produkty CaO a oxidd Si, Al
a Fe jiz nereaguji s SO,, tzn., Ze se nepodileji na odsiieni
spalin a ovliviiuji velmi negativné spotiebu vapence pouzi-
vaného k odsifeni spalin ve fluidni vrstvé kotle.

Na zéklad¢ vysledkd byl navrzen novy postup urova-
ni reaktivity anorganickych uhli¢itanti (sorbentll) a jejich
odsifovacich schopnosti. Postup spo¢iva v tom, Ze vapenec
je pred méfenim odsifovaci reaktivity podroben nejprve
kalcinaci jeho smési s uhlim (napf. v poméru 1:10), pfi
teploté respektujici navaznou aplikaci (700 az 1000 °C),
pfi reakéni dobe odpovidajici dobé€ zdrzeni ve fluidni vrst-
v€ (3—5 min). Vlastni méfeni odsifovaci aktivity je pak
provedeno ve fluidni vrstv€ az s takto ziskanym reakénim
produktem po sitové ptredupravé respektujici fluidizacni
podminky aparatury (napt. frakce 0,3-0,6 mm).

Ziskané poznatky Iépe vystihuji reakéni schopnosti
vapencl odsifovat spaliny v provoznich podminkach nez
pfimé aplikacni testy zalozené na reakci s oxidem sifici-
tym a mohou tak vyznamné pfispét k lepsi optimalizaci
nakladd na mnozstvi vapence potfebného pro splnéni
emisnich limitd pro SO,
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Laboratorni pfistroje a postupy

Cast vysledkii této prace byla ziskdna za financéni
podpory, kterou autori obdrzZeli v ramci tikolu MSM CR
604 613 7304.
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11. roc¢nik soutéze o nejlepsi studentskou
védeckou praci v oboru analyticka chemie
»0O cenu firmy Merck® 2008

Ve dnech 5. a 6. tnora 2008 se na Chemickém ustavu
Prirodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brné
uskutecnil jiz 11. ro¢nik soutéZe mladych analytickych
chemikt ,,0 cenu firmy Merck®. Tuto soutéz letos organi-
zoval Chemicky ustav Prirodovédecké fakulty Masaryko-
vy univerzity v Brné ve spolupraci s Odbornou skupinou
analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické za tradiéni
a ucinné podpory firmy Merck spol. s 1. 0. 15 Gcastnikl ze
7 prednich analytickych pracovist' jasné¢ dokumentovalo
kvalitu védecko-vyzkumné prace v oboru analytické che-
mie na svych pracovistich i své schopnosti prezentovat na
vysoké trovni ziskané poznatky. Bez ohledu na dosazené
umisténi je proto na misté pode€kovat vSem soutézicim
studentim za odvedenou praci. Nelehky ukol poroty i vy-
rovnanost soutéznich praci dokumentuje i skutecnost, ze
byly udéleny dvé 2. ceny a celkem 5 zvlastnich cen poroty.

Prvni misto ziskal Vit Novotny (Univerzita Karlova
v Praze) s praci ,, Voltametrické a amperometrické stanove-
ni acifluorfenu, nitrofenu a oxyfluorfenu na stiibrné pevné
amalgamové elektrodé” a o druhé misto se podélila Pavla
Foltynova (Masarykova Univerzita v Brné¢€) s praci ,,Off-
line spojeni kapilarni elektroforézy, laserové desorpce
a hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazma-
tem (CE-LD ICP MS)* a Jakub Rak (VSCHT v Praze)
s praci ,,lontové kapaliny a jejich hydrofobicita®. Zvlastni
cenu poroty ziskala Petra Hinnerova (Univerzita Palacké-
ho v Olomouci) za praci ,,Analyza mikroorganismi a bu-
nek kapilarni elektroforézou®, Petra Hiibova (Veterinarni
a farmaceutickd fakulta Brno) za praci ,,Fenolické latky
zrostlin rodu Cuscuta“, Alzbéta Kokaislova (VSCHT
v Praze) za praci ,,Priprava SERS — aktivniho médéného
povrchu®, Hana Velinska (Univerzita Pardubice) za praci
,,Charakterizace prirodnich smési triacylglyceroltt pomoci
off-line dvourozmémé HPLC/MS“ a Pavel Zvitora
(VSCHT v Praze) za praci ,,Sledovani zptisobu vazby mo-
delovych latek na nanocéstice stiibra®.

Fotografie z celého priubéhu soutéze, vysledky a dalsi
informace je moZné najit na internetovych strankach http://
www.chemi.muni.cz/~analytika/. Zde je jist¢ namisté po-
dékovat celému tymu kolegii z Masarykovy univerzity,
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Foto: Vitezové soutéze ,,O cenu firmy Merck* 2008; zleva: redi-
tel divize Chemie a laboratornich produktii firmy Merck pan
Artur Stawisky, manazerka prodejniho tymu firmy Merck pani
Ing. Lenka Ungrmanova, Bc., Vit Novotny (Univerzita Karlova
v Praze), Jakub Rak (VSCHT Praha), Bc. Pavila Foltynovd
(Masarykova Univerzita v Brné) a oblastni zdstupce firmy Merck
pan Mgr. Zdenek Havac.

Jjmenovité¢ Mgr. Mirce Bittové, Ph.D., Ing. Blance Hégro-
vé, prof. RNDr. Viktoru Kanickému, Dr.Sc., doc. RNDr.
Premyslu Lubalovi, Ph.D. a Mgr. Petru Téaborskému,
Ph.D. za dokonalé organizacni zabezpeceni celé akce a za
vytvofeni neobycejné piijemné a pratelské atmosféry, kte-
ra vyvrcholila zédvérenym rautem. Dik vSech UcCastnikl
patii pochopitelné i firmé Merck a v§em jejim zastupciim
pfitomnym na soutézi, jmenovité panu Arturu Stawiské-
mu, fediteli divize Chemie a laboratornich produktl, pani
Ing. Lence Ungrmanové, manaZerce prodejniho tymu
a panu Mgr. Zdeitku Havacovi, oblastnimu zéstupci firmy
Merck.

Na zavér nezbyva nez sdélit, Ze 12. ro¢nik této souté-
ze se uskutecni na Univerzit¢ Pardubice v tinoru 2009
a tesit se na dalsi pokracovani této zajimavé a uzitecné
akce.

Jiri Barek
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TOVYCH DERIVATU CYKLENU

S VYUZITIM BEZKONTAKTNI
VODIVOSTNI DETEKCE
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vodivostni detektor (CCD)

Uvod

Pocet lidi v Ceské republice, které kazdy rok postihne
nadorové onemocnéni, se kazdym rokem zvySuje. V¢asné
odhaleni nadoru a zahdjeni 1écby vyrazné zvySuje Sance
pacienta na Gplné vyléceni. Proto se vedle vyvoje novych
l1é¢iv vénuje velkd pozornost diagnostice a zobrazovani
nadord. Jednou z nejucinnéjsich neinvazivnich diagnostic-
kych metod je v soucasnosti tomografie magnetické rezo-
nance (MRI — Magnetic Resonance Imaging)'. K dosaZeni
lepsiho zobrazeni nadoru se u této metody pouzivaji kon-
trastni latky, jejichZ zdkladem jsou paramagnetické latky
zalozené prevazné na Gd®* iontu. Pro vyuziti v klinické
praxi musi byt tento, pro t€lo velmi toxicky ion, aplikovan
ve formé komplexu, ktery je dostatecné stabilni jak z hle-
diska termodynamického, tak z hlediska kinetického. Li-
gandy pouzivané k tomuto ucelu nejcastéji jsou polykarbo-
xylatové derivaty cyklenu (1,4,7,10-tetraazacyklododekan)
schopné koordinovat ion gadolinity osmi koordinacné-
kovalentnimi vazbami a vytvofit tak velmi stabilni kom-
plex’.

Polykarboxylatové derivaty cyklenu (obr. 1) se vétsi-
nou pfipravuji pomérné slozitou nekolikastupiiovou synté-
zou. Cisténi jednotlivych reakénich meziprodukti je obtiz-
né, protoze vedle zadané latky nelze zabranit vzniku ved-
lejsich produktl s velmi podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. I s vyuzitim opakované nizkotlaké sloupcové
chromatografie je obtizné ziskat polykarboxylatové deriva-

Cena Merck

ty cyklenu v Cistoté pozadované pro klinickou praxi. Moz-
nym feSenim se zd4 byt pouziti HPLC, které nebylo u této
skupiny latek dosud popsano ani v analytickém ani v pre-
parativnim méfitku.

Studované derivaty cyklenu ¢asto nemaji ve svych
molekulach zadny vyrazny chromofor a nejvice absorbuji
zateni az pii vlnovych délkach kolem 200 nm. V této ob-
lasti UV jsou vsak spektralni odezvy analytl ruSeny ab-
sorpci methanolu a acetonitrilu, tedy rozpoustédel bézné
pouzivanych jako soucast mobilni faze pro vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi (RP-
HPLC). Jednim z moznych feseni problému detekce studo-
vanych latek je pouziti bezkontaktniho vodivostniho de-
tektoru (CCD Contactless Conductivity Detector,
v literatute ndkdy také oznatovany C'D — Capacitively-
Coupled Contactless Conductivity Detector)*. Agkoli jde
o pomérné ¢astou metodu detekce v kapilarni zonové elek-
troforéze™, v literatute byly zatim popsany jen dva piipa-
dy pouziti CCD v RP-HPLC (cit.”®). Diivodem malého
poctu praci muze byt to, ze metodou RP-HPLC je separo-
vano pomérné malo latek majicich naboj, ktery je hlavni
podminkou pro pouziti CCD. Nevyhodou této metody
detekce je zavislost signalu nejen na vodivosti analyzova-
ného roztoku, ale také na jeho elektrické permitivité. Proto
1 mal4d zména obsahu vody v mobilni fzi zpisobi velkou
zménu signalu CCD, coz vede napf. k vyraznym systémo-
vym pikam”'°.

Cilem této prace bylo vyvinout metodu separace poly-
karboxylatovych derivatli cyklenu pomoci RP-HPLC, kte-
ra by umoznila rychlou kontrolu Cistoty jednotlivych frakei
pfi déleni reak¢nich smési sloupcovou chromatografii
adala se pfipadné¢ vbudoucnu vyuzit pro preparativni
HPLC. Dal$im ukolem bylo pouziti prototypu CCD jako
vhodného detektoru pro vizualizaci polykarboxylatovych
derivatl cyklenu a jeho porovnani s UV detektorem pfi
separaci téchto latek v RP-HPLC.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

Meéfeni byla provadéna na kapalinovém chromatogra-
fu, ktery se skladal zcCerpadla LCP 4000, davkovaciho
ventilu s 10 pl smyckou a spektrofotometrického UV de-
tektoru LCD 2084 (vie Ecom, CR). Soucasné byl pouzit
prototyp bezkontaktniho vodivostniho detektoru s izolova-
nymi dratkovymi elektrodami'' zkonstruovany na katedie
analytické chemie Univerzity Karlovy v Praze. Jako zdroj
vysokofrekvencniho sinusového napéti pro CCD byl pou-
zit generator FG 503 (Motech Industries, USA). Ziskana
data byla zpracovana softwarem CSW 1.7 (DataApex,
CR).

* Anna Hamplova ziskala 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie.
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Obr. 1. Struktury studovanych polykarboxylatovych derivati cyklenu

K vyvoji metody separace byly pouZity tyto kolony:
RP Select B (C8), 125 x 4 mm, velikost Castic 5 pm
(Merck, SRN), Biospher PSI 200 NH, 150 x 4,6 mm, veli-
kost &astic 7 um (Labio, CR), Ascentis RP-Amide, 250 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um (Supelco, USA) a Discovery
HSFS, 150 x 4,6 mm, velikost castic 5 um (Supelco,
USA).

Pouzité chemikalie

Methanol a acetonitril LiChrosolv pro HPLC a kyseli-
na mravenci (98-100%) byly zakoupeny od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Kyselina octova (99%), kyselina
trifluoroctova (98%) a triethylamin (99,5%) byly zakoupe-
ny od firmy Fluka (Neu-Ulm, Némecko). Kyselina fosfo-
recna (85%), hydrogenfosforecnan sodny, dihydrogenfos-
forecnan sodny a hydroxid draselny, vSe v Cistoté p.a.,
byly zakoupeny od firmy Lachema (Brno, CR).

Vsechny studované polykarboxylatové derivaty cyk-
lenu s Cistotou vétsi nez 95 % dle NMR byly syntetizova-
ny na Katedfe anorganické chemie Univerzity Karlovy
v Praze'>™*. Deionizovana voda byla pfipravena piistro-
jem Milli-Q (Millipore Corporation, USA).

Ptiprava mobilnich fazi a vzorkl pro
analyzu

K analyzadm byly pouzivany roztoky polykarboxyléato-
vych derivati cyklenu v mobilni fazi o koncentraci 1-107*
mol dm?, které byly uchovavany ve tmé v chladu. Mobilni
faze byly pfipraveny smisenim organického rozpoustédla
s deionizovanou vodou nebo pufrem o koncentraci 0,01
mol dm ™ v daném poméru a pied pouzitim 15 min ultra-
zvukovéany pfistrojem Elmasonic S15H (P-LAB, CR).
Fosfore¢nanovy pufr (pH 7,1) byl pfipraven rozpusténim
pfislusného mnozstvi hydrogenfosfore¢nanu sodného
a dihydrogenfosfore¢nanu sodného v deionizované vode.
Octanovy (pH 4,7), mravencanovy (pH 3,5) a fosfore¢na-
novy pufr (pH 2,1) byly pfipraveny ¢astecnym zneutralizo-
véanim pfislusnych kyselin hydroxidem draselnym. Hodno-
ty pH vodné slozky mobilni faze byly méfeny na pH metru
Jenway 4330 (Essex, Velkd Britanie) s kombinovanou
sklenénou elektrodou, ktery byl kalibrovan na standardni
pufryopH4a7.
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Experimentdlni podminky

VSechna méfeni byla provadéna pfi laboratorni teplo-
té. Vzorek (10 pl) byl davkovan manualné pres davkovaci
ventil, priitok mobilni faze byl 0,5 ml min'. Pro UV de-
tekci byla zvolena vinova délka 200 nm. Zdroj vyso-
kofrekvenéniho napéti pro CCD pracoval pfi frekvenci
100 kHz a amplitudé 4 V. Detektory byly zapojeny v sérii,
pfi¢emz CCD byl za vystupem z UV detektoru.

Vysledky a diskuse
Separace

Molekuly studovanych latek (obr. 1) obsahuji vedle
nepolarnich ¢asti také znacné€ polarni funkéni skupiny.
Separace tedy mize byt zalozena na hydrofilnich i hydro-
fobnich interakcich analyti se stacionarni fazi, které se
budou uplatiiovat riiznou mérou podle konkrétni slou€eni-
ny. Dalsi, pro chromatografii velmi dilezitou, vlastnosti
polykarboxylatovych derivati cyklenu je schopnost tvofit
amfionty. VSechny studované derivaty cyklenu ve svych
molekulach obsahuji jednak aminoskupiny schopné proto-
nizace, ale také karboxylové a fosfinatové skupiny, které
mohou naopak deprotonizovat'*'®. Vysledny naboj jejich
molekul se pak pohybuje od +3 do —4 podle pH mobilni
faze (obr. 2).

Pro vyvoj metody separace polykarboxylatovych deri-
vati cyklenu byla v této praci zvolena RP-HPLC, ktera je
jednou z nejrozsitenéjSich analytickych metod ve farma-
ceutickém primyslu. Z velkého mnozstvi dostupnych sta-
cionarnich fazi byly vyzkouSeny tyto Ctyfi: klasicka re-
verzni faze C8 (kolona RP Select B), amidova (kolona
Ascentis RP-Amide), aminopropylova (kolona Biospher
PSI) a pentafluorofenylpropylova (kolona Discovery HS
F5).

Prvni experimenty byly provedeny na klasické reverzni
fazi C8 (kolona RP Select B), ktera je diky deaktivovanym
silanolovym skupindm doporucovéna pro analyzu bazickych
latek. Vzhledem k tomu, ze molekuly vSech analyzovanych
latek obsahuji né€kolik silné polarnich skupin, bylo mozné
predpokladat jejich malou retenci na tomto typu kolony.
Vyrazngjsi interakci s klasickou reverzni stacionarni fazi
miize poskytovat pouze litka Hy;DO3AP*P", u které se opro-
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Obr. 2. Protonizace HsDO3AP™™ v zavislosti na pH (cit.'®)

ti ostatnim studovanym latkdm mohou navic uplatnit hyd-
rofobni interakce aromatického kruhu. Na této koloné byly
testovany mobilni fize obsahujici od 15 do 85 obj.% orga-
nického modifikatoru (methanolu nebo acetonitrilu).
V8echny studované latky eluovaly téméf s mrtvym ca-
sem kolony a k jejich separaci tedy nedoslo. Retencni cas
H,DO3AP*P" se od retenénich &asii ostatnich polykarbo-
xylatovych derivati cyklenu prakticky nelisil. Hodnota pH
mobilni faze byla postupné upravovana pomoci pufri o pH
2 az 7 s cilem zménit celkovy naboj molekul studovanych
latek. Vyraznéjsi zadrzovani polykarboxylatovych derivati
cyklenu pfesto nebylo pozorovano.

Lepsi rozliSeni latek obtizné separovatelnych na kla-
sické reverzni fazi C8 (C18) poskytuji obvykle stacionarni
faze se zakotvenou polarni skupinou, protoze k separaci na
nich pfispivaji i hydrofilni interakce, zejména tvorba vodi-
kovych vazeb'®. Zakotvené polarni skupiny navic funguji
jako velmi u¢inné chranéni volnych silanolovych skupin'’,
a jsou tudiz doporucovany pro analyzu bazickych a amfio-
nickych latek, jakymi jsou i polykarboxylatové derivaty
cyklenu. Pro separaci studovanych latek byla zvolena ko-
lona Ascentis RP-Amide, ktera podle udaji vyrobce obsa-
huje zakotveny amidovy ligand. Opét byly testovany mo-
bilni fdze s obsahem methanolu, resp. acetonitrilu, od 15
do 85 obj.% a pufry s hodnotou pH v rozmezi od 2 do 7.
K tspésné separaci polykarboxylatovych derivati cyklenu
vSak nedoslo. VSechny studované latky eluovaly prakticky
s mrtvym casem kolony bez ohledu na pouzitou mobilni
fazi. Jedinym vyraznéj$im rozdilem oproti vysledkim
ziskanym na koloné¢ RP-Select B byla vétsi symetrie pika
studovanych latek, coz bylo patrné zpiisobeno lep§im chra-
nénim volnych silanolovych skupin zakotvenou amidovou
skupinou nez trimethylsilanovymi skupinami na koloné
RP Select B.

Jako dalsi v poradi byla testovana aminopropylova
stacionarni faze (kolona Biospher PSI 200 NH), nejpolar-
n¢jsi stacionarni faze z testovanych sorbentti. Pfi pouziti
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,
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mobilnich fazi obsahujicich 35 az 85 obj.% methanolu
jako organického modifikatoru studované latky z kolony
neeluovaly ani po 120 minutich nebo byly jejich piky jiz
natolik rozmyté, ze splynuly se zékladni linii. Vysvétleni
miiZe spocivat v charakteru sorbentu, nebot’ aminoskupiny
stacionarni faze jsou za podminek separace protonizovany,
diky ¢emuz se tato kolona chové jako slabé bazicky anion-
tovy iontoméni¢. Separované latky patrné byly na koloné
pevné zadrzovany a k jejich vymyti by bylo tfeba mobilni
faze o pH vysSim ¢i niz§im nez dovoluje stabilita stacio-
narni faze (tj. mimo interval pH 2-7.5).

Experimenty provedené na ptedchozich tfech kolo-
nach ukazaly, ze k Gispésné separaci polykarboxylatovych
derivati cyklenu je tfeba nalézt takovou stacionarni fazi,
na které se budou uplatiiovat zejména hydrofilni interakce,
které budou navic doplnény o interakce hydrofobni.
Z dostupnych staciondrnich fazi byla vybrana pentafluoro-
fenylpropylova stacionarni faze s deaktivovanymi silano-
lovymi skupinami (kolona Discovery HS F5), jejiz zaklad-
ni charakteristikou je tzv. ,,U-shape retention“'®. P¥i sepa-
raci polarnich analytl se totiz tato kolona podle mnozstvi
organického rozpoustédla v mobilni fazi chova bud’ jako
reverzni, nebo jako normalni faze. Pokud je zavislost re-
tence na mnozstvi organického modifikdtoru v mobilni
fazi vynesena do grafu, vysledkem je kiivka ve tvaru pis-
mene U. Je-li pouzita mobilni fize s vysokym obsahem
organického modifikatoru, mély by ptfevazovat interakce
hydrofilni, zejména iontov€ vyménné a tvorba vodikovych
vazeb mezi analytem a stacionarni fazi.

Polykarboxylatové derivaty cyklenu se podafilo
uspésné separovat na této koloné pii pouziti mobilnich fazi
obsahujicich od 65 do 95 obj.% organického modifikatoru,
tedy za podminek, kdy kolona Discovery HS F5 pracuje
spiSe v modu normélni faze. Pokud byl jako organicky
modifikator mobilni faze pouzit acetonitril misto methano-
lu, nebyl pozorovan zadny zasadni rozdil ve tvaru piki
studovanych latek. Podobnych retenénich casti jednotli-



Chem. Listy 102, 194-199 (2008)

odezva detektoru [mV]

retendn &as [rir]

Cena Merck

odezva detektoru [mV]

retencni Cas [min]

Obr. 3. Chromatogramy vzorki H,DOTA (1), HsDO3AP™™ (2) a HDO3AP*®" (3); systémovy pik je v chromatogramech oznacen
pismenem S. Stacionarni fize: Discovery HSF5; mobilni faze: methanol-voda (85:15, v/v); pritok: 0,5 ml min™'; (a) UV detekce (A =

200 nm), (b) CCD detekee (=100 kHz, 4 =4 V)

vych derivati cyklenu bylo dosazeno, pokud mobilni faze
obsahovala asi o 10 obj.% mén¢ acetonitrilu nez methano-
lu. Cim vice organického modifikatoru mobilni faze obsa-
hovala, tim vice byly separované latky na koloné zadrzo-
vany, ale tim horsi byl také tvar jejich pikl. NejlepSiho
déleni studovanych latek bylo dosazeno v mobilni fazi
o slozeni methanol-voda (85:15, v/v), kterd je vhodnym
kompromisem mezi retenci jednotlivych separovanych
latek a rozmyvanim jejich pikd (obr. 3). Piky jednotlivych
studovanych latek byly symetrické a oddélené az
k zakladni linii.

V dalsi ¢ésti prace bylo studovano chovani polykar-
boxylatovych derivati cyklenu na této stacionarni fazi pfi
pouziti mobilnich f4zi s malym obsahem organického mo-
difikatoru (15-35 0bj.%), tedy za podminek, kdy kolona
Discovery HS F5 pracuje spiSe v modu reverzni faze. Stu-
dované latky, s vyjimkou HyDO3AP*P", nebyly zadrzova-
ny ani pii pouZziti mobilni fize o sloZzeni methanol-voda
(15:85, v/v). Latka HyDO3AP*®" obsahujici ve své mole-
kule aromaticky kruh, byla na této staciondrni fazi pracuji-
ci vreverznim médu zadrzovana (k = 0,86), ackoli na
klasické reverzni fazi C8 eluovala prakticky s celem.
Hlavnim diivodem zadrzovani HyDO3AP*®" jsou pravdé-
podobn¢ n-m interakce mezi aromatickymi kruhy stacio-
narni faze a analyzované latky.

Detekce

Polykarboxylatové derivaty cyklenu poskytuji i pfi
vlnové délce odpovidajici maximu absorp¢ni kiivky (A =
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200 nm) pomérné slaby signal, zejména pokud je jako
organicky modifikdtor mobilni faze pouzit methanol
(obr. 3a). Na zakladé této skutecnosti byl za klasicky UV
detektor zafazen jesté CCD, kterym je mozné detegovat
nabité latky, jakymi jsou polykarboxylatové derivaty cyk-
lenu, a to i ve velmi malych koncentracich.

Pokud byla pro separaci studovanych latek pouzita
mobilni faze s malou vodivosti, tzn. neobsahujici kyselinu
ani pufr, poskytoval CCD, v souladu s oc¢ekavanim, pod-
statn€ vétsi odezvu nez standardni UV detektor. To je jas-
n¢ patrné z chromatogramt jednotlivych studovanych la-
tek ziskanych na koloné Discovery HS F5 v optimalni
mobilni fazi methanol-voda (85:15, v/v) pfi souc¢asné UV
(obr. 3a) a CCD detekci (obr. 3b). Pomér signdlu a Sumu
(S/N) vsech studovanych latek byl pro CCD vétsi,
v piipadé latky HsDO3AP™ dokonce vice nez desetkrat,
ve srovnani s UV detektorem (tab. I).

Piky zaznamenané CCD vykazuji vétsi asymetrii
oproti tém, které byly ziskdny UV detektorem. To je zpu-
sobeno pravdépodobné tim, ze CCD byl zafazen az jako
druhy v potadi, coz vedlo k vyraznéjSimu rozmyvani zon
analytt. Diky vétsi citlivosti vodivostni detekce jsou
v chromatogramech na obr. 3b vidét necistoty eluujici
s reten¢nim ¢asem kolem 3 min, které pii pouziti UV de-
tekce témét zanikaji v Sumu zakladni linie. Chromato-
gramy navic ukazuji, 7e jak vzorek HsDO3AP™™, tak
H,DO3AP*" je znedistén malym mnoZstvim H,DOTA,
coz pti UV detekei neni viibec patrné.
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Tabulka I
Pomér signalu a Sumu (S/N) pro UV a bezkontaktni vodi-
vostni detekci

Latka UV detektor CCD detektor

SIN SIN
H,DOTA 24 58
H;DO3APP™ 10 128
H,DO3APAB" 63 77
Zavér

V ramci této prace bylo studovano chromatografické
chovani polykarboxylatovych derivatl cyklenu. Byly vy-
zkouSeny Ctyfi typy modernich staciondrnich fa-
zi: klasicka reverzni faze C8 (kolona RP Select B), amino-
propylova (kolona Biospher PSI 200 NH), amidova
(kolona Ascentis RP-Amide) a pentafluorofenylpropylova
(kolona Discovery HS F5). Ze studovanych stacionarnich
fazi je k separaci polykarboxylatovych derivatd cyklenu
vhodné pouze kolona Discovery HS F5, na které se uplat-
fuji jak hydrofilni, tak hydrofobni interakce separovanych
latek se stacionarni fazi. Nejlepsiho vysledku separace
bylo dosazeno pii pouziti mobilni faze o slozeni methanol-
voda (85:15, v/v).

Bylo zjisténo, ze CCD, zatim pouZivany pievazné
v kapilarni zonové elektroforéze, je vhodny pro detekci
nabitych latek 1 v RP-HPLC, kterou lze uplatnit zejména,
jde-li o latky slabé absorbujici v UV oblasti. Neobsahuje-li
mobilni faze kyselinu ani puftr, poskytuje CCD lepsi vy-
sledky nez bézny UV detektor. Signaly studovanych latek
byly pfi pouziti CCD natolik zfetelné, ze bylo moZné iden-
tifikovat ve vzorcich necistoty, které na zaznamu poftize-
ném UV detektorem nebyly patrné.

Seznam symbold a zkratek

A amplituda, V

CCD bezkontaktni vodivostni detekor

f frekvence, Hz

MRI tomografie magnetické rezonance
(,,Magnetic Resonance Imaging®)

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
s reverznimi fazemi

H,DOTA kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-1,4,7,10-tetraoctova

H,DO3AP*®"  kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-4,7,10-trioctova-1- {methyl[(4-amino-
fenyl)methyl]fosfinova}

H;DO3AP™™ kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-4,7,10-trioctova-1-[methyl(2-karboxy-
ethyl)fosfinova]

k reten¢ni faktor

S/N pomér signalu a Sumu
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Polycarboxylate derivatives of cyclen are potential La
(II) ion carriers for application in medicine, e.g. in mag-
netic resonance imaging (MRI). The compounds are pre-
pared in multistep syntheses and hence the development of
efficient separation and analytical methods for the determi-
nation of purity of the products and intermediates is desir-
able. This work was focused on HPLC methods suitable
for the purpose. Out of the four modified stationary
phases, only the pentafluorophenylpropyl modification,
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offering mix-mode interactions, was found suitable. The
effect of the mobile phase composition was investigated
using aqueous methanol, acetonitrile and buffers of differ-
ent pH. The best results were obtained with a methanol-
water mixture (85:15, v/v). UV detection is unsuitable for
the purpose because of its low absorption coefficients,
even at short wavelengths. A new type of contactless con-
ductivity detector provided a better sensitivity than the
UV detector.
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Klicova slova: atomova absorp¢ni spektrometrie, elektro-
chemické generovani, t¢kavé hydridy, G¢innost, miniaturi-
zace, elektrochemicka cela, atomizace

Uvod

Alternativni metodou k dnes jiz dikladné prostudova-
nému chemickému generovani tékavych sloucenin' je me-
toda elektrochemického generovani. Tato metoda piekona-
va fadu komplikaci spojenych s chemickym generovanim.
Pro redukci analytu na hydrid je pouzit misto chemického
redukéniho Cinidla elektricky proud v prostredi velmi Cis-
tych mineralnich kyselin®. Tim odpada moZnost kontami-
nace roztoku analytu z redukéniho €inidla (popf. interferu-
jicimi ionty), coz vede k moZnosti dosdhnout niz§ich mezi
detekce a stanovitelnosti. Dalsi vyhodou je tspora relativ-
n¢ drahého redukcniho €inidla nutného pro chemické ge-
nerovani. Pfi chemickém generovani tékavych sloucenin je
mozné generovat t€kavé slou¢eniny nékterych prvki pou-
ze z niz8ich oxidacnich stavi tohoto prvku. Zredukovani
vyssich oxidacnich stavii na niz$i vyrazné prodluzuje dobu
rutinnich analyz. Tento pfedredukéni krok u elektroche-
mického generovéani odpadé®.

Technika elektrochemického generovani tekavych
sloucenin je prostfedkem pro zavadéni vzorku v plynné
fazi v atomovych spektralnich metodach. Muze byt také
pouzita jako derivatizacni technika pfi spojeni separacni
techniky (napf. kapalinové chromatografie, CZE) s detekci
nekterou prvkove selektivni spektroskopickou metodou pfi
speciaéni analyze®. Zakladnim pozadavkem u této kombi-
nované techniky je co nejmensi mrtvy objem celé aparatu-
ry; v daném piipadé zejména minimalni objem elektroly-
tické cely a separatoru fazi. Soucasné by ovsem nemélo
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dojit k vyraznému sniZeni ucinnosti generovani prislusné
t€kavé slouceniny. Tyto dva poZadavky jsou vSak obvykle
protichiidné a musi byt proto nalezen vhodny kompromis.

Velmi Casto pouZzivanou elektrolytickou pritokovou
celou pro generovani tékavych sloucenin je tenkovrstva
cela™, ktera dnes existuje v fadé modifikaci’. Spole¢nym
rysem téchto cel je vzdy iontové vyménnou membranou
oddéleny katodovy a anodovy prostor zhotoveny z rizného
materialu (plexisklo, teflon, polypropylen). Elektrody maji
odliSnou velikost, tvar a mohou byt z rliznych material
(olovo, uhlik, platina).

Cilem této prace byla konstrukce a optimalizace dvou
riznych typt miniaturnich elektrolytickych pritokovych
cel s minimalnim vnitinim objemem pracujicich v rezimu
kontinualni pritokové analyzy. Jedna se o konstrukéné
nové typy bez iontové vyménné membrany.

Experimentalni ¢ast
Konstrukc¢ni typy cel

V této praci byly pfipraveny dva typy elektrolytic-
kych pritokovych cel s miniaturizovanym katodovym
a anodovym prostorem.

Jako prvni byla vyrobena cela A (obr. 1), ktera je
zhotovena z jediného bloku plexiskla, ve kterém jsou vyvr-
tany otvory pro katodovy a anodovy prostor. Tyto prostory
sviraji vzdjemn¢ ostry uUhel ve tvaru pismene V.
V katodovém prostoru je umisténa olovéna katoda
a vanodovém prostoru pak platinovd anoda. Elektrolyt
obsahujici modelovy prvek (selen) je zavadén pouze jed-
nim pfivodnim kanalkem vyust'ujicim do katodového pro-

Obr. 1. Elektrolyticka cela A; 1 — katodovy prostor, 2 — anodovy
prostor, 3 — zavit pro upevnéni katody, 4 — zavit pro upevnéni
anody, 5 — kandlek se zavitem pro pfivodni hadicku elektrolytu,
6 — kanalek se zavitem pro odvod plynnych produktd
z anodového prostoru, 7 — kanalek se zavitem pro odvod plyn-
nych produkti a elektrolytu z katodového prostoru

* Jakub Hranigek ziskal s touto praci 2. misto v sout&Zi o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie O cenu firmy

Merck 2007.
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Obr. 2. Elektrolyticka cela B; 1 — katodovy prostor, 2 — anodovy
prostor, 3 — zavit pro upevnéni katody, 4 — zavit pro upevnéni
anody, 5 a 6 — misto pro piivodni hadicku elektrolytu, 7 — misto
pro odvod plynnych produkti a elektrolytu z katodového prosto-
ru, 8 — misto pro odvod plynnych produkti a elektrolytu
z anodového prostoru

Cena Merck

storu. Oba elektrodové prostory jsou vzajemné propojeny,
takze elektrolyt miize volné proudit pfes katodovy prostor
i do prostoru anodového. Vyhodou tohoto konstrukéniho
usporadani je moznost vyrazné priblizit konce obou elek-
trod ksobé (mensi vkladané napéti) aniz by doslo
k pferuSovani kontinualni elektrolyzy nahromadénymi
plynnymi produkty. Plynné produkty elektrolyzy (véetné
elektrolytd) jsou rychle odvadény samostatnymi vystupy
od elektrod a je jim zamezena sorpce na povrchu okolnich
stén. Vystup z anodového prostoru byl zavadén do odpadu,
vystup z katodového prostoru pak do miniaturniho separa-
toru fazi vlastni konstrukce, kde dochazelo k oddéleni
kapalné a plynné faze. Plynna faze byla dale unasena nos-
nym plynem (argon — 99,998 %) do odporové vyhtivaného
kifemenného atomizatoru (950 °C) umisténé¢ho v optické
ose atomového absorpcniho spektrometru.

U druhé zkonstruované cely B (obr. 2) jsou elektrodo-
vé prostory usporadany do tvaru pismene U. Oba elektro-
dové prostory jsou kolmo propojeny kanalkem a maji sviij
vlastni pfivod a odvod elektrolytu a produktt. Elektrody
jsou vsazeny z horni ¢asti do pfislusnych elektrodovych
prostorti. Anodovym prostorem proudi pouze Cisty elektro-
lyt a katodovym prostorem pak elektrolyt s analytem. Vy-
hodou tohoto uspotfadani, oproti cele A, kdy elektrolyt
vstupuje do elektrolytické cely dvéma vstupy, je rychlejsi
vymyvani analytu po pfedchozim méticim cyklu.

10

| &
mm N : m
5(_/' - 2 —— = = _=l9 5()
2 6 [

Obr. 3. Schéma aparatury pro kontinualni elektrochemické generovani (zde s celou TC); 1 — ptivod katolytu, 2 — ptivod anolytu, 3 —
katoda, 4 — anoda, 5 — peristalticka pumpa, 6 — tenkovrstva prutokova cela, 7 — elektronicky prutokomér, 8 — nosny plyn, 9 — odpad, 10 —

separator fazi, 11 — atomizator
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Pro srovnani parametrti nové ptipravenych generac-
nich cel byla pouzita klasickd tenkovrstva cela s iontove
vyménnou membranou TC popsana jiz diive.

Objemy katodového prostoru jednotlivych cel byly
nasledujici: cela A 289 mm’, cela B 321 mm® a cela TC
(referen¢ni) 654 mm’. Jedna se vzdy o objem katodového
prostoru zmensené¢ho o vlastni objem vlozené elektrody.
U vsech cel byla katoda vyrobena zolovéného dratu
o pruméru 1 mm a Cistoty 99,999 % (Aldrich, USA). Ano-
da byla vyrobena z platinového dratu o priméru 1 mm
a cistoty 99,99 % (Goodfellow, UK). Schéma zapojeni
aparatury pro kontinudlni elektrochemické generovani
t€kavych sloucenin ve spojeni s AAS detekci je na obr. 3.

Ptistrojové vybaveni

Pti optimalizaci pracovnich parametri elektrolytic-
kych cel a zjistovani zakladnich charakteristik stanoveni
Se byl pouzit atomovy absorpéni spektrometr Solar 939
(Unicam, UK) se Se vybojkou s vysokou zaii s vlastnim
napajecim zdrojem (18 mA, Ag. = 196,0 nm, §itka spektral-
niho intervalu 1,0 nm, Photron, Rakousko). Pro cerpani
elektrolyti bylo pouzito programovatelné osmikanalové
peristaltické Gerpadlo MasterFlex® L/S (Cole-Parmer
USA). Jako zdroj konstantniho proudu byl pouZit labora-
torni linearni zdroj LPS 303 firmy American Reliance,
USA. Jako atomizator byl pouZit externé vyhfivany kfe-
menny atomizator (délka atomizacniho ramene 170 mm,
vnitfni primér 12 mm).

Chemikalie

Pracovni roztoky Se'" o pozadované koncentraci byly
ptipravovany fedénim ze standardniho roztoku Se'" o kon-
centraci 1,000+£0,002 g1™' (Analytika, Praha). Pro fedéni
vsech roztokt byla pouzivana deionizovana voda pfiprave-
na zafizenim Milli QpLys firmy Millipore, USA. Kyseliny
H,S0,4 (96 %), HC1 (37 %) a H3PO4 (85 %) byly Cistoty
Suprapure, firmy Merck, Némecko.

Vysledky a diskuse

Pro optimalizaci pracovnich parametri elektrolytic-
kych cel i zjisténi zdkladnich charakteristik stanoveni
s témito celami byl vybran jako analyt selen. Pracovni
parametry i zdékladni charakteristiky byly srovnavany
s vysledky ziskanymi s tenkovrstvou elektrolytickou celou
TC. Experimenty byly provadény v rezimu kontinualni
pritokové analyzy.

Optimalizace pracovnich podminek

U obou cel byly optimalizovany nasledujici paramet-
ry, které mohou vyraznym zplsobem ovlivnit dosazenou
citlivost stanoveni: odtahova rychlost, velikost a umisténi
elektrod, typ elektrolytu, zavadéni nosného plynu, prito-
kové rychlost nosného plynu, priitokova rychlost elektroly-

202

Cena Merck

tu(r), generacni proud a koncentrace elektrolytu (H,SOy).
Ve vSech piipadech byl hodnocen dosaZzeny signal pro
koncentraci Se 60 ng ml™".

Pii priichodu elektrolytu se stanovovanym prvkem
elektrolytickou pritokovou celou dochazi na katodé
ke kontinudlni redukci analytu az na t€kavy hydrid, ktery
je spolu se vznikajicim vodikem po oddé€leni kapalné faze
v separatoru fazi unaSen proudem inertniho plynu do ato-
mizatoru. Aby se v elektrolytické cele A i B ustavila hyd-
rostatickd rovnovéha mezi pfivadénym a odvadénym elek-
trolytem a plynnymi produkty elektrodovych reakci, musel
byt vystup smési elektrolytu a plynnych produktt
z anodového prostoru fizen peristaltickym Cerpadlem. Po-
kud byla nastavena mald odtahové rychlost, dochazelo
vlivem pretlaku vyvijejicich se plynnych produktii na ano-
d¢ k vytlacovani elektrolytu z anodového prostoru do kato-
dového prostoru a k preruSovani elektrodové reakce.
V piipadé¢ velké odtahové rychlosti nastala podobn4 situa-
ce v katodové cCasti elektrolytické cely. Proto byla nejdiive
u elektrolytické cely A nalezena optimalni odtahova rych-
lost produkt?l z anodového prostoru (1,6 ml min™"). U cely
B byla pozorovéana podobné zavislost na odtahové rychlos-
ti z anodového prostoru a byla zjisténa optimalni hodnota
53 mlmin”".

Délka vlozené platinové anody nebyla rozhodujici pro
pribéh elektrodové reakce. U olovéné katody bylo tieba
upravit délku tak, aby konec elektrody nezasahoval u obou
cel do prostoru mezi ptivodnim kanalkem pro elektrolyt
amistem spojeni obou elektrodovych prostor. Nakonec
byla délka katody volena tak, aby jeji konec zasahoval
tésné€ nad privodni kanalek katolytu. V tomto pfipad€ ne-
dochézelo k prerusovani elektrolyzy.

Pii pouziti HCl (katolyt bézn€ pouzivany v tenko-
vrstvych generacnich celach) jako elektrolytu byl pro roz-
tok Se (60 ng mI™") pozorovan nulovy signal v obou celach
A i1 B. Divodem je pravdépodobné plynny chlor vznikajici
na anodé a castecné pronikajici do katodového prostoru
a rozkladajici vznikajici selenovodik. Dale byla vyzkouse-
na H;PO4 a H,SO,. Pro dalsi experimenty byla nadale pou-
ivana H,SO, (1,0 mol I'"), se kterou bylo dosaZeno nej-
vys$§i citlivosti stanoveni.

Nosny plyn byl =zavadén tésné za vystup
z elektrolytické cely. Zavadét nosny plyn pred elektrolytic-
kou celu se ukazalo nepraktické, protoze prichod nosného
plynu malymi prostory elektrolytické cely zplisoboval
nahodné prerusovani elektrolyzy, coz se vyrazné projevo-
valo na zhorSeni stability signalu. Zavislost signalu na
pritokové rychlosti nosného plynu vykazovala shodné
uobou typu cel vyrazné maximum pfi pratoku
10,0 ml min™".

Pii sledovani vlivu pratokovych rychlosti elektrolyta
nebyly pro obé cely zjistény vyznamné rozdily. Pracovni
rozsahy pritokovych rychlosti maji svou spodni limitni
hodnotu; pifi piekro¢eni dojde k pferuSeni elektrolyzy
(pokles hladiny).

Typicka zavislost absorbance na velikosti vlozeného
generacniho proudu je na obr. 4 (cela A). Pfi hodnotach
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Obr. 4. Zavislost absorbance na velikosti genera¢niho proudu
pro celu A; pritokova rychlost nosného plynu 10,0 ml min™',
koncentrace elektrolytu 1 mol dm™, priitokova rychlost elektroly-
tu 2,5 ml min~!, odtahova pritokova rychlost 1,6 ml min~', dav-

kovana koncentrace selenu 60 ng ml™

Tabulka I
Optimalni pracovni podminky pro stanoveni Se technikou
hydridové AAS pti pouziti cel A, Ba TC

Elektrolyticka cela A B TC

0,40
10,0

0,50
10,0

1,20
20,0

Generacni proud, A

Pratokova rychlost
nosného plynu, ml min™'
Pratokova rychlost

elektrolytu, ml min™'

2,5 2,5 2,0
Koncentrace katolytu, 1 1 1
mol dm™

1,6

Odtahova prutokova 5,3

rychlost, ml min™"

proudu do 0,1 A ke vzniku hydridu prakticky nedochézi,
pri vysSich hodnotach generacniho proudu (0,15-0,35 A)
je narust vyrazny a kfivka je v této oblasti nejstrméjsi.
V dalsi ¢asti pak dochazi k mirnému poklesu strmosti kiiv-
ky. Signél lze zaznamenévat i pfi vyS§Sich hodnotach nez je
optimalné zvolena hodnota 0,4 A; elektrolyt se vsak jiz
velmi zahtiva a dochazi k pronikéni vodni pary do spojo-
vaciho materialu aparatury a nasledné az do atomizatoru.

Poslednim optimalizovanym parametrem byla kon-
centrace elektrolytu (H,SO,). Opét shodné pro obé cely
byl zjistén klesajici signdl se stoupajici koncentraci elekt-
rolytu. Experimentalné bylo zjisténo, ze je vyhodné&jsi
pouzit vyssi koncentraci elektrolytu v kombinaci s vyssi
hodnotou genera¢niho proudu (mensi zahfivani elektroly-
th).

Optimalni pracovni podminky (zahrnujici hodnotu
vlozeného generacniho proudu, pratokovou rychlost nos-
ného plynu, pratokovou rychlost elektrolytu, koncentraci
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Tabulka II

Zakladni charakteristiky stanoveni Se technikou hydridové
AAS s elektrochemickym generovanim pfii pouziti cel A,
BaTC

Elektrolyticka cela A B TC
Mez detekce, ng ml™! 2,23 0,32 0,60
Mez stanovitelnosti, 7,44 1,06 2,01
ng ml™'

Citlivost stanoveni, 1,53 7,32 4,86
x 10° ng™' ml

Opakovatelnost — RSD, 1,40 0,56 0,62
%

Korela¢ni koeficient 0,9982 0,9988 0,9995

Lineéarni dynamicky
rozsah, ng ml™

7,44-100 1,06—-100 2,01-100

elektrolytu a odtahovou rychlost) pro celu typu A, B a TC
jsou uvedeny v tab. 1.

Zakladni charakteristiky stanoveni
selenu technikou HGAAS
s elektrochemickym generovanim

Pti optimalnich pracovnich podminkach byla promé-
fena pro elektrolytické cely A, B a TC kalibra¢ni zavislost
pro stanoveni Se technikou HGAAS s elektrochemickym
generovanim selenovodiku v rozsahu koncentraci 0 az 20
ng ml™' a 0 az 250 ng ml™". Z kalibra¢nich zavislosti a dal-
Sich méteni byly stanoveny zakladni parametry charakteri-
zujici stanoveni Se s noveé konstruovanymi elektrolyticky-
mi celami. Tyto dosaZené parametry spolu s parametry
ziskanym s referencni celou TC jsou uvedeny v tab. II.

Zavér

Ze srovnani nové ptipravenych elektrolytickych pru-
tokovych generacnich cel pro generovani t€kavych slouce-
nin s referencni tenkovrstvou celou vyplyva, ze obé cely
maji pfiblizné polovicni objem katodového prostoru ve
srovnani s celou TC. Zaroven v nich neni pouzita iontové
vyménna nafionova membrana, kterd velmi Casto u tenko-
vrstvych cel zpusobuje jejich ,,starnuti a postupné zhorso-
vani generacnich charakteristik cel (deformace membrany,
jeji zaneseni...).

U elektrolytické cely A vedla miniaturizace k poklesu
citlivosti a zaroven i zhorSeni detek¢niho limitu stanoveni
Se. U cely B bylo naopak pozorovano zvysSeni citlivosti
asnizeni meze detekce a stanovitelnosti ve srovnani
s celou TC.

Dalsi pfednosti novych cel je snizeni vkladaného ge-
neracniho napéti; to vede k vyraznému zvyseni Zivotnosti
elektrolytickych cel (odpadéd silné zahfivani elektrolytd
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vedouci az k postupné deformaci cely).

Zavérem lze konstatovat, ze noveé zkonstruovana elek-
trolyticka pratokova cela B spliuje pozadavek na miniatu-
rizaci katodového prostoru za souc¢asného zvyseni citlivos-
ti stanoveni. Tato cela ma polovi¢ni vnitini katodovy ob-
jem ve srovnani s tenkovrstvou prutokovou celou TC
abylo u ni pozorovano 1,5ndsobné zvyseni citlivosti ve
srovnani s klasickou tenkovrstvou celou. Vzhledem
k jejimu minimalnimu vnitfnimu objemu bude vyhodné
tuto celu vyuzit v derivatiza¢ni jednotce pfi speciacni ana-
Iyze selenu a jinych hydridotvornych prvki po jejich pred-
chozi separaci na chromatografické koloné.

Prdce vznikla s podporou grantu A400310507/2005
Grantové agentury Akademie véd CR a projektu MSMT ¢.
MSM0021620857.
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J. Hrani¢ek, V. Cerveny, and P. Rychlovsky
(Department of Analytical Chemistry, Faculty of Natural
Science, Charles University, Prague) Miniaturization of
Flow-Through Electrolytic Cells for Electrochemical
Generation of Volatile Compound in AAS

Two types of miniaturized flow-through electrolytic
cells, without exchange membranes and with minimal
inner volume, for electrochemical hydride generation in
AAS were designed. For one of these cells, a higher sensi-
tivity and better limit of detection in Se determination by
hydride-generation AAS and electrochemical generation of
Se hydride were attained than in the classical thin-layer
flow-through cell.
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Uvod

Prvky obsazené v biologickych materidlech mohou
byt pfitomny v mnoha fyzikalnich a chemickych formach'.
S ohledem na studium toxicity, biologické vyuzitelnosti,
hromadéni a transportu stopovych prvkl v organismu je
nezbytné mit o prvcich vice informaci nez jen informaci
o celkovém obsahu. Odpoveédi na tyto otazky mize dat
speciacni analyza. PGvodni chemickd speciace prvki
v potravinovych surovinach mize byt zménéna bchem
vyroby potravin, zejména b¢hem tepelného zpracovani,
které zptusobuje denaturaci metaloproteinii a jinych meta-
lobiomolekul a mohou se zménit rozpustnosti prvkﬁz.
Tyto zmény jsou doprovazeny uvolnénim iontd kovi
z chelatl s organickymi ligandy. K nejpodstatné&j§im che-
mickym zménam ve struktufe specii kovii vSak dochazi
béhem travicich procest probihajicich v gastrointestinal-
nim traktu. Pfesto pocet dosud publikovanych praci zaby-
vajicich se témito zmé&nami je minimdlni. Tak napf. byl
sledovan podil zeleza vazaného v hemu a Zeleznatych
a zelezitych iontl ve smési vzniklé simulovanym travenim
riiznych typi stravy ze kolnich jidelen ve Spanélsku®
nebo podil celkového a anorganicky véazaného arsenu
v roztoku po simulovaném traveni riznych moiskych fas’.
Dalsi publikovana studie se tyka také speciace arsenu:
iontové vyménnou chromatografii ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)
byl sledovan obsah riznych specii po enzymové digesci
riiznych typt détské vyzivy’.

Cilem této tivodni studie je zkoumat vliv simulované-
ho trdveni za podminek in vitro na speciaci vybranych

Cena Merck

stopovych kovi a fosforu ve vzorku rozemletych zitnych
vlocek. Jednad se o potravinu, kterd se bézn¢ konzumuje
i bez tepelné upravy. Vhodnou metodou pro speciacni
analyzu prvkl v biologickych matricich je kapalinova
chromatografie se selektivni detekci prvkid. Pro speciacni
frakcionaci prvki v lusténinach®’ a obilovinach® se osvéd-
Cilo spojeni gelové permeacni chromatografie (SEC)
a [CP-MS.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a ¢inidla

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) pouzity pro
pripravu mobilni faze a extrakéniho ¢inidla byl ziskan od
firmy Fluka (Neu-Ulm, SRN). Kyselina dusicna (65 %)
Cistoty Suprapur, stejné jako standardni roztoky Rh, Mn,
Fe, Zn, Mo, Cu, Ni, Co, Cd a P pochazely od firmy Merck
(Darmstadt, SRN). Vepiovy pepsin pochazel od firmy
Fluka a vepfovy pankreatin (tj. smes pankreatickych travi-
cich enzymu) od firmy Sigma (St. Louis, USA). Pro upra-
vu pH byly pouzity NH;HCO; Cistoty p.a a roztok amonia-
ku Ccistoty Suprapur firmy Merck. K piipravé a tedéni
vSech roztokil byla pouzita destilovand demineralizovana
voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA).

Vzorek

Vzorek zitnych vlo¢ek (Pro-Bio s.r.o., Staré Mésto
pod Smrkem) byl zakoupen v obchodni siti. Pfed stanove-
nim byly vlo¢ky namlety ve vibraénim mlyné. Nutri¢ni
hodnoty zitnych vlocek deklarované vyrobcem byly
10,5 % bilkovin, 70,2 % sacharidl, 2 % lipidd, vyuzitelna
energie 1385 kJ/100 g.

Pfiprava natraveného vzorku

K navazce 2 g rozemletych vlocek v polypropylenové
nadobce 60 ml bylo piidino 40 ml 0,02 mol1" HCI
a 50 mg pepsinu. Po uzavieni byla nddobka protiepavana
po dobu 12 h pfi teploté 37 °C. Poté byla smés ochlazena a
pH suspenze bylo upraveno piidavkem roztoku 1 mol 1™
NH,HCO; a 1 mol 1! amoniaku na hodnotu 7,5. Po pri-
davku 100 mg pankreatinu a uzavieni nddobky nésledova-
la opét inkubace pti 37 °C po dobu 12 h. Vznikla suspenze
byla po ochlazeni pievedena do polypropylenové odmérné
baniky 100 ml a doplnéna demineralizovanou vodou po
znacku. Smeés byla odstfedéna (20 000 g, 20 min, 4 °C)
a horni vrstva byla pouzita k dal§im analyzam.

* Tato prace byla usp&sné prezentovana v soutZi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou odbornou praci v oboru

analytickéa chemie.
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Piiprava extraktu

Vzorek rozemletych vlocek (2 g) byl v polypropy-
lenové lahvicce extrahovéan tfepanim s 50 ml tlumivého
roztoku 0,02 mol I"' Tris-HCI (pH 7,5) pfi teplot& 20 °C.
Suspenze byla odstfedéna (20 000 g, 20 min, 4 °C) a horni
vrstva byla pouzita k dal§im analyzam.

Stanoveni celkovych obsaht prvku

Vzorek vlocek (0,5 g) resp. extraktu nebo natravené-
ho vzorku (10 ml) byl mineralizovan 3 ml konc. HNO;
tlakovym mikrovinnym rozkladem v nadobce z PTFE
(110 ml) v mineralizatoru Uniclever BM1-Z (Plazma-
tronika-Service, Wroclaw, Polsko) po dobu 10 min. Obsah
rozkladné nadobky byl poté pfeveden do odmérné banky
50 ml a doplnén demineralizovanou vodou po znacku.
Pied stanovenim stopovych prvkii metodou ICP-MS (cit.”)
byly mineralizaty vzorkad a ptislusné slepé vzorky ziedény
a k roztoklim byl ptidan srovnavaci roztok prvkl (Ge, Rh,
In a Bi) v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace
t&chto prvki ¢inila 50 pg 17"

On-line spojeni gelové permeacni
chromatografie a ICP-MS

Aparatura se skladala z vysokotlakého ¢erpadla Vari-
an Inert 9012 (Varian, Walnut Creek, USA) zajist'ujiciho
prutok mobilni faze (0,02 mol 1! roztok Tris-HCI, pH 7,5)
0,5 ml min™', sklendné piedkolony s naplni Chelex 100
v NH," cyklu, prvniho injektoru (pro nastfik vzorku) se
smyckou 100 pul z materialu PEEK, separacni kolony Su-
perdex 75 o rozmérech 300x10 mm (Amersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, Svédsko), druhého injektoru (pro
nastiik  kalibracnich roztokd) se smyckou 200 ul
z polymeru PEEK a zdetektoru ICP-MS (spektrometr
Elan 6000, Perkin-Elmer, Norwalk, USA), Tok efluentu

Cena Merck

z chromatografické kolony byl T-kusem spojen s tokem
srovnavaciho roztoku (50 pg 1" Rh) a smés byla dopravo-
vana peristaltickym &erpadlem (priitok 1,3 mlmin™") do
pneumatického zmlZovace ICP-MS. Ke spojeni jednotli-
vych ¢asti aparatury byly pouzity kapilary z polymernich
materidld PTFE a PEEK. Naéstiik kalibra¢nich roztoka
kovii se provedl béhem prvnich deseti minut po nastiiku
vzorku pfed eluci prvnich slozek vzorku z kolony. Nastfik
kalibra¢nich roztokt fosforu se provedl ve 40. minuté od
nastiiku vzorku, kdy byla eluce slozek vzorku jiZ ukonce-
na. Podrobnosti 1ze nalézt v pracich®'.

Vysledky a diskuse

Tabulka I shrnuje tdaje o celkovém obsahu prvki
v plivodnim pevném vzorku, podilu pfeSlém do extraktu
a podilu pfeslém do natraveného vzorku. Je patrné, Ze za-
timco podil prvkd rozpustnych v tlumivém roztoku je
pomérné nizky (6-42 %), podil pfevedeny béhem traveni
do rozpustnych forem je podstatné vyssi (50-99 %). Podi-
ly proslé chromatografickou kolonou vypovidaji o zastou-
peni stabilnich komplexi v pfislusné upravenych vzorcich.

Obr. 1 znazornuje elucni kfivky sloucenin sledova-
nych prvkil v extraktu a natrdveném vzorku zitnych vlo-
cek. U fosforu si ob¢ elucni kiivky dobie odpovidaji. Jsou
zde patrné dva hlavni piky, jeden v oblasti stfednich mole-
kulovych hmotnosti (cca 5 kDa), druhy v nizkomoleku-
larni oblasti (cca 2 kDa). Travenim piejde do roztoku
mnohem vétsi ¢ast specii fosforu (93 % celkového obsahu)
nez extrakci (25 %). Také chromatografickd vytéznost
vztazena na obsah prvku v extraktu resp. natraveném vzor-
ku je vys§i v natrdveném vzorku (93 %) proti extraktu
(76 %). Jinak je tomu v ptipadé manganu. Vliv simulova-
ného traventi je sice pfiblizn¢€ stejny jako u sloucenin fosfo-
ru (extrakei a trdvenim je solubilizovano 24 % resp. 99 %
celkového Mn), chromatograficka vytéznost je vsak velice

Tabulka I
Elementarni slozeni Zitnych vlogek (v ug g™")
P Mn Fe Co Ni Cu Zn Mo Cd Pb
Celkovy obsah 3040 17,9 25,5 0,005 0,250 3,58 34,0 2,00 0,007 0,018
Podil extrahovatelny do 772 4,27 1,58 0,001 0,039 0,786 2,55 0,834 0,002 0,005
0,02 mol ™! Tris-HCI 25%) (24%) (6 %) 20%) (16%) (22%) (8 %) “42%) (29%) (27 %)
(pH 7,5)
Podil prosly 585 0,013 n.d. n.d. 0,043 0,653 1,33 0,872  n.d. n.d.
SEC kolonou® (76 %) (0,3 %) (110 %) (83 %) (52 %) (104 %)
Podil uvolnény travenim 2830 17,8 12,7 0,003 0,130 1,91 25,0 1,25 0,006 0,017
93%) (99%) (B0%) (52%) (52%) (53%) (74%) (62%) (85%) (94 %)
Podil prosly 2640 0,029 11,2 n.d. 0,150 1,31 2,63 1,20 n.d. n.d.
SEC kolonou® 93%) (0,2%) (88 %) (115%) (69 %) (11%) (96 %)

“Procenta jsou vztaZena k celkovému obsahu; °procenta jsou vztazena k obsahu v extraktu; °procenta jsou vztaZena
k obsahu v natraveném vzorku; n.d.: obsah prvku nebyl detegovan
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nizka (<1 %). Je to zplsobeno malou stabilitou komplex-
nich slou¢enin manganu. Ionty manganu z ptivodniho roz-
toku se adsorbuji na gelové naplni kolony. Presto je
v extraktu patrny jeden ostry pik v nizkomolekularni ob-
lasti (<2 kDa) a v roztoku natravené¢ho vzorku jeden Sirsi
pik ve vysokomolekuldrni oblasti. Elu¢ni kfivky sloucenin
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Obr. 1. Eluéni k¥ivky sloucenin sledovanych prvki v natra-
veném vzorku (Cerna ¢ara) a extraktu (Seda ¢ara), a—P,b— Mn,
c—Fe,d—Mo,e—Cu, f—Zn, g—Ni

zeleza rovnéz ukazuji na urcity vliv simulovaného traveni
na tyto species. Po traveni pfechazi do roztoku pfiblizné¢
polovina celkového obsahu Zeleza, kdezto po extrakci
pouze asi 6 % z celkového obsahu Zeleza. Natraveny vzo-
rek poskytuje jeden pik odpovidajici frakci o molekulové
hmotnosti cca 20 kDa s vytéznosti 88 %. V extraktu nebyl
detegovan zadny pik sloucenin Zeleza. U niklu extrakt
poskytuje jediny pik nizkomolekularni frakce (<2 kDa).
Chromatogram natravené¢ho vzorku obsahuje navic jeSté
dalsi pik sloucenin niklu v oblasti okolo 20 kDa.
V disledku kontaminace pfi manipulaci se vzorkem chro-
matografickd vytéznost niklu mirné piesahuje 100 %. Po-
dily rozpustnych sloucenin niklu v extraktu a natraveném
vzorku jsou 16 % a 52 % z celkového obsahu niklu ve
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vzorku. Slouc¢eniny médi v extraktu jsou obsazeny v jediné
nizkomolekuldrni (<2 kDa) frakei, pfi¢emz jejich chroma-
tografickd vytéznost €ini 83 %. V natrdveném vzorku je
mé&d’ rozdé€lena do dvou frakci: prvni je totoZna s frakei
v extraktu, druhd, o pfiblizn¢ dvojnasobném obsahu Cu,
spada do vysokomolekularni oblasti (cca 120 kDa). Celko-
va chromatografickd vytéznost médi v natraveném vzorku
je nizsi (69 %). Podil rozpustnych sloucenin médi
v extraktu a natraveném vzorku piedstavuje ptiblizné jed-
nu pétinu resp. jednu polovinu celkového obsahu médi.
U zinku maji extrakt i natraveny vzorek spolecny jeden
ostry pik v nizkomolekularni oblasti (<2 kDa). Natraveny
vzorek navic obsahuje dalsi tfi mens$i frakce sloucenin
zinku. Speciace slouc¢enin zinku je procesem traveni ovliv-
néna nejvice ze vSech stanovovanych prvkd. V extraktu
pfedstavuje rozpustny podil zinku 8 % celkového obsahu
Zn, v natrdveném vzorku je to 74 %. Chromatografické
vytéznosti v§ak maji opacny trend, v extraktu dosahuje
tento parametr hodnoty 52 %, v natraveném vzorku je to
pouze 11 %. Elucni kfivky molybdenu se velmi dobfte
shoduji. Extrakt i natraveny vzorek poskytuji jeden ostry
pik v nizkomolekularni oblasti (cca 2—3 kDa). Rozpustny
podil molybdenu v extraktu ¢ini 42 % a v natraveném
vzorku 62 % z celkového obsahu. Chromatografické vy-
téZnosti molybdenu se blizi 100 %. Ostatni stanovované
prvky se v natraveném vzorku a zejména extraktu vzorku
nachazely v nizkych koncentracich a poskytovaly velmi
slabé signaly, které neumoznovaly spravnou kvantifikaci.

Je patrné, Ze do natrdveného vzorku prechdzi vySsi
podil prvki nez do extraktu, coz je zptisobeno uvolnénim
prvkil vazanych na biopolymery v disledku jejich Stépeni
travicimi enzymy. Srovnanim retencnich Casu specii jed-
notlivych prvkil v natraveném vzorku a extraktu je patrné,
ze nekteré species Ni, Zn, Fe a Cu maji stejné retencni
Casy. Jedna se o specie Ni a Zn (g = 16,8 min), Fe a Ni (#x
= 24,6 min) a Ni, Cu a Zn (g = 32,2 min). Lze tedy pted-
pokladat, ze tyto prvky mohou byt vazany v extraktu
i v natraveném vzorku na stejné ligandy.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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M. Juiicek, R. Koplik, and O. Mestek (Institute of
Chemical Technology, Prague): The Effect of Simulated
Digestion on Element Speciation in Rye Flakes

To investigate element speciation in digested rye
flakes, a simulated digestion using pig’s pepsin and pan-
creatin was performed at 37 °C. The digest was analyzed
by SEC/ICP-MS (Superdex 75, 0.02 mol I"' Tris-HCI
buffer). Most elements in flakes are solubilized by enzy-
matic hydrolysis. P and Mo recoveries in SEC analysis of
the digest approach to 100 %, those of Fe and Cu range
from 60 to 80 % and that of Zn varies from 10 to 40 %.
Ionic species or labile complexes were not recovered. The
proportions of elements change as a result of enzyme di-
gestion. No Fe is recovered in SEC analysis of flake ex-
tracts. Most Fe in the digest is bonded to a medium-
molecular-weight fraction. Low-molecular-weight
(<2 kDa) fractions with bonded Cu and Zn partly persist in
the digest.
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STUDIUM KOMPLEXACE
METALLAKARBORANU

S CYKLODEXTRINY

POMOCI NMR SPEKTROSKOPIE
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Uvod

V této praci byla sledovana interakce vybraného za-
stupce ikosahedralnich metallakarboranti se tfemi cyklo-
dextriny (dale CD) lisicimi se velikosti vnitini kavity.

Metallakarborany jsou nové objevenou skupinou inhi-
bitortt HIV-1 proteasy zodpovédné za replikaci viru
a pfedstavuji tedy potencidlni virostatika pro 1é¢bu HIV
infekce'!. Mezi vyznamné vlastnosti metallakarborani
patii vysoka stabilita, rigidita skeletu a delokalizace naboje
po jejich povrchu. Hydrofobni charakter metallakarborant
zpusobuje jejich nizkou rozpustnost a spontanni agregaci
ve vodném prostiedi?, s &imz souvisi problémy pii testova-
ni i potencidlnim farmaceutickém vyuziti.

Nezbytnou podminkou pro 1écbu je predevsim trans-
port U€inné latky do bun¢k. Jednou z moznosti solubilizace
inhibitori a zlepSeni transportu je vytvofeni optimalné
stabilniho komplexu s latkami schopnymi prochazet bu-
nécnou sténou. Tento komplex ma byt natolik stabilni, aby
zarovenl zabranil vzniku neZaddouciho komplexu metalla-
karboranu se sérovym albuminem pfitomnym v relativné
vysokych koncentracich v krvi. Vhodnymi stericky a tva-
rové komplementarnimi ligandy pro komplexaci metalla-
karborant jsou praveé CD. Jsou to obecné cyklické oligosa-
charidy tvofené nékolika jednotkami a-D-glukopyranosy
(obr. 1) spojenymi vazbou a-1,4. Maji tvar dutého kornou-
tu s relativné lipofilngjsi kavitou ve srovnani s vnéjSim
hydrofilnim povrchem. Jejich dal§imi, z farmaceutického
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hlediska vyhodnymi, vlastnostmi jsou nizkd toxicita
a snadné odbouratelnost.

Vazba metallakarboranu (obr. 2) do lipofilnich kavit
CD je umoZnéna diky interakcim mezi opacn€ nabitymi
vodiky® (dale H-H miustky), které stabilizuji vznikajici
inkluzni komplexy. Polarizované H-H miistky obsahuji
vzdy vodik z CD s kladnym parcialnim nabojem a vodik
se zapornym parcidlnim nabojem véazany na elektropozi-
tivni bor.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Vsechna spektra "H NMR byla méfena na NMR spek-
trometru Varian, model Mercury Plus (pracovni frekvence
300 MHz). Spektra byla vztazena vi¢i methylovému sig-
nalu terc-butanolu umisténému v uzaviené kapilare vloze-
né do NMR kyvety s méfenym roztokem. Jako rozpouste-
dlo byla pouzita deuterovana voda (99,8 %-D Sigma Ald-
rich). Méfeni byla provadéna za konstantni teploty 298 K,
v ptipad¢ y-CD pfti 323 K kvili urychleni chemické vymeé-
ny.

Pouzité¢ chemikalie: kobalt(3+) bis(1,2-dikarbollid)
sodny (obr. 2), 18,2 hm.% vody (urceno termogravimetri,
ovéfeno metodou Karla Fishera a elementarni analyzou),
rozméry — pramér 0,51 nm, délka 0,91 nm. a-CD (6 glu-
kosovych jednotek), 10,0 hm.% vody (ureno elementarni
analyzou), rozméry — vnitini primeér kavity 0,52-0,57 nm
a hloubka kavity 0,80 nm. B-CD (7 glukosovych jednotek),
13,7 hm.% vody (ur¢eno elementarni analyzou), rozméry —
vnitini primér kavity 0,64—0,78 nm a hloubka kavity
0,80 nm. y-CD (8 glukosovych jednotek), 8,9 hm.% vody
(ureno elementarni analyzou), rozméry — vnitini primér
kavity 0,75—0,95 nm a hloubka kavity 0,80 nm.

Pro rizné koncentrace jednotlivych CD byly méreny
'H NMR titra¢ni kfivky, tj. sledovany zmény chemickych
posunti po piidavcich metallakarboranu, pricemz celkova
koncentrace CD byla udrZzovana konstantni. U vSech CD
byl sledovan predevsim signal 'H-3 (obr. 3) nachézejici se
na $irS§im vnitfnim okraji kavity, ktery vykazuje nejvétsi
zmény chemického posunu. U signalu 'H-5 jsou zmény

Obr. 1. Tvar molekuly a-, B-, v-CD (n = 6,7,8) s Cislovanim
atomi

* Jakub Rak ziskal za tuto praci zvlastni cenu poroty v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analyticka chemie.
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Obr. 2. Ikosahedralni metallakarboran - kobalt(3+) bis(1,2-di-
karbollid) sodny
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Obr. 3. 'H NMR spektra metallakarboranu (nahoie), a-CD
(uprostied) a jejich smési (dole); méteni provadéno v D,O
s vnitini kapilarou pro referencovani, spektra obsahuji zbytkové
signaly rozpoustédla

chemického posunu podstatné mensi a nelze je sledovat
v pribéhu celé titrace, protoze nastava prekryv se signalem
'H-6. Zmény chemickych posunti pro dalsi vodiky CD
jsou pro vyhodnoceni piili§ malé a signaly vodikti z OH
skupin nelze sledovat v deuterované vodé kvuli probihajici
chemické vymeéné s jadry deuteria z rozpoustédla.

Roztoky byly vzdy pfipravovany bezprostfedné pred
vlastnim méfenim a byly sonifikovany pro zajisténi homo-
genity. Bylo ovéfeno, Ze pozorovana zména chemického
posunu je Casové nezavisla v ramci nékolika hodin. Po
nékolikadennim stani se roztoky stavaji nehomogennimi —
ziejm¢ v disledku agregace obou slozek samotnych
a pravdépodobné i vzniku smésnych agregati CD a metal-
lakarboranu.

Vysledky a diskuse

Nejveétsi zmény chemického posunu a-CD, B-CD
i y-CD byly pozorovany vzdy na signalu 'H-3 nachazeji-
cim se na §irS§im vnitinim okraji kavity. S rostouci vzdale-
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nosti od SirSiho okraje zmény chemickych posunt ostat-
nich 'H signali klesaji, z ¢ehoZ Ize usuzovat na vnofovani
metallakarboranu do kavity CD $irSim hrdlem. Analogicky
nejvétsi zmény chemickych posuni signala *C byly pozo-
rovany pfi §irS$im okraji CD. Vzhledem k nejvyssi citlivosti
ke komplexaci byly pro vyhodnoceni vybrany signaly 'H-3.
Priklad pozorovanych zmén ve spektru pfi titraci a-CD je
uveden na obr. 3.

Pro vyhodnoceni titra¢nich kfivek a urCeni parametrQ
bylo vyuzito matematického modelovani, tj. navrzeni moz-
nych produktd komplexac¢nich rovnovah v souladu
s teoretickymi predpoklady a naméfenymi daty a nalezeni
parametrt tohoto modelu.

Uvazované komplexy jsou schematicky znazornény
na obr. 4. Nejjednodussi komplex 1:1 spociva v inkluzi
metallakarboranu do kavity CD, relativné mélké zanoteni
dané velikostmi obou latek umoznuje vznik symetrického
komplexu 2:1. Komplex 1:1 mize komplexovat dalsi vol-
ny metallakarboran a vznika tak komplex 1:2. Komplex
2:2 si lze predstavit jako neinkluzni komplex dvou inkluz-
nich komplext 1:1. Oéekavana interakce mezi dvéma me-
tallakarborany v komplexech 1:2 a 2:2 by mohla vzniknout
priblizenim volnych (tj. bez CD) subklastrii metallakarbo-
rantl, mezi nimiz by se nachazel solvatovany sodny kation.

Vznik riznych typt komplexti A;B; (A znaci cyklo-
dextrin a B metallakarboran) podle rovnic

iA+ JB—=AB,
lze popsat rovnovaznymi konstantami
_IAB)]
" [AT[BY

Pro pozorovanou zménu chemického posunu signalu 'H-3
cyklodextrinu jako sledované latky plati v pfipad€ rychlé
chemické vymeény vztah

D D iAS,[AB)]

=l j=1
c(A)

obs

Ad

kde c(A) je celkova analyticka koncentrace cyklodextrinu,
jehoz signal je sledovan. Minimalizaci sumy kvadratl
odchylek experimentalnich a modelovanych hodnot Adgs
se ziskaji optimalizované hodnoty parametri matematické-
ho modelu.

w+(e +@+ fO e

Obr. 4. Schematické znazornéni moZnych typi komplexi CD
(lichobé&znik) s metallakarboranem (oval): 1:1, 2:1, 1:2, 2:2
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Obr. 5. Zavislost zmény chemického posunu signilu 'H-3 o-CD,
Ad,ps, Na poméru latkovych koncentraci metallakarboranu
vici a-CD, n, pii teploté 298 K; koncentrace a.-CD v mmol I
0,15(@); 0,38(0); 2,3(M); 8,5(®). Prolozeni kiivek pomoci mode-
Iu 1:1 s konstantou stability 899 a hodnotou Ad;; = 89,2 Hz

Pro zkoumanou soustavu rovnovah byl vytvofen mo-
del, kde kazdy produkt je popsan dvéma parametry: kon-
stantou stability komplexu K;; a tzv. ,,complexation indu-
ced shift“ Ay, tj. rozdilem chemického posunu daného
signalu v komplexu oproti posunu nekomplexovaného CD.
V piipadé¢ nesymetrickych komplexi obsahujicich vice nez
jednu molekulu sledované latky (cyklodextrinu) odpovida
A8; zprimérované hodnoté AS vSech molekul sledova-
né latky z komplexu. Snahou bylo pouzit pro dany
systém minimalni pocet vznikajicich komplext — v této
pracii,j € {1, 2}. Pouzivani viceparametrovych modeli je
obecné nezadouci, protoze hrozi vzajemna korelace mezi
parametry.

Nameéfené titracni kiivky pro systém o-CD + metalla-
karboran odpovidaji kvalitativné komplexaci se stechiome-
trii 1:1, jak 1ze ocekavat podle zlomu na kiivce ziskané pro
nejvyssi koncentraci a-CD. Pro vyhodnoceni konstanty
stability jsou vhodné® kfivky zméfené pii dvou nizich
koncentracich. Hodnotu konstanty stability komplexu
a prolozeni titracnich kiivek je vidét na obr. 5. Hodnota
konstanty stability byla nezéavisle ovéfovana pomoci iso-
termalni kalorimetrie (ITC). Ziskana hodnota konstanty
stability pro vznik komplexu se stechiometrii 1:1 se sice
pomérné dobtfe shoduje s hodnotou ziskanou z NMR, ale
s ohledem na rozpustnost latky lezela tato hodnota na
hranici méfitelnosti ITC. Model predpokladajici vznik
komplexti 1:1 a 2:1 dava lepsi prolozeni vSech ¢tyt kiivek
najednou, coz ovsem muze byt i disledek vétsiho poctu
nastavitelnych parametri. Na druhou stranu takovy model
vychazi z velikosti a symetrie metallakarboranu a velikosti
kavity CD a z analogie s vysledky u systému B-CD + me-
tallakarboran.

Pribéeh titracnich kiivek u systému B-CD + metalla-
karboran na obr. 6 vyluuje, ze by se mohlo jednat vy-
hradné o komplex 1:1. Jednotlivé titra¢ni ktivky lze prolo-
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Obr. 6. Zavislost zmény chemického posunu signalu 'H-3
B-CD, Ad,ps, na poméru latkovych koncentraci metallakarbora-
nu viidi B-CD, n, pii teploté 298 K; koncentrace B-CD v mmol I™":
0,16 (H); 0,47 (O); 1,5 (@). Data propojena pro lepsi piechlednost

zit modelem 1:1 a 2:1, pro soucasné prolozeni vSech kii-
vek vSak tento model selhdva. Teprve model zahrnujici
vznik produktt se stechiometrii 1:1, 2:1, 1:2, 2:2 spliuje
vSechny nezbytné podminky a vztahy mezi jednotlivymi
parametry a vystizné proklada naméfena data. Komplexace
je urcité vyrazné silné€jsi, coz odpovida hlubsimu zanoteni
metallakarboranu do vétsi kavity CD. Rovnéz prubéh kii-
vek ITC svéd¢i o vzniku vice typi komplext a o fadové
silngj8i komplexaci ve srovnani s a-CD. Pro priikaznéjsi
popis komplexace u tohoto systému bude tfeba soucasné
vyhodnotit vysledky z vice analytickych metod, coz bude
predmétem dalsiho studia.

Jednotlivé kiivky y-CD + metallakarboran (obr. 7)
maji sice podobny pribc¢h jako v piipadé B-CD, ale

60
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Obr. 7. Zavislost zmény chemického posunu signalu 'H-3 y-CD,
Adsps, Na poméru latkovych koncentraci metallakarboranu
vii¢i y-CD, n, p¥i teploté 323 K; koncentrace y-CD v mmol 17";
1,9 (@); 4,3 (O); 14 (M). Data propojena pro lepsi prehlednost
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k vystizeni jejich pribéhu se dvéma extrémy nestaci model
1:1 a 2:1. Celkové v8ak ani model vyuzity u $-CD (4. 1:1,
2:1, 1:2, 2:2) neni schopen uspokojivého prolozeni vSech
naméfenych dat najednou. Je mozZné, Ze vznika jeSt€ vice
typt komplext, také zde mtze diky vétsi velikosti kavity
dochazet ke vzniku slozitéjsich smésnych agregatli. Pfesto
Ize predpokladat srovnatelné konstanty stability s p-CD
vzhledem k velikosti kavity (vétsi oproti a-CD i B-CD, ale
umoziujici jesté efektivni tvorbu H-H mustki). Za labora-
torni teploty je ve spektrech pozorovana pomald chemickd
vyména znemoznujici odecet zmén chemického posunu,
proto byla méfeni provadéna pii teploté 323 K. U kom-
plexace B-CD bylo vsak ovéfeno, ze pribéh titracni kiivky
touto zmeénou teploty neni vyrazné ovlivnén.

Kromé vzniku inkluznich komplextit CD mize rovno-
vahu ovlivilovat také agregace metallakarboranu, jejiz
pribéh je viak zndm pouze na kvalitativni Grovni’. K in-
tenzivni agregaci dochdzi paradoxné pii velmi nizkych
koncentracich metallakarboranu a potom pfedev§im pfi
velmi vysokych koncentracich. Je zndmo, ze agregaci me-
tallakarboranu 1ze potlacit pifidavkem methanolu. V této
praci vSak bylo pozorovédno, ze uz 10 % methanolu ve
vodé zcela zabrani tvorbé komplexu s CD (data nejsou
ukazana). Rovnovazny proces muze dale ovlivnit také
agregace CD, ktera se uplatiuje pii koncentracich vyssich
nez 3mM (cit.*). Zahrnuti tdchto fenoménii do popisu
rovnovahy sice zpusobi zlepSeni priibéhu prolozeni experi-
mentalnich dat, avSak za cenu dalsiho nartstu poctu opti-
malizovanych parametri matematického modelu.

Zavér

V praci bylo ukazano, ze cyklodextriny mohou slouzit
pro komplexaci ikosahedralnich metallakarboranti a Ze 1ze
velikosti kavity modulovat stabilitu komplexu. Tento fakt
je dilezitym kritériem v dalSim testovani metallakarborant
pro uvedené farmakologické aplikace. Tvorba stabilnich
inkluznich komplext otevird mozZnost formula¢ni strategie
pro potencialni 1éCiva.

Tato prdce vznikla za financni podpory Vyzkumného
zaméru MSMT CR ¢ 6046137307, Centra pro vyzkum
novych antivirotik a cytostatik 1M0508 MSMT CR a Cent-
ra LC 512.
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J. Rak®, M. Tkadlecova’, P. Cigler*®, and
V. Kral™ (“ Department of Analytical Chemistry, Institute
of Chemical Technology, Prague, " Gilead Sciences Re-
search Center, Institute of Organic Chemistry and Bio-
chemistry, Academy o Sciences of the Czech Republic,
“Zentiva Co. Prague): NMR Study of Complexation of
Metallacarboranes with Cyclodextrins

Metallacarboranes and their derivatives are the re-
cently discovered inhibitors of HIV protease. The main
goal of this work was to study the interaction of parent
metallacarborane derivatives  with cyclodextrins (CD)
differing in the inner cavity size. This interaction can im-
prove the drug solubility and its transport to the cells. For
a-, B- and y-CD, NMR titrations with sodium cobalt(III)
bis(1,2-dicarbollide) were performed at various CD con-
centrations. It was found that the greatest change in the 'H
NMR chemical shift is observed at position 3 of CD on the
inner broader rim of the cone-shaped molecule of CD. For
a-CD, the NMR titration curves correspond to the 1:1
stoichiometry and to the stability constant ca. 900. For -
CD, simultaneous formation of 1:1 and 2:1 complexes and
higher stability constants at least by two orders of magni-
tude follow from the titration curves. For y-CD, more than
two types of complexes are present. It was shown for -
CD that the increased temperature does not significantly
influence the titration curves. The model, consisting of
a high number of adjustable parameters, for the determina-
tion of stability constants of the complexes must be con-
firmed by independent analytical methods such as isother-
mal calorimetry and X-ray structure determination.
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Uvod

Technika difuzniho gradientu vtenkém filmu
(Diffusive Gradients in Thin Films Technique — DGT)
vyvinutd v 90. letech minulého stoleti' je v sougasnosti
s ispéchem pouzivana k méteni in situ stopovych koncent-
raci’® celé $kily prevazné labilnich kovovych specii
v ptirodnich vodach®™'°, sedimentech''™® a padach'” 2.

K prednostem techniky DGT patii jednoduchost pro-
vedeni, nizké naklady, vysoka citlivost, prekoncentra¢ni
schopnosti, vyuziti pii souasném stanoveni vice prvkil a
moznost speciaéni analyzy. Technika DGT je zaloZena na
Fickovych zakonech difuze. Vyuziva tenké vrstvy hydro-
gelu, ktera fidi transport kovili z roztoku k sorpénimu mé-
diu, v némz se akumuluji labilni specie kovii®. Nejpouziva-
néjSim sorpcnim médiem pro stanoveni kovl technikou
DGT je chelatacni iontoméni¢ Chelex 100 s vazanymi
skupinami kyseliny iminodioctové, ktery je selektivni pro
volné ionty piechodnych kovl a jejich ionty vazané ve
slabych komplexech.

Klicovou roli pii stanoveni specii kovl technikou
DGT hraje nalezeni vhodného sorpéniho gelu umoZiujici
stanoveni SirSiho spektra chemickych specii.

V poslednich letech byla vyzkouSena fada novych
sorpénich gell. Pro méfeni radionuklidi Cs a Sr ve vodach
byl pouZit sorpéni gel obsahujici iontoménic AG50W-X8
(cit.*") nebo gel obsahujici vazany fosfomolybdenan amon-
ny*2. Jako sorpéni médium byly rovnéZ pouzity membrany
na bazi celulosy s funkénimi skupinami kyseliny fosforec-
né*. Tato modifikace techniky DGT se ukazala byt vhod-
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na pro méfeni Cu a Cd. Podobnych vysledkt bylo dosaze-
no pii pouziti gelu kopolymeru kyseliny akrylové a akryl-
amidu®®. Popsana jsou také sorpéni média zalozend na
jiném principu nez na iontové vyméné, napf. na srazeni.
Pro stanoveni fosfati tak bylo vyuZito oxidi Zeleza® a pro
stanoveni sulfidd jodidu stfibrného fixovaného v sorpénim
gelu!>%,

V této praci byly studovany vlastnosti nového specific-
kého sorpcniho gelu na bazi selektivniho iontoménice Sphe-
ron-Oxin” s vézanymi funkénimi skupinami 8-hydroxy-
chinolinu pro vyuziti v technice DGT ke stanoveni vybra-
nych kova (Cd, Cu, Ni a Pb) zajimavych z hlediska cha-
rakterizace nékterych soucasti zivotniho prostfedi. Byla
optimalizovana syntéza nového sorpcniho gelu, stanoveny
pomocné parametry slouzici k vyhodnoceni charakteristik
zachytu analytl (elucni faktor, kapacita sorpcnich diski),
dale byly studovany faktory ovliviiujici selektivitu sorpce
(pH, iontova sila), vliv potencialné konkurujicich ionti
(Mg) a modelovych komplexujicich ligandd (kyselina
iminodioctova), simulujicich vliv pfirodnich soucasti vod-
nich systémi. Vlastnosti nového sorp¢niho gelu byly srov-
nany s vlastnostmi sorpcniho gelu obsahujiciho bézné pou-
zivany chelatacni iontoméni¢ Chelex 100 s vazanou kyse-
linou iminodioctovou.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pro ptipravu difuznich a sorpcnich geli byl pouzit
akrylamid (40%, Merck, Darmstadt, SRN), patentované
sitovadlo (DGT Research, Ltd., Lancaster, UK), peroxosi-
ran amonny  (Sigma-Aldrich, Steinheim, = SRN)
a N,N,N’,N’, tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma-
Aldrich). Pro pfipravu sorp¢nich geld byl dale pouzit Che-
lex 100 (Na-forma, velikost zrn 38—75 um, Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, USA) a Spheron-Oxin® 1000 (velikost
zrn 63-100 pm, Lachema Brno, CR). Ve viech experi-
mentech byly pouzity chemikalie Cistoty p.a. a deionizova-
na voda pripravend pristrojem Milli-Q Academic firmy
Millipore. Pro piipravu modelovych roztokt byly pouzity
standardni roztoky Cd, Cu, Ni a Pb o koncentraci 1 mg ml™!
(Astasol®, Analytika Praha, CR).

Ptfistroje

Obsah kovt v eluatech sorpénich geli a v roztocich
odebranych pied a po aplikaci sond DGT byl stanoven
plamenovou a bezplamenovou atomovou absorp¢ni spekt-
rometrii na pfistrojich AA 3110 a AAnalyst 600 (Perkin
Elmer Analytical Instruments, USA) za podminek bézné
doporucovanych vyrobcem.

* Tato prace byla uspé$né prezentovana v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické

chemie.
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Pracovni postupy

Difuzni gel i sorp¢ni gely, tj. gely se zakomponova-
nymi iontoménici, byly pfipravovany dle postupl pieja-
tych od DGT Research Ltd., Lancaster, UK (cit.”").
Z platki gelti byly specialnim nozem vyfezany kruhové disky
o priméru 25 mm. Disky difuzniho gelu byly pred pouzitim
stabilizovany a uchovavany v 0,01 mol I"' NaNOs. Z diskii
sorpénich geld byly opakované eluci v 1 mol I"! kyseliny
dusicné jesté pred jejich pouZitim odstranény analyty, sor-
bované béhem syntézy. Precisténé gely byly nakonec
uchovavany v deionizované vodé.

Vzorkovaci jednotky DGT pistového tvaru®?’ byly
sestaveny tésné pred expozici tak, Ze na vnitini cylindric-
kou ¢ast jednotky byl umistén disk sorpcniho gelu, ktery
byl prekryt diskem difuzniho gelu a nésledné ochrannym
membranovym hydrofilnim polyethersulfonovym filtrem
(Supor®-450, Pall Corporation, USA, pory 0,45 pm), ktery
zabrafioval mechanickému poSkozeni geld. Tyto vrstvy
pak byly uzavieny druhou prstencovou casti jednotky
DGT s expozi¢nim okénkem o priméru 2 cm.

Po expozici v modelovych roztocich iontdl vybranych
kovi (Cd, Cu, Ni a Pb) za zvolenych podminek byly jed-
notky DGT rozebrany a jednotlivé vrstvy geld oddéleny.
Sorpéni gely byly eluovany po dobu 24 h v 1 ml 1 mol I'*
kyseliny dusi¢né v uzavienych, pfedem vycisténych, plas-
tovych nadobkach. Pro srovnavaci méteni byly z modelo-
vych roztokl odebirany vzorky roztoku pred a po expozici
jednotek DGT, které byly filtrovany pies membranovy filtr
s pory o velikosti 0,45 um (Supor®-450) k oddéleni podilu
kovii nachazejicich se v koloidnich ¢asticich.

Vysledky a diskuse

Syntéza sorpéniho gelu a stanoveni
pomocnych charakteristik

Predbézné experimenty ukazaly, Ze pii pfipravé
sorpéniho gelu bylo mozno zabudovat az 0,2 g Spheron-
Oxinu® na 1 ml gelového roztoku. Toto mnozstvi iontomé-
ni¢e tak poskytovalo dostatecnou sorp¢ni kapacitu disku
jednotky DGT, jak je ukazano nize, umoznujici dlouhodo-
bou expozici disku v realnych vodnych systémech Zivotni-
ho prostfedi. Pro dosazeni homogenniho rozlozeni Sphe-
ron-Oxinu® v sorpénim gelu, které je tieba dodrzet pro
ziskani reprodukovatelnych vysledka zvlasté pti eluci za-
chycenych kovii, je vhodné iontoméni¢ pfed polymeraci
ponechat po dobu 72 h botnat v gelovém roztoku.

Vykrojené disky pfipravenych sorpénich geli byly
nejprve charakterizovany stanovenim pomocnych parame-
tri dovolujicich vyhodnotit zachyt iontl sledovanych kovii
v sorpcnim gelu, a to objem roztoku obsazeného v sorpénim
gelu disku, kinetiku eluce a ucinnost eluce (elucni faktor) za-
chycenych kovii 1 ml 1 molI™ kyseliny dusiéné. Dale byla
stanovena celkova sorpéni kapacita disku sorpcniho gelu,
dovolujici odhadnout prakticky vyuzitelnou kapacitu disku.
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Z Gbytku hmotnosti pfipravenych diskd suSenim pfi
105 °C (gel obsahuje vice nez 95 % vody) a rovnéz ze
znamého priméru disku 25 mm a jeho tloustky zméfené
mikrometrem byl zjistén objem disku ¥, 0,19 cm’, o ktery
je tfeba navysit objem V. ptfidané¢ho elu¢niho roztoku pfi
stanoveni zachyceného mnozstvi kovu. Elu¢ni faktor f.,
ktery vyjadiuje vytézek jednordzové eluce pii zvoleném
objemu elu¢niho ¢inidla, byl zjistén z poméru mnozstvi
kovu uvolnéného v jednom jednodennim elu¢nim stupni a
z celkového mnozstvi kovu ziskaného vyluhovanim béhem
nékolika po sob¢ jdoucich jednodennich eluci téhoz expo-
novaného disku stejnym mnozstvim roztoku kyseliny.
Zjisténé hodnoty elu¢nich faktort ¢inily pro Cd 0,98, pro
Cu 0,66, pro Ni 0,86 a pro Pb 0,93. Potadi elu¢nich fakto-
ri Cd>Pb>Ni>Cu koresponduje se stoupajicimi hodnotami
konstant stability B; (log By ¢ini 7,2; 9,0; 9,9 a 12,2; cit.zs)
komplexti iontl kovl s 8-hydroxychinolinem do prvniho
stupné. Méfeni kinetiky eluce kovl v intervalu do 24 h
ukazala, ze ustaveni elu¢ni rovnovahy nastava jiz po
30 min u vSech sledovanych kovii. Uvolnéni sorbovanych
kovii z diskdi se Spheron-Oxinem® je tedy reverzibilni
a velmi rychlé.

Elu¢ni faktory pro Cd, Cu, Ni a Pb u bézné pouziva-
ného sorpcniho gelu s iontoméni¢em Chelex 100 nabyvaji
hodnot kolem 0,80 (cit.?).

Pro srovnéni s béznym sorpcnim gelem obsahujicim
Chelex 100 byla stanovena téz sorpéni kapacita diski
sorpéniho gelu se Spheron-Oxinem®. P¥ n&kolikanasob-
ném pretizeni disku ionty médi ve statickém usporadéani
dosahovala kapacita diskti hodnoty 3 pmol/disk, jak uka-
zuje obr. 1. Tato hodnota je nizsi oproti teoretické hodnoté
8 umol/disk vypoctené ze znamé kapacity pouzitého ionto-
ménice pro Cu (0,25-0,3 mmol g '; cit.*’) a objemu sorp¢-
niho gelu. Snizeni kapacity je pravdépodobné vyvolano

Ncy ,
umol/disk |
2
1 F
0 1 1 1 1
0 10 20 30

icy » Mmol/disk

Obr. 1. Zavislost sorbovaného mnozstvi médi nc, na vlozeném
mnozZstvi médi ic, (sorpéni izoterma Cu) pro sorpcni gel se
Spheron-Oxinem® pri pH 7, teploté 24 °C a poméru fazi 2 ml
roztoku na disk
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zabudovanim iontoménice do struktury polyakrylamidové-
ho gelu. Linedrni oblast sorpcni izotermy, v niZ ma disk
praktické analytické vyuziti, odpovida asi 10 % celkové
kapacity sorpéniho gelu, kterd je dostatecné vysoka pro
nekolikatydenni az nékolikamésicni expozici jednotky
DGT s timto sorpénim gelem v pfirodnich vodnych systé-
mech.

Z méteni zavislosti sorpce niklu na dobé expozice
diskt pfi n€kolikanasobném pietizeni byla odvozena cel-
kové kapacita disku 2,4 pmol Ni, kterd velmi dobie odpo-
vidala celkové kapacité disku pro Cu, zjistované ve static-
kém usporadani.

Bézné disky sorpénich geli siontoméni¢em Che-
lex 100 maji kapacitu asi 5 pmol/disk Cd (cit.*). Kapacity
sorp&nich gelt se Spheron-Oxinem® a s Chelexem 100 tak
dosahuji priblizné stejnych hodnot, a proto mohou byt
aplikovany za srovnatelnych podminek.

Ovétfeni funkénosti techniky DGT
vyuzivajici sorpéni gel

Z koncentrace C. [ngem] jednotlivych kovii
v eluatech sorpénich gelti a z hodnot elucnich faktorti byla
vypoétena mnozstvi kovii vazanych na Spheron-Oxin®™
v jednotlivych discich, a dale pak koncentrace kovi v roz-
toku Cpgr [ng cm_3] stanovena technikou DGT, pficemz
pro vypocet byly pouzity tabelované hodnoty difuznich
koeficientd D [cm?s™'] prevzaté z literaturyg, experimen-
taln¢ zjisténa tloustka Ag [cm] difuzniho gelu 0,08 cm,
prislusna doba expozice ¢ [s] a priiez A4 [em?] difuzniho
okénka 3,14 cm? (dle 1. Fickova zakona Cpgr - C. . (Ve +
Vo). Ag/fe. D . t. A). Porovnanim koncentrace kovii nale-
zenych technikou DGT Cpgr a koncentrace kovit Csor,
stanovenych pfimo v roztocich odebranych vzorki expo-
zi¢nich roztokd byly nalezeny poméry Cpgr/ Csor 0,98 +
0,11 pro Cd, 1,07 + 0,10 pro Cu, 0,94 £ 0,11 pro Nia 1,16
+ 0,09 pro Pb (hodnoty =+ reprezentuji rozsifenou nejistotu
méfeni). Tyto vysledky ukazuji, Ze technika DGT se
sorpénim gelem na bazi Spheron-Oxinu®™ poskytuje spo-
lehlivé vysledky pro vSechny sledované kovy.

Vliv faktorl ovliviujicich sorpci
na sorpc¢ni gel

Viiv pH vnéjsiho roztoku

Vliv kyselosti vnéjsiho roztoku na zachyt Cd, Cu a Ni
byl sledovan v oblasti pH 3-8 (pouziti sorpcnich gell
v alkalické oblasti je omezeno botnacimi efekty polyakry-
lamidového gelu®). Sorpéni gel se Spheron-Oxinem
ucinné zachycuje kovy zroztoku o pH 6-8 (viz obr. 2)
a muze tedy byt vyuzit pro stanoveni kovill ve vétSing pri-
rodnich vod. Zminéné rozmezi pH je velmi podobné oblas-
ti zji§téné pro sorpéni gel s Chelexem 100 (cit.*). Vyrazny
pokles zachytu Cd pii hodnoté pH 3 na gelu se Spheron-
Oxinem® je podobny chovani sorpéniho  gelu
s Chelexem 100 (cit.?).
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Viiv iontové sily

Vliv iontové sily na zachyt kovil na sorpénim gelu se
Spheron-Oxinem® byl sledovan pii pH 7 na modelovych
roztocich kadmia s koncentraci NaNO; rostouci az
k hodnoté odpovidajici koncentraci sodnych iontd
v motské vodg, a to v rozsahu 2,5-10° — 0,6 mol I"".
Z vysledki méfeni vyplynulo, Ze zména iontové sily
vramci experimentdlni nejistoty (<5 %) nemd vliv na
sorpci kadmia v celém rozsahu a ze tedy technika DGT
mize poskytovat spolehlivé vysledky jak pfi stanoveni
kovi ve velmi Cistych sladkych vodach, tak i ve vodach
moiskych. Zaroven vysledky ukazuji, Ze zachyt iontl pre-
chodnych kovt je znacné selektivni proti béznym alkalic-
kym kovim, které se mohou v pfirodnich systémech
s vysokou solnosti nachéazet az v nékolikatadovém prebyt-
ku vici koviim prechodnym.

Nekteré z predchozich studii uvadéji, ze koncentrace
nalezena technikou DGT ve vodach snizkou iontovou
silou mize byt nadhodnocena diky tomu, Ze sodna forma
iontoménice Chelexu 100, vytvarejici zaporny koncentrac-
ni gradient v difuznim gelu, mize ovliviiovat transport
iontd gelem v roztocich s nizkou iontovou silou < 2:107*
mol 1" (cit.*"). Rovn&Z v praci® byl zmifiovan vliv nizké
iontové sily (1-107 mol 1" NaNOs) na vysledky nalezené
technikou DGT. Podobné efekty vSak nebyly pfi pouziti
sorpénich gelii se Spheron-Oxinem® pozorovany, patrné
proto, ze funkéni skupiny nejsou pii pH blizkém neutralni-
mu v sodné form¢. Z tohoto pohledu se pouziti nového
sorpéniho gelu jevi vyhodné;jsi.

Vliv horecnatych iontii

Funkéni skupiny Chelexu 100 (kyselina iminodiocto-
va) a Spheron-Oxinu® (8-hydroxychinolin) tvoii relativné
stabilni komplexy s vapnikem a hoi¢ikem, které jsou velmi
Casto pfitomny v pfirodnich vodach. Jak vyplyvé z hodnot
konstant stability pro oba typy ligandi, pevnost komplexu

1.0

c DGT/C SOL:

pH 6 8

Obr. 2. Zavislost sorpce Cd, Cu a Ni na hodnoté pH vnéjsiho
roztoku stabilizovaného 0,02 mol 1" octanovym pufrem a s kon-
centraci kazdého z kovii 30 pg I”', A Cd, ® Cu, B Ni
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Obr. 3. Zavislost relativniho vytéZku ziachytu Cd na sorpénim
gelu obsahujicim Chelex 100 a Spheron-Oxin® na koncentraci
kyseliny iminodioctové (pH 7), ClDA v mol 17], DAPP/DTAB je
pomér zdanlivého a tabelovaného difuzniho koeficientu,
@® CHELEX 100, A SPEHERON-OXIN

hoiciku je proti komplexu vapniku vyssi. I kdyz je kon-
stanta stability komplexu 8-hydroxychinolinu s hotf¢ikem
nizsi ve srovnani s komplexy s Cd, Cu, Ni a Pb, mize pfi-
tomnost hoi¢iku ovliviiovat vysledky nalezené technikou
DGT v disledku mnohonéasobné vyssi koncentrace hotéiku
nez sledovanych pfechodnych kovi v pfirodnich vodach.
Z rozdilu konstant stability hotf¢iku a jednotlivych kovi
vyplyvé (konstanty stability komplexti kovi Mg, Cd, Cu,
Ni a Pb s kyselinou iminodioctovou do prvniho stupné B,
vyjadiené jako log B; ¢ini 2,94; 5,35; 10,55; 8,26 a 7,45;
apro komplexy s 8-hydroxychinolinem ¢ini 4,50; 7,20;
12,20; 9,90 a 9,02; cit.””**), Ze vliv hoi¢iku by se mé&l nej-
vice projevit na sorpci kadmia a nejméné na sorpci médi.
Proto byl zkoumén vliv pfitomnosti hot¢iku jako potenci-
alniho ptirodniho interferentu, ktery by mohl negativné
ovliviiovat vysledky ziskdvané technikou DGT.

Vliv ptitomnosti hofecnatych iontd pti pH 7 na sorpci
kovit v sorpcnich gelech s Chelexem 100 a se Spheron-
Oxinem® byl sledovan v rozmezi koncentraci 0—0,05 mol 1™
dusicnanu hotfecnatého. Horni mez intervalu odpovida
koncentraci hofecnatych ionti v moiské vodé. V celém
rozsahu koncentraci nemél v rdmci experimentalni nejisto-
ty (<5 %) obsah hotec¢natych iontl vliv na sorpci Cd, Cu,
Ni a Pb i pri teoretickém pietizeni kapacity diskd sorpc-
nich gelG hofe¢natymi ionty o dva fady a pfi molarnim
koncentraénim poméru hoic¢iku a sledovaného kovu 10°,
coz odpovida horni mezi zkoumaného intervalu. Tento
vliv se neprojevil ani pfi sorpci kadmia, kde by se mél vliv
hofeénatych ionti nejvice projevit. Afinita obou sorbentl
k iontdm alkalickych zemin je tedy niz§i, nez by se dalo
ocekavat podle analogie s homogennimi komplexnimi
rovnovahami v roztocich. Z vysledku také vyplyva, ze oba
typy sorpénich geli mohou byt pouzity pfi stanoveni kon-
centrace kovu ve vodach s vysokou tvrdosti.
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Obr. 4. Zavislost relativniho vytéZku zachytu Ni na sorp¢nim
gelu obsahujicim Chelex 100 a Spheron-Oxin® na koncentraci
kyseliny iminodioctové (pH 7), ClDA v mol 17], DAPP/DTAB je
pomér zdanlivého a tabelovaného difuzniho koeficientu,
® CHELEX 100, A SPEHERON-OXIN

Viiv kyseliny iminodioctové

Pii aplikaci jednotek DGT v ptirodnich systémech se
muze projevit vliv neékterych konkurujicich komplexujicich
slozek, jako napf. huminovych latek. Jako ligand, ktery by
simuloval vliv konkurujici latky pfitomné v ptirodnim vod-
ném systému, byla pro modelové experimenty vybrana kyse-
lina iminodioctova. Vliv tohoto konkuren¢niho ¢inidla na
vytézek zachytu Cd, Cu, Ni a Pb byl studovéan pfi pH 7 pro
sorpéni gely se Spheron-Oxinem® i s Chelexem 100.

Z vysledkil na obr. 3 a 4 je patrné, Ze s rustem koncent-
race kyseliny iminodioctové klesa koncentrace kovii stanove-
nych technikou DGT. Vliv rostouci koncentrace kyseliny
iminodioctové Cips na relativni vytézek zachytu je vyjadien
jako podil zdanlivého difuzniho koeficientu Dapp pro defino-
vanou koncentraci kyseliny iminodioctové a tabelovaného
difuzniho koeficientu Drap, odpovidajiciho nulové koncentra-
ci kyseliny iminodioctové. Pritom je zdanlivy difuzni koefici-
ent vyjadien ve smyslu 1. Fickova zékona jako tok iontd kovu
normalizovany na jednotkovou tloustku difuzni vrstvy a jed-
notkovou koncentraci kovu v roztoku. Zlom na kiivee zavis-
losti nastava jiz pii pomérné nizkych koncentracich konkuru-
jiciho ligandu. Podle odhadu dosahuje koncentrace funkénich
skupin v gelovém roztoku sorpéniho disku s Chelexem 100
hodnoty 3-102 mol I"". P¥i této koncentraci kyseliny iminodi-
octové ve vnéjSim roztoku by se mély koncentrace volnych
iontd kovll v obou roztocich vyrovnat. Z grafii 1ze tedy vyvo-
dit, ze se v roztoku s volnymi funk¢nimi skupinami tvori
stabilngjsi komplexy nez s fixovanymi v sorpénim gelu.

Priibéhy zavislosti pro sorpéni gely s Chelexem 100 i se
Spheron-Oxinem"” jsou velmi podobné (obr. 3 je pro jednodu-
chost uveden jen graf pro Cd). V rozmezi koncentraci kyseli-
ny iminodioctové 1-10°-1-10* mol I" vytézky kolisaji
v ramei experimentalni chyby (<5 %) oproti vysledku pro
nulovou koncentraci kyseliny iminodioctové (na obr. 3 a 4 je
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tento bod znazornén v hodnoté log Cipy = —12). Vytézek
zachytu kovil klesi pfi hodnoté 1-107 mol I"" kyseliny
iminodioctové, a to imérné konstantam stability kyseliny
iminodioctové s témito kovy (viz vyse).

U niklu byl na zakladé hodnot konstant stability pfed-
pokladan rozdil asi jeden a ptl fddu mezi sorpénim gelem
s Chelexem 100 a se Spheron-Oxinem”. Experimentalng
zjiStény rozdil ¢inil pfiblizné jeden fad (obr. 4), coz potvr-
dilo ptedpoklad sorpénich vlastnosti. Tohoto rozdilu lze
s vyhodou vyuzit ve speciacni analyze riiznych chemic-
kych forem niklu v realnych systémech. U Cd, Cu a Pb
vSak nebyly ocekavané rozdily vyplyvajici z rozdilu kon-
stant stability potvrzeny, coz je mozné pfisoudit vlivu po-
lyakrylamidového gelu na Spheron-Oxinu®. Vhodny po-
stup pfipravy sorpcnich gelti s neovlivnénymi vlastnostmi
funk¢nich skupin se proto v budoucnu bude muset jesté
cilen¢ zkoumat.

Tato prace byla uskutecnéna v ramci Vyzkumného
zameéru AVO 740310501 "Moderni analytické techniky pro
bioanalyzu, ekologii a nanotechnologie”.
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M. Gregu$ova™®, B. Dotekal’, and H. Do&ekalova®

(“ Institute of Chemistry and Technology of Environmental
Protection, Faculty of Chemistry, Brno University of Tech-
nology, Brno, * Institute of Analytical Chemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Brno): Characteriza-
tion of Resin Gels for Diffusive Gradient in Thin Films
Technique

The diffusive gradient in the film technique (DGT) is

a new approach to the in-situ determinations of labile
metal species in aquatic systems. The DGT device accu-
mulates labile species from solution and therefore con-
tamination problems associated with conventional collec-
tion and filtration procedures are eliminated. The tech-
nique employs a hydrogel layer to control the diffusive
transport of metals to a cation-exchange resin, which is
selective for free or weakly complexed metal ion species.
This study deals with the use of a new resin based on the
Spheron-Oxin® ion exchanger in the DGT technique. The
resin with a selectivity for trace metal species higher than
Chelex 100 could provide more information on metal
speciation in aquatic systems. Its performance was tested
for Cd, Cu, Ni and Pb under laboratory conditions. The
new resin provides reliable results in the pH range 6-8,
independently of ionic strength (25 mmol I"'= 0.6 mol 1)
and also in the presence of Mg(NOs), (10 pmol I -0.05
mol I™"). The effect of iminodiacetic acid, as a model com-
petitive ligand on the metal uptake measured by DGT
probe was also assessed.
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Druhy svazek série “Vyzkum a vyvoj lé¢iv je véno-
vany oblasti vyvoje 1éCiv a predstavuje volné pokraovani
prvniho dilu, ktery byl vénovan oblasti vyzkumu novych
1éCiv, pticemz logicky zapada do editorem vymezeného
konceptu vytvofit ucelenou fadu vénovanou farmaceutic-
kému pramyslu od vyzkumu v oblasti novych biologicky
aktivnich struktur pfes vyvoj procesu, vyrobu, klinické
testovani az po marketing. Podle slov editora M. S.
Chorghadeho by tak toto encyklopedicky pojaté dilo mélo
zaplnit mezeru, kterou predstavuje popis tak komplexniho
procesu, kterym se kazdodenné zabyvaji farmaceutické
firmy. Moderni vyzkum a vyvoj 1é¢iv v dnesnich dnech
vyzaduje spolupraci Sirokého spektra odbornikll z Casto
velmi vzdalenych oblasti lidské ¢innosti, jako jsou védecti
pracovnici z oblasti chemie, biologie, mediciny, farmako-
logie, ptes techniky z inzenyrskych oblasti az po marketin-
gové a dalsi ekonomicko-pravnické profese. Editor védom
si této skutecnosti oslovil fadu odborniki a tymul pracuji-
cich v jednotlivych oblastech vyzkumu, vyvoje a prodeje
farmaceutickych substanci, ktefi vytvofili jednotlivé kapi-
toly vénované vyznamnym tématiim na cesté vyvoje far-
maceutického procesu.

Publikace “Vyzkum a vyvoj 1éCiv* v patnacti kapito-
lach detailné popisuje dilezité etapy vyvoje farmaceutic-

kych substanci. Ngkteré kapitoly jsou vénovany
“modernim“ tématim farmaceutického primyslu, napf.
screeningu  biologicky aktivnich latek obsazenych

v rostlindch a jejich vyuZiti pro inspiraci k syntéze jejich
analog, steroselektivnim aspektim syntézy 1éCiv, uloze
stereoselektivnich katalytickych systémi, technologické-
mu aspektu “zvétSeni meétitka®, problematice soli a poly-
morfismu, roli ,,outsourcingu® pii vyrobé 1éciv, legislativ-
nim aspektim spojenym s vyrobnim procesem, databazo-
vym systémum a jejich vyuziti pti vyhledavani 1é¢iv, kli-
nickému vyzkumu atd.

Publikace “Vyzkum a vyvoj 1éCiv* je zajimavym po-
kusem obsahnout komplexni proces, ktery zacina syntézou
potencialné biologicky aktivni substance a konci jejim
uspésnym zavedenim na trh. Zda se tento ukol, ktery si
editor vytycil, zdafil, asi nejlépe posoudi sami Ctenafi,
mezi které bude patfit Siroka obec pracovnikii farmaceutic-
kého prumyslu, stejné jako Ctenafi se zajmem o uvedenou

218

oblast. V kazdém piipadé lze konstatovat, Ze jednotlivé
kapitoly vénované vyznamnym oblastem vyzkumu a vyvo-
je farmaceutickych substanci predstavuji velmi kvalitné
sepsana review na dand témata, ktera nesou vSechny znaky
textl psanych odborniky s dlouholetou praxi v uvedenych
oborech. Ctenaiskou komunitou publikace “Vyzkum
a vyvoj léciv by mély byt rovnéz studenti farmaceutic-
kych oborti, kterym texty jednotlivych kapitol pomohou
odhalit zajimava témata soucasného farmaceutického pru-
myslu a umoZzni vytvofit komplexnéjsi obraz tohoto vy-
znamného primyslového odvétvi.

Petr Kacer
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Koncept ptedkladané publikace je plné vystizen jejim
nazvem a je zaméfen na osud léc¢iva v organismu
s dirazem na etapu metabolickych pfemén 1éCiva jako
velmi dalezitych pochodd, které je nutné respektovat jiz
v ranych stadiich vyzkumu a vyvoje novych 1é¢iv. Snahou
autoril je zafazeni a respektovani dilezitosti farmakokine-
tiky jako samostatného odvétvi vramci farmakologie,
potazmo medicinalni chemie a zdlraznéni jejiho neopomi-
nutelného vyznamu pii ndvrhu a vyvoji novych 1éciv, jeli-
koz pouze porozuméni a respektovani farmakokinetickych
zakonitosti muize vést k uspé$nému vyvoji nového 1éCiva,
jehoz ucinnost byla primarné potvrzena in vitro.

Publikace  “Farmakokinetika ~a  metabolismus
pfi navrhu novych 1é¢iv* je vyvazenym textem, v kterém
lze nalézt podrobné popsané zékladni kapitoly farmakoki-
netiky, které¢ byva dosti Casto zcela neopodstatnéné ve
farmakologickych textech vé&novdan pouze omezeny
prostor. Rovnéz jsou zde popsany nové oblasti, které se
v ramci farmakokinetiky rozvinuly v poslednim desetileti.
Zakladni linie jednotlivych kapitol (Fyzikalni aspekty far-
makokinetiky, Adsorpce, Distribuce, Clearence, Renalni
clerence, Jaterni ,,metabolickd clearence, Vzijemné in-
terakce 1é¢iv, Toxicita 1éCiv atd.) je vedena zdmérem auto-
r kazdou ¢ast roz¢lenit na popis fundamentalnich principd
a na konkrétnich prikladech ukazat jejich vyznam pro na-
vrh a vyvoj novych 1é¢iv. Tento aspekt je nutné vyzdvih-
nout s ohledem na dlouholetou praktickou zkuSenost auto-



Chem. Listy 102, 218-219 (2008)

ra v oblasti vyzkumu a vyvoje novych 1é¢iv ve farmaceu-
tickych firméach Astra-Zeneca, ptipadné Pfizer, stejné jako
jejich “cit” pro predavani informaci a zkusenosti z jejich
pasobeni v universitnim prostfedi (University Liverpool,
University Bern, University Basel). Vysledkem je pak
vysoce konsistentni, vyvadZeny, modern¢ pojaty text farma-
kokinetiky, ktery neopomine zadnou z kapitol uvedeného
odvétvi a rovnéZ nenechd Zadnou z prezentovanych ¢asti
expandovat do oblasti vysoce specializované, kterd by
nespliiovala podminku zékladniho farmakokinetického
textu.

Knizni publikace “Farmakokinetika a metabolismus
pfi navrhu novych [éCiv* je koncepéné sestavena tak, Ze
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neni urCena pouze pro skupinu odbornikll pracujicich
v oblasti farmakokinetickych studii, ale poskytuje pohled
na uvedenou oblast mnohem S$irSimu okruhu ¢tenafu, a to
1 tém, ktefi nejsou s uvedenou oblasti detailn¢ sezndmeni.
Text publikace je mimoradné Ctivy a lze jej proto doporu-
¢it nejen Etenaifim zajimajicim se o oblast vyzkumu a vy-
voje novych 1éCiv, pfipadné studentim, kteti pociti nedo-
stateCny rozsah farmakokinetickych kapitol pfi studiu far-
makologickych, pfipadné¢ farmaceutickych oborta, ale
vSem, ktefi se citi osloveni oblasti interakce 1é¢iva s Zivym
organismem.

Petr Kacer
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on lowering the barrier to cis—frans isomerization of 1,2-dimethyl-
cyclopropane. Lemal and coworkers have shown that geminal fluorination
actually stabilizes [2.2.2]propellane toward ring opening. In order to
understand these very different effects of geminal fluorination, ab initio
calculations have been performed and, from the results, explanations
proposed and experimentally testable predictions made.

Speaker: Professor Wes Borden

Department of Chemistry
University of North Texas, Denton, Texas, USA

UOCHB AV CR

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.
Flemingovo nam. 2, Praha 6

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz



Ceska spole¢nost chemicka

Sekretariat a redakce Chemickych lista
Novotného lavka 5

116 68 Praha 1

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

Proc se stat ¢lenem Ceské spole¢nosti chemické

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

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

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

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

moznost objednani pedplatného Chemickych listi s vyznamnymi slevami,

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

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

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

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

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

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

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

vedle individualniho ¢lenstvi je mozné kolektivni ¢lenstvi firem,

a fadu dalSich sluzeb.

Jak se stat ¢lenem CSCH

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

Vysi ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh predsednictva hlavni vybor CSCH.
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60. JUBILEgNi SJEZD Asoc;lAci (“:ESK}’{CH ,
A SLOVENSKYCH CHEMICKYCH SPOLECNOSTI

Olomouc 1. — 4. zari 2008

Odborné sekce:

— Anorganicka chemie (véetné bioanorganické); Garant: Tomas Wagner; Sponzor sekce MERCI
— Organicka chemie (v¢etné bioorganické a farmaceutické); Garant: Jan Hlavac; Sponzor sekce FARMAK
— Analyticka chemie (véetné bioanalytické); Garantka: Eva Tesafova; Sponzor sekce SHIMADZU
— Prirodni latky (fytoceutika, biologicka aktivita, fytofarmaka); Garant: Vladimir K¥en; Sponzor sekce TEVA
— Chemické vzdé€lavani, historie a populariza,ce chemie; Garanti: Hana Ctrnactova, Juraj Seveik;
Sponzor sekce UNIVERZITA PALACKEHO ve spolupraci s projektem MedVed
— Primyslova chemie (ChemProgres); Garant: Jiti Hanika; Sponzor sekce SPOLCHEMIE
— Teoreticka a fyzikalni chemie; Garant: Jaroslav Koca; Sponzor sskce THERMOFISCHER (dfive SPECTRONEX)
— Potravinafska chemie (vcetné funkénich potravin, nutraceutik a dopliki stravy); Garant: Vladimir Filip;
Sponzor sekce MERCK

Program:

Pondéli 1. 9. 2008 (Moravské divadlo)
Slavnostni zahéjeni
J.-M. Lehn: From Supramolecular Chemistry to Constitutional Dynamic Chemistry
Vecer na uvitanou

Utery 2. 9. (Regionalni centrum Olomouc)
Irena Valterova: Biosyntéza hmyzich feromonii
Lubor FiSera: 1,3-Dipoldarne cykloadicie chirdlnych nitronov a ich vyuZitie v syntéze
Prednasky v sekcich, minisymposia
Plakatova sdéleni (Umélecké centrum Univerzity Palackého)
Vystava firem (Umélecké centrum Univerzity Palackého)
Setkdni u moravskych vin

Stieda 3. 9. (Regionalni centrum Olomouc)
Miloslav Frumar: Rychlé reversibilni zmény amorfni — krystalickd faze a nové materialy pro optické a elektrické
paméti vysoké hustoty
Karel Lemr: Hmotnostni spektrometrie — od elektrického vyboje k zobrazovani tkani
Prednasky v sekcich, minisymposia
VyhlaSeni vitézi plakdtovych sdéleni a spolecensky vecer
Ctvrtek 4. 9.
Exkurze, vylety (www.ckpressburg.cz)

www.sjezd2008.upol.cz
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