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Uvodnik

' MERCK

Redakce casopisu Chemicke listy

dekuje firme Merck za jeji podporu aktivit

Ceske spolecnosti chemicke

10 let soutéZe o cenu firmy Merck

Ve dnech 5. a 6. unora 2007 probéhl v aredlu konfe-
rencniho centra VSCHT Praha na Jiznim Mésté jubilejni
10. rocnik soutéZe o nejlepsi studentskou védeckou praci
v oboru analyticka chemie o cenu firmy Merck. Kromé
pFijemné povinnosti podékovat organizatoriim této soutéze
z Ustavu analytické chemie VSCHT Praha pod vedenim
doc. RNDr. Pavla Matéjky, CSc. za dokonalou organizaci
a vytvoreni velmi prijemného a diistojného prostredi, se mi
tak naskytla moznost ohlédnout se za uplynulym desetile-
tim. Cinim tak pravé v ivodniku k tomuto Cislu Chemic-
kych listii, kde jsou shromazdény vybrané soutézni prdace
dokumentujici podle mého ndazoru neustdale rostouci iiro-
ven této souteze. Jako clen poroty témer vsech rocniki
s potésenim sleduji rostouct formalni i obsahovou urover
soutéznich prezentaci, kterd podle mého ndzoru odrazi
rostouci uroven vedecko-pedagogické prace reprezentova-
nych kateder a ustavii analytické chemie. Rad bych této
prilezitosti vyuzil k odpovedi na dvé otazky, které jsou mi
v souvislosti s touto soutézi casto kladeny: pro¢ odborna
skupina analytické chemie zvolila pravé tuto formu soutéze
zalozenou na verejné prezentaci soutéznich praci pred
Sirokym kolektivem soutézicich a porotcii a proc usilujeme
o0 otisténi vybranych soutéznich praci v ¢asopise Chemické
listy. V odpovédi na prvni otdazku bych rdd zduraznil, Ze
predchozi forma soutéze o nejlepsi diplomovou praci
z oboru analytické chemie se neosvédcila jednak proto, zZe
Ize obtizné posoudit skutecny podil diplomanta na kvalité
odevzdané diplomové prace a jednak proto, zZe vysledky
soutéze musely pochopitelné byt vyhlasovany s nékolika-
mésicnim zpoZdénim a v té dobé bylo obtizné vypatrat
misto aktudlniho pobytu soutéZicich. Mnohem vetsi roli
vSak hrdla skutecnost, Ze tato dodatecnd forma nijak vy-
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razné neprispivala k aktivizaci studentii analytické chemie.
Pravy opak plati a soutézi o cenu firmy Merck v jeji sou-
casné podobé, za kterou vdécime jednak laskavému spon-
zorovani firmy Merck a jednak praci Sirokého kolektivu
pracovnikii ze vSech kateder Ci ustavii analytické chemie,
kde se tato soutéz postupné konala. Hldsi se do ni a casto
velmi uspésné vystupuji i studenti nizsich rocnikii a prijem-
na odbornd i spolecenskd atmosféra soutéze sama pritahu-
Je soutezici. Tomu bezesporu napomdaha i vétsi pocet oce-
nénych soutézicich na rozdil od rady dalsich cen, kde
., Vitez bere vSe*, coz cini trochu potize pri ziskavani soute-
zicich, kteri ¢asto maji pocit, Ze na nejvyssi stupen stejné
nedosahnou. V pripadé soutéze o cenu firmy Merck lze bez
nadsazky Fici, Ze samotnd nominace studenta do této sou-
teze je jeho uspéchem, takze studenti skutecné maji pocit
naplnéni starého olympijského hesla ,, neni dilezité vyhrit,
ale zucastnit se”. Stejné nasnadé je i odpovéd na druhou
otazku. Otisténi vybranych soutéznich praci v nasem caso-
pise jednak , zviditeliuje* tuto soutéz a jednak vytvari
budouci zarodek nového autorského kolektivu pro nds
casopis. A to je véc, bez niz se zZadny slusny chemicky ca-
sopis pochopitelné neobejde. Navic mam pocit, zZe vétsina
soutéznich praci ma uroven, za niz se ani studenti ani je-
Jjich pracovisté rozhodné nemusi stydet. Na zaver bych —
kromé radostné povinnosti podékovat firmé Merck za ves-
kerou jeji mnohostrannou a velmi ic¢innou podporu cin-
nosti Ceské spolecnosti chemické — rad vyslovil prani, aby
webovské  stranky této soutéze (http://www.csch.cz/
merck.html) se i v pristim desetileti utéSené rozristaly
a aby vSichni soutéZici i organizdtori soutéze méli i nadale
dobry pocit, ze délaji néco uzitecného.

Jiri Barek
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1. Uvod — Pittcon 2005

Kazdoro¢né se v USA kond vyznamna konference
Pittcon, kde jsou ptedstavovany nejnovéjsi vyrobky a ino-
vace v oblasti analytické chemie. Jedna se o nejvétsi vysta-
vu svého druhu na svété. Vramci vystavy je vénovan
znacny prostor také separanim technikdm. Na zikladeé
poznatkd z konference konané v roce 2005 lze strucné
shrnout soucasné trendy v oblasti vysokoucinné chromato-
grafie do nékolika nasledujicich bodi':
zkracovani kolon a zmensSovani velikosti ¢astic sor-
bentu,
pouzivani kolon s mens$im vnitinim primérem, tj.
mikro a kapilarnich kolon,
komplexni miniaturizace celych separa¢nich systémtl,
diiraz na automatizaci analyz,
vyuziti ultravysokych tlakil v chromatografii,
stale rostouci vyznam techniky LC-MS.

V poslednich letech je patrna silna tendence ke
zmenSovani rozmérd zrn/Castic sorbentl. Pied deseti lety
byly nejpouzivanéjsi stacionarni faze 5 um, dnes jsou nej-
roz8ifenéjsi faze 3 um. Stdle béznéji jsou komeréné do-
stupné i sorbenty s velikosti ¢astic pod 2 pm. Zmensovani
sorbentu jde ruku v ruce se zkracovanim chromatografic-
kych kolon. Vysledkem je podstatné zkraceni dob analyz
bez ztraty ucinnosti ve srovnani se separacemi provedeny-
mi na kolonach tradi¢ni délky (25 cm) plnénych 5 pm
sorbentem. Doby analyz na kratkych kolonéach (5 cm, 2 cm
i mensich) urcenych pro tzv. rychlou chromatografii byvaji
kolem 1 az 2 minut. Tyto kolony jsou s vyhodou uzivany
zejména pro tzv. vysokoprostupné (,,high-throughput®)
analyzy v oblastech, kde jsou denné zpracovavany stovky
az tisice vzorkd. Jako ptiklad 1ze uvést chromatografickou
analyzu kombinatoridlnich knihoven. Kratké kolony se ale
zaCinaji prosazovat iv,béZnych® chromatografickych
aplikacich a cela fada firem poskytuje rostouci sortiment
kolon téchto novych formatt.

Vedle zkracovani kolon dochazi postupné také ke
zmenSovani jejich vnitiniho priméru. Tradiéni prameér
analytickych kolon 4,6 mm je postupn¢ opoustén a nahra-

vvvvvv

S nastupem techniky LC-MS vzrostla popularita kolon
o priméru 2 mm a menSim. Tento trend souvisi nejen se
snahou o zrychleni analyz, ale také s tUsilim o zlepSeni
ekonomiky provozu chromatografickych  laboratofi
a vneposledni tadé i s hledisky ekologickymi. Spotieba
mobilnich fazi, obvykle obsahujicich organicka rozpousté-
dla, a mnozstvi vznikajicich odpad mize byt timto zpiso-
bem faddové snizeno. Navic nové se rozvijejici obory, napt.
proteomika, vyZzaduji provadéni separaci v kolonach kapi-
larnich a mensich, protoZze mnozstvi vzorkli byvaji velmi
malé a naroky na mez detekce vysoké. Splnéni téchto po-
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zadavkd klade velké naroky nejen na vyvoj stale lepsich
sorbenttl, ale i instrumentélnich systémii. Cerpadla mobilni
faze musi generovat potiebné tlaky, mimokolonové obje-
my je tfeba minimalizovat stejn¢ jako rozméry detekEnich
cel, pfislusné Casové konstanty musi byt sniZzeny apod.
Podrobnéjsi diskuse novych trendil v oblasti chromatogra-
fické instrumentace je ovSem mimo ramec tohoto piispév-
ku. Nicméné, v této souvislosti je vhodné alesponi upozor-
nit na prvni komeréni systém pro ultravysokoucinnou ka-
palinovou chromatografii (UPLC) schopny generovat tlaky
kolem 100 MPa (Waters), ktery byl piedstaven na vystaveé
Pittcon 2005. Pozoruhodny je také prvni komeréni HPLC-
Cip s LC-MS rozhranim (Agilent Technologies), ktery
vyuziva mikrofluidni technologii a integruje na ploSe men-
§i nez kreditni karta obohacovaci kolonu, analytickou ko-
lonu, Sesticestny ventil, elektrosprejovou jehlu, elektrické
kontakty a identifika¢ni mikrocip. Je ziejmé, Ze pravé mi-
niaturizace je v soucasnosti jednim zhlavnich smért
v oblasti separacnich technik, kde se otevira obrovské pole
pusobnosti nejen pro dalsi rozvoj instrumentace, ale i vy-
voj novych stacionarnich fazi.

Pokud se jednd o separacni mody HPLC, je mozno
konstatovat, ze déleni na reverznich fazich (RP) je stale
nejrozsitenéjsi technikou, pfitom dominantni postaveni
Iu. Ze silikagelovych RP jsou dlouhodobé nejpopularné;jsi
C;s modifikace stim, Ze tyto faze pifedstavovaly kolem
50 % vsech RP kolon nové uvadénych na trh v roce 2005.
S velkym odstupem nasleduji modifikace Cs (13 %), fluo-
rované faze, alkylované faze s fetézci delsimi nez 18 uhli-
ku, fenylové faze, faze se zabudovanou polarni funkéni
skupinou, C, modifikace a dalsi. Vedle silikagelovych
partikuldrnich sorbenti se v moderni RP-HPLC stale vice
prosazuji materialy nové, jako napf. anorganicko-
organické hybridy a modifikované oxidy kovii. Velmi
perspektivni jsou také monolitické kolony.

2. Soucasné trendy ve vyvoji HPLC sorbenti

Ackoliv vysokoucinnd kapalinova chromatografie
patii ke ,,zralym® analytickym technikdm, tempo vyvoje
sorbentd rozhodné nepolevuje a na trh jsou uvadény stale
pokrocilejsi materidly s lepSimi vlastnostmi. Tyto inovace
prinaseji nejen nové chemické modifikace na stavajicich
matricich, ale také vyuZziti modernéjSich matric a zmény
vlastniho formatu separacniho loze.

2.1. Porézni sorbenty

Porézni sorbenty si zachovavaji dlouhobobé domi-
nantni postaveni v HPLC. Zacatkem sedmdesatych let byl
pripraven mikropartikularni silikagel s velikosti zrn mensi
nez 10 pm. Brzy poté byly ptipraveny jeho prvni chemic-
ky modifikované formy, vcetné reverzni faze. Zpocatku
byly ¢éstice silikagelu nepravidelného tvaru, ale postupné
se podafilo zvladnout technologii vyroby vedouci ke sfé-
rickym ¢asticim, a tak zlepsit separacni t€innost, ale i dalsi
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vlastnosti vyslednych sorbentt.

Jednim z cilt pfi vyvoji novych chromatografickych
sorbenti vzdy bylo dosazeni vysoké separacni ucinnosti,
ktera tzce souvisi s morfologii poréznich Castic. VéEtSina
povrchu typickych poréznich sorbentd je tvotena difuziv-
nimi pdéry. ZmenSeni velikosti €astic sorbentu zlepSuje
inter- i intra-partikularni pfenos hmoty. V porézni ¢astici
putuje solut z pohybujici se mobilni faze do stagnantni
mobilni faze, a pak do stacionarni faze uvnité pord, kde
dochézi k jeho interakci. Nasledné se analyt uvolni ze sta-
cionarni faze a musi difundovat zpét do pohybujici se mo-
bilni faze. Timto mnohonasobné se opakujicim procesem
analyt postupuje kolonou. V pfipadé pouziti malych zrn
sorbentu je difuzni proces rychlejsi. Pomaly pfenos hmoty
ve stacionarni fazi byva hlavni pfi¢inou malé separacni
ucinnosti spojené s rozsifovanim pikl a nasledné nedosta-
teCnym chromatografickym rozliSenim. Vyroba sférickych
plné poréznich Castic fizené velikosti (a s tzkou distribuci)
je v soucasnosti dobie zvladnuta. Jak bylo vySe uvedeno,
v oblasti poréznich Castic jsme v soucasnosti svédky po-
kracujiciho trendu, ktery byl ,,nastartovan® jiz v 90. letech,
tedy zmensSovani velikosti sorbentu, zkracovani, a také
zmenSovani primeéru kolon.

2.2. Neporézni a povrchoveé porézni
sorbenty

Snaha o urychleni pfenosu hmoty ve stacionarni fazi
vedla k vyvoji neporéznich materialli. Lze je rozdé&lit na
neporézni silikagelové a neporézni polymerni ¢éstice. Ne-
porézni sorbenty pfipominaji chromatografické naplné
uzivané v pocatcich HPLC, lisi se vSak velikosti. Soucasné
neporézni &astice maji rozméry kolem 2 um (viz cit.%).
Vlastni stacionarni faze je nanesena ve velice tenké vrstveé
na povrchu neprostupné mikrocastice. Pfenos hmoty ve
stacionarni fazi je velmi rychly a vysoké ucinnosti jsou
dosahovany i pfi velkych pritocich mobilni fize nejen pfi
déleni malych molekul, ale i syntetickych polymert a bio-
makromolekul®. Nevyhodou téchto materialil je jejich mala
sorpéni kapacita v disledku znaéné omezené velikosti
povrchu stacionarni faze. Uvedené sorbenty lze snadno
pretizit, a proto nejsou vhodné pro preparativni déleni.
Navic vzhledem k malym rozmériim ¢éstic sorbentu se na
kolonach generuje vysoky tlak, podstatné vys$i nez na
mikropartikuldrnich pln€ poréznich sorbentech s velikosti
5 pm.

Povrchové porézni sorbenty jsou podobné neporéz-
nim, ale neprostupné jadro byva vétsi, kolem 5 pum, a vrst-
va stacionarni faze silnéjsi. Tlaky na kolon€ plnéné témito
materialy jsou tedy niz$i nez na kolonach s neporéznimi
sorbenty, naopak sorpcni kapacita je vétsi, a pfitom dosa-
hované Gc¢innosti byvaji leps$i nez na pIné poréznich mate-
ridlech.

2.3. Perfuzni sorbenty

Perfuzni sorbenty byly vyvinuty Afeyanem, Regnie-
rem a spol.*” a komercializovany firmou Perseprive Biosys-
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tems (Massachusetts, USA) koncem 80. let. Uvedené sor-
benty jsou urceny predevsim pro separace biomakromole-
kul. Na rozdil od konvenc¢nich poréznich materialti obsahuji
perfuzni sorbenty dva typy pért: difuzivni a tzv. ,,through
pores®. Difuzivni pory jsou analogické jako u béznych po-
réznich sorbentll a zajiStuji dostatecnou sorpcni kapacitu
materialu, protoze vétsina povrchu sorbentu je tvofena pra-
ve¢ témito pory. ,,Through pores* jsou fadové vétsich roz-
meért a diky nim ¢ast mobilni faze prochazi pfimo zrny
sorbentu. Tak se vytvari konvektivni proudéni uvnitf ¢astic
a vyrazné se zrychluje pfenos hmoty ve stacionarni fazi.
Vysledkem je vysoka separacni ucinnost i pfi rychlych
analyzach makromolekul.

Komer¢ni perfuzni materialy jsou polymerni sorbenty
ponékud vétsich rozmérd nez v soucasnosti vyrabéné po-
rézni stacionarni faze, bézn¢ nad 12 um. Jejich velkou
prednosti je nejen vysoka separacni ucinnost, ale i dobra
rigidita pii znacnych pritokovym rychlostech mobilni
faze.

2.4. Monolity

Na rozdil od partikularnich sorbentt, kdy je chroma-
tografickd kolona naplnéna velkym mnozstvim jednotli-
vych zrn vhodného materialu, monolitick4 kolona obsahu-
je pouze jeden blok zhotoveny z porézni hmoty. Podobné
jako u perfuznich sorbentli monolity obsahuji dva typy
port odlisnych velikosti (viz 2.3.). Rozdil ovSem spociva
v tom, Ze monolitem prochazi v§echna mobilni faze, ¢imz
je dosazeno jesté rychlejsiho prenosu hmoty. Monolitické
kolony se velmi rychle prosazuji vSude tam, kde je tfeba
provadét rychlé a ultra rychlé separace. Vzhledem k velké
sorpéni kapacité jsou velmi dobfe pouzitelné pro déleni
v preparativnim méfitku. Soucasné s tim maji také vynika-
jici pfedpoklady pro aplikace v mikrométitku. Mohou byt
zhotoveny v nejruznéjSich geometriich. Jejich pfiprava,
zvlasté rigidnich polymernich monolitii, je pfitom mimo-
fadné jednoducha. V soucasné dob¢ se velmi rychle prosa-
zuji 1 komer¢né. Vzhledem k pievratnosti konceptu bude
monolitim dale vénovana samostatna kapitola.

3. Vybrané moderni stacionarni faze
pro RP-HPLC

Vyvoj novych materidld pro chromatografii
v obraceném modu neni zdaleka ukoncen a lze jej povazo-
vat za kontinualni proces. Kvalita sorbenti se stale zvySuje
vyrobnich procest, vyuziti novych poznatki atd. Rada
zlepSeni nema charakter revolu¢nich zmén, ¢astéji se jedna
spise o pozvolny plynuly proces. Piesto ale ob¢as dochazi
i ke zménam zasadnim, které oteviraji nové moznosti
a pfedurcuji budouci trendy. V néasledujici ¢asti bude
vénovana pozornost vybranym aspektim, které podstatné
ovlivnily rozvoj a souCasny stav stacionarnich fazi pro
RP-HPLC.
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3.1. Reverzni faze na bazi silikagelu —
stru¢ny vyvoj a soucasny stav

Reverzni fize na bazi silikagelu, a zejména okta-
decylova (C;g) modifikace, pfedstavuji stale nejrozsirenéjsi
typ sorbenti v HPLC. Podle odhadti v odborné literatufe
existuje na trhu vice nez 400 t&chto vazanych fazi®. Jejich
vlastnosti se ovSem vzajemné podstatné lisi v zavislosti na
mnoha faktorech. Atraktivita silikagelu, jako vychozi mat-
rice pro naslednou chemickou modifikaci vedouci ke vzni-
ku reverzni faze, je dana fadou jeho vynikajicich vlastnos-
ti:
— moznost pfipravy monodisperznich ¢astic sorbentu,
moznost ,,]Jadéni* velikosti a distribuce poru,
moznost piipravy sorbentu s velkym specifickym po-
vrchem,
snadnd chemicka modifikovatelnost povrchu, a tedy
moznost ptipravy celé fady modifikaci véetné obrace-
nych fazi,
vysokd mechanicka stabilita.

Chemii silikagelu byly vénovany pékné piehledné
¢lanky a knihy, napt.””.

Silikagel pro kapalinovou chromatografii ma nejcas-
téji porézni amorfni formu o sloZeni SiO, - x H,O. Voda je
chemicky vazana v nestechiometrickém mnozstvi za vzni-
ku silanolovych skupin Si-OH. Pro HPLC v analytickém
méfitku se v soucasné dobé¢ nejcastéji uziva porézni sili-
kagel o velikosti ¢astic 3—5 pm, s povrchem v rozmezi od
50-500 m *g™" a velikosti porti kolem 10 nm. Silanolové sku-
piny ud€luji povrchu silikagelu polarni charakter a jsou pro
svoji reaktivitu vyuzivany k pripraveé kovalentné vazanych
fazi. Koncentrace silanolii na pln¢ hydroxylovaném sili-
kagelu je obvykle kolem 9,0 pmol m™ Na obr. I jsou
znazornény ruzné typy silanolovych skupin, které jsou
v nestejné mife rozprostieny na povrchu silikagelu a vyka-
zuji rozdilnou kyselost. Silanolové skupiny a jejich typ
maji velky vliv na chromatografické chovani silikagelu.
Diky silanolovym skupindm ma silikagel vlastnosti ménice
kationtii. V prostiedi pufrii jsou protony silanolovych sku-
pin vyménovany za kationty elektrolytu. Tento proces je
siln€ zavisly na pH mobilni faze a na vlastnostech silikage-
lu. Hodnota pK, silanolovych skupin je teoreticky rovna 7,
ale prakticky byva podstatnd nizsi, kolem 4 (cit.').
V literatufe uvadéné hodnoty je tfeba vzdy chapat jen jako
primérné. Ve skutecnosti mohou byt, a byvaji, na povrchu
silikagelu silanoly zna¢né rizné kyselosti a je znadmo, Ze
ivelmi mald populace extrémné kyselych silanolovych
sktlngl mize zasadné ménit vlastnosti sorbentu jako cel-
ku

Reverzni fize na bazi silikagelu jsou dnes nejbéznéji
pfipravovéany reakci vhodného monofunkéniho organosila-
nu (napf. ethoxydi(methyl)oktadecylsilanu) se silikagelem.
Kovalentné vazany alifaticky fetézec, kterym je nejCastéji
oktadecylova nebo oktylova skupina, udéluje vzniklé staci-
onarni fazi hydrofobni charakter. Je ovSem prokazéano, ze
silanizace vede ke zreagovani jen asi poloviny vSech pfi-
tomnych silanolovych skupin na povrchu silikagelu'. Za
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Obr. 1. Ruazné typy funkénich skupin na povrchu silikagelu;

1 — vicinalni silanolové skupiny; 2 — geminalni silanolové skupi-
ny; 3 — siloxanové skupiny; 4 — asociované silanolové skupiny;
5 — izolovana silanolova skupina

jistych okolnosti se zbytkové silanoly mohou spolupodilet
(vedle zadouci hydrofobni interakce) na retenci analytd.
Tato obvykle nezadouci interakce je Casto doprovazena
snizenim separa¢ni ucinnosti a chvostovanim pikt. Uvede-
ny efekt se projevuje pfedevsim pfi déleni bazickych latek,
které mohou byt protonizovany, coz vede k jejich zadrzo-
vani na deprotonizovanych silanolech elektrostatickou
interakci. Pravé  tyto nezadouci sekundarni iontové-
vyménné interakce na povrchu silikagelovych reverznich
fazi vzdy do jisté miry omezovaly jejich univerzalni pouZi-
telnost. Jednoduché feSeni tohoto problému, tj. snizeni
protonizace baze zvySenim pH pufru, totiz neni mozné
vzhledem k rozpustnosti silikagelu pfi vys$im pH. Elimi-
naci nebo alespon potlaceni iontové vymény na reverznich
silikagelovych fazich bylo vénovano mimotadné Usili také
proto, ze cela tfada dilezitych analytd (IéCiv apod.) ma
bazickou povahu.

3.1.1. Zlepseni kvality vychoziho silikagelu

Koncem 80. a zacatkem 90. let bylo jasn¢ ukazano, Ze
kvalita vychoziho silikagelu (pfed jeho modifikaci na re-
verzni fazi) ma mimofadnou dulezitost. Zadna nasledujici
chemicka modifikace nevede ke vzniku kvalitni reverzni
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faze, pokud samotny vychozi material nema vhodné
a dobfe kontrolované vlastnosti. V tomto sméru byly velmi
prinosné prace Kohlera a Kirklanda, ktefi experimentalné
prokazali tehdy pomeérné piekvapivou skutecnost, Ze re-
verzni faze s omezenou nezadouci sorpci bazickych latek
jsou pfipraveny na téch silikagelech, které pred RP modifi-
kaci nesou velké mnozstvi homogenné distribuovanych
asociovanych silanolovych skupin. Naopak pfitomnost
malého poctu silanold, a zvlasté silné kyselych izolova-
nych silanoli, je nevhodna”®. Nawrocki a spol. hledali
pri¢iny velké kyselosti nékterych silanolovych skupin
a v této souvislosti odhalili negativni roli kovovych necis-
tot v silikagelové matrici'*. Na zdkladé uvedenych po-
znatkd se zacalo intenzivné pracovat na vyvoji tzv. bazic-
ky deaktivovanych fazi (,,base deactivated phases®). Vétsi-
nou $lo o pfipravu velmi ¢istého silikagelu s homogenni
distribuci asociovanych silanolovych skupin. (V souvislos-
ti s velmi Cistymi silikagely se kromé oznaceni ,,base de-
activated silica® muzeme v odborné literatufe setkat také
s oznacenim ,,type B silica®.) Dnes jiz prakticky vSechny
svétové vyznamné chromatografické firmy vyrabéji a pro
pfipravu vazanych fazi pouzivaji ultracisté silikagely uve-
deného typu. Vyrobni technologie je zvladnuta natolik, ze
vyrobci s kolonou dodavaji i detailni informace o fyzikal-
né-chemickych vlastnostech sorbentu. Pro jejich charakte-
rizaci se vyuzivaji moderni analytické metody jako infra-
Cervena spektroskopie a nukledrni magnetické rezonance
v kombinaci s fadou chromatografickych testd. Vzhledem
k tomu, Ze silikagel je pfipravovéan z velmi ¢istych vstup-
nich surovin za dikladné kontrolovanych podminek, 1ze
dnes napf. mnozstvi pfimési kovii v matrici kontrolovat na
arovni jednotek miligrami na kilogram (ppm) sorbentu a
méng. Vysledné reverzni faze poskytuji pro vétSinu latek,
véetné bazickych, symetrické piky s vysokou ucinnosti
nejen v kyselych mobilnich fazich, ale i pfi neutralnim pH.

3.1.2. Zlepseni chemické odolnosti reverznich

silikagelovych fazi

Jednou z velkych slabin reverznich fazi na bazi sili-
kagelu je jejich omezena stabilita v bazickém a silné kyse-
1ém prostiedi. Rozpustnost silikagelu ve vodném prostiedi
je siln¢ zavisla na jeho formé a fyzikalné-chemickych cha-
rakteristikach. Typicka C,g faze je stabilni jen v uzkém
rozsahu pH, asi 3-9, Casto se dokonce uvadi jen 3—7, po-
kud je minéna dlouhodob4 stabilita. Jakmile je pH mobilni
faze niz8i nez 3, dochazi ke kysele katalyzované hydrolyze
siloxanové vazby mezi silikagelem a organosilanem'.
Tento proces vede ke kontinualni ztraté vazané faze a ve
svém duasledku ke ztrat¢ chromatografické retence pro
hydrofobni analyty. Pfi hodnoté pH nad ~ 9 nastava nao-
pak rozpousténi silikagelové matrice'®. Rozpousténi sili-
kagelu je doprovazeno poklesem ucinnosti, vznikem vol-
ného prostoru v koloné, nakonec dojde k uplné destrukci
stacionarni faze.

Navic je vhodné si uvédomit, ze dalsim dalezitym fak-
torem ovliviiujicim stabilitu stacionarni faze je teplota13.
V soucasnosti byva chromatograficka kolona v pribéhu
separace umisténa v termostatu a analyza obvykle probiha



Chem. Listy 101, 190-199 (2007)

za konstantni teploty, ¢asto ponékud vyssi nez je teplota
laboratote, protoze diky poklesu viskozity a zrychleni pte-
nosu hmoty dochazi ke zlepseni separacni Gcinnosti. Tep-
lotni stabilita reverznich fazi na bazi silikagelu byva uva-
déna v rozmezi od 5 °C do asi 100 °C. Obecné ovsem pla-
ti, Ze zvySovani teploty vzdy vede k rychlejsi degradaci
sorbentu, coz se zejména projevi pii extrémnich (z hledis-
ka dané stacionérni faze) hodnotach pH.

Nejjednodussim fesenim problému omezené stability
sorbentu je striktni udrzovani pH mobilnich fazi v rozmezi
od 3 do 7-9, coz vsak zasadné omezuje moznost optimali-
zace sloZeni mobilni faze. Naptiklad pfi déleni bazickych
1éCiv je Casto vhodné uzit mobilni fazi bud’ silné kyselou,
nebo naopak zasaditou. V siln€ kyselé oblasti pH dochazi
k potlaceni nezadoucich iontovych interakci mezi protoni-
zovanou bazi a silanolovymi skupinami, protoze silanoly
jsou zde nedisociovany. Eliminace sekundarnich (iontové-
vymeénnych) interakci vede ke zvySeni separacni ucinnosti
a zlepSeni symetrie pikt bazickych latek. Naopak zvyseni
pH mobilni faze nad 7 miize vést k deprotonizaci bazické-
ho analytu, a tim ke zvySené retenci na obracené fazi
v disledku nartistu hydrofobicity analytu, a tim také ke
zlepSené ucinnosti separace a rozliseni.

Z vyse uvedenych divodi byla a je motivace pro
vyvoj silikagelovych stacionarnich fazi s rozsSifenym roz-
sahem stability vzhledem k hodnotam pH a teplot velmi
silna.

ZlepSeni stability v kyselém prostiedi

Jiz koncem 80. tych let bylo prokazano, ze zvétSeni
velikosti a hydrofobicity organosilanu vézaného na sili-
kagel vede ke zvyseni odolnosti pripravené faze vici kyse-
1é hydrolyze'®. C 4 faze je tedy z tohoto pohledu stabilngjsi
nez Cg> C,> C,. Pfedpoklada se, ze objemny alkyl 1épe
chrani siloxanovou vazbu pied hydrolyzou.

Jiné pristupy vedouci ke zvySené odolnosti sorbentu
viici siln€ kyselému prostiedi jsou zalozeny na vzniku
veétsiho poctu kovalentnich vazeb mezi silikagelem a mo-
difikujicim silanem (,,multi-dentate approach®). Naprtiklad
pro vznik vazané faze lze pouzit difunkéni (R,SiX5) nebo
trifunkéni (RSiX;) organosilany (X=Cl, OR). Oba reagen-
ty se budou vazat vice kovalentnimi vazbami na povrch
silikagelu, ale soucasné¢ bude dochdzet v urcité mife
ik tvorbé polymernich struktur na povrchu stacionarni
faze. Uvedeny postup sice snizuje riziko kyselé hydrolyzy
faze, je ale pomérné malo reprodukovatelny, a navic vede
ke tvorbé novych reaktivnich silanolovych skupin. Moder-
ni vazané faze jsou proto dnes téméf vyhradné pfipravova-
ny s vyuzitim monofunkénich organosilant'’. Komeréné
nejuspésnéjsi je zatim pouziti tzv. stericky chranénych
silanti. Tato cesta pfipravy byla vyvinuta a patentovana
Glajchem a spol.'*'®. Stericky chranéné silany jsou tvofe-
ny jednim alkylem (C;, Cs, Cig) nebo fenylem, dvéma
objemnymi isopropylovymi nebo isobutylovymi skupina-
mi a jednou reaktivni funkéni skupinou (Cl), vazanymi na
kfemikovy atom. Vzniklé faze jsou stabilni i v agresivnich
podminkach, napt. v 0,1% trifluoroctové kyselin€ pii
pH ~ 0,9 za teploty 90 °C (cit."*'®). Isobutylova i isopro-
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pylova skupina velmi dobfe stini kovalentni siloxanovou
vazbu vudi kyselé hydrolyze.

ZlepSeni stability v alkalickém prostiedi

Usili o zlep3eni odolnosti vazanych fazi v alkalickém
prostfedi bylo zaméfeno na zvySeni stupné pokryti sili-
kagelové matrice hydrofobnimi funkénimi skupinami a na
jeji odstinéni. Pouhé prodlouzeni alkylovych modifikuji-
cich fetézct vede ke zlepSené odolnosti v alkalickém pro-
stiedi pravdépodobné v dusleku zlepseného stinéni sili-
kagelové matrice'’. Tento pristup viak neposkytuje dosta-
tenou ochranu faze a bylo nutno hledat efektivnéjsi alter-
nativy. Jinou moznosti jsou dodatecné modifikujici reakce
(,,endcapping®). Technika je zaloZena na modifikaci po-
vrchu organosilanem s piislusné dlouhou hydrofobni sku-
pinou a nasledné dodateéné modifikaci povrchu reakci
napt. s trimethylchlorsilanem nebo hexamethyldisilaza-
nem’. Malé rozméry endkapujicich ¢inidel jim umozni
1épe proniknout k povrchu silikagelu. Tak dojde ke zreago-
vani dal§iho podilu silanolovych skupin, které byly pro
objemnéjsi organosilan pouzity v prvnim stupni modifika-
ce nepiistupné. Proces vede k dramatickému zlepsSeni
odolnosti faze vuci alkalickému prostfedi. Technika tzv.
dvojitého endkapingu (,,double endcapping®) poskytuje
jesté lepsi odstinéni matrice'>'**
3.1.3. Specialni sorbenty urcené pro RP-HPLC

v mobilnich fazich s vysokym obsahem vody

Pti chromatografii v obrdceném modu miZe analytik
ovlivitovat kvalitu separace mnoha faktory. Zasadni vliv
mé sloZeni mobilni faze: volba organické slozky a volba
jejiho mnozstvi, vybér pufru a jeho pH, pridavek aditiva
(povrchové aktivni latky, iontové parového c¢inidla, chirdl-
niho selektoru, apod.), resp. volba teploty. Optimalizace
slozeni mobilni faze je pomérné obtizna pii chromatografii
siln¢ polarnich latek na obracenych fazich. Jejich velmi
malé retence vyzaduje uziti minimalniho mnozstvi orga-
nického modifikatoru v mobilni organicko-vodné fazi ne-
bo dokonce jeho uplnou eliminaci. Za takovych podminek
ovSem dochazi v pfipadé konvencénich alkylovanych re-
verznich fazi k tzv. ,kolapsu faze®, kdy analyty (leckdy i
pomérné hydrofobni) eluuji z kolony velmi rychle a bez
separace. Mechanismus fadzového kolapsu byl v literature
pomérné hojné diskutovan; kromé jiného pfitom bylo ex-
perimentalné prokazéano, ze uzivany pojem ,kolaps faze
je Castecné zavadéjici, nebot’ skute¢na podstata procesu je
odlisna®'. Bylo navrzeno nékolik zpiisobii feseni problémii
se ztritou retence ve 100% vodném prostiedi*”: a) uziti
,neendkapovanych® obracenych fazi s kratkym alkylovym
fetézcem, b) uziti stacionarnich fazi naopak (a ponékud
prekvapive) s velmi dlouhym fetézcem, Cs, faze, c) aplika-
ce makroporéznich sorbentd, d) vyuziti hydrofilnich
a ,,polarné endkapovanych“ stacionarnich fazi, e) pouziti
sorbentll se zabudovanou polarni funkéni skupinou
v alkylovém fetézci (,,polar-embedded alkyl phases®,
PEP). Zvlasté posledné zminéna skupina modernich sor-
bentti pro RP-HPLC ve vodném prostiedi je v soucasnosti
pocetnd a zasluhuje samostatnou pozornost.
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Reverzni faze se zabudovanou polarni funkéni skupinou

Podobn¢ jako v piipadé nejtypictéjSich reverznich
fazi zalozenych na silikagelu modifikovaném dlouhymi
alifatickymi  (nejCastéji  oktadecylovymi) fetézci je
v ptipad¢ PEP silikagel kovalentné modifikovan dlouhymi
alifatickymi zbytky, ale tentokrat je do struktury téchto
ligandti navic zabudovana urcita polarni funk¢ni skupina,
vzdy lokalizovana v tésné blizkosti povrchu silikagelu.
Diky v€lenéni polarni skupiny do alifatického fetézce ne-
dochazi k fazovému kolapsu, stacionarni faze zastava plné
solvatovana i v prostiedi 100% vodné mobilni faze a alky-
lové fetézce si zachovavaji svou konformacni volnost
a schopnost interagovat s analyty. Navic experimentalni
poznatky ukazuji, Ze zabudované polarni skupiny vstupuji
do interakci se zbytkovymi silanolovymi skupinami na
povrchu silikagelu, tim dochazi k jejich stinéni a omezeni
nezadouciho vlivu na separaci nékterych, zejména bazic-
kych, analytu.

Bouflivy rozvoj PEP stacionarnich fazi nastal teprve v
nedavné dobé. Postupné byly do alkylového fetézce zabu-
dovany rtzné polarni strukturni motivy, napf. mocovina,
ethery, aminy, smésné amidy a jiné. Rada vyrobcti detailni
chemickou strukturu PEP fazi neuvadi z divodi utajeni.

Koncept sorbentli se zabudovanou polarni funkéni
skupinou pfinasi fadu vyhod:
pfedevsim sorbenty mohou byt uZity i ve 100% vod-
ném prostiedi bez nebezpeci fazového kolapsu, tento
rys je zvlast’ dilezity pro deéleni vysoce polarnich

latek,
— sorbenty vykazuji obvykle nizsi retenci a odliSnou
selektivitu pro polarni analyty ve srovnani

s konvencnimi Cist¢ alkylovanymi fazemi,

analyty schopné tvorit vodikové mustky mohou po-
mérn¢ intenzivné interagovat se zabudovanymi polar-
nimi skupinami a jejich retence byva vétsi neZ na
konven¢nich fazich,

sorbenty se vyznacuji potlacenou aktivitou silanolo-
vych skupin, coz vede ke sniZeni chvostovani zasadi-
tych latek zejména pii neutralnim pH mobilni faze,
diky vodikovym vazbam je na povrchu sorbentu pii-
tomno vice vody nez na klasickych alkylovanych
fazich, ¢imz dochazi kzeslabeni interakce
s bazickymi latkami.

3.2. Hybridni anorganicko-organické
sorbenty pro RP-HPLC

Velmi odlisny, zajimavy a komer¢né Gspésny pristup
k syntéze odolnéjSich reverznich fazi na bazi silikagelu
navrhl a poprvé publikoval Unger a spol.>. Koncept vyu-
zivd reakce anorganického alkoxysilanu s organickym
alkoxysilanem za vzniku anorganicko-organické hybridni
Zastice™.

Hybridni anorganicko-organické stacionarni faze
kombinuji nejlepsi vlastnosti silikagelu, tj. vysokou u¢in-
nost a vynikajici mechanickou stabilitu, s nejlepSimi vlast-
nostmi polymernich sorbentdl, tj. mimotfadnou pH stabili-
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tou a snizenym efektem rezidualnich silanold. V roce 1999
byla na trh uvedena prvni generace hybridnich fazi pod
nazvem XTerra firmou Waters®. Syntéza je zaloZena na
reakci dvou organosilantl, jeden z nich tvoii silikagelovou
matrici a druhy do vznikajici matrice vnasi methylsiloxa-
nové jednotky. Konkrétné se jednd o reakci tetraethoxy-
silanu s methyltriethoxysilanem. Vznikl¢ hybridni Castice
obsahuji methylsiloxanové jednotky, a to jak uvnitf matri-
ce sorbentu, tak na povrchu. Stechiometricky pomér reak-
tantl 2:1 se osvédcil jako optimdalni z hlediska vlastnosti
pfipravené¢ho sorbentu. Pro potfeby RP-HPLC je povrch
nasledn¢ kovalentné modifikovan bud’ trifunkénimi silany
za vzniku fazi MS Cg a MS Cig, optimalizovanych pro
maximalni chemickou stabilitu a uréenych pro LC-MS,
a nebo monofunkénimi silany za vzniku fazi RPg a RPyg,
s vlozenymi karbaméty, optimalizovanych pro minimalni
chvostovani bazickych latek. Experimentalné bylo proka-
zano, ze selektivita MS Cg a Cig stacionarnich fazi pro
hydrofobni i polarni analyty je obdobna jako na béznych
silikagelovych reverznich fazich®*. Obdobné také selektivi-
ta hybridi se zabudovanou karbamatovou polarni funkéni
skupinou se témer neliSila od Cisté silikagelovych karba-
matovych kolon. Tato skute¢nost se d4 vhodné vyuzit pfi
pfenosu chromatografickych metod z konvencnich sili-
kagelovych sorbentii na materialy hybridni, kdy ¢asto neni
nutna nova optimalizace separacnich podminek. Vzhledem
k tomu, Ze na povrchu hybridu je ve srovnéni s klasickymi
silikagelovymi materialy asi jen tfetina silanolovych sku-
pin, chvostovani bazickych latek je na hybridnich fazich
vyrazn¢ omezeno a symetrie pikt daleko lepsi. Hybridy
vykazuji velkou odolnost vii¢i vysoké hodnoté pH mobilni
faze. Hybridni reverzni faze byly uspésné testovany
v rozmezi pH 1,2 az 11,5 (cit.”’). Analyty bazické povahy
tak mohou byt Casto separovany ve form¢ volnych bazi
s daleko lepsi separacni ucinnosti a odliSnou selektivitou
nez v kyselém prostredi. Dalsi dulezitou vlastnosti hybrid-
nich sorbentl je jejich zlepSena odolnost vici zvySené
teploté mobilni faze*. MozZnost chromatografie pii teplo-
tach i kolem 60 °C pfinasi fadu vyhod: snizeni viskozity
mobilni faze, a tim tlaku na koloné, zlepSeni separacni
ucinnosti a zmenSeni zdvislosti u¢innosti kolony na rych-
losti prutoku (velmi zajimavy a dulezity efekt); tim se
vytvaii priznivé podminky pro uplatnéni uvedenych sor-
bentt pii velmi rychlych separacich.

V minulém roce byl Gspésné dokoncen vyvoj druhé
generace hybridnich sorbentd. Ty jsou pfipravovany reakci
tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem®®. Ve srov-
nani se sorbenty XTerra byla dale podstatné zvySena che-
micka odolnost v silné bazickém prostiedi a separacni
G&innost™.

3.3. Reverzni faze zalozené na oxidech
hliniku, zirkonia a titanu

Vzhledem k omezené chemické odolnosti silikagelu
v alkalickém prostfedi byly hledany jiné chemicky odol-
n&jSi materialy pouzitelné pro pfipravu obracenych fazi.
Ukézalo se, ze oxidy hliniku, zirkonia a titanu jsou pod-
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statné stabilnéjsi v silné alkalickém prostfedi nez sili-
kagel’”*. Navic jsou tyto nové materialy v bazickém pro-
stiedi stabilni i pfi zvySené teploté, coz neplati pro sili-
kagelové faze. ZvySend stabilita a pracovni rozsah pH
pfinasi fadu vyhod, kromé jiného i moznost regenerace
kolon za velmi agresivnich podminek bez nebezpeti po-
Skozeni sorbentu. Srovnavaci testy jednotlivych oxidi
provadéné za extrémnich podminek ukézaly, ze oxid zir-
konia je stabilnéjsi nez oxid hliniku jak v silné kyselém,
tak alkalickém prostfedi. Oxid zirkonia je naprosto stabilni
vrozsahu pH 1-14, také oxid titanu je tdajné stabilni
ve stejném rozsahu, ale jednoznacny experimentalni diikaz
zatim podan nebyl. Naproti tomu, oxid hliniku je nezane-
dbatelné rozpustny v kyselém prostiedi, zvlasté v kyseliné
chlorovodikové. Mechanicka odolnost vuci vysokému
tlaku je u vSech zminénych oxidl velmi dobrd, pln¢ srov-
natelna nebo lepsi nez v piipadé silikagelu.

Chemické vlastnosti povrchu oxidd hliniku, zirkonia
atitanu jsou podstatnd odlidné od silikagelu?’. Zatimco
nemodifikovany silikagel mad povahu ménice kationtd,
zminéné oxidy maji amfoterni charakter a jsou tedy schop-
ny v zavislosti na pH mobilni faze vystupovat bud’ jako
ménice kationtli, nebo aniontd. Druhou velmi vyznamnou
odli$nosti je skutecnost, ze na povrchu oxidi zminénych
kovli jsou mista s vlastnostmi Lewisovy kyseliny. Tato
centra umoziuji interakce na bazi ligandové vymeény.
Obecné lze fici, ze chemie povrchu oxidd kovu je velmi
slozita, mnohem komplikovan¢jsi nez v pripadé silikagelu,
napf. na povrchu oxidd kovi jsou podobné jako na po-
vrchu silikagelu lokalizovany hydroxylové skupiny, ale
konkrétné v ptipad€ oxidu titanu se v litaratufe uvadi, Ze je
tieba rozligovat 12 riiznych typi —OH skupin®.

Pro RP-HPLC aplikace je nezbytnd hydrofobizace
povrchu oxidu hliniku, zirkonia a titanu. Dosud neexistuje
zadnd modifika¢ni technika vedouci k Uplnému odstinéni
povrchu sorbentd, a proto je nutno vzdy pocitat s tim, Ze
konecna interakce s analytem nemusi mit ¢ist¢ hydrofobni
charakter. Pokud se jedna o zpisoby modifikace povrchu,
lze je tridit do nékolika skupin: a) dynamickd modifikace
se provadi pridavkem latky, ktera silné interaguje
s povrchem sorbentu, do mobilni faze, b) permanentni
kovalentni chemicka modifikace vyuziva reaktivity vhod-
nych modifikujicich ¢inidel za vzniku stabilni vazby mezi
povrchem sorbentu a ¢inidlem, c¢) podstatou fyzikalni mo-
difikace povrchu je pokryti povrchu vhodnym polymerem
nebo vrstvou uhliku.

Silanizac¢ni techniky, velmi uspésné pii pfipravé
silikagelovych obracenych fazi, které mély vést ke kova-
lentni modifikaci povrchu oxidd kovi, se pfili§ neosvéd-
¢ily. Experimentalné byla potvrzena platnost fady hydro-
lytické stability vazby mezi kiemikem a kyslikem v pofa-
di:  Si-O-Si-R >> Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R >> Al-O-Si-R.
Dusledkem toho je fakt, ze vétSina pokust o stabilni sila-
nizaci povrchl oxidii kovii monofunkénimi silany byla
neuspésna. Modifikace provedené trifunkénimi silany
v nékterych pripadech alesponl Castecné k uspéchu vedly,
ale otazkou zistava, zda tento vysledek nespocival spiSe
v horizontdlni polymeraci trifunkénich silan na porchu
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oxidi kovi. Navic pokud jsou pro silanizaci vyuzity tri-
funkéni silany, vzniknou nevyhnutelné reakci s povrchem
i skupiny M-O-Si-OH (M = Al, Zr nebo Ti), které svou
velkou kyselosti dale pfisp&ji k znacné heterogenité modi-
fikovaného povrchu. Pfiprava soucasnych komeréné do-
stupnych RP sorbentii na bazi oxidi kovl proto neni zalo-

spocivaji v pokryvani povrchu vhodnymi hydrofobnimi
vrstvami. Nejcastéji jsou oxidy kovi modifikovany poly-
butadienem (PBD), ktery ma pro neionizovatelné latky
podobnou separacni selektivitu jako silikagelové Cg a Cig
faze, nebo polystyrenem (PS), ktery je svou selektivitou
spise blizky fenylové modifikaci silikagelu. Je tfeba ale
zdiraznit, ze nabité a ionizovatelné latky se chovaji na
PBD a PS modifikacich oxidd kovil podstatné odlisné nez
na silikagelovych reverznich fazich, coz je dusledek sil-
nych iontovych a ligandové-vyménnych interakci mezi
nedokonale odstinénym povrchem oxida kovid a analyty.
Pro uvedené sorbenty je proto typické, ze volba typu pufru
a jeho koncentrace ma daleko vétsi vliv na retencni Casy
ionizovatelnych analyti a na tvar pikd, nez je bé&zné
v ptipad¢ silikagelovych reverznich fazi. PBD sorbenty
vykazuji velmi dobrou pH stabilitu, pro oxid hliniku
v rozmezi pH 3—12, pro oxid zirkonia v rozmezi pH 1-14.
Krom¢ toho také tepelnd odolnost zvlast€ zirkoniovych
PBD fazi je mimofadna. K degradaci nedochazi ani pfi
aplikaci 1 mol I"" hydroxidu sodného pii 100 °C. Velmi
dobrou pH a tepelnou stabilitu maji i kovové oxidy pokry-
té vrstvou polystyrenu, které mohou byt provozovany
v rozmezi pH nejméné 1-13 a pfi teplotach az do 160 °C.
Vedle PBD a PS byl povrch oxidu zirkonia tispé$né modi-
fikovan také pyrogennim uhlikem®. Tato stacionarni faze
je schopnd velmi citlivé rozliSovat analyty podle tvaru
jejich molekul, a je proto vhodna pro déleni geometrickych
isomert’'.

Dilezitou vlastnosti modernich PBD, PS a uhliko-
vych fazi je skuteCnost, Ze separacni u¢innosti pro neutral-
ni analyty jsou plné srovnatelné s i¢innostmi dosahovany-
mi na silikagelovych fazich Cj3 a Cs, coZz znamena, Ze
pfenos hmoty ve stacionarni fazi je dostate¢né rychly.
V této souvislosti je tfeba upozornit, Ze plné polymerni
sorbenty, na bazi napf. styren-divinylbezenu nebo poly
(methylmethakrylatu) jsou také vysoce chemicky stalé, ale
ucinnosti na nich dosahované byvaji zpravidla podstatné
niz8i nez na silikagelovych reverznich fézich, pravdépo-
dobné v dasledku ptitomnosti mikropord.

Kompatibilita sorbentll s vysokymi teplotami nabizi
mnoho zajimavych aplikaénich vyhod. Rada z nich jiz byla
vySe zminéna, zde lze navic pfipomenout mozné vyuZziti
samotné vody jako mobilni faze. Je totiz znamo, ze pii
teploté 200 °C ma voda podobnou polaritu jako methanol
pii laboratorni teploté™. Timto zptsobem lze dosahnout
snizeni spotfeby organickych rozpoustédel. Navic vylou-
¢eni organickych solventd miiZze nabidnout i nové detekéni
moznosti (napf. méfeni ve vzdalené UV oblasti <210 nm).

V budoucnu lze ptedpokladat dalsi rozvoj sorbentd
odvozenych od oxidd kovi. Je napiiklad pravdépodobné,
ze budou pfipraveny monolitické faze. Také se da oceka-
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vat, ze bude pokracovat vyvoj modifikacnich technik, kte-
ré povedou k dokonalej$imu odstinéni matrice staciondrni
faze. Nejnovéjsi zplisoby pokryvani oxidd kovl vrstvami
uhliku a moznosti jejich nasledujici chemické modifikace
jsou v tomto sméru velkym pfislibem.

3.4. Monolitické stacionarni faze pro
RP-HPLC

Monolity jsou zvlastni separacni média, kterd nemaji
interpartikularni prostory®***. Lze si je predstavit jako
jednu jedinou velkou ¢astici sorbentu. Morfologie monoli-
tt je jiz dnes natolik vyladéna, Ze monolitické kolony mo-
hou byt ¢asto provozovany pii ~ 5x vétSich pritocich nez
konvenéni kolony plnéné 5 pum sorbentem, pfitom tlaky
jsou srovnatelné. Podrobna teorie procesu pfenosu hmoty
v monolitickych médiich byla neddvno vypracovana Liapi-
sem’>~° a Tallarekem®’.

3.4.1. Makroporézni monolitické disky

Prestoze prvni pokusy o pfipravu monolitickych ko-
ho stoleti**, prakticky pouzitelné materialy se objevily aZ
pozdé&ji. Jednim z prvnich chromatograficky vyuzitelnych
formatli monolitickych médii byly monolitické disky
(monolitické membrany). Tyto materialy rizného chemic-
kého sloZeni a v mnoha geometriich byly poprvé uspésné
pripraveny az v poloviné¢ 80. let, pfedevsim za ucelem
rychlych separaci bilkovin. Brzy se potvrdilo, Ze pro dosa-
zeni dobrého déleni staci jen pomérné tenka membrana, a
tim se vytvoftil Siroky prostor pro dalsi vyvoj konceptu
monolitickych médii ve formé disku. Na vyzkumu se vy-
znamné podileli i pracovnici Ustavu makromolekularni
chemie v Praze. V soucasnosti jsou jiz monolitické disky
komeréné€ dostupné, konkrétné napt. od firmy CIM (BIA
Separations). Disky o tloustce do 3 mm jsou pfi vlastni
separaci umistény ve specialnim drzaku, kam muze byt
vlozeno i nékolik riiznych membran lisicich se chemickou
modifikaci, a tak lze provadét vicerozmérné separace.

Hlavni vyuziti tohoto formatu dnes stale spociva pie-
devsim v oblasti rychlého déleni velkych biomolekul gra-
dientovou eluci®’. Vétsina komerénich diski je ptipravova-
na zreaktivnich monomerd, napi. glycidylmethakrylatu,
které jsou nasledné¢ vhodné chemicky modifikovany pro
jejich pouziti v riiznych separa¢nich modech.

3.4.2. Rigidni makroporézni polymerni monolitické kolony

Zagatkem devadesatych let pripravili Svec a spol.
prvni rigidni makroporézni monolitické kolony®’. Jejich
syntéza se provadi velmi jednoduchym zpasobem, a to in
situ polymeraci vhodnych monomert piimo v chroma-
tografické koloné. Priprava spociva v naplnéni trubice
smési monomert, radikdlového inicidtoru a porogend.
Nasledné je trubice uzaviena, utésnéna a provedena poly-
merace za peclivé kontrolované teploty. Koncova tésnéni
jsou potom nahrazena standardnimi koncovkami pro
HPLC a pripravena monoliticka kolona je pfipojena
k separanimu systému. Nezreagované latky jsou vymyty
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vhodnym solventem, a tim je kolona pfipravena k provozu.

Tyto rigidni monolity byly suspéchem vyrobeny
nejen ve formatu typickych nerezovych HPLC kolon, ale
iv kapiléréch“"“, které nachazeji velké uplatnéni pfi spo-
jeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektromet-
rii. Jejich velkou pfednosti je fakt, Ze provedeni polymera-
ce pfimo v kapilare je snazsi nez jeji plnéni mikrocastice-
mi konvencniho sorbentu.

Syntéza monoliti pouzitelnych v riznych chromato-
grafickych modech je uskuteCnitelnd nékolika postupy.
Tak napitiklad ptima polymerace styrenu a divinylbenzenu
vede ke stacionarni fazi velmi vhodné pro RP-HPLC pep-
tidd a proteinl. Jinou moznosti je aplikace reaktivnich
funkcionalizovanych monomer a néslednd modifikace
vzniklého polymeru v podobném smyslu, jak bylo zminé-
no v predchozi kapitole. V neposledni fad¢ je tfeba upo-
zornit i na moznost roubovani monolitl s vyuzitim UV
zafeni, které umoziuje piipravu stacionarnich fazi
s vysokou separacni kapacitou.

3.4.3. Tubuldarni monolitické kolony s radidlnim tokem

Principialn€ by vSe nasvédcovalo tomu, ze monolitic-
ké kolony by mohly byt velmi zajimavé také pro prepara-
tivni separace. Problém je ovSem vtom, ze radikalova
polymerace v kolon€ je exotermni proces, pii kterém se
uvoliuje velké mnozstvi tepla. Polymerace probiha bez
michéni a odvod tepla je obtizny. Zatimco pii vyrobé mo-
nolitl pro analytické aplikace je tato komplikace zvladnu-
telnd, dostatené pfesnd kontrola tepelnych poméri pfi
polymeraci velkych monoliti je mimofadné obtizna®.
Takovéto monolity maji v diisledku vytvofeného teplotni-
ho gradientu nehomogenni distribuci portt v radialnim
sméru, a to vede ke zhorSeni chromatografickych paramet-
ru.

Tato obtiZ byla do znacné miry elegantn¢ vyfeSena
konceptem tubularnich monolitd s radialnim tokem™. Jed-
na se o trubice s definovanou tloustkou monolitem tvore-
nych stén, mobilni faze a analyty prochazeji pfes sténu
v radidlnim sméru. Tyto kolony mohou mit objemy i ko-
lem 10 litrd, pouZivané pritoky jsou asi 10 I min™" a mnoz-
stvi separovanych proteinit nebo oligonukleotidi muze
dosahovat i 200 g v jednom nastiiku.

3.4.4. Silikagelové monolitické kolony

Prvni silikagelové monolity byly syntetizovany Tana-
kou®. Na rozdil od rigidnich makroporéznich polymer-
nich médii, silikagelové monolity analytickych rozméra
nemohou byt pfipraveny piimo v chromatografické kolo-
n¢, nebot’ pfi solidifikaci béhem hydrolyticky iniciované
polykondenzace tetraalkoxysilanti v prostfedi polyethylen-
glykolu (porogen), dochazi k vyraznému zmensovani obje-
mu. Nejprve je tedy pfipraven monolit, ten je pak zatésnén
do kolony odpovidajicich rozméri, a nakonec obvykle
nasleduje chemickd modifikace povrchu podle ucelu pou-
ziti monolitu. Vzhledem ke srazeni monolitu pfi jeho syn-
téze je obtizné pripravit média s délkou nad ~ 15 cm. Prav-
dépodobné z podobnych divodd neni snadna ani vyroba
monolitd s primérem mensim nez 3 mm. Komeréné jsou
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zatim dostupné kolony od firem Merck (Némecko)*
a Phenomenex (USA), ovSem jen ve dvou pramérech
4,6 mm (pro separace v analytickém méfitku), a pak az
100 pm (pro kapilérni chromatografii). Plati, Ze ptfiprava
silikagelovych monolitd v kapildrnim métitku je snazsi
a reprodukovatelnéji nez vyroba kolon vétSich rozméru,
a to proto, Ze kapilary se s ispéchem polymeruji podobné
jako rigidni polymerni monolity, tedy pfimym in situ pro-
cesem.

Silikagelové tyCe obsahuji jak velké pory o velikosti
kolem 1 pum, tak i velké mnozstvi mesoport, a proto ma
vysledny monolit pomérné znacné velky povrch, coz je
vlastnost dilezita zvlasté pii izokratickych separacich
v reverznim modu. Monolitické silikagelové kolony jsou
vhodné pro rychlé separace predev§sim malych a stfedné
velkych molekul. Tim se lisi od vSech ostatnich typti mo-
nolitli, protoze ty jsou naopak vétSinou uzivany pro déleni
makromolekularnich latek, vétSinou v gradientovém uspo-
radani.

3.4.5. Monolity — staciondrni faze budoucnosti

Podle néekterych odbornikii predstavuji monoliticka
média nejvétsi prilom v oblasti chromatografie od dob
jejiho vzniku*’. Monoliticka média jsou nékdy oznaovana
jako ,staciondrni faze Ctvrté generace™ s pfesné ladénymi
vlastnostmi*®. V kazdém piipadé jim je v soudasnosti v&-
novana velkd pozornost mnoha védeckymi tymy a firma-
Diky jejich unikdtnim vlastnostem, tj. snadné piipravé a
toleranci k vysokym pritokdim, jsou jiz dnes v fadé kon-
krétnich ptipadt preferovany pred klasickymi partikularni-
mi sorbenty. Vzhledem k tomu, Ze monolitické kolony
patfi mezi nové staciondrni faze, neni zatim jejich sorti-
ment tak pestry jako v ptipadé Casticemi plnénych kolon,
ale tento stav se pravdépodobné rychle zméni.

4. Zavér

Moderni trendy ve vyvoji a vyrobé stacionarnich fazi
pro RP-HPLC sméfuji k produkcei fazi se stale vétsi me-
chanickou, chemickou a tepelnou odolnosti. Rozméry ko-
lon a sorbentl se postupné zmensuji, coZ umoznuje zvysit
separacni U€innost, zrychlit analyzy, zlepSit detekéni limi-
ty, a pfitom snizit spotiebu solventt.

Vysoce Cisty silikagel se stidle dobfe osvédCuje jako
vychozi matrice pro pfipravu modernich vazanych fazi.
OvSem hybridni anorganicko-organické materidly navic
vykazuji vynikajici odolnost vici alkalickému prostredi.
Nadéjné jsou pravdépodobné i stacionarni faze zalozené na
oxidech zirkonia a titanu. Velmi perspektivni, a dosud ani
zdaleka nevycerpanou oblasti jsou monolitickd média.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MSMT
CR MSM 6046137307: ,, Fyzikalné-chemické metody ana-
lyzy a popisu chemickych systémii a biosystémii “.
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Reversed-phase high performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) is one of the most utilized chroma-
tographic methods. Current trends towards more mechani-
cally and chemically stable RP-HPLC stationary phases
are discussed in the review. Column dimensions, sorbent
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1. Uvod

Aminokyseliny (AMK) maji pro zZivé organismy za-
sadni vyznam. AMK jsou zékladnimi stavebnimi kameny
proteinti — biologickych makromolekul, které na jedné
stran¢ katalyzuji biochemické reakce (enzymy) a na druhé
stran¢ vytvareji pevné struktury bunék, tkani a celych or-
ganismi. AMK jsou zékladni strukturou peptidd, které
Casto plni funkci predevSim informac¢nich molekul
(hormony). Z AMK je syntetizovana fada biologicky ak-
tivnich molekul jako jsou napf. neurotransmitery, mezi
které patii adrenalin, noradrenalin, serotonin, dopamin
a daldi'?. AMK vstupuji v organismu do intermediarniho
metabolismu a jejich oxidace pfispiva za normalnich pod-
minek asi v 10-20 % k oxida¢nimu metabolismu organis-
mu. Za nefyziologickych podminek se stavaji vyznamnym
zdrojem energie organismu (napi. hladovéni).

Proteiny jsou v Zivych organismech sloZkou vSech
tkani. Vyznam jejich metabolismu se vsak v jednotlivych
tkdnich méni. Ve tkénich jsou proteiny Stépeny na AMK
a z aminokyselin se opét vytvareji nové proteiny. Prubez-
n¢ se doplituje zasoba (pool) aminokyselin v téle hydroly-
zou bilkovin z potravy nebo jejich syntézou. Protoze mista
uvoliiovani a spotfeby AMK jsou vétSinou prostoroveé
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oddélena, musi dochazet k pfenosu aminokyselin mezi
jednotlivymi tkanémi. AMK jsou v organismu transporto-
véany ve volné formé rozpusténé v krevni plasmé¢. Nalezne-
me je ovSem jako volné i v ostatnich télnich tekutinach,
jako je tkanovy mok, mo¢, plodova voda a mozkomi$ni
mok. Stanoveni jejich koncentraci v téchto biologickych
tekutinach je dileZitym klinickym ukazatelem. Poukazuje
nejen na aktudlni vyzivovy stav organismu, ale zvySené
popt. snizené hladiny nékterych AMK jsou pfimym ukaza-
telem nékterych vrozenych metabolickych vad, jako je
argininémie, citrulinemie, homocystinurie, choroba javoro-
vého sirupu (maple syrup urine disease), hypermethioniné-
mie, tyrosinemie ¢i argininsukcinturie® .

2. Elektroforeticka separace aminokyselin

V biochemickych laboratofich jsou standardné pro
stanoveni AMK pouzivany automatické jednoucelové
analyzatory pracujici na principu iontovévyménné chroma-
tografie nebo chromatografie na chemicky vazanych fa-
zich s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem6’7. Vyvoj
novych velmi rychlych a spolehlivych analytickych metod
zalozenych na moderni instrumentaci je pro soucasnou
klinickou praxi nezbytny. Velky potencial pro stanoveni
AMK ve velmi sloZitych matricich, jako jsou biologické
tekutiny, nabizi moderni pfistroje pro vysokoucinnou kapi-
larni elektroforézu (CE). Piednosti CE je pfedevsim vyso-
ka separaéni ucinnost, maly objem vzorku potfebny
k analyze, nizk4 spotfeba mobilni faze a vysoké rychlost
analyzy®™'. Vysoka rychlost analyzy ve spojeni s automa-
tizaci umoznuje provadet analyzy velkych soubort vzorkl
a tim splnit pozadavky, které klade soucasny klinicky vy-
zkum.

Proteinogenni AMK jsou nizkomolekularni latky
vhodné pro elektroforetickou separaci ve volném roztoku
elektrolytu bez pouziti nosného média. AMK obsahuji ve
své chemické struktufe slabé disociovatelné skupiny: kar-
boxylovou skupinu, aminoskupinu a nékteré jesté disocio-
vatelnou skupinu v postrannim fetézci. Celkovy elektricky
naboj AMK zavisi na pH pouzitého separa¢niho elektroly-
tu. Pfi postupném zvySovani pH separacniho pufru od silné
kyselé az po siln¢ zasaditou oblast bude AMK postupné
uvoliiovat dva protony a prechazet od kationtu AH,", pies
neutralni zwitterion AH’ az po anion A~ (obr. 1, cit.'?).
U AMK s disociovatelnou skupinou v postrannim fetézci
je nutné uvazovat i disociaci této skupiny. pK, karboxylo-
vé skupiny proteinogennich AMK se nachéazi v rozmezi
1,7-2,4 a pK, aminoskupiny v rozmezi 8,7-10,5 (cit.").
AMK lze elektroforeticky stanovovat v jejich kationtové
formé v kyselém prostfedi kolem pH 2 nebo jako anionty
kolem pH 9.

Z pohledu vlastni elektroforetické separace neni pro-
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Obr. 1. Schéma postupné deprotonizace AMK p¥i zvySovani pH separacniho elektrolytu od Kkyselé po zasaditou oblast

blematické stanoveni celého profilu proteinogennich AMK
v jejich nativni volné formé, ve které se vyskytuji v biolo-
gickych tekutindch zivych organismi. V soucasné praxi je
ovSem pouze okrajovou zalezitosti. Komplikovana je de-
tekce separovanych AMK. Pouze AMK s aromatickou
strukturou v postrannim fetézci absorbuji v UV oblasti
spektra, volné nativni AMK neobsahuji fluorofory a elek-
trochemicky aktivnich AMK je pouze nékolik. Tento pro-
blém CE analyzy aminokyselin se obchazi prevedenim
neaktivnich AMK na jejich aktivni derivaty, které posky-
tuji odezvu pii pouziti prislusné detekcni techniky. Dete-
govat vSech 20 proteinogennich AMK v jejich volné for-
me je mozné pouze pii pouziti nepiimé UV detekce, de-
tekce vodivostni, popt. méné dostupnych a velmi naklad-
nych detekénich technik, jako je hmotnostni a NMR de-
tekce® 141 Posledni dvé zmifiované detekéni techniky
nebudou pro svij maly vyznam pii CE stanoveni AMK
v tomto ¢lanku dale rozebirany.

3. Fotometricka detekce v UV oblasti a detekce
fluorescen¢ni

Fotometricka detekce v UV oblasti spektra (UV)
obecné nedosahuje v CE takové citlivosti jako v LC, coz
se v konetném vysledku projevi ve vyssich hodnotach
limitu detekce (LOD) v CE. K absorpci zafeni v CE do-
chazi na velice kratké optické draze, kterd je rovna vnitini-
mu praméru elektroforetickych kapilar (20-100 pum). Na-
vic z proteinogennich AMK absorbuji v UV oblasti elek-
tromagnetického spektra pouze Phe, Trp, Tyr a His a ani
tyto AMK nenesou silné chromofory. Mnohem citlivéjsi
detekéni technikou pro CE je detekce fluorescencni (FD),
zejména jeji varianta, laserem indukovana fluorescence
(LIF). Ale také fluorescencni detekce nardzi na nepfitom-
nost fluoroford ve struktufe nativnich AMK*''#7¢ Obg
tyto detekéni techniky jsou z dlouhodobého hlediska nej-
vyznamnéjsimi pro detekci AMK a jejich strategie je zalo-
zena v zabudovani silnych chromofort popiipadé fluorofo-
ra do struktury AMK. Derivatizaci je mozné provést pred
vlastni CE separaci (pre-column), v prib¢hu separace (on-
column) nebo az po separaci (post-column). Z téchto tii
moznych variant vyznamné prevazuje predkolonové deri-
vatizace. Mezi nejvyznamngj$i derivatizacni Cinidla patii:
3-(4-karboxybenzoyl)chinolin-2-karbaldehyd (CBQCA),
5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonylchlorid znamy pod
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nazvem dansylchlorid (DnsCl), fluoreskamin, fluorenyl-9-
-methyl-chloroformiat  (FMOC), naftalen-2,3-dikarb-
aldehyd (NDA), ftaldialdehyd (OPA) a fluoresceinisothio-
kyanat (FITC). Tato derivatizacni Cinidla reaguji pfednost-
né s primarni aminoskupinou AMK. V tabulce I jsou uve-
deny ptiklady vyuziti nejbéznéjsich derivatizacnich Cinidel
pfi CE stanoveni AMK v biologickych materidlech.
K separaci derivatizovanych AMK se vyuziva nejen kapi-
larni zonové elektroforézy (CZE) ve volném roztoku elekt-
rolytu, ale také micelarni elektrokinetické chromatografie
(MECK, cit.'”). V MECK se do vodného separaéniho puf-
ru pridava detergent, ktery zde vytvari hydrofobni micely
ak separaci dochazi na zéklad€¢ rozdilné hydrofobnosti
analytd.

Derivatizace je v soucasné praxi nejrozsifenéjsi stra-
tegii CE analyzy AMK a lze pfi ni dosdhnout velmi niz-
kych LOD, v oblasti nanomolarnich koncentraci. Je nutné
si ovSem uvédomit, ze derivatizacni proces s sebou piinasi
i komplikace. Pfedevsim prodluzuje vlastni analyzu o do-
bu nutnou pro pribéh derivatizacnich reakci, tyto reakce
nejsou pro vSechny AMK stejné rychlé, vysledné produkty
jsou obvykle malo stabilni a cena derivatiza¢nich ¢inidel je
pomérné vysoka. Navic neékteré AMK obsahuji primarni
aminoskupinu také v postrannim fetézci a potom pfi deri-
vatizaci vznika z jedné AMK vice produkti.

4. Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce (ECD) zalozena na oxidaci
nebo redukci analytu na elektrodé se vyznacuje vysokou
selektivitou a citlivosti. Z proteinogennich AMK jsou na
béznych tuhych elektrodach (Pt, Au, uhlik) elektrochemic-
ky aktivni pouze Tyr a Trp, v omezené mife téz Cys a Met
(cit. ™). Vyuziti elektrochemické detekce je opét jako
v ptipadé¢ UV a fluorescencni detekce feseno prevedenim
AMK na jejich elektrochemicky aktivni derivaty. Byly
popsany CE/ECD stanoveni AMK derivatizovanych OPA
(cit.*') a NDA (cit.**™*), které byly vyuzity pii analyzach
biologickych materiali — piva®, erytrocytii®, makrofagi®,
neuronti™. LOD CE/ECD se pohybuje v rozmezi 107—10°M.
Dalsi moznosti vyuziti ECD je stanoveni obecné neelektro-
aktivnich AMK v jejich volné formé na médéné, popt.
niklové elektrodé. Existuji patrné dva rozdilné mecha-
nismy v elektrochemickém chovani AMK na téchto elek-
trodach; v neutralnim a slabé alkalickém prostfedi jde
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Tabulka I

Vybrané aplikace pouZiti derivatizacnich ¢inidel v kapilarni elektroforéze pfi stanoveni AMK v biologickych materidlech
Cinidlo CE mod Podrobnosti LOD Lit.
CBQCA CZE-LIF plasma 40 nM 4
CBQCA CZE-LIF mikrodialyzat Sedé hmoty mozkové nM 18
DnsCl MEKC-UV rostlinny material - 19
Fluoreskamin =~ CZE-LIF cytochrom hydrolyzovany travicimi enzymy 10 nM 20
Fluoreskamin CZE-UV taurin v plasmé nM 21
Fluoreskamin  CZE-LIF Arg, citrulin v neuronech 5 nM—-17 uM 22
Fluoreskamin =~ CZE-LIF AMK a peptidy v neuronech nM 23
FMOC MEKC-UV chiralni separace AMK s cyklodextriny - 24
FMOC CZE-UV chiralni separace AMK s vankomycinem - 25
FMOC CZE-LIF hydroxyprolin a prolin v kolagenu nM 26
NDA MEKC-LIF Asp enantiomery, vzorky potkaniho mozku 2 nmol g‘l 27
NDA MEKC-LIF Trp enantiomery, biologické vzorky 33 nM 28
NDA CZE-LIF Glu, Asp — monitorovani potkanti in vivo — 29
OPA MECK-LIF Asp, Glu v télesnych tekutindch 100 nM 30
OPA +FITC MECK-UV hydroxyprolin v kolagenu kosterniho svalstva - 31
OPA CZE-FD hydrolyzat sojovych bobi 2,5-10 uM 32
OPA CZE-LIF obsah AMK v jedné burice 4 nM—13 uM 33
FITC CZE-LIF derivaty Arg v lidském séru 0,05 uM 34
FITC CZE-LIF AMK v mikrodialyzatu bazélniho ganglia — 35
FITC CZE-LIF AMK v mikrodialyz4tu thalamu — 36
FITC CZE-LIF Glu, Gln v mozkomisnim moku — 37

o tvorbu komplexit AMK s Cu®" a Cu” ionty na povrchu
elektrody, zatimco v silné alkalickém prostfedi jde elektro-
katalyticky dé&j*"~*".

Elektrochemické detektory ovSem nenalezly v CE
takové uplatnéni jako v LC. Z tohoto dtivodu také nejsou
elektrochemické detektory pro CE komerc¢né dostupné
a jednotlivé laboratofe si je vyrabé&ji samy. Tento fakt ma
pfimou souvislost s rus§ivym vlivem silného separacniho
pole na vlastni signal elektrochemického detektoru®'.

5. Nepiima fotometricka detekce

Elegantni metodou pro detekei latek, které neobsahuji
ve své struktufe vhodné chromofory, je nepfima fotomet-
rick4 detekce s vyuZitim béZné dostupného UV detektoru.
Princip nepfimé¢ UV detekce spociva v pridavku silné
absorbujici latky do separacniho pufru. Siln¢ absorbujici
ion separac¢niho pufru by mél byt zvolen tak, aby mél stej-
né znaménko naboje jako sledovany analyt; byl tedy jeho
koiontem. Vlivem CE separace je v zon¢ migrujiciho ana-
lytu niz8i koncentrace absorbujictho koiontu nez
v okolnim separacnim elektrolytu. Priichod této zony foto-
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metrickym detektorem se projevi sniZenim odezvy detek-
toru a zona je na elektroferogramu patrna jako zaporny
pik, tzv. dip’>*’. N&které piiklady testovanych absorbuji-
cich koiontl pfi praktickych analyzach smési proteinogen-
nich AMK jsou shrnuty v tabulce II.

Nespornou vyhodou neptimé fotometrické detekce je
moznost stanoveni volnych nativnich forem AMK fotome-
trickym detektorem, ktery je standardni soucasti elektrofo-
retickych pfistrojii. PouZziti neptimé UV detekce je ovSem
spojeno s volbou malo koncentrovanych separa¢nich elekt-
rolytfl, coZz do zna¢né miry limituje aplikaci této techniky
na stanoveni latek v biologickych tekutinach, které jsou
charakteristické vysokym obsahem anorganickych soli.

6. Bezkontaktni vodivostni detekce

Zbny analyti v CE maji obecné rozdilnou elektrickou
vodivost ve srovnani s vodivosti okolniho separa¢niho
elektrolytu a pro jejich detekci 1ze vyuZit univerzalni de-
tek&ni techniku — detekci vodivostni®®'. Vodivostni detek-
ce je zalozena na meéfeni elektrické vodivosti roztoku
v detekeni cele mezi dvéma kovovymi elektrodami, které
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Tabulka IT

Vybrané aplikace pouZiti neptimé UV detekce pro stanoveni AMK v biologickych vzorcich

Absorbujici koion Podrobnosti Lit.
4-Aminobenzoova kyselina modelova smés AMK 54
4-(Dimethylamino)benzoova kyselina modelova smés 54
4-Aminobenzoova kyselina plasma, supernatant makrofagové kultury, LOD 2-20 uM 55
Salicylova kyselina modelova smés 53
Chininsulfat nadorové bunky 56
Kalixareny modelova smés 57
Benzoova kyselina rostlinny material, LOD 10-50 mM 58
Adenosinmonofosfat AMK + fosforylované AMK, LOD 3-6 uM 59

jsou umistény na vystupu separacni kapilary. V tomto
klasickém uspotradéani, kdy jsou méfici elektrody v pfimém
kontaktu s méfenym roztokem, nedosahla vodivostni de-
tekce v CE vyznamného uplatnéni stejné€ jako ostatni mo-
dy elektrochemické detekce zalozené na oxidaci nebo re-
dukei analytu. V poslednich letech se stala velmi popularni
vodivostni detekce provadéna v bezkontaktnim usporada-
ni® . Nova konstrukce bezkontaktnich vodivostnich de-
tektortt (CCD) pro CE byla popsana koncem 90. let minu-
1ého stoleti®”*. Jde o CCD tvofené dvéma tubuldrnimi,
popi. semitubularnimi® elektrodami, které jsou umistény
za sebou kolem vnéjsiho povrchu separacni kapilary a jsou
od sebe oddéleny detekéni mezerou (obr.2). Na jednu
elektrodu je vkladan stfidavy signal z generatoru, signal
prochazi pres sténu separacéni kapilary, je ovlivnén vodi-
vosti zony v detekéni mezefe a poté sniman druhou vodi-
vostni elektrodou. Umisténi vodivostnich elektrod za se-
bou podél separacni kapilary pfispélo k vyraznému zvyse-
ni citlivosti CCD v CE v porovnani s piivodnim snimanim
vodivostniho signalu v jednom misté nap#i¢ kapilarou’”".
Navic toto nové usporadani CCD umoziuje méfit vodivost
pfi relativné nizkych frekvencich stfidavého signalu (od
desitek kHz po 1 MHz), coz vyrazné zjednodusi elektro-
nické zpracovani signalu detektoru. Zasadni vyhodou CCD
je fakt, Ze méfici elektrody nejsou v pfimém kontaktu
s analyzovanym roztokem. U CCD se nerozpousti material

vysilaci valcova
elektroda

prijimaci valcova
elektroda

separacéni
kapalina

detekéni mezera

generator elektronicky

obvod

Obr. 2. Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru pro
CE s valcovymi elektrodami
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elektrody, latky se neadsorbuji na povrch elektrody a ne-
probihaji déje, které vedou ke starnuti elektrody. Pouzitim
CCD v kombinaci s CE je vyfeSen i problém interference
silného separacniho elektrického pole se signilem vodi-
vostniho detektoru®'.

Ztéchto davodi se CCD stavda  jednou
z nejvhodnéjsich detekénich technik pro CE stanoveni
malych anorganickych iontd v redlnych matricich, jako je
pitna” a destova voda”™ nebo lidské sérum’. Kromé sta-
noveni anorganickych iontd byly moznosti kombinace CE/
CCD demonstrovany i pro analyzy organickych latek ne-
absorbujicich v UV. V literatufe byly naznaeny moZznosti
aplikace CE/CCD i na biochemicky vyznamné skupiny
molekul jako jsou mastné kyseliny’’®, monosacharidy
a disacharidy”’, aminokyseliny’®"°, peptidy™ a proteiny®'.

7. Praktické stanoveni aminokyselin kapilarni
elektroforézou s bezkontaktni vodivostni
detekcei

Vna$i laboratofi se zabyvame aplikaci CE/CCD
(cit.**) pro stanoveni celého profilu AMK v biologickych
tekutindch. Vysoka uc¢innost CE umoziuje béhem jedné
analyzy uplné oddéleni vSech 20 proteinogennich AMK.
Ukazkovy elektroferogram modelové smési (obr. 3) de-
monstruje Gplnou CE separaci 20 proteinogennich AMK
a dalSich 11 latek, které se bézné vyskytuji v biologickych
vzorcich. Jako optimalni separacni pufr se ukazala 1,7 M
octova kyselina s pridavkem 0,1 % (hydroxyethyl)celulosy
(w/v) o pH 2,15. Pti tomto pH migruji AMK v elektrickém
poli jako kationty. Jelikoz koiontem ke kladn€ nabitym
AMK jsou vysoce vodivé H;O" ionty separa¢niho elektro-
lytu, poskytuji AMK v CCD zaporné piky. Pomérmé vyso-
ka koncentrace octové kyseliny v separa¢nim elektrolytu
zajistuje dobrou pufracni kapacitu a ptidavek (hydroxy-
ethyl)celulosy chrani vnitini povrch kapilary pied neza-
douci adsorpci latek z biologického vzorku. LOD dosaze-
né za optimalizovanych separacnich podminek se pohybuji
v rozmezi 1,5 uM pro Arg do 6,7 uM pro Asp (Arg ma pfi
pH 2,15 nejvyssi migraéni rychlost, zatimco Asp nejnizsi).
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Obr. 3. CE/CCD separace modelové smési 20 proteinogennich aminokyselin a dalSich 11 biogennich latek rozpusténych v systému
voda/acetonitril 1:1 (v/v) v ekvimolarni koncentraci 10 uM (Asp a 4-hydroxyprolin 15 uM). Separacni pufr: 1,7 M octova kys. + 0,1 %
(hydroxyethyl)celulosa, pH 2,15. Kapilara: délka 80 cm, k detektoru 67 cm, vnitini pramér 75 uM. Napéti +20 kV, proud +20 pA.
Hydrodynamické davkovani 50 mbar po dobu 20 s. Identifikace pikt: 1 ethanolamin, 2 cholin, 3 kreatinin, 4 3-Ala, 5 ornithin, 6 Lys,
7 4-aminomaselna kys., 8 Arg, 9 His, 10 methylhistidin, 11 karnitin, 12 Gly, 13 Ala, 14 2-aminomaselna kys., 15 Val, 16 Ile, 17 Leu,
18 Ser, 19 Thr, 20 Asn, 21 Met, 22 Trp, 23 Gln, 24 citrulin, 25 Glu, 26 Phe, 27 Tyr, 28 Pro, 29 cystin, 30 Asp, 31 4-hydroxyprolin
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Obr. 4. CE/CCD elektroferogram krevni plasmy po deproteinizaci acetonem 1:1 (v/v); hydrodynamické davkovani 50 mbar po
dobu 6 s. Experimentalni podminky a identifikace piki stejné jako v obr. 3

Tato citlivost CE/CCD je dostate¢na pro stanoveni vSech vyskytuji v zivych organismech. Plasma nebo plodova
20 proteinogenich AMK v krevni plasmé&® i plodové vo- voda jsou pouze deproteinizovany piidavkem organického
d&™, viz obr. 4 a obr. 5. rozpoustédla a poté ptimo ddvkovany do separacni kapila-

Popsana technika CE/CCD umoznuje citlivé stanove- ry. Tim odpada zdlouhava uprava vzorku, kterou vyzaduje
ni celého profilu AMK v jejich volné formée, ve které se pouziti fotometrické popt. fluorescencni detekce, a uplnou
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Obr. 5. CE/CCD elektroferogram plodové vody po deproteinizaci acetonitrilem 1:1 (v/v); experimentalni podminky a identifikace

piku stejné jako v obr. 3

analyzu je mozné provést do 60 minut. Navic CE/CCD
umozinuje pouziti separaénich pufrii o vysoké koncentraci
slozek, coz ma kladny vliv na CE separaci biologickych
tekutin s velkym prebytkem anorganickych iontd.

8. Zavér

Moderni pfistroje CE jsou vhodnou alternativou jed-
noucelovych  analyzatord  pfi  stanoveni AMK
v biologickych vzorcich. Problém CE analyzy AMK je
predevsim v nedostatku vhodnych chromoford a fluorofo-
ri ve struktufe AMK. Pro pouziti rutinnich detekénich
technik zalozenych na fotometrické detekci v UV oblasti
a detekci fluorescenéni je nutné AMK derivatizovat a poté
stanovovat ve form¢ absorbujicich derivati. Naopak pou-
ziti CCD umoznuje citlivé stanoveni AMK v jejich volné
nativni formé, ve které se vyskytuji v zivych organismech.
Citlivost spojeni CE a CCD je dostate¢na pro analyzu celé-
ho profilu proteinogennich AMK v biologickych tekuti-
nach s tim, Ze neni nutné provadét sloZitou Upravu biolo-
gického materialu pred vlastni CE analyzou.

Tato prace byla podporovana Grantovou agenturou
CR (grant ¢ 203/04/0519 a ¢ 203/03/D094) a MSMT
Ceské republiky (vwzkumny zamér &. MSM0021620814).

Seznam zkratek proteinogennich
aminokyselin

Ala  alanin

Arg  arginin

Asn  asparagin

Asp  asparagova kyselina
Gln  glutamin
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Glu
Gly
His
Ile

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

glutamova kyselina
glycin
histidin
isoleucin
leucin
lysin
methionin
fenylalanin
prolin
serin
threonin
tryptofan
tyrosin
valin
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P. Tama and E. Samcova (Centre of Biomedical
Sciences, 3rd Faculty of Medicine, Charles University,
Ruska 87, 100 00 Prague 10, Czech Republic): Determi-
nation of Free Amino Acids in Biological Fluids Using
Capillary Electrophoresis

Determination of amino acids (AA) in biological flu-
ids plays an important role in clinical research. Attention
has been focused on separation methods offering a high
separation efficiency, small volume of injected sample and
short time of analysis. Capillary electrophoresis (CE) is
one of the analytical methods that meets all these demands
and, in addition, allows to overcome some technical obsta-
cles in analysis of biological materials. This article pro-
vides a review of recent progress in the CE analysis of
proteinogenic AAs in biological fluids. Principles and
applications of various CE detection techniques are dis-
cussed, including those based on direct UV photometry,
fluorimetry, indirect photometry, electrochemistry and
conductivity. It is shown that the contactless conductivity
detection (CCD) is superior to other detection techniques
in the CE analysis of the whole profile of proteinogenic
AAs occurring in their native forms in biological fluids.
Apart from a high sensitivity, the CE/CCD method makes
it possible to avoid complicated pretreatment of biological
samples.
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1. Uvod

Nanoporézni materialy jsou definovany jako disperzni
tuhé latky, které obsahuji pory o velikosti 1 az 100 nm.
Objem péri zpravidla dosahuje hodnot 1,5 a7 2,0 cm® g,
plocha jejich povrchu se blizi 1500 m*g™. Pro mnoho
nanoporéznich materidli je charakteristickd dokonald ar-
chitektura porézniho systému, ktery je vytvoren pravidelné
usporadanymi pory téhoz tvaru a téze velikosti.

Vysoka plocha povrchu pori dodava nanoporéznim
materialim fadu vlastnosti, které neporézni tuhé latky
téhoz chemického slozeni nemaji. Vzhledem k tomu nano-
porézni materidly nachézeji nejvice pfimych ¢i potencial-
nich aplikaci v adsorp¢nich a separacnich procesech, kata-
lyze a fotokatalyze, senzorice, mikroelektronice a v nékte-
rych biotechnologiich. Pro vSechny uvedené aplikace je
podstatné, aby povrch pora byl dobfe dostupny pro mole-
kuly z vngjsi kapalné ¢i plynné faze. Naproti tomu pro
nekteré jiné aplikace — napf. v izolacni technice — je
dilezité, aby pory byly uzavieny uvnitf tuhé faze.

Standardni klasifikace poréznich materiala dle
IUPAC, jez rozliduje tfi typy pori', neni identicka s defini-
ci nanoporéznich materiald. Pory, které maji primér mensi
nez 2 nm, jsou oznacovany jako mikropéry. Primér mezo-
port je v intervalu 2 az 50 nm a makropdry maji pramér
veétsi neZz 50 nm. Nanoporézni materialy tedy mohou obsa-
hovat vSechny tfi typy port; tomuto oznaceni se vymykaji
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jen nékteré vysloven¢ mikroporézni latky (napf. zeolity)
nebo naopak Cisté makroporézni latky (napt. nekteré anor-
ganické izola¢ni materiély).

V tabulce I jsou uvedeny zékladni charakteristiky
nanoporéznich materiali, roz¢lenénych do Sesti skupin
podle chemického slozeni®. Je ziejmé, Ze snaha o zahrnuti
vSech skupin do tohoto prispévku by vedla k povrchnosti
a vyrazné by snizila jeho informacni hodnotu. Omezim se
proto jen na kiemicitany a hlinitokfemicitany, které nalezi
k nejvyznamnéj$im materialim pro separacni a katalytické
procesy. Pominu ¢isty oxid hlinity (uspofadanou mezopo-
rézni aluminu), nebot’ jeho problematika je zcela specific-
ka*™ a bylo by zapotiebi ji popsat ve zvlastnim sd&leni.
Prispévek jsem zaméfil na kfemicitany a hlinitokiemicita-
ny suspoifadanou mezoporézni strukturou, pfipravené
supramolekularnim templatovanim. Jsou nazyvany téz
organizované mezoporézni materidly nebo mezoporézni
molekulova sita. V zavéru se zminim o materiadlech kom-
pozitnich, které¢ obsahuji dva porézni systémy, mikropo-
rézni a mezoporézni. V mikroporéznim systému nastavaji
pozadované adsorpcni ¢i katalytické d€je; mezoporézni
systém pak umoziiuje rychlejsi transport molekul z plynné
&i kapalné faze k mikroporam®. I kdyz kompozitni materi-
aly se mohou ¢astecné vymykat definici materialti nanopo-
réznich, jsou zde pro svou dilezitost uvedeny.

Literatura tykajici se material uvedenych struktur-
nich typt je velmi rozsahla. Témér vSechny dulezité prace
byly publikovany v Casopisech Chemical Communicati-
ons, Journal of the American Chemical Society, Journal of
Physical Chemistry B, Langmuir, Chemistry of Materials,
Angewandte Chemie a Microporous and Mezoporous Ma-
terials. Mnoho informaci je shrnuto ve sbornich z konfe-
renci vénovanych mezoporéznim molekulovym sitim’.
Vzhledem k tomu, Ze problematika syntézy mezoporéz-
nich tuhych latek byla jiz n€kolikrat prehledné zpracova-

813 zmifiuji v tomto prispévku principy supramoleku-
larniho templatovani jen velmi struéné. Pon¢kud podrob-
néji jsem se zamefil na problematiku charakterizace nano-
poréznich materiall, nebot je stejné vyznamna jako jejich
syntéza. V oblasti pfipravy nanoporéznich materialti zdi-
raziuji nékolik vybranych aspektl, o nichz se domnivam,
ze v piistich létech nabudou nejvétsi dilezitosti. Do svého
prispévku jsem nezahrnul postsyntézni modifikace a funk-
cionalizace povrchu nanoporéznich kiemicitani a hlini-
tokfemicitan. Tato problematika vytvati rozsahlou vy-
zkumnou oblast a bylo by zapotiebi ji zpracovat ve zvlast-
nim pfehledném ¢lanku.

2. Nanoporézni kiemicitany

Krystof Kolumbus je v§eobecné pokladan za objevite-
le Ameriky. Leif Erisson sice doséhl tohoto kontinentu
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Tabulka I
Klasifikace nanoporéznich material
Vlastnost Material

polymery uhlik skla hlinito-kfemigitany * oxidy ° kovy
Velikost poru mezo-makro mikro-mezo  mezo-makro  mikro-mezo mikro-mezo mezo-makro
Plocha povrchu nizka vysoka nizka vysoka stfedni nizka
Porozita >0,6 0,3-0,6 0,3-0,6 0,3-0,7 0,3-0,6 0,1-0,7
Permeabilita nizka-stfedni nizké-stfedni  vysoka nizka nizké-stfedni  vysoka
Pevnost stiedni nizka vysoka nizka nizka-sttedni  vysoka
Teplotni stabilita  nizka vysoka stiedni stiedni-vysoka sttedni-vysoka vysoka
Chemicka stabilita nizka-sttedni vysoka vysoka vysoka velmi vysoka  vysoka
Cena nizka vysoka vysoka nizka-stredni stiedni stiedni
Zivotnost kratka dlouha dlouha stiedni-dlouha dlouha dlouha

“Véetnd aluminy a oxidu kiemigitého, ® typickymi piedstaviteli jsou oxid titanigity (anatas) a zirkoni¢ity, © pomér objemu

p6rt a vnéjsiho objemu porézni latky

o nékolik stoleti drive, avSak teprve po Kolumbovi se ob-
jev Ameriky stal milnikem ve svétovych dé&jinach. Podob-
né pracovnici americké spole¢nosti Mobil jsou velmi ¢asto
pokladani za objevitele organizovanych mezoporéznich
kfemicitand a hlinitokfemicitanl; syntézu téchto nanopo-
réznich materialdl patentovali v roce 1991 (cit.'*) a publi-
kovali v roce 1992 (cit."®). Prvni syntéza kiemicitanového
materialu s organizovanou mezoporézni strukturou byla
viak patentovana jiz o dvacet let diive, v roce 1971 (cit."®).
Autofi patentu neprozkoumali v§echny vlastnosti pfiprave-
ného materidlu a pouze konstatovali, ze jejich material
vynika extrémné nizkou zdanlivou hustotou. Téz japonsti
autori, ktefi syntetizovali templatovany oxid kiemicity
vroce 1990, si nebyli védomi vyznamu svého objevu'’
asvlyj vysledek publikovali sice v anglicting€, avSak jen
v japonském casopise. Pracovnici spole¢nosti Mobil vyvi-
nuli nezavisle na zminéném patentu i na japonskych auto-
rech jednoduchy a spolehlivy postup pro syntézu templato-
vanych mezoporéznich kiemicitanli a hlinitokfemicitand.
Na rozdil od svych predchidcti pfipravené materialy
podrobné prozkoumali a ukazali, Ze porézni struktura téch-
to materiali ma v mezoporéznim méfitku tytéz vlastnosti,
jaké maji mikroporézni molekulova sita (napf. zeolity)'.
Teprve v roce 1997 bylo zjisténo pii reprodukci jednoho
z postuptl, popsanych v citovaném patentu z roku 1971, ze
takto syntetizovany porézni kiemicitan je shodny s mezo-
poréznim molekulovym sitem MCM-41 syntetizovanym
podle postupu spoleénosti Mobil'"®.

Hlinitokfemicitanova a kiemicitanova mezoporézni
molekulova sita, vyvinuta spolecnosti Mobil, pfedstavova-
la dlouholety sen vyzkumniki v oblasti katalyzy a adsorp-
ce. Jejich objev zahijil neobycejné intenzivni vyzkum,
ktery rychle vytvofil rozsahlou oblast problematiky poréz-
nich materiald®. Jak je zfejmé z historie tohoto objevu,
velmi vyznamnou roli hraje studium vlastnosti téchto ma-

209

teriald. Vzhledem k tomu prvni ¢ast této kapitoly veénuji
charakterizaci mezoporéznich molekulovych sit. Dalsi
¢asti budou nalezet novym trendiim syntéz zalozenych na
supramolekulovém templatovani.
2.1. Charakterizace

Uplnou charakterizaci mezoporéznich molekulovych
sit neni mozno provést pouze pomoci jedné experimentalni
techniky. Jestlize chceme ziskat komplexni pohled na po-
rézni strukturu a tvar a velikosti ¢astic, je nezbytné pouziti
transmisni a rastrovaci elektronové mikroskopie, fyzikalni
adsorpce a rentgenové difrakce.

Na obr. 1 je uveden snimek porézniho systému mezo-
porézniho molekulového sita MCM-41. Tento systém je
vytvofen rovnobéznymi kanaly, které maji priblizné Sesti-

Obr. 1. Mezoporézni molekulové sito MCM-41; snimek
z transmisniho elektronového mikroskopu
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thelnikovy priifez a jsou usporadany do hexagonalni vosti-
nové struktury. Velikost kanalt ¢ini 3,4 nm a tloustka
jejich stén je 1,2 nm.

Mikroskopicky snimek poskytuje pfimy pohled na
porézni strukturu, avsak ukazuje jen velmi malou jeji Cast.
Zakladni parametry porézni struktury, které se vztahuji
k makroskopickému mnozstvi materialu, ziskame pomoci
adsorpcnich technik. Jako standardni adsorp¢ni technika je

30 — .

-1
a, mmol.g

20

10
p.p,

Obr. 2. Adsorpéni izoterma dusiku na mezoporéznim moleku-
lovém sité MCM-41 p¥i 77 K; plné body oznacuji desorpci

-1
a, mmol.g

Obr. 3. Adsorpéni izotermy dusiku na mezoporéznich moleku-
lovych sitech SBA-15 (1) a SBA-16 (O) p¥i 77 K; plné body
oznacuji desorpci
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vSeobecné pouzivano méfeni adsorpcnich a desorpcnich
izoterem dusiku pfi 77 K (tj. pfi teploté normélniho bodu
varu tohoto adsorbatu).

Adsorpéni a desorpéni izotermy dusiku pfi 77 K na
typickych mezoporéznich molekulovych sitech jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na téchto izotermach pozorujeme tfi
oblasti. V oblasti A , tj. za nizkych relativnich tlaka p/p,
(kde p je rovnovazny tlak, py tlak nasycenych par dusiku
pfi teploté méteni) probiha na celém povrchu monomole-
kularni a polymolekuldrni adsorpce (vyjadiend v milimo-
lech adsorbovaného dusiku vztazenych na 1 g adsorbentu).
V oblasti B dusik kondenzuje v mezopoérech a zcela zapl-
nuje jejich objem. JelikoZ mezoporézni molekulova sita
MCM-41 a SBA-15 maji valcovité pory konstantniho pri-
méru, nastava kondenzace dusiku v mezopdrech témér
skokem a projevuje se strmym vzristem adsorbovaného
mnozstvi. V oblasti C probiha polymolekularni adsorpce
na vnéj$im povrchu castic. Molekulové sito MCM-41 ma
primér mezopori 3,4 nm. Jelikoz v porech, jejichz pramér
je mensi nez cca 3,6-3,8 nm, Kelvinovska kapilarni kon-
denzace par dusiku nenastava, vyprazdiuji se mezopory
molekulového sita MCM-41 pii rovnovazném tlaku, ktery
je shodny s tlakem, pfi n€émz probihd jejich zapliiovani.
Tento dé¢j je obvykle nazyvan kapilarni kondenzace bez
hystereze. Zapliiovani mezopo6rti molekulového sita SBA-
15 o priméru 6,5 nm nastava v disledku Kelvinovské
kapilarni kondenzace. Vzhledem k tomu, Zze meniskus
kapalného dusiku ma pfi zapliovani a vyprazdiovani pori
rizny polomér kiivosti, probihaji tyto déje pii odliSnych
relativnich tlacich, coz zptsobuje, Ze na izotermé pozoru-
jeme hysterezni smycku. Molekulové sito SBA-16 ma
kulovité pory o priméru 6 nm s okny o pruméru 4 nm; tyto
mezopory se opét zapliluji mechanismem Kelvinovské
kapilarni kondenzace. Jelikoz vSechna okna maji tyz pru-
mér, probihd desorpce ve velmi Gzkém intervalu relativ-
nich tlakt.

Kvalitativni popis adsorpénich d€jii na mezoporéz-
nich latkdch nam ukazuje, které strukturni parametry je
mozno z adsorpcnich izoterem nalézt. K t€émto paramet-
rim zejména nalezi celkova plocha povrchu, objem, veli-
kost a plocha povrchu mezopdri a plocha vnéjsiho po-
vrchu ¢astic. Pro kvantitativni analyzu adsorpénich izote-
rem na uspofddanych mezoporéznich materidlech byla
vyvinuta fada metod, zaloZenych na semiempirickych ¢i
relativné presnych statisticko-termodynamickych pfistu-
pech. Popis téchto metod nalezne &tenat v monografii’!
a v literatufe, jeZ je v ni citovana.

Informace o tvaru mezopord, ziskané z adsorpcnich
izoterem, nejsou zcela jednoznac¢né; dalsi dilezité infor-
mace, tykajici se zejména vzajemného uspotradani mezo-
port a tloustky jejich stén jen z adsorpcnich izoterem zis-
kat nelze. Castice s uspofddanou mezoporézni strukturou
obsahuji pravidelné se stfidajici motiv sténa poéru — objem
poru. Z tohoto diivodu poskytuji pfi méfeni rentgenové
difrakce Braggovy reflexe i presto, ze vlastni stény pord
jsou amorfni. Na difraktogramu mezoporézniho molekulo-
vého sita MCM-41 (obr. 4) jsou patrné Ctyfi dobie rozlisi-
telné difrakcni linie, které za predpokladu hexagonélni
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symetrie P6mm mohou byt indexovany jako (100), (110),
(200) a (210).

Jelikoz vznik Braggovych reflexi je zptsoben pravi-
delnym uspofadanim stén port, tj. usporadanim ve vétsich
vzdalenostech ve srovnani s usporadanim na atomové nebo
molekulové Urovni, pozorujeme tyto reflexe v oblasti ma-
Iych Ghld 2 ®. U dobfe uspotadaného porézniho systému
miZzeme rozlisit nejméné 4-5 reflexi, které umoziuji sta-
novit difrakéni symetrii porézniho systému. Nejcastéji se
setkavame s kubickou (napt. m3m, Pm3m), 2D nebo 3D
hexagonalni (P6mm, P63/mmc) ¢i lamelarni symetrii.

Kombinace vhodné adsorpcni metody s rentgenovou
difrakci umoziuje stanovit tloustku stén pora jako rozdil
mezi miizkovym parametrem vypoctenym z difraktogramu
a velikosti port zjisténou z adsorpéni izotermy.

a.u.

5
20, °
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Obr. 4. Rentgenovy difraktogram mezoporézniho molekulové-
ho sita MCM-41

Tabulka II

Typické strukturni parametry mezoporéznich molekulovych sit
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2.2. Syntéza

Po uvefejnéni objevu syntézy templatovanych mezo-
poréznich kfemicitanti a hlinitokfemicitani spole¢nosti
Mobil bylo usili mnoha vyzkumnych pracovist zaméteno
na studium mechanismi tvorby uspofadané anorganicko-
organické mezofaze, tj. studium samoorganizace organické
(tenzidovych micel) a anorganické slozky (nejcastéji kie-
micitanovych aniont). Nejvice praci bylo provedeno
s Cisté kiemicitanovymi materialy, které se projevily jako
nejtvarnéj$§i a umoznily nejvétsi variabilitu poréznich
struktur. Prvnimi dobfe definovanymi mezoporéznimi
materialy se staly: hexagonalni molekulové sito MCM-41
s vostinovou mezoporézni strukturou (obr. 1) a kubické
molekulové sito MCM-48 s trojrozmérnym mezoporéznim
systémem. Tato sita byla syntetizovana za pfitomnosti
tetraalkylamoniovych tenzid (napt. hexadecyltrimethyla-
moniovych soli), jejichz micely byly templatem
(Sablonou), kolem niz se vytvarely stény port. Parametry
jejich porézni struktury zavisi jednak na pouzitém tenzidu,
jednak na syntéznich podminkach. Typické hodnoty, vy-
poctené z adsorpcnich izoterem dusiku, jsou uvedeny
v tabulce II.

Soucasné s vyzkumem mechanismi supramolekular-
niho templatovani probihal vyvoj novych mezoporéznich
materiald. Jelikoz syntézy publikované pracovniky spolec-
nosti Mobil byly zaloZeny na aplikaci kvartérnich amonio-
vych tenzidi jako ¢inidel urcujicich strukturu mezoporéz-
nich molekulovych sit, byla nejvétsi pozornost ve vyvoji
novych syntéz vénovana tenzidim tohoto typu. V roce
1996 publikoval Stucky se spolupracovniky rozsahlou
studii, v niz popsal pouziti celkem osmi kationickych ten-
zidi v syntézach templatovanych kiemicitanti provede-
nych v riznych reakénich podminkach?. Tyto materialy
jsou oznaceny jako SBA; nejzndmé;jsi z nich jsou SBA-1
a SBA-3. (Strukturni parametry jsou uvedeny v tabulce I1.)
Vyznamny pokrok v oblasti syntéz piedstavovaly receptu-
ry zalozené na pouziti neionickych tenzidi jako Cinidel
urcujicich architekturu porézni struktury. Prvni pouziti
neionického tenzidu publikovali Pinnavaia a spol. v roce
1995 (cit.”); pripravené materialy oznagili MSU-X (X je
poradové Cislo materialu). V roce 1998 Stucky a spol.

Mezoporézni Difrakéni Plocha povrchu Objem mezoport Primér mezopora
molekulové sito symetrie [m*g™ [em’g™"] [nm]
MCM-41 hexagonalni 900-1200 0,9-1,1 2,0-5,0
MCM-48 kubicka 900-1100 0,9-1,1 2,5-3,5
SBA-1 kubickd 10001100 0,6-0,7 3,0
SBA-3 hexagonalni 1100-1300 0,7-0,9 3,0
SBA-15 hexagonalni 700-900 0,9-1,2 6,0-10,0
SBA-16 kubicka 600-950 0,4-1,0 3,0-8,0°

* Primér vstupnich oken kolisa v mezich 1,0-6,0 nm
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publikovali dal$i rozsahlou studii*, v niz popsali fadu
templatovanych kfemicitanti, pfipravenych s pouzitim
30 riznych neionickych tenzidd; i tyto materialy oznacili
zkratkou SBA. VSechny pouzité tenzidy obsahovaly poly-
ethylenoxidovy fetézec (EO,) jako hydrofilni ¢ast, hydro-
fobni c¢ast tvofil bud polyisopropylenoxidovy fetézec
(POy,) nebo nejruznéjsi uhlovodikové fetézce. Z téchto
tenzidl nalezly v syntézach nejvétsi uplatnéni triblokové
kopolymery typu EO,PO,EO,, vyrabéné spolecnosti
BASF pod nazvem Pluronic. Nejzndméj$i mezoporézni
kfemicitany syntetizované s triblokovymi kopolymery jsou
SBA-15 a SBA-16. (Strukturni parametry jsou uvedeny
v tabulce I1.)

Jestlize srovnadme kationicky tenzid bromid hexa-
decyltrimethylamonny C;sHs3(CH;);NBr s neionickym
tenzidem Pluronic P123 HO(CHzCHzO)zo[C(CH3)HCH20]70
(CH,CH,0),0H, pak vidime, Ze molekula tohoto tenzidu
ma nejen jinou konstituci, ale je i podstatné vétsi. Rozma-
nitost pouzitych tenzidd zptsobuje, Ze pfipravené materia-
ly se lisi typem difrakéni symetrie i tvarem a velikosti
mezop6rt. Velikost micel — a tedy i velikost mezoport —
je predevsim déna velikosti hydrofobniho fetézce moleku-
ly tenzidu; tvar micel pak uruje parametr usporadani g
(packing parameter), definovany vzorcem

g = Viayl (1)
kde V7 a [ jsou objem a délka hydrofobniho fetézce, ao
efektivni plocha hydrofilni ¢4sti molekuly tenzidu. Kulové
micely vznikaji, jestlize g < 1/3; kdyz 1/3 < g < 1/2, jsou
micely valcovité. Jestlize g > 1/2, molekuly tenzidu vytva-
ti flexibilni ¢i rovinné (g = 1) dvojvrstvy.

Zakladni typy interakci kfemicitan/tenzid jsou shrnuty
v tabulce III pomoci bézn¢ pouzivané symboliky. Kazda
reakéni cesta je charakterizovdana ndbojem tenzidu S
a anorganické slozky I; schéma reakéni cesty dale zahrnuje
pomocné iontové slozky, k nimz nalezi H" (proton) &i
vhodny anion X nebo kation M". Jak je ziejmé z obr. 5,
pH reakéni smési urcuje charakter interakce kiemicitan/
tenzid. V oblasti A (pH > 11) dochazi k rozpousténi
oxidu kfemicitého a mezofidze proto nevznikd. V oblasti
B (11 > pH > 2) probiha tvorba mezofaze reak¢ni cestou 1
z micel kationického tenzidu a z kfemicitanovych aniontd
obsahujicich disociované silanolové skupiny Si-O~. Tento
d¢j mlze vyrazné ovliviiovat piitomnost soli. Jestlize je-

Tabulka III
Interakce kiemicitan/tenzid
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jich koncentraci (normalizovanou na 1) oznadime X, pak
realistiét&jsi schéma interakci v mezofazi je (1-x)S'T +
xM'X". V izoelektrickém bodé (pH 2, skupiny Si-OH) je
interakce tenzid/kfemiCitan zprostfedkovdna vhodnym
aniontem X~ (cesta 2) nebo vodikovou vazbou (cesta 3).
V oblasti C (pH < 2) jsou kiemicitanové skupiny protono-
vané a maji kladny naboj (skupiny Si-OH,"). Interakce se
tenzidem je proto zprostiedkovéana aniontem X~ (reakéni
cesty 4 a 5).

V poslednich letech, zejména pak po roce 2000, 1ze
v literatufe pozorovat Gsili zaméfené na vyvoj syntéz, které
umoziuji precizné fidit architekturu port. Tvar micel byl
optimalizovan pouzitim smési tenzidt, které byly zvoleny
tak, aby parametr g mé¢l pro dany tvar micel optimalni
hodnotu®?. Pomoci smési neionickych triblokovych ten-
zidi Pluronic F127 [(EO),06(PO)70(EO)106] a Pluronic
P123 [(EO)20(PO)70(EO)y] v kombinaci s vhodnou volbou
reakcénich podminek Ryoo a spol. pfipravili fadu moleku-
lovych sit SBA-16 s pory ve tvaru kulovych dutin o pru-
méru 4,5-9 nm a okny o velikosti n€kolik desetin az 6 nm

rychlost kondenzace

12

Obr. 5. Vliv pH na rychlost kondenzace kiemicitanovych ionti

Reakeni cesta Typ interakce Tenzid Schematicky vzorec * Ptipraveny material
1 ST kationicky C,-NR;" MCM-41, MCM-48
2 SXT kationicky C,-NR;" SBA-1

3 s’ neionicky C,~(EO), MSU

4 SXT" kationicky C,-NR;" SBA-1, SBA-3

5 (S’H)(XT) neionicky (EO)m(PO)A(EO)nCr-(EO) SBA-15, SBA-16

C, oznaduje nejdelsi uhlovodikovy fetézec (n = 8 az 22), R riizné mensi uhlovodikové skupiny
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(cit.?").

Velikost a tvar tenzidovych micel i charakter interakce
kfemicitan/tenzid v mezofazi ovliviuji pridavky anorganic-
kych soli do reakéni smési**. Timto zptsobem lze modifi-
kovat jak mezoporézni systém, tak i vznik a velikost ¢astic.
Napt. pfidavek NaCl do reakéni smési pro syntézu MCM-
41 zpusobil vznik koloidnich ¢astic tohoto mezoporézniho
molekulového sita”. Naopak piidavek KCI umoznil provést
syntézu SBA-15 pii teploté blizké teploté okoli*’.

Pro aplikacni Ucely je zpravidla vyhodné, jestlize
Castice porézni latky maji definovany tvar a stalou veli-
kost. Kulovité castice pak vynikaji tim, Ze nejsnadnéji
vytvéteji usporadané struktury. Unger’' a Stucky™ se spo-
lupracovniky modifikovali klasicky Stobertiv postup™ pro
syntézu monodisperznich kuli¢ek SiO, mikrometrové veli-
kosti zalozeny na fizené hydrolyze emulze tetraal-
kylorthoktemicitanu. Disperzni prostfedi pro tuto emulzi
tvoii voda s pridavkem vhodného alkoholu; jako katalyza-
tor je piidan NH; nebo NaOH. Pfi ptipravé mezoporéznich
kiemicitant je v disperznim prostiedi rozpustén téz tenzid,
jehoz micely vytvafeji mezoporézni strukturu vznikajicich
&astic. Mou a spol.** provedli syntézy kulovitych &astic
analogickym postupem; na rozdil od pfedchozich receptur
byla hydrolyza tetraalkylorthosilikatu katalyzovana kysele.
Pokud peclivé zvolili a dodrzovali podminky syntézy, tj.
slozeni, pH a teplotu a zpisob michani reakéni smési, pfi-
pravili mezoporézni koule o primeéru az 1,5 cm, které ne-
vykazovaly zadné makroskopické defekty. V nedavné
dobé¢ byla popsana podobna syntéza mezoporézniho mole-
kulového sita SBA-16 s kulovitymi ¢asticemi mikrometro-
vé i milimetrové velikosti*>. Pomoci rastrovaci elektronové
mikroskopie bylo prokazano, Ze tyto ¢astice vznikaji aglo-
meraci koloidnich ¢éstic a naslednym zaplilovanim mezi-
Casticovych prostord amorfni silikou.

Pro n¢které aplikace — zejména pro vyuZiti v optic-
kych zafizenich mohou byt vyznamna mezoporézni
kfemicitanova vlakna mikrometrového priméru a milimet-
rové délky. Tato vlakna byla syntetizovana na rozhrani
dvou kapalnych nemisicich se f4zi; nevodna faze obsaho-
vala tetraalkylorthosilikat, vodna faze tenzid. Prvni synté-
za byla publikovana v roce 1997 (cit.*®), podrobn&ji prace
byla uvefejnéna v roce 2001 (cit.”’). Takto ptipravena
vldkna se vyznacuji pozoruhodnou porézni strukturou,
nebot’” hexagonalné uspofadané pory jsou tésné stoceny
kolem osy vlakna. Mezoporézni molekulové sito MCM-41
s vlaknitymi casticemi bylo téz syntetizovano tzv. homo-
gennim srazenim®. V této metodé se mezofaze vytvafi
v alkalickém prostfedi; snizeni pH reakéni smési, nutné
pro kondenzaci kiemicitanovych iont (obr. 5), je dosaho-
vano hydrolyzou esteru kyseliny octové. Na rozdil od vla-
ken pfipravenych ve dvoufazovém systému ma tento mate-
rial mezopory orientovany paralelné s osou vlaken.

V literatuie byla popsana téz piiprava tenkych mezo-
poréznich filmu, které by mohly nalézt uplatnéni zejména
v optice, mikroelektronice ¢i senzorice. Jednoduchou, avsak
velmi efektivni metodu pro syntézu precizné usporadanych
tenkych mezoporéznich filmi rozpracoval Brinker*’.

Syntetické zeolity, které jsou mikroporéznimi mole-
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kulovymi sity, témér vzdy vytvateji krystaly, jejichz plo-
chy odpovidaji pfisluiné krystalografické symetrii*’. Na-
proti tomu ¢astice mezoporéznich molekulovych sit vzhled
krystalli obvykle nemaji. Pravidelné ¢astice s dobie vyvi-
nutymi plochami byly pfipraveny jen v piipadé mezopo-
réznich molekulovych sit s krychlovou symetrii, a to pouze
za specialné optimalizovanych podminek. Jelikoz tyto
Castice maji krystalicky vzhled, jsou v literatufe bézné
nazyvany krystaly — i kdyZ na rozdil od skute¢nych krys-
tald nejsou uspofddany na atomarni urovni. Prvni
Krystaly* mezoporézniho sita MCM-48 pripravili Ryoo
a spol.*'; pozdgji Mokaya a Xia syntetizovali pravidelné
Castice tohoto materialu o velikosti 0,5-2 um ohrani¢ené
dvanacti rovinami*’. Ptipravu dokonalych krystali
mezoporéznich molekulovych sit SBA-1 a SBA-16 publi-
koval v nedavné dob& Mou a spol.****. Dobie definovany
tvar téchto castic je dusledkem velmi pomalého ristu,
ktery probihal pfi pH 2 az 3, tj. v oblasti, v niZ je rychlost
kondezace kiemicitanovych iontl velmi nizka (obr. 5).

Syntéza pravidelné ohrani¢enych Castic mezoporéz-
nich molekulovych sit s krychlovou symetrii je zfejmym
disledkem templatovani porézniho systému kulovymi
nebo kratkymi rozvétvenymi micelami. U hexagonalnich
molekulovych sit MCM-41 a SBA-15 jsou mezopéry tem-
platovany micelami, které maji tvar dlouhych ohebnych
ty¢inek. Proto 1ze ocekavat, ze v disledku fluktuaci jsou
micely ndhodné pfetrhavany; tyto defekty pak znemoznuji
vznik castic s krystalickym vzhledem, tj. ohrani¢enych
pravideln€ uspofadanymi plochami.

3. Inkorporace hliniku

Usili o zavedeni hliniku do neutralniho kiemigitano-
vého skeletu mezoporéznich molekulovych sit bylo zpo-
catku motivovano snahou ziskat kysely katalyzator pro
krakovani velkych molekul, které nelze krakovat pomoci
standardnich katalyzatord na bazi zeolitu Y. Hlinitokfemi-
¢itanova mezoporézni molekulova sita, jez by vykazovala
dostatecnou stabilitu a kyselost nutnou pro krakovaci pro-
ces, vSak dosud syntetizovana nebyla; naproti tomu se tato
sita osvédcila v fadé katalytickych pfemén velkych mole-
kul, jez nevyzaduji vysoce kysela aktivni mista®.

Ackoliv prvni syntéza hlinitokfemicitanového mole-
kulového sita MCM-41 byla publikovana jiz v roce 1992
(cit.">'®), nelze pfimou syntézu templatovanych mezopo-
réznich hlinitokfemicitanii povazovat za zcela vyfeSeny
problém. Hlinitokfemicitanové materidly typu MCM-41
nebo SBA-15 obecné nedosahuji tirovné usporadani Cisté
silikatovych materiald. Pfima hydrotermalni syntéza hlini-
tokfemicitanovych materiali je nejcastéji provadéna za
ptitomnosti kationtl alkalickych kovi, které jsou odstraio-
vany z kalcinovanych forem iontovou vymeénou za kation-
ty amonné; amonné kationty jsou pak odstranény dalsi
kalcinaci. Tento postup vsSak nejen poSkozuje porézni
strukturu, ale zplisobuje i ztratu tetraedricky koordinova-
nych atomi hliniku, tj. ubytek kyselych hydroxylovych
skupin. Syntéza hlinitokfemicitanového mezoporézniho
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sita muze byt provedena téZ v kyselém prostiedi bez pti-
tomnosti kationt alkalickych kovt. Pfikladem je pfiprava
molekulového sita SBA-15 za pouziti tetracthylorthokie-
micitanu jako zdroje kiemiku*’. K zabudovéani atomi hlini-
ku do stén poértu vsak dochazi jen pfi snizeni kyselosti re-
akéni smési, coz ma za nasledek zhorSeni kvality mezopo-
rézni struktury.

Dalsi moznosti inkorporace hliniku je impregnace
kfemicitanovych materiald vhodnou slouceninou tohoto
prvku. Nejcastéji je pouzivan isopropoxid nebo chlorid-
hydroxid hlinity*’. Tento postup sice vede ke zvyseni ky-
selosti molekulovych sit, avSak je doprovazen poskozenim
jejich mezoporézni struktury.

4. Kompozitni materialy

Z predchozi ¢asti je ziejmé, Ze mezoporézni moleku-
lova sita nevykazuji dostatenou teplotni stabilitu, zv1asté
po zabudovani kationtd hliniku do kfemicitanového skele-
tu, a jejich kyselost je nedostatecna pro nasazeni v kysele
katalyzovanych reakcich. Z téchto divodu je vénovana
velkd pozornost pfipravé kompozitnich molekulovych sit
(tzv. hierarchickych struktur), které vyuzivaji jako staveb-
ni jednotky nanocastice krystalickych zeoliti pro tvorbu
mezoporéznich materiali. Vysledkem tohoto postupu jsou
materialy obsahujici mikroporézni i mezoporézni strukturu
a pritomnost zeolitickych ¢astic zvysuje jejich termickou
stabilitu a kyselost.

Byly popsany dva zakladni postupy piipravy téchto
kompozitnich materialti. Podle prvniho postupu jsou pie-
dem pripravena mezoporézni molekulova sita rekrystalizo-
vana za podminek klasické hydrotermalni syntézy zeoli-
t4*®. Druhy postup je dvoukrokovy: v prvnim kroku jsou
pfipraveny nanocastice zeolitu o velikosti pod 50 nm, které
jsou v druhém kroku pfetvofeny do mezoporéznich mole-
kulovych sit*. Z dosud popsanych syntéz vyplyva, e dru-
pfipraveného mezoporézniho molekulového sita vede
v bazickych podminkach k jeho ¢aste¢nému rozpadu. Nao-
pak pouziti nanocastic zeolitli (ZSM-5, zeolit Y, zeolit L,
Beta) jako stavebnich jednotek pro pfipravu mezoporézni-
ho molekulového sita umoznilo pfipravit katalyzatory
o podstatné vyssi tepelné stabilité a kyselosti. Tyto kataly-
zatory vykazuji vyssi aktivitu v kysele katalyzovanych
reakcich nez plvodni mezoporézni molekulova sita
a mnohdy i neZ samotné zeolity’.

5. Zavér

Templatovana kiemicitanova a hlinitokfemicitanova
mezoporézni molekulova sita nalezi k nanoporéznim mate-
ridlim s vysokym aplikanim potencidlem. V dasledku
pravidelné vnitini architektury téchto materiali je jejich
jakakoliv vlastnost vlastnosti celého porézniho systému ¢i
celého vnitfniho povrchu port. Tato skutecnost umoziuje
fadu védeckych aplikaci mezoporéznich molekulovych sit.
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Typickym prikladem je oblast fyzikalni adsorpce plyni,
jez je Siroce vyuZzivadna pro charakterizaci tuhych latek.
Mezoporézni molekulova sita, studovana jako modelové
adsorbenty, umoznila kalibraci metod pro stanoveni textur-
nich parametrd tuhych latek a vyrazné prispéla k rozvoji
teorie adsorpce. Podobné tomu je i v oblasti heterogenni
katalyzy, kde aktivita katalyzatorti na bazi mezoporéznich
molekulovych sit mize byt snaze korelovadna s charakte-
rem aktivnich center.

Uspé&sna priprava kompozitnich materiald, které obsa-
huji uspofadané mikroporézni a mezoporézni systémy,
zahégjila intenzivni vyzkum zaméfeny na optimalizaci jejich
katalytickych vlastnosti. Zvladnuti fizené syntézy téchto
hierarchickych  struktur nélezi v  souCasné dobé
k nejaktualnéj$im problémim v oblasti poréznich materiald.

Technologické aplikace mezoporéznich molekulo-
vych sit ¢i materialt pfipravenych na jejich bazi dosud
nebyly ozndmeny. Lze je oCekdvat, a to nejen ve vysoce
kvalifikovanych separac¢nich procesech ¢i v kvalifikované
heterogenni katalyze, ale i v fadé jinych obort, jejichz
vycet presahuje ramec tohoto ¢lanku.

Tato prace vznikla za financéni podpory grantu GA CR
203/05/0197. Autor dékuje Prof. Jirimu Cejkovi (Ustav
fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského, AV CR) za kritic-
keé procteni rukopisu.

LITERATURA

1. Rouquerol J., Avnir D., Fairbridge C. W., Everett
D. H., Haynes J. H., Pernicone N., Ramsay J. D. F.,
Sing K. S. W., Unger K. K.: Pure Appl. Chem. 66,
1739 (1994).

2. LuG. Q., Zhao X. S., v knize: Nanoporous Materials:
Science and Engineering (Lu G. Q., Zhao X. S., ed.),
str. 4, 317, Imperial College Press, World Scientific
Publishing Co., Singapore 2004.

3. Cejka J., Zilkova N., Rathousky J., Zukal A.: Phys.
Chem. Chem. Phys. 3, 5076 (2001).

4. Cejka J., Kooyman P. J., Veseld L., Rathousky J.,
Zukal A.: Phys. Chem. Chem. Phys. 4, 4823 (2002).

5. Cejka I., Zilkova N., Rathousky J., Zukal A., Jagiello
J.: Langmuir 20, 7532 (2004).

6. Cejka J.: Stud. Surf. Sci. Catal. 157, 111 (2005).

7. a) Mesoporous Molecular Sieves 1998 (Bonneviot L.,

Béland F., Danumah C., Giasson S., Kaliaguine S.,
ed.), Baltimore, USA, 1998, Stud. Surf. Sci. Catal.
117, Elsevier, Amsterdam 1998.

b) Nanoporous Materials II (Sayari A., Jaroniec M.,
Pinnavaia T. J., ed.), Banff, Kanada, 2000, Stud. Surf.
Sci. Catal. 129, Elsevier, Amsterdam 2000.

¢) 2nd International Symposium on Mesoporous Mo-
lecular Sieves (Bonneviot L., Giasson S., Kaliaguine
S., Stocker M., ed.), Quebec City, Kanada, 2000,
Microporous Mezoporous Mater., Volumes 44—45
(2001).

d) Zeolites and Mesoporous Materials at the Dawn of
the 21" Century (Galarneau A., Di Renzo F., Fajula



Chem. Listy 101,208-216 (2007)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

F., Vedrine J., ed.), Montpellier, Francie, 2001, Stud.
Surf. Sci. Catal. 135, Elsevier, Amsterdam 2001.

e) Nanoporous Materials III (Sayari A., Jaroniec M.,
ed.), Ottawa, Kanada, 2002, Stud. Surf. Sci. Catal.
141, Elsevier, Amsterdam 2002.

f) Nanotechnology in Mesostructured Materials (Park
S.-E., Ryoo R., Ahn W.-S.,, Lee C. W., Chang J.-S,,
ed.), Jeju, Korea, 2002, Stud. Surf. Sci. Catal. 146,
Elsevier, Amsterdam 2003.

g) Recent Advances in the Science and Technology of
Zeolites and Related Materials (van Steen E., Claeys
M., Callanan L. H., ed.), Cape Town, Jizni Afrika,
2004, Stud. Surf. Sci. Catal. /54, Elsevier, Amsterdam
2004.

h) Nanoporous Materials IV (Sayari A., Jaroniec M.,
ed.), Niagara Falls, Kanada, 2005, Stud. Surf. Sci.
Catal. 156, Elsevier, Amsterdam 2005.

i) Zeolites and Ordered Mesoporous Materials: Pro-
gress and Prospects (Cejka J., van Bekkum H., ed.),
Stud. Surf. Sci. Catal. /57, Elsevier, Amsterdam 2005.
j) Molecular Sieves: From Basic Research to In-
dustrial Applications (Cejka J., Zilkova N., Nachti-
gall P, ed.), Stud. Surf. Sci. Catal. 158, Elsevier,
Amsterdam 2005.

Rathousky J., Zukalova M., Zukal A.: Chem. Listy 91,
413 (1997).

Ciesla U., Schiith F.: Microporous Mesoporous Mater.
27,131 (1999).

Ying J. Y., Mehnert C. P., Wong M. S.: Angew.
Chem. Int. Ed. 38, 56 (1999).

Schiith F., Schmidt W.: Adv. Eng. Mater. 4, 269
(2002).

Leonditis E.: Current Opinion Colloid Interface Sci. 7,
81 (2002).

Cejka J.: Appl. Catal., A 254, 327 (2003).

Beck J. S., Chu C. T.-W., Johnson I. D., Kresge C. T.,
Leonowicz M. E., Roth W. J., Vartuli J. W.: WO pa-
tent 91/11390 (1991).

Kresge C. T., Leonowicz M. E., Roth W. J., Vartuli
J. C., Beck J. S.: Nature 359, 710 (1992).

Chiola V., Ritsko J. E., Vanderpool C. D.: US Patent
3556 725 (1971).

Yanagisava T., Shimizu T., Kuroda K., Kato C.: Bull.
Chem. Soc. Japan 63, 988 (1990).

Beck J. S., Vartuli J. C., Roth W. J., Leonowicz M. E.,
Kresge C. T., Schmitt K. D., Chu C. T.-W., Olson
D. H., Sheppard E. W., McCullen S. B., Higgins J. B,
Schlenker J. L.: J. Am. Chem. Soc. 114, 10834
(1992).

Di Renzo F., Cambon H., Dutartre R.: Microporous
Mater. 70, 283 (1997).

Cejka I., Wichterlova B.: Catal. Rev. 44, 375 (2002).
Lowell S., Shields J. E., Thomas M. A., Thommes M.:
Characterization of Porous Solids and Powders: Sur-
face Area, Pore Size and Density. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht 2004.

Huo Q., Margolese D. I., Stucky G. D.: Chem. Mater.
8, 1147 (1996).

215

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Referat

Bagshaw S. A., Prouzet E., Pinnavaia T. J.: Science
269, 1242 (1995).

Zhao D., Huo Q., Feng J., Chmelka B. F., Stucky
G. D.: J. Am. Chem. Soc. 720, 6024 (1998).

Ryoo R., Joo S. H., Kim J. M.: J. Phys. Chem., B 103,
7435 (1999).

Kim J. M., Sakamoto Y., Hwang Y. K., Kwon Y.-U,,
Terasaki O., Park S.-E., Stucky G. D.: J. Phys. Chem.,
B 106, 2552 (2002).

Kim T.-W., Ryoo R., Kruk M., Gierszal K. P., Jaro-
niec M., Kamiya S., Terasaki O.: J. Phys. Chem., B.
108, 11480 (2004).

Leontidis E.: Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 7, 81
(2002).

Rathousky J., Zukalova M., Kooyman P. J., Zukal A.:
Colloids Surf., A 241, 81 (2004).

Yu C., Tian B., Fab J., Stucky G. D., Zhao D.: Chem.
Commun. 2726 (2001).

Griin M., Lauer 1., Unger K. K.: Adv. Mater. 9, 254
(1997).

Huo Q., Feng J., Schiith F., Stucky G. D.: Chem. Ma-
ter. 9, 14 (1997).

Stober W., Fink A., Bohn E.: J. Colloid Interface Sci.
26, 62 (1968).

Kao C.-P., Lin H.-P., Mou C.-Y.: J. Phys. Chem. So-
lids 62, 1555 (2001).

Stevens W.J. J., Mertens M., Mullens S., Thijs I., Van
Tendeloo G., Cool P., Vansant E. F.: Microporous
Mesoporous Mater. 93, 119 (2006).

Huo Q., Zhao D., Feng J., Weston K., Buratto S. K.,
Stucky G. D., Schacht S., Schiith F.: Adv. Mater. 9,
974 (1997).

Kleitz F., Marlow F., Stucky G. D., Schiith F.: Chem.
Mater. 73, 3587 (2001).

Schulz-Ekloff G., Rathousky J., Zukal A.: J. Inorg.
Mater. 7, 97 (1999).

Brinker C. J.: MRS Bulletin 29, 631 (2004).

Cejka J., Zilkova N.: Chem. Listy 94, 278 (2000).
Kim J. M., Kim S.K., Ryoo R.: Chem. Commun.
1998, 259.

Xia Y., Mokaya R.: J. Mater. Chem. /3, 657 (2003).
Chao M.-C., Wang D.-S., Lin H.-P, Mou C.-Y.: J.
Mater. Chem. 73, 2853 (2003).

Chen B.-C., Chao M.-C., Lin H.-P, Mou C.-Y.:
Microporous Mesoporous Mater. 87, 241 (2005).
Taguchi A., Schiith F.: Microporous Mesoporous Ma-
ter. 77, 1 (2005).

Vinu A., Murugesan V., Béhlmann W., Hartmann M.:
J. Phys. Chem., B 108, 11496 (2004).

Mokaya R.: Chem. Commun. 2000, 1891.

Verhoef M. J., Kooyman P. J., van der Wall J. C.,
Rigutto M. S., Peters J. A., van Bekkum H.: Chem.
Mater. 73, 683 (2001).

Proke$ova P., Mintova S., Cejka J., Bein T.: Micropo-
rous Mesoporous Mater. 64, 165 (2003).

Prokesova P., Zilkova N., Mintova S., Bein T., Cejka
J.: Appl. Catal., A 281, 85 (2005).



Chem. Listy 101,208-216 (2007)

A. Zukal (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Dolejskova 3, Prague 8): Recent Trends in the Synthesis
of Nanoporous Materials

This contribution reviews recent trends and poten-
tials in the synthesis of advanced nanoporous materials.
The discovery of these materials has accelerated the de-
velopment of methods of their characterization. The first
part of this review describes the characterstics of typical

Referat

organized mesoporous silicas. For the preparation of
templated mesoporous silicas, many synthetic routes
have been developed. Recent advances in this field are
presented and structural and morphological properties of
resulting materials are described in the second part. In
the third part, the incorporation of aluminum into the
pore walls is briefly summarized. The last part is devoted
to the composite micro/mesoporous materials with the
special emphasis on the composites involving nanozeoli-
tic particles.
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Uvod

Destilaty patii mezi alkoholické napoje obsahujici
nejméné 20 obj.% alkoholu, pfi jejichZ vyrobé se smi pou-
ivat vyhradng kvasny ethanol', ktery je tvofen b&hem
fermentace ze zkvasitelnych surovin ¢innosti vhodnych
mikroorganismu (kvasinek) a izolovan naslednou destilaci.

Mimo ethanolu a vody, které tvofi podstatnou cast
destilatd, jsou piitomny i dalsi latky?, které maji vliv na
senzorické vlastnosti®* destilatu a na jeho kvalitu. Tyto
latky mohou pochazet z piivodni suroviny™ (samotnd su-
rovina, ale i kvas), mohou vznikat pfi fermenta¢nim proce-
su® nebo pii skladovani a zrani’. Zastoupeny jsou piede-
v&im dal§i niz&i alifatické alkoholy” (methanol, 1-pro-
panol, 1-butanol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-buta-
nol, 3-methyl-1-butanol i dalsi alkoholy). Z aromatickych
a heterocyklickych alkohold vznikaji pii kvaseni benzylal-
kohol, 2-fenylethanol a furfurylalkohol. VSechny se vy-
znaCuji vyraznymi senzorickymi vlastnostmi. Z vice-
mocnych alkoholli se v ovocnych destilatech vyskytuje
2,3-butandiol a glycerol. Dalsi skupinu, ktera podstatnym
zpusobem ovliviiuje senzorické vlastnosti ovocnych desti-
lat, tvoii aldehydy. Ty pochazeji' jednak ze zpracované
suroviny a jednak vznikaji® b&hem kvasného procesu
i béhem destilace a stafeni. Mezi hlavni zastupce této sku-
piny chemickych latek patii acetaldehyd, benzaldehyd
a furankarbaldehyd. V ovocnych destilatech jsou také za-
stoupeny tékavé alifatické kyseliny™?, piedeviim kyselina

octovd, dale kyselina mravenci a maselnd, a z vysSich pak
kyseliny kapronova, kaprylova, kaprinova, laurova, myris-
tova a daldi. Tyto vznikaji jako vedlejsi produkty kvaseni®
a v malém mnozstvi byvaji v ovocnych destilatech piitom-
ny (t€kaji s vodni parou) bud’ ve volné formé nebo jako
estery.

Riiznorodé chemické slozeni jednotlivych destilati
zptisobené mnoha faktory”'® (druh a kvalita pouzité suro-
viny, aktivita kvasinek, fermentacni podminky, technolo-
gicky postup destilace, konec¢nd uprava destilatu) naznacu-
je moznost rozliseni zakladnich typi téchto alkoholickych
napoji na zaklad¢ identifikace markerd specifickych pro
dany druh destilatu, a tak i zabranéni mozného falSovani
lihovin.

7 wr

Experimentalni ¢ast

K analyze byly vybrany palenky z merun¢k, Svestek,
jablek a hrusek. U vzorkd ovocnych destilatd, které zahr-
novaly vyrobky z domaci, palirenské i primyslové vyroby,
byly vybrany dvé skupiny potencialnich markerd. Skupina
nizkomolekularnich latek zahrnovala 1-propanol, 2-pro-
panol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-
-1-butanol, ethyl-acetat a 1,1-diethoxyethan. Druhou sku-
pinu tvorily ethylestery vyssich mastnych kyselin, a to
ethyl ester kyseliny kaprylové, kaprinové, laurové, myris-
tové, palmitové a stearové. Tyto latky byly vybrany jako
univerzalni (i kdyz malo specifické) markery pfitomné ve
vsech typech ovocnych destilata.

Pro méfeni obsahu latek v destilatech byl pouZit ply-
novy chromatograf HP 6890 s hmotnostnim detektorem
5973 N (Agilent, USA), knihovnou spekter NIST 98
(USA) a kolonou HP-5MS (5%-difenyl-95%-poly-
dimethylsiloxan) s parametry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um.
Podminky GC separace: i) nizkomolekularni latky: 40 °C
(2 min) — 10 °C min™" — 200 °C (5 min); nastiik: 0,2 ul,
split 50:1; ii) ethylestery vyssich mastnych kyselin: 50 °C
(2 min) — 10 °C min"' — 300 °C (5 min); nastiik: 1 pl, dav-
kovaci pulz 280 kPa, 24 s. Nosnym plynem bylo helium
(99,998 %; rychlost pratoku: 7) 0,6 mlmin™', i) 0,9
ml min'; SIAD, Bergamo, Italie).

Hmotnostni obsah jednotlivych markerti ve vzorcich
byl ur¢en metodou kalibra¢ni pfimky. Byly pfipraveny dva
zakladni zasobni roztoky standardnich latek: i) roztok niz-
komolekularnich latek a ii) roztok ethylesterd vyssich
mastnych kyselin. Ethanolické z4sobni roztoky byly na-
sledné fedény 10x, 50x a 250x 50% ethanolem (v pfipadé
ethylesterti vyssich mastnych kyselin 96% ethanolem).

* Marcela Korhonova se s touto praci uspé$né zucastnila soutéze O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analyticka chemie.
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Vysledky a diskuse

Ve sledovanych destilatech byla metodou kalibra¢ni
pfimky stanovena koncentrace 1-propanolu, 2-propanolu,
2-methyl-1-propanolu, 2-methyl-1-butanolu, 3-methyl-1-
-butanolu, ethyl-acetatu, 1,1-diethoxyethanu a ethylesteru
kyseliny kaprylové, kaprinové, laurové, myristové, palmi-
tové a stearové. Piima interpretace takto obsahlych vysled-
kt analyzy ovocnych destilati je pomérné komplikovana
pravé pro velky pocet naméfenych dat, jejich vzdjemnou
provazanost a vysokou variabilitu u jednotlivych palenek.
Pro rychlé statistické zpracovani takovych rozsahlych sou-
boril dat a pro vyhleddni a piehledné znazornéni jejich
vnitini struktury se casto vyuziva faktorova analyza
(,,Factor Analysis“ — FA). Tato vicerozmérna statisticka
metoda'' umoziiuje uréit rozbor struktury vzajemnych
z4vislosti proménnych, popis struktury dat a vyhledat vy-
znamné faktory (jevy) a souvislosti, které je tézké urcit
analyzou jednotlivych ukazateld ¢i jejich dvojic.

Pro analyzu byly dale vybrany dva soubory dat, vzor-
ky merutikovice a slivovice. Vysledek FA (obr. 1) ukéazal,
ze doslo k rozdé€leni vzorkti merurikovice a vzorku slivovi-
ce na dvé skupiny. Tento vysledek naznaCuje moznost
rozliSeni dan¢ho druhu destilatu na zakladé analyzy obsa-
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Obr. 1. FA vzorki meruiikovice a slivovice; € vzorky slivovi-
ce, O vzorky meruiikovice
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Obr. 2. FA nizkomolekulirnich liatek vzorkd meruiikovice
a slivovice; @ vzorky slivovice, O vzorky meruiikovice
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hu uvedenych analytl. Po vylouceni skupiny ethylesterti
vyssich mastnych kyselin a zizeni souboru vstupnich dat
na skupinu nizkomolekularnich latek, doslo k mirnému
pfekryti obou soubort, avSak bylo dosazeno rovnéz uspo-
kojivého rozliSeni (obr. 2). Samotna analyza ethylesterd
vys8ich mastnych kyselin jiz neposkytla dobré rozliSeni
(obr. 3). U sledovanych destilati tedy koncentrace béz-
nych nizkomolekularnich latek obsahuji prekvapivé vice
specifickou informaci a uvedené latky jsou tedy lepSimi
kvalitativnimi markery neZ ethylestery vysSich mastnych
kyselin. Nasledujici analyza vzorki jablkovice a hruskovi-
ce, coz jsou palenky z jadrového ovoce, pfinesla obdobné
vysledky jako analyza merutikovice a slivovice. I v tomto
pripadé bylo mozné odlisit palenky z jednotlivych surovin
na zaklad¢ analyzy sledovanych markert (obr. 4).

Pii analyze palenek ze stejného typu ovoce
(peckovice resp. jadrové ovoce) dochazi k dobrému rozli-
Seni jak pfi FA analyze, jejiz matice zahrnuje vSechny
studované analyty, tak pii analyze, kde vstupni matici tvori
pouze nizkomolekularni latky. U sledovanych vzorku tedy
ethylestery vysSSich mastnych kyselin nemaji podstatny
vliv na vysledek FA analyzy. Lze pfedpokladat, ze pro jiny
druh ovoce resp. pro jinou vychozi surovinu, ktera nebyla
zahrnuta do této studie, mlize byt pravé obsah ethylesterd
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Obr. 3. FA ethylesterti vysSich mastnych Kkyselin vzorka me-

ruiitkovice a slivovice; € vzorky slivovice, O vzorky meruiiko-
vice
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Obr. 4. FA vzorki jablkovice a hruskovice; O vzorky jablkovi-
ce, ® vzorky hruskovice
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Obr. 5. FA vzorka meruiikovice, slivovice, jablkovice a hrus-
kovice; ¢ vzorky slivovice, O vzorky meruiikovice, ® vzorky
jablkovice, A vzorky hruskovice

vyssich mastnych kyselin charakteristickym ukazatelem.

Z porovnani koncentraci navrzenych markerQ
v jednotlivych typech destilati je ziejmé, Ze tyto markery
jsou obsazeny prakticky ve vSech destilatech ve srovnatel-
nych koncentracich. Pfes nizkou specificnost je mozné
pomoci téchto marker pomérné dobie odlisit urcité typy
destilati. Z obr. 5 je ovSem vidét, Ze spojenim vSech uve-
denych ovocnych pélenek do vstupni matice jiz nedochézi
k dobrému rozliseni. Z uvedenych vysledki je ziejmé, ze
pro komplexnéjsi charakterizaci bude nutné vyhledat dalsi,
specifictéjsi markery destilatt. Nadéjnou skupinu predsta-
vuji napf. terpeny, mezi nimiz 1ze najit 1atky, které jsou do
znaéné miry specifické pro jednotlivé druhy ovoce.

Zavér

Ruzné druhy ovocnych destilatd byly matematicky
analyzovany vicerozmérnou statistickou metodou, faktoro-
vou analyzou, ktera dokazala rozlisit podobné druhy ovo-
ce, palenky pochazejici z peckovin a palenky pochazejici
z jadrového ovoce. Spolecnou analyzou vSech ovocnych
destilatii vSak nebylo mozné doséhnout dostate¢ného rozli-
Seni jednotlivych druhti ovoce. Vyrazné zlepseni lze pted-
pokladat pii pouziti specifi¢téjsich markerd (napf. terpe-
nu). Jejich vyhledani je dilezitym tkolem budouciho vy-
zkumu. Vybrané nizkomolekuldrni latky pfedstavuji pte-
kvapivou a perspektivni skupinu univerzalnich markeri
destilatu.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi mladeze a télovy-
chovy za financni podporu (Grant ¢. MSM 6198959216).
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M. Korhoiiova, R. Hejdova, P. Bartak, P. Bednar,
and L. Cap (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of Science, Palacky University, Olomouc): Analysis of
Markers for Characterization of Distillates

Fruit distillates, such as apricot-brandy, plum vodka
“Slivovitz”, cider-brandy and pear-brandy, originating
from domestic production, small distilleries and manufactur-
ing production, were analysed by gas chromatography with
mass spectrometry. Less specific, but universal markers
present in all types of distillates were selected for first ex-
periments: propan-1-ol, propan-2-ol, ethyl acetate, 2-methyl-
propan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol, 1,1-di-
ethoxyethane, ethyl octanoate, ethyl decanoate, ethyl dode-
canoate, ethyl tetradecanoate, ethyl palmitate and ethyl
stearate. Quantitative data were statistically evaluated by
factor analysis. Regarding the minute specificity of se-
lected markers, unexpectedly good resolution was ob-
served in this case. The results of factor analysis indicate
a possibility of differentiation of products from different
fruits. Samples of apricot-brandy and plum vodka (drupes)
can be differentiated. In the same way, distillates from
apples and pears (pomes) can be easily differentiated. Al-
though, the full resolution of all samples requires discov-
ery of other specific markers, the proposed set of low-
molecular-weight compounds is a promising group of uni-
versal markers for characterisation of distillates.
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Uvod

Zvysovanie rychlosti analyz plynovou chromatogra-
fiou sa stalo zaujimavym uz v obdobi uvedenia kapilar-
nych kolén. Jednou z moznosti zvySovania rychlosti GC
separacie je pouZitie kratkych kolon s malym vnutornym
priemerom. Pouzivaju sa kapilarne kolony s malym vnu-
tornym priemerom (I.D.) — 0,1 alebo 0,15 mm narrow-bore
kolény a s dizkou zvyéajne do 15 m. Vyhodou takychto
kolén je predovSetkym vysoka separacnd ucinnost’ porov-
natel'nd, alebo dokonca vyssia ako v pripade konvencnych
GC kolén'?. K nevyhodam kapildrnych kolon s malym
I.D. patri nizky prietok nosného plynu, ¢o mdéze vyznamne
komplikovat’ davkovanie vzorky a ich otdzna odolnost’
vo¢i malo prchavym sucastiam matrice pritomnym vo
vzorke®. Chromatografické piky po separacii na kolénach
s malym I.D. maju malu Sirku, ¢o kladie vysoké naroky na
detekciu, predovSetkym v pripade pouzitia hmotnostno-
spektrometrickych detektorov.

K ¢asu potrebnému na ziskanie analytického vysledku
vyznamne vplyva okrem samotnej separacie aj Uprava
vzorky a vyhodnotenie nameranych udajov. Firma Agilent
Technlogies vyvinula softvér ,,Deconvolution Reporting
Software*!, ktory méa sluzit' na automaticku identifikaciu
pesticidov (pripadne inej skupiny analytov) podl'a kniznice
hmotnostnych spektier (RTLPest 2) a na kvantitativhu
analyzu metodou GC-MS. Detekcia analytov v GC-MS sa
uskutociiuje pri snimani v rezime ,,Full Scan* (snimanie
celych  spektier). Vyhodnocovanie s pouzitim

Cena Merck

,Deconvolution Reporting Software* za¢ina v prvej Casti
softvérového balika — MSD Chemstation — program na
obsluhu GC-MS a vyhodnocovanie analyz. Tu sa uskutoc-
ni bezn4 identifikdcia analytov podla elu¢ného Casu a po-
merov intenzit preddefinovanych selektivnych idnov
a kvantitativna analyza s pouZitim zvolenej kalibracnej
metddy. Nasledne sa uskutoéni dekonvolucia chromato-
grafickych pikov a identifikacia cielovych analytov v dru-
hej cCasti softvérového balika, v programe AMDIS. Tento
program slizi na automatickil eliminaciu Sumu z merani
a spektralnu dekonvolaciu chromatografickych pikov’.
Identifikdciu uskutocniuje porovnavanim dekonvoluova-
nych spektier s referenénymi spektrami vo zvolenej kniz-
nici, v pripade pesticidov je to kniznica RTLPest 2, ktora
obsahuje spektra 567 aktivnych latok. Nasledne sa vsetky
dekonvoluované spektrd, ktoré boli v programe AMDIS
identifikované ako cielové analyty, eSte raz porovnavaju
so spektrami v kniznici NIST 02 (obsahuje 147000 roz-
nych zlafenin) s pouzitim programu MS Search. Vystu-
pom je sprava obsahujuca tabulku identifikovanych zluce-
nin spolu s ,,match* faktorom vyjadrujucim zhodu dekon-
voluovaného spektra s referenénym spektrom a mnoz-
stvom latky. V dostupnej literatire sa vSak neuvadzaju
medze detekcie, pri ktorych je automatickd procedura
spolahliva®. Na medze detekcie roznych latok vplyvaju
dva faktory. Prvym je medza detekcie pouzitého GC-MS,
teda mnoZzstvo latky, pri ktorom sa zaznamena dostatoc¢ne
kvalitné hmotnostné spektrum a druhym je kvalita dekon-
volucie v programe AMDIS. Tu je dolezité, aby bolo moz-
né ucinne eliminovat’ Sum merania a spektralne odlisit’
piky analytov od pikov pochddzajicich z matrice vzorky.
ciu, pri ktorej je mozna automatickd dekonvolicia
a identifikécia rezidui pesticidov v ovoci a zelenine prog-
ramom AMDIS (Automated Mass — spectral Deconvolu-
tion and Identification System) a vypocet medze detekcie
vybranych pesticidov pri rychlej GC-MS analyze v reZime
,Full Scan®.

Experimentalna cast’

Chromatografické analyzy boli vykonané na GC-MS
6890N (Agilent Technologies, USA) s hmotnostnym de-
tektorom 5973N (Agilent Technologies, USA) s PTV dav-
kova¢om (Programmed Temperature Vaporizer — davko-
vac s programovanou teplotou odparovania) a autosample-
rom 7683. Plynovy chromatogram bol v on-line zapojeni s
pocitaCom pracujucim so softvérom na kontrolu priebehu
analyzy a spracovanie dat v MSD Chemstation D.01.02.

Na analyzu bola pouzitd kapildrna koléna s malym

* Silvia Ondrekova sa s touto pracou uspesne zucastnila sitaze O cenu firmy Merck 2006 za najlepsiu Studentskt vedecku pracu v odbo-

re analytickej chémie.
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Tabulka I

Cena Merck

Zoznam sledovanych pesticidov, zaradenie do chemickych skupin, povod, elucny ¢as (¢), koeficient determinacie (Rz),

vypocitana medza detekcie (LOD) a ciel'ovy (kvantifikac¢ny) ion

Pesticid Skupina Zdroj t R’ LOD Cielovy i6n
[min] [ng pul™] [m/z]
Dimethoate organofosfat Cheminova Agro 3,79 0,9990 0,30 87
Diazinon organofosfat  Agrovita 3,97 0,9990 0,32 276
Terbuthylazine triazin Ciba-Geigy 3,99 0,9990 0,28 214
Pyrimethannil anilino- Schering 4,06 0,9993 0,22 198
pyrimidin
Chlorpyrifos-methyl — organofosfat  Dr,Ehrenstorfer 4,37 0,9994 0,20 286
Fenitrothion organofosfat Sumimoto Chemical 4,63 0,9994 0,28 277
Chlorpyrifos organofosfat Dow Chemical co, 4,72 0,9990 0,28 314
Cyprodinil anilino- Ciba-Geigy 5,02 0,9991 0,26 225
pyrimidin
Penconazole triazol Ciba-Geigy 5,06 0,9991 0,26 248
Captan ftalamid Agrovita 5,17 0,9888 1,10 79
Methidathion organofosfat  Ciba-Geigy 5,25 0,9990 0,28 145
Myclobutanil triazol Dow Agro science 5,50 0,9990 0,28 179
Kresoxim-methyl oximinoacetat Dr,Ehrenstorfer 5,58 0,9990 0,30 131
Tebuconazole triazol Agrovita 6,23 0,9989 0,30 250
Phosalone organofosfat  Dr,Ehrenstorfer 6,73 0,9991 0,30 367
Bitertanol triazol Bayer 7,15 0,9983 0,40 170
Cypermethrin pyretroid Agrovita 7,65 0,9966 1,04 181
Etofenprox neesterovy Mitsui Toatsu Chemicals 7,71 0,9992 0,24 163
pyretroid

vnitornym priemerom typu CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS s
rozmermi 15m x 0,15 mm s hrabkou stacionarnej fazy
0,15 um so zlozenim 95 % dimetyl 5 % fenylsiloxan od
firmy Chrompak-Varian (Middelburg, Holandsko). Ako
nosny plyn bolo pouzité hélium s Cistotou 5,0 od firmy
Linde Technoplyn (Bratislava, SR).

Optimalizované chromatografické podmienky:

Podmienky PTV davkovaca: rezim studeny splitless,
pociatocna teplota: 150 °C, pociatoény cas: 0,00 min,
1. teplotny gardient gradient: 400 °C min™' do 300 °C
(2,00 min), 2. teplotny gradient 400 °C min"' do 350 °C
(0,5 min), tlak 363,5 kPa, splitless ¢as 1,13 min, prietok
deli¢om 160 ml min™", ddvkovany objem: 2 pl.

Teplotny program termostatu pece: pociatocna teplota

130 °C izotermicky 1,13 min, teplotny gradient 27,25 °C
min~', kone&na teplota 290 °C 6,00 min.
Podmienky MS detektora: teplota GC-MS prevodnika
290 °C, rezim ,Full Scan“ so zaCiatkom merania po
2,50 min, rozsah skenovanych m/z 50-450, vzorkovaci
parameter 1, teplota ionového zdroja 250 °C, energia elek-
tronov 70 eV, teplota kvadrupolu 150 °C.

Standardy pesticidov sme ziskali z réznych zdrojov
(tab. I). Zasobny roztok pesticidov s pribliznou koncentra-
ciou 0,5mgml™ bol pripraveny v toluéne (Supra-
SolvMerck KgaA, Darmstadt, Nemecko).

221

Metéda Gipravy vzoriek bola prevzata z literatary®. Zo
zhomogenizovanej vzorky jablka (odroda jonatdn), sa
odobralo 25 gramov do kadicky a extrahovalo sa s pou-
zitim homogenizatora Ultra-Turrax T25 basic (Ika Werke,
Staufen, Nemecko) (19 000 ot min™', 3 min) s 50 ml aceto-
nitrilu (Suprasolv, Merck, Bratislava). Po filtracii zmesi
cez filtracny papier zo sklenenych mikrovlakien
a pridavku 2,5 g NaCl sa oddelené organickd faza presusi-
la s 2 g bezvodého MgSO,. Extrakt (25 ml) sa na vakuovej
odparke odparil do objemu priblizne 1 ml. Ziskany kon-
centrat sa precistoval na 500 mg SPE NH,— kolonke
(Bond-elut, IST, Midglamorgan, UK) eluciou 15 ml aceto-
nu (Suprasolv, Merck, Bratislava). Efluent sa pradom ¢is-
tého dusika odparil do sucha a doplnil toluénom na objem
5 ml. Zakoncentrovaci faktor apravy vzorky bol 2,5.

Vysledky a diskusia

Pouzitie softvéru AMDIS na
automaticku dekonvoltciu
a detekciu analytov

Na postdenie moznosti vyuzitia softvéru AMDIS
v stopovej analyze rezidui pesticidov s pouZzitim rychlej
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Tabulka II

Cena Merck

Pocetnost’ pozitivnej identifikacie jednotlivych pesticidov na ré6znych koncentra¢nych hladinach, n=7

Pesticid

Pocetnost’ pozitivnej identifikacie jednotlivych pesticidov

koncentracia [ng pl™']
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Captan
Methidathion
Myclobutanil
Kresoxim-methyl
Tebuconazole
Phosalone
Bitertanol
Cypermethrin

B N B e B e N B B I B N e e
e N B B e B N N BN N B N B BN BN )}

Etofenprox

B s T e o B B B B N B B B

|

B I O e e T B B R B N B B

B [ R L s N B I B N I e ]
—_ O O = O L O O O N N N b 9o 3o
S O O O O O O O O o — O O o~ O O O

GC je potrebné zistit’ najnizsiu koncentraciu réznych pesti-
cidov, pri ktorej je eSte mozna spolahliva identifikacia
s pouzitim automatickej dekonvolicie. Na tento experi-
ment sme zvolili zmes 18 pesticidov (tab. I), reprezentuji-
cu zastpenie latok z viacerych chemickych skupin pestici-
dov. Pripravili sme roztoky Standardov pesticidov v extra-
kte z jabik s rozdielnymi koncentraciami: 10; 5; 1; 0,5;
0,1; 0,05; 0,01 ng ul_l, ¢o odpoveda 4; 2; 0,4; 0,2; 0,04;
0,02; 0,004 mgkg™ vpdvodnej vzorke jablka. Cistota
pouzitych jabik neoetrovanych pesticidovymi pripravka-
mi bola overena’. Roztok kazdej koncentraénej hladiny
sme analyzovali na GC-MS pristroji 7x vo ,,full scan®
rezime. Celkovy ¢as analyzy bol 12,92 min a Sirky sledo-
vanych pikov pre vsetky analyzy boli v rozmedzi od 0,72
do 1,02 sek. Pre rychlu GC Sirka piku by mala byt
v rozmedzi 1-3 sek podla definicie'?. Poget zaznamena-
nych spektier na chromatograficky pik (Sirka piku pri za-
kladni) bol v rozmedzi 11-13.

Na vyhodnotenie ziskanych GC-MS stborov sme
pouzili prednastavené parametre softvéru AMDIS, vsetky
nastavenia vyhovovali vlastnostiam GC-MS zdznamov
z rychlej GC-MS. Vysledkom z analyzy udajov v prog-
rame AMDIS je ,report” obsahujuci tabul’ku identifikova-
nych latok spolu s niekolkymi faktormi vyjadrujacimi
podobnost’ dekonvoluovanych spektier so spektrami
v kniznici. V tab. I su zhrnuté pocty, vyjadrujice kol’kok-
rat pri kazdej koncentra¢nej hladine bola identifik4cia da-
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ného analytu uspesna. Pri vysokych koncentraciach 10 a 5
ng ul™' bola automatické identifikacia uspesna vo vietkych
pripadoch. Pri koncentracii 1 ng pl™ boli vetky pesticidy
uspesne identifikované, vynimkou bol tebuconazole, ktory
bol identifikovany len 4x, captan nebol identifikovany pri
koncentrécii 0,5 ng ul™" a bitertanol bol identifikovany pri
tejto koncentrécii len 2x. Pri koncentracii 0,1 ng ul™" boli
identifikované vSetky zluc¢eniny okrem captanu, tebucona-
zolu, bitertanolu a cypermethrinu; dimethoate bol identifi-
kovany len 3x. VSeobecne mozeme konstatovat, ze s kle-
sajiicou koncentraciou klesa uspesnost’ identifikacie rezi-
dui pesticidov tak, ako to vyplyva z tab. II. Pri koncentra-
cii 0,01 ng pl™ boli identifikované len pyrimethanil
a cyprodinil 1x.

Uspesnost automatickej identifikacie pesticidov na
urcitej koncentracnej hladine zavisi od bohatosti hmotnost-
ného spektra danej latky a ucinnosti ionizacie. Hmotnostné
spektrum diazinonu, uvedené na obr. 1, ma dostatocny
pocet intenzivnych iénov: 137, 152, 179, 199, 304 a preto
diazinon bol uspesne identifikovany vo vsetkych koncen-
traénych hladinach okrem 0,01 ng pl™". Obr. 1 zobrazuje
namerané hmotnostné spektrum bitertanolu, ktoré ma jedi-
ny intenzivny ién s m/z 170, ¢o sposobilo, ze bol Gspesne
identifikovany len v rozmedzi koncentra¢nych hladin 10
az 1 ng ul™". Pri koncentracii 0,5 ng pl™" bol identifikovany
len 2x a v rozmedzi koncentracii 0,1-0,01 ng pl™" uz nebol
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Obr. 1. a) Hmotnostné spektrum diazinonu z kniZnice NIST 02, b) hmotnostné spektrum bitertanolu; namerané za podmienok uve-

denych v experimentélnej &asti, davkovana koncentracia 0,05 ng pl™,

davkovany objem 2 pl
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Obr. 2. Zavislost’ NET faktora charakterizujiceho podobnost’ dekonvoluovanych spektier pesticidov programom AMDIS s refe-
renénymi spektrami v kniZnici RTLPest2 od koncentracie pesticidov v analyzovanom roztoku; koncentracia pesticidov v jednot-

kach ng pl™!

identifikovany. Z toho vyplyva, Ze ¢im ma dana latka men-
§i pocet intenzivnych i6nov v hmotnostnom spektre, tym je
horsie a tazsie identifikovatel'na.

Na obr. 2 je znazornena zavislost NET faktora vyjadru-
juceho podobnost’” dekonvoluovaného spektra s referencnym
spektrom v kniznici RTLPest2 od koncentracie pesticidov

223

v analyzovanom roztoku. Ako z grafu vyplyva, takmer vsetky
latky boli UspeSne identifikované s NET faktorom nad 90 na
koncentra¢nych hladinach 10 a 5ngpl™. S klesajucou kon-
centriciou analytov aznizujucou sa komplexnostou MS
spektier sledovanych latok klesa aj NET faktor podobnosti
dekonvoluovanych hmotnostnych spektier.
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Kalibracia a vypocet medze detekcie

Na uskutocnenie kalibracie sme vykonali integraciu
ploch jednotlivych i6novych extrahovanych chromatogra-
mov zo zaznamu celkového ionového toku (TIC) pre Spe-
cifické i6ny zodpovedajlice jednotlivym pesticidom, tak
ako su uvedené v tab. 1. Vypocitali sme priemernt plochu
pikov pre kazdi koncentracntl hladinu. Opakovatelnost’
merani ploch pikov (n=7), vyjadrena ako relativna smero-
dajna odchylka sa zhorSovala s klesajucou koncentraciou
analyzovanych roztokov apohybovala sa priblizne
v rozmedzi do 4 % pre koncentracie pesticidov do 1 ng pl™".
Pre nizSie koncentracie sa RSD pohybovala az do 40 %.
V tab. I st uvedené vypocitané hodnoty koeficientu deter-
minacie R% ktory sa pouziva na zhodnotenie linearity odo-
zvy metody. Koeficient determinécie je najvyssi pre chlor-
tan (0,9888). Zo studia vyplyva, ze odozva je linearna
v rozsahu koncentracii 10-0,01 ng pl™.

Pomocou postupu vypoctu medze detekcie (LOD)
podra literatary’ sme vypoéitali medze detekcie, ktoré st
uvedené v tab. I. LOD je najnizsia pre chlorpyrifos-methyl
0,20 ng a najvyssia pre captan 1,10 ng. Zaujimavé je po-
rovnanie vypocitanych medzi detekcie ziskanych z ploch
pikov extrahovanych iénovych chromatogramov a schop-
nosti programu AMDIS pozitivne identifikovat’ pritomné
pesticidy na zadklade dekonvoluovanych spektier. AMDIS
dokézal identifikovat’ mnohé analyty aj na koncentracnej
hladine podstatne niz8ej ako LOD vypocitand metédou
,,Upper Limit Approach*’.

Zaver

Na posudenie moZznosti pouzitia rychlej GC-MS
a automatického vyhodnocovania analyz programom AM-
DIS sme ako modelova vzorku zvolili roztoky standardov
vybranych pesticidov v extrakte matrice jabik s koncen-
traciami, ktoré zodpovedaju mnozstvam 4; 2; 0,4; 0,2;
0,04; 0,02; 0,004 mgkg™" v povodnej vzorke jablka. Pri
vysokych koncentraciach 4 a 2 mg kg™ bola automaticka
identifikacia uspesna vo vsetkych pripadoch, pri koncen-
tracii 0,4 mg kg™ bola automaticka identifikacia neuspes-
na pre captan a bitertanol. S d’al$im poklesom koncentracii
sledovanych pesticidov v analyzovanych roztokoch sa
znizoval pocet tspesne identifikovanych latok, ako aj po-
dobnost’ dekonvoluovanych spektier s referenénymi spek-
trami v kniZnici vyjadrend ako NET faktor. Vypocitali sme
medzu detekcie LOD, ktora sa pohybuje v rozmedzi
0,20 ng pl™" pre chlorpyrifos po 1,10 ng pl™" pre captan.
Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze navrhovana kombina-
cia rychley GC-MS aautomatickej identifikacie
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s programom AMDIS nie je dostatoCne citliva na identifi-
kaciu vSetkych rezidui pesticidov v rastlinnych komodi-
tach. Zavisi to od pozadovanych hodndét maximalnych
rezidudlnych limitov (MRL), ktoré sa pre rdzne kombina-
cie pesticidov a komodit pohybuju v rozmedzi 0,01-10
mg kg™'. Velmi nizke MRL (0,01 mg kg™") st vyzadované
pre detska vyzivu.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-20-000705.
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M. Kirchner, S. Ondrekova, and E. Matisova
(Institute of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical
and Food Technology, Slovak University of Technology,
Bratislava, Slovakia): Automated Mass Spectral Decon-
volution for Pesticide Residues Analysis by Fast GC-
MS

The aim of this study was to estimate the lowest con-
centration of pesticide residues in non-fatty food matrix at
which the residues can be successfully identified by auto-
matic spectral deconvolution software AMDIS. For GC-
MS measurements fast GC with narrow capillary column
was utilized. For a mixture of 18 pesticides, the identifica-
tion was successful at concentration levels 4-0.4 mg kg™
in real matrix samples (apples). With decreasing concen-
tration, the number of identified pesticides and the quality
of deconvoluted spectra decreased. The calculated limits
of full-scan detection ranged from 0.20 ng for chlorpyrifos
to 1.10 ng for captan. Software AMDIS with the used ex-
perimental set-up is not sufficiently sensitive for reliable
identification of pesticide residues in non-fatty food matri-
ces with low maximal residual limits (e.g. baby food
0.01 mgkg™).
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Uvod

Diky antropogennimu pusobeni dochazi v zivotnim
prostiedi k nartstu celé fady Skodlivych sloucenin, jako
jsou pesticidy, ale také té¢Zké kovy. V mnoha zemich je
koncentrace tézkych kovl v zivotnim prostiedi zavaznym
problémem v ochrané zdravi a produkci potravin'”. Je
znamo, ze t€zké kovy jsou vzhledem ke svym vlastnostem
jedny z nejnebezpecnéjsich latek, které se v zivotnim pro-
sttedi vyskytuji*™®. Protoze je jejich pritomnost vysoce
nezédouci, byly rostliny i zivocichové nuceni vyvinout
fadu ochrannych mechanismit pro jejich detoxikaci. Je
velmi zajimavé, Ze byly objeveny rostlinné druhy, které
jsou schopny tézké kovy akumulovat bez viditelné deprese
a zpomaleni ristu. Této schopnosti je pravé mozné vyuzi-
vat v novych biotechnologickych procesech zvanych fyto-
remediace’.

Je znamo, Ze pokud jsou rostliny vystaveny ucinkim
t€zkych kovil, zah4ji rostlinné buiiky syntézu thiolovych

Cena Merck

sloucenin, jako jsou glutathion a fytochelatiny (PC). Gluta-
thion je maly tripeptid skladajici se z glutaminu, cysteinu
a glycinu (y-glutamyl-cysteinyl-glycin). Je nejrozsifencj-
$im neproteinovym thiolem vyskytujicim se prakticky ve
vSech burkach rostlinnych i Zivo¢iSnych organismu, hub
a v nékterych prokaryotickych organismech. Glutathion
miliZze v organismu existovat ve dvou stavech: redukova-
ném (GSH) a oxidovaném (GSSG). Z glutathionu (GSH)
tzv. transpeptidizacni reakci probiha syntéza PC katalyzo-
vanda enzymem Y-Glu-Cys dipeptidyl transpeptidasou
(trivialng fytochelatin syntetasa, PC-syntetasa)™. Fytoche-
latiny maji zékladni strukturu (y-Glu-Cys),-Gly™®, kde se
dipeptidicka repetice glutamové kyseliny a cysteinu (y-
Glu-Cys) miize opakovat 2 az 11x (nejéastéji 2—5x)’.

Existuji rozlicné metody pro analyzu thiolovych slou-
genin®'". Nejastéji se vyuziva vysoce G¢inna kapalinova
chromatografie ve spojeni s riznymi typy detektor'>'*!¥,
K charakterizaci thiolovych sloucenin lze také vyuZit elek-
trochemickych metod, jako jsou diferencni pulzni voltame-
trie® & chronopotenciometrické rozpoustéci analyza'®, kde
nachazi své uplatnéni kromé visici rtutové kapkové elek-
trody také pevné elektrody, predevsim zlata elektroda®,
jejichz povrchy mohou byt vhodné modifikovany.

V nasi praci byl studovan vliv kademnatych ionti na
rust rostlin kukufice. Sledovali jsme hladinu kadmia
v jednotlivych ¢astech rostliny kukufice a navic bylo vyu-
zito vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ED) pro simultanni
stanoveni deviti riznych thiolovych sloucenin.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Acetonitril a methanol (Cistota pro HPLC) byly ziska-
ny od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Standardy PC,,
PCs a DesGlyPC jsme ziskali od firmy Clonestar Brno.
VSechny dalsi chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich (USA) pokud neni uvedeno jinak. Zasobni roztoky
standard (koncentrace 100 ugml™') byly pfipraveny
v ACS vodé (Aldrich, USA) a uchovany ve tmé pfti 4 °C.

Kultivace rostlin

Pokusnou rostlinou byla kukufice setd (Zea mays L.)
F1 hybrid Gila. Sedmidenni kli¢ni rostliny byly umistény
do opérnych novodurovych nadobek a takto vysazeny do
kultiva¢nich van naplnénych vodou. Kultiva¢ni vany byly
umistény v termostatovaném boxu (Sanyo, Japonsko), kde
byly udrzovany konstantni podminky (teplota 20 °C, vlh-
kost 65 %, 14 h svétlo). Po osmi dnech kultivace byla voda
ve vanach nahrazena vodnymi roztoky o rizné koncentraci

* Ondfej Zitka se s touto praci Gispé$né ztCastnil soutéze O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-

ticka chemie.
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kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 uM) ve formé
CdCl,. Expozice rostlin Cd trvala 6 dnt, pficemz po 24 h
intervalech byly odebirany ¢tyfi rostliny od kazdé pokusné
varianty. Odebrané rostliny byly omyty tfikrat
v destilované vodé¢ a jednou vroztoku 0,5 M EDTA,
a nasledn¢ rozdé€leny na ¢ést listovou a kofenovou.

Ptiprava vzorku pro stanovent
thiolovych sloucenin

Listy a kofeny kukufice (praimérné 0,2 g sv€zi hmot-
nosti) byly zmrazeny kapalnym dusikem pro destrukci
bunék®' ™. Zmrazené &asti rostlin byly rozetieny v tieci
misce a poté byly do misky pridany 2 ml fosfatového puf-
ru o pH 7,0. Vznikly roztok byl homogenizovan na téepac-
ce Vortex—2 Genie (Scientific Industries, USA) po dobu
30 min pti 4 °C. Homogenat byl centrifugovan (15 000
ot min~") 30 min pi#i 4 °C pomoci centrifugy Universal 32 R
(Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko). Supernatant byl
pfed analyzou filtrovan pfes membranovy filtr (0,45 pm,
Millipore, USA).

Elektrochemické stanoveni kadmia

Elektrochemické méfeni bylo provadéno na piistroji
AUTOLAB (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-
Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit tiielektrodo-
vy systém, ktery se skladal z visici rtutové kapkové elek-
trody (HMDE) jako pracovni elektrody s plochou
0,4 mm’, argentochloridové elektrody (Ag/AgCl/ 3 mol 1!
KCl) jako referentni elektrody a platinového dratku jako

a
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pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Nizoze-
mi) byl pouzit pro zpracovani hrubych dat. Acetatovy pufr
o pH 3,6 (0,2 mol I"', CH;COOH + CH3;COONa) byl pou-
zit jako zakladni elektrolyt. Vzorky kukufi¢nych obilek
byly zbaveny kysliku probublavanim argonem (99,999 %)
po dobu 120 s. Koncentrace kadmia byla méfena pomoci
diferen¢ni pulzni anodické rozpoustéci voltametrie
(DPASV). Anodicky sken byl zapocat pti —0,7 V a zasta-
ven u —0,4 V. Kadmium bylo vylu¢ovano na HMDE pti
potencidlu —0,7 V s dobou akumulace 120 s za laboratorni
teploty. Roztok byl béhem vylucovani michan (1450
ot min"). Dalii pouZité parametry metody byly: modula¢-
ni ¢as 0,02 s, potencialovy krok 1,05 mV, rychlost skenu
10,5 mV s™', modula&ni amplituda 49,5 mV.

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie s elektrochemickou detekci

HPLC-ED systém byl slozen ze dvou chromatografic-
kych pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford,
USA), chromatografické kolony s reverzni fazi Polaris
C18A (150 x4,6; 3 um velikost castic, Varian, USA)
a osmikanalového elektrochemického detektoru CoulArray
(Model 5600A, ESA, USA). Detektor je slozen z prutocné
analytické komirky (Model 6210, ESA, USA) obsahujici
Ctyfi sériové fazené cely. Kazda cela obsahuje jednu pra-
covni uhlikovou elektrodu, dvé referentni (hydrogen-
paladiové) a dvé pomocné elektrody (uhlikové). Chroma-
tografickd kolona a elektrochemicky detektor jsou ter-
mostatovany na stejnou teplotu. Vzorek (5 pul) byl injekto-
van manualné ptes davkovaci ventil (Rheodyne).

nadzemni ¢ast koreny

2,00
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1,00

0,50 4

0,00 —
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Obr. 1. a) Fotografie rostlin kukufice (Zea mays L.) kultivovanych po dobu 144 h; charakteristické ristové kiivky rostlin kukufice
vystavené pusobeni 0, 150, 400 a 500 uM koncentraci CdCl, ziskané vazenim svézi hmotnosti b) nadzemni ¢asti a c) kofenu; rostliny
byly kultivovany za podminek aerohydroponie po dobu 144 h, pii teploté 20 °C, 65 % vzdusné vlhkosti a svételném rezimu: 14 h svétlo
a 10 htma; 1 — 0 uM CdCl,, 2 — 150 uM CdCl,, 3 — 400 uM CdCl,, 4 — 500 uM CdCl,
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Vysledky a diskuse

Elektrochemické metody se v poslednich letech do-
stavaji do popfedi zajml riznych védnich i primyslovych
odvétvi pro jejich rychlost, velmi dobrou citlivost, repro-
dukovatelnost, nizké provozni néklady a pfedevsim moz-
nost miniaturizace. Jak je ukazano v fadé¢ praci, jsou vhod-
né pro stanoveni Sirokého spektra biologicky vyznamnych
latek'**" v&etnsd iontd kova'®*' 73! Lze je tedy vyuzit
nejen pro urceni aktudlni koncentrace studované latky, ale
také pro sledovani jejich zmén v zavislosti na ¢ase a druhu
sledovaného organismu ¢i slozky zivotniho prostiedi.

Morfologické zmeény

Kademnaté ionty jsou pro vétSinu organismu velmi
toxické a z toho diivodu jsou vyuzivany jako model toxici-
ty'*#2. Rostliny kukufice (Zea mays L.) byly vystaveny
pusobeni 0, 50, 150, 200, 300, 400 a 500 uM CdCl, po
dobu Sesti dnii. U vSech aplikovanych koncentraci kadem-
natych iontl jsme pozorovali ristovou depresi ve srovnani
s kontrolou, pficemzZ vyrazny toxicky vliv kadmia na rost-
liny byl velmi zfejmy u nejvysSSich aplikovanych davek
kadmia, kde se kromé ristové deprese objevovala poléha-
vost a chloréza (obr. 1).

Analyza kademnatych iontd v riznych
¢astech kukufice

Pro zjisténi obsahu kademnatych iontl v rtiznych

1,4
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castech kukuftice bylo vyuzito diferencni pulzni anodické
rozpoustéci voltametrie (DPASV) v 0,2 M acetatovém
pufru (pH 3,6). Kadmium bylo akumulovano na rtutové
kapkové elektrodé (tvorba slouceniny kadmia se rtuti) pii
potencialu —0,7 V po dobu 120 s. Poté byla vznikla slouce-
nina kadmia a rtuti rozpouSténa. Signal studovaného kad-
mia byl pozorovan pfi potencialu —0,53 V. Za vyse uvede-
nych podminek bylo postupné k zakladnimu elektrolytu
(0,2M acetatovy pufr, pH 3,6) pfidavano zvySujici se
mnozstvi CdCl,. Pozorované voltametrické signély linear-
né vzristaly s rostouci koncentraci kadmia (y = 0,0013 x;
R?=0,9935) (obr. 2). Ze ziskanych experimentalnich dat
bylo mozné urcit limit detekce kademnatych iontd (urceny
jako 3 S/N) 335 fM s chybou stanoveni 1,5 %. Elektroana-
Iyticka metoda byla pouzita pro analyzu volnych kademna-
tych iontl v biologickém vzorku (extrakty z kotenti a listl
kukufice). Na DPAS voltamogramech realnych vzorkt byl
pozorovan velmi dobfe vyvinuty, DPASV symetricky sig-
nal kadmia pfi potencialu —0,53 V (obr. 2). Zjistili jsme, ze
rostliny kukufice piijaly kofeny primémé 6 pg g”' kadmia
za hodinu (u davky kadmia 50 pM) a 23 pg g™ kadmia za
hodinu (u davky 500 uM). Obsah kadmia v rostlinach vel-
mi rychle stoupd do aplikované davky 200 uM, pak jiz
jeho obsah stoupa méné strmé (obr. 3). Nejvyssi obsahy
kadmia byly pozorovéany v kofenech od 0,5 + 0,1 ng g™
(na pocatku experimentu) az do 4 + 0,3 ng g~ (ve étvrtém
dni). Obsahy kadmia v listové ¢asti rostlin byly do ¢tvrté-
ho dne velmi nizké a pohybovaly se do 1 £ 0,2ng g .

Jak je znamo, kofeny jsou mistem prvniho kontaktu
rostliny s okolnim prostfedim, ve kterém je pfitomno mno-

1000 niI

standardni pfidavek ke
vzorku kukufice vystavené
pusobeni 500 uM CdCl,

potencial piku = - 0,532

Obr. 2. a) Kalibraé¢ni zavislost proudové odpovédi na koncentraci kademnatych ionti detegovanych v prostiredi 0,2 M acetatového
pufru (pH 3,6); anodicky sken byl zapocat pti —0,7 V a ukoncen pii —0,4 V. Kadmium bylo vyluc¢ovano na HMDE pfi potencialu —0,7
V s dobou akumulace 120 s za laboratorni teploty. Roztok byl béhem vylu¢ovani michan (1450 ot.min™). Dalii pouzité parametry metody
byly: modulaéni ¢as 0,02 s, potencialovy krok 1,05 mV, rychlost skenu 10,5 mV.s", modulaéni amplituda 49,5 mV; b) Voltamogramy
kademnatych iontii o riizné koncentraci, které byly pridany do vzorku ziskaného z kukufice vystavené puisobeni 500 nM koncent-
raci CdCl,; elektrochemicka analyza probihala v prostiedi 0,2 M acetatového pufru (pH 3,6)
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Obr. 3. MnoZstvi detegovaného kadmia u kukufice vystavené pusobeni riiznych koncentraci kademnatych ionti; byly analyzovany
mladsi a starsi listy a kofeny. Podrobnosti analyzy jsou uvedeny na obr. 2; @ kofeny, [ mladsi listy, [J star$i listy

ho latek, napf. volné ionty. Rostliny byly proto nuceny coz muiZze byt zplsobeno selhanim obrannych mechanis-
k vytvofeni velmi damyslnych aktivnich mechanism md, které souvisi s vaznym poskozenim rostlin vedoucim
pfijmu, aby v takovém prostfedi byly schopny existence. k jejich smrti. Zjistili jsme, Zze v patém dni experimentu
Pravdépodobné diky témto ochrannym mechanismim byl byl pozorovan vyrazny nartist obsahu oxidovaného gluta-
obsah kadmia pravé v kofenech nejvyssi, pfiCemz thionu, coz praveé souvisi s nardstem obsahu kadmia
k transportu t€Zkého kovu dale rostlinou dochazelo pouze v rostlindch a vzestupem mnozstvi kyslikovych radikalt.
minimalné. Kadmium je nejvice imobilizovano v bunkach V ostatnich ¢astech rostlin byly obsahy kadmia velmi niz-
rhizodermis. V patém dni experimentu byl pozorovén vel- ké. Pozorovany jev pravdépodobné souvisi s poruSenim
mi vyrazny pokles obsahu kadmia v kofenech kukufice, ochrannych mechanismil v kofenech rostlin. Zatim neni
pfi¢emZ v Sestém dnu doSlo pouze k minimalnimu zpé&tné- zcela zfejmé, pro¢ nedochdzi k vyraznému néristu obsahu
mu naristu (obr. 3). Oproti tomu velmi prudce stoupal kadmia v mladSich listech (vy$$i metabolickd aktivita,
obsah kadmia ve starSich listech v patém a Sestém dni. intenzivn&jsi transpiracni tok), ale pouze v listech starSich.
Narast obsahu kadmia ve star§ich listech mtze souviset U mladSich listd byla pozorovana vyrazna variabilita
s transportem kadmia do ¢asti rostlin, kde je toxicky kov v obsahu kadmia, avSak jeho obsah v listech s aplikovanou
vice imobilizovan. Sesty den obsah kadmia mirng klesal, davkou kademnatych iontl roste. Nejvyssi obsah kadem-
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natych iontd byl pozorovan ve tfetim dni experimentu.
V Sestém dni experimentu obsah kademnatych iontli mirné
vzrustal, coZ podporuje hypotézu o poruseni ochrannych
mechanismu u rostliny.

Zmény obsahu detegovanych thioll
v rostlindch kukuftice

Pomoci nami nedavno publikované metodiky jsme
studovali obsah thiolovych sloucenin v riznych céastech
kukufice vystavené pusobeni riznych koncentraci kadem-
natych iontd'*">. V této praci jsme se zaméfili na studium
cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu a fyto-
chelatinu 2 (obr. 4). Pro analyzu jsme vyuzili vysokouc¢in-
né kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci.
Na obr. 4b je chromatograficky zdznam analyzy rostlinné-
ho extraktu z koteni kukufice vystavené pisobeni 150 uM
CdCl,. Na chromatogramu jsou velmi dobfe rozliSitelné
a odecitatelné piky vSech studovanych thiolt. Na zakladé
fady analyz jsme zjistili, Zze obsah cysteinu u vSech rostlin
se vzristajici koncentraci kademnatych iontd a dobou ex-
pozice vzrista piiblizné o 500-800 % (v porovnani
s kontrolou). Sesty den experimentu byl pozorovan mirny
pokles obsahu cysteinu, coz mize souviset s intenzivnim
zapojenim této latky do metabolismu rostliny prave

Cena Merck

v detoxika¢nim procesu. Obsah GSH a PC, po celou dobu
experimentu velmi rychle vzristal. Jiz prvni den experi-
mentu byl pfi nejvyssi aplikované koncentraci pozorovany
nartist obsahu thioli o vice nez 200 % (v porovnani
s kontrolou). Po nasledujici dva dny expozice se obsah
GSH a PC, zvySoval pfiblizn¢ o 30-60 % v zavislosti na
aplikované davce kadmia vyjma kontrolnich rostlin. Od
ttettho dne experimentu byly tyto zmény pozvolnéjsi
(nartst obsahu o 10-30 %). Pozorovany jev pravdépodob-
né souvisi s vyraznou toxicitou kadmia, kterd byla ve tfe-
tim dni experimentu velmi dobfe patrnd jak na ristové
kivce, tak na morfologii rostlin. Obsah GSSG v rostlinach
s rostouci aplikovanou davkou kadmia a dobou expozice
také rostl. V Sestém dni experimentu byl jeho obsah o 100
az 600 % vyssi v porovnani s kontrolou. Takovy nartst
obsahu GSSG ukazuje na poruseni glutathionového cyklu
a silny oxidacni stres exponovanych rostlin (obr. 5).

Zaveér

Vzristajici mnozstvi polutantii rizného druhu a pivo-
du v zZivotnim prostiedi vede organismy k aktivaci detoxi-
kacnich mechanismd. Studium zptsobu adaptace na jed-
notlivé druhy znecisténi je velmi dulezitym tkolem mo-
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Obr. 4. a) Chemicka struktura L-cysteinu, redukovaného glutathionu (GSH), oxidovaného glutathionu (GSSG) a fytochelatinu. b)
Chromatogram souc¢asného stanoveni nékolika thioli ve vzorku korenii kukufice exponovanych 150 pM CdCl, po 144 h kultivace
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Obr. 5. Zména celkové hladiny cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu a fytochelatinu u kukufice vystavené @ 0,
50, O0 100, O 150, @ 200, @ 400 am 500 uM CdCl, v priibéhu Sestidenniho experimentu; podrobnosti jsou na obr. 1 a 4

derni analytické chemie, biochemie a molekularni biolo-
gie. Jak je ukazano, elektrochemické stanoveni
v pritokovém systému umoziuje citlivé, rychlé a automa-
tizované méteni fady thioli, které jsou rostlinami aktivné
syntetizovany proti pasobeni tézkych kovi. Kadmium také
ovliviiuje rast rostlin kukutice. Vstup kadmia do rostlin
kukuftice je ovlivnén fadou ochrannych mechanismt.

Prdce na tomto prispévku byla financovana diky pro-
jektim: GACR 522/07/0692, MSMT 6215712402 a Vy-
zkumného centra 1 M06030.
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L. Havel‘, and R. Kizek” (“ Department of Biochemistry,
Faculty of Science, Masaryk University, Brno,
b Department of Chemistry and Biochemistry, and
“ Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy, Men-
del University of Agriculture and Forestry, Brno,
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Protection, University of Veterinary and Pharmaceutical
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Electrochemical Techniques for Detection of Biological
Samples

Heavy metals rank among the most toxic compounds
occurring in the environment; they are also dangerous due
to bioaccumulation. Plants and animals have developed
anumber of protective mechanisms. The detoxification
mechanisms of heavy metals in different organisms have
been intensively studied for many years. We aimed at in-
vestigation of detoxification mechanisms of maize plants
treated with 0, 50, 100, 150, 200, 400 and 500 uM Cd(II)
solutions for six days. In particular, we observed their
growth and determined the Cd content (by differential
pulse anodic stripping voltammetry) and thiol concentra-
tion (by HPLC) in the treated plants. Maize plants took up
6 pg of Cd per gram per hour at the lowest dose and 23 pg
Cd per g per hour at the highest Cd dose. The relations of
glutathione and phytochelatin contents, applied Cd dose,
cultivation time, growth curve and plant morphology were
investigated.
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VALIDACIA METODY STANOVENIA
KADMIA METODOU ETA-AAS
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Uvod

Akreditacia skasobnych laboratorii znamena preuka-
zat’ zhodu s poziadavkami eurdpskej normy EN ISO/IEC
17025:2005, ktora bola v priebehu roka 2005 vydana
v Slovenskej republike vo forme narodnej normy s identic-
kym obsahom. Tato norma stanovuje vSeobecné poziadav-
ky na sposobilost’ vykonavat’ skusky alebo kalibracie vra-
tane vzorkovania. Popisuje poZiadavky na sktSanie a ka-
libracie, ktoré sa vykonavajii pouzitim normalizovanych
metdd, nenormalizovanych metdéd a metdéd vyvinutych
laboratoriom. V technickych poziadavkach normy st popi-
sané poziadavky na skiiSobné a kalibracné metddy a vali-
daciu metod. Podl'a normy STN EN ISO/IEC 17025:2005
(cit.") validécia je potvrdenie preskimanim a podanim
objektivnych dokazov, ze poziadavky, ktoré sa kladi na
uvazované Specifické pouzitie, st splnené, a musi byt’ taka
rozsiahla, kolko treba na splnenie poziadaviek daného
pouzitia alebo oblasti pouzivania. Citovana norma striktne
neurcuje rozsah a formu validacie, tito ulohu nechéva na
laboratoria, ktoré metody navrhuju, vyvijaja, modifikujua,
resp. pouzivaju vo svojich S$pecifickych podmienkach.
Valid4cia mé4 byt’ taka rozsiahla, aby vysledky skuSania
validovanymi metédami zodpovedali potrebam zakazni-
kov. Odporucaju sa rozne techniky alebo ich kombin4cia:
—  kalibracia pouzitim referencnych etaléonov alebo refe-

ren¢nych materilov,

— porovnanie s vysledkami dosiahnutymi inymi metoda-

mi,

— medzilaboratorne porovnania,
—  systematické postudenie faktorov ovplyviiujicich vy-
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sledok,

— posudenie neistoty vysledkov zalozené na vedeckej
znalosti teoretickych zakladov metoédy a na praktic-
kych skusenostiach.

Validacia metddy v praxi znamena aj to, ze vysledky
analyz, ziskané pocas validacie, sa musia podrobit’ Statis-
tickej analyze. Na hodnotenie nameranych dat v skiSob-
nych laboratdriach uz v sti¢asnej dobe existuje bohata po-
nuka profesionalnych pocitacovych programov. Pre skuse-
ného uzivatela tieto komeréné programy davaja Siroku
moznost’ Statistického hodnotenia vysledkov. Pre skusobné
laboratoria je Casto vyhodné mat’ metddy, vytvorené pre
konkrétne potreby laboratéria, ktoré moézu vyuzivat bez
Specialneho vzdelania v oblasti Statistiky.

Ciel'om predloZenej prace bolo stanovit’ vybrané vali-
dacné charakteristiky analytickej metody stanovenia kad-
mia metdodou AAS v rastlinnom materiali pomocou Statis-
tickej metody vytvorenej vo vlastnych laboratériach
v programe Excel.

Experimentalna cast’
Pouzité pristroje a zariadenia

— Na stanovenie kadmia sa pouzil atbmovy absorpény
spektrofotometer SpectrAA—200 fy. Varian, Australia.
Merania sa uskuto¢nili vyuzitim techniky elektroter-
mickej atomizacie s deutériovou kompenzaciou poza-
dia s modulom GTA-100,

— mineraliza¢ny autoklav ZA-1.
Chemikalie a reagenty

— kyselina dusi¢na, suprapur, Merck

— peroxid vodika p.a. Merck s certifikatom

— pouzity Standard na zostrojenie kalibracnej zavislosti:
Cadmium standard solution, koncentracia 0,0015 mg I,
dodévatel’ Merck. Pracovné roztoky sa pripravili rie-
denim zakladného roztoku v 1% (v/v) roztoku HNOs,
pouzity referenény materidl na overenie spravnosti
metddy: Standard Reference Material N 1570a, Trace
Elements in Spinach Leaves, NIST USA, dodéavatel’
Chemmea s.r.o. Bratislava, obsah Se je 2,89 + 1,0
mg kg™

— deionizovana voda

Podmienky merania
Pri pouziti elektrotermickej atomizacie sa na meranie

pouzila katodova kadmiova vybojka, prad na lampe
10 mA, vilnova dlzka 228,8 nm, Sirka Strbiny 1,0 nm,

* Sona Fandlyova sa s touto pracou Uspesne zicastnila stitaze o cenu firmy Merck 2006 za najlepsiu Studentsku vedecku pracu v odbore

analyticka chémia.
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s deutériovou kompenzéciou pozadia. Davkovany objem
vzorky 10 ul. Pouzit¢ modifikatory: 1% H;PO4
v davkovanom objeme 10 pl. Pre vyhodnotenie vysledkov
sa pouzila metdda kalibracnej krivky.

Validacia metddy

Validécia sa uskutocnila Statistickou analyzou name-
ranych dat pre nasledovné parametre’: presnost’ metody —
ako opakovatelnost, vyjadrent relativnou smerodajnou
odchylkou; spravnost’ metody — analyzou matricovych
referencnych materidlov (RM). Ako RM sa pouzil: Stan-
dard Reference Material N 1570a, Trace Elements in Spi-
nach Leaves, USA; linearita metddy v oblasti oCakavanych
koncentracii z kalibracnej zavislosti podl'a rovnomernosti
narastu relativnej odozvy pristroja k prislusnym koncentra-
ciam; limitné hodnoty analytickej metody — medza dokazu
(LOD), medza stanovitel'nosti (LOQ) zo zistenej kalibrac-
nej zavislosti y = 77,1 - x — 0,012 metédou ULA (cit.®);
neistota analytickej metody, vyjadrena ako rozsirena kom-
binovand neistota pomocou pocitaového programu
Metro2003, verzia: 3.02 (cit.*). Na pracovisku autorov boli
vytvorené také vypoctové tabul’ky v programe Excel, ktoré
umoznia jednozna¢né hodnotenie nameranych dat podla
konkrétnych poziadaviek laboratoria na validaciu metody”.
Vypoctové tabulky umoziuju vypocet a hodnotenie name-
ranych dat so slovnym hodnotenim plnenia poziadavky na
jednotlivé validacné charakteristiky tak, aby dali jedno-
zna¢nu odpoved uzivatelovi o d’alSej nutnej Cinnosti. Pos-
tup jednotlivych krokov vypoctu sledovanych valida¢nych
charakteristik je popisany v publikovane;j literatiire autorov
&lanku®.

Analyzovany material

Na analyzy sa pouzili vzorky susenej mrkvy. Vzorky
mrkvy sa odoberali z vyskumnych policok Vyskumného
ustavu zeleninarskeho v Novych Zamkoch, vo faze zberu
po aplikdcii remediacnej techniky pomocou rdznych ad-
sorbentov.

Spracovanie vzoriek

Vzorky konzumnej ¢asti mrkvy po oCisteni sa zhomo-
genizovali a pouzili na mineralizaciu, resp. na pripravu
susiny.

Susina sa pripravila suSenim cerstvych homogenizo-
vanych vzoriek v susiarni pri teplote 105 °C.

Mineralizacia vzoriek: 1 g navazku susiny mrkvy po
homogenizacii v trecej porcelanovej miske sa priamo
navazovala do mineralizatnych autoklavov typu ZA-1.
K navazenym vzorkam su$iny sa pridal na zvlhéenie 1 ml
deionizovanej vody. Ku vzorkdm sa pridalo 5 ml konc.
HNO; a 2 ml H,O,. Vzorky sa uzavreli do kovovych plas-
tov mineralizacnych autoklavov a mineralizovali sa
v horkovzdusnych sterilizatoroch v trvani 120 min pri
teplote 140 °C.

Uprava mineralizatov pre ETA-AAS: Po vychladnuti
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mineralizacnych autoklavov sa mineralizaty kvantitativne
preniesli do 25 ml odmernych baniek a doplnili deionizo-
vanou vodou po rysku.

Vysledky a diskusia

Rozne zeleninové druhy predstavuju matricu, ktora
nie je mozné priamo bez Upravy vzorky analyzovat’ a ktora
tzv. matricovym efektom vyznamne méze ovplyvnit’ prie-
beh analyzy. Nakol'ko sa jedna o stanovenie nizkych kon-
centracii sledovanej latky, bolo treba pouzit metddu
s vysokou citlivostou.

Moderné pristroje AAS su vybavené technikou linear-
nej kalibracie s pociatkom v bode 0, ako aj s nenulovym
usekom, pricom sa pracuje v ,normalnom kalibra¢nom
mode” s kalibraciou vo vodnych roztokoch. Predpokladom
pouzitia tejto techniky je, ze metdda musi mat’ pozadovanti
vytaznost’ a vplyv matrice na vysledok merania musi byt’
maly’.

Porovnanim kalibracnych zavislosti vodnych rozto-
kov a mineralizatov so Standardnym pridavkom kadmia sa
zistilo, ze metdéda ETA-AAS davala len o malo odlisnu
smernicu zavislosti, ¢o poukazuje na maly vplyv matrice
na vytaznost’ stanovenia vzoriek zelenin.

Moznost stanovenia realnych koncentracii Cd
v analyzovanych vzorkach sa sledovala porovnavanim
vysledkov merani slepych vzoriek s vysledkami merani
redlnych vzoriek. Merania sa vykonali sériami analyz sle-
pych vzoriek a vzoriek mrkvy celym analytickym postu-
pom vratane mineralizacie technikou ETA-AAS. Absor-
bancia merania slepych vzorieck na AAS sa porovnala
s hodnotami absorbancie vzoriek mrkvy (tab.I). Z vys-
ledkov merani vyplyva jednoznacna apo analyze série

Tabul’ka I
Porovnanie absorbancie merania slepych vzoriek a vzoriek
mrkvy

Vzorka Absorbancia
slepé vzorky mrkva
1 0,0005 0,0020
2 0,0006 0,0021
3 0,0005 0,0023
4 0,0008 0,0022
5 0,0009 0,0021
6 0,0004 0,0019
7 0,0008 0,0020
8 0,0007 0,0021
9 0,0008 0,0021
10 0,0009 0,0021
11 0,0006 0,0023
12 0,0005 0,0020
Smerodajna odchylka 0,00017 0,00011
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Tabul’ka IT
Hodnotenie opakovatelnosti metddy stanovenia Cd v mo-
delovych vodnych roztokoch

Cena Merck

referenéného materialu sa dokazalo, ze sledovana metoda
pracuje s velmi dobrou vytaznostou, pri¢om relativny
rozptyl vysledkov okolo spravnej hodnoty je maly
(tab. III).

Kadmium ako kontaminant, je pritomné v beznych
vzorkach rastlinného materialu v relativne malom mnozstve,
¢o predurcuje na jeho stanovenie pouzit’ metddu, ktorou je
mozné jeho nizke koncentracie bezpecne stanovit. Ako vy-
plyva z vysledkov analyzy v tab. IV, medza stanovenia je
0,27 pg "' kym medza dokazu je 0,090 ug I!, ¢o v prepocte
na navazok vzorky v mnozstve 1 g pre medzu stanovania
je 6,8 pg kg™, pre medzu dokazu 2,3 pgkg™'. Tieto hod-
noty davaju istotu, ze hodnoty kadmia, ktoré sa vyskytuju
v stanovovanych vzorkach, sa mézu bezpecne stanovovat'.

Tabulka IV
Vypocet detekénych limitov stanovenia z kalibracnej za-
vislosti

Hodnotenie posunu kalibracného vztahu v kalibracnej
zavislosti®

m, 1 mg’1 77,01

b -0,012
Ho: b=0 Hi:b#0
tyyp 5,5

birit 2,1

Vypocet medze dokazu a medze stanovenia z kalibracnej
zavislosti®

kp (n=2; 0,05) 2,15

sy 0,0035
- 0,021
LOD, ug 1™ 0,090
LOQ, pg ™ 0,27

Poradové Merana hodnota
&islo merania [mg 1]

1 0,2213

2 0,2310

3 0,2180

4 0,2223

5 0,2438

6 0,2298

7 0,2480

8 0,2448

9 0,2446
10 0,2338
Parameter Hodnota
Aritmeticky priemer, mg ! X 0,234
Smerodajna odchylka, mg 1" s 0,011
Vyberovy variaény koeficient, _ 4,73
% sg =100.s/ x
Tabulka III
Hodnotenie spravnosti metddy stanovenia Cd
v referenénom materiali
Poradové Referencna Stanovena  Vytaznost
Cislo hodnota hodnota [%]
merania [mg kg™'] [mg 1]

1 2,90 100,3

2 2,89 2,70 93,4

3 3,01 104,2
Parameter Hodnota
Aritmeticky priemer, mg 1! T 99,31
Smerodajna odchylka, mg 1™ s 0,157
Vyberovy variacny 5,48

koeficient, % sg=100.5/ X

vzoriek bezpecnd rozliSitelnost’ absorbancie slepych vzo-
riek od absorbancie vzoriek mrkvy. Znamena to, Ze meto-
da moéZe byt UspeSne pouzitd aj na stanovenie nizkych
koncentracii Cd v mrkve.

Validita metddy sa overila analyzou redlnych vzoriek.

Analyzou série vzoriek v podmienkach opakovatel-
nosti sa vypocitala opakovatel'nost’ metddy. Vypocitany
vyberovy variany koeficient merania je 4,73 % (tab. II),
¢o je nizSia hodnota ako kladena poziadavka. Analyzou

* Absorbancia = f (¢), priGom ¢ je koncentracia [mg 1],
podla hodnotenia kalibracnej zavislosti plati kalibracny
model: y = m-x + b; "najvicsi dovoleny posun regresnej
priamky

Tabulka V

Vypocet kombinovanej neistoty metody

Parameter Hodnota
Stanovovana veli¢ina Cd
Stanovena hodnota, ug kg™ 16,0
Kombinovana $tandardna neistota, pug kg™ 2,1
Rozsirena $tandardna neistota, pg kg™ +4,7
Expanzny koeficient 2,26
Pravdepodobnost’ 95%
Pocet stupnov volnosti 9
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Tabul’ka VI
Hodnotenie sledovanych valida¢nych charakteristik metody
Valida¢né charakteristiky Hodnota
poziadavka namerané plnenie

Medza detekcie, ug 1! LOD < 0,1 0,090 splnena
Medza stanovenia, pug 1™ LOQ <0,30 0,27 splnena
Horna hranica rozsahu merania, pg I min. 1000 1300 splnend
Opakovatel'nost’ metody, % sg < 10,0 4,7 splnena
Kalibra¢ny graf :

— linearita, % Apre 1200 11,7-17,3 splnena

— spol’ahlivost’ regresie, % Sy rel ®<10,00 2,9 splnend
Spravnost’ metody, % 100 + 10,0 101,7 splnena
Kombinovana §tandardna neistota, % u, < 30,0 293 splnena

 Maximalna dovolena odchylka od priemernej relativnej odozvy; ° relativna rezidualna smerodajna odchylka

Tato skutocnost’ sa dokazala aj porovnanim absorbancii
sledovanych slepych vzoriek a vzoriek mineralizatov mrk-
vy, ktor¢ st uvedené v tab. 1.

Vypocet kombinovanej Standardnej neistoty metody
vyzaduje odhalit’ vSetky zdroje neistoty pocas celého ana-
Iytického procesu. Pouzity vypoctovy program na zaklade
vypoctového vzorca stanovovaného analytu zostroji Ishi-
kawov diagram, pomocou ktorého su jednotlivé neistoty
priradované k vysledku stanovenia. Vysledkom vypoctu je
kombinovana Standardna neistota, ktort1 uvadza tab. V.

Vsetky vypocitané a jednotlivo hodnotené validacné
charakteristiky sa premietli do sthrnnej tabulky
v programe Excel, v ktorej sa na zaklade vysledkov hod-
notenia jednotlivych validacnych charakteristik hodnotila
validacia ako celok®. Z dosiahnutych vysledkov validacie
(tab. VI) vyplyva, Ze metdédu mozno UspeSne pouzivat’ na
analyzu sledovanych vzoriek.

Zaver

Vypoctom sledované valida¢né charakteristiky stano-
venia kadmia metodou ETA-AAS, pocitané vo vypocto-
vych tabulkach v programe Excel dokazuji, Ze metdda sa
vyznacuje s pozadovanou hodnotou opakovatelnosti
a spravnosti, linearita merania je zabezpeCend v celom
rozsahu kalibracie. Po vypocitani detekénych limitov me-
tody je zrejmé, ze obsah kadmia, ktory sa vyskytuje
v stanovovanych vzorkdch rastlinného pdvodu, sa moze
bezpecne stanovovat. Vypocitana kombinovana neistota
merania v sledovanom koncentracnom rozsahu zodpoveda
poziadavkam kladenym na metodu.
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S. Fandlyova®, O. Hegediis™”, and A. Hegediisova®
(“ Department of Chemistry, Constantine the Philosopher
University in Nitra, " Regional Authority of Public Health,
Nitra, Slovak Republic): Validation of ETA-AAS Met-
hod of Cadmium Determination

An ETA (electrothermal atomization)-AAS method of
Cd determination in plants was validated by determining
its accuracy (under repeatability conditions), trueness,
calibration curve and linearity, limit of detection, limit of
determination and combined standard uncertainty. The
results showed that the method is suitable for the determi-
nation of low cadmium contents in vegetables.
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Uvod

Biologické membrany jsou pfedmétem velkého zajmu
badateldl, jelikoZz jsou s nimi uzce spjaté mnohé Zivotné
dilezité procesy, jako je transport latek, transformace
energie, regulace metabolismu, koordinace biologickych
procest ¢i bunééna diferenciace.

Béhem evoluce se kazdy zivy systém vyvijel a pfi-
zpusoboval zménam a existenci v novém prostiedi. U bu-
néénych membran dochazelo béhem tohoto procesu nejen
k velkym strukturnim zménam, ale i k vyznamnym zmé-
nam jejich funkce.

Viditelné znaky prizptisobeni se organismu nehostin-
nym a casto extrémnim podminkam prostfedi je mozné
pozorovat u archaebakterii (Archaea). Extrémni teploty
a hodnoty pH, vysoké koncentrace soli nebo striktn¢ anae-
robni prostiedi byly nesporné divodem k tomu, zZe tyto
organismy jsou vybavené¢ nezbytnymi komponentami
a jedine¢nymi biologickymi procesy. Jednim z nejdilezi-
téjSich biochemickych ryst archaebakterii je kromé jiného
také unikatni lipidové sloZeni a z toho odvozena specifickd
struktura membrany, coz také slouzi jako hlavni chemota-
xonomicky znak této skupiny mikroorganisma.

Studium archaebakteridlnich membran otvira nové
a doposud nevyfesené problémy membranologie. Mizeme
predpokladat, Zze zavedeni metod molekularni biologie,
které zatim u Archaea nejsou prili§ aplikovany, pfinese
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mnohé vyznamné objevy z teoretického, ale i praktického
hlediska.

Sedimenty rybnic¢niho a fi¢niho dna jsou vyznamnym
mistem, kde se Casto kumuluji po rizné dlouhou dobu
organické latky a kde miZzeme ocekéavat pritomnost fady
mikroorganismul véetné zastupci fiSe Archaea.

Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) je
jednou z nejmodernéjsich biochemickych metod, kterou
Ize vyuzit k popisu a charakterizaci mikrobialnich spole-
Censtev. Mastné kyseliny poskytuji informace jednak
o vSeobecné struktufe aktivnich mikrobialnich spolecen-
stev a jednak také o biomase urCitych skupin mikroorga-
nismi'~.

Fosfolipidy nejsou zasobnimi latkami, v zivych bun-
kach je jejich mnozstvi priblizné konstantni; po smrti bun-
ky se velice rychle odbouravaji. Z toho dlivodu dobie ur-
¢uji velikost biomasy zivych bunék. Analyza celkové bio-
masy je relativné jednoduchd a je zalozena na izolaci fos-
folipidové frakce a kolorimetrickém stanoveni fosforu®
nebo na stanoveni nespecifickych mastnych kyselin
(kyselina palmitova)®.

Nekteré mastné kyseliny jsou naopak velmi specific-
ké pro ur¢itou skupinu organismt, pro uréity rod nebo
dokonce druh. Doposud je znama celé fada rizné specific-
kych biomarkeri a jejich pocet neustile stoupa
v souvislosti s pokracujicim mikrobiologickym vyzku-
mem. Naptiklad vétvené a cyklické mastné kyseliny se
vyskytuji pfevazné v bakteriich a vyskyt téchto mastnych
kyselin byvé spojovan s bakterialni aktivitou’. Nenasycené
cyklické mastné kyseliny by mohly byt potencialnimi bio-
markery bakterii rodu Clostridium vcetné¢ mezofilnich,
termofilnich a psychrofilnich bakterii®.

Archaebakterie se 1iSi od ostatnich bakterii obsahem
unikatni skupiny tzv. etherovych lipidl, ve kterych jsou
uhlovodikové fetézce spojeny s glycerolem etherovou
vazbou misto esterové’. Hlavni lipidy jsou diethery &i
tetraethery, které jsou velmi odolné k degradaci. Jejich
pfitomnost v biomembranach snizuje jejich prostupnost
pro ionty a protony a umozinuje piezivani archaebakterii
v extrémnich podminkach. Polarni etherové lipidy tvofi
80-95 % membranovych lipidi archaebakterii. Zbyvaji-
cich 5-20 % tvoti pfevazné neutralni skvaleny (Cs) a jiné
isoprenoidy®.

Dietherové lipidy archaebakterii jsou schopné vytva-
fet béznou lipidovou dvojvrstvu diky interakcim proti sobé
orientovanych fytanylovych fetézc. Délka fytanylového
fetézce je shodnd s délkou fetézce mastnych kyselin u béz-
nych lipida bakterii a eukaryot a tak je i cela dvojvrstva
podobna bézné fosfolipidové membrang.

Cilem této prace je ovéfeni praktické vyuzitelnosti
analyzy lipidovych markerti (esterové i etherové véza-
nych) pfi charakterizaci redlnych vzorkil sedimentli a bio-
logickych kala.

* Stanislav Oplustil se s touto praci uspésné zicastnil soutéze O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytickd chemie.
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Experimentalni ¢ast
Ptistroje a chemikalie

Megfeni byla provadéna na plynovém chromatografu
HP 6890 s hmotnostnim spektrometrem 5973 N MSD
(Agilent, Palo Alto, USA). Byla pouzita nepolarni kolona
HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) s teplotnim progra-
mem 50 °C — 1 min — 10 °C min~' — 150 °C — 5 °C min™' —
300 °C — 19 min a heliem jako nosnym plynem s priitokem
0,9 ml min™* (99,998 %, SIAD, Bergamo, Italie). Rozpous-
tédla (methanol, hexan, chloroform) a bézné chemikalie
(hydroxid draselny, kyselina octova) byly distoty p.a.
(Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR). Jako standard etherové-
ho lipidu byl pouzit dipalmitylglycerolether (O,0’-di-
hexadecylglycerol) (Larodan Fine Chemicals AB, Malmo,
Svédsko).

Analyza esterovych lipidu

Bé&Zny postup analyzy fosfolipidovych mastnych ky-
selin zahrnuje extrakci lipidi organickymi rozpoustédly,
frakcionaci a izolaci fosfolipidli chromatografii na sili-
kagelu, transesterifikaci mastnych kyselin a analyzu me-
thylesterti plynovou chromatografii’.

37 g vlhkého sedimentu (obsah vody do 35 %), 30 ml
fosfatového pufru (0,05 mol l’l, pH 7,4), 37,5 ml chloro-
formu a 75 ml methanolu bylo sonifikovano 20 min v ul-
trazvukové lazni. Kapalné faze byla oddé€lena centrifugaci
a prenesena do délici nalevky. Po ptidavku 37,5 ml chloro-
formu a 37,5 ml redestilované vody byl vzorek protiepa-
van 20 min a ponechan pies noc.

Spodni organicka faze byla oddélena, zfiltrovana pies
fritu a odpatfena do sucha pfi teploté nepiesahujici 37 °C.
Extrakt byl rozpustén v 1 ml chloroformu a pfenesen na
silikagelové kolonky (Bond Elute-SI, 500 mg, 3 ml) pie-
dem promyté 5 ml smési methanol / chloroform (4:1).
Neutralni lipidy a glykolipidy byly postupné vymyty 5 ml
chloroformu a 5 ml acetonu. Nakonec byly eluovany fos-
folipidy 5 ml methanolu a roztok byl odpafen do sucha.
Fosfolipidova frakce byla rozpusténa v 1 ml smési to-
Iuen / methanol (1:1) a 1 ml methanolického roztoku hyd-
roxidu draselného (0,2 mol 1‘1) a inkubovana 15 min pfi
37 °C. Vzorek byl zneutralizovan 0,2 ml kyseliny octové
(1 mol I™), byly ptidany 2 ml smési hexan / chloroform
(4:1) a 2 ml destilované vody. Vzorek byl protfepan a or-
ganicka faze (horni) byla oddélena. Vodna faze byla dva-
krat extrahovana 2 ml smési hexan / chloroform (4:1).
Spojeny extrakt byl odpafen na objem 1ml a analyzovan
plynovou chromatografii.

Pro oznaceni mastnych kyselin byly pouzity obvyklé
zkratky ve formatu: <pocet atoml uhliku> : <pocet dvoj-
nych vazeb> ® <poloha prvni nasobné vazby od methylo-
vého konce fetézce>. Tak napiiklad palmitolejova kyselina
obsahujici 16 uhlikovych atomt a jednu dvojnou vazbu na
sedmém uhlikovém atomu (od CH; konce) je oznacena
16:107. Pro rozvétvené iso- (methylskupina na druhém

237

Cena Merck

uhliku od CHj; konce fetézce) a anteiso- (methylskupina na
tretim uhliku od CHj; konce fetézce) kyseliny a pro cyklic-
ké kyseliny odvozené od cyklopropanu bylo pouzito ozna-
Ceni i-, a-, a cy-. Oznaceni 10Me- znamena methylskupinu
na desatém atomu uhliku od karboxylového konce fetézce.

Analyza etherovych lipida

Pro analyzu etherovych lipidd byl pouzit stejny ex-
trakeni postup. Smés lipida (bez frakcionace na silikagelu)
byla hydrolyzovana 20 ml roztoku hydroxidu draselného
(1 g KOH, 4 ml H,0, 16 ml methanolu) v ultrazvukové
lazni (5 min pti 25 °C) a ponechana 3 h pii 60 °C. Po
ochlazeni byly etherové lipidy extrahovany tfikrat 5 ml
smési hexan / chloroform (4:1) a odpafeny do sucha. Vol-
na hydroxyskupina etherovych lipidd byla silylovana
250 pl bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu (BSTFA) 12 h
pri 60 °C, vzorek byl odpaten v proudu dusiku do sucha,
rozpu§tén v 1 ml hexanu a analyzovan plynovou chroma-
tografii'.

Vysledky a diskuse

Pro analyzu esterové vazanych mastnych kyselin byly
fosfolipidy izolované ze vzorkt sedimentt transesterifiko-
vany na odpovidajici methylestery mastnych kyselin
a analyzovany plynovou chromatografii spojenou s hmot-
nostni spektrometrii. Jednotlivé methylestery byly identifi-
kovany na zakladé elucnich (retencni Casy) a spektralnich
(hmotnostni spektra) dat.

Relativni zastoupeni (v %) jednotlivych fosfolipido-
vych mastnych kyselin ve vybranych typech sedimentl je
uvedeno v tabulce I. VSechny uvedené vzorky jsou charak-
teristické vyraznym zastoupenim nasycené kyseliny palmi-
tové (16:0) a nenasycenych kyselin palmitolejové (16:1w7)
a olejové (18:1w9). Tyto kyseliny byvaji oznacovany jako
tzv. nespecifické a mohou slouzit jako nespecifické marke-
ry biologické kontaminace, napf. pfi hodnoceni biofilmu
usazeného na vnitini stén& vodovodniho potrubi'!. Isomery
kyseliny palmitolejové, oznacené 16:1m6 a 16:1w8, jsou
povazovany za biomarkery methanotrofnich bakterii. Je-
jich vyznamné&j§i zastoupeni v ,anaerobnéjSim* fi¢nim
sedimentu odebraném ve stojaté vod¢ nad jezem odpovida
pfedpokladané produkci methanu v rezervoaru. Kyselina
linolova (18:2w6) byva uvadéna jako typicky biomarker
hub. Jeji vysoky obsah v aktivovaném kalu z Cistirny od-
padnich vod dobfe odpovida pfedpoklddané pritomnosti
mikroskopickych hub, které jsou béznou soucasti vlocek
aktivovaného kalu. Vzorek pisku z vodarenského filtru je
charakteristicky mnohem jednodussim profilem mastnych
kyselin. Tento fakt je v dobrém souladu s pfedpokladanou
nepatrnou bakterialni kontaminaci surové podzemni vody.
Odhady poctu mikrobidlnich bun¢k ve vzorku pisku
z vodarenského filtru (~10° bunék/g suSiny pii pouziti
konverzniho faktoru 0,5 fmol fosfolipidu na buiiku) jsou
ojeden az dva tady nizs$i nez odpovidajici pocty bunck
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Tabulka I
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Relativni zastoupeni (v %) esterové vazanych fosfolipidovych mastnych kyselin ve vybranych vzorcich (zkrdcend nomen-
klatura mastnych kyselin je vysvétlena v experimentalni ¢asti)

Mastné kyseliny Ri&ni sediment Ri¢ni sediment Aktivovany kal Vodarensky pisek
(anaerobni) (aerobni)

Nasycené
12:0 1,2 0,5 7,5 5,7
14:0 1,6 2,3 5,6 4,6
15:0 0,7 1,4 3.3 -
16:0 12,5 22,2 13,4 35,5
18:0 1,9 — 2,9 -
20:0 1,0 0,2 3,3 -
21:0 0,7 0,1 — -
22:0 1,7 0,2 0,07 -
23:0 0,6 0,1 ~0,01 -
24:0 1,5 0,2 ~0,01 -
26:0 0,7 0,1 - -
28:0 0,6 - 0,01 -
30:0 0,2 - - -

Nenasycené
16:106 4,6 2,5 3,5 -
16:107 333 11,4 22,0 35,5
16:108 1,4 0,5 - -
18:107 10,9 9,7 14,0 6,2
18:109 39 9,8 11,5 -
18:2w6 2,6 2.7 42 -
20:1 0,3 0,1 0,01 -
20:4 0,3 0,8 0,1 -
20:5 0,1 1,7 ~0,01 -
22:6 - 0,3 - —

Vetvené a cyklické
i14:0 1,0 2,0 - -
15:0 3,7 6,0 2,4 12,5
al5:0 4,8 12,0 6,2 -
116:0 1,4 1,7 - -
10Mel6:0 3,0 5,6 - -
i17:0 0,5 1,6 - -
cyl7:0 2.4 2,6 - -
cy19:0 0,8 1,7 - -

nalezenych v fi¢nich sedimentech (~10° bun&k/g susiny).
Pro analyzu etherovych fosfolipidd se nejlépe osvéd-
Cil postup zalozeny na extrakci lipidi stejnou extrakéni
smési jako u béznych esterovych lipidi a nasledné hydro-
lyze esteroveé vazanych mastnych kyselin. Bézné, esterové
vazané lipidy jsou tak pfevedeny na polarni nizkomoleku-
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larni produkty a nehydrolyzovatelné etherové vazané lipi-
dy pak mohou byt extrahovany smési hexan — chloroform.
Volnou hydroxyskupinu (po hydrolyze fosfatu) je vhodné
silylovat bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BSTFA)
a vzniklé trimethylsilylethery analyzovat GC-MS. Jako
srovnavaci latka pro analyzu etherovych lipidi byl pouzit
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Obr. 2. Iontovy chromatogram vzorku vyhnilého kalu (m/z 130)

dipalmitylglycerolether (O,0’-dihexadecylglycerol) v je- (CH,=CH-CH,-O-Si(CHs;)3). Tento fragment je spolecny

hoz hmotnostnim spektru (obr. 1) byl pozorovan jako nej- vsem O,0’-dialkylglycerolim a selektivni monitorovani
intenzivngjsi ion o m/z 130 odpovidajici pravdépodobné iontu o m/z 130 tak dovoluje citlivou a specifickou detekci

zbytku molekuly po odstépeni obou alkoxyskupin dietherovych fosfolipidu.
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Na obr. 2 je uveden iontovy chromatogram vyhnilé-
ho kalu z ¢isticky odpadnich vod rekonstruovany pro ion
o m/z 130. Ve vzorku se podafilo nalézt dva etherové lipi-
dy, které byly identifikovany na zékladé¢ hmotnostnich
spekter jako O,0’-bis(3,7,11-trimethyldodecyl)glycerol
(tgi= 31,55 min) a 0,0’-bis(3,7,11,15-tetramethylhexa-
decyl)glycerol (fro = 39,23 min).

Zavér

Vétsina dosud znamych lipidovych biomarkert mik-
roorganismti byla navrzena na zakladé analyzy Ccistych
kultur ziskanych kultivaénim zptisobem (in vitro). V této
praci byly studovany praktické moZnosti vyuZiti popsa-
nych lipidovych biomarker pfi charakterizaci realnych
vzorki sedimentii a vyhnilého kalu (bez kultivace). Dosa-
zené vysledky naznacuji, Zze dosud navrzené biomarkery
dovoluji pfibliznou kvantifikaci mikrobidlni biomasy
v sedimentech a hrubou charakterizaci spolecenstva napf.
ve smyslu prevladajiciho zplsobu ziskavani energie. Jeli-
koz se pocet znamych specifickych biomarkerii neustale
zvétSuje (napf. 10Mel8:0 pro aktinomycety), lze pfedpo-
kladat, ze fada z nich se dobfe osvéd¢i i pti charakterizaci
mikrobidlnich spoleCenstev v redlnych ekosystémech. Na-
déjnou skupinou jsou nehydrolyzovatelné etherové lipidy
specifické pro mikroorganismy fiSe Archaea, jejichz vy-
zkum konvenénimi metodami je komplikovan mimo jiné
i znacnymi experimentalnimi tézkostmi pfi jejich kultivaci.
Studium biochemické, genetické a molekularné-biologické
podstaty Archaeabakterii pfitom ma klicovy vyznam nejen
pro porozuméni evoluéni biologii, ale naptiklad i pro bio-
technologické vyuziti téchto vyjimecnych (extremofilnich)
organismtul.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy za financni podporu (projekt MSM 6198959216)
a Ing. M. Urbdnkové z Cistirny odpadnich vod Olomouc za
pomoc pri odbéru vzorkii z vyhnivacich nadrzi.
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Most known lipid biomarkers were found by analysis
of pure bacterial cultures in vitro. The practical impact of
a biomarker including possible interferences should be
tested in extensive research of target strains in real ecosys-
tems. Phospholipid fatty acids identified in river sedi-
ments, activated sludge and waterworks sand filters corre-
spond with those proposed previously as biomarkers typi-
cal of expected microorganisms. Two ether lipids regarded
as specific biomarkers of the Archaea kingdom were iden-
tified in digested sludge from a sewage water plant.
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Uvod

Jako iontové kapaliny oznacujeme slouceniny
s obecnym slozenim organicky kation a organicky nebo
anorganicky anion a teplotou tani niz§i nez 100 °C (cit.").
Ve druhé poloviné 20. stoleti byly syntetizovany iontové
kapaliny s bodem tani niz§im neZ je laboratorni teplota’.
Pro odliseni se zacalo pouZivat oznaceni RTIL (room tem-
perature ionic liquid).

Fyzikalné&-chemické vlastnosti iontovych kapalin tzce
souvisi se strukturou obou iontt. Podminku nizké teploty
tani spliiuji soli s objemnymi ionty, delokalizovanym na-
bojem a nizkym stupném symetrie kationtu. Do této skupi-
ny patii slouceniny obsahujici kvartérni atom dusiku, jako
jsou pyridiniové, imidazoliové a amoniové soli, dale také
fosfoniové a sulfoniové soli. Jako nekoordinujici anionty
se nejcastéji pouzivaji tetrachlorohlinitany, hexafluorofos-
faty, tetrafluoroboraty, ale i nitrat, acetat, trifluoroacetat,
bis(trifluoromethansulfonyl)amidat a dalsi’.

Od 60. let 20. stoleti se iontové kapaliny dostaly do
povédomi téméf vSech chemickych i ekologickych oborl
pro své velmi zajimavé fyzikdlné-chemické vlastnosti.
Velky zajem projevuji pracovnici zabyvajici se tzv. zele-
nou chemii**. Tontové kapaliny totiz umozituji snizovani
emisi t€kavych organickych slou¢enin (VOC) a s tim spo-
jené omezovani spotieby klasickych rozpoustédel.

Cena Merck

RTIL jsou fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podob-
né taveninam kovovych soli a vroztoku se chovaji jako
jonty".

Teplotni rozsah pouZitelnosti téchto kapalin je od
jejich teploty tani az po teplotu rozkladu, tedy v rozmezi
do 250 az 350 °C. Jejich viskozita sice znacné kolisa
v zavislosti na teploté, ale presto tenze par v celém teplot-
nim rozsahu pouzitelnosti ziistdva velmi nizkd, az témer
zanedbatelna’.

Fyzikalné-chemické vlastnosti iontovych kapalin,
jako jsou povrchové napéti, teplota tani, viskozita, hustota
a tepelna stabilita, jsou zavislé na struktuie kationtu i ani-
ontu’. Délka alkylového fetdzce a dal3i substituenty na
skeletu cyklu ovliviiuji dipdlové, n-m a n-m interakce mezi
iontovou kapalinou a dal$imi molekulami ¢i ionty. Proto
s prodluzujici se délkou alkylového fetézce klesa rozpust-
nost iontovych kapalin v polarnich a stfedné polarnich
rozpoustédlech’.

Vyménou aniontu v iontové kapaliné je mozné zcela
zménit jeji fyzikalné-chemické vlastnosti a to zejména
rozpustnost. Pfikladem  mulze byt iontova kapalina
EMIM-BF, (1-ethyl-3-methylimidazolium-tetrafluoroborat),
ktera je ve vodé dobie rozpustna. Pouhou vyménou anion-
tu BF,~ za PF¢ se tato iontova kapalina stane ve vod¢
zcela nerozpustnoug.

Iontové kapaliny se v dnesni dobé vyuzivaji jako na-
hrada za klasicka t¢kavé organicka rozpoustédla, jako pro-
gresivni reakéni systémy v organickych syntézach, reakéni
prostfedi nebo jeho soucast pifi biokatalytickych transfor-
macich”'® a katalyzatory v organickych syntézach''. Dale
se pouzivaji pii extrakcich kapalina-kapalina'?, jako velmi
mélo t&kavé matrice pro MALDI-MS (cit."*) a pro svou
nehoflavost jsou atraktivnimi kandidaty na elektrolyty
v lithiovych bateriovych &lancich'®. Dalsi vyuziti nasly pii
voltametrickych metodach pro svou schopnost rozSifovat
vyuzitelny potencialovy rozsah a jako zékladni elektrolyty
s dobrou vodivosti'.

V soucasné dob¢ se vénuje znacna pozornost experi-
mentalnimu vyuZziti iontovych kapalin jako stacionarnich
fazi v plynové rozdélovaci chromatografii a jako mobil-
nich fazi ve vysokouginné kapalinové chromatografii®.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Analyza vzorkid byla provedena na pfistroji HP 5890
series Il s plamenové-ionizaénim detektorem (FID) a dav-
kovacem s délicem toku. Délici pomér byl 1:100, nosnym
plynem byl vodik o pritoku 1,26 ml min™". Viechny sepa-
race probihaly za izotermickych podminek (100 °C). Tep-

* Michal Zapadlo se s touto praci Uspésn¢ zucastnil soutéze O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytickd chemie.
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Obr. 1. Struktura a parametry testovanych kolon

lota néstfiku byla 250 °C a teplota detektoru 300 °C. Byl
davkovan 1 ul vzorku technikou horké jehly.

Pfiprava iontovych kapalin

Obecna syntéza iontovych kapalin imidazolové struk-
tury, které byly pouZzity v této studii, je zaloZena na reakci
alkyl a N-alkylimidazolu s halogenalkanem, resp. dihalo-
genalkanem za laboratorni teploty bez pfistupu svétla.
Reakéni smés se nékolikrat promyje ethyl-acetaitem pro
odstranéni vedlejsich reakénich produktti. Nadbytek ethyl-
acetatu je odpaten ve vakuové odparce a zbytek je rozpus-
tén ve vodé. Vymeéna aniontu se provadi ve vodném pro-
stiedi a vysledny monomer iontové kapaliny je uchovavan
bez pfistupu svétla nad P,Os (cit.ls’”).

Stacionarni faze

V této studii byly pii separacich pouzity iontové ka-
paliny jako stacionarni faze pro kapilarni plynovou chro-
matografii. Jednotlivé stacionarni faze a parametry piislus-
nych kolon jsou uvedeny na obr. 1. Iontové kapaliny
1 kapilarni kolony byly pfipraveny tymem spolupracovnikli
pod vedenim prof. D. W. Armstronga z Iova State Univer-
zity, USA".
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Obr. 2. Ukazka separace alkoholi; 11-1: dodekan-1-ol; 11-2:
2-methylundekan-1-ol; 11-3: 2-ethyldekan-1-o0l; 11-4: 2-propyl-
nonan-1-ol; 11-5: 2-butyloktan-1-ol; 12-1: tridekan-1-ol; 12-2:
2-methyldodekan-1-ol; 12-3: 2-ethylundekan-1-ol; 12-4: 2-propyl-
dekan-1-ol; 12-5: 2-butylnonan-1-ol; 12-6: 2-pentyloktan-1-ol;
13-1: tetradekan-1-ol; 13-2: 2-methyltridekan-1-ol; 13-3: 2-ethyl-
dodekan-1-ol; 13-4: 2-propylundekan-1-ol; 13-5: 2-butyldekan-1-ol;
13-6: 2-pentylnonan-1-ol; 13-7: 2-hexyloktan-1-ol
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Analyty

Analyzovany byly produkty hydroformylace alkent
C11-C13. Hydroformylaci alkeni vznikd smés rozvétve-
nych aldehydt. Naslednou hydrogenaci vznikd smés pfi-
slusnych alkohold, které jsou diilezitymi meziprodukty pfi
pramyslové vyrob& detergentd'®. Dale byly pFipraveny
derivaty a analoga alkoholi. Byly pfipraveny acetaty
a trifluoracetaty alkohold a pfislusné bromalkany. Pro
oznaceni jednotlivych analyti bylo pouzito zkratek ve
formatu: a-b, kde a udava pocet uhlikovych atomti vycho-
ziho alkenu, b udava polohu dvojné vazby vychoziho alke-
nu (napf. pro tridekan-1-ol zkratka 12-1).

Vysledky a diskuse

Na obr. 2 jsou ukazky separace modelové smési alko-
holii na tfech rliznych stacionarnich fazich.

V zavislosti na pouzité stacionarni fazi se meéni elucni
portadi kritickych parti isomerti. Na nasledujicich vyfezech
z chromatogramti budou demonstrovany vyhody pouziti
iontovych kapalin jako staciondrnich fazi pro separaci
isomerd s podobnou teplotou varu.

Pti pouziti kolony se staciondrni fazi C4(mim),-NTf,
separace alkoholti 12-5, 12-6 a 11-1 neprobihala. Stejny
pfipad je i u alkoholii 13-5, 13-6, 13-7, které eluuji spolec-
né s alkoholem 12-1.

Pii pouziti kolony se smési dvou iontovych kapalin
(Hvim-NTf,; Co(vim),-NTf,) anebo pouze s Co(vim),-NTf,
se zménilo elu¢ni poradi alkoholl 12-5 a 12-6 (obr. 3).

U druhého kritického paru isomert je zfetelngjsi zme-
na elu¢niho pofadi zplisobena kombinaci dvou iontovych
kapalin. Pii pouziti smésné stacionarni faze byly odd€leny
alkoholy 13-6 a 13-7 od alkoholu 13-5, ktery eluoval
s alkoholem 12-1 a alkohol 13-4 eluoval zkolony na
chvostu alkohold 12-1 a 13-5 (obr. 4).
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Obr. 3. Chromatogram alkoholi; kolona 2, vytez |
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Obr. 5. Chromatogram alkoholii; kolona 3, vyiez 11

Zmeénou stacionarni faze, resp. jejiho slozeni se zme-
nilo elu¢ni poradi v porovnani se smésnou stacionarni fazi
(spole¢ny zaklad v pouziti iontové kapaliny Coy(vim),-
NTf,). Touto zménou se oddélily alkoholy 13-6 a 13-7 od
isomeru 13-5. Alkoholy 12-1 a 13-4 eluovaly spolu
(obr. 5).

Iontové kapaliny jako staciondrni faze skytaji obrov-
sky potencial pii pouziti v plynové chromatografii. Na
vyfezech chromatogramt (obr.3—5) je demonstrovana
vyhoda jejich pouziti. Pouhou zménou slozeni stacionarni
faze je mozné zménit elucni poradi isomerd.

Pro exaktni popis elué¢niho chovani jednotlivych slo-
zek modelové smési hydroformylac¢nich produkti bylo
vyuzito retencnich indext. Kovatsovy retencni indexy
alkoholtl na kolonéch siontovymi kapalinami a koloné
HP-5 jsou uvedeny v tabulce 1.

Jako dalsi parametr popisu jednotlivych stacionarnich
fazi byl zvolen vyskovy ekvivalent teoretického patra jako
mira G&innosti separaéniho procesu'’.
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Tabulka I
Kovatsovy retenéni indexy slozek modelové smési alkoholtl
Oznaceni Nazev Kolona 1 Kolona 2 Kolona 3 HP5
11-1 dodekan-1-o0l 1558 1617 1649 1675
11-2 2-methylundekan-1-ol 1503 1566 1590 1634
11-3 2-ethyldekan-1-ol 1495 1556 1581 1628
11-4 2-propylnonan-1-ol 1479 1540 1563 1613
11-5 2-butyloktan-1-ol 1472 1535 1556 1607
12-1 tridekan-1-ol 1639 1701 1736 1776
12-2 2-methyldodekan-1-o0l 1591 1648 1678 1735
12-3 2-ethylundekan-1-ol 1583 1638 1668 1728
12-4 2-propyldekan-1-ol 1566 1617 1649 1713
12-5 2-butylnonan-1-ol 1558 1613 1638 1707
12-6 2-pentyloktan-1-ol 1558 1610 1638 1704
13-1 tetradekan-1-ol 1735 1787 1822 1880
13-2 2-methyltridekan-1-ol 1686 1734 1768 1837
13-3 2-ethyldodekan-1-ol 1677 1725 1758 1830
13-4 2-propylundekan-1-ol 1659 1708 1736 1814
13-5 2-butyldekan-1-ol 1655 1701 1729 1806
13-6 2-pentylnonan-1-ol 1655 1695 1725 1803
13-7 2-hexyloktan-1-ol 1655 1695 1725 1803
Tabulka IT
Pocet teoretickych pater a vyska teoretického patra
12-2 Kolona 1 Kolona 2 Kolona 3 SP-2340 HP-5

n H [mm)] n H [mm)] n H [mm)] n H [mm)] n H [mm)]
Alkohol 13686 0,365 25287 0,396 18764 0,533 - - 70215 0,266
Acetat 16757 0,298 31875 0,314 20795 0,481 22382 0,447 83284 0,225
Trifluoracetat 16109 0,310 27588 0,363 26192 0,382 17195 0,582 77012 0,243
Bromalkan 18668 0,268 28573 0,350 38555 0,259 18048 0,554 68320 0,274

Porovnanim poctu pater, resp. jejich vysky, ktera
zohlednuje 1 délku kolony, je mozné konstatovat, ze na
zakladé naméfenych retencnich dat a vypoctenych hodnot
jsou kolony s iontovymi kapalinami srovnateln¢ ucinné
jako referen¢ni kolona HP-5 (tab. II). Srovnani kolon 2 a 3
s kolonou HP-5 ukazuje, Ze vyskové ekvivalenty teoretic-
kych pater jsou srovnatelné. Rozdily ve vysce teoretického
patra u kolon 2 a 3 jsou zpisobeny iontovou kapalinou
Hvim-NTf, které je kopolymerovéna s iontovou kapalinou
Cy(vim),-NTf,. Volny hexylovy fetézec narusuje jednot-
nost filmu a vna8i do staciondrni fize znaky nepolarni
faze.

Tyto kolony maji dobrou ui¢innost a v budoucnosti se
daji vyuzit pro dosazeni volitelného stupné selektivity pti
separaci bohatych smeési alkylovanych sloucenin. Dalsi
Siroké a specifické pouziti iontovych kapalin je otazkou
vyvoje a vyzkumu novych stacionérnich fazi.
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Zavér

V této studii byla testovdna pouZitelnost iontovych
kapalin jako stacionarnich fazi v plynové chromatografii.
Pro jednoduchy popis pouzitych stacionarnich fazi byla
zvolena modelova smés hydroformylac¢nich produktd
(alkoholy, ptislusné derivaty a analoga).

Na zéklad¢é retencnich dat byly vypocteny retencni
indexy slozek modelovych smési a bylo popsano elucni
chovani  jednotlivych  slozek  modelovych  smési
v z4vislosti na pouZité staciondrni f4zi. Pro srovnani byly
modelové smési separovany i na komeréné vyrabénych
kolonach. Jako referen¢ni byla pouzita kolona HP-5.

Na zéklad¢ uvedenych vysledki lze konstatovat, ze
iontové kapaliny maji velky potencidl pro pouziti
v plynové chromatografii. Vhodnou volbou iontové kapali-
ny, ¢i smési iontovych kapalin je mozné dosdhnout zmén
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v eluénim poradi fetézovych isomeri s blizkou teplotou
varu. Tato vlastnost velice ovlivni moznosti kvalitativni
i kvantitativni analyzy realnych vzorka.

Seznam symbold a zkratek
Cy(mim),-NTf,  1,4-bis(3-methylimidazolium)butan-bis
(trifluoromethansulfonyl)imid
1-hexyl-3-vinylimidazolium-bis
(trifluoromethansulfonyl)imid
1,9-bis(3-vinylimidazolium)nonan-bis
(trifluoromethansulfonyl)imid

Hvim-NTf,

Cg(Vim)z-Nsz

Autori dékuji prof. Danielu W. Armstrongovi z lowa
State University za zapiijceni testovanych kolon a Minis-
terstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt MSM
6198959216) a programu CEEPUS za financni podporu.
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M. Zapadlo’, E. Benicka®, J. Mydlova",
K. Vitkova®, and J. Krupcik” (“ Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Science, Palacky University, Olo-
mouc, Czech Republic; ” Institute of Analytical Chemistry,
Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak Techni-
cal University, Bratislava, Slovakia): Using Ionic Liquids
for Separation in Gas Chromatography

Room temperature ionic liquids (RTIL) are organic
salts composed of an organic cation and organic or inor-
ganic anion, with a melting point below room temperature.
They have been used as novel solvent systems in organic
synthesis, solvents immiscible with water and polar sol-
vents in liquid-liquid extraction, new background electro-
lytes for voltammetric studies and batteries, non-volatile
matrices for MALDI-MS, stationary phases in gas chroma-
tography and mobile phases in HPLC. In this study, RTILs
were used as stationary phases in capillary gas chroma-
tography. Kovats retention indexes of model mixtures of
hydroformylating products of undec-1-ene, dodec-1-ene
and tridec-1-ene, were measured. The measured data
were confronted with those on classical (commercial)
nonpolar column HP-5 (5 % poly(diphenylsiloxane) —
95 % poly(dimethyl-siloxane)) and polar column SP-2340
(100 % poly[bis(3-cyanopropyl)siloxane]).
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CIRKULARNIHO DICHROISMU

V KOMPLEXECH PORFYRINU

A POLY(L-GLUTAMOVE KYSELINY)

ONDREJ JULINEK® a2 MARIE URBANOVA®

“ Ustav analytické chemie a ® Ustav fyziky a méFici techni-
ky, Vysoka skola chemicko-technologickad v Praze, Tech-
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Klicova slova: cirkularni dichroismus, porfyriny, poly-
peptidy, komplexy porfyrinti, indukovany cirkularni
dichroismus, ternarni komplexy, chiralni pamét’

Uvod

Porfyriny jsou latky, které se zucastiluji biologicky
dilezitych pochodu. Jsou to ale také slouceniny vyznamné
z hlediska praktického vyuZiti, zndmé je napf. jejich pouzi-
ti ve fotodynamické terapii pii 16¢b& rakoviny'. Cilem této
prace bylo ovéfit, zda dochazi k pienosu chiralni informa-
ce z matrice prostfednictvim kationtového porfyrinu na
porfyrin aniontovy.

Jako matrice byla zvolena poly(L-glutamova kyselina)
(PLGA), jejiz konformaci lze ménit zménou pH roztoku®™*.
Dobte definované a-helikdlni konformace je mozné do-
sahnout nastavenim pH na dostatecné nizkou hodnotu
(pH 3-5), pri vyssich hodnotach pH ptechazi PLGA do
konformace oznacované historicky jako nahodilé klubko,
nov¢ jako PP-II, ktera je blizkd rozvolnéné levotoCivé
§roubovici’ typické pro jednu ze struktur poly(L-prolinu).

Vhodnym nastrojem pro zjiStovani pfenosu chiralni
informace je spektroskopie elektronového -cirkularniho
dichroismu (ECD), pomoci niZ je mozné sledovat jak
konformaci PLGA matrice v UV oblasti, tak pfipadny
vznik indukovaného cirkularniho dichroismu porfyrint
v oblasti Soretova pasu ve viditelné casti spektra. Induko-
vany cirkularni dichroismus miize byt vyvolan pro plivod-
n¢ achiralni porfyrin jeho vazbou na chiralni matrici nebo
chiralnim uspotadanim ve vzniklych komplexech.

Pomoci ECD (cit.*™) a vibra¢niho cirkularniho di-
chroismu”'® bylo ukézano, 7e za vhodnych podminek do-
chézi k interakci PLGA s kationtovymi porfyriny. K pfi-
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mé vazbé mezi PLGA a aniontovym porfyrinem nedochazi
v ditsledku odpudivych elektrostatickych sil mezi zdporné
nabitymi karboxylovymi skupinami PLGA a zaporné nabi-
tym porfyrinovym derivatem''. Tato vazba je viak mozna
prostiednictvim kationtového porfyrinu, ktery slouzi jako
meziclanek odstifiujici elektrostaticky vliv PLGA a umoz-
fiujici aniontovému porfyrinu utvofit chiralni konjugat.
Tento efekt byl zatim pozorovan pfi pouZziti médnatého
derivatu 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)por-
finu (CuTMPyP) jakozto kationtového a 5,10,15,20-tetra-
kis(4-sulfonatofenyl)porfinu (TPPS) jakozto aniontového
porfyrinu, kdy vznikaji vysoce stabilni supramolekularni
komplexy vykazujici molekuldrni pamé&t'*". Vzniklé
komplexy se stdvaji nezévislé na konformaci matrice
a svou strukturu nemeéni ani pfi vyrazné zméné pH a ionto-
vé sily roztoku'>". Dilezitou roli pii vzniku vys§ich mole-
kularnich struktur hraji, krom¢ pH a iontové sily, dalsi
podminky, jako je teplota a koncentrace latek, zejména
pomér koncentraci polypeptidu a porfyrinu [P]/[D], kde
[P]lza [D] jsou latkové koncentrace polypeptidu a porfyri-
nu .

V této praci byla studovana indukce cirkularniho di-
chroismu pfi interakei porfyrini s polypeptidovou matrici
majici konformaci a-helikalni nebo PL-II. Kromé kation-
tového porfyrinu CuTMPyP byly pouZity dalsi dva kation-
tové porfyriny: 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-

Obr. 1. Struktura pouZitych porfyrinovych derivati

* Ondfej Julinek se s touto praci uspésné zucastnil soutéze O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytickd chemie.
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-yl)porfin-tetrachlorid (TMPyP) a 5,10,15,20-tetrakis {4-
-[(trimethylamonio)methyl]fenyl } porfyrin-tetrachlorid
(TATP). Dale bylo ovéteno chovani ternarniho komplexu
PLGA+CuTMPyP+TPPS a dosazené vysledky byly srov-
nany se syst¢émy PLGA + TMPyP + TPPS a PLGA +
TATP + TPPS s cilem potvrdit nebo vyvratit vznik podob-
nych konjugatt pro tyto dalsi porfyrinové derivaty.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Materialy a metody

Jako chirdlni matrice byla pouzita kyselina poly(L-
-glutamova) ve formé sodné soli s primérnou molekulo-
vou hmotnosti 13 000 g mol™ (Sigma). Jako aniontovy
porfyrin byl zvolen 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
porfin ve formé sodné soli (TPPS) (Sigma). Jako kationto-
vé porfyriny byly zvoleny 5,10,15,20-tetrakis{4-[(tri-
methylamonio)methyl]fenyl} porfyrin-tetrachlorid (TATP,
cit.'"*), 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfin-
-tetrachlorid (TMPyP) (Porphyrin Systems) a jeho méd’na-
ty derivat (CuTMPyP) ve formé chloridu, ktery byl pfipra-
ven na Ustavu analytické chemie rutinni metalaci®. Struk-
tura pouzitych porfyrinii je zndzornéna na obr. 1.

Spektra ECD byla méfena na spektrofotometru J-810
Jasco, s rozlisenim 0,5 nm, ¢asovou konstantou 1 s a rych-
losti zaznamu 100 nms™'. Koncentrace matrice PLGA
byla ¢(PLGA)=1-10" mol 1", vztaZena na aminokyseli-
novy zbytek, v pripadé ternarniho komplexu pii pH 3.6
byla tato koncentrace ¢(PLGA) = 2:10"* mol I"'. Koncent-
race porfyrinu byla dana pozadovanym pomérem [P]/[D]
latkovych koncentraci PLGA a porfyrinu.

Vysledky a diskuse

Konformace PLGA ve vodném prostiedi byla sledo-
vana pomoci ECD v UV oblasti pfi 180-250 nm.
V kyselém prosttedi PLGA poskytuje ECD spektrum
s kladnym maximem u 192 nm a zdpornymi maximy u 209
a 222.5 nm (obr. 2, spektrum /). Tento spektralni prib&h
je charakteristicky pro a-helikalni konformaci. Pti pH 9
PLGA poskytuje ECD spektrum se zdpornym maximem
u 196,5 nm, které je charakteristické pro konformaci PL-II
(obr. 2, spektrum 2).

Vznik makromolekularniho komplexu mezi o-heli-
kalni PLGA a kationtovym porfyrinem se projevuje indu-
kovanym cirkuldrnim dichroismem (obr. 3) ptivodné achi-
ralniho porfyrinu.

Pti pH 9, kdy se matrice PLGA nachazi v konformaci
PP-II, nebyl v roztocich PLGA a kationtového porfyrinu
zméfen zadny ECD signal v Soretoveé oblasti, ktery by
odpovidal chirdlnimu uspofadani porfyrini; v oblasti ma-
xim absorpénich past je pozorovan pouze vyssi Sum.

Zatimco u bindrnich smési kationtovych porfyrint
a matrice PLGA majici a-helikalni konformaci byl pozo-
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rovan dobie reprodukovatelny signal ECD v oblasti ab-
sorpénich  Soretovych pasti kationtovych porfyring,
v ptipad¢ konformace PP-II se spektrum ECD pohybuje na
urovni Sumu, ktery je zplsobeny vysokou absorpci porfy-
rinu v této oblasti vlnovych délek. Z toho usuzujeme, Ze
indukce optické aktivity je podminéna konformaci matrice,
nikoli pouhou vazbou porfyrinu na chirdlni matrici, a do-
chézi tedy k pfenosu chiralni informace z matrice na por-
fyrinovou ¢ast komplexu.

Vznik ternarnich komplexti byl studovan pro obé
konformace polypeptidové matrice. Titrace binarnich
komplexti PLGA a kationtového porfyrinu aniontovym
porfyrinem TPPS pii pH 9, kdy polypeptidova matrice ma
konformaci PP-II, nevede ke vzniku indukovaného cirku-
larniho dichroismu. Odtud plyne, Ze ke vzniku ternarniho
chirélniho komplexu za téchto podminek nedochazi.

40 F
@, 10°
deg cm’dmol”

20|

220 240
,nm

Obr. 2. ECD spektrum PLGA; pH 3,75 (1), pH 9 (2)
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Obr. 3. ECD spektra komplexu PLGA s kationtovymi porfyri-
ny; [P)/[D]=50, pH 4,5; PLGA-CuTMPyP (I), PLGA-TMPyP
(2), PLGA-TATP (3)
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Obr. 4. ECD spektra ternarnich komplexi PLGA-kationtovy
porfyrin-TPPS; ¢(PLGA)=2-10" mol 1", c¢(kationtovy porfy-
rin) = 4-10°° mol "', pH 3,6; pomér [TPPS]/[kationtovy porfyrin]
= 1:1. Kationtovy porfyrin: CaTMPyP (7), TMPyP (2), TATP (3)

Dalsi spektralni studie vzniku ternarnich komplexd
byla provedena pro vSechny tfi kationtové porfyriny pfi
pH 3,6, kdy se polypeptidovd matrice nachazi v a-heli-
kalni konformaci, a pfi koncentracich ¢(PLGA) = 2:10™*
mol 1", c(kationtovy porfyrin) = 4-10° mol I"" (obr. 4).
Tyto podminky se ukazaly pro vznik komplexu optimal-
ni'?. Pii pouziti kationtovych porfyrini TMPyP a CuTM-
PyP se pozoruje zfetelné spektrum ECD, pti¢emz induko-
vana optickd aktivita vzniklého komplexu je pfiblizné¢
30krat vyssi u méd’natého porfyrinu. To potvrzuje existen-
ci vysoce uspotfadanych stabilnich supramolekularnich
komplexti mezi molekulami CuTMPyP a TPPS (cit."?).
Ze spekter na obr. 4 je zfejmé, Ze za stejnych podminek
dochéazi k ptenosu chirality také prostfednictvim porfyrinu
TMPyP. Indukovana opticka aktivita je vSak v tomto pfi-
padé vyrazné mensi nez v ptipadé méd’natého porfyrinu
CuTMPyP. TATP za danych podminek zZadné indukované
chirdlni uspofadani aniontového porfyrinu v komplexu
neumoziuje.

Zavér

Pomoci spektroskopie cirkularniho dichroismu v UV
a viditelné oblasti byly studovany podminky prenosu chi-
ralni informace z chirdlni matrice na pivodné achiralni
kationtové a aniontové porfyrinové derivaty. Byly naleze-
ny optimalni podminky pro vznik chirdlniho komplexu
kationtového a aniontového porfyrinu s usporadanim por-
fyrinovych jednotek vychézejicich z geometrie matrice.
Pro binarni komplexy byl prokéazan ptenos chiralni infor-
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mace z o-helikalné¢ usporfadané matrice kyseliny polyglu-
tamové na tfi kationtové porfyriny CuTMPyp, TMPyp a
TATP. V ptipadé, Ze se polyglutamova kyselina nachazi
v konformaci PP-II, se Za4dny signal indukovaného cirku-
larniho dichroismu nepozoruje a tedy porfyrinové moleku-
ly jsou navdzany neuspofadané.

U ternarnich smési polyglutamové kyseliny, anionto-
vého porfyrinu TPPS a kationtového porfyrinu bylo zjisté-
no, ze optimalnim kationtovym porfyrinem pro vznik chi-
ralniho ternarniho komplexu na polyglutamové matrici je
metalovany derivat CaTMPyP. Pfi pouziti nemetalované-
ho porfyrinu TMPyP chiralni ternarni komplex také vzni-
k4, intenzita cirkularné dichroickych pasi je vSak fadove
nizsi.

Tato prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze a télovychovy CR v rdmci projektii MSM
6046137307 a OC-135.
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O. Julinek® and M. Urbanova® (“ Department of
Analytical Chemistry and " Department of Physics and
Measurements, Institute of Chemical Technology, Prague,
Czech Republic): The Study of Induced Circular Di-
chroism in the Porphyrin-Poly(L-glutamic acid) Com-
plexes

The formation conditions for the binary complexes
composed of poly(glutamic acid) and cationic porphyrins
5,10,15,20-tetrakis {4-[ (trimethylammonio)methyl]phenyl}
porphyrin tetrachloride (TATP), 5,10,15,20-tetrakis(1-
-methyl-pyridinum-4-yl)porphyrin (TMPyP) and its Cu(II)
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derivative (CuTMPyP), and the ternary complexes com-
posed of poly(glutamic acid), the same cationic porphyrins
TATP, TMPyP and CuTMPyP and anionic porphyrin
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrin were stu-
died by electronic circular dichroism spectroscopy. The
binary chiral complexes are formed if any of the three
cationic porphyrins is used and the polypeptidic matrix
possesses the a-helical structure. The ternary chiral com-
plexes are formed if the matrix exhibits a-helical structure
and cationic porphyrins TMPyP or CuTMPyP are used.
When the metal porphyrin is used, the intensity of circular
dichroism bands in spectrum is one order higher.
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PETRA VYSKOCILOVA™", PETR HORNIK™®,
DAVID FRIEDECKY® a TOMAS ADAM?

“ Laborator dédicnych metabolickych poruch, Oddéleni
klinické biochemie FN Olomouc, 1. P. Pavilova 6, 775 20
Olomouc, b Katedra analytické chemie, Prirodovéedecka
fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci, Tr. Svobody 8,
771 46 Olomouc

petrvyskocil@centrum.cz

Doslo 23.6.05, prepracovano 18.9.06, piijato 9.11.06.

Klicova slova: purinova de novo syntéza, imidazolové
ribosidy, efektivni elektroforeticka pohyblivost, UV spekt-
ra, kapilarni elektroforéza

Uvod

Dédic¢né metabolické poruchy patfi k velmi zdvaznym
onemocnénim. Pfi chybné sekvenci DNA kodujici urcity
enzym se snizuji jeho katalytické vlastnosti. To ma za
nasledek akumulaci substratu enzymové reakce. Substrat
mize byt pro buiiku toxicky, a proto se jej snazi elimino-
vat. Purinova de novo syntéza (PDNS) je metabolickou
drahou vedouci ke vzniku purinovych nukleotidti z fosfori-
bosyldifosfatu. Probiha v deseti stupnich, jejichz konec-
nym meziproduktem je inosinmonofosfit (Schéma 1).
V soucasné dob¢ jsou znamy pouze tfi enzymové defekty
v metabolické draze PDNS. Superaktivita regulacniho
enzymu — fosforibosylpyrofosfatsynthetasy' — se projevuje
nadmérnou produkei kyseliny mocové. Deficit bifunkéni
adenylosukcinatlyasy® (katalyzuje osmy stupefi PDNS
a dale konverzi sukcinyladenosinmonofosfatu na AMP) se
projevuje intracelularni akumulaci [5-amino-4-(aspartat-/N-
-karbamoyl)imidazol]ribotidu (SAICAR) a také sukcinyl-
adenosinmonofosfatu. Odpovidajici ribosidy [5-amino-4-
-(aspartat-N-karbamoyl)imidazol]ribosid (SAICAr) a suk-
cinyladenosin jsou jako metabolity vylu¢ovany do télnich
tekutin. Nedavno bylo objeveno’, 7e akumulace (5-amino-
4-karbamoylimidazol)ribotidu (AICAR) v buikach a pii-
slusného ribosidu (AICAr) v télnich tekutinach je proje-
vem defektu AICAR-transformylasy. Diagnostika metabo-
lickych defektd purinového a pyrimidinového metabolis-
mu se provadi technikami vysokouc¢inné kapalinové chro-
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matografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforézy (CE).

Z analogie s doposud rozpoznanymi defekty PDNS
1ze predpokladat, ze v ptipad¢ defektu PDNS akumulova-
né substraty prostupuji pfes bunéénou membranu jako
ribosidy. Detekce téchto latek v télnich tekutinach slouzi
k jejich diagnostice. V této praci je popsana syntéza, Cisté-
ni, zékladni elektromigracni a spektralni vlastnosti imida-
zolovych ribosidi — defosforylovanych meziproduktt
PDNS. Tyto latky obsahuji imidazolovy kruh, coz umoz-
fluje provadét jejich identifikaci na zdklad¢ absorpce zare-
ni v UV oblasti.

Material a metody
Pfiprava a ¢isténi ribosidu

Vsechny ribosidy s vyjimkou SAICAr byly pfiprave-
ny chemicky, analogicky k popsanym syntézam ribotida
a analyzovany kapilarni elektroforézou.

(5-Aminoimidazol)ribosid (Alr), odpovidajici defos-
forylovanému Sestému meziproduktu PDNS, byl pfipraven
z komercné dostupného AICAr (Toronto Research Chemi-
cals Inc., North York, Kanada) alkalickou hydrolyzou
a naslednou dekarboxylaci®. 1 g AICAr byl zahtivan
v 6 mol I"' NaOH. Smés byla poté ochlazena a pH bylo
nastaveno na 4,7 ledovou kyselinou octovou. Spontanni
dekarboxylace probihala za probublavani argonem po do-
bu 18 hodin. Po odpatfeni na rotac¢ni vakuové odparce byl
vzorek ulozen do exsikatoru. Vytézek syntézy byl 80 %.

(5-Amino-4-karboxyimidazol)ribosid (CAlr), odpovi-
dajici sedmému defosforylovanému meziproduktu PDNS,
byl piipraven alkalickou hydrolyzou’ jako Alr. Produkt
sirupovité konzistence byl opakované rozetfen a dekanto-
van nejprve s ethanolem a nésledn€ s methanolem. Hnédy
pevny produkt byl uloZen do exsikatoru. Vytézek provede-
né reakce byl 99 %.

[5-Amino-4-(aspartat-N-karbamoyl)imidazol]ribosid
(SAICAr) byl pfipraven enzymaticky s pouzitim rekombi-
nantni adenylosukcinatlyasy®. Autofi d&kuji Dr. J. Krijtovi
a M. Zikanové (Ustav dédiénych metabolickych poruch
v Praze, VSeobecna fakultni nemocnice Praha) za poskyt-
nuti této latky.

Syntéza (5-formamido-4-karbamoylimidazol)ribosidu
(FAICAr), odpovidajiciho predposlednimu defosforylova-
nému intermedidtu PDNS, byla popséna ve dvou publika-
cich™. Nami provedena piiprava dle prvniho postupu’
nebyla uspéSnd, béhem reakce neprobihala formylace.
Syntéza byla proto provedend podle druhého publikované-
ho postupug. 1 g AICAr byl zahiivan ve formylacni smési
slozené z 1,1 g NaOH, 13,6 ml kyseliny mravenci a 25 ml
acetanhydridu. Vysledné produkty byly lyofilizovany
a uschovany v exsikatoru. Vytézek syntézy byl 50 %.

* Petra Vyskocilova se s touto praci Gspésné¢ ziiCastnila soutéze O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytickd chemie.
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Schéma 1. Purinova de novo syntéza

CAlr a SAICAr neobsahovaly zadné vedlejsi produk-
ty. FAICAr byl znecistén pouze vychozi latkou syntézy —
AICAr. Alr obsahoval ze vSech syntetizovanych ribosidi
nejvice necistot. Oba tyto surové ribosidy jsme precistili
na katexu Dowex SOWXS8 v NH, — cyklu. Pfi jejich &iste-
ni byl zadany produkt FAICAr ziskan na ionexové koloné
jako nezadrzeny podil eluci vodou. V ptipad€ Alr byl suro-
vy produkt nanesen na rekondiciovanou kolonu, ktera byla
promyvana vodou a Cisty Alr byl pak eluovan 1 mol 1™’
NH4OH. V obou ptipadech byly jednotlivé frakce eluath
analyzovéany kapilarni elektroforézou a frakce obsahujici
pozadovany produkt byly spojeny a lyofilizovany.

Kapilarni elektroforéza, elektromigraéni
a spektralni vlastnosti analyta

Analyzy produktl syntéz a preciSténych ribosidd
(obr. 1) byly provadény na piistroji P/ACE 5510 vybave-
ném spektrofotometrickym detektorem s polem diod
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). Separace
byly provadény za konstantniho napéti s nabé¢hovou napé-
tovou rampou 30 s ve vnitiné nepokryté kiemenné kapila-
fe o vnitinim priméru 50 pm a vnéj$Sim praméru 375 um
(Polymicro CE and CEC Technologies, Phoenix, AZ,
USA). Efektivni délka kapilary byla 20 cm a celkova délka
27 cm. Pro analyzy byla vyuzita dfive publikovana meto-
da’. Separace byly provadény pti napéti 10 kV a teplot& 30
°C v moédu micelarni elektroforetické chromatografie
v alkalickém zékladnim elektrolytu o sloZeni 60 mmol 1™
H;BO; + 80 mmol I"' dodecylsulfit sodny (SDS). Hodnota
pH 9,6 byla nastavena pomoci 2-amino-2-methyl-propan-
-1-olu. Pfidavek micelotvornych ¢inidel byl zvolen s ohle-
dem na budouci pouziti pro analyzu biologickych tekutin
s obsahem proteind.

Pii studiu elektromigracnich vlastnosti ribosidi
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Obr. 1. Analyza pieciSténych imidazolovych ribosidi kapilar-
ni micelarni elektrokinetickou chromatografii; zakladni elek-
trolyt: 60 mmol 1" H;BO; + 80 mmol I"' SDS, upraveno na pH
9,6 ptidavkem 2-amino-2-methyl-propan-1-olu ; vnitini/vnégjsi
pramér kfemenné kapilary 50/375 pm, efektivni/celkova délka
20/27 cm, napéti 10 kV, proud 45 pA, teplota 30 °C
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Tabulka I

Cena Merck

Piehled pufri uzitych pfi studiu vlastnosti imidazolovych ribosidi

pH Slozeni pufru * Tontové sila ¢
3 20 mmol 1" kyselina citronova (pK; 3,13) — 0,8 mmol/l CTAB ° 0,009
5 20 mmol 1! kyselina octova (pK 4,76) — 0,8 mmol/l CTAB b 0,014
7 20 mmol 1™ kyselina fosforetna (pK, 7,21) 0,035
9 20 mmol I TABS © (pK 8,90) 0,011

“Pislusna hodnota pH byla nastavena titraci pufri roztokem NaOH, °hexadecyltrimetylamoniumbromid, ©(N-tris
[hydroxymethyl]methyl-4-aminobutansulfonova kyselina, ¢ za laboratorni teploty

v zavislosti na pH byl kazdy z ribosidd analyzovan kapi-
larni zoénovou elektroforézou. Pfi analyzach byly pouzity
vySe popsané podminky, pouze s jinymi zakladnimi elekt-
rolyty (tabulka I) o rizném pH, jejichz slozeni bylo vybra-
no podle hodnot pK. Nastaveni pH bylo provadéno titrova-
nim pufri roztokem NaOH. V piipadé roztokli o pH 3 a 5
by doba analyzy byla pfili§ dlouha, proto byl ptidan kati-
ontovy tenzid hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
v submicelarni koncentraci a experiment probihal pfi obra-
cené polarité. Tyto analyzy poskytly informace o elektro-
migracnich a spektralnich vlastnostech studovanych latek.
Efektivni pohyblivosti ribosidl byly vypocteny dle vztahu

Mer = (lola/ tanat"U ) = (lela/ tror"U')
kde /; je celkova délka kapilary [cm], /4 je délka kapilary
k detektoru [cm], t, je migraéni ¢as analytu [s], fgor je
migracni ¢as znacky elektroosmotického toku [s] a U je
vlozené napéti [V]. Pro stanoveni pohyblivosti elektroos-
motického toku byl jako znacka pouzit mesityloxid.
ProtoZze nezname piesnou koncentraci syntetizova-
nych ribosidd v analyzovanych roztocich, vychéazeli jsme

pfi  vypoétu molarnich absorpénich koeficientl
z publikovanych hodnot'*™"* a uvazovali vztah
& = Ay & /4y

kde &, je molarni absorpéni koeficient [1 mol™' cm™], gy
je publikovany molarni absorpéni koeficient pii pH 7
[1 mol'em™], 4, je korigovana plocha piku [mAU cm],
Ay je korigovana plocha piku pii pH 7 [mAU cm]. Kori-
gované plochy pikti byly odecitany pti vinové délce, ktera
je uvedena v literatue'®™">.

Vysledky a diskuse

Je vSeobecné znamo, ze pH prostiedi ovlivituje diso-
ciaci a protonizaci ionogennich skupin analytu. Miru ioni-
zace a velikost naboje vyjadiuji hodnoty efektivnich elek-
troforetickych pohyblivosti analytl, které jsou prezento-
vany v tabulce II. Ve struktufe Alr se pti pH < 5 protoni-
zuje aminoskupina vazana na imidazolovém kruhu
a v této oblasti pH se tedy Alr chova jako kationt. CAlr
mé ve své struktufe kromé aminoskupiny také karboxylo-
vou skupinu. Pfi pH 3 se chova jako kationt, ale pti pH 5
je nenabity (migruje s elektroosmotickym tokem). Pfi pH
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Tabulka II
Efektivni pohyblivosti (per +10° [m*V™'s™']) imidazolo-
vych ribosidl v zavislosti na pH pfi teploté 30 °C

Ribosid pH3 pHS pH7 pH9
Alr 22,2 15,9 0 0
CAlr 4,9 0 -15,3 -15,5
SAICAr 0 0 -23,4 -22.8
AICAr 5,5 0 0 0
FAICAr 0 0 0 -3,0

> 5 se chova jako aniont, nebot’ karboxylova skupina je
pln¢ disociovdna a aminoskupina neni protonizovana.
Dalsi zvySovani pH disociaci neovliviiuje. SAICAr ma ve
sveé struktufe dvé karboxylové skupiny a pii pH > 7 se
prokazatelné¢ chova jako aniont. AICAr obsahuje ami-
noskupinu a amidovou skupinu. Pii pH < 3 se chové jako
kationt, pii vySSim pH jiz nenese zadny naboj. Jinak je tomu
u FAICAr, kde je aminoskupina chranéna formylovou skupi-
nou, a proto se neprotonizuje. Pii pH > 9 disociuje enolfor-
ma aldehydové skupiny a FAICAr se chové jako aniont.
Kromé elektromigracnich vlastnosti se méni i vlast-
nosti spektralni. Hodnoty moléarnich absorp¢nich koefici-
entl ve spektralnich maximech ribosidii analyzovanych
pfi rizném pH jsou uvedeny v tabulce III. Na obr. 2 jsou
uvedena UV spektra studovanych ribosida pfi pouzitych
pH. U SAICAr a AICAr se pii pH < 3 zvySuje absorbance
v oblasti 245 nm. U CAlr se vyznamné ménila UV spekt-
ra v zavislosti na pH. Pii pH 3 jsou zfejma dvé absorp¢ni
maxima. Se snizujicim se pH se zvySuje absorbance
v oblasti 243 nm. Pfi pH 7 splyvaji obé maxima do jedno-
ho v oblasti 253 nm, které se s rostoucim pH neméni.
U Alr se s rostoucim pH posunuje absorpcni maxi-
mum smérem k niz§im vlnovym délkam. Naopak
spektra FAICAr zistavaji pti vSech hodnotach pH stejna.
Elektromigracni vlastnosti ribosidli jsou velmi uZzi-
tecné pro jejich analyzu kapilarni elektroforézou. Infor-
mace o spektralnich vlastnostech roz$ifuji moznosti iden-
tifikace ribosidd i na jiné separacni techniky vyuzivajici
UV detekce. Znalosti spektralnich vlastnosti ribosida byly
vyuzity pfi potvrzeni identity latek analyzovanych kapi-
larni elektroforézou. Jednotlivé ribosidy byly tak
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Cena Merck
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Obr. 2. Zavislost spektralnich vlastnosti imidazolovych ribosidi na pH; a) pH 3, b) pH 5, ¢) pH 7, d) pH 9

Tabulka III

Molarni absorpéni koeficienty (g [l mol™' cm™']) imidazolovych ribosidi

Ribosid A [nm] pH3 pHS pH7 pHO
Alr 260 5969 4735 2400 7769
CAlIr 260 7531 8281 10080 8912
SAICAr 270 24605 32180 13300 30347
AICAr 267 9844 11270 12600 9557
FAICAr 248 4798 4216 6590 4477

s jistotou identifikovany na zéklad¢é svych spektralnich
vlastnosti.

Zavér

Byly pfipraveny meziprodukty purinové de novo syn-
tézy ve formé ribosidi a tyto ribosidy byly piecistény. Pro
identifikaci ribosid kapilarni elektroforézou jsou stézejni
spektralni a elektromigrac¢ni vlastnosti. Na zéklad¢ elektro-
foretickych analyz pii rizném pH s UV detekei byly ziska-
ny poznatky o ionizaci imidazolovych ribosidi a o jejim
vlivu na UV spektra. Zejména informace o spektralnich
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vlastnostech rozsifuji moznost odhalit doposud neobjevené
enzymové defekty druhé poloviny purinové de novo synté-
zy, a to elektroseparacnimi technikami s UV detekei.

Tato prdce vznikla za podpory grantii IGA MZCR
NR/7796-3 a MSM 6198959205.
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migration Characteristics of Imidazole Ribosides

Some imidazole ribosides were synthesized, purified
by ion exchange chromatography and analyzed by capil-
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VSCHT Praha prijme odborného pracovnika/ci do akreditované laboratoie pro Ustav

chemie a analyzy potravin.

Hlavni napln prace:

provadéni rozbort vzorkl potravin a plodin
zajistovani provozu vyzkumné a zkuSebni laboratote
vedeni laboratorni dokumentace a zaznamu

technické zabezpeceni seminait a konferenci

Pozadovany profil vhodného uchazece:
vysokoskolské vzdélani (praxe vyhodou)

zkuSenosti v analytické (chemické) laboratoti

zakladni schopnost prace s PC (MS Office)

Casova flexibilita a samostatnost
znalost anglictiny vitana

Nabizime:

samostatnou praci na $pickovém pracovisti

prilezitost k profesnimu rozvoji
pracovisté v blizkosti metra
pruznou pracovni dobu

prispévek na stravovani, navstévu kulturnich a sportovnich zatizeni, rekreaci,

penzijni ptipojisténi
Nastup: dle dohody

Kontakt: jana.hajslova@vscht.cz

254



Chem. Listy 101, 255-256 (2007)

Recenze

RECENZE

John E. McMurry
Organic Chemistry
Organic Chemistry,

A Biological Approach

1. vydani, ISBN 0-495-11127-9/
0-495-01525-3, 1024 stran,

© 2006/2007, cena knihy v mekké
wer| vazbé GBP 40, nové ve vazbé pev-
né, $155,95, jako eBook: $77,99.

Je pozoruhodné, jak malo autord se pustilo do uéebni-
ce k disciplin€, kterou miZeme nazvat biologicka chemie.
novych 1ékovych substancich a v obecném hledisku po
prodlouzeni a zkvalitnéni Zivota a kterd si zaCala hrat
s genetickou vybavou clovéka potfebuje odborniky, ktefi
nejenze rozumi biologii, biochemii, mediciné a genetice,
ale zejména (a to zahrnuje i vySe jmenované) rozumi orga-
nické chemii, jako jejich molekuldrni zakladné.

McMurryho ucebnice, vydana v broZzovaném vydani
vloni, kterd vychdzi letos i v pevné vazb¢ a s celou fadou
kniznich i elektronickych souputnikd, je kandidatem na
stupné vitézli v pomyslné soutézi knih o biologické che-
mii. Biologicka chemie totiz nejenze nepiinasi chemii do
biologie, ale vraci se k tomu, co bylo kdysi nazvano mole-
kuléarni biologie a co se tomu molekularnimu jiz mnohdy
vzdalilo — chemickému popisu fungovani ptirody. Jak je
jiz zvykem, je napsana ptijemné, dobie technicky zvladnu-
ta v barvé a je jen malo co, co se ji da vytknout. Autor,
John E. McMurry (Ziskal bakalatsky titul na Harvardové
universit¢ a Ph.D. na Columbia University. Je poctén
fellowship“ v American Association for the Advance-
ment of Science a Alfred P. Sloan Research Foundation.
Napsal fadu knih o organické chemii.) je znam svym sty-
lem, jenz si studenti oblibili, John McMurry vidi v této
knize chemii jinak. Vidi biologické a ptirodni souvislosti
a zamysli se nad jejich dusledky.

Vycet témat knihy mluvi za vSe: Struktura a chemicka
vazba, kyseliny a baze, organické reakce, stereochemie,
urovani struktury (MS, IR, UV), po piehledu zékladni
systematiky organické chemie prichazeji aminokyseliny,
peptidy a proteiny, cukry, lipidy, nukleové kyseliny
a sekundarni metabolity jako tvod do chemie pfirodnich
latek, vzdy doplnéné zminkou o metabolismu.

Cosi, co nasledovalo po Sestém vydani slavného
“McMurryho” je tim, co opét potesi nestora ceské chemic-
ké pedagogiky, prof. Pacaka. Na né&jakych 1000 stranach
s mnoha obrazy a schématy, 3D-modely ndm autor pfinasi
lehky a Cerstvy pohled na dobry zéklad biologické chemie
s mnoha dulezitymi konotacemi k naukdm o zivé pfirodg,
primyslu a zivotnimu prostiedi.

Pan John E. McMurry se vSak dopousti nectnosti
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témet charakteristické pro americké ucebnice této fady
(srovnej napt. John E. McMurry, Eric E. Simanek: Funda-
mentals of Organic Chemistry). Tato ucebnice totiz malin-
ko pokulhava, pokud se tyCe ztvarnéni chirality a jejich
aspektl, zejména v reflexi pravidel a doporuceni [UPAC.
Nicméng, lze ji i tak doporucit jako dobry zdroj informaci
pro studenty organické chemie i biochemie a pribuznych
disciplin.

Pavel Drasar

Eberhard Breitmaier

Eberhard Breitmaier

YWILEYVCH

Terpenes: Flavors,
Fragrances, Pharmaca,
Pheromones

Terpenes

anc

Vydal J. Wiley-VCH, v srpnu 2006.
Pevné vazba, 223 stran,
cena € 52.50.
ISBN: 978-3-527-31786-8

Tento kompaktni piehled chemie
terpenit a jejich pouziti pokryva jak strukturni aspekty
Siroké skupiny ptirodnich isoprenoidd, jejich zdroje, biolo-
gické a farmakologické vlastnosti a u vybranych latek
ukazuje t€Z moznosti totalni a pramyslové syntézy.

Tato, dalo by se fici, skromnd piirucka o terpenech pro
,,zacateCniky ptinasi dobry prehled zékladnich informaci
z této oblasti chemie pfirodnich latek. Hlavni soucasti, resp.
jejich vycet poskytnou dostatecny obrazek: Vyznam, struk-
tury a biosyntéza terpenti; Hemi-, mono-, sesqui-, di-, sester-
, tri-, tetra- a polyterpeny; Biologické, olfaktorialni a farma-
kologické vlastnosti; vybrané syntézy terpent; Izolace
aurcovani struktur v chemii terpentl. Je vybavena m.j. sekci
o biogenezi, polycyklickych terpenech, gingkoloidech, neo-
hopanech, ba i o kanabinoidech.

Kniha se hodi pro studenty ¢i zacinajici odborniky
voblasti chemie pfirodnich latek, biochemie, biologie
a farmacie, ¢i obecné pro kohokoliv, kdo se o problematiku
zajima. Kniha je dobfe vyvedena, tisk i sazba si nezasluhuji
negativnich pfipominek. UZite¢nou piirucku lze jen doporucit.

Autor, Eberhard Breitmaier ziskal PhD na Universite
v Tiibingen, v Némecku, jako ¢len tymu Ernsta Bayera. Po
stazi v University of Houston se vratil do Tiibingen. Ziskal
profesuru v oboru organické a analytické chemie na Uni-
verzit¢ v Bonnu. Je autorem mnoha publikaci a n€kolika
ucebnic o NMR-spektroskopii, organické chemii a ptirod-
nich latkach.

Pavel Drasar
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The Essentials

Vydal Wiley-VCH, Weinheim,
1. vydani, fijen 2006.

346 stran, brozovana vazba,
cena 89 eur

ISBN-10: 3-527-31399-0

Zajimavy sbornik pokryvajici $ifi asymetrické kataly-
zy aplikované v kontextu soudobé chemie, ktery piinasi
dobry piehled stavu v oblasti. Knizka je také ptiruckou
"Who's who" autort zoboru, ale pohtichu pouze
s domicilem v Anglii, Dansku, Francii, Japonsku, Némec-
ku, Nizozemsku, Svycarsku a USA, jakoby se jinde v této
oblasti chemie nic nedé€lo. Redaktofi ale takové pravo vy-
béru mit musi. S pfedmluvou od Dietra Seebacha pfinasi
kniha 59 piispévki od vedoucich osobnosti asymetrické
syntézy, véetné (a proto usiluje o titul "Who's who") Zivo-
topisti 87 autort.

Kniha je rozdélena do péti oddili: Nastrojem fizené
asymetrické syntézy, Asymetrickd katalyza, Bio-
inspirovana katalyza, Asymetricka syntéza ptirodnich la-
tek a kone¢né Asymetrickd syntéza v pramyslu.

Pocinaje zékladnimi koncepcemi asymetrické syntézy
s pouzitim diastereoselektivnich metod a asymetrické kata-
1yzy se ohnisko obraci k jejich pouziti v syntéze pfirodnich
latek a, jak bylo vySe feceno, v prumyslu, coz je chvaly-
hodné. Studenti vysSich cykll, vyzkumnici a pramyslovi
chemici naleznou v knize jist€ plno inspirace pro praci
a naplné pro vyuku.

V dnesni dob€, kdy hodné produkti chemického
a farmaceutického primyslu jsou chiralni latky, je takova
pfirucka mimofddn€ cennd. Po thalidomidové aféte
v poloviné minulého stoleti to ani jinak nejde nikde kolem
nds, jmenujme napf. v potravinaiském, farmaceutickém,
vonavkarském pramyslu, v zemédélské a lesnické chemii
atd atd.. Nastésti, poslednich n&kolik let zazivd vyznamny
pokrok v metodach wuzivajicich biokatalyzu, organo-
a organokovovou katalyzu, a podobné metody, pfispivajici
k tomu, Ze pouzivané metody jsou efektivnéjsi, ekonomic-

Kniha je zajimava i tim, Ze pfina$i nazory védct na
jimi zpracovanou tematiku.

Vysledkem je uzitecné shrnuti vychodisek a metod
pro chemii pfirodnich latek, 1ékovych substanci, agroche-
mikalii, ale 1 biokatalyzu, které by nemélo chybét
v knihovné zadného organického ¢i farmaceutického che-
mika v laboratofi ¢i primyslu.

Autofi, panové Mathias Christmann pracuji jako
,,assistant professor na univerzité v Aachen a Stefan Bri-
se jako vyzkumnik na univerzit¢ v Karlsruhe.

Pavel Drasar
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Microwaves in . . .
Organic Synthesis Microwaves in Organic

Synthesis

Vydal Wiley-VCH, Weinheim,

2. kompletné ptepracované a o 30 %
rozsifené vydani, 2 dily, pevna vaz-
ba, 1007 stran. Cena 299 eur
ISBN-10: 3-527-31452-0

Prepracovand pfirucka pfindsi zfejme vSe, co chemik
potiebuje védét o tomto dramaticky se rozvijejicim oboru,
véetné novinek, jako je pouziti iontovych kapalin, syntéz
cukrii, multikomponentnich reakci, syntézy peptidi na
pevné fazi az k, jak by dnes jinak, uhlikatym nanotrubicim
a fullerentim.

Kniha se dale podrobné zabyva tématy jako interakce
materiald s mikrovlnami a jejich dielektrické vlastnosti,
vyvoj a navrhovani laboratornich mikrovinnych zafizeni,
pouziti tlakovych nadob, netermalni efekty mikrovin
v organické syntéze, selektivita reakci, katalyza s fazovym
pfenosem, reakce na nosicich, heterocyklicka chemie, cyk-
loadice, katalyza, chemie polymeri, reakce katalyzované
pfechodovymi kovy, kombinatoridlni syntéza, radioche-
mie, fotochemie a extrakce vonnych oleju.

Autor, ¢i spise redaktor, André Loupy pracuje v Uni-
versité Paris-Sud, Orsay, Francie a krom¢ této knihy se
podilel na fadé uspésnych tituli.

Od prvého praktického zavedeni kuchynské mikro-
vlnné trouby na trh v roce 1955 zaZila oblast praktického
pouziti mikrovin k ,,vafeni* exponencialni rozvoj. V roce
1981 byla pak publikovana prva prace o pouziti mikrovln
v organické chemii. Dnes najdeme v literatuie ptes 2500
praci, které se touto tematikou zabyvaji. Je sympatické, ze
kniha je m.j. ovlivnéna téz mezindrodni spolupraci v ramci
akce COST D32 Chemistry in High Energy Environment.
[ tim muze byt zpisobeno piijemné zjisténi, Ze mezi 51
autory podilejicich se na knize, najdeme i odborniky z nasi
kotliny, pp. Vladimira Cirkvu, Milana Hajka a Petra Kla-
na, ostatni autofi reprezentuji pak ,,vSechny kouty svéta“.

Kniha je velmi ptehledné uspotradana, opatiena kvalit-
nimi rejstiiky, vypravena dobrym materidlem obrazovym,
schémata a vzorce nasleduji doporuéeni IUPAC, knize
nelze ziejmé nic vytknout. Patii do knihovny kazdého
zvidavého organického chemika, ale i potravinare, farma-
ceutického chemika ¢i voniavkare.

Pavel Drasar
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Biology Oriented Synthesis

In the lecture the trains of thought leading to the Biology Oriented Synthesis
concept will be detailed, including the development of a Structural Clustering
of Natural Products (SCONP) in a tree-like arrangement and its combined use
with Protein Structure Similarity Clustering (PSSC) as hypothesis generators
for the development of NP-derived and —inspired collections, the chemical
feasibility of their synthesis on the solid phase and in solution and the
investigation of these compound collections in selected biochemical and
biological assays.

Speaker: Professor Herbert Waldmann

MPI of Molecular Physiology, Dortmund, Germany

UOCHB AV CR, v. v. i.

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

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz
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Invited Lecture Series

Topic: Organic Synthesis

Advances in Transition Metal Lewis Acid —
Mediated and Catalyzed Reactions

New powerful applications in asymmetric synthesis and catalysis have put
half-sandwich complexes of the type MCpL,, and M(arene)L, into the limelight.
Efficient synthetic access and new ligands are instrumental to further
development and new applications. This lecture will focus on several aspects
of the synthesis of electron-poor half sandwich complexes. The 16-electron
half-sandwich complexes CpM(P*P)]” (M = Fe, Ru) and [IndRu(P*P)]" where
P*P are electron poor bidentate fluoroaryl-phosphinite ligands are efficient
catalysts for asymmetric [4+2] cycloaddition reactions between enals and
dienes.

Speaker: Professor E. Peter Kiindig

Department of Organic Chemistry,
University of Geneva, Switzerland

UOCHB AV CR, v. v. i.

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

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz
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